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Resumen

La fibrosis pulmonar difusa, es el resultado de un heterogéneo conjunto de
padecimientos respiratorios que se caracteriza por un desequilibrio entre sintesis y
degradacion de la matriz extracelular (MEC) resultando en la distorsion de Ia
arquitectura pulmonar. La fibrosis pulmonar puede ser provocada por la inhalacion de
particulas inorganicas como silice y por la inhalacion de particulas organicas como
antigenos aviarios. Ciertas drogas pueden también causar fibrosis pulmonar, como por
ejemplo la bleomicina. En esta droga se ha basado el desarrollo de modelos
experimentales en ratones, ratas y otras especies. Este modelo experimental, comienza
con un dafio pulmonar donde se presenta un proceso inflamatorio que deriva en: un
desorden tisular; exagerado depdsito de matriz extracelular; proliferacion celular
mesenquimatosa y alteracion de la arquitectura normal del pulmén comprometiendo el

intercambio gaseoso.

El objetivo de este trabajo fue analizar mediante el uso de la zimografia de gelatina,
la actividad de la gelatinasa B en el desarrollo del modelo experimental de fibrosis
inducida por la aplicacion de una dosis de bleomicina. El seguimiento del desarrollo de
la fibrosis se dio por un periodo de cuatro meses a través de lavados bronquio-
alveolares (LBA) de pulmones de raton trangénicos que sobre-expresan gelatinasa B

humana y una cepa de ratones silvestres para la gelatinasa B.

El estudio de los LBA a través de la zimografia tanto de los ratones transgénicos
como de los ratones silvestres para la MMP-9 no mostr6 diferencias significativas en las
formas activas y latentes de esta metaloproteasa, por lo que se propone que el analisis
por zimografia sea directamente de los pulmones tratados y/o de los botones celulares

que contienen los macrofagos alveolares.

Cabe senalar que en este estudio si se encontraron diferencias en las bandas de
actividad de la MMP-9 de alto peso molecular correspondientes a asociaciones
multiméricas de la misma gelatinasa B y a asociaciones con otras moléculas como
microglobulinas y a variantes de ambos casos como se ha reportado en publicaciones

mencionadas en la redaccion de la tesis.



Introduccion

Matriz Extracelular

La Matriz extracelular (MEC) desempefia un papel esencial en la arquitectura y
homeostasis de los tejidos. Ademas de proporcionar un soporte tisular, interviene en la
regulacion de procesos basicos de las células y los tejidos gracias al alto grado de
organizacion y especializacion de sus componentes y provee un ambiente propicio para
la activacion e inactivacion de factores de crecimiento y citocinas. El constituyente
principal y més abundante de la MEC son las coldgenas fibrilares. En los animales,
equivalen a una tercera parte de la masa proteica y son secretadas por una variedad de
células, predominantemente fibroblastos y miofibroblastos, células especializadas que
intervienen en proceso de cicatrizacion. Junto con la colagena, una variedad de
constituyentes macromoleculares contribuyen a la complejidad estructural y funcional
de la MEC; por ejemplo, proteinas como la elastina confieren flexibilidad y elasticidad
a la MEC, mientras que los glicosaminoglicanos tienen funciones de adhesion, retencion
y flujo de agua y solutos dentro de los tejidos (1-2).

Variaciones en la cantidad de los diferentes componentes macromoleculares de la
MEC dan lugar a una gran diversidad de formas, cada una adaptada a los caracteristicas
funcionales de los tejidos en particular; por ejemplo, la MEC puede adquirir una
estructura dura calcificada en los huesos y dientes o transparente y delgada en la cornea.
Ademas, en la interseccion entre el epitelio y el tejido conectivo la MEC forma la
lamina basal, termino usado para referirse a una delgada y flexible variedad de la MEC
compuesta principalmente por fibras de colagena tipo I'V y laminina. La lamina basal es
capaz de determinar la polaridad celular, influenciar en el metabolismo, proliferacion o

diferenciacion para la migracion celular.

Proteinas colagénicas.

La colagena funciona como un andamio estructural necesario para la organizacion
de las células que constituyen los tejidos gracias a su capacidad de soporte y elasticidad.
Las proteinas colagénicas son una clase heterogénea de moléculas que forman parte de

una superfamilia de genes altamente relacionados. Se definen como proteinas



estructurales de matriz, caracterizada por repeticiones de una secuencia de tres
aminodacidos (Gly, X, Y), donde aproximadamente el 30% de las posiciones X'y Y estan
ocupadas por prolina e hidroxiprolina respectivamente. Este arreglo le confiere a la
colagena la propiedad de soporte de la tension mecanica al formase un arreglo de triple
hélice de cadenas polipeptidicas, cada una de las cuales gira a mano izquierda alrededor

de cada 3.3 residuos de aminoécido por cada vuelta (2).

Las colagenas y proteinas con dominios tipo colagena forman una gran superfamilia
en varias especies, y el nimero de miembros conocidos estd en constante crecimiento.
Los vertebrados tienen al menos 27 tipos de colagenas con 42 cadenas polipeptidicas
diferentes, mas de 20 proteinas adicionales con dominios tipo colagena con una

estructura de triple hélice (3).

En la tabla 1 se muestra una clasificacion que agrupa algunos tipos de colagenas de

acuerdo a su funcién y localizacion.

Tabla 1
Colagenas Tipo Localizacion
Formadora de Fibras o LILIIL, Vy XI Piel, hueso, tendon, ligamentos,
Fibrilares cornea.
Formadora de Laminas IV, VIl y X Membranas basales.

Cartilago hialino, humor vitreo
Asociada a Fibras IX, XIT 'y XIV asociadas a coldgena tipo I,
Tendon y piel embrionarios
asociadas a colagena tipo I.

Formadora de Filamentos VI Matrices del estroma que
n Rosario interactiian con fibrillas y
° células.
Filamentos de anclaje que se
Formadora de Fibras de VII unen a membranas basales
anclaje epiteliales.
Elastina

Otra de las proteinas que componen la MEC es la elastina, una proteina compuesta

de dos segmentos repetidos cortos que se alternan a lo largo de la cadena polipeptidica.



