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Resumen

La fibrosis pulmonar es el resultado final de un amplio y heterogéneo grupo de
padecimientos que afectan al parénquima pulmonar, caracterizada por un
reordenamiento aberrante de la matriz extracelular en los espacios intersticiales y
alveolares, asi como el rompimiento de membranas basales y la presencia de focos de
fibroblastos y miofibroblastos en el parénquima pulmonar desorganizando la arquitectura
pulmonar y la funcién del érgano.

En estudios recientes se ha documentado la participacion de las MMP’s en la patogénesis
de la fibrosis pulmonar. Nuestro grupo de trabajo demostrd, a través de microdiseccion y
anadlisis de microarreglos en pacientes FPI, que las células epiteliales hiperplasicas
alrededor de los focos de fibroblastos sobre expresan la MMP-19. Asimismo, la proteina
estaba aumentada en lavados bronqueo alveolares de pacientes con FPI, ademas también
se demostré que el ratén carente de la MMP-19, instilado con bleomicina desarrollaba
mayor fibrosis pulmonar que el ratén silvestre.

El receptor proliferador activador de Peroxisomas (PPAR-y-1) es una molécula clave en la
adipogénesis normal sin embargo, durante los ultimos afios se ha demostrado que regula
genes involucrados en la sintesis y almacenamiento de lipidos, metabolismo de la glucosa,
respuesta inflamatoria, diferenciacién, supervivencia y proliferacion celular, asi como
también tener un efecto antifibrotico una vez unido a sus agonistas.

El objetivo de estudio fue evaluar el PPAR-y1 en la fibrosis pulmonar inducida en un ratén
MMP-19-/-.

Ratones carentes de MMP19 y silvestres fueron instilados con bleomicina y solucién salina
(grupo control) sacrificandose a 7 y 21 dias postinstilacion y se medio por medio de PCR
en tiempo real la expresidn de colagena, PPAR-gamal, asi como un analisis
inmunohistoquimico.

También se hizo extraccion de fibroblastos pulmonares de ratones MMP-19+/+ y MMP-
19-/- los cuales fueron estimulados con rosiglitazona y 15dPGJ2 agonistas del PPAR-gamal
y TGF-betal para después medirles la expresidon y sintesis de colagena y PPAR-gamal.



Abstract.

Pulmonary fibrosis is the end result of a large and heterogeneous group of diseases that
affect the lung parenchyma, characterized by an aberrant rearrangement of the
extracellular matrix in the interstitial and alveolar spaces, as well as the breakdown of
basement membranes and the presence of foci of fibroblasts and myofibroblasts in the
lung parenchyma and lung  architecture disrupting organ function.
Recent studies have documented the involvement of MMP's in the pathogenesis of
pulmonary fibrosis. Our working group demonstrated through microdissection and
microarray analysis in IPF patients, hyperplastic epithelial cells around the foci of
fibroblasts to express MMP-19. Also, the protein was increased in broncheoalveolar
lavage patients with IPF also demonstrated that also lacks the mouse MMP-19, developed
more instilled with bleomycin pulmonary fibrosis mouse wild.
Receiver Peroxisome proliferator activator (PPAR-y-1) is a key molecule in average
however adipogenesis, in recent years it has been shown that regulates genes involved in
the synthesis and storage of lipids, glucose metabolism, inflammatory response ,
differentiation, cell survival and proliferation, as well as have an antifibrotic action once
bound to their agonists.
The objective of the study was to evaluate y1 PPAR-induced pulmonary fibrosis in a mouse
MMP-19-/ -
Knockout mice and wild MMP19 were instilled with bleomycin and saline (control group)
sacrificing postinstilacién 7 and 21 days and half by real-time PCR expression of collagen,
PPAR-RANGE 1, and immunohistochemical analysis.
Extraction was also mice lung fibroblasts MMP-19 + / + and MMP-19-/ - which were
stimulated with rosiglitazone and PPAR-agonists 15dPGJ2 RANGE 1 and TGF-betal and

then medirles expression and collagen synthesis and PPAR -RANGE 1.



La MEC estd compuesta por proteinas fibrosas de dos tipos: estructurales (colagenas y
elastina) y adhesivas (fibronectina y laminina); ademds de polisacaridos llamados

glicosaminoglicanos (7).

En el pasado se creia que esta red de proteinas era sdlo una estructura de anclaje y
soporte mecanico para las células. Ahora se sabe que la MEC esta lejos de ser una
estructura inerte, ya que ademas de las proteinas que la caracterizan contiene factores de
crecimiento y moléculas bioactivas que participan en procesos biolégicos celulares como
la proliferacién, diferenciacién y migracion celular, asi como de la muerte celular
programada (apoptosis) entre otras. Muchas de estas actividades son reguladas por un
conjunto de sefiales que se registran directamente a través de receptores a las moléculas

de matriz tales como las integrinas (8,9,10).

