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La libertad es el oxigeno sin el cual la ciencia no podria respirar

David Sarnoff

La casualidad favorece a las mentes preparadas
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l. Resumen

La matriz extracelular es una gran red de polisacdridos y proteinas que son secretadas por
células especializadas llamadas fibroblastos, una vez fuera de la célula éstas moléculas forman
grandes agregados cohesivos que permiten el soporte celular, controlan la distribucion
espacial de moléculas unidas a si mismas facilitando la intercomunicacién entre receptores de
factores de crecimiento y receptores de matriz extracelular, censa y transduce sefiales
definiendo las propiedades mecanicas permisivas instructivas para la diferenciaciéon celular
activando la sefializacidn intracelular a través de la interaccién con receptores de superficie
celular, asi como también estd comprometida en la maquinaria del citoesqueleto. Mantiene su
regulacién espacio-temporal de liberacién de moléculas embebidas como citocinas y factores

de crecimiento con ayuda de enzimas proteoliticas llamadas metaloproteinasas de matriz *.

Las metaloproteasas de matriz (MMP’s) son una familia de enzimas endoproteinasas
zinc-dependientes, por lo menos se han identificado 25 MMP’s en vertebrados, de los cuales

24 genes estan presentes en humanos.

Las actividades proteoliticas de las MMP’s mantienen la homeostasis celular, procesando,
activando o desactivando una gran variedad de factores solubles y regulando la actividad de

mediadores de las vias inflamatorias ®”.

La metaloproteinasa de matriz 28 o también conocida como epilisina es el miembro mas
reciente de las MMP’s y aparentemente el Ultimo miembro de la familia de las MMP’s en

mamiferos ' la cual pertenece a las metaloproteinasas secretadas activadas por furina .

Su patrén de expresidn se distingue de otros miembros de la familia de metaloproteinasas, ya
gue muchas MMP’s son expresadas Unicamente bajo condiciones excepcionales asi como
aquellos relativos a dafio, inflamacién o enfermedad, en cambio el patron de expresién de
epilisina implica su homeostasis en tejido normal ya que también se expresa de manera basal
en condiciones normales ’ asi como también es expresada durante procesos patolégicos como

en diferentes carcinomas®?.

La Neumonitis por Hipersensibilidad (NH) 6 Alveolitis Alérgica Extrinseca (AAE) es un sindrome
multifactorial complejo con historia y presentacién clinica variable la cual es ocasionada por la
exposicién prolongada a particulas organicas conocidas *°, afectando de manera primaria a los

alveolos (de ahi el sinénimo alveolitis alérgica) *°.



Se sabe que las enfermedades pulmonares intersticiales son desencadenadas por un dafio
inicial que provoca un proceso inflamatorio el cual si no se resuelve hay proliferacion y
activacién de fibroblastos y por lo tanto acumulacién de matriz extracelular *, la cual es

regulada a su vez por la accion de las metaloproteinasas.

Debido a que se sabe muy poco de la presencia, los efectos y el modo de accién de MMP-28 en
pulmoén, resulta interesante analizarla en NH, ya que se ha reportado sobreexpresada en otras
enfermedades pulmonares como lo es la Fibrosis Pulmonar Idiopatica, de acuerdo a analisis de
microarreglos >. Los objetivos de este proyecto son: determinar el nivel de expresion de
epilisina en tejido pulmonar de pacientes con NH y control normal mediante gPCR asi como
también determinar su ubicacidn tisular en tejido pulmonar con NH y control normal mediante

analisis inmunohistoquimico.

De acuerdo a los experimentos hechos en este proyecto concluimos que: el anadlisis de
expresion de epilisina mediante la técnica de qPCR no mostré diferencias significativas entre
tejido normal de pulmoén y de tejido pulmonar proveniente de pacientes con NH. El andlisis de
inmunohistoquimica reflejé una tincidn positiva para epilisina en tejidos con NH, en nicleos de
epitelio alveolar, epitelial y endotelial, asi como también se demostrd una tincidn negativa
para epilisina en tejidos normales de pulmén. Sin embargo de acuerdo al analisis de Western
Blot para corroborar lo encontrado en inmunohistoquimica se detecto la presencia de epilisina
de manera inactiva en el nucleo de células A549 de adenocarcinoma de pulmén de neumocitos

tipo Il



II. Introduccion

II.I. Matriz Extracelular

La matriz extracelular es una gran red de polisacaridos (como proteoglicanos) y proteinas
como coldgenas, fibronectinas, tenacinas, fibras elasticas y laminina, que son secretadas por
células especializadas llamadas fibroblastos en el caso de tejido conjuntivo (como en células
pulmonares) y osteoblastos en el caso del tejido dseo, las cuales se encuentran fuera de las
células entre el limite endotelial y epitelial en los animales multicelulares, una vez fuera de la
célula éstas moléculas forman grandes agregados cohesivos que permiten el soporte

celular .

Ademas de ser estructural, mantiene la integridad de los érganos, define la barrera entre los
tejidos y proporciona elasticidad a los érganos en desarrollo, dirige la motilidad celular a partir
de diversos gradientes, ya sean morfégenos (llamada quimiotaxis), proteinas adhesivas

(Ilamada haptotaxis), o aquellas proteinas relacionadas en proporcionar dureza (durotaxis).

Controla la distribucién espacial de moléculas unidas a si mismas facilitando la
intercomunicacion entre receptores de factores de crecimiento y receptores de matriz
extracelular. Censa vy transduce sefales definiendo las propiedades mecanicas permisivas
instructivas para la diferenciacion celular, activando la sefalizacién intracelular a través de la
interaccién con receptores de superficie celular, asi como también estd comprometida en la
maquinaria del citoesqueleto. Mantiene su regulaciéon espacio-temporal de liberacion de
moléculas embebidas como citocinas y factores de crecimiento, con ayuda de enzimas

proteoliticas llamadas metaloproteinasas de matriz .
ILIl. Metaloproteinasas de matriz

Las metaloproteinasas de matriz, metaloproteasas o matrixinas (MMP’s) pertenecen al grupo
de proteasas denominadas metzincinas, superfamilia de las metaloproteinasas, son una familia
de enzimas endoproteinasas zinc-dependientes, ya que usan un catidn divalente, usualmente
zinc para activar una molécula de agua que es usada como nucledfilo para hidrolizar el enlace
peptidico del sustrato ?, son denominadas metzincinas ya que poseen un residuo conservado
de metionina en el sitio activo el cual forma una asa entre el prodominio y el dominio
catalitico *. Estas son sintetizadas como zimégeno con un péptido sefial, que las conduce a la
via secretoria, una vez fuera pueden ser enviadas al espacio extracelular o anclarse a la

membrana plasmatica donde realizan su actividad catalitica. Tienen la capacidad de degradar
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todos los componentes de la matriz extracelular y se encuentran en todos los organismos

tanto eucariontes como procariontes.

Por lo menos se han identificado 25 MMP’s en vertebrados, de los cuales 24 genes estan
presentes en humanos, incluyendo dos genes duplicados recientemente que codifican para

MMP-23, identificados en el cromosoma uno °.

Las actividades proteoliticas de las MMP’s influyen en procesos celulares esenciales como
proliferacion celular, migracién y adhesién, asi como algunos eventos fisioldgicos
fundamentales que estan involucrados en la remodelacion del tejido: angiogénesis, desarrollo
de huesos, involucién uterina y mamaria, asi como también participar en la cicatrizacién.
Mantienen la homeostasis celular, procesando, activando o desactivando una gran variedad de

factores solubles y regulando la actividad de mediadores de las vias inflamatorias ®”.

La actividad proteolitica de las MMP’s puede ser regulada a tres niveles: 1) Expresion génica,

2) Procesamiento de la proenzima e 3) Inhibicién de la actividad enzimética °.

Se han involucrado dos principales mecanismos en la activacién de las MMP’s. Uno es el corte
proteolitico con la remocién del prodominio y el otro es la activacion alostérica donde el

prodominio es desplazado del sitio catalitico de las enzimas sin ser cortado *.

Al remover el prodominio, éste se deslocaliza del sitio catalitico lo que ocasiona la activacién
de la enzima; diversos agentes como organomercuriales, especies reactivas de oxigeno, y
agentes S-reactivos pueden interactuar con la cisteina conservada en el prodominio dejando
expuesto al ion zinc. La inducciéon de cambios conformacionales a través de la union de
agentes caotrépicos y detergentes como SDS son seguidos por la degradacion del

prodominio *.

La activacién alostérica es la unién de macromoléculas o reactivos especificos de unién a
grupos tiol de la region de una MMP con prodominio intacto o parcialmente cortado el cual
puede inducir la activacion de la enzima a pesar de la presencia de la secuencia PRCGXPD.
Estos pueden ser HgCl,, APMA, lipocalina asociada a gelatina de neutrdfilos, en el caso de
proMMP-9 esta puede ser activada por colagena IV y gelatina, SIBLINGS los cuales se asocian
fuertemente a las formas pro y activas de MMP’s, sialoproteina se asocia a MMP-2,

osteopontina se asocia a MMP-3 y la proteina 1 de matriz de dentina se asocia a MMP-9.

Los TIMP’s, son proteinas secretadas que especificamente y de manera reversible inhiben a las
MMP’s. Otros inhibidores conocidos son: la proteina 1 de matriz extracelular la cual es una
glicoproteina de aproximadamente 85 kDa con una amplia distribucidn en tejidos la cual ha

sido correlacionada con cambios en los componentes de matriz extracelular ° y la glicoproteina
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anclada a membrana RECK la cual tiene un peso molecular de 110 kDa, posee dominios
similares a inhibidores de serin proteasas y estd asociada a la membrana celular a través de

una modificacién en el carboxilo terminal del GPI 2.

Sin embargo la gran relevancia de esta familia de proteasas principalmente deriva del gran
nimero de condiciones patoldgicas donde estas enzimas han sido implicadas. Asi la

desregulacién de MMP’s ha sido reportada en céncer, enfermedades vasculares y algunas

patologias del tipo inflamatorio °.

Basados en la organizacién de sus dominios se pueden clasificar en cuatro diferentes grupos:

MMP’s arquetipicas, matrilisinas, gelatinasas, y MMP’s activadas por furina (Figura 1).

Colagenasas:

5 . Secretadas:
— MMP-1, (Mmp-1a, Mmp1b), — MMP-11, MMP-21, MMP-28
MMP-8,MMP-13

Lt

Estromelisinas: MT-MMP s transmembranales tipo I:

— MMP-3, MMP-10 — MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP,
MT5-MMP.
Otras MMP’s: x MMP’s ancladas por GPI:
= MMP-12, MMP-19, MMP-20, = MT4-MMPF, MT6-MMP.
MMP-27

( J
(e e

MT-MMP’s transmembranales tipo lI:
MMP-23A, MMP-23B

o N — Dominio * .
> Gelatinasas: HLELD ’ tipo (WL Fibronectina SEEE
MMP-2, MMP-9 S seial

hemopexina

Regidn
Cola y branal q
aptid \ t

[ ] - Propéptide Bl toplasmatica | tipol
. ., Dominio tipo ) lon
W' sitio de Corte ’\J inmunoglobulina » Anclaje GPI a Zinc

por furina
Matrilisinas: Dominio O Arreglo de 3 REgIG: ! * Cisteina
MMP-7, MMP-26 catalitico cisteina en
-

Figura 1. Clasificacion de las metaloproteinasas de acuerdo a la organizacion de sus dominios (imagen
modificada)’.