El primer segmento es altamente hidrofobico gracias a que su composicion de
aminoacidos se caracteriza por la ausencia de aminoacidos acidos o basicos, siendo sus
componentes principales la valina y otros aminoacidos hidrofébicos, que le confieren
su capacidad elastica, mientras que el otro segmento que se intercala en la cadena
polipeptidica es rica en lisina y alanina, formando un segmento en a-hélice con puentes
que se entrecruzan con las moléculas adyacentes (2, 4).

La elastina es una proteina que presenta un alto grado de distensibilidad reversible e
incluso tiene la capacidad de deformarse en grandes extensiones con pequefias fuerzas.
La elastina es secretada al espacio extracelular donde forma filamentos y laminas

resultando en una red.

Otras glicoproteinas

La fibronectina es una glicoproteina que se encuentra en todos los vertebrados. La
fibronectina es un dimero compuesto de dos subunidades grandes unidas en un extremo
por un puente disulfuro. Todas las formas de fibronectina estan codificadas por un solo
gen que contiene alrededor de 50 exones de similar tamafio. El mRNA de fibronectina
es modificado alternativamente produciendo las isoformas conocidas (solubles y
fibrilares) de fibronectina.

Muchas proteinas en la MEC se cree tienen un papel importante guiando los
movimientos celulares durante el desarrollo. Las tenacinas, por ejemplo, se componen
de diferentes tipos de secuencias cortas de aminoacidos repetidas varias veces formando
distintos dominios funcionales. Estos pueden también promover e inhibir la adhesion
dependiendo del tipo celular. Lo cual de hecho es muy importante durante la migracion
celular como guia a través de las interacciones célula-matriz.

Formando parte de la lamina basal se encuentra la laminina, una proteina flexible
compuesta por tres cadenas polipeptidicas largas (o, B, y y). La laminina tiene una
forma como de cruz asimétrica unida por puentes disulfuro. Dependiendo de las
isoformas de cada una de las cadenas polipeptidicas se pueden asociar entre si diferentes
combinaciones para formar la familia de las lamininas. En la membrana basal, la

laminina se une a diferentes receptores en la superficie de las células (2).

Glicosaminoglicanos
Los glicosaminoglicanos (GAG's), forman cadenas de polisacaridos no ramificados

compuestos por la repeticion de disacaridos. Son llamados asi, dado que una o ambas



azucares en la repeticion de disacaridos es siempre un amino-azicar (N-
acetilglucosamina 6 N-acetilgalactosamina), la cual en la mayor parte de los casos se
encuentra sulfatada. El segundo aziicar es cominmente acido urénico. De acuerdo a sus
azucares y la union al grupo sulfato, se distinguen cuatro grupos principales: 1) acido
hialurénico, 2) condroitin sulfato y dermatéan sulfato, 3) heparan sulfato, y 4) queratan
Sulfato. Los GAG's tienden a adoptar conformaciones altamente extensas que ocupan
un gran volumen comparado con su masa. Su alta densidad de cargas negativas atrae
una nube de cationes osmoéticamente activa, causando que, grandes cantidades de agua
sean retenidas en la MEC (2, 4).

Los proteoglicanos se componen de cadenas de GAG’s unidas covalentemente a un
nucleo proteico. A excepcion de el acido hialurénico, todos los GAG's que conforman
la MEC se encuentran en forma de proteoglicanos. Se piensa que los proteoglicanos

tienen una funcion principal en el sefialamiento quimico entre células.

Metaloproteasas de Matriz

En condiciones fisiologicas existe un delicado equilibrio entre la sintesis y la
degradacion de los componentes moleculares de la MEC y la pérdida de este equilibrio
esta asociado a varias condiciones patologicas (1, 5).

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son una familia de enzimas que son
virtualmente capaces de degradar todos los componentes de la matriz extracelular y
ademas tienen actividad catalitica sobre diversos componentes diferentes de la MEC
como por ejemplo citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento (5, 6). Las MMPs
desempefian un papel central en la morfogénesis, curacion de heridas, reparacion tisular
y remodelacion en respuesta al dafio y en la progresion de enfermedades como la
artritis, cancer, ulcera tisulares cronicas, enfisema y fibrosis pulmonar entre otras (5-
9).

Las MMPs también llamadas matrixinas pertenecen a la superfamilia de las
Metzicinas, que ademas incluyen a las serralisinas, las adamalisinas, la astracinas. Son
endopeptidasas que comparten una topologia estructural conservada y contienen un
motivo altamente conservado de tres histidinas de union al zinc en el sitio catalitico y
una metionina conservada que gira y se asienta en el sitio activo de union al zinc.

La familia de las MMPs estd constituida por varios miembros que se ilustran en la

Tabla 2. En el caso de los humanos existen 23 MMPs.



Tabla 2

MMP Nombre comiin Organizacion de Dominios
MMP-1 Colagenasa-1 B
MMP-2 Gelatinasa A C
MMP-3 Estromelisina-1 B
MMP-7 Matrilisina A
MMP-8 Colagenasa-2 B
MMP-9 Gelatinasa B C
MMP-10 Estromelisina-2 B
MMP-11 Estromelisina-3 D
MMP-12 Metaloelastasa de Macrofago B
MMP-13 Colagenasa-3 B
MMP-14 MT1-MMP E
MMP-15 MT2-MMP E
MMP-16 MT3-MMP E
MMP-17 MT4-MMP F
MMP-18 Colagenasa-4 (Xenopus) B
MMP-19 RASI-1 B
MMP-20 Enamelisina B
MMP-21 XMMP (Xenopus) G
MMP-22 CMMP (Pollo) B
MMP-23 CA-MMP H
MMP-24 MT5-MMP E
MMP-25 MT6-MMP F
MMP-26 Endometasa Matrilsina-2 A
MMP-27 B
MMP-28 Epilisina D

Las MMP's, 4 y 5 no existen pues resultaron ser las mismas que MMP-2 y 3.

