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RESUMEN. 

La ~miriz extracelular (MEC) es esencial para mantener la estructura y función de los órganos, entre 

dios ~l p1ihnón; un desequilibrio entre la síntesis y degradación de las moléculas de la MEC puede 

~~s~ltar ~~condiciones patológicas como la fibrosis y enfisema pulmonar. 

: La' degradación de las proteínas de la MEC se realiza fundamentalmente por enzimas proteo líticas que 

se,'.les conocen como metaloproteinasas de matriz (MMPs). Estas se han clasificado en 6 subgrupos 

diferentes, que son las: Colagenasas, Gelatinasas, Estromelisinas; Matrilisinas, MMl's tipo membrana 

(MT-MMl's) y otras MMl's. 

Dentro del subgrupo de las colagena~as se encuentran tres miembros: La colagenasa l(MMP-1) 

expresada por fibroblastos, macrófagos y células epiteliales; la colagenasa 2 (MMP-8) expresada 

principalmente por neutrólilos y la colagenasa 3 (MMP-13) expresada por una gran variedad de 

células. Las colagenasas tienen como sustrato colágenas fibrilares tipo l, 11, 111. 

En murinos la degradación de eohigena fibrilar en tejidos ha sido atribuida a la actividad de la 

colagenasa 3, sin embargo, recientemente se han descrito y clonado la colagenasa l. (MMP~I) y ·la 

colagcnasa 2 (MMP-8) en murinos. La MMP-1 solo se ha encontrado en condiciones fisiológicas en 

embriones y no en estado adulto. 

El objetivo de este trabajo fue analizar la expresión por RT-PCR de la~ colagenasas 1. 2 y 3 en tejido 

pulmonar de ratas expuestas a humo de cigarro. con el fin de analizar si en murinos adultos en 

condiciones patológicas se expresan las colagenasas 1 y 2. Se escogió este modelo ya que se ha 

reportado que en pacientes con enfisema pulmonar y en un modelo experimental de enfisema 

pulmonar en cobayos existe una importante participación de colagenasas, principalmente de la 

MMP-1. Los resultados de RT-PCR mostraron un incremento en la expresión de MMP-8 y MMP-13 en 

ratas expuestas al humo del cigarro con respecto al grupo de las ratas control, mientras que la 

expresión de la colagenasa 1 (MMP-1) no se detectó ni en el grupo experimental ni en el grupo 

control, sugiriendo que en el pulmón de rntas adultas la MMP-1 no se expresa en condiciones normales, 

ni en condiciones patológicas. Un hallazgo interesante fue que las eolagenasas 2 y 3 se sobreexprcsan 

en este modelo experimental y sugiere que estas enzimas participan en el daño inducido por humo de 

tabuco en rntus. 



"ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LAS COLAGENASAS 1, 2, Y 3 EN UN MODELO 
EXPERIMENTAL DE ENFISEMA PULMONAR EN RATAS FUMADORAS" 

INTRODUCCIÓN 

METALOPROTEINASAS DE MATIUZ Y SUSTI{ÁTOS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR 
; .. . : 

¡~f~;at~izext~acelular (MEC) es una estru~tura dinámiéa que no sólo constituye un soporte estructural 
'·" r .·e . . . 

q·~c,'~dctcrminan la histourquitcctura cspccllica para c~da órgano sino que regula el comportamiento de 

las ~iÚ~las que se encuentran en contacto .con ella, afectando así su desarrollo, adhesión; migración, 

fbm1u y funciones metabólicas. Las.célulás se unen a la matriz cxtracclular a través de receptores de 

superficie de la familia de las. integrinas, dcse~1cad(!nancÍo señales de transducción C¡ue.?tecian diversas. 

funciones celulares ( 1, 2). Además ·1a. MEC: participa ·;•'activamenic en .la;prescnta~Íón'dc un~· gran 

variedad de factores de crccimic~to. En este contexto el recambio nhan1cntc·~~n:r~Ín~~j~·lll MECes 
.·., . ·,~; 

critico para mantener la estructura y función ·de los órganos ·entre cllós In del '¡j·~¡~Í;~.·(3): . ,;:: , . , 
.. , . . - -. ·2~.>->:~:·;~·~;:'.(~"fi~·;, ;·.:;:: .. i·-,,· 

El desequilibrio entre In síntesis y degrndadóri de las inoléculas de Ja MEC está liien"docúmenÍado en 
-.··-;:_·:>:_- ,·~·1· 

diferentes condiciones pátológica5 como es el caso de la fibrosis y Clclenfisemapulmónar (3). La 
;- .: . ..· ' ' ._;_ '-~· . . . \; ·.~· . ~ , . 

. --.' .... < . 
. degradación de In MEC se .realiza por enzimas P.roteolítieas :qué pu'éctcn/a~tuaí"t~.nto a nivel de 

mcmb~na conme~t~celular~1e~t~, 'y u estas enzimas s.c. lcs éon?cé ~·~n1ci'111éÍaloprotci~asas de matriz 
.. 

(MMI"~ de sú ~bic~iatura en ir1gle¿ 1\Ia;;,¡:,. ,;/eíc;,¡~protei11a.\·e.\~:. e~tas, comprencl~n una gran familia 
. ' .< ·- :-'' - ! ;·_," .:'·.<_·,' ,., .. ,,,, .. - ,·· .. ' . . ,,.,. -: --- . '.' ,'-.·,: '~':' 1 ' " • - • • ' 

de ·¡~et~l0ocl1zi111~s·~,i~P';)i~~1;~n;~cterísti~~s est:ucfti~nlc~ c()l~urié~ ( 4-7) .. · 
' /'. . ·'::·.'~- ... · . 

. •. 
· A lit' fcdm se h~n sido identificad~ 23 'dilCrcntcÚvl~P's de vertebrados (Tabla 1 l. y se han clasificado 

hasándosc en la espccificidudp()~ el s~bstrato yeú 'curactcris'ticas estructurales de los dominios (5. 6). 



Una MMP debe tener al menos dos do~inios con~ervados; uno llamado pr~2dominio y el dominio 

catalítico (Figura 1 ). 
. . . 

El prodominio de una típica MMJ> esdc C:é~cá:d~80 riminoái:idos,y todas las MMP's, excepto MMP-

21 y CA~MM P, contienen lri s~cuerÍcia ~olls~llso. PRCXxPD. 

· .. .:;,.,'," 

El domii1fo catalíti~.º (d: J ~~-.llli':~pr~xiln.~damentc) contiene un sitio activo con Zn2+, que se une a tres 

. histidinas conscn;ádas 'éi{J~ secuencia J·iEXXHXXGXXHSffXXXXXXM,. Ja cual también contiene . ~ - . . -
•· 

una ;rietiol1ll1a COflSCrVnda''al · ,3~~ éa~bóxilo .del sitio de unión al zinc. En el estado inactivo, el residuo 
, '.', ". ·' ._:·; ·,'o~;·: . .. ,·;·:·:·-"re 

c:9ns~rvad() ci~tdlla 'cil'"cji)rcl_dmn·i~io provee el cuarto sitio de coordi~ación para el ión de zinc 

c~'ia_1Ític~.~· 1a·~¿Íura;JJes't~ ¡lJe;;t~ e~ 11~cesaria para lri actividad enzimática (4-8). 
,-<:-.,-:, --

Ade;násde h1s dos' rcgiOnes; conservadas, las .MMJ>s tienen una variedad de dominios especializados 
. ::~ . ·-:: - - . . . ~ _.-· -- . ·' . ' 

qÜ~: ~61lt;fbuxe'rl a·'·ª _especificidad del sustrato y reconocimiento o interacción' con otras proteínas o 
-

"· 
MMl''s' tienen una región de unión bisagra, la cual es rica ell prolinn, y un dÓminio carboxilo 

term;ir~aiti~o hemo~cxinn .(de 120 aá aproximadamente), esto con e~cepción de mutrilisina, CA~MMP, 
y cndomctüsa~rnatrÚisimi. El dominio tipo hemopexina· es requerido para la actividad de triple he Ji casa. - : .,_ .. -.,~. . . . - . - . . . . _. . ' ' . - .· ,. . 