ILILI. Metaloproteinasas arquetipicas

Las MMP’s arquetipicas de acuerdo a la especificidad de sustrato, se pueden establecer en tres

diferentes subgrupos: colagenasas, estromelisinas y otras MMP’s arquetipicas °.
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ILILIL. Matrilisinas

En el caso de matrilisinas dentro de éstas son conocidas la MMP-7 y MMP-26, las cuales son
expresadas durante condiciones normales y patoldgicas siendo implicadas en la progresion de
cancer humano. Ambas proteasas exhiben la misma disposicion de arreglo de dominio de

todas las MMP’s sdlo que carecen de dominio hemopexina en el carboxilo terminal °.
ILILIIL. Gelatinasas

Las gelatinasas MMP-2 (Gelatinasa A) y MMP-9 (Gelatinasa B) se expresan constitutivamente
por algunos tipos celulares: fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales, condrocitos y
monocitos en el caso de MMP-2; mientras que macréfagos alveolares, leucocitos
polimorfonucleares y osteoclastos expresan MMP-9. Estas MMP’s tienen un dominio adicional
de fibronectina localizado dentro del domino catalitico que permite la unién y el

procesamiento de coldgena desnaturalizada o gelatina.
ILILIV. Metaloproteinasas activadas por furina

Las MMP’s activadas por furina poseen un motivo de reconocimiento a furina insertado entre
el propéptido y el dominio catalitico. Esta secuencia es reconocida y cortada por la furin
convertasa la cual es una serin proteinasa que pertence a la familia de las convertasas que
puede cortar el prodominio en la posicién carboxilo terminal en la secuencia (RX [K/R] R) *,
proporcionando las bases para la activacion dependiente de furina de enzimas latentes
priorizadas a secrecién. Estas MMP’s activadas por furina incluyen tres MMP’s secretadas,

cuatro MMP’s tipo membrana y dos MMP’s transmembranales tipo II.

A diferencia de otras MMP’s secretadas MMP -11, MMP-21 y MMP-28 son enzimas furin
activables que son procesadas intracelularmente por proteasas tipo furina y secretadas como

forma activa .

El dominio estructural que tienen las MMP’s secretadas es: un péptido sefial que conduce a la
proteina al reticulo endopldsmico, el péptido sefal es seguido por un dominio propéptido
amino terminal que posee una secuencia conservada PRCGXPD que mantiene el zimégeno
inactivo, ya que el residuo conservado de cisteina interactia con el ion zinc, lo que evita la
actividad catalitica por lo tanto el péptido sera activado hasta ser cortado proteoliticamente, a
este mecanismo se le ha llamado el switch de cisteina; seguido de este hay un dominio
catalitico con una secuencia conservada HEXXHXXGXXH donde las tres histidinas presentes

juegan un papel esencial ya que es el sitio de unién al idn zinc el cual es critico para la actividad
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catalitica; los aminoacidos especificos junto con el dominio catalitico definen la especificidad
del sustrato por la interaccidn con un limitado subconjunto de sustratos Unicamente, ésta es
ademas determinada por los sitios de unién a sustrato localizados fuera del dominio catalitico
llamados exositios. El dominio catalitico en muchas MMP’s es seguido por un vinculador rico
en prolina, la region de bisagra. Estd unida a su vez a un dominio de hemopexina carboxilo
terminal que adopta una estructura tridimensional asemejando una hélice de cuatro palas que
es muy importante para determinar el reconocimiento del sustrato y la interaccidon con

inhibidores endégenos *”.
ILILIV.I. Epilisina 0 MMP-28

La metaloproteinasa de matriz 28 o también conocida como epilisina es el miembro mas
reciente de las MMP’s y aparentemente el Ultimo miembro de la familia de las MMP’s en

mamiferos *° la cual pertenece a las metaloproteinasas secretadas **.

Su nombre se debe a que su expresidn es predominante en epitelio de tejidos *°, fue clonada
por primera vez a partir de queratinocitos y testiculo humanos' y cDNA a partir de pulmén ’.
El cDNA posee un marco abierto de lectura de 1560 nucleétidos codificantes para una proteina

de 520 aminoéacidos ’

. La proteina contiene todos los dominios tipicos de una MMP; una
secuencia sefial hidrofébica que es seguida por el prodominio incluyendo una secuencia
PRCGVTD (PRCGVAD en ratén). Posee un sitio funcional de reconocimiento del tipo furina
RKKR el cual es localizado en el sitio carboxilo terminal del prodominio indicando que epilisina
puede ser activada de manera intracelular por la proteina furin convertasa’, le precede el
dominio catalitico, caracteristico para las MMP’s solubles, la secuencia catalitica HEIGHTLGLTH
es Unica en epilisina ya que contiene treonina, se sabe que este sitio posee gran similaridad

entre humano y ratén conservando el 85% de aminoécidos™. Una regién de bisagra de 39

aminoéacidos es seguida por un dominio tipico de hemopexina’ (Figura 2).

N Dominiodel
N { propéptido

ﬂ Dominio catalitico

Zn 1 " Regitn de bisagra
I Motive RXKR]R
..e Dominiotipo Hemopexina

Figura 2. Estructura de MMP-28 o epilisina. Se ilustra el dominio del propéptido, el dominio
catalitico, la region de bisagra, el dominio tipo hemopexina y el motivo RKKR que es el sitio de corte por
la proteina furin convertasa (imagen modificada)’.
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Se ha identificado que el prodominio de epilisina humana posee una secuencia YGYL que es
conservada tanto en la proteina de ratén como en Xenopus laevis ’ .Esta secuencia es comuin a
todas las MT-MMPs, pero entre otras MMP’s secretadas Unicamente MMP-19 contiene esta
secuencia, la cual junto con epilisina esta relacionada con las MMP’s de insecto y ambas son
evolutivamente conservadas *2. Sin embargo no hay funciones reportadas para la secuencia
YGYL, en otras MMP’s se ha reportado estar en el prodominio de MT1-MMP (MMP-14) donde
se ha propuesto que esta secuencia le confiere al prodominio funcionar como chaperona

regulando el plegamiento y trafico de la enzima, comun en todas las MT-MMP’s ’.

Epilisina es una proteina de 58 kDa al poseer un propéptido que lo inactiva y 48 KDa en su
forma activa *®, aunque en células MDCK se ha citado un peso de 50kDa en su forma activa sin
procesar bajo condiciones libres de suero mientras que en células cultivadas con suero fue
procesada a la forma de 48 kDa *. En células Hela se ha reportado un peso de 60 kDa para la
proforma, 44.9 kDa para la forma activa y 26.7 kDa para el dominio carboxilo terminal; en la
linea celular de condrosarcoma SW1353 al transfectarle epilisina de manera estable, la
proforma y la forma activa tienen un peso de 58 kDa y 50 kDa respectivamente **. Posee tres
diferentes transcritos (2.6, 2.0 y 1.2 kb) ™ y puede ser detectado mediante analisis de Northern
blot en varios tejidos debido al splicing alternativo, esto sugiere que epilisina participa en la

homeostasis de los tejidos **”.

La comparacion de la secuencia de aminoacidos de epilisina (MMP-28) con otras MMP’s indica
gue esta enzima estd mas relacionada con otro miembro relativamente reciente MMP-19, ya
que posee un porcentaje de identidad de residuos del 46% y similitud del 60% con respecto al
dominio catalitico de MMP-19 °. El gen de epilisina se localiza en el cromosoma 17 (17q11.2),
un locus que difiere de otros genes de mmp reportados. Tiene una Unica organizacion
genética estructural que se compone de siete intrones y ocho exones en vez de diez, que es

tipico para genes de mmp ’.
ILILIV.II. Expresion de Epilisina

Se ha demostrado que el ARNm de epilisina es altamente expresado en tejidos humanos bajo
condiciones normales, en testiculo y pulmén, a bajos niveles en corazodn, intestino, cerebro,

7 La distribucion de epilisina en tejido

varios tejidos fetales, en el rifidon adulto y pancreas
pulmonar detectado a partir de ARNm de ratén parece ser la contraparte humana ya que en el
tejido humano adulto la expresion mds prominente ha sido detectada en testiculo mientras
que en el de ratén adulto ha sido detectada en células epiteliales bronquiolares de pulmén

llamadas células de Clara 7 *°.
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Se encuentra expresada en BMDM, pero no en macréfagos alveolares, sugiriendo que la

expresion por parte de macréfagos es dependiendo de la localizacién y diferenciacion *°.

Su patrén de expresidn se distingue de otros miembros de la familia de metaloproteinasas, ya
qgue muchas MMP’s son expresadas Unicamente bajo condiciones excepcionales asi como
aquellos relativos a dafio, inflamacién o enfermedad, en cambio el patrén de expresién de
epilisina implica su homeostasis en tejido normal ya que también se expresa de manera basal

en condiciones normales .

En cultivo celular se expresa de manera enddgena en queratinocitos HaCat, queratinocitos
primarios, neuronas en desarrollo y diversas lineas celulares transformadas como lo es la linea
celular A549. Se encuentra sobreexpresada en el proceso de cicatrizacion en queratinocitos
basales distales del borde de herida, en asociacion con la membrana basal intacta y en

respuesta a TNF-a ™.

La sobreexpresion de epilisina en células MDCK conduce a una reduccion de matriz
extracelular basolateral observada por la desaparicion de colagena tipo IV, laminina y
fibronectina, éstos componentes de matriz extracelular a su vez se encuentran de manera
reducida en células que expresan epilisina bajo condiciones libres de suero asi como también
se vio reflejada la degradacién de coldgena tipo IV dando soporte a la idea de que la activacidon

de protedlisis es dada por MMP-28.

Epilisina es expresada durante procesos patoldgicos como en diferentes carcinomas. Entre las
24 MMP’s humanas conocidas, epilisina, MT1-MMP y MMP-2 estan altamente expresadas en
carcinoma urotelial, donde sus niveles de transcripcion correlacionan con el grado de cancer.
Se ha identificado en carcinoma de células invasivas ductales de mama, en carcinoma de
células escamosas orales y a su vez las células derivadas de este carcinoma fueron capaces de
la formacion de colonias, anclaje y crecimiento independiente de acuerdo de la expresion de
epilisina. Células A549 de carcinoma pulmonar bajo el estimulo con TGF-beta mediaron el
estado de transicion epitelio mesénquima, al ser transfectadas de manera estable con epilisina

adoptando un fenotipo invasivo *.