Los dominios estructurales conservados por las MMP's son tres: Pre-dominio,
Pro-dominio y Dominio catalitico de unioén a Zinc. Por lo menos dos MMP's (MMP-7 y
MMP-26) se componen Unicamente por estos dominios, por lo que son conocidos como

dominios minimos (8, 10).




SH
Pre | Pro ICataliticc Zn}

Organizacion A de los dominios. Dominios minimos. Grupo SH

El Pre-dominio es un péptido sefial que dirige la sintesis de la proteina al reticulo
endoplasmatico para la secrecion extracelular.

El Pro-dominio mantiene inactivas a las MMP's en el especio extracelular. Esta
constituido por alrededor de 80 aminoacidos conteniendo la secuencia consenso
PRCXXPD. En este dominio se encuentra un residuo de cisteina que forma un enlace
coordinado con el Zinc del sitio catalitico impidiendo su actividad. Para la activacion de
las MMP's es necesario que el Pro-dominio sea retirado ya que todas las MMP's son
secretadas como zimogenos al espacio extracelular.

El dominio catalitico de unidn a zinc contiene la secuencia consenso de union a zinc
HEBXHXBGBXH, donde X es un residuo variable y B es un voluminoso residuo
hidrofobico (8-10). Este dominio contiene también un sitio de unién a calcio que junto
con el zinc permiten la actividad proteolitica de las MMP"s.

Otro dominio estructural mayoritariamente presente en las MMP's es la region
conocida como bisagra de unidon. Se caracteriza por ser rica en prolina y solo esta
ausente en la MMP-7 y MMP-23.

El dominio carboxilo Terminal tipo Hemopexina se encuentra ausente en MMP-7,
MMP-23 y MMP-27. Este dominio contiene 3 6 4 secuencias repetidas, similares a

hemopexina/vitronectina.

SH B Hemopexina
Pre| Pro ICatali'tico n

S S

Organizacion B de los dominios. Dominio simple de Hemopexina. Region B, bisagra.

Existen dominios estructurales especificos dentro de las MMP's. Uno de ellos es el
dominio transmembranal citosélico, que se encuentra presente solo en MMP14, 15, 16 y
24, también conocidas como MTI-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP y MT5-MMP

respectivamente.



SH B Hemopexina ™
(PreIPro FICatalitic 0 Zn

S S

Organizacion E de los dominios. Dominio transmembranal TM, C citosdlico.

Las MMP-17 y MMP-25 también asociadas a membrana, presentan extensiones
hidrofobicas que actuan como sefial de anclaje a la membrana por glicosil-fosfatidil-
inositol.

SH B Hemopexina
Pro F) Catalitico Zn GPI
S S

Organizacion F de los dominios. Dominio de unién al glicofosfatidil inositol.

Dominio tipo Furina, que es un sitio que permite la activacion intracelular mediante
la hidrdlisis de un enlace peptidico (8, 10).
SH B Hemopexina

(Pre| Pro F ) Catalitico Zn

Organizacion D de los dominios. Dominio susceptible a furina, F.

S S

La MMP-23 posee un dominio unico rico en Prolina /Cisteina y receptor tipo II de

IL-1.
C/P-rico_IL-1R

(PreIF'm FIGatalitico zZn -

Organizacion H de los dominios. Receptor de interlecucina-1. C/P cisteina prolina.

Las MMP-2 y MMP-9 también llamadas gelatinasas se distinguen ademas por la
insercion de tres cabezales ricos en cisteina en el dominio catalitico. Estos insertos
repetidos de union a colagena tipo Il y fibronectina son requeridos para remover la
union de la Colagena a la Elastina. Adicionalmente, la MMP-9 tiene un inserto unico de
union a colagena tipo V altamente glicocilado, el cual puede estar relacionado con la

especificidad de sustrato y resistencia a la degradacion.
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Organizacion C de los dominios. Union a colagena, fibronectina tipo II.

De acuerdo a la estructura de los dominios, y de la afinidad por el sustrato, las

MMP's se han clasificado en 6 subfamilias diferentes que se ilustran en la tabla 3.

Tabla 3

Subfamilia

Caracteristicas

Colagenasas

Incluye MMP-1, MMP-8 y MMP-13. Se especializan en
degradar colagenas fibrilares tipos I, II, y III. So expresadas

por diferentes tipos celulares.

Gelatinasas

Incluye las MMP-2 y MMP-9. Degradan predominantemente
colagena tipo IV presente en membranas basales, colagena

tipo V, elastina y colagena desnaturalizada (gelatina).

Estromelisinas

Incluye las MMP-3, MMP-10 y MMP-11. Tienen
preferencia por sustratos como Fibronectina, Laminina y la

porcién que no forma triple hélice de la colagena IV.

Matrilisinas

Incluye las MMP-7 y MMP-26. Degrada sustratos dentro de
la MEC tales como Fibronectina y fibrinogeno. Esta

subfamilia carece del dominio carboxilo Terminal.




También conocidas como MT-MMP's tienen un dominio
transmembranal y una pequefia cola citoplasmica. Presenta
. un sitio de unidn a furina para su activacion intracelular. Son
MMP's de membrana

capaces de activar otras MMP's e incluyen las MMP's- 14,

15, 16, 17, 24, 25.

Incluye a las MMP-12, MMP-19, MMP-21, MMP-23,
. MMP-27 y MMP-28. Por sus caracteristicas no es posible
Otras MMP's

asociarlas a una subfamilia homogénea como las subfamilias

anteriores.