Adcn\IÍ~ seha demostriido que ~I do~inio heriiopcÍdnu·j~cga un papel f~cional en Ju unión al sustrato 
.. -.. _,. . ... , ·-.' . ' ' -•¿· - ' ··-- - -- ' - ;- --· . ' 

,. . i --_:_ •· -- • 

Dependiendo de .las ca,~ncte'rí~ticas estructurales y funcionales las MMJ>s se han élasilicado en 6 
. . : :' . : ·, - '-'·. -

su_b'g~u¡ms diferentes de miembros c~rcunam_cntc relacionados que poseen afinidad de sustrato que en 

o~~~i~~es.sc s~brelapa. estos subgrupos son: colagcnasas, gclatinasas •. cstromelisinas, matrilisinas. 

Ml\·ll's tipo membrumr (MT-MMl's). y otras MMJ>s (Tabla 1 ). 



ESQUEMA DE DOMINIOS 

Visagra 

Pre 

Fihroncctina 

Figura 1 

Transmcmbranal 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Tabla l. 

Met11loprotein11s11s de matriz (MMP's) 

Subfamilia MMP Nombre común 
Colagenasas MMP-1 Colagenasa -1 (colagenasa de 

fibroblastos o intersticial.) 
MMP-8 Colagcnasa -2 (colagenasa de 

neulrófilos.) 
MMP-13 Colagenasa -3 (colagenasa de 

rata). 
MMP-18* Colagenasa -4 

Gclatinasas MMP-2 Gelalinasa A. ( colagcnasa de 72 
kDa tipo IV). 

MMP-9 Gclatinasa B (colagcnasa de 92 
kDa tipo IV). 

Matrilisinas MMP-7 Matrilisina 1 

MMl'-26 Endomclasa o 111alri 1 isina 2. 
Estromclisinas MMP-3 Estromelisina 1 (transina- 1) 

MMP-10 Estromelisina 2 (transinn-2) 
rv!MP-11 Estromelisina 3 ----

MMP·s tipo membruna MMl'-14 MTl-MMI' 
MMP-15 MT2-MMP 
MMP-16 MT3-MMI' 
MMP-17 MT4-MMI' 
MMP-24 MT5-MMI' 
MMl'-25 MT6-MMP (Leucolisina) 

Otras MMP-12 Metaloclastasa de rnacrófagos. 
MMP-19 
MMP-20 Enamclisina. 
MMP-23 CA.-MMP 
MMl'-27 
tv!MP-28 Epilisina -

*Colagenasu-4 fue aislada de Xenopus. y hasta el momento no se ha encontrado su homólogo en 
mamffcros. 
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Colugcnasas: 

Esta subfamilia comprende en humanos 3 miembros: la colagcnasa-t · (MMP-1) la cual es expresada en 

su nuiyor parte por fibroblastos, macrófogos y células epiteliales; la colagenasa 2, (MMl'-8) que se 

expresa principalmente por ncu.trófilos; y la colagenasa 3 (MMP-13) expresada por una gran variedad 

de células. Las colagenasas tienen como sustrato colágenas librilares tiposl, Hy Ul (Í 0, 11 ). 

Las colágenas fibrilares son los componentes estructurales más abundan.tes de la matriz 

cxtracelúlar,y ~;,n ~~Iééulas hamo.o hetcrodiméricas, cuyas subunidadcs las cadenas u, son el 

próduct~ de diferentes genes. estas cadenas varían en un tamaño que va de 600 a 3000 residuos 
' ' ·- •' ··.,, ., 
de a;ninotlcidcis;: Í.as cadenas u contienen uno o más segmentos de polipéptido con múltiples 

:·-- -- - -. "->< _:" ' 
secucnci~ rcpeÍidas .Gly-X-Y, donde cerca del 30% de las posiciones X y Y están ocupadas por 

- __ : ., .. -, .. -· ' ,· '- . 
.... prolina e'hi~roxiprolina respectivamente. Esta secuencia. resulta en una estructura secundaria. 

d~ triple tiélicc q~e le brinda a la mólécula e~tabilidad y rigidez. Una colágemi fibrilar clásica•· 

co~li~n~ en máscl,eun 95;o de su es;ruct~rasccundaria la de triple hélice (12~ 14 ). ¿el !JUlmón 

las colágcnus'tipó f:ll, y Uf COJ;stilÜyén' el 95_% de la' colágena y se cncÜcnt..ln cn'er_ii~tc~~tÍcio . 

r1ulnÍonar. en las paredes de 1ri~ vías aéreas y'en los vasos sanguíneos, miC~;~as·q~~·lá c~l~~cna 
tipo 11 se locáliza principaln~cnte en CI i:'artítigo bronquial. ( 1. 2). Un asp~~t¡>'~cieva~t~ dct' 

',_·::..·.;-. 

;nctabolismo de las colágenas libritrires es que son resistentes a la iligrndtl~iÓ~ J~ tri n1áyoría de 
- 1 - ' -· ,. ,,_ ___ •••. , ...... ,,.·. -

la prot~11sas.Com~se seil;ló anlcrionnc11te las colagenasas son las c~~i1~a~,i~s~6~~rib1Ji de , 

degradar este tipo de sustrato. 

En murinos la dcgmdacíón de coiñgcna librilar._en tejidos ha sidoatrílmi.da principalmente a la 
- - ·" ._ . 

•actividad de la colagenasa-J (MMP-13). y.; q1;c durante largo tiempo fue la i1~ica colagermsa 

encontrada en rata y ratón (8). Recientemente se han descrito y clonado la colagcnasa-2 (MMl'-8) y la 

. (l 



colagenasa-1 (MMP-1) en mul"inos (10, 11): Sin embargo, In MMP-1 solo seha encontrado en 

condiciones fisiológicas en embriones y en estado adulto no se ha identificado su expresión. 

Gclatinasas: 

Esta subfamilia comprende 2 miembros: la gclatinasa A o colagenasa tipo IV de 72 kDa (MMP-2) y la 

gelatinasa B de 92 kDa (MMP-9), estas enzimas degradan colágena tipo IV qué es la colágena de 

membranas basales y elastina. Reciben el nombre de gelatinasas debido ·a su capacidad· para degradar 

gelatina (colágena desnaturalizada). (6-9) 

... ' 

La colágena tipo IV fue la primera colágena no fibrilar extcnsameríte ·estudiada y es un 

componcntcde hís mcmbmnas basales.donde rC>.mm una fina red de ~~rdclcs e~trelazados que 
-. -'- .. - ·,(· ·. - ·- ' -

atrapan· a moléculas de gran tamaño como laminina o, el pr<:>teoglicano heparán sulfato. Las 

cadenas de colágena'·'tiP6 IV son estructuralmente si,milarcs y combinan un. dominio largo en 

· i~iplé hélice con un dC>minio ~lobulur co~~lejo.&n elextrcmo carboxilo tennil1at, ~uc es una 
. ·'-·".·,.":.::: ',," --,_- ... . . .· . . ' 

estructura lamin~;cC>n1111a porción.él} t~iplc l~élicc: (1, 12-15) ' 

. La elastina .es ~na ~rot~fna fue,~em~nté hid~ofóbica que se sintétiza en .fomm soluble 

Ctropoclnstin~) y. sufre vari~s n~C>difica.~iC>nc~ postraduccional~s. Esta proteína se empaca y se 

transporta a sitios }:specfli¿?·s d~ la sup~rficic :celula~ donde se producen las uniones cruzadas y 

el ensamble linalpara.la fom1áCi~nde I~~ fibras clásiicas. Las fibras elásticas desempeñan un 
- . . -

·papel fundamental en la e.~trncÍúra de .1?'s matrices intersticiales y en la organización tisular. 

Dependiendo del tejido. por un lado otorgan la flexibilidad apropiada, y por otra. pem1itcn la 

resistencia a los procesos de estiramiento. En este sentido. estas libras se encuentran en 

cantidades signilicativus en aqtiellos tt.:iidos en los cuales la extcnsibilidad reversible es 

importante en su función como ocurre con el pulmón. !u piel y las grandes arterias. (15). 
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Matí-ilisinas. 

En. esta subfamilia se encuentran la rnatrilisina (MMP-7) y la matrilisina-2 (MMP-26), las cuales han 

perdido el dominio carboxilo temlinal, es decir. sólo contienen los primeros tres dominios que les 

confieren las propiedades necesarias para la secreción, latencia y actividad catalítica. Los sustratos de 

estas enzimas son muy amplios y variados y degrada entre otras moléculas de la matriz a la 

libronectina. ( 16). 