Al igual que en todos los tejidos la MEC es una estructura dinamica la cual desempefia un
papel clave en la morfostasis pulmonar (11). El parénquima pulmonar estd compuesto
principalmente por coldgenas tipo | y lll, elastina, proteoglicanos y fibronectina; mientras
la estructura especializada de la MEC conocida como membrana basal en la que
descansan el epitelio alveolar y el endotelio estd compuestas por coldagena tipo 1V,

laminina y entactina entre otros (12).

Membrana Basal

La membrana basal es una estructura especializada de la MEC que separa a las células
epiteliales y endoteliales del tejido conjuntivo. Se ha observado que este tipo particular de
MEC organiza y ejerce influencia sobre el comportamiento de las células mediante la
interaccion de moléculas especificas de la membrana basal con proteinas de la superficie

celular.

Los principales componentes de la membrana basal son la colagena tipo IV, laminina,
proteoglicanos heparan —sulfato, entactina, nidogen, tenacina-C y fibronectina; los cuales
interactan entre si para producir ensamblajes supramoleculares perfectamente

definidos, que tienen el potencial de generar una diversidad de estructuras (12).



INTRODUCCION
Fibrosis pulmonar

La fibrosis pulmonar es el resultado final de un amplio y heterogéneo grupo de
padecimientos que afectan al parénquima pulmonar, conocidos como enfermedades
pulmonares intersticiales difusas (EPID). Se caracteriza por un reordenamiento aberrante
de la matriz extracelular (MEC), este proceso se describe como la acumulacion exagerada
de componentes de la MEC en los espacios intersticiales y alveolares (principalmente
colagenas fibrilares), asi como el rompimiento de membranas basales y la presencia de

focos de fibroblastos y miofibroblastos en el parénquima pulmonar (1, 2, 3).

Las EPID se pueden dividir en 2 categorias; las de etiologia conocida, provocadas ya sea
por la exposicidon a particulas inorgdnicas asbestoy silice), particulas organicas (proteinas
de aves y hongos) 6 el uso de la radiacién y algunos medicamentos quimioterapéuticos

como la bleomicina (utilizada en el presente modelo experimental).

Por otra parte las de etiologia desconocida, dentro de las cuales se ubica
aproximadamente el 40% del las EPID actualmente reportadas, denominadas idiopaticas

(1,2).

Dentro de este ultimo grupo la mas agresiva de las EPID es la fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI), que se caracteriza por ser habitualmente progresiva, irreversible y letal en un plazo

breve de tiempo (3, 4y 5).
Matriz Extracelular

La matriz extracelular (MEC) es una red intrinseca de proteinas fibrosas y polisacaridos
gue ocupa el espacio extracelular, presente en animales multicelulares proporcionandoles

forma e integridad estructural (6,7).



Metaloproteinasas de la Matriz Extra Celular

Las metaloproteinasas de matriz o matrixinas (MMP’s) reciben este nombre debido a que
su sitio catalitico contiene un metal (Zn). Las MMP’s son las enzimas encargadas de
degradar la MEC. Desde su descubrimiento en la cola de renacuajo, actualmente se han

descrito 25 MMP’s en ratones y 23 en humano (13).

Las MMP’s no solo tienen la funcién de degradar componentes de la MEC ya que también
procesan mediadores bioactivos, ya sean factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas 6
receptores de la superficie celular. Ademds participan en la iniciacion de cascadas de
proteinasas que impactan a muchos otros sustratos ademads de los propios, por lo tanto
son de suma importancia en procesos bioldégicos como desarrollo embrionario,
morfogénesis de drganos, ovulacién, dilatacién cervical, angiogenésis, ciclo endometrial,
remodelacién de hueso, reparaciéon de los tejidos, migracidn, diferenciacion, proliferacion,
adhesién y apoptosis celular y otros (1, 14, 15); también desempeiian un papel importante
en algunos procesos patoldgicos como artritis, ulceracién de los tejidos, céncer,

aneurismas, nefritis, enfermedades cardiovasculares y fibrosis (1, 13, 14).

Estructura de las MMP’s

La estructura de las MMPs refleja la cercana relacién y evolucién de las mismas dada en
la conservacion de sus dominios y estructura, ademds de los mecanismos de catalisis y

regulacion (10).

Existen dos tipos de MMP’s, las que son secretadas hacia el exterior de la célula y las que

se encuentran unidas a la membrana, también conocidas como MT-MMP’s.