Regulacion de las MMP's

La actividad de la mayoria de las MMPs es muy baja o negligible en condiciones
basales , pero su expresion es controlada a nivel transcripcional por variadas citocinas,
factores de crecimiento y hormonas (8-10). La acividad de las MMPs esta también
regulada por la activacion de zimogenos y la inhibicion por varios inhibidores
endogenos llamados inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs). La familia de los
TIMP's comprende cuatro miembros denominados TIMP-1, 2, 3 y 4. Los TIMP's
forman complejos de alta afinidad por las formas activas de las MMP"s a través de una

interaccion no covalente.

Fibrosis Pulmonar

La fibrosis pulmonar difusa, es el resultado de un heterogéneo conjunto de
padecimientos respiratorios agrupados bajo el término de enfermedades pulmonares
intersticiales difusas (EPID), que en términos generales se caracterizan por un
desequilibrio entre sintesis y degradacion de la matriz extracelular (MEC) que resulta en
la distorsion de la arquitectura pulmonar. La clasificacion patologica de las
enfermedades intersticiales difusas incluye dos grupos generales, neumonia infiltrativa
difusa con una presentacion histologica especifica de causa conocida y enfermedades de
causa desconocida o idiopatica (11).

Dentro de las EPID de causa conocida se encuentran aquellas provocadas por la
inhalacion de particulas inorganicas tales como silice, asbesto, particulas metalicas y las
provocadas por la inhalacién de particulas organicas como antigenos aviarios. Ciertas

drogas pueden también causar fibrosis pulmonar como por ejemplo la bleomicina, un



agente antineoplasico. Colateralmente, en este agente se ha basado el desarrollo de
modelos experimentales en ratones, ratas, hamster, perros y otras especies (12, 13). El
proceso patologico comun para estos casos comienza con un dafio pulmonar donde se
presenta un proceso inflamatorio que contrarresta el estimulo de reparacion tisular
causado por la particula agresora, permitiendo remover organismos infecciosos, si es el
caso, e iniciando inmediatamente con la reactivacion de las membranas cuya funcion
vital es la de proveer el intercambio gaseoso. Esto normalmente resulta en el retorno a
la funcion normal del pulmoén. Sin embargo, en dafios titulares cronicos, con repetidos
episodios inflamatorios, muchos de los mecanismo de control involucrados y
normalmente bien orquestados son pasados por alto. La reparacion prolongada deriva en
un desorden tisular; exagerado deposito de matriz extracelular; proliferacion celular
mesenquimatosa y alteracion de la arquitectura normal del pulmén comprometiendo el
intercambio gaseoso (12)

Por otro lado entre aquellas EPID de causa desconocida se encuentra la fibrosis
pulmonar idiopatica, FPI, que es considerada la variedad mas agresiva entre las
enfermedades fibrosantes de pulmoén. Los grupos mas susceptibles de presentar este
padecimiento son adultos de edad media en adelante aunque dos tercios de los pacientes
diagnosticados se encuentran por encima de los 60 afios, siendo mas comin en el sexo
masculino y con menos de 50 % de supervivencia en apenas 5 afos (12). Al contrario de
otras EIPD, los pacientes con FPI no parecen responder a los tratamientos clasicos anti-
inflamatorios. Esto sugiere que la FPI se caracteriza por una secuencia de eventos
diferentes al resto de las EPID en las que al inicio de las patologias se encuentran
prologados periodos inflamatorios. Nuestro grupo de trabajo (14) ha propuesto que la
FPI inicia con micro lesiones en el epitelio alveolar que son seguidas por la formacion
de focos de fibroblastos que proliferan y se diferencian en mio6fibroblastos, que pueden
provocar el rompimiento de la membrana basal y apoptosis en las células epiteliales
alveolares, perpetuando el dafio e impidiendo la regeneracion del epitelio. El resultado
final es el depdsito excesivo de matriz extracelular y la destruccion de las unidades
alveolares formando cisternas o espacios que reducen la capacidad respiratoria (12, 14,
15).

Numerosos estudios han mostrado la participacion de algunas MMPs en Ia
patogénesis de la FPI (10, 16-18). Entre las enzimas que se ha documentado que estan

altamente expresadas en FPI y que participan en la patogénesis de este padecimiento se
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encuentran emostrado que participan se encuentran la MMP7, la MMP1 vy las
gelatinasas MMP2 y MMP9 (10, 16-20).

La gelatinasa B es un miembro multifuncional de las MMPs y se considera que una
de sus principales acciones bioldgicas se relaciona con la degradacion de membranas
basales, tanto en condiciones fisioldgicas, i.e. migracion transendotelial de los
leucocitos, como patolédgicas, i.e. artritis reumatoide (10, 20).

En el caso de la respuesta pulmonar a las agresiones, se ha demostrado que la
integridad de las membranas basales es fundamental para la conduccion de una
regeneracion ordenada después del dafio pulmonar y en cambio, la destruccion de las
membranas basales favorece la aparicion de lesiones fibrosantes.

El posible papel de las gelatinasas en este proceso, ha sido abordado en nuestro
laboratorio tanto en modelos experimentales como en la enfermedad humana. Asi,
hemos determinado que existe una sobre-expresion de ambas enzimas en la agresion
subaguda inducida por hiperoxia en ratas y por bleomicina en ratones. (16, 21, 22).

Nuestro principal hallazgo lo constituyd la observacion de que focos de
fibroblastos/miofibroblastos subepiteliales expresaban gelatinasa B. Es importante
sefalar que en condiciones fisioldgicas, los fibroblastos de tejidos normales producen
onstitutivamente MMP-2, pero no sintetizan MMP-9. Este resultado se corrobor6 in
vitro, donde los fibroblastos obtenidos de pulmones con FPI expresaron esta gelatinasa,
y mas aun, la abundancia del RNA mensajero estaba directamente relacionada con la
cantidad de miofibroblastos en el cultivo, lo que sugiere fuertemente que es esta
subpoblacion la responsable de su sintesis. Asimismo, encontramos que la actividad de
esta enzima se encuentra aumentada en el liquido de lavado bronquioalveolar de estos
pacientes (16).