Asi  también se ha demostrado su expresion en células y matriz extracelular de discos
intervertebrales humanos en diversas edades correlacionado y proporcional con el grado de

dafio, a mayor degeneracién de los discos intervertebrales mayor la expresién de MMP-28 V7.

Células de condrosarcoma SW1353 (obtenidas en la clinica Scott and White, en Texas por A.
Leibovitz en 1977 proveniente del condrosarcoma primario de grado Il del himero derecho de

una mujer caucdsica de 72 afios) ¥ demuestran cambio en morfologia al sobreexpresar
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MMP-28 transfectdndolas de manera estable comparada con las células control transfectadas
con el vector vacio, debido a cambios en la estructura del citoesqueleto por estrés en la

formacién de fibras de actina **.

ILILIV.1II. Ratén deficiente de Epilisina

A pesar de que MMP-28 se expresa de manera constitutiva en tejidos normales, el ratén nulo
de epilisina (Mmp-28'/') no tuvo algun cambio de fenotipo. Sin embargo, al usar un modelo
murino de neumonia con Pseudomonas aureginosa los ratones demostraron un incremento
temprano en el reclutamiento de macréfagos a los pulmones asi como un aumento en la
eliminacion bacteriana y reducida neutrofilia pulmonar, debido al acelerado flujo de
macréfagos. Ademas los macrofagos derivados del raton Mmp28'/' migran mas rapido que los
del ratén silvestre, indicando que epilisina funciona como un regulador negativo del

reclutamiento de macréfagos retardando la quimiotaxis de estas células *°.
ILIIl. Aparato respiratorio

El aparato respiratorio esta compuesto por los dos pulmones y una serie de vias aéreas que los
comunican con el exterior. A medida que estas vias aéreas se introducen en la profundidad del
pulmén, se ramifican en conductos de calibre cada vez menor, hasta alcanzar los espacios
aéreos llamados alvedlos. El aparato respiratorio tiene tres funciones principales: la
conduccién del aire, la filtracion del aire y el intercambio (respiracién). Este Ultimo proceso
ocurre en los alvedlos. Ademas el pasaje del aire por la laringe se emplea para producir el
habla y el pasaje del aire por la mucosa olfatoria de las cavidades nasales, transporta los

estimulos para el sentido del olfato.

Las vias aéreas estan formadas por una porcion conductora y una porcidn respiratoria, la
porcion conductora se compone de las vias aéreas que conducen hasta los sitios de la
respiracion dentro del pulmén, donde ocurre el intercambio gaseoso. Las vias conductoras
incluyen las que se localizan por fuera y dentro de los pulmones, las cuales comprenden: las
cavidades nasales, la nasofaringe, orofaringe, laringe, trdquea y los dos bronquios principales,
dentro de los pulmones se encuentran los bronquios internos, que se ramifican extensamente
y dan origen a los bronquiolos de distribucién. Estos representan la porcién terminal de las vias
aéreas de conduccion. En conjunto, los bronquios internos y los bronquiolos reciben la

denominacién de arbol bronquial. La porcidn respiratoria es la parte de la via aérea en la cual

se produce el intercambio gaseoso. En consecuencia incluye: los bronquiolos respiratorios, los

conductos alveolares, los sacos alveolares y los alveolos.
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Los vasos sanguineos ingresan al pulmon junto con el bronquio. Las arterias se ramifican en
vasos de menos calibre a medida que siguen el arbol bronquial hasta el interior del pulmoén.
Los capilares se ponen en intimo contacto con las unidades respiratorias terminales, los
alveolos. Esta intima relacién entre los espacios aéreos alveolares y los capilares pulmonares

representa la base estructural del intercambio gaseoso dentro del parénquima pulmonar.

El aire que atraviesa las vias respiratorias debe ser acondicionado antes de alcanzar las
unidades respiratorias terminales. Este acondicionamiento del aire se produce en la porcion de
conduccién y consiste en calentarlo, humedecerlo y eliminar las particulas que pudieran
arrastrar. El moco y las secreciones serosas desempefian un papel fundamental en el proceso
de acondicionamiento. No sélo humedecen el aire, sino ademdas atrapan las particulas no
captadas por los cortos y gruesos pelos especiales, las vibrisas, de las cavidades nasales. El
moco, acrecentado por las secreciones de las glandulas serosas, también impide Ia

deshidratacién de la capa subyacente del epitelio, debido al aire en movimiento .
ILIIL.I. Neumonitis por Hipersensibilidad

La Neumonitis por Hipersensibilidad (NH) 6 Alveolitis Alérgica Extrinseca (AAE) es un sindrome
multifactorial complejo con historia y presentacién clinica variable la cual es ocasionada por la
exposicién prolongada a particulas organicas conocidas *°, afectando de manera primaria a los
alvedlos (de ahi el sinénimo alveolitis alérgica) *°.

Fue originalmente descrita en 1713 por Ramazzini como una enfermedad pulmonar
ocupacional en trabajadores de grano y posteriormente en 1932 aparece una descripcién
detallada de la patologia en granjeros que inhalaban heno mohoso contaminado de
actinomices termofilicos, de ahi deriva el término pulmdn de granjero, y asi dependiendo de la
particula que la genera, ha tenido diversas denominaciones *, pulmén del trabajador de
hongos, pulmon del aire acondicionado, del trabajador de detergentes, de los descortezadores
de arce, del cuidador de roedores, del cuidador de aves y suberosis, si es generada por

particulas de corcho %

Se incluyen aquellas particulas producidas por cualquier tipo de organismo: entre las bacterias,
las mas comunes son actinomicetes termofilicos, que son bacilos filamentosos gram positivos
que proliferan en temperaturas con un rango entre 50-60 °C. También se incluyen proteinas de
animales y plantas, como aquellas contenidas en suero, heces, plumas y aves en eclosién
(polvo seroso que cubre las plumas de palomas recién eclosionadas) 2, donde es mucho mas

agresivo si se trata de pericos o canarios que si fueran palomas o gallinas .

La distribucién de las causas de NH puede depender de la localidad y la poblacién, por

ejemplo, en México el desorden mas comun es la enfermedad de los cuidadores de aves,
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mientras que en Japdn es mas comun la neumonitis por hipersensibilidad tipo verano la cual
se origina por la inhalacion de mohos estacionales que contaminan las casas durante las

épocas calurosas y himedas como en verano .

No es necesario que la exposicidon provenga de organismos vivos ya que se sabe que la
exposicién a almohadas y edredones de plumas desencadenan la patologia; asi como también
aquellas particulas provenientes del polvo de la concha de los moluscos usadas para hacer
botones, y aquellas particulas provenientes de animales usados en la manufactura del

vestido %.

En el caso de proteinas de plantas se incluyen las contenidas en comida Japonesa que
contiene harina de una raiz tuberosa como la de los tubérculos llamada Konjak y polvo
derivado de Hijikia fusiforme, la cual es un alga café, asi como también hongos (Saccaromyces

rectivirgula) y protozoarios 3,

La exposicion a estas particulas genera un proceso inflamatorio exacerbado a causa de la

induccion inmunolégica generada por la inhalacion de particulas pequefias (menores a 5um)
, . 24 . . e . .. ,

que llegan al parénquima pulmonar “* ocasionando un infiltrado y proliferacion de macréfagos

pulmonares activados y linfocitos, dando como resultado alveolitis linfocitica y bronquiolitis.

Los sintomas que caracterizan esta patologia son: disnea, tos, sudores nocturnos, pérdida de

peso y produccién de esputo 2.

En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) el cual es un centro de
referencia nacional en México, se reciben anualmente un promedio de 60 casos nuevos, la
mayoria de ellos son mujeres que conviven en el hogar con aves domésticas, especialmente

palomas 2.

La incidencia en Reino Unido de 1992 a 2001 ha estimado 50 casos de NH anualmente,
representando 1.8% de todos los casos de enfermedades respiratorias relacionadas al trabajo

de acuerdo a neumdlogos *'.

Al parecer es indispensable la existencia de varios factores que actien al mismo tiempo o en
forma secuencial para que se desencadene la patologia *° ya que una pequefia proporcién de

individuos expuestos la desarrollan %*.

La patogénesis es modificada por polimorfismos genéticos localizados dentro del MHC %, asi
como haplotipos de MHC clase Il y de polimorfismos en el transportador asociado con el

procesamiento de antigeno (TAP) los cuales son genes implicados como factores de riesgo a
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desarrollo de NH ?’. Los episodios sintomaticos recurrentes se pueden presentar de cuatro a

2 Los lavados broncoalveolares

ocho horas después de la exposicién a estas particulas
demuestran un aumento mayor al 25 % de linfocitos (linfocitosis) en una proporcién CD4
menor al 1.0 % y CD8 mayor al 1.0% *°. También la presencia de macréfagos alveolares
contribuye a la respuesta inmune produciendo altos niveles de Interleucina-8 (IL-8) la cual es
un potente quimioatrayente de neutrofilos. Los neutroéfilos secretan a su vez una gran variedad

de moléculas implicadas en la evolucién de la inflamacion difusa pulmonar que ocurre durante

el desarrollo de la NH %,

Las caracteristicas histolégicas en las biopsias de pulmén demuestran bronquiolitis linfocitica,
infiltrados intersticiales y células gigantes de cuerpo extrafio que son el resultado de la

acumulacién de macréfagos que fagocitan particulas dafiinas para el pulmén .

De acuerdo al tiempo de exposicidon o evolucion, la NH o AAE se puede clasificar de diversas
formas donde destacan tres etapas: aguda, subaguda y crénica donde esta Ultima puede llegar
a desencadenar focos de fibrosis con destruccion de parénquima pulmonar que tiene efectos
irreversibles e irreparables para la morfologia del pulmdn 2* asi como también puede llegar a

desarrollar enfisema, o enfisema y focos de fibrosis de manera simultanea 2.

Se sabe que las enfermedades pulmonares intersticiales son desencadenadas por un dafio
inicial que provoca un proceso inflamatorio el cual si no se resuelve hay proliferacion y
activacién de fibroblastos y por lo tanto acumulacién de matriz extracelular *, la cual es

regulada a su vez por la accion de las metaloproteinasas.