Las libronectinas constituyen una familia de glucoprotcfnas multifuneionales, que se pueden 

encontrar tanto en fonna insoluble en la MEC, como· en forma so.luble circulando en el plasma. 

Las moléculas de libroneetina estári fonnadas por 2 subunidadés. de 230- y 250 kDa que se 

encuentran ligadas por uniones de disulfuro. La ~structurn de Ja fibr~neetina está fuertemente 
.. - - _' 

conservada en la escala evolutiva y es allamente rep~litiva con) urÍicfades bás-icris. denorninadas 

homologías tipos 1, 11 y 111, las .cuales constituyen el csqÚelc'to. d{-1ri 'rrote-lna. lnt~rviene 
.-·.· ' : ' 

estableciendo las conexiones que utilizan las células cuando é~tas migran a .•través de la matriz 

extracelular. ·Además es la principal proteína de unión entre l~s·- célulris y las libras 

colágenas.( 1 S) 

Estromclisinas. 

A esta subfamilia pertenecen las estromelisinas 1 (MMP-3), 2 (MMP-10) Y 3 (MMP-11). teniendo 

como sustratos principales a la fibronectina, laminina y colágena tipo IV. (6. 9, 16) 

La lmninina es una glicoproteina filamentosa y es abundame ·en las láminas-basales de las 

matrices extrneelulares embrionarias. Tiene una estnietura altamente conservada en diforcntes 

especies como en el hombre. ratón. drosophila. sanguijuelas, y estrellas de mar. Consiste de tres 



cadenas polipeptldicas u (400kDa), 131 (220kDa) y 132 ( (205kDa) unidas por enlaces disidfuro 
.. - '. '. .:· '._-: . -. 

para formar ima estructura en forma d~- cruz con terminaciones globulares, Existen diversas 
. .·. - -- _. -- -

fornías de lmninina y los cambios en la con'ip()sii:ión de subunidades de laillinina puedeninlluir 

no solo en la interacción con los recepto~es celuÍar~s sino trunbién en la interacción con otras 

moléculas dé la m~frizy por lo iLtb en l;i arquitéclura de la n~embranubas~l (15, 17f · 

MMl"s tipo mcmbr~naCM'f~M~P).: ·.•··. : 

> -Aestu.~ubfumiliá la confom1a~ '6Jnic;1bros diferentes MTl-MMP (MMP-14), MT2-MMP (MMP-15), 

- trr3~~tvtP (MMP-16), ;_,rr/MMP (~MP-17), MT5-MMP (MMP-24), MT6~MMP (M.MP~25), SÓn 

p~oteínas con un dominio de me.mbrana y una cola citoplasmática, y undominiode li.;rina que sirve 
. - .. ···,\'. . -

como sitio uctivode reconocimiento para su activación intracelular. Estas i::~imas'ti_e~i:n la capacidad 

de activar a otras MMP's como la MMP-2 y 1 J, además de degmdar proteínas de 1~·!11atriz extracelular 

c_omo libronectina. lmninina, colágena, gelatina y otras. (18) 

Otras MMP's. 

En esta subfamilia se ;grupan aquellas enzimas cuyas propiedades no lcspe~1itc agruparse dentro de 

Jas • ~~bfamilias . anteriores . en este grupo ci"ico~tramos a . MMP~l 2 {metaloelastasa de· m"acrófagos), 

:: ~!~l~-1~. MMP~20; MMI'-2J, MMi>-27; MMP~28; (4, 8; 18) 
:·t· --?i~l::_;;,- .. - :_·:~"~--'. <• ,;; . ~<.; ·,~ -

____ :~·~~-~~J;\b1'6~Í>~: .. ,~;MMP's 
"" -\~-:;'; . ~·; ':_ 

'.1.~·)db~1füi,;·enl:1~ ~!~P's ~curre 1111110 intra como cxtracelularn1entc y I~ actividad enzimática es el 
' • • • .- ' L • ' o ' ~ • ' • • ' ' 

resultado linarJ1.:"unacori1plcja serie de eventos que incluye la expresión del gen, la activación del 

zimógcno .y la inhibición enzimática en el espacio cxtrncdular (4.' 18). 
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- - ~ --_ - - -:- - - . -, : . ' - ·' 

La expresión génica es regulada por una variedad de citoeinas;taÍes como·fnctorés de cre~imienti> y 
-, . •.;, . ·.. .· , 

mediadores inflamatorios los cuales puederi inérementar;o dismin~irli1 síntc~isdc la enzimucn unn 

célula especifica. Citocinas como el fhctor de necrÜsis tu~oral .frNF-a;, el Íactéi; d~ c~;cimiento 
epidérmico (EGF) y la interlcucina-1 (IL~I). son éápaces lle auri1cntár la cxp{esió'n,de 1'as MMl''s u 

truvés de una combinación de mecariism~s transcripéionales y pcistr:i~;~r;pci~~~les.(;;··, ~){ ; .. 

A nivel d~activadón, las MMPs se regulan a través de la digcstiÓn pareiai;cl~I d~mi~~¡I~ro~eptídico. 
/ :ú.J- ~ ">f• . 

'' En algunos casos, con1o en las procolagcnasas de fibrciblastos,' rieutrófilos y' las procstroníélisinas .!'y 2, 
. ,,, ' . . - . .. . . ·. ' . ' . : '. -. ,· . ··~ '.f: ¡ ,, : .' " , - ' ' , . .• . ' 

Íos propéptidos presentan zonas de rompimiento para' enzimas como '1a 'pla~mÍn~:;y' 1á ·.tri psi na; el 
,'". . ,: .. \ .. "·-" - .· , . ' 

roinpimicnto desestabiliza la interacción entre un residuo de C::;5·}e1 zni+ y Í~:~o~~o~i1a~ióÍ1 de la 

proteína cambia, 'permitiendo' así el proceso' autocat'alitico h~bÍa' la' f orm'a ~ctiva;·' ·~os.· actiJudores . . . , .. . - - . ' - :_· - . ' , .- . ~ . 

lisiolÓgi~'os de muchas de éstas enzimas rio ~e cdnoce~ con pr~cisiÓn; sin e1i1bargo, se ha s~gerido la 
, . .·.·· .·/· . " :·.· . . . 

exlsteneiÜ de una ~usdadaén la qu~ algunos de IÓs ~iic~·br~s de la familia de las MMl's tienen la 

~ap~cidad de activar.a o'tros'rnicrnbrÓ~ de la ,;1isma fan1llia: En el caso de la progelatinasa A (MMP-2), 

IÜ acti~ación sc~lleva á caoo .en la s;rperficie celular y his mctaloprotcinasas de nicmbmna de;empcñan . . . .. , ., ' _,_ . ~' .. ; . , ., , .. - , . - - - - - . ; '.- - . - . 

. un p~pd c~ntral nicdiante ~~ c~~1plejo m~cani~r;m que iiivolucra a la MTl-MMP; y al ~IMP-2(4, 18, 

:> , ._- : . - ··.. •, . . - . _.- ; -- : ':~·::··:. . .-".' _. .. --. . ·,·:: 
Finalmcnié a nivel de regulación por inhibición, los principales inhibidores fisiológicos de.las l'v_!MP's 

sori ~n; fumili; de inhibidcires tisulares de metaloprotéinasas c'rlMP): de los ~8~1és;'se. han descrito . 
.. , . - - .. ' . ~ :- \ . ·. ' ' . . - .. ', , .... - '· ' . ·,· 

cÍruÍr.; tipo diferentes lla~mdos TIMP-1. 2. 3 y 4. LosTJl'vÜ>·; fornmn cClmri~j()~ de altá :1finiddd con 

las ofi>rnms activas de MMl''s e inhiben, su .aciividad énzimática a través de un~ ;nlr.fr·Jc~ión: no 
' . 

covalentc. Estos inhibidores tienen entre o.tras propiedúdes. las de ser. moduladores de '1a proliferación. 

promotores del erecimien.to cclula·r, inliih,idnr~s de la angiogencsis, apoptosis. ctc.(18-20). 
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IMPORTANCIA DE LAS COLAGENASAS EN EL ENFISEMA PULMONAR 

El enfisema pufmonar' pertenece a un síndrorne-clfnfco lln-mado Enfermedad Pulmonar Obstructivu 
'. . . - . ' . . . . _-: ·'. . ,_ - -· ' ' . ' -

:cróni~a ,(EPOC) causa'da en un 80% de l_os casos por el consumo crónico de tabaco. Es umi cnfcnncdad 

dc~~~~rativa y potcnciálment~ mo~l.:·lo~ pulmon.cs pierden su elasticidad debido u In rotura del tejido 

el;sH~o y lnspnredes entre l~s ~lvéolos son d~~tr~idas,· de manera que los alvéolos son sustituidos por . .·' . .. . . ' ' 

grandes espacios aéreos.El 'cspa~io m~erto fisiol~gico aumenta grandemente y debido a la ventil~ción 
e ', ••• ,· • 

y riego alveolar· no unifonn~s e ina.dccuadas, se desarrolla hipoxia grave. La inspiración y la· espiración 

son diJ1cilcs y_cl trabajo respiratorio se incrementa gradualmente. El tórax se agranda y torna la fomm 

de barril porque la pared torácica se expande cuando el recogimiento elástico oponente de los 

pulmones declina. (21, 22). 