Las MMP’s que son secretadas hacia el exterior tienen una conformacién que consiste en
un péptido sefial, un pro-dominio, encargado de mantener el estado de zimdégeno de las
MMP’s debido a que contiene un residuo de cisteina altamente conservado, unido por un
enlace coordinado con el atomo de Zn catalitico ubicado en el dominio catalitico. Este

ultimo es el encargado de la actividad proteolitica, cuenta con una secuencia altamente



conservada (His-Glu-X-Gli-His) a la cual se encuentra unido el Zn catalitico, ademas de 2 a

3 iones de Ca y un idn estructural adicional de Zinc.

El dominio tipo hemopexina recibe este nombre debido a que consta de 4 secuencias
repetidas parecidas a la proteina del mismo nombre, este dominio se conecta con el
dominio catalitico por medio de una secuencia rica en prolina denominada bisagra, tanto
el dominio hemopexina como la regién de bisagra participan en el reconocimiento de la
enzima por su sustrato, ademas de la interaccion de la enzima con sus inhibidores. Todas
las MMP’s, excepto la 7 y la 26, tienen la regidn de bisagra y el dominio tipo hemopexina

como se muestra en la figura 1 (1, 9, 10, 13).

Las MMP’s que estdn unidas a la membrana celular (MT-MMP’s) se unen por un pequefio
dominio transmembranal seguido de un segmento citosélico muy conservado de 20 aa,

como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Dominios estructurales de las metaloproteinasas, tomada y modificada de

Somerville et al., 2003.

Todas las MMP’s son secretadas en forma de zimdgeno, lo cual quiere decir que son
inactivas, debido al pro-dominio que interacciona con el sitio catalitico por medio de un

grupo tiol no pareado en el carboxilo terminal de una cisteina. Esta cisteina actia como un



inactivador de los 4 ligdndos para el &tomo catalitico de Zn, resultando en la exclusion del

agua y por lo tanto la inactividad de la enzima Figura.2 (10)

roleculas de agua
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Figura 2. Activacion de las metaloproteinasas, tomada y modificada de Somerville et al.,

2003.

Para que la enzima pueda ser activada, la unién entre la cisteina y el Zn tiene que
romperse por un cambio conformacional o protedlisis. Aunque también puede ser por
medio de otras proteinasas o in vitro por algunos agentes quimicos como los tiol

modificados, SDS, oxigenos reactivos, pH bajo y tratamientos de calor (9, 10,11).
Regulacion de las metaloproteinasas

Las MMP’s tienen cuatro inhibidores especificos en vertebrados llamados Inhibidores
Tisulares de Metaloproteinasas (TIMP’s del inglés Tissue Inibitor of Metalloproteinases) 1,
2,3y 4,delos cuales los TIMP’s 1, 2 y 4 son proteinas de secrecién, mientras que el TIMP-
3 se encuentra anclado a la MEC. Su funcién consiste en inactivar a las MMP’s formando

complejos enzimaticos 1:1 desplazando las moléculas de agua. (15)

No solo los TIMP’s se encargan de la regulacién de las MMP’s, se ha comprobado que

también algunos inhibidores de proteasas generales, como la a2-macroglobulina, cuya
8



principal funcién consiste en bloquear a las MMP’s del plasma y fluidos tisulares. Asi
mismo, se ha observado que algunas proteinas recientemente descritas también inhiben a
las MMP’s, como TFPI-2 (del inglés Tissue factor pathway inhibitor-2) RECK una
glicoproteina anclada a GPI, pues presentan grandes similitudes con el N-terminal de los

TIMP’s. (13, 14, 15).

Se ha demostrado la participacion de las MMP’s y de sus inhibidores (TIMP’s) en el
desarrollo de la fibrosis pulmonar, por ejemplo a nivel de genes la MMP-7, MMP-1 y
MMP-2 son sobre expresadas en FPI, asi mismo en LBA se ha reportado la MMP-3, MMP-
8 y MMP-9 sin embargo, no se conocen con precision los mecanismos de su participacion

en esta patogénesis. En (1,4, 16, 17, 18, 19, 20).
Matriz Metaloproteinasa — 19 RASI-1 (MMP-19)

La MMP-19 también conocida con el nombre de RASI-I (Rheumatoid Arthritis Synovium
Inflamed-1), se descubrié como un autoantigeno en un grupo de pacientes con artritis. Por
algun tiempo se pensd que ésta y la MMP-18 eran distintas, pero por medio de diferentes
analisis de bases de datos se supo que eran la misma enzima, conservando el nombre de
MMP-19 o RASI-I. El gen de esta proteasa en ratdn se localiza en el cromosoma 10 en la
posicién 12q14. Contiene un total de 527 aminoacidos, ademas muestra una organizacién
tipica de una MMP soluble, incluyendo un péptido seial, un pro-dominio con un residuo
de Cys (esencial para mantenerla en su estado latente) un dominio catalitico con el motivo
tipico de unién a Zn y un dominio tipo hemopexina; igualmente posee caracteristicas que
la hacen distinta de otras MMP’s como una insercién de cinco residuos de acido glutamico
en la regidén de unién; también tiene un motivo raro de latencia en el pro-dominio y un
residuo adicional de Cys en la region catalitica, sin olvidar que no tiene Asp. Por estas
caracteristicas tan especiales se cree que podria ser el primer miembro de una nueva

subfamilia de MMP’s (21, 22, 23 ,24).