Los ratones trangénicos en los que se ha eliminado la expresion de metaloproteasas
ha mejorado nuestro comprension sobre el papel molecular y fisioloégico que
desempefian estas enzimas (17, 18). En este contexto, con objeto de avanzar en el
conocimiento sobre el papel que desempefia la MMP9 en el desarrollo de la fibrosis
pulmonar se ha desarrollado en el laboratorio el modelo de fibrosis inducido por
bleomicina en un ratéon transgénico que expresa la MMP9 humana en macrofagos

alveolares (19). En este contexto en este trabajo se ha planteado el siguiente objetivo.
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Objetivo
Analizar la actividad de la gelatinasa B (MMP-9), en el modelo de fibrosis pulmonar

inducida por bleomicina en ratones transgénicos que sobre-expresan la MMP-9 humana

y compararla con la del raton silvestre.
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Materiales y Métodos

Poblacion de estudio

Los ratones utilizados para la realizacion de este trabajo fueron generados en el
laboratorio de la Dra. Jeanine D'Armiento (Division of Molecular Medicine,
Department of Medicine, Columbia University, New York, NY). El cDNA de 2.4 kb de
la gelatinasa B humana fue insertada bajo el control de un promotor (human Scavenger
Receptor-Enhancer Promoter) que permite la expresion especifica de la enzima en
macrofagos tisulares. El constructo fue microinyectado en huevos de raton fertilizados
(F1 [C57BL/6 x CBA/J] x F1 [C57BL/6 x CBA/J]). Los ratones fueron reproducidos en
el bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). De acuerdo al
inventario del bioterio al iniciar los tratamientos nos proporcionaron ratones C57BL/6
machos y hembras de 8 semanas de vida mantenidos por el bioterio en condicion libre
de patdgenos de dos poblaciones genéticas: a) Ratones silvestres para MMP-9 (también
conocidos como WT por sus siglas en Ingles Wild-Type) b) Ratones transgénicos que

sobre-expresan MMP-9 humana en macréfagos (TG).

Modelo de Fibrosis Inducido por Bleomicina

Para la induccién de fibrosis, los ratones TG y WT fueron tratados con una dosis
unica de 0.13 unidades de bleomicina, por cada diez gramos de peso del raton. Los
ratones fueron previamente anestesiados con pentobarbital sodico e inmovilizados sobre
una mesa de diseccidon en posicion ventral y con el cuello expuesto se realizd una
pequena incision dérmica lo cual expone el timo. Con unas pinzas esterilizadas se
separa el timo y se expone la traquea permitiendo la insercion de la aguja con la dosis
especifica de bleomicina calculada para cada raton. La incision es suturada
completamente y se aplica una capa de Topazone® en aerosol para evitar infecciones y
facilitar la cicatrizacion. Los ratones son sacrificados y se recuperan los pulmones a los
7 y 30 dias posteriores a la instilacion para estudiar el desarrollo del proceso

inflamatorio y a periodos de 2, 3 y 4 meses para seguir el desarrollo de la fibrosis (23).
Lavados Bronquio-alveolares (LBA)

Los ratones fueron sacrificados con una dosis letal de pentobarbital sédico inyectada

intraperitonialmente. Consecutivamente al sacrificio de los ratones, los pulmones son
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lavados dos veces con alicuotas de 600 puL de solucion salina estéril a través de un
catéter de punta fina que se introduce en la traquea de los ratones. La solucidn salina es
recuperada por aspiraciéon con una jeringa y se centrifuga por 15 minutos a 1500
revoluciones por minuto a 4°C y se recupera el sobrenadante separandolo de las células
que pudiera contener el LBA y se conserva a -70°C. El LBA se utilizé para analizar la
expresion gelatinolitica del proceso inflamatorio y fibrosante mediante zimografia de

gelatina en los cortes temporales antes mencionados.

Extraccion de Proteinas de Pulmoén

Después de que se obtuvieron los LBA, los pulmones son colocados en viales y son
conservados en nitrégeno liquido para que las proteinas se conserven en buenas
condiciones. La extraccion de proteinas de pulmoén se hizo utilizando la solucion de lisis
y el buffer CHAPS marca SIGMA®, el cual se puede preparar en solucion para lisis de

acuerdo a la cantidad que se va a utilizar como se muestra a continuacion:

10mL 25mL 50mL 100mL [ ] Total
CHAPS 0.06149 0.1537 0.3075 0.6149 10mM
(CoHssN,O;5)
HEPES (1M pH7.5) 200 uL 500 1 mL 2mL 20mM
(Cs Hig N2O4S)
NaCl 300 uL 750 1.5mL 3mL 150mM
CaCl (opcional) 0.014¢g 0.036¢g 0.07g 0.14g 10mM

El protocolo de extraccion de proteinas con Buffer CHAPS es el siguiente:

1) Por cada 30 mg de tejido se utiliza 1mL de Buffer CHAPS.

2) Se homogeniza el tejido en el buffer CHAPS perfectamente con el politron en un
tubo de vidrio estéril.

3) EIl homogenizado se recupera en tubos de 2mL y se centrifuga durante 15
minutos a 14 000 revoluciones por minuto (rpm), a 4°C.

4) Se recupera la fase media del sobrenadante donde se encuentran las proteinas
como se ve en la figura 1, evitando contaminar con otra fase la muestra y se

conservan en volumenes de 50 a 100uL a -70°C para el analisis gelatinolitico.
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Figura 1. Fases de extraccion formadas por el Buffer CHAPS.

Determinacion de proteinas

Con el fin de que cada muestra contenga la misma cantidad relativa de proteinas y
que sea solo la actividad gelatinolitica, reflejo del proceso patoldgico o control, lo que
se refleje en los zimogramas, es necesario que las muestras tanto de LBA como de
tejidos tratados y controles pasen por un proceso de cuantificacion de proteinas.