' ' 

· ,: La, n;iatriz extracclular es esencial para la integridad· del pulmón y cuando ésta es pertur.bada puede 

, . p~()yocf cambios cstrncturales como sucede en el· cpfiscma pulmonar. Se cree que la etiología del 

· c~dse;1;a es debido a un· imbalance entre proteasas y antiprotcasas en 'el pulmón. Estudios a~tcriores se 

.han e~focado sobre las enzimaselasioÍiticas como agentes primarios de la patogénesis. sin: embtirgo. 

' cstÜ~i~s recientes s~giercn q~(! las colagcnasas pueden estar tamb;én involucradas en la dc~trncción del 
:''. ·., . ·:._>·. . . ,' 

tejido pulmonar en el enfisema.· (23-25) . 

. < .·.··., ·, ' .. : ·.'· ·,,_.·· .. · 
llip1ítcsis chtstasa ,...:anticlastasa. 

·. - :.· . ·:, ' ' , . . : . ·. -

'S~ 's11b~quc fumar cigarrillos es la principal ca~1sa del enfisema, sin embargo el mecanismo por el cual 
. ~. ~- ' . . . 
·el hu_mo del cigarro produce una destrucción en la arquitectura del pulmón no· es bien conocido aÍln. La 

elastirm es un componente de la matriz extrac~lular, que prop<1rciona la llcxibilida'd n"!ccsaria sobre el 

pulmón para resistir los diferentes dafios fisiológicos a los que está sometido. Por JO años se ha creído 

11 
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que elenfisema es el resulÍad~ de im imbalallcé elastasa- anticlastasa (26), esto se formuló después d~ 

que . se notó· que: fumadores ~~~ . una dcflcicncia · congenita ·de a-1 untitripsina tenían una excesiva 
, , .· ,":.· , ,.-----e-. ·_ '·.·., 

i11eidenéia de enÍ.se~1a.c2iJ~ Dado el increnicnto.dc contenido de neutrólilos visto en pulmones de 

Jumudorcs y el hecho 'C!c'quc _la :a~I llniiÚÍpsl~a inactiva a la neutrólilo elastusa, se.creyó que la 
. . ' ... , ·." ·' ,'--. ·.··, ,.·._,· .. r,., '" 

. -.' ' .··_. : .·. .'" :·-' ..... _"·.·. :'-'.'.-- :·· :-, >: ·'. :.::·:'· -_·_· .... _·· 
d~gradación de ehis;ina por é~tll • ~¡~· c~iüt~Óm~'~b~tas~) era el factor responsable del .desarrollo del 
<· . >. < _ >.·.:_ -.- -r::'.~/ ·: .. -·-,. __ .:>-;~ __ :_·: __ :"_!~>/ .. ~,~·< -:n1~·::--'.::?~ .. _.-~.;'._1,,_'.~<< :·-:-~:~-.. :·-'- _-_-.::~ .. >. _-::.·-:- . , 

erifiseriui' pulri1c;~n~~ Sin c~b!i;~ri'. rccl~nt~i.'íé~'t·;·5~ h~ cu~stlonudo esta hipótesis por varias razones. No 
,_¡"~' '·>: .~'.\:~: , .. ;._,, - • __ , ··:-r<"..-, ,,1: ,_;~~;~-~. · '"':·: · 

todos los paéiéntC's con deficiencia congcllit~·dc a-L¿ntitripsina que fuman desarrollaron enfisema, y 

p~Ci~ntés que tie;1c~ un~ dcrci~llci¡·P~~~ial ,no ~i~nen un elevado riesgo de enfisema, además se ha 
•'J'. 

demostrado que CI número ·c1c ~e1Jt'róliicl's 11¿ sc'éorrClaciona con la destrucción del parcnquima en el 

enfisema, y que cÍ exccsodc;~;U~:1rn~'~'.: la. deficiencia de su inhibidor en funmdorcsinduCidos no 
. . _. ··.>~,··.-·. ::· _·:-- ~~:·~-~ 

siempre produce enfiscma.(28-32). 
. '~ 

Por otra parte, se r~ali;~ó u~ estudi~ ~n u~ratcJ~qJin~cx¡Í~csaba metal~elastasa (MMl,~12) y que Íenía . .,-_.,>º···.c.·,·,,.:,..~{~·::/·,::'.º __ ._- __ e_ - -,-::-- --- --- ••• •• -- •• --- -

un fenotipo nomml de pu linón •. en el _cu1d; curindcí'',los'animales KO erun expuestos a hu~10 dé cigarro 

no desarrollaban cambios ~nfisematosos:.~n:'cl:p~l1119n corno lo hacia·n los raÍones silvestres. Este 

estud.io sugirió que el macrófago es ~ru~:i~I ·¡;i.~ c.I desarrollo del enfisema ya que en ~I modelo de 
- ., . - \ . , .... 

raton~s fumadores en ausenciu de_ estrisc.Íiú1as'· ~o se desarrolló enfisema (33). 

Coh1~enasns en el enfisema' •. 

La colágena fibrilar. ·otro·camponcnte de la matriz extraccl~rlar. es _vital' para mantener la urquitcctura 

nonnal del pulrn,ón. las fÍbra~ de colÓgcna de tipo' 1y111 están d_istribuidas en gran parte del pulmón y 

d:~:su~s lacc(Jlágen~tipo 1 es la rria~ abundante:comprendi,cndo de 50-60% de lu matriz extrticclulitr 

.. ó:.i'fLa chhigena está presente en el adventicio de las arterias pulrno_nares. en el interstido iJc.I árbol • 

bronquial. en la sepia intcrlobular. en la lámina bronquial y en el intersticio alveolar. donde.se sahc que 

I:! 



------- ---·--- _-o.--.---- ---. - - . 

ocurren los cambios patológicos en el enfisema (25). Sé ha demostrado que la colágena es degradada o 

dañada . en enfisema pulmon~, . y con esto se. han derivado estu~ios; los cimles su~iere~ que. l~s 
colugenasas están involucradas en ~urias c1i1~~~dades pu

0

lmo~ar~~.< Por o~~a parte se' h~· íno~;rado cll 
rllodelosde enfisema inducidos por elastasa, qÚe Ja c~lágéna es degradada rápid~ménté,'aderriás se ha 

observado en ratas, que cortas exposiciones a:cn~~jdades~·t~xieas de<Óxígeno' Jl~Ol[ucc caml¡ios 

. enfisematosos y degrad~ción d~ colágenasinc~n1bÍos·~~-'~§'ª;;¡11~.<is:·~;;, :J,i~36T" ~- ... :: i; 
·; 

,·,-.-·.;· 

Un estudio quemuest~u la importan~in de la co.lágenasa eri~él ~nfisema füe Jlévad<J a c¡¡bo.en una linea 

de rll'iónes tr~nsgériic¿s q~e ex;r~s~badcol~g~n~a 1 (MMP~l)·hulllad~. Estosratil'd~s lllosi~!lTon un 
·-. _, •• • • •• • .' ' •• ' "-< •" ... • ••• , • ••• -. ' •• .-,. -·.,;· •••• ''· ,., - ' 

feno'ti~o ~o~· c~fis~rilapulni~na;;·sin ;;iostrarc~nlbios en el.contenido J{elnstin~~~ ;Jp~;~1ór2siCildo . .. . . . · ',,,·. '., . ' -.. · .. ·- - . .· ,·, .... ··_ ,. . . · .. 