Como ya se habia mencionado todas las MMP’s son secretadas en forma de zimégeno y

de alguna forma tienen que ser activadas, ya sea por protedlisis o por cambios
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conformacionales. A diferencia de otras MMP’s el zimégeno de la MMP-19 es activado in
vivo por auto protedlisis e in vitro por medio de un tratamiento de tripsina, se ha

observado que esta MMP no es capaz de activar otras MMP’s (25, 26, 27, 35).

La MMP-19 estd ampliamente distribuida en varios tejidos humanos normales como
pulmodn, intestino, pancreas, bazo, ovario y placenta. En comparacidon con otros tejidos
como cerebro, ojos, rinones, musculo liso y timo es poco expresada. En pancreas existe un
modesto nivel de MMP19 en ratones, mientras que en humanos la expresion es alta. En
cuanto a tipos celulares esta enzima se expresa constitutivamente en células vasculares de
musculo liso, macréfagos, células endoteliales, células mioepiteliales, queratinocitos
basales y fibroblastos (25, 26, 28). Dentro de las caracteristicas de la MMP-19 se sabe que
se expresa en condiciones patoldgicas en diferentes drganos y tejidos. En artritis esta
MMP juega un papel importante ya que es la encargada de degradar la MEC y el cartilago
de las articulaciones, ademds de liberar diferentes factores de crecimiento y unir los
receptores de la familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF del inglés Tumor Necrosis
Factor) lo que ayuda a la degradacién del tejido sinovial (25). Otro dato interesante de la
MMP-19 es que estd sobre expresada en pacientes con artritis temprana, al mismo tiempo
de estar relacionada con la angiogenésis durante la inflamacién de esta patologia (21, 29),
al igual que en diferentes condiciones inflamatorias la MMP-19 estd presente en lesiones
del epitelio mamario, asi como la inflamacién del intestino delgado donde es sintetizada
por macrofagos, fibroblastos y mucosa del epitelio, sugiriendo que induce inflamacién en
respuesta a citocinas inflamatorias para restaurar la mucosa y el epitelio del intestino (30).
En recién nacidos de manera prematura con enterocolitis necrotizante, enfermedad
gastrointestinal caracterizada histoldgicamente por una extensa lesion y amplia
inflamacidén, esta MMP fue detectada en la cripta del epitelio a diferencia de tejidos sanos

(31).

En el disco intervertebral la MMP-19 libera factores de crecimiento, en este caso IGF-I
(Insuline Growth Factor-l), el cual tiene una funcidn critica ya que en las células de esta
estructura actia como mitdgeno, ademds de tener efectos antiapoptdticos, lo cual
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conlleva a la deformacion de los discos. En piel la MMP-19 también es expresada por
células inflamatorias como monocitos y macréfagos, su actividad degradadora sugiere que
tal vez crea microambientes para la proliferaciéon de células tumorales. Normalmente la
MMP-19 no estd presente en cerebro, aunque se observé que en glioblastomas (tumores
cerebrales primarios) existe un aumento de su expresion, lo cual esta relacionado con el
aumento de grado del tumor, segun con la clasificacion del tumor de la OMS (22, 25, 31,

32, 33, 34).

La MMP-19 hidroliza o degrada componentes de membrana basal como colagena tipo 1V,
laminina5-y2, nidogen, tenascina-C, fibronectina, gelatina, igualmente dos componentes
de cartilago llamados agrecano y cartilago oligomerico. En afios recientes se ha observado
qgue la MMP-19 procesa el IGF (Insuline Growth Factor) uniéndolo con la proteina IGFBP-3
(Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3) en piel. Su actividad catalitica es inhibida

por los TIMP’s -2, 3, 4 y menos eficientemente el TIMP-1. (34,35, 36, 37, 38, 39)

Se ha demostrado que la MMP-19 esta potencialmente aumentada en cultivos in vitro por
una citocina llamada TNF-a (Factor de necrosis tumoral), mediada via extracelular por las
cinasa 1/2 y P38 MAPK (Proteina Cinasa Mitogénica Activada). Esta citocina es producida
por una variedad de tipos celulares como macréfagos, queratinocitos, mastocitos y células
T por lo que la presencia su presencia puede estimular su produccién y expresién en
diferentes organos; ademds del TNF-a, moléculas como TGF-B, EGF y PDGF estimulan la
produccién de MMP-19. Se ha observado que en cuanto aumenta la actividad proteolitica
de esta enzima, aumenta el nimero de queratinocitos debido a que su actividad

contribuye a la migracién (35, 40).