Debido a que se sabe muy poco de la presencia, los efectos y el modo de accién de MMP-28 en
pulmodn, resulta interesante analizarla en NH, ya que se ha reportado sobreexpresada en otras
enfermedades pulmonares como lo es la Fibrosis Pulmonar Idiopatica, de acuerdo a analisis de

microarreglos >.
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lll. Objetivos

*Mediante qPCR, determinar el nivel de expresidn de epilisina en tejido pulmonar de pacientes

con NH y control normal.

eDetectar la ubicacién tisular de epilisina en tejido pulmonar con NH y control normal

mediante analisis inmunohistoquimico.
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IV. Material y Método

IV.1. Obtencion de muestras y poblacidn de estudio

El material bioldgico utilizado para este proyecto fue proporcionado por el Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias, Ismael Cosio Villegas, y el proyecto fue aprobado por su
comité ético con consentimiento escrito de los pacientes. El diagndstico de NH se basé en el
consenso de la Sociedad Americana de Tdrax (American Thoracic Society) y la Sociedad
Europea Respiratoria (European Respiratory Society) confirmada por biopsia pulmonar. Las
muestras incluyen 14 laminillas de tejido pulmonar embebido en parafina, diez de ellos son
tejidos con NH y cuatro son tejidos sanos, diez biopsias de tejido de pacientes con NH, y una
muestra de pulmén normal (control) obtenida de una lobectomia para la remocién de un
tumor pulmonar primario. Dos muestras de ARN de pulmén normal fueron adquiridas
comercialmente (Ambion, Austin TX, datos del pulmdén no proporcionados), (Stratagene Sta.
Clara California, pulmén adulto de 58 afios). También se analizé epilisina en la linea celular de
carcinoma de células alveolares de neumocitos tipo Il llamada A549 (American Type Cell

Culture, EUA), la cual fue originalmente aislada de un hombre caucasico de 53 afios.

IV.1l. PCR en tiempo real (qPCR)

IV.1L.1. Extraccion de ARN a partir de tejido pulmonar normal y con NH

Se extrajo ARN total utilizando el kit TRIzol Reagent (Invitrogene, Carlsbad CA), donde se
agregd 1 mL de reactivo TRIzol (el cual contiene fenol e isocianato de guanidina) por cada
100 mg de tejido, las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante cinco minutos,
seguido de la adicidon de cloroformo frio (200 puL de cloroformo por cada mL de TRIizol
utilizado), se agitaron durante dos minutos, se centrifugaron a 10 000 rpm a 4°C por 15
minutos, se recuperd la fase acuosa transfiriéndola a otros tubos, se adicioné un volumen igual
al recuperado de isopropanol frio, se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos,
se centrifugé nuevamente a 10 000 rpm a 4°C por 10 minutos, se elimind el sobrenadante por
decantacion y se resuspendieron en un mL de etanol al 75% frio, se centrifugaron por ultima
vez a 10 000 rpm a 4°C durante 10 minutos, se decanto el sobrenadante y el botén formado se

dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente las muestras se resuspendieron en agua DEPC
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(dietilpirocarbonato al 0.1 %), adicionando de 10 a 15 plL. Las muestras de RNA obtenidas se
cuantificaron en Nano Drop (Tabla 1.) (Thermo Scientific Wilmington, DE) y se tomo el

volumen necesario para obtener 1 pug de RNA.

Tabla 1. Concentraciones de ARN
extraido a partir de tejido pulmonar con NH y normal.

Muestra | Concentracion | Volumen (pnL)

de RNA necesario para

(ng/pnL) tener un pg de
RNA
NH 653 1.53
NH 931.5 1.07
NH 1084.7 0.92
NH 1407.3 0.71
NH 1849 0.54
NH 1100 0.91
NH 2304 0.43
NH 404 2.47
NH 460 2.17
NH 1902 0.52
PN 2280 0.439

IV.ILIL. Sintesis de cDNA’s de tejido pulmonar normal y con NH

El RNA extraido fue utilizado para generar cDNA’s. Para la obtencién de cDNA a partir de ARN
se agregd desoxirribonucleasa | (DNAsa 1) (Invitrogen, USA) para degradar el ADN gendmico
presente, por cada microgramo obtenido de ARN se le agregd 1 puL de DNAsa y un 1 pL de

buffer 10x, posteriormente cada muestra de ARN se aforé a 10 uL con agua DEPC.

Las muestras se incubaron en el termociclador durante 15 minutos a 25 °C, antes de que
bajara la temperatura se detuvo la incubacién y por cada muestra de ARN se agregd 1 ulL de
acido EDTA 25 mM, el cual es un agente quelante; se incubaron las muestras a 64°C por 10
minutos para desnaturalizar la DNAsa e inactivarla, se agregaron 1.5 pL de agua DEPCy 1 pL de

hexameros al azar 20 uM (Kit Clontech, CA).

Posteriormente se incubaron 70°C por 2 minutos. Se le adiciond la mezcla de reaccién

(Clontech Mountain View CA) encargada de sintetizar el cDNA (Véase apéndice, Tabla 1).
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Una vez hecha la mezcla de reaccién, las muestras se incubaron en el termociclador a 42°C una

hora y después a 94°C cinco minutos para detener la reaccion, finalmente se agregaron 80 uL

de agua DEPC. Para comprobar la calidad del cDNA sintetizado se hizo ensayo de reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) con los cebadores o iniciadores para la proteina Gliceraldehido-

3-fosfato deshidrogenasa GAPDH (Life Technologies, EUA) la cual es una proteina constitutiva,

importante en el metabolismo de carbohidratos.

Los cebadores poseen las siguientes secuencias:

Cebador sentido:

Cebador antisentido: TTG TCA TGG ATG ACCTTG GC

CCCCTT CATTGA CCT CAACT

Se usaron los siguientes volimenes para la mezcla de reaccion:

Tabla 2. Mezcla de reaccién para
amplificacion de gen GAPDH

Mezcla de reaccion PCR Ix (pL)
MgCl, 25 mM 2.0
Buffer 10x 25
Cebador sentido GAPDH (10 uM) 1.5
Cebador antisentido GAPDH (10 uM) 1.5
dNTP’s 10 mM 1.25
DNA polimerasa 5 U/ulL 0.25
(Enzima Taq Platinum. Invitrogen)

Agua DEPC 14

Con los siguientes ciclos en el termociclador:

Tabla 3. Ciclos para amplificacion de gen gapdh

94 °C 94°C 60°C 72°C 72°C
2 20 “ 20” 25" 5
30 ciclos
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El producto final de PCR se visualizd en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con Bromuro de Etidio

(Figura 3) obteniendo como resultado una banda especifica con una longitud esperada de 395

pb.

395 pb

Figura 3. Amplicon de gen GAPDH. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Bromuro de Etidio en el que se
observan algunas de las muestras amplificadas mediante PCR para visualizar el gen GAPDH de cDNA
sintetizado a partir de ARN de tejido pulmonar de pacientes con NH y control normal. El producto del
amplicon tiene una longitud de 395 pb.Carril 1 contiene 1 pL del marcador de pesos moleculares (PM),
carriles M1-M6 son muestras, el carril M7 es control negativo al cual se le agregd la mezcla de reaccion
sin cDNA, s6lo agua dde.

IV.ILIIL. Purificacion de los productos de PCR para MMP-28 y 18s

Para llevar a cabo gPCR se aislaron amplicones obtenidos de una reaccién de PCR, tanto para
el amplicon de MMP-28 (Applied Biosystem, CA) como para el amplicén de la subunidad
ribosomal 18s (Applied Biosystem, CA) el cual fue usado como referencia de ajuste al
compararlo con el nivel de expresién de MMP-28 ya que la subunidad ribosomal 18s se
expresa constitutivamente. El PCR se hizo a partir de cDNA de células A549, el modelo celular
tiene la ventaja de ser de células epiteliales provenientes de pulmdn, asi como el expresar
MMP-28 de manera enddgena y la subunidad ribosomal 18s en condiciones basales. Cada

ensayo se hizo de manera individual con los siguientes ciclos de amplificacién:

Tabla 4. Ciclos de amplificacion para MMP-28 y 18s

94°C 95 °C 60°C 72°C 4°C

2 15“ 1 5

\

40 ciclos

Para visualizar cada amplicdn obtenido se corrieron las muestras mediante electroforesis en

un gel de agarosa al 2.5 %. Tomando en cuenta que el tamafio de los amplicones para MMP-28
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son 117 pb y para 18s son 187 pb, se aislaron las bandas del gel total para continuar con la

purificacion de DNA obtenido.

Para purificar el DNA del gel se utilizaron dos tipos de columnas de separacion, aquellas en el
que la columna de separacion es hidratable (Princeton Separations NJ) (véase apéndice) y

aquella donde la columna es montable (Millipore Billerica MA).

A partir de las columnas hidratables obtuvimos las siguientes concentraciones:

Tabla 5.Purificacion de cDNA para Epilisina y la subunidad 18s por duplicado a partir
de columnas Princeton Separations.

Muestra Concentracion [ng/ulL]
Epilisina 1 6.4
Epilisina 2 4.5

18s1 24.7

18s 2 13.3

Para hacer la purificacién de DNA con las columnas Millipore se coloca dentro de la columna el
amplicon que estd inmerso en el gel y se centrifuga a 6250 rpm durante diez minutos. El
volumen recuperado son los amplicones purificados de los cuales se obtuvieron las siguientes

concentraciones y las siguientes absorbancias:

Tabla 6. Purificacion de cDNA para Epilisina y subunidad 18s por duplicado con
columnas Millipore.

Muestra Concentracion [ng/ulL] Absorbancia (260/280 nm)
Epilisina (MMP-28) 19.05 1.6
Epilisina (MMP-28) 21.7 1.74
18s1 14 1.67
18s 2 9.3 1.58

Es recomendable tener una absorbancia 21.7 ya que una lectura cercana a este rango asegura
el tener menor contaminacién producida por proteinas y por lo tanto mayor pureza de cDNA.
Dentro de las muestras de Epilisina decidimos usar la muestra con absorbancia de 1.74 en

cuanto a la subunidad 18s decidimos usar la de absorbancia de 1.67.
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Para determinar la pureza de nuestro cDNA purificado decidimos hacer PCR con Sonda Taq
Man afadiendo 1,2 y 3 pL de cDNA, con el fin de asegurarnos que el cDNA amplificara con los

cebadores de la sonda respectiva para MMP28 y para 18s.
Las condiciones para el PCR son las siguientes:

Tabla 7. Condiciones de PCR para MMP-28 y 18s

94°C 95 °C 60°C 72°C 4°C

2 15“ 1 5 L

\

35 ciclos

Al correr nuestras muestras en gel de agarosa observamos el amplicon esperado de 187 pb

para 18s sin la presencia de productos inespecificos (resultados no mostrados).
IV.ILIV. Curva patrén

Para poder cuantificar el nimero de copias presentes en nuestras muestras problema fue
necesario obtener una curva de referencia hecha de cDNA de células A549 ajustando a

determinado numero de copias a partir de diluciones con un nimero de copias definido.
A partir de la ecuacion 1 (véase apéndice), se obtuvieron los siguientes resultados:

Fueron necesarios 14.7 pL de cDNA 18s para obtener 1x10"° copias/pl, este volumen se aforé a
100 plL con 85.3 pL de agua DEPC.