e~t~ ih'prlmenl vez que;~~ dc;~itist~ba un mecanismo independi~nte de ela_;¡tin~. ó7): 
. ,, ·- ,, - ;, .· '- - . . '· -- . ' . . - - - . -· ,·. ' 

. _"-< ;:··/·; . ,-'.:. ·"~ ' .=··::· 

Miellti-as alguri~s investigadores han reportado una pé~dida de colágena sin pérdida de eíastina en e1 
\:· .. "''' 

·'é~fis'cñía, hiro~ Jia'nreportado que la cantidad de colágena se ve in~~emcntada en las regiones septnles · 

d~~ p¡i~ientcs .enfiscmatosos. Esto podría indicamos una degracl.~ciód el~ Ía colágena seguido por una 

rapida ~eparac.ión, incrementando el depósito de colágena· en el pui'~ón, provocando asl un daño mós 

·:.severo en.los pacientes debido a una fucr/.a de distensión en Jos pulmones· (32, 38) 
.:- .:, ! ,,,.. • -. ".· •• ' '.· ,·,' . ' 

l~siúllimos años. han surgido diversos cstúdios acer~a de ¿ impClrl~nciá cie las colagenasas en el 
· .. -l: .~ "-(' 

'erifi~~,;;ri pulmonar, un ejemplo claro es .unestudi~ r~rili7.ado p~r<nuris!;o~grupo de trabajó en un 
. '. • ,¡,• ·.--·'' .• ' ' • . . "· . - - .. _. ' '_., ',. - ~ \ .·«··· ~- : .' . " - .. ' .· :. . . . 

-.:'\,-

.. ·.• mÓdcÍo · expcriJÍ1cntaJ en cobayos expuestos ll. J;UlllO 'de: tab~co: Én ~SIC iiiOcléJo se dcntOSlrÓ que 
'• ·. • . :- • . :- ~ ·_, . ,-" ..... ¡ :: :_'_J. . '_:' . : 

exposi.ciónn humo de cigarro en cobayos cáusab,a u.n .incremento en la expresión de colagenasas y 

aullícn.Ú1bala actividad colagcnolítica en los pulmones.: Este aumentad~ colag~11as~s esta asociado con 

uri decremento en la concentrución de cohígena en pulmón de cobayo expuestos ni humo de cigarro. 
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Además por hibddación in si/11 e · inmunohistoquímica se mostió la. expresión de éolagenasa en 

macrófagos alveolares, células cpileliales y fibroblastos (39). 

- ·. ·. ·,; ·' _.-· ' 

Esludios en nucstro .. lubÓratorio han demostrado lambién la presencia de.MMl'-1 en el parénquima del 

pulmón.de pacientes con enfisema. Cuando se cxan1ina~on 'tejidos .de pulmón de pacicnlcs con 

~~tcrni~dadpulmonur obslructiva crónica se encontró un íncrcníento en la cx~rcsión de las colagenasas 

·., .:;. 2;:u~dn1ás ~le r~uli?.ar estudios inmunohistoquímicos:dondc se~revcló que la colÚgenasa 1 estaba 

. °":, p;~~~~tc c;1,;'1m~rófagos alveolares e intersticiales, céÍula~ éndotcliales, y células epiteliales. (40) 

. To111m1do'~fi consideración que se sostiene que e~ murin(}s I¡¡ colagcnasa-3 es la colagenasa que se 

. · c~presa limdÚmcntalrl1cnle y que recic1itcn1cntc se ha' rúostrado la· expresión. dC la.· MMP-1 . en 
,', . - . ,· , . - - - . ' .', .;· ., .•' .. · ·- . 

er;\brioncs ele roedores, el objetivo de este trabajo ~~ an~Jizár si ~n;concli~i~nc~ patológicas 
' :.: -~-·: '· . ··. . - .· ., .. ,.· .:-·· {_,;_ ' >-~ .. ' 

reprc~entadas por exposición a humo de tabaco las ratas expresan Iás colagcnasás JY,IMP-1, MMP~R y 

. MMP-Ü 

OU,JETIVO: 

Analizar por RT-l'CR la expresión de la MMl'-1, MMP~8 y MMP-13 en pulmones de ratas control y 

de ratas expuestas a humo de tabaco. 

1-l 
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MATERIAL\' MÉ~ODOS. 

_Modelo Experimental. 

Se Utilizaron 12 ratas hembra cepa Wistar con un peso inicial de entre 220 y 250 grs., las cuales 
·º-·· ._ -

rcdbi~ron. una dosis de 1 O cigarros al día. Admistrandosc 3 cigarros en un lapso de 30 minutos y 
:-.,.,,:,,:'. . : 

'i'·d~~pués -de un:descanso dc.30 minutossc repitió la misma dosis con su respectivo descanso, y 

fi~aln1~nte 4 cigarros en 30 mi~~tos. Los a~irnalcs se colocaron en una cámara de acrílico y en el lapso 

dc.n;cdia horn que les dio de deséamm·n los a~imalcs la cámara se abrió al aire. 

·-, ,• ' ' .' 

....•. · \e- ... ·,/··· 
.',c. P()blnCión de C:~t~dio~ 
';'_'::- ,·,:./·,:·'?-·'.-'.· .. -_ .·_ .. ,_ - . - -

' " Lo~-a1iiri1;il~s·sc divldieron en -dos grupos, un grupo de 8 aninmles que es el grupo experimental, y otro 

.. :: ·~~~o_.-di·4_·<,.~llimales que es d grupo cdntrol •. los. animales se sacrificaron a las seis semanas de 
~>::-/;-~::'.: :--:~...: -:-- . ' ./' '. -:'··: __ . - < 
:'tratifrni~nto. El grupo control 'no réeibió ningún tratamiento. 

Adicionalmente se utilizaron embriones de rutn de 12 días de gestación, como controles positivos para 

la colagenasa 1 (MMP-1 ); 
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Obtención tlel material biológico. 

Las rlltas fueron anestesiadas con una sobredosis de pentobarbitol sódico para realizar toracotomia .. Los 

pul111ónes se prcfi.J11diéron con una solüció11 salin~ d~'buf[er def~sfatos (P~S)a través de la arteria 
0

pulnl~nar p~ra eliminar la sangre de.los capila,res plllmoriarcs; P~stériom1ente. se pinzó el bronquio 

izquierdo y se s6ccion'.~ para s~parnr e(hul~Ón:'Cl ~uál sé ~bris~ló erÍnit'~ó~e~o líquido. El' puli~ón 

:dcré~hofue iÍisti;~'do por\:11d~i~airri~uéa1 con una s(;ÍUciÓndé fom;aldchld~al 4% dlsuelto en PBS y 

Se cxtnüo el RNA total de una fracción del pulínó~ que S(! conservÓcn nitrógeno liquido, así como del 

embrión de rata del 2 di~ de gestu~ión de acuerdo ~L méiodo de "rRIZOL (Life 'fcchnologics),. este 

reactivo es una solución que contiene fenal e isotiocinato de gúiinidina. Este método esta basado en la 
' .. ' • • . ' . . -~·:, -•- ·-., ~-;.··.---·---~,-·'."·~-·- __ ,. -~ - - •o~: 

técnica d~ extracciÓn d~ RNA de CI;oniczynsky y Sacchi y s~ d6'sarr~Ila 0d~ la ~ig~lent~ llli:mcra: (41) 
:c._:, '~-·' 

·(; .;·,.__·::. 