En estudios recientes se ha documentado la participacion de las MMP’s en la patogénesis
de la fibrosis pulmonar (1). Nuestro grupo de trabajo demostrd, a través de
microdiseccion y analisis de microarreglos en pacientes FPI, que las células epiteliales

hiperplasicas alrededor de los focos de fibroblastos sobre expresan la MMP-19. Asimismo,

11



la proteina estaba aumentada en lavados bronqueo alveolares (LBA) de pacientes con FPI

(41).

Un hallazgo sorpresivo fue que el ratdn carente de la MMP-19 (MMP-19 -/-), instilado con

bleomicina desarrollaba mayor fibrosis pulmonar que el ratdn silvestre (MMP-19+/+) (41).

El grupo que disefio éste raton deficiente de la MMP-19 demostré que desarrolla
obesidad bajo una dieta inducida alta en grasas; asi como una reduccién en la

susceptibilidad a cancer de piel inducida por el cancerigeno metilcolantreno (21).
Receptores nucleares

Los receptores nucleares (RN) se describen como estructuras moleculares altamente
conservadas que funcionan como factores de transcripcién activando o reprimiendo la
expresion de sus genes blanco. Actualmente esta super familia de RN estd compuesta por
48 miembros, los cuales participan en la seifalizacion de hormonas esteroideas,
mantenimiento y diferenciaciéon de fenotipos celulares, ritmo circadiano, metabolismo y
muerte celular por mencionar algunos procesos. Sin embargo, se tiene descrito que
algunos miembros de esta super familia tienen actividad no gendmica. Algunas de estas
actividades no gendmicas incluyen la trans-represion de la actividad de otros factores de
transcripcion, Ubiquitinacion, Acetilacién y la activacidon especifica de algunas cinasas
como Fosfoinositol 3 cinasa (PI3K del inglés Phosphoinositide 3-Kinase) y Cinasa
reguladora de sefal extracelular (ERK del inglés Extracellular signal-Regulated Kinase). Por
consecuente la desregulacion del sistema de sefializacidon de los RN conduce a desérdenes
reproductivos, metabdlicos y causan enfermedades como cancer, infertilidad, obesidad o

diabetes (41, 42).

Algunos receptores nucleares residen en el citoplasma y una vez unidos a su ligando son
translocados al nucleo, de igual modo existen RN que constitutivamente se encuentran en

el nucleo sin tomar en cuenta la presencia del ligando (42, 43).
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En general, como en todos los receptores transmembranales y nucleares existen dos tipos

de ligandos:

- Agonistas: Son moléculas que son capaces de unirse a un receptor provocando una
respuesta de sefializacion o transcripcién de genes blanco (se muestran los agonistas de

los 48 RN en la tabla 1).

- Antagonistas: son moléculas las cuales al unirse a un receptor inhiben o evitan la una

cascada de sefializacion o transcripcion de un gen blanco (43, 44).
Estructura de los Receptores Nucleares

Los receptores nucleares son considerados factores de transcripcion que regulan la
transcripciéon de genes blanco al unirse con sus ligandos especificos. Antes de que los
primeros genes que codifican los receptores nucleares (RN) fueran clonados ya se sabia
que éstos eran proteinas modulares con cuatro dominios principales (A/B, C, D y E), los
cuales se muestran en la figura 3. El amino terminal también conocido como la regién A/B
contienen un dominio de transactivacion (AF-1) la cual es una secuencia de tamafio
variable entre los diferentes miembros de la familia de RN, sin embargo contienen varios
sitios de fosforilacion e interactian con co-reguladores o proteinas de la maquinaria
transcripcional como la RNA polimerasa Il o la caja TATA (TBP del inglés TATA Binding
Protein). El domino central es conocido como dominio de unién a DNA (DBD del inglés
DNA Binding Domain) o dominio C, que contiene dos motivos dedos de Zn los cuales son
comunes en toda la familia excepto en dos miembros. Este dominio es el encargado de
unirse a las secuencias especificas de DNA llamadas elementos de respuesta (ER), los
cuales constan de dos secuencias de seis nucledtidos que derivan de la secuencia RGGTCA
donde R corresponde a una purina. La interaccién molecular entre el DBD y el ER
especifico ocurre a través de los motivos dedos de zinc estructurales del DBD,
determinada por la composicion de aminodcidos localizada entre los dedos de Zn,
conocida como la caja P (del ingles P-box). El dominio D o bisagra, conexion entre el DBD y