Dado que la concentracion de proteinas puede resultar muy diferente entre lavados y
tejidos y con la limitante de la cantidad de muestra que se puede obtener se optd por
concentrar las muestras previo a la cuantificacion de proteinas. Se utilizé el dispositivo
de filtracion por centrifuga de Microcon®, el cual ademas de separar por fuerza
centrifuga moléculas menores a 3 kDa, desaliniza las muestras. El procedimiento para la

concentracion de las muestras se ilustra a continuacion:

1) Elreservorio para las muestras se coloca dentro del vial.

2) Las muestras son colocadas dentro del reservorio sin tocar la membrana del
fondo hasta un volumen maximo de 500 pL.

3) Se tapa el dispositivo y se centrifuga a 11 000 revoluciones por minuto a 4°C
por media hora.

4) Se remueve el reservorio para la muestra y se cambia de vial. El reservorio se
introduce en sentido opuesto o boca a bajo en el nuevo vial y se centrifuga
nuevamente por unos cuantos segundos para que toda la muestra selecta por la
membrana del dispositivo caigan en el nuevo vial.

5) Se retira el reservorio para muestras y el vial se rotula y se conserva a -70°C

para la determinacion de proteinas y el andlisis de zimografia.
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La determinacion de proteinas se hace preparando primero una curva tedrica de

Albumina sérica bovina 1ug/uL como sigue:

Colorante Bradford
Albumina (pg/ul) AGUA (uL) (uL)
0 800 200
2 798 200
4 796 200
6 794 200
8 792 200
10 790 200

Las muestras provenientes de LBA y tejidos experimentales y controles se preparan
de la misma manera solo que el valor variable de la albimina es remplazada por un
volumen arbitrario fijo para todas las muestras, por lo regular se utilizo 2uL de cada
muestra. Tanto la curva patrén o tedrica como las muestras son leidas ala longitud de
onda (1), de 595 nandmetros en el espectrofotdmetro y los valores absorbancia de cada
muestra son registrados. Se hace una regresion lineal de los valores de la albumina
ng/uL contra los valores de la absorbancia A, lo cual genera un modelo lineal que nos
permite extrapolar los valores de las muestras experimentales para conocer la

concentracion de proteinas pg/ulL.

Zimografia de gelatina

La expresion de las MMP’s puede ser analizada con diversas técnicas. Una de ellas
ampliamente usada es la zimografia de sustrato, lo cual identifica a las MMP’s por la
degradacion de su sustrato preferencial y por su peso molecular. La zimografia y la
zimografia reversa han sido reportadas como técnicas simples, sensitivas y funcionales
para el estudio de las MMP’s y los TIMP’s, respectivamente, a partir de muestras
biologicas. Ambas técnicas son la misma solo que difieren entre si dependiendo del tipo
de MMP o TIMP que quiere detectarse. En la zimografia las proteinas desnaturalizadas
por dodecil sulfato de sodio (SDS) son separadas por electroforesis en condiciones no
reductoras. La separacién ocurre en un gel de acrilamida que contiene el sustrato

especifico, el cual es co-polimerizado con la acrilamida (24).
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El gel de acrilamida y gelatina donde se corrieron las muestras de proteinas de
lavados y tejidos, tratados y controles se compone de dos partes. La parte inferior que se
prepara primero al 8.5% como se muestra a continuacion y su funcidn es separar por
peso molecular las enzimas, mientras que la parte superior o gel concentrador se prepara
al 4 % y carece de sustrato, su funcioén es contener los pozos donde se colocan las

muestras y concentrarlas antes de entrar al gel separador.

Gel Separador 8.5%_

Agua destilada 3.52mL
Acrilamida/Bis (30% T. 2.67% C) 2.82 mL
Gelatina (10mg/mL) I mL
Tris-HCI 1.5M, pH 8.8 2.5mL
SDS 10% 100 uL
Persulfato de Amonio (PSA) 100 uL
TEMED 20 uL
Gel Concentrador 4.0%

Agua destilada 6 mL
Acrilamida/Bis (30% T. 2.67% C) 1.3 mL
Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 2.5mL
SDS 10% 100 uL
Persulfato de Amonio (PSA) 100 uL
TEMED 20 uL

Todas las muestras son ajustadas a 15ug para poder correrlas en el gel. La
electroforesis se lleva a cabo por alrededor de 45 minutos a un voltaje constante de 200

volts en el buffer de corrida 1X que se prepara de la siguiente forma:

Buffer de corrida 5X, pH 8.3
Tris base 9g
Glicina 43.2¢g
SDS 3g

Aforar a 600 mL con dH,O y diluir a 1X antes de usarse

17



Durante la electroforesis el SDS desnaturaliza las Gelatinasas volviéndolas
inactivas. Después de la electroforesis el gel es lavado con otro detergente llamado
Triton X-100 al 2.5% en dos lavados de 15 minutos cada uno con agitacion suave.
Después de estos lavados las gelatinasas se re-naturalizan parcialmente y recobran su
actividad sin necesidad de ser retirado el pro-dominio. Posteriormente el gel es
incubado en un buffer apropiado para su activacién ya que provee los iones de Zinc y
Calcio que la enzima activa necesita para su actividad proteolitica. El buffer de
incubacidn se prepard como sigue:

Buffer de incubacién

Glicina 0.1M, CaCl, 5mM pH 8.0 96mL
ZnCl, 5SmM 4mL
Total 100mL

Cada uno de los geles es colocado en una estufa para incubacion a 37°C por
aproximadamente 18 horas. Durante esta incubacion, las gelatinasas concentradas y re-
naturalizadas digieren el sustrato co-polimerizado con el gel.

Después de la incubacion el gel es tefiido con Azul de Coomassie® R-250 al 1%
solucion fijadora en isopropanol al 25% y acido acético, en dos periodos de 15 minutos
cada uno con agitacion suave y constante. Posteriormente la solucion fijadora es
remplazada por otra que se encarga de remover el exceso de colorante, acido acético al
7.5% y metanol al 5%, hasta que por agitacion y el efecto de la solucion es posible ver

claramente bandas de actividad gelatinolitica.