A partir de esta solucion se pueden hacer diluciones seriales para obtener 10, 10°, 10°10’,
10°, 10°, 10*, 103, 10% 10* copias en cada volumen de 100 uL, tomando 10 pL de la solucién
inicial y aforando a 100 pL con 90 uL de agua DEPC, y asi sucesivamente hasta obtener las 10
diluciones.

Para obtener la curva de MMP-28 se tomd en cuenta la concentracion con absorbancia de 1.74
la cual contenia 21.7 ng/pL, determinando un volumen final de 5.9 pL para obtener 1x10%
copias/pL aforado a 100 pL con 94.1 pL de agua DEPC.

También se hicieron las respectivas diluciones seriales a partir de esta solucién.

El experimento se montd dos veces, en cada experimento las curvas se colocaron por
triplicado con ocho puntos omitiendo las diluciones 10" y 10°, para determinar el nivel de
expresion de 18s se monté la curva y cada muestra a analizar por triplicado incluyendo cDNA

proveniente de tejido pulmonar sano y cDNA proveniente de tejido con NH.
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La mezcla de reaccidn utilizada para MMP-28 fue la siguiente:

Tabla 8. Mezcla de reaccién para montaje de qPCR

Mezcla de reaccion Ix (pL) 50x (pL)
Buffer PCR 10x 1.0 50
MgCl, 25mM 0.8 40
dNTP’s 4 mM 0.5 25
DNA polimerasa (Enzima Taq. | 0.1 5.0

Platinum. Invitrogen)

Sonda Taq Man 20x 0.5 25

H,0 DEPC 5.1 255

Volumen de reaccion 8.0 400

cDNA 2 2 cada muestra
Volumen total 10 500

Cabe mencionar que la secuencia de cebadores de la sonda TagMan (Applied Biosystems,
Foster City CA) para MMP-28 vy 18s no son proporcionados por la compaiiia de donde se

adquirieron.
Las condiciones para el PCR fueron las siguientes:

Tabla 9. Condiciones de PCR para MMP-28 y 18s

94°C 94°C 60°C
2 , 15” 1’
50 ciclos

Se hizo el ensayo una vez mas para MMP-28 con el objetivo de comparar los niveles de
expresion con respecto a 18s. El ensayo se llevd a cabo con cDNA proveniente de tres

muestras de tejido sano de pulmon y de diez pacientes con NH.
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IV.IIl. Inmunohistoquimica

A partir de muestras de tejidos embebidos en parafina proveniente de diez pacientes con
Neumonitis por Hipersensibilidad y cuatro muestras de tejido normal, se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica. Las laminillas se desparafinaron con xilol, hidratando con
concentraciones descendentes de etanol (100%, 95% y 50% respectivamente), se equilibré con
agua, se eliminod la peroxidasa endégena con perdxido de hidrégeno al 3% en metanol por 30
minutos; las laminillas se colocaron en Buffer de Citratos (0.01 M de acido citrico a pH=6) y se
incubaron en un horno de microondas para desenmascarar el antigeno ocho minutos a

potencia seis; se dejaron enfriar 20 minutos y se hizo un lavado con PBS por cinco minutos.

Con el objetivo de generar mayor especificidad evitando que el anticuerpo pueda detectar
epitopes inespecificos las laminillas se bloquearon colocandolas en cadmaras humedas
horizontales con bloqueador universal durante 10 minutos (Diluciéon 1:10; Biogenex, Norris
Canyon Road, San Ramon, CA), se enjuagd cinco minutos en PBS y se incubé 30 minutos en

suero de borrego (Chemicon, Australia) en una dilucién de 1:100 en PBS.

El siguiente paso consistid en colocar el anticuerpo primario para el antigeno a detectar en
este caso epilisina; el anticuerpo primario es un anticuerpo policlonal obtenido de conejo

(Novus Biologicals, USA) el cual se usé a una concentracion de 5 ug/mL.

A los controles negativos no se les afiadié anticuerpo primario; todas las laminillas se dejaron
incubadas en suero de borrego 24 horas a 4°C. Se hizo un lavado con PBS+ tween-20 al 0.1%
durante cinco minutos. Para detectar de manera especifica al anticuerpo primario asociado al
antigeno, todas las laminillas se incubaron con anticuerpo secundario durante 20 minutos el
cual esta ligado a biotina y tiene la funcidén de adherirse al anticuerpo primario (Biogenex

Multilink, Norris Canyon RD San Ramon CA).

Se colocd una sefial de estreptavidina marcada con peroxidasa (Biogenex Multilink, Norris
Canyon RD San Ramon. CA) la cual se une con la biotina, esta afinidad entre la biotina y la
estreptavidina tiene una Kd de 10-14 M que permite detectar de una manera mas especifica la

unidn antigeno- anticuerpo.

Para definir en que zonas se formd el complejo antigeno-anticuerpo el tejido se reveld,
agregando como cromoégeno AEC (Biogenex, San Ramon CA), el cual es sustrato de la
peroxidasa que desencadena una reaccion enzimatica colorimétrica en la que se hace visible el
sustrato incoloro proporcionando una tincidn rojiza, al estar la estreptavidina marcada con

peroxidasa, la reaccién colorimétrica ocurrira Unicamente en las zonas donde se haya formado
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el complejo estreptavidina-biotina y por lo tanto anticuerpo secundario, anticuerpo primario y

antigeno.

La reaccién enzimatica se llevd a cabo hasta que los tejidos se tifieron con un tiempo de
revelado dentro de un rango de 4-10 minutos de acuerdo al tejido, la reaccion colorimétrica se
detuvo con agua. Se contratiiéd con hematoxilina (Biogenex, San Ramon CA) durante 10
segundos; éste se encarga de tefiir nucleos, se vird la coloracion de la hematoxilina oxidandola
con bicarbonato de sodio para dar como resultado una coloracién azulada, finalmente las
laminillas se montaron con ayuda de cristal mount (Biomeda, EUA) y se dejaron secando 15

minutos, se colocd una gota de resina y cubreobjetos.

IV.IV. Cultivo celular, extraccién nuclear y citoplasmatica

Debido a los resultados obtenidos en inmunohistoquimica, se cultivaron células epiteliales de
pulmén de neumocitos tipo Il de la linea celular A549 las cuales se conservaban
criopreservadas en suero fetal bovino con DMSO al 10%, se sembraron en cajas T75 y se
colocaron 8 mL de medio F12 con suero (Invitrogen USA). Una vez llevadas las cajas al 100% de
confluencia, se colecté el medio con suero para analizar si MMP-28 es una proteina que se
secreta de las células. Para la extraccion nuclear y citoplasmatica de células A549 se uso un kit
de extraccién nuclear (Fermentas Life Science, Canada), se adiciond 1 mL de PBS con inhibidor
de proteasas frio a las células, con ayuda de un scraper se despego la monocapa celular y se
transfirié a un tubo eppendorf, se centrifugd a 250 x g durante 5 minutos. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el boton formado en PBS, se centrifugd, se estimé el volumen
celular formado y se adicionaron diez volimenes de buffer de lisis celular con inhibidor de
proteasas y DTT (es un agente reductor que evita la formacién de puentes disulfuro entre
cisteinas) a las células. Se separé la fraccion citoplasmatica de la nuclear centrifugando 500 x g
durante 7 minutos a 4°C, se removid el sobrenadante (fraccion citoplasmatica) a un nuevo
tubo, colocamos el boton formado en hielo, se elimind el remanente de proteina
citoplasmatica mediante centrifugacion a 20 000 x g durante 15 minutos a 4°C y se transfirié el
sobrenadante a un nuevo tubo. Para el lavado de nucleos se adicionaron 500 uL de buffer de
lavado nuclear con inhibidor de proteasas y DTT, el botdén nuclear se disolvié con un agitador y
se coloco en hielo durante dos minutos, se centrifugd a 500 x g durante siete minutos a 4°Cy
se elimind el sobrenadante, se adicionaron 150 pL de buffer de almacén de nucleos y se
pipeted para eliminar aglomerados nucleares. Para la lisis de nucleos se adicionaron diez
volimenes de agente de lisis nuclear por cada volumen formado a la suspensién nuclear, se
limpidé el lisado nuclear por centrifugacion a 20 000 x g durante cinco minutos a 4°C, el

sobrenadante (extracto de proteinas nucleares) se transfirié a un nuevo tubo y se cuantificé.
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IV.V. Extraccion de proteinas totales de células A549

Se adiciond buffer de lisis (Véase apéndice, Tabla 2) a 0°C, se lavd la monocapa dos veces con
PBS frio, se descartd el PBS por aspiracion, se afiadié buffer de lisis (1 mL) por cada area de 25
cm’. Se incubé en hielo durante 20 minutos, se acumularon las células con un scraper en un
lado de la caja, se transfirieron las células a un tubo y se centrifugaron a 9500 rpm por dos
minutos a 4°C, se colocé el sobrenadante en un tubo nuevo (proteinas totales) y se cuantificé

su concentracion mediante el método de Bradford.
IV.VI. Cuantificacion de proteina

La proteina obtenida se cuantific6 mediante método de Bradford, cuyo fundamento se basa en
la tincién de residuos de aminodcidos basicos y aromaticos especialmente arginina, con una

solucién de azul de Coomassie.

A partir de una curva patron hecha a base de albumina y en placas de ELISA se cuantifico la
cantidad de proteina contenida en cada muestra obtenida de la extraccion citoplasmatica y

nuclear.

Para el disefio de la curva patrén se colocaron concentraciones ascendentes de albimina partir
de una solucion de 1 mg/mL, se hicieron seis concentraciones diferentes por duplicado
obteniendo 2, 4, 6, 8,10 ug/ul respectivamente y cada dilucion se aforé a 10 uL mas 200 pL de
azul de Coomassie. Para la lectura de las muestras citoplasmaticas se hizo una dilucién 1:4
afiadiendo 5 pLy para las proteinas nucleares se agregaron 10 L, con el objetivo de tener una
densidad éptica detectable de proteina y poder interpolar su concentracién en la curva
patrén, ya que en citoplasma se encuentra una gran concentracion de proteinas a diferencia
de aquellas extraidas de nucleo. Se graficaron las absorbancias obtenidas a partir de la
ecuacion de la recta y=mx+b. Las absorbancias de las muestras se interpolaron en la recta
para determinar su concentracion, de la proteina nuclear se ubicaron 0.915 pg/uL. Debido a
gue su concentracién es baja y las proteinas se encuentra en un volumen muy grande, las
muestras se concentraron durante 10 minutos con ayuda de una liofilizadora (Thermo Savant,
USA), una vez obtenido un volumen menor se determind la cantidad de volumen necesario
para hacer ensayo de Western Blot del cual se necesitan 20 pg de proteina por muestra a

analizar.
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IV.VIl. Western Blot

Con la finalidad de detectar a MMP-28 ya sea en citoplasma, nucleo 6 medio extracelular, se
montd el ensayo de Western Blot cuyo fundamento es detectar de manera especifica a

Epilisina a partir de la asociacién antigeno-anticuerpo.