el dominio de unidn a ligando (DBL del inglés Domain Binding Ligand), es el encargado de
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darle flexibilidad al receptor ademas de participar en la unién a la proteina chaperona de
choque térmico HSP90 (del inglés Heat Shock Protein), la cual se encuentra unida al
receptor mientras este se encuentra inactivo. EL carboxilo terminal contiene al Dominio E
o Dominio de unidn a ligando (DBL), altamente conservado entre varios miembros de esta
familia de receptores, sin embargo diverge lo suficiente para garantizar la seleccién del
ligando especifico del receptor, aunque se ha demostrado que también es el encargado de
unir al RN con otros receptores para formar homodimeros o heterodimeros. Este dominio
se encuentra unido al dominio F, que contiene al Factor de Activacién 2 (AF-2 del inglés
Activator Function-2), cuando el DBL se une al ligando causa un cambio conformacional en
el AF-2 creando una nueva superficie para el reclutamiento de co-activadores y co-
represores, que funcionan como reclutadores de un gran numero de complejos
enzimaticos como acetil transferasas de histonas, deacetilasas de histonas o metil
transferasas de histonas. Estos complejos alteran la estructura de la cromatina alrededor
del promotor de los genes blanco y asi regula la transcripcién del gen (41, 42, 44, 45,

46,47).

Dominio A/B Dominio C | Dominio D DEFIFEE |

| | I [ |

N AD AD . AD DBD ; LBD I AF-ZF

AF1: interaccion con co- DBD: interaccién Dominio de AF-2:  interaccion
reguladores o proteinas de la con los ER del unién a ligando con  co-represores
maquinaria transcripcional. gen blanco y co-activadores

AD: Dominios de activacion

Figura 3. Estructura y funcion de dominios de los Receptores Nucleares, tomada vy

modificada de Zassadowski et al. 2012
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lable 1
List of MRs in the order in which they are discussed in this review. For each NR the name and official nomendanire are indicated as well as their natural ligand(s) if known. On
‘or the PPARs synthetic ligands are mentioned. DHA, docosahexaenoic acid; NE, nuclear receptor; and RA, retinoic acid.

Muclear receptor Name Nomenclature Ligand

Endocrine receptors

Estrogen receptor o ERs NE3A1 17p-Estradiol
Estrogen receptor ERp NR3A2 17p-Estradiol
Glucocorticoid receptor GR NR3C1 Cortisol (mouse; also corticosterone)
Mineralocorticoid receptor MR NE3C2 Aldosterone
Androgen receptor AR NR3C4 Testosterone

Vitamin D receptor VDR NR1I1 Vitamin D

Thyroid receptor o TRz NRE1AT Thyroid hormone
Thyroid receptor p TRp NR1A2 Thyroid hormone
Retinoic acid receptor o« RAR NR1E1 All-trans RA, 9-cis RA
Retinoic acid receptor p RARp NR1E2 All-trans RA, 9-cis KA
Retinoic acid receptor RARy NR1E3| All-trans RA, 9-cis RA
Progesterone recepror PR NR3C3 Progesterone
Adopted orphan receptors

Peroxisome-prol iferator-acrivated receptor o PPAR NR1C1 Fatty acids, leukotriene B4, fibrates, DHA
Peroxisome-prol iferator-activated receptor ffé PPAR NR1C2 Fatty acids
Peroxisome-prol iferator-acrivated receptor PPAR Yy NR1C3 Fatty acids, PG-|2, thizzolidinediones
Liver X receptor o LR NR1H3 Oxysterols

Liver X receptor LXRp NR1H2 Oxysterols
Retinoid X receptors o RXRa NR2E1 9-gs RA

Retinoid X receptors p RXRp NR2E2 9-ds RA

Retinoid X receptors y RXRy NE2E3 9-0s RA

Farnesold X receptor o FXRa NR1H4 Bile acids

Orphan receptors

ME4AT-Mur?? MNur?? NE4A1 Orphan
NE4A2-MNurrl MNurrl NR4A2 Orphan
NE4A3-NOR1 NOR-1 NE4A3 Orphan
Retinoid-related orphan receptor RORa NR1F1 Chaolesterol
Retinoid-related orphan receptor p RORR NR1F2 All-trans RA
Retinoid-related orphan receptor RORy NR1F3 Orphan

Estrogen receptor-related receptor 1 ERR1 NE3E1 Orphan

Estrogen receptor-related receptor 2 ERR2 NRE3E2 Orphan

Estrogen receptor-related receptor 3 ERE3 NE3E3 Orphan

Other Nudear Receptors

Small heterodimeric partner SHP NROB2 Orphan

DAX-1 DAX-1 NROB1 Orphan

Pregnane X receptor PXR NR1I2 Xenobiotics
Constitutive-androstane receptor CAR NE113 Xenobiotics
COUP-TFL COUP-TFL NR2F1 Orphan