Densitometria de geles

Las bandas claras reveladas en el gel después de la incubacion por el Azul de
Coomassie®” fueron cuantificadas por densitometria de gel. Los geles son digitalizados
con el paquete de captura digital de geles DigiGenius de SYNGENE®. Este paquete
incluye ademads de la camara digital un software de andlisis digital de geles. Las bandas
claras de los geles reciben un valor de intensidad asignado por el programa que es
reflejo de la actividad gelatinolitica para cada una de las bandas de cada muestra.

Al comparase los valores para cada muestra experimental o control, de cualquier
corte temporal, es posible hacer comparaciones entre la actividad gelatinolitica de los
casos experimentales WT, TG, y controles en base a los valores otorgados por la

densitometria.
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Resultados

Zimografia de pulmones y LBA de ratones WT y TG sin tratamiento

Se extrajeron los pulmones de ratones WT y TG y se homogenizaron como se indica
en métodos. El sobrenadante de los homogenados se corrié en un gel de poliacrilamida
que tenia incorporada gelatina como sustrato. En la figura 2A se ilustra el resultado de
tres ratones WT y tres TG sin tratar. El analisis densitométrico de la MMP-9 total
mostr6é que las bandas de actividad de la MMP-9 en ratones TG son significativamente
mayores comparados con los ratones WT (P < 0.05) (Figura 2B). En la figura 2C se
muestra el andlisis desitométrico de cada una de las bandas de actividad de MMP-9. La

MMP-2 no mostr¢6 diferencias significativas entre los ratones WT y TG (Figura 2).
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Figura 2. Zimografia de pulmones de ratones sin tratamiento. A Zimograma usando gelatina como
sustrato. B Analisis densitométrico de todas las bandas de actividad correspondientes a la MMP-9 (azul),
y a la MMP-2 (rojo) *P < 0.05. C Analisis densitométrico de cada una de las bandas de MMP-9 (azul) y
de MMP-2 (rojo). Las flechas amarillas muestran las bandas con diferencia significativa *P < 0.05. El
estandar de MMP-2 se muestra en el primer carril a la izquierda y el de MMP-9 humana en el carril
nimero 5.
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El lavado bronquio-alveolar de los ratones WT y TG en condiciones basales se
sometio también al andlisis de actividad gelatinolitica por medio de zimografia. En la
figura 3A se ejemplifica el resultado de tres ratones WT y tres TG. Cuando el gel se
sometié al analisis densitométrico reveld que las bandas de actividad de la MMP-9 no
se mostraron diferencias significativas entre los ratones TG y los ratones WT (Figura
3B y C). La MMP-2 tampoco mostro diferencias significativas (figuras 3B y C). Es
importante destacar que en el caso de los lavados bronquio-alveolares fue evidente la

presencia de enzima activa tanto para la MMP-9 como para la MMP-2.
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Figura 3. Zimografia de LBA de ratones en condiciones basales. A Zimograma usando gelatina como
sustrato. B Analisis densitométrico de todas las bandas de actividad correspondientes a la MMP-9 (azul),
y a la MMP-2 (rojo). C Analisis densitométrico de cada una de las bandas de MMP-9 (azul) y de MMP-2

(rojo).

Zimografia de LBA de ratones instilados con bleomicina
Se analizaron los LBA de ratones WT y TG instilados con bleomicina siete dias
después del tratamiento y uno, dos, tres y cuatro meses después.

En la figura 4A se muestra el resultado de tres ratones WT y tres ratones TG a los

siete dias después de la instilacion con bleomicina. Como se puede observar la mayor
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parte de las bandas que muestran la actividad de la MMP-9 se encuentran en su forma
activa tanto en los ratones WT como en los TG. Aun cuando en la MMP-9 total no se
encontraron diferencias significativas entre los ratones WT y TG, las bandas de la
enzima activa son mas definidas en los ratones TG en comparacion con los WT. Por
otro lado, una banda de alto peso molecular de la MMP-9 se encontrd

significativamente aumentada en los TG (P < 0.05) (figura 4C).
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Figura 4. Zimografia de LBA de ratones 7 dias post-tratamiento. A Zimograma usando gelatina como
sustrato. B Anadlisis densitométrico de todas las bandas de actividad correspondientes a la MMP-9 (azul),
y a la MMP-2 (rojo). C Analisis densitométrico de cada una de las bandas de MMP-9 (azul) y de MMP-2
(rojo) *P < 0.05. Las flechas amarillas muestran las bandas con diferencia significativa *P < 0.05. El
estandar de MMP-2 se muestra en el primer carril a la izquierda y el de MMP-9 humana en el carril
nimero 5.

Posteriormente se corrieron los zimogramas con las muestras de LBA de ratones
WT y TG instilados con bleomicina un mes después del tratamiento.

En la figura SA se muestra el resultado de tres ratones WT y tres ratones TG.
Como se puede observar en esta etapa se revela tanto la actividad de la pro-MMP9
como la de la enzima activa tanto en los ratones WT como en los TG. El anlisis

densitométrico de la MMP-9 total no reveld diferencias significativas entre los ratones
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WT y TG; sin embargo, en una banda de alto peso molecular de la MMP-9 se encontro

significativamente aumentada en los TG comparadas con WT (P < 0.05) (figura 5C).
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Figura 5. Zimografia de LBA de ratones 1 mes post-tratamiento. A Zimograma usando gelatina como
sustrato. B Andlisis densitométrico de todas las bandas de actividad correspondientes a la MMP-9 (azul),
y a la MMP-2 (rojo). C Analisis densitométrico de cada una de las bandas de MMP-9 (azul) y de MMP-2
(rojo) *P < 0.05. La flecha amarilla muestra la banda con diferencia significativa *P < 0.05.