1) Homogcnización; se pesó la fracción de puli~ón qu~·sé l;abi~ c~~scrvado:éii.el íiitrÓgcno liquido y 
~--.· ,; . '. ' ' . "" . - . ".", ·, .: '. 

por ~~da-;5 mg. d~ tcjid~ s~ le ag~cgó 1 mi de TRIZO L.; posteriom1emé se h()nlogenizÓ con d politrón 

- __ :· .-.. - _':-'·.~.. .. . . .- . ": 

2) Sep;¡ració~ tic h1 fase :1ctÍosu: las mue~tr~~ h(jrn~gcni0zac1~s (ucron · incub~das a temperatura 
".--.·:-

. ün'1.bicnte pór 3 1ninutos.Posterior111~iitc sé ~d.i<!ionaro~ 200~11 dc,clorofómio por.cada.! mi de TRIZOL 
__ ., 

, .. 
agregado, se mezcló por. un' lapso dc·2 mii1utos y se incubaron' nu~vamente u. tér'.ri¡ícratura ambiente 

: " - < _'. :_ •• •• .." __ ,.. • ·, - •• : ·_ - ', •• - ·' • ·.. ·;. • 

durante 3 1~1inutos. Las. muestras se centrifugaron u 12000 x g a 4.ºcC durn~tc .I 6 minutos. ÁI término de 

· 1a centrifugación se recuperó la fose acuosa. 
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3) PrecipitHCión del RNA: fa fase ,acuosa que se recuperó en el paso anterior fue transferida a 'un 

nuevo tubo, al cual se. lé udicion~ 500µ1 de isopr~panol por cada. 1 mi de TRIZ~L agregad~ y se dejó 

preCipitundo u temperatura UJ~bi~ntt! durante 10 mi~utos: Po~teriormente se• centrifugaron a 120~0 X g a 

.. 4º e por I 1•111i1;uto(· 

<ri1u6s1ras a 7soo.~ g ¡¡ 4~ e pi:./;)5'1~fnl1tci~ y<!! sobrenadante se decantó y se dejo secar, finalmente se 
,· .. '-'.:''''' ':·;:· .. : . . ·>> . ·-:''•,. ···.-.··-·-·-\-::··,-;/;i:-·;',.;;,,··<· .\ ·¡.;,'. '::,._ ., ' 

. resllsp~lldió ~ri<sd ¡11.cté ~!lllri ~~r>c'(Diétil PirocarbonatoJ. 
<,~,- ;-: ', ,.'~- •': . 

. '; ·;r;11;isc.r.ífi::•'." .. r~~.j~J; .·iiT).·· .. • 
·. ',;_~-·-. ·,.,-~:: ,;-'.· :.}\ .r 

· ·L1n.11iicrog~iiri1c{dé RNA:'total extraldo con el reactivo de TRIZOL fue tratado con 1 Unidad de DNAsa. 
-~ . - :; •' :~ --- -· ---~ ., 

". Se utilizó'~Lkit RTfor PCR (Advanlage) para transcribirlo a DNA complementario (cDNA). Se 
-. ' -· -· --~ .. , . ' ' 

'";":' 

pr~prirÓ 'úna' mczC!a de RT teniendo In siguiente composición: 
' .. •'".• 

'·~) 'Enziina MuLV (2.5 u/¡11). 

b). < l mM de mezcla de cada nuc!cótido. 

e) lnhibidor de RNAsas 1 u/¡cl. 

d) Hcxiimcros uf azar. 

e) 13uffcrdcRTIX. 

17 



Procedimiento: 

1) A 1 microgramo de RNA se le agregó DNAsa. 

2) Los tubos fueron incubados durante 15 minutos n temperatura ambiente, esto con el lin 

de que la DNAsa degrade el DNA gcnómico contenido _encadá muestra. 

3) Se agregó 1 µI de hexámcros (2.5 µM) y se i~cubó 2 :n1inuios'.n -70" e; esto para que los 
' .. , 

hexámeros hibridarán con el RNA tempJácio ydesnat~rnlizar Já- DNAnsa. - ·-- .. _ ... ·.-· · .. ;. __ ,, :· 

4) Se incubó inmediatamente en hielo de 2 a 3 minutos. ., (> 

5) Se agregó la mezcla de RT p~ra ·i~ieia1" 1a:;eal:~i;ón. de·~~llmerlzación por_ la enzima 

(transcriptasa reversa) a una terilp~rntu.rá d~ 42 ~C dur~te'' l. ·h~ra. Y finalmente se 

desnaturalizó la enzima, transcripias~ rev~rsn a' urÍ~ temperatura de 94° C por 5 minutos. 

6) El eDNA obtenido se dil~yó en 30 ~11 de agua DEPC. 
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Reacción en Cadena de la Polimcrasa (PCI{). 

Para identificar la expresión 'de las colngenasas 1, 2 y 3 se utilizaron primers (del ingles 

primer = iniciador) específicos para cada una de éstas, además de una mczda específica con un 

volumen final de 25pl (aforada con l-!20). 

COLAGENASA 1 COLAGENASA 2 COLAGENASA 3 GAl'Dll 

MgCl2 2.5 mM 2mM 1.5 mM lmM 

Buffer de PCR 1 OX 2.5 ¡11 2.5 ¡ti 2.5 pi 2.5 ¡il 

Mezcla de nuclcótidos 200 ¡1M 200 ¡1M 200 ¡1M 200 ¡1M 

Prin1cr scnsc 1 ¡iM l¡1M 1 ¡iM l¡tM 

---------·-
Prirncr antiscnsc lpM l¡1M lµM 1 ¡iM 

1------

1120 --------- --------- --------- ---------
Taq Gold l'olimerasa 1.25 unidades 1.25 unidades 1.25 unidades 1.25 unidades 

-· 

Los primer.1· espccilicos para la MM P-1 fueron: 

Sentido. 5' AGA C1T CCC TGG AAT TGA TGA T 3' 

Antisentido. 5' ATG TAT CAG CAC TfC TGG AAG GT 3' 

Los primer.1· fueron obtenidos de la referencia <.1 O). 

l'uru este par de primer.1· se espera un producto de 267. pb. 
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95º c 95º c 55º c 12° c 72º c 

1 O mi nulos 30 segundos 45 segundos 45 segundos 1 O mi nulos 

50 CICLOS 

Los primer.1· específicos para la MMP-8 fueron: 

Sen1ido. 5' CCC i\CC TGi\ GAT TfG ATO CT 3' 

i\ntisentido. 5' 'ITG CTG CAA GTC ATA GGC i\C 3' 

Este par de primer.1· fueron diseñados en el siguiente sitio: 

http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfoces/prima.html 

Para este par de primer.1· se espera un producto de 246 pb. 

<J5º e 95º e 58º c 72º e 12° c 

1 O minutos 30 segundos 30 segundos 30 segundos 1 O minutos 

35 CICLOS 

Los primer.1· específicos para la MMP-13 fueron: 

Sentido. 5' Gi\G GTG AAA AGG CTC AGT OC 3' 

i\ntisen.tido. 5' ATG AGG CGG GGA TAO TCT TT 3· 

Este par de primer.1· fueron diseñados en el siguiente sitio: 

20 



Para este par de primers se espera un producto de 136 pb. 

<J5ºC 95ºC 64ºC 72ºC 72ºC 

1 O rninutos 30 segundos 30 segundos 30 segundos 1 O rninutos 

40 CICLOS 

Los primers específicos para GAPDH fueron: 

Sentido. 5' CCC ClT CA T TOA CCT CAA CT 3' 

Antiscntido. 5' TTG TCA TGG A TG ACC 'ITG GC 3' 

De igual fom1u este par de prÍ,;wr.1· fueron diseñados en el siguiente siÚo: 

http://bioweb.pásteur:fr/scqanal/interfaces/prima.html 

Para este par de primers se espera un producto de 396 pb. 

95º c 95º c 60° c 72º c 72º c 

1 O rninutos 30 segundos 30 segundos 30 segundos 1 O minutos 

25 CICLOS 
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Para anali7.ar el tan~año de los productos' amplificados se tomaron 8 ~ti de los productos de PCR, se 

tiñeron con bromuro de etidiCÍ y .se corriCroi; c·n un gel de agarosa al 1.5 %. Posteriormente fueron 

visuuliwdos en un transiluminador de lui. UV .. 

Las cantidades de cDNA am,pllflcacl~~ e,n la P'cll f~éroÍ1 normali7.adas por monitorco de la expresión de 
. ' , , . . . 

mRNA de gliccraldehido 3 fosfato cl~~hid~ogcnnsa (GAPDH). 



RESULTADOS: 

Reacción en cadena de la polimcrusn (PCR). 

GAPD/I. 

Có,mo.se había mcmcionÍldo; las cantidades de cDN.A · amplificad~s cn_·I~ PCR;fueron ~onnalizadas ·por. 

IJ)~nit~reode la expresión de 'mRNA de gliCeraldchido 3foslato dé~hidr~~c~ni~ (GAPDll). Después de 

25 ciclos s~ obtuvo una banda de 396 pares d~.ba~~; ;tiuíto·~Ü lo·~ p~l~1CJ~eiico~frol como en los 

cxp~rin1cntales. Se realizó una reacción c'omo contr~I ncgati.".º· ~ la ·é~al no se le aplicó cDNA; y en la 

misma no se amplificó ningún producto (Figura 1 ). 