Para ello se corrieron en un gel (compuesto por dos fases, gel concentrador al 4% y gel
separador al 12%, véase apéndice tabla 3 y 4) mediante electroforesis SDS-PAGE, 10 plL de
marcador de pesos moleculares, 20 pg de las muestras citoplasmatica, nuclear y medio celular
por duplicado asi como proteinas totales, ademas de agregar una muestra adicional la cual es
un lisado celular (Abnova, Walnut CA USA) que sobreexpresa de manera transitoria MMP-28
proveniente de la linea celular 293T, la cual se deriva de la linea celular 293 proveniente de
rifidn humano en estado embrionario con la cualidad adicional de tener insertado el gen para
el antigeno T-SV40 y ser sensible a la temperatura. La banda reportada para el lisado celular

posee un peso de 43.23 kDa** correspondiente a MMP-28.

Las muestras proteicas una vez cuantificadas, concentradas y aforadas a 10 pL se mezclan con
10 uL de buffer muestra (Vease apéndice, tabla 5), se calientan las muestras a 68°, se colocan
cinco segundos en hielo y se inyectan inmediatamente en el gel, que esta previamente

montado en una camara de electroforesis (Bio-Rad CA EUA).

Como medio de difusion de corriente para la migraciéon de las proteinas en el gel se usé buffer

de corrida (Véase apéndice, tabla 6).

Una vez obtenidas las proteinas en el gel se transfirieron a una membrana con la capacidad de
contener las proteinas, para ello se prehumedecié una membrana PVDF en metanol absoluto
durante cinco segundos y se enjuagoé con agua destilada por cinco minutos. Para eliminar sales
del buffer de corrida e incrementar la absorcidn de proteinas en la membrana, se equilibraron
la membrana y el gel sumergiéndolas en buffer de transferencia durante diez minutos.
Después se realizo la transferencia con ayuda de una camara semi-humeda (Bio-Rad Hercules
CA) donde se colocaron por superposicion cuatro componentes: una hoja de papel filtro
previamente humedecida en buffer de transferencia, la membrana PVDF, el gel que corrié en
electroforesis y otra hoja de papel filtro prehumedecida en buffer de transferencia, las

muestras corrieron a 15 Volts durante 18 minutos.

Una vez realizada la transferencia del gel de poliacrilamida a la membrana PVDF, se reviso la
eficiencia de ésta a partir de la inmersién de los geles en azul de Coomasie, el cual se encarga

de teiiir las proteinas presentes en el gel.

32



Para evitar la deteccién de productos inespecificos se dejé bloqueando la membrana con leche
descremada al 5% en buffer TBS-T (Tris, NaCl y Tween al 0.05 %) durante dos horas a
temperatura ambiente en agitacion constante. Después se incubd toda la noche cada

membrana a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios:

Anti MMP-28 policlonal obtenido de conejo (Triple Point Biologics, OR USA) detecta diversos

dominios exclusivos de MMP-28 (1 ug/mL).

Anti p53 monoclonal obtenido de ratén (Millipore, Billerica MA); el cual detecta la secuencia
de aminodcidos 306-393 de la region carboxilo terminal, indicador de la pureza de la fraccién
nuclear (dilucion: 1:200). El gen p53 es llamado asi por la masa molecular del producto
proteico con 393 aminoacidos. Es regulador del ciclo celular, involucrado en apoptosis y en la
manutencién de la estabilidad genética, por lo que esta proteina tiene una ubicacidn exclusiva

en el nicleo 3.

Anti B-tubulina (Santa Cruz, CA EUA) (0.4 pg/mL). La tubulina es el mayor componente del
citoesqueleto, posee cinco variantes (a, B, y, 6 y €), a su vez B-tubulina tiene siete isoformas
(B1, B2, B3, B4, B5, B6 y B8) se han caracterizado y expresado en tejido de mamifero. Las
isoformas Bl y B4 se encuentran en el citosol, B2 se encuentra en el nucleo y en el
nucleoplasma, y B3 es una proteina especifica del citoesqueleto de neuronas. La proteina tiene

un peso aproximado de 50 kDa, este peso puede variar de acuerdo a la isoforma *2.

Cada anticuerpo se diluydé con albimina al 0.1% en Buffer TBS-T. Se lavaron las membranas
tres veces en buffer TBS-T durante 15 minutos cada uno. Se incubé con anticuerpo secundario
biotinilado (Biogenex, San Ramon CA) durante una hora a temperatura ambiente en agitacion
constante. Se lavé tres veces mas con TBS-T, durante 15 minutos a temperatura ambiente en
agitacion. Se amplifico la sefial al incubar una hora con estreptavidina marcada con HRP
(Horseradish Peroxidase) la cual es una peroxidasa extraida de rabano, cuyo fin es catalizar una
reaccién en la que el luminol se oxida y entra en un estado de excitacion produciendo una
emision de luz. Se lavo tres veces con TBS-T durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se
realizé la reaccién de quimioluminiscencia donde se mezclé luminol con un buffer de peréxido
de hidrégeno y peroxido (Chemicon , Temecula CA) el cual se incubd durante tres minutos,
pasado este tiempo las muestras se revelaron con ayuda de una camara de deteccion de

quimioluminiscencia (Bio-Rad Chemidoc, EUA).
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V. Resultados
V.l. PCR en Tiempo Real

Se realizaron cuatro repeticiones del andlisis de PCR en tiempo real, para determinar el nivel
de expresion de MMP-28 y 18s, las muestras y la curva patron se montaron por triplicado. Los
datos obtenidos no mostraron una diferencia significativa en el nivel de expresidon entre cDNA
de tejido normal y de Neumonitis por Hipersensibilidad (Figura 4), estos resultados se

analizaron estadisticamente con ayuda de una prueba de Tukey con una p=0.263

Tabla 10. Nivel de expresién de MMP-28
en tejido sano de pulmén (PN) y NH
ajustado con base al numero de copias
obtenido para el gen constitutivo 18s.

Muestra | MMP 28/18s 1x10°
PN 17.314
PN 158.617
PN 129.578
NH 96.136
NH 143.689
NH 26.762
NH 118.657
NH 39.779
NH 21.506
NH 37.992
NH 57.587
NH 40.772
NH 53.402

Tabla 11. Promedio y desviacién estandar obtenido de los datos de qPCR de acuerdo al
numero de copias obtenido del cDNA de tejido normal y con NH

Muestra Media Desviacion Estandar
PN 101.836333 74.62
NH 61.129 41.52
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Figura 4. Nivel de expresion de MMP-28. Datos obtenidos de qPCR para determinar nivel de
expresion de MMP-28 en tejido normal y de Neumonitis por Hipersensibilidad normalizado con
base al gen 18s (véase barra obscura que representa la media).

Los resultados obtenidos y las nuevas incognitas formuladas a partir del andlisis de expresion
de MMP-28 en tejido de pulmdn normal y de NH en el ensayo de gPCR, nos condujeron a

analizar el tipo celular que expresa MMP-28 en laminillas de tejido pulmonar normal y de NH.
V.II. Inmunohistoquimica

Las muestras de tejidos embebidos en parafina proveniente de pulmén de diez pacientes con
Neumonitis por Hipersensibilidad expuestos al anticuerpo para MMP-28 reflejaron tincion
positiva de una manera regionalizada y especifica como se muestra en la figura 5A-D a
destacar: en nucleos de células del epitelio bronquiolar (Figura 5A, 5B) y del epitelio alveolar
en neumocitos tipo Il (Figura 5C)asi como del endotelio (Figura 5D), células inflamatorias
infiltradas en el espacio alveolar como lo son macréfagos, agregados de éstos llamados células
gigantes de cuerpo extrafio (Fig. 5A). Llama la atencién que las células tefiidas de manera
positiva para el anticuerpo contra MMP-28 tienen un patrén de tincién similar, el cual es dado
en el nucleo, siendo ademas un patrén generalizado con respecto a las demas laminillas de
tejido con NH. Se tifie el ndcleo de un gran nimero de células inflamatorias, donde se

encuentran macroéfagos y sin apreciar la presencia de neutrdfilos, basdfilos 6 eosindfilos.

Es importante resaltar que los cuatro tejidos normales de pulmén al ser expuestos con el
anticuerpo para MMP-28 con la misma concentracion que los casos con NH (5 pg/mL)
reflejaron de manera interesante una tincién negativa (Fig. 5G, 5H), como lo observado en el

control negativo (Fig. 5F) que no lleva anticuerpo.
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Figura 5. Inmunohistoquimica para deteccién de MMP-28. Tejido pulmonar con Neumonitis por
Hipersensibilidad (NH) A-F, y tejido pulmonar normal G y H. A) Tincién positiva en nucleos de células
de epitelio bronquiolar, caracterizado por ser seudoestratificado cilindrico ciliado (flechas), asi como en
nucleos de células inflamatorias infiltradas en el espacio bronquiolar, algunos macréfagos formando
células gigantes de cuerpo extrafio (flecha dual) y macréfagos individuales (cabezas de flecha), aumento
40x. B) Tincién positiva para nicleos de epitelio bronquiolar (flechas) aumento en 100x. C) Tincion
positiva en nucleos de células epiteliales alveolares, a destacar: nucleos de Neumocitos Tipo II (punta de
flecha) aumento 40x. D) Tincion positiva en ntcleos de endotelio venoso (flechas), caracterizado por
contener en el lumen algunos eritrocitos y poseer una pared laxa, asi como algunos macrofagos
introducidos en el intersticio alveolar, aumento 40x. E) Tincién positiva para células inflamatorias en
accion, al engullir particulas antigénicas de carbon en el intersticio bronquiolar (flechas) aumento 40x. F)
Control negativo (comparese con el mismo corte de tejido (imagen E) donde se ven células con tincion
positiva), aumento 40x. G y H) Tejido normal de pulmon expuesto con anticuerpo para MMP-28 el cual
no demostro tincion positiva, aumento 10x y 40x respectivamente.
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El patrén de tincidn caracteristico dado por el anticuerpo MMP-28 en las laminillas de tejido
con NH nos condujo a comprobar que MMP-28 se expresa en nucleos de células pulmonares
epiteliales, ya que en un analisis previo hecho por nuestro grupo de investigacion, se detecto la
expresion de MMP-28 de manera nuclear de acuerdo a analisis inmunohistoquimico en tejido

pulmonar con FPI e inmunocitoquimico hecho en células de neumocitos tipo Il A549 *,

Para tener mayor consistencia de acuerdo a los resultados obtenidos en inmunohistoquimica y
la localizacidn nuclear de epilisina en epitelios de tejido pulmonar con NH, se llevé a cabo un
analisis de ubicacién proteica con ayuda de un anticuerpo de otra compaiiia (Triple Point
Biologics, OR USA) a partir de la técnica de Western Blot, también llamado Inmunoblot ya que
es un ensayo de deteccidn de proteinas en este caso MMP-28, fundamentado en el principio
de afinidad antigeno-anticuerpo, hecho con células A549 de las cuales se aislé la regidn

citoplasmatica, la regidn nuclear, y se extrajeron proteinas totales.
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V.lIl. Western Blot

Para el montaje de este ensayo se usaron anticuerpos para comprobar la pureza de las
regiones citoplasmatica y nuclear aisladas, con el objetivo de identificar la localizacion de
epilisina en estas fracciones asi como en proteinas totales y medio celular provenientes de las

células de adenocarcinoma de pulmon de neumocitos tipo Il de la linea celular A549.