El andlisis de los LBA dos meses después de la instilacion con bleomicina se
muestran el la figura 6 para tres ratones WT y tres ratones TG (Fig. 6A). En el LBA se
observaron bandas de actividad de la MMP-9 significativamente mayores en los ratones
TG comparados con los ratones WT (P < 0.05) (figura 6B). Estas diferencias fueron
evidentes para la pro-MMP-9 y algunos polimeros de mayor peso molecular que no se
disocian durante la zimografia (P < 0.05), mientras que en el caso de la MMP-2 no se

encontraron diferencias significativas entre los ratones WT y TG (figura 6C).
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Figura 6. Zimografia de LBA de ratones a 2 meses post-tratamiento. A Zimograma usando gelatina
como sustrato. B Analisis densitométrico de todas las bandas de actividad correspondientes a la MMP-9
(azul), y a la MMP-2 (rojo) *P < 0.05. C Analisis densitométrico de cada una de las bandas de MMP-9
(azul) y de MMP-2 (rojo) *P < 0.05. Las flechas amarillas muestran las bandas con diferencia
significativa *P < 0.05. El estandar de MMP-2 se muestra en el primer carril a la izquierda y el de MMP-
9 humana en el carril nimero 5.

En el caso de los LBA de tres y cuatro meses también se observd que la banda
correspondiente a la MMP-9 activa es mayor que la correspondiente a la pro-MMP-9
tanto en ratones TG como en ratones WT (figura 7 y 8). No se encontraron diferencias
significativas para la MMP-9 o para la MMP-2 a los tres meses (figura 7) y a los cuatro

meses (figura 8).
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Figura 7. Zimografia de LBA de ratones 3 meses post-tratamiento. A Zimograma usando gelatina
como sustrato. B Andlisis densitométrico de todas las bandas de actividad correspondientes a la MMP-9
(azul), y a la MMP-2 (rojo). C Analisis densitométrico de cada una de las bandas de MMP-9 (azul) y de
MMP-2 (rojo). El estandar de MMP-2 se muestra en el primer carril a la izquierda y el de MMP-9

humana en el carril nimero 2.
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Figura 8. Zimografia de LBA de ratones 4 meses post-tratamiento. A Zimograma usando gelatina
como sustrato. B Analisis densitométrico de todas las bandas de actividad correspondientes a la MMP-9
(azul), y a la MMP-2 (rojo). C Analisis densitométrico de cada una de las bandas de MMP-9 (azul) y de
MMP-2 (rojo) *P < 0.05. El estindar de MMP-2 se muestra en el primer carril a la izquierda y el de
MMP-9 humana en el carril nimero 2. La flecha amarilla muestra la banda con diferencia significativa *P
<0.05.
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Discusién y Conclusiones

La bleomicina en una droga que se utiliza en el tratamiento de cancer y su uso es
limitado ya que causa dafio a las células epiteliales alveolares y conduce al desarrollo de
fibrosis pulmonar (25). En este contexto, se ha utilizado la bleomicina para el desarrollo
de modelos experimentales de fibrosis pulmonar con el objeto de entender y estudiar los
mecanismos moleculares de la patogénesis de esta enfermedad que no tiene un
tratamiento efectivo (22, 26).

Existen numerosos estudios que demuestran que las MMP’s desempefian un papel
importante en la patogénesis de la fibrosis pulmonar (27). En particular la MMP-9 se ha
mostrado que esta aumentada en la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, en
enfermedades intersticiales humanas que llevan a la fibrosis y en FPI (16, 22, 25-28).

Con objeto de avanzar en la comprension del papel de la MMP-9 en la patogénesis
de la fibrosis pulmonar se desarrolld6 un modelo experimental de fibrosis pulmonar
inducido por bleomicina, en ratones transgénicos que expresan la MMP-9 humana en
macrofagos bajo la direccion del promotor Scavenger receptor A (TG) y en ratones
silvestres (WT) (Cabrera S y col, manuscrito en preparacion).

En el presente estudio se analiz6 en particular la actividad de la MMP-9 en lavados
bronquio-alveolares (LBA) del mismo modelo en los ratones TG y en los ratones WT.

Nuestros resultados mostraron que en las muestras obtenidas del tejido pulmonar sin
tratar, los ratones TG presentan bandas de actividad significativamente mayores que los
ratones WT. Este resultado era esperable puesto que los ratones transgénicos tienen
ademas de la MMP-9 propia de raton, la MMP-9 humana.

Sin embargo, esta diferencia no se reflejo en los fluidos de los LBA de ratones sin
tratar, lo que sugiere que en condiciones basales los macrofagos que expresan la MMP-
9 humana estan en el tejido pulmonar y no migran a los espacios alveolares o que la
MMP-9 permanece en el interior de los macrofagos alveolares.

El andlisis de la MMP-9 en los ratones TG y WT instilados con bleomicina se
realiz6 solo en los fluidos de los LBA. La zimografia de estos lavados al igual que la de
los LBA de los ratones sin tratar no mostr6 diferencias significativas en las formas

activas y latentes de la MMP-9.
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Este resultado nos lleva a proponer que el andlisis de la MMP-9 por zimografia debe
hacerse directamente de los pulmones de los animales tratados y/o de los botones
celulares que contienen los macréfagos alveolares.

Es interesante sefialar que la comparacion de la actividad colagenolitica del LBA y
del parénquima pulmonar de cobayos tratados con silice mostr6 que no habia una
correlacion entre ambos sugiriendo que la actividad colagenolitica en LBA no reflejaba
el recambio de matriz en pulmon (29).

Adicionalmente en este estudios se encontraron diferencias en las bandas de
actividad de alto peso molecular que pudieran corresponder a asociaciones de MMP-9
con otras moléculas como microglobulinas, a asociaciones multiméricas de la misma
pro-MMP-9 y a variantes de ambos casos como se ha reportado (16).

En conclusion este estudio demostrd que el andlisis de LBA no revela diferencias
en la actividad de MMP9 entre los ratones TG y WT en condiciones basales o expuestos
a bleomicina y se requiere desarrollar zimografia en tejido pulmonar para demostrar si

hay diferencias en la actividad de la MMP-9 entre los ratones TGy WT.
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