P.M 

100p.b C1 C2 C3 C4 E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 ES (--) 

396 p.b. 

--· 
Fig. 1 l\nálisb de la c'prcsión de (i/\l'Dll por RT-PCH .. Teniendo un producto de 396 p.b. El primer carril mucslra un 

111arcador de 100 pare!'-. de ha!-ocs. en los siguientes cuatro carriles (C 1 - C4) encontramos los pulmones contnllcs. los carrilc!-. 
de El :i ES corrc~pon<lcn .a los pulmones c:\pcrimcntalcs, el último carril corresponde al control negativo(--). 

TESIS CON 
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MMP-8 

Ya nonnnli:Zadns las cantidades de cDNA por monitorco de In expresión_ de GAPDH se utili7.aron 

primer.\' es,pecfficos para la MMP-8~ El -resultado puede observarse en la Figu~~ 2;·en la cual se muestra 

después de 35 ciclos, un fra¿mcnto de 246 pares de bases correspo1idi~ndo altan1afto esperad~. Aunque 
. . - ··. - ' '·'" - . :. ' ·- - " - '~-:·. ... . . ·: . . ,. . 

en los pulmones de 1-tittls contioles (carriles Cl-C4) se ~mplifi¿¿ ¿Ig~~ dela MMl'-8 podemos notar 
' • • .. ~ .! 

que en los pulmories ~e las ratas cxperiiúer;t!lles (carriles El~E¿) ~J1~~b ü'~-~~me~to ch Ja expresión 

del gen con respecto n los controle~; De igual forma se utilizó 'uíi cb~t~ol ,~cg~ti~o (-~)para asegurarnos 

de que los productos amplificados no eran por conta~inttc_ión,-/no sci_ obtuvo amplificación en esta 

reacción. Por otra parte no se obtuvieron productos incspeeílicos, señalándonos que la reacción fue 

especifica. 

P.M. 

100p.b C1 C2 C3 C4 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 EB (--) 

246 p.h. - -----------1a1ctmcm1---
Fig. 2 Análisis de la cxprc!-.ión de MMP-8 por RT-PCR. Teniendo un producto de :!46 p.h. El primer carril muestra un 

marcador de 100 pares de hascs. en ll1s siguicnlcs cua1ro carriles (C l -- C4) encontramos los pulmones controles. los carriles 
de El a E8 corrcsplllllkn a los puhm111c' c.xpcrimcnlóllc~. d l1llimo c.arril corrc!-ipondc al control negativo(--). 
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MMJ>-13 

Por otra parte se utilizaron primcrs específicos para la MMP-13 y· los· rcsuhados se muestran en la 

figura :i. Después de 40 ciclos se obtuvo un fragmento de DNAde 1:i6 purcs de bases que corresponde 

al-tamaño esperado, tan.to en Ios controles como en los cxperiment.~les; S.in embargo, como podemos 

> ob~~rv'ar c1; laflgura sc_Óbser\.a un inc~emento en la exprcsióll d~l ~~~ci~-la MMP-13 en los pulmones 

d~ '.ias <ratas e~perimentales con •. r~spe~to a lo~ puÍ~~nes ~; lJ~\ratás ~ontroles. No se obtuvo 

an~plihcación ~n I~rencción, del. ccintr~I- nc~ativ~, ni s~ ~ITipÚficnron.- productos incspccíficos. en 

ninguna de las reacciones. 

P.M. 

100p.b C1 C2 C3 C4 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 EB (--) 

Fig. 3 Análisis de la expresión de MMP-13 por RT-PCR. Teniendo un producto de 1 ~6 p.h. El primer carril muestra un 
marcador de 100 pares de hascs, en los siguientes cuatro carril e~ (C 1 - C4) cnconrramos los pulmones controles, los carriles 

de El a E8 corresponden a los pulmones experimentales. el último carril corresponde al conrrol negativo(-·). 

l TESIS CON 
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llfMP-1 

Para el análisis_de la expresión de la MMP-1 se utilizaron primers espccfficos, y un control positivo de 

embrión de ruta dc-12 días de gestación. Como se observa en la figura 4, después de 50 ciclos se obtuvo 

un producto de 267.parcs de bases en el control positivo, sin embargo, en los pulmones de rata control 
.•·, _., . . ' 

adulto y en los pulmo_ncs de las ratas experimentales no se logró amplificar ningún producto, bajo 

ni~gt'.rm condición. Con el objeto de aun;entar Ju sensibilidad, adicionalmente ~e .. reulizÓ una· PCR 
':: .-. ', . ·, .. - . ·-·:: ' ' 

anidada, _es decir, se_ tomó unu alícuota de los productos dcunu primeraPCR'y se us6.como templado 

pa~ una' se~unda PCR. El resultado fue igualmente negativo y soló ~e a~~~1ificó ~¡ ~;~,r~; positivo de 
·. . '; . : , .. _ :·" ';· ''.:·:-·· -:. º·._. < :: 

embrión de ruin mientras que los en controles adultos y los pulmones cxperime.ntálcs no hubo ningún 

tipo de nm.plilicación. 

P.M. 

100p.b C(+) C1 C2 C3 C4 E1 E2 E3 E4 E5 

_. 
2(17 p.h 

E6 E7 ES (--) 

Fig. 4 Análisis <le la expresión de 1\.1MP-I por RT-PCR. Teniendo un produclO de .267 p.h. El primer carril muestra un 
marcador de 100 pares de hase~. en el siguicnlc cnrrill!'s (C •) cncontrnmos cDNA de cnihrión de 1 :! días de gcsiación como 

co111rol positivo, los carriles de C 1 a C 4 corrc~pondcn a los pulmones controles. mientras que los siguicrHcs ocho carriles 
(E 1 -- E8) pcncncccn ¡:i los pulmones c.xpc:ri111cnwlcs. el llllimo c:uril corrcspomk al Clllllrol negativo(--). 
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DENSJTO/lfETRÍA. 

Adicionalmente se realizó una densitomctría de las bandas de amplificación para determinar 

cuantitativamente los niveles de expresión de las MMPs estudiadas en relación al GAJ>DH con el 

objeto de analizar si existe una diforencia significativa entre la expresión de las enzimas comparando 

los pulmones control y con los experimentales. El resultado de los promedios y desviación estandar de 

los controles y los experimentales tanto para la MMP-8 como para la MMJ>-13 relativas al GAPDll 

aparecen en las figuras 5 y 6 respectivamente. En el caso de la MMP-8 el resultado es de 4.81 ± 2.21 

en los pulmones control, contra 9.56 ± 6.39 de los pulmones experimentales. En el caso de la MMJ>-13 

el resultado es de 2.67 ± 0.70 en el caso de los pulmones control, mientras que en los pulmones 

experimentales el resultado fue de 6.94 ± 4.19 . Aunque existen diferencias evidentes el análisis 

estadístico no revela signilicancia de los datos utilizando la t de "111dent ÜJ ...... ). Esto probablemente se 

debe a la gran variación que existe entre los animales y al poco número de animales tanto controles 

como experimentales. 

MMP-8 / GAPDH 

18.00 ' 
16.00 1 

~ 
14.00 : 

"' 12.00 i 

~ 10.00 ¡ 
::: 8.00 J .,, 

600: • :2 
e 

4.00 : :::> 

2.00 ' 
0.00 : .. 

Controles Experimentales 

Fig. 5 Resultado de los promedios de la dcnsitomctria de la expresión de la MMP·8 
comparando los pulmones control y los experimentales 

1 
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MMP-13 I GAPDH 

12.00 

10.00 

~ 6.00 
"' .!! 
!!! 

6.00 

~ 
:!l 
e 4.00 

• => 
2.00 

0.00 

Controles Experimentales 

Fig. 6 Resultado de los promedios de la dcnsitomctrla de la expresión de la MMP-13 
comparando los pulmones control y los experimentales 
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Discusión y Conclusiones. 

· L~·· riiatriz dxtracclular es importante para la integridad del pulmón en condiciones nommles y existe un 

cquilib;io entre su síntesis y su degradación. Cuando esili es alterada puede producir calllbios. en la 
' ' : _:· :-::: ' . ; . . . . . . - .. . _· ' : ·. . ~- ~ ~ ' . . :. . . :: ' · .. 