COUP-TEN COUP-TEN NR2F2 Orphan

COUP-TEIL COUP-TEILL NE2F3 Orphan

Liver receptor homologue-1 LEH1 NR5A2 Orphan
Steriodogenic factor-1 SE-1 NR5AT Orphan

Hepatoevte nuclear factor 43 HNF 4% NR2A1 Orohan

Tabla 1. Los 48 receptores nucleares con su nombre, nomenclatura y ligando natural
conocido (a excepcion del los tres receptores PPAR los cuales también contienen sus

ligdndos sintéticos). Tomado de Kurakula 2012.
Receptores de Proliferadores Activados de Peroxisomas

Los receptores proliferadores activados del Peroxisoma (PPAR) pertenecen al grupo de los
receptores huérfanos adoptados, formando parte de la subfamilia 1 de los receptores
nucleares. Actualmente se conocen tres subtipos diferentes de los PPAR, PPAR-a, PPAR-
B/6 y PPAR-y. El PPAR-a se descubrié en 1990, y se llamé asi por su habilidad para inducir

peroxisomas en respuesta a ciertos estimulos en roedores, aunque los demds subtipos de
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PPAR no realizan esta actividad. Subsecuentemente los otros 2 subtipos PPAR-B/& y
PPAR-y, fueron identificados por medio de homologias. Los tres subtipos de PPAR’s son
codificados por diferentes genes localizados en diferentes cromosomas. En el caso del
PPAR-y usando un promotor diferente y por splicing alternativo se obtienen 2 isoformas;

PPAR-y1y PPAR-y2 que contiene 30 aminodcidos adicionales en el N-terminal.

Las tres isoformas de PPAR’s pueden ser activadas por una gran variedad de acidos grasos
y metabolitos de acidos grasos, como eicosianoides hidroxilados, prostraglandinas y
leucotrinas, ademds de varios componentes sintéticos. PPAR-a es especificamente
activado por fibratos y otros componentes hipolipidémicos, y el PPAR-y es activado por
medicamentos o ligandos sinteticos sensibiladores de insulina y antidiabéticos, como
troglitazona, ciglitazona, pioglitazona, rosiglitazona conocidos como tiazolidinedionas y

por su ligando natural prostaglandina 15dPGJ2 (48, 49).

Los PPAR’s desempefan un importante papel en la regulacién de numerosos procesos
celulares relacionados con el metabolismo, inflamacién, diferenciaciéon, migracion y
proliferacién. Los tres subtipos presentan distintos patrones de distribucion en tejidos,
aunque pueden activar diferentes genes blanco y se ha demostrado que también pueden
compartir algunos de estos. En el caso de PPAR-a y PPAR-B/6 son potentes activadores de
genes en la oxidacion lipidica, por lo que los podemos encontrar en tejidos con un amplio
rango de B-oxidaciéon como por ejemplo higado, musculo, corazén y tejido adiposo café. El
PPAR-y activa genes relacionados con la diferenciacién de adipocitos ademas de ser
suficiente para transformar lineas celulares no adipogénicas en células tipo-adipocitos,
por lo que lo podemos encontrar altamente expresado en tejido adiposo. EI PPAR-y2 se
puede encontrar casi exclusivamente en tejido adiposo, mientras que PPAR-yl se
encuentra en varios tejidos tales como adiposo, colon, bazo, higado, musculo y pulmén

(48, 50, 51, 52).

Como la mayoria de los RN’s, la estructura proteinica de los PPAR’s consiste de varios

dominios: el N-terminal tiene el dominio A/B el cual contiene a AF-1, el dominio C donde
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se encuentra el DBD, el dominio D o también conocido como regidn de bisagra, el dominio
E cominmente referido como LBD y finalmente el dominio F el cual contiene a AF-2.
Aunque los dominios A/B y D son pobremente conservados entre los tres PPAR’s, el
dominio C o DBD es altamente conservado tanto en secuencia como en estructura y

homologia (52, 53).

Como ya se habia mencionado todos los RN funcionan como factores de transcripcion tras
su unién a una secuencia de DNA especifica conocida como ER, esta unién la podian llevar
a cabo como homodimeros o heterodimeros. En el caso de los tres subtipos de PPAR’s se
unen al DNA como heterodimeros obligados con receptores de 9-cis acido retinoico (RXR),
aunque en la actualidad no se conoce con precisiéon el mecanismo de esta interaccién
entre los PPAR’s y el RXR, se sabe que esta heterodimerizacién ayuda al reclutamiento de
diferentes co- activadores de transcripcion de ciertos genes blanco, asi como también el
reclutamiento de co- represores los cuales reprimen la transcripcion de ciertos genes