Se uso un anticuerpo policlonal obtenido de conejo (Triple Point Biologics, OR USA) contra
epilisina, que detecta diversos dominios Unicamente de la enzima en cuestion (Fig. 7A) y con

el cual obtuvimos los siguientes resultados:

T N C M
-— 50 kDa—s .
et
-
B
T N C M
53 kDa —|
C

Figura 7. Western Blot de diversas fracciones celulares provenientes de células A549 para deteccién
de MMP-28 con anticuerpo policlonal TPB. Por orden de aparicion, (PM) Marcador de pesos
moleculares (L) Lisado celular que sobreexpresa epilisina de manera transitoria (incluido Gnicamente en
la figura A), (T) Proteinas totales, (N) Proteinas nucleares, (C) Proteinas citoplasmaticas, (M) Proteinas
aisladas del medio celular.

La muestra de lisado demostré cinco bandas con un peso aproximado de 25, 32, 43, 58 y 70
kDa respectivamente. La banda aproximada a 40 kDa se encuentra muy bien detectada por el
anticuerpo y corresponde al peso aproximado para epilisina en la linea celular 293T (43.23

kDa) **.

La muestra de proteinas totales posee dos bandas correspondientes a 60 y 75 kDa

aproximadamente, similares a las que aparecen en la fraccidn citoplasmatica y nuclear.

En la fraccidon nuclear se detectaron tres bandas, una banda poco perceptible con un peso

aproximado de 25 kDa correspondiente al dominio carboxilo terminal ya que se ha reportado

14

que esta regidn tiene un peso de 26.7 kDa ~°, también se detecta una banda con peso
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aproximado a 60 kDa y una banda mas de aproximadamente 75 kDa; la banda de 60 kDa
podria representar a la forma inactiva de epilisina y las de mayor tamafo molecular podrian

representar a epilisina glucosilada.

Con respecto a la fraccién citoplasmaticas se pueden detectar cinco bandas las cuales
corresponden a un peso aproximado de 13 kDa, 25 kDa (misma banda detectada en la regién
nuclear), 60 kDa, 75 kDa similar a la banda ubicada en la fraccidn nuclear, asi como una banda

apenas detectable de 90 kDa.

En el medio celular no se detectd proteina alguna, cabe sefialar que el ensayo se hizo por
duplicado donde se puede apreciar con mayor detalle la ausencia de proteina en esta region,

(datos no mostrados).

Se usd anti B-tubulina con el objetivo de comprobar que se aislaron de manera adecuada las
fracciones citoplasmatica y nuclear. Anti B-tubulina es un anticuerpo policlonal que detecta la
secuencia de aminoacidos 210-444 de B-tubulina de origen humano, la banda detectada se
encuentra en un rango de 43 a 55 kDa (Figura 7B), detectada en la region de proteinas totales,

la region nuclear y citoplasmaética.

Para definir la regién citoplasmatica de la nuclear se usé anti-p53 monoclonal obtenido de

raton (Millipore, Billerica MA), (Figura 7C).

La proteina nuclear posee una banda correspondiente al peso aproximado para p53. La region
citoplasmatica no posee banda para el peso correspondiente a p53. El carril que contiene la
fraccion que proteina total no tiene marca para p53, asi como también no se detectd proteina

alguna en el medio celular (Figura 7C).
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VI. Discusion

Los resultados obtenidos en los experimentos desarrollados en este trabajo reflejan Ia
ubicaciéon y nivel de expresion de epilisina en tejido normal y de Neumonitis por
Hipersensibilidad. El andlisis de PCR en tiempo real indica que los pulmones normales y de NH
no muestran una diferencia significativa en cuanto al nivel de expresién de epilisina,
comprobado con una prueba estadistica de Tukey la cual indica una p= 0.263, una de las
limitantes de este estudio es el nimero de muestras normales tan reducido comparado con el
nimero de muestras con NH lo cual nos lleva a tener un andlisis poco robusto. Un ensayo tan
fino como lo es el gPCR necesita un numero de muestras mucho mayor que el que utilizamos
en este analisis. Las implicaciones que conlleva obtener tejidos pulmonares normales lo hace
una tarea complicada. A pesar de ello estas muestras fueron proporcionadas por el INER, un
instituto especializado en patologias pulmonares con el objetivo de profundizar mas sobre los

mecanismos moleculares de la NH.

Aun con esta dificultad, el andlisis inmunohistoquimico reflejé diferencias entre tejido
pulmonar normal y tejido con NH en cuanto a la ubicacién de epilisina sintetizada,
expresandose epilisina de manera muy clara en muchos nucleos de epitelio bronquiolar,
nucleos de células endoteliales y con menor frecuencia en nucleos de neumocitos tipo Il de
epitelio alveolar (Figura 5C) donde es interesante mencionar que de acuerdo a un analisis
previo de inmunohistoquimica en epitelios pulmonares con FPI desarrollado por nuestro grupo
de investigacién, la ubicacién de epilisina es abundante en ntcleos de epitelio alveolar *, en

contraste con la NH donde su expresion es caracteristica en nicleos de epitelio bronquiolar.

De acuerdo a la literatura se sabe que al instilar con Pseudomonas aureginosa al ratén
deficiente de epilisina, éste tiene un reclutamiento temprano de macréfagos con un menor
nimero de neutréfilos hacia el sitio de infeccion *°, concluyendo que epilisina puede actuar
como un regulador quimiotactico negativo de macréfagos, ello nos llevaria a inferir que
epilisina es expresada por los epitelios, asi como también por parte del endotelio con el
objetivo de que los alvedlos puedan sobreponerse de manera gradual a la invasiéon de
determinado agente bioldgico, ya que al desencadenar una respuesta inmune el hacinamiento

de macrofagos en el espacio alveolar podria evitar el adecuado intercambio gaseoso.

Hay un gran namero de células inflamatorias caracteristico de NH, en el que se encuentran de
manera prioritaria macréfagos con cierta ausencia de polimorfonucleares. De acuerdo a

Manicone'® los ratones deficientes de epilisina tienen un reclutamiento mas rapido de
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macréfagos hacia los alvedlos, eliminando el antigeno de una manera mas eficiente, sin
necesidad de reclutar gran cantidad de neutrdfilos, y donde las quimiocinas necesarias para el
reclutamiento de neutroéfilos por parte de macréfagos (MIP-2 y KC) se encuentran en niveles
muy bajos en el pulmdn y en lavados bronquioalveolares, todo esto comparado con pulmones

normales, indicando que MMP-28 podria estar implicado en la expresion de estas quimiocinas.

También se sabe que hay un equilibrio entre el reclutamiento de macréfagos y neutrdfilos al
sitio de infeccidn, ya que son los encargados de eliminar el agente generador de estrés dentro
del pulmdn, actuando ya de manera secundaria neutréfilos que también tienen la capacidad

de engullir particulas y degradarlas *°.

En los tejidos con NH (véase figura 5E) algunos macrdéfagos reflejan tincidn positiva nuclear
para MMP-28 al engullir particulas antigénicas tales como carbdn, ello nos estaria indicando
que probablemente MMP-28 se expresa en nucleo de macréfagos ante cierto estrés como lo
puede ser la exposicidon ante cualquier agente externo, caracteristico de NH. El analisis indica
gue no todos los macréfagos expresan MMP-28, resultado consistente de acuerdo a lo que la
bibliografia dice, donde Unicamente macrdfagos provenientes de médula ésea expresan

MMP-28 a diferencia de los macréfagos alveolares que no la expresan *°.

De manera interesante el tejido normal de pulmdén a partir de la técnica de
inmunohistoquimica se observé una tincién negativa para epilisina aun siendo un resultado
contrario a lo esperado, ya que la literatura nos sugiere que epilisina se expresa en pulmoén

normal®

el gPCR nos confirma esta aseveracién en cambio en el tejido no se ve reflejada
expresion alguna de la proteina, probablemente se deba al grado minimo de expresion de la
proteina ya que para poder detectar a epilisina en condiciones normales es necesario
aumentar la concentracidn de anticuerpo para que pueda ser detectado, esto nos hace inferir
que el andlisis de qPCR donde no hay diferencias significativas entre nivel de expresion de

epilisina entre pulmdn normal y de NH debera ser corroborado.

De acuerdo al ensayo de Western Blot para MMP-28 hecho con proteinas totales y fracciones
proteicas aisladas de nucleo, citoplasma y medio de células A549, adicionando una muestra de
lisado celular de la linea 293T que sobreexpresa de manera transitoria epilisina determinamos
que epilisina es una proteina que se localiza en nucleo de manera inactiva (58 kDa) vy
probablemente glucosilada (75 kDa) confiriéndole un peso mayor al reportado. En el
citoplasma se encuentra la forma de 75 kDa y la de 60 kDa, aunque se puede detectar la banda
correspondiente a la regidn carboxilo terminal (26.7 kDa).También se localizé una banda mas
ligera de 13 kDa no reportada para alguno de los prodominios de epilisina. Con respecto a la

fraccion del medio celular analizada con epilisina, de manera interesante podemos establecer
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en la regidn nuclear de manera prioritaria y correlaciona con la unién a Anexina V y el corte de
PARP, sugiriendo una nueva funcion de MMP-2 en la degradacién de matriz nuclear en

apoptosis endotelial inducida por los fumadores *®.

La mayoria de los sustratos de las MMP’s son moléculas que van mas alld que sélo
componentes de matriz, por lo tanto es razonable proponer que las MMP’s no sélo funcionan
Unicamente como degradadoras, sino que puede llegar a modificar la expresién génica y que
los datos sugieren que epilisina podria tener un papel relevante en procesos de regulacién en

el pulmon.
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VII. Conclusiones

El andlisis de expresion de epilisina mediante la técnica de qPCR no mostré diferencias
significativas entre tejido normal de pulmén y de tejido pulmonar proveniente de pacientes

con NH.
El andlisis de inmunohistoquimica reflejé una tincidn positiva para epilisina en tejidos con NH,
en nucleos de epitelio alveolar, epitelial y endotelial. Asi como también demostrd una tincidn

negativa para epilisina en tejidos normales de pulmén.