. arquitectura del órgano como es el caso de la fibro~·is p~l.monar en donde hay depósito exage~do de 
.\--_, 

•" 
rnol~culas de matriz o el caso aparentemente opuesto del enfisenia pÚlmonardÓndehay,destrucciÓn de 

.:.,_. ·\·e:·. •{'_': --;-:·.< :·•,<.; ·. :;-·-\ -_·,.,;_: 

paredes alveolares. El enfisema pulmonar se car~cicriza po~ una dcstru~ció~ dlf~sa de las páredcis 

alveolares, y en la patogénesisde esta ~íifen~e~~d partiéip~n~~a~~o~pleja'r~d;~:~ ~roteasas deserina y 

metaloproteinasas que son cápaces d~:degrri<:laf"difereníes moléculas dda matriz cxti-acelular, como .- : '<" - j' ., . •. - . •'". - ·- -·-· ' 

· . colágeiia o elastin~ en.tre otras. (28,42) 

Las )nctaloproteillasas son proteín~ cap~~e~ de clcgradar todos . los componentes de la matriz 

. ¿~trci~~iíi1ar /me~1bra.na5 ¡,;¡;~Íes··yc;:ii~di,o~}ici~~tes ~~gier~n.que•.el subgnipo· de las colagenasas 

. p~cd~n'cstZinv~E~rada;·cn;;J'c!~~trii~~ióndelas ;~redes alveolares pulmonares en el enfisema. En 

hu~1~~s se· lía: ~~n1Ci5:t':'.;~º ,J~c·,;~ .~·~~~1: {la MM~~s .están ~obrdexpresadas en pulmones de 

.. ;puctei~!d~}()'1,c,?i~J~f~f~[0d,~~r(i~t¡J~· ~?-. ,·· 
-->--· ~-;\~;\::.<·,-. , ;:_,,'.;:;:··.<:·· - ,, .... "~:;,,- ,r~··" ·.:. 
Au~qÚelascolllgenasa~':pue~ch'tl~grad~rcÚ~lq~ier tlpo de colágena fibrilar, existen datos que indican 

.~u.e;.~~:.~.~;_/~~~r~~a;~~Jri,:f lt~;~en~fco1ási~atipo m, la M.MP-8 tiene mayor afinidad por la 

·· •. c~lág~na,lip<JI, )¡ la MM.P-13degrada ~as ~fi¿icntemente u la colágena tipo 11. Estos datos sugieren 

~¡1e;11~·iJrer;nte~·;~la~d~~~~'.J{~;~~~s· io~ ~nzimas espe~ializadas 4ue participan e11 la remodelación 

de t..;jido~ col1 difc~entc composición de. colágena. Por lo tanto se puede pensar que estas colagenasas 
. ; . . . . 
,,. . 

podrían tener difcréntes pa.pelcs funCionales tanto en procesos patológicos como fisiológicos: 

,0:,'~ 1~ .. \ .'i 

29 
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La · utiti?.ación ·de ·modelos animales experimentales permite analizar con mayor facilidad la 
.. ' 

participación de las diferentes enzimas in vivo, Sin embargo, solo recientemente se clonó la MMP-1.en 

m"!rinos ysu expresión, se observó sólo en el embrión mientras que In cxprcsiónde la MMP-1.3 en 

~~·~inos adttltos está ampliamente do~umer{tada .. 

Asi pues; el objetivo de este trabajo' rué el de anali7.llr la expresiém de la MMÍ>-1 ;: MMP-8 y MMI'~ 13 

en rutas expuestas acondicio~~s dé.'dañ~ p~Í~1~ri~; ~k~,b~~·i1 ~ns~ dé' la ~:~~siciÓ~a ¡;;~jri~ de tabaco. 

·. E1·i~~cho. de. que_. Ia;,M M P-·I ~º ~~'.··1o~~g •. ~~]pri~~~~)¿r:f¡s·,'.iJ1~~·~·~l~conl~J1 ···~¡··,e~· ios•··~~·~~rinientalcs 
>o~étidó~ ~· la ~~posición u hJm~: ;:~~¡~~~1~~~~ ~~'1d~r¿ ;~i~1if12;{/~it~, pi;duci~cn el émbrión ·de 

·: iiii~ cid í 2 dfas de gestación ~uglere é:¡~é l~ 'MMÍ>~I éilá ·f~nciO~~lm~nte''suii{i~idri ~~:tejidos adultos . - - . . . . . ·- - - . ·-,.,: - .. . . . . . . ~·, . . . . . ' . ' --- . '.. '' -

murinos por otras enzimas con aétividtid cblagé~olÚlca c~mo la MMl'~S ; l~ MMP~'iJ:. Es i~tcrcsantc 

. señalar que ortólogos de la MMP-1 sé. har; id~ntificadcl ei1 va~ias especies cntr~ liÍs,'quc se in~luye 

/lomo sapiens, /Jos tauru.1·; S11.1· scrÓfl1, O~yctÓlagus c1inicuá1s, y Rc!na catesbimi~ · 
' • ' • - • - -• ., - - ·~ • - • - < ·_ :. • ._ ' -

- Por l'CR, observamos que en los pulmon~sdc los ~n.imal~s patol.~gicos cxisté uná sobré expresión de 

la MMP-13 y la.MMP~8 con respecto a los pulmones.de los controles; aunq'ue,,•paru la MMP-13 

parece ser mas ~iarcada esta difcrencia,·~sto lo podemos ~orr~borar c~;;·la .densit~n1etría realizada tanto 

par~• MMP-8 como para MMP-13, ; . aunque rcali7.a~dci. pru;b~s' ~~;~cli~ticas no se cncucn.tra una 

diferencia signilicativá, seria .interesante realizar un fuiuro 'un' ex;pcriri1cntó ezi el, c~al se pueda 
•• • .' • f. ,., •• • • ' •• ' • 

cu~ntificar lncxpresió;1 de ambas enzimas, esto con ayuda dClaRT~PCR én tien,;P'? rc~l la cual tiene In 

ventaja de cuantificar la cantidad inicial de tcmpl~do mas especific;;11lcl11c q~e o!rristécnicas, 

En los últimos años se ha debatido sobre la identidad de las e1ízi111as éolagenoliticas ¡:iroduddris pór los. 

tejidos de murinos. Ha sido sorprendente que la presencia de la colagenasii MMP-.1 no se habia 

JO 



- reportado hasta el estudio,reciente de Balbin y colab6radores (JO). Mas aún los ortólogos de MMP-1 

'ha11, sido, ~lonadÓs e identificados en varias especies incluyendo /lomo sapiens, Bos taurlls. Sus :~cr<!fi1, 

. 9rJ'~tolagus c1111ic11/us, and Rana cateshicm~1 (50~53). Datos en _el laboratorio sugirieron cjueL.a MMP~I 

:-· -~c--~n~~cntra• pr~scnte e~--- cobriyosy un~ -seeuérlcia parnial -~~ la' M~P~( dcco6ayo i~mbién s~ ha 

:~cp~r1~~o. aunqúe los eob~yos se han rcla~ionado ~~s l:ere~'1~n~~'1tc ;6on losl~~º!ll~rfos ~-ue c~n los 
"(.'· 

-·•·- ::~6cd.~rc~ (54r . 

. ~stc\echo plantea una pregunta biológica de gran inicrés: E'1 que ~i~Ct de _la escala evolutiva aparece 

.la M~P-1 y que ventitja representa poseer .tres éolagen~~ns_-~-iforent¿~.· Porque en los murinos como 

rata y ratón solo se expresa en etapa embrionaria. ¿Perdieron los murinos la expresión de esta enzima.'? 

Mcal-A 

Mcol-B 

Hmmp20 

___ ~ _ l_{e)_~c:_ión (!y_ol~¡jva (!~~rc_Ml'y_l_Ps __ h~11iana_s y d_e ratón. 
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Los estudios de genómica en diferentes. especies aniriialcs permi.tirán abordar este tipo.de preguntas con 

mayores posibilidades. 

Por otro lado un lmllazgo interesante .es que· Ja MMP-13 y la' MMP-8 parecen tener una expresión 

aumenlada en aquellos animales. expueslós a humo de tabaco. En experimentos· posteriores se 
·-, - - , ' ' . - .. · 

comprobará csle posible hallazgo con la utilización de. PCR de tiempo de real que nos permilirán 

cuan ti ficar la expresión de estas· enzimas. 
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