El andlisis de Western Blot reflejé la presencia de epilisina de manera inactiva en el nicleo de

células A549 de adenocarcinoma de pulmdén de neumocitos tipo Il.
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VIII. Perspectivas

Los objetivos desarrollados en este trabajo nos dejan con nuevas incégnitas para promover la
investigacién de esta metaloproteinasa, ya que debido a su descubrimiento relativamente
reciente se sabe muy poco de ella, por lo tanto, la probable localizacidon nuclear durante
condiciones patoldgicas, los sustratos nucleares, el transporte y trafico de epilisina (incluyendo
la activacién local y pasos de inhibicidon) seran las nuevas rutas para identificar y entender la

funcion que pueda cumplir.
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IX. Apéndice

Elaboracion de cDNA

Tabla 1. Mezcla de reaccién para amplificacion de cDNA.

Mezcla de reaccion 1x (pL) | 8x (pL)

Buffer de reaccion 5x 4.0 32.0
1x(50mM Tris-HCl,pH 8.3,
75 mM KCl, 3 mM MgCl,)

dNTP’s 0.5 mM (dATP, 1.0 8.0
dGTP,dCTP,dTTP)

Inhibidor de RNAsas 0.5 4.0
Transcriptasa reversa 1.0 8.0
(MMLV)

Aislamiento de producto de PCR para MMP-28 y 18s

Para purificar el DNA del gel se utilizaron dos tipos de columnas de separacién  (Princeton

Separations NJ) (Millipore Billerica MA).
Separacién a partir de columnas Princeton Separations:

Se usaron cuatro columnas dos de ellas contenian los amplicones obtenidos del PCR para

MMP-28 ¢ Epilisina y dos de ellas fueron usadas para los amplicones obtenidos de 18s.

Hidratacion de la columna: Tapamos las columnas perfectamente con la solucion separadora
liofilizada, removimos la tapa de cada columna y se reconstituyeron adicionando 800 uL de
H,O dde. Se taparon las columnas y se hidrataron las soluciones formando un gel invirtiendo la
columna. Se dejaron 30 minutos a temperatura ambiente antes de usarlas. Se removieron las
burbujas de aire invirtiendo y tapando muy bien, permitiendo que el gel fluyera a la parte
opuesta de la columna. Manteniendo la columna erguida para mantener el gel en el rack del

microtubo.

Se removieron la tapa superior e inferior. Permitimos que el exceso de fluido de las columnas
drenaran por gravedad en el tubo de lavado (2 mL).Se descarté este fluido. Se sacudieron las
columnas y se lavé cada tubo en una velocidad variable a 750 g por dos minutos para remover
el fluido intersticial. Aproximadamente 300 uL del fluido fue removido.
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que epilisina no es una metaloproteinasa que se secrete al medio en la linea celular A549 ya
que la fraccion de medio (Figura 7BM) no posee banda alguna para epilisina, aunque cabe
mencionar que probablemente se secrete ante cierto estimulo, probablemente algln factor de
crecimiento o alguna situacion de estrés, ya que se sabe que su expresion es dada en
condiciones basales en algunos dérganos entre ellos el pulmdén pero que también se

sobreexpresa en condiciones posteriores a dafio celular como en procesos de cicatrizacion ™.

Con los datos recabados no podemos asegurar de manera categérica que epilisina se
encuentre en nulcleo ya que la fraccidn nuclear puede tener cierta contaminacién
citoplasmatica reflejado en el ensayo de Western Blot hecho para detectar B-tubulina, donde
se ve la presencia de una banda dentro del rango de los 43 a 55 kDa tanto en la region
citoplasmatica como en la regién nuclear. Sin embargo, el peso de la banda para la regién
nuclear y para la regidn citoplasmatica tiene cierta diferencia en peso (Figura 8) llevandonos a
pensar que probablemente en la regién nuclear este presente la isoforma 2 de B-tubulina,

descrita en ndcleo *.

El ensayo de Western Blot hecho para detectar a p53 que es una proteina que se encuentra

exclusivamente en nucleo, fue detectado Unicamente en nucleo.

Anteriormente se creia que la deteccién de metaloproteinasas en nucleo era un resultado
equivoco y en cierto momento rechazado, ahora se sabe que las metaloproteinasas mas alla
de tener una funcidon degradativa pueden participar en eventos patoldgicos vy fisioldgicos,

actuando como proteinasas de manera constitutiva, regulatorias e inducibles *°.

Diversas clases de MMP’s (incluyendo MMP-2,-3,-9,-11,-13 y MT1-MMP/MMP-14) han sido
identificadas y caracterizadas en nucleo de diversos tipos celulares de tejidos humanos y en
modelos animales. Sin embargo el mecanismo de translocacién nuclear de diferentes MMP’s

es por lo general pobremente caracterizado *.

En cuanto al andlisis de localizacion nuclear de otras metaloproteinasas, en pulmén se ha
caracterizado la localizacion de MMP-2 en nucleos de células pulmonares endoteliales
arteriales de fumadores. Es bien conocido que en los fumadores se induce la activacién de
proteasas asi como de MMP's que contribuyen a la destruccion de los alvedlos pulmonares
debido a la muerte celular. Se ha encontrado que en los fumadores se induce apoptosis,
caracterizada por un aumento de union a anexina V y corte de PARP mejor correlacionado con
actividad de gelatinasa incrementada, revelando que los niveles de pro-MMP-2 y MMP-2
activa se incrementaron en las fracciones citosodlica y nuclear aisladas de células endoteliales
de arterias pulmonares de fumadores. En particular, estas observaciones fundamentan que

MMP-2 contribuye a la actividad de gelatinasa inducida por los fumadores, la cual se localiza
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Se descarto el tubo de lavado y el fluido intersticial. Para procesar las muestras se transfirieron
aproximadamente 20 pL de la reaccion de PCR. Se colocaron las columnas en el tubo colector y
se colocaron ambos en el rotor manteniendo la orientacidn apropiada, se centrifugaron a 750
g por dos minutos y se descartaron las columnas. Se cuantificaron las muestras con ayuda de

un espectrofotometro (Nano Drop 2000 Thermo Fisher Scientific US).

Curva patrdn para PCR en tiempo real

Para poder cuantificar el nimero de copias presentes en nuestras muestras problema fue
necesario obtener una curva de referencia que nos indique el nimero de copias conocida a

partir de diluciones con un nimero de copias definido.
Para obtener estos datos se toma en cuenta lo siguiente:

Ecuacion 1.0

Da
(No.de pb del amplicén) (Peso promedio de un pb 662 p_b) = Dalton = %

A partir del dato obtenido en la ecuacion 1.0 se sustituye en la ecuacién 2.0:

Ecuacion 2.0

g/mol __ Copias _ /CO ia
No.de Avogadro 6.022x1023copias/mol ~ mol 9 p
Se sustituye 2.0 en ecuacion 3.0:
Ecuacién 3.0
Concentraciéon dada en el espectrofotéometro [ﬁ%] .
= copias/uL

g/copia

Una vez obtenido el nimero de copias por microlitro podremos calcular el volumen necesario

para tener 1x10™ copias de la siguiente forma:
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Ecuacion 4.0
C1Vv1 =C2V2

Despejando V, de la ecuacion 4.0 se obtiene la siguiente ecuacién:

Ecuacion 4.1

) c1v1
- C2

Con la ecuacién 4.1 determinaremos los microlitros necesarios que contendran 1x10™ copias

de la proteina deseada.

Considerando el tubo 1 con mejor absorbancia de 1.67 para 18s de 14 ng/uL y que el amplicén

mide 187 pb para 18s, sustituimos:

(187 pb) (662 %) = 123794 Da = g/mol

123794-Z
mol
6.022x102%3 copias/mol

= 2.05560x10™*° g/copia

Concentraciéon de cDNA=14 ng/ulL=1.4x10% g/uL

(1.4x10~8 g/uL)
(2.056x10~19 g/copia)

=6.8x10" copias/ulL

Tenemos que:

V, =C;1V1/C,
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Sustituyendo:

(1x101°$) (100 pL)

V2 = =14.7 ulL
6.8x1010copias K

uL

Esto se afora a 100 plL con 85.3 pL de agua DEPC

A partir de esta solucion se pueden hacer diluciones seriales para obtener 10", 10°, 10°10’,
10°, 10°, 10*, 10°, 10?, 10" copias en cada volumen de 100 pL, tomando 10 pL de la solucién
inicial y aforando a 100 pL con 90 uL de agua DEPC, y asi sucesivamente hasta obtener las 10

diluciones.

Para obtener la curva de MMP-28 se tomo en cuenta la concentracidon con absorbancia de 1.74

la cual contenia 21.7 ng/uL y se calculd de la siguiente manera:

662Da
(117 pb) (p—b) = 77454 Da = g/mol

77454 g/mol

=1.286183992x10°1° 1
6.022x10%3copias/mol x g/copia

Cuantificacion de cDNA 21.7ng/plL= 2.17x10°® g/uL

(2.17x10"8 g/uL)
1.286183992x1011 g/copia

= 1.687161412x10! copias/uL

Tenemos que:

) Cc1v1
o C2
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Sustituyendo:

1x101° copias/uL)(100 pL)

1. 7x1011 copias/pL
=5.9ul +94.1 uL de agua DEPC

Extraccion de proteinas totales

Tabla 2. Componentes de Buffer de Lisis

Reactivo

Tris 50 mM pH=7.5

EDTA 10 mM

NaCl 150 mM

NP-40 al 0.5%

Desoxicolato de Sodio al 0.25%

PMSF (Fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 0.1 yM

Western Blot

Reactivos necesarios para formacién del gel de poliacrilamida usado en camaras de

electroforesis con dodecilsulfato (SDS-PAGE), gel concentrador al 4%, gel separador al 12%.

Tabla 3. Componentes de gel concentrador

Reactivos Gel concentrador (4%)
Agua dde 2.9 mL

Tris HCI 1.5 M pH=6.8 1.2 mL

SDS 10% 100 pL

Acrilamida 664 pL

PSA 10% 50 pL

TEMED 10 pL
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Tabla 4. Componentes de gel separador

Reactivos Gel separador (12%)
Agua dde 3.3 mL

Tris HCI 1.5 M pH=8.8 2.5mL

SDS 10% 100 pL

Acrilamida 3.9mL

PSA 10% 50 pL

TEMED 10 uL

Tabla 5. Componentes de Buffer muestra

Reactivos Volumen (mL)
Agua destilada 4.7
Tris-HC1 0.5 M pH=6.8 1.0
Glicerol 1.0
SDS 10% (w/v) 1.0
2-Mercaptoetanol al 5% 0.1
Azul de Bromofenol 0.05% (w/v) | 0.2

Tabla 6. Contenido de buffer de corrida 5x para gel de electroforesis

Reactivo Cantidad
Tris- Base 15g
Glicina 72 g

SDS 58

Agua cbp 1000 mL
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