blanco (54).
Receptor Proliferador Activado de Peroxisoma-Gama 1

Existen dos isoformas de PPAR-y, denominados PPAR-y1 y PPAR-y2, generados por un
promotor diferente y por splicing alternativo agregando 30 aminoacidos adicionales en el
N-terminal al PPAR-y2 como se muestra en la figura 5. El Receptor Proliferador Activado
de Peroxisomas-Gama 1, PPAR-yl (por sus siglas en inglés peroxisome proliferator-
activated receptor- gammal), o NR1C3 como se le conoce con la nomenclatura de los RN
es una proteina de 475 aminoacidos, con su gen localizado en el cromosoma 6 en ratén,
fue inicialmente descubierto por su homologia en Xenopus. Desde su descubrimiento, se
observé que era una molécula clave en la adipogénesis normal (diferenciacion de pre-
adipocitos a adipocitos) sin embargo, durante los ultimos afios se ha demostrado que no
solo regula genes involucrados en la sintesis y almacenamiento de lipidos pues también
desempeiia un papel importante en el metabolismo de la glucosa, respuesta inflamatoria,

diferenciacién, supervivencia y proliferacion celular. Dentro de sus ligandos naturales
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podemos encontrar a la 15-deoxy-Al12, 14-prostaglandina J2 (15dPGJ2), acido
nitrolinoleico y acido lifodfatidico, y actualmente se han encontrado diferentes ligandos
sintéticos denominados thiazilenoides, tales como rosiglitazona , pioglitazona, ciglitazona
o derivados del acido oleico llamados triterpenoides, por ejemplo el dcido 2-cyano-3,12-

dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oic (CDDO)(49, 52, 55).

v2 AF2
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Figura 4. Estructura de PPAR-y1y 2 tomado y modificado de Tontonoz et al. 2008.

Cuando alguno de sus diferentes ligandos se une al PPAR-yl, estos causan un cambio
conformacional, lo que conlleva al reclutamiento de co- activadores transcripcionales
incluyendo miembros de la familia co-activadora de receptores esteroideos SRC (del inglés
steroid receptor co-activator) y el RXR, para formar el heterodimero, unirse a su elemento
de respuesta en el ADN vy asi regular positivamente la transcripcién de genes. En ausencia
de su ligando el PPAR-yl actia como silenciador de genes, uniéndose y reclutando
complejos co-represores de la transcripcion, como el co-represor de receptor nuclear N-
CoR (del inglés nuclear receptor corepressor) o el mediador de silenciamiento de
receptores retinoicos y tiroideos SMRT (del inglés silencing mediator of retinoid and
thyroid receptors). Los co-activadores y los co-represores de la transcripcién se
encuentran en complejos multiproteinicos que incluyen enzimas modificadoras de
histonas, como las acetil- transferasa de histonas (conocida como P300/CBP) y la
deacetilasa de histonas (conocida como HDAC). La actividad de estas enzimas
modificadoras de histonas es afectar la transcripcion de genes alterando la estructura de

la cromatina (55, 56, 57).
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Figura 6. Los ligandos del PPAR-y tienen multiples efectos independientes (flecha azul).
En la via clasica, los ligandos se unen al PPAR-y para después formar un heterodimero con
el RXR, el cual se une a los ER y comienza la expresion de genes (flecha verde). También
existe la via no clasica, en la cual los ligandos se unen al PPAR-y pero no se forma el
heterodimero con el RXR y no se unen a los ER, pero aun no se conoce la via de estos

efectos (flecha morada).

El PPAR-y1 se encuentra ampliamente distribuido, tanto en humano como en ratdn, en
diferentes tejidos. Lo podemos encontrar en tejido adiposo, colon, bazo, higado, musculo
y pulmén, asi como en diferentes tipos celulares ya sean adipocitos, epiteliales, endotelio,
neumocitos tipo I, macréfagos alveolares, hepatocitos, linfocitos C, células del musculo
liso de las vias aéreas, fibroblastos, miofibroblastos, células estelares pancredticas y

hepaticas (56, 58).

Numerosos estudios han demostrado el potencial de PPAR-y1, asi mismo de sus diferentes
ligandos naturales y sintéticos en la resolucién y tratamiento de diferentes patologias

pulmonares tales como asma, sarcoidosis, enfermedades inflamatorias, proteinosis,
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cancer y fibrosis, aunados a modelos experimentales para esta Ultima, pues diversos
autores han identificado al PPAR-yl y sus ligandos como potentes atenuadores de la

fibrosis pulmonar (45).

En 2009, Ferguson y colaboradores demostraron que los ligandos del PPAR-y1 CCDO,
15dPGJ2 vy rosiglitazona son potentes atenuantes del efecto de TGF-B en fibroblastos
humanos, ya que al agregar el TGF-B en combinacién con los diferentes agonistas del
PPAR-y1, los fibroblastos no se diferencian en miofibroblastos ademds de suprimir la
sobre expresidon de a-actina de musculo liso, fibronectina, coldgena y calponina, todas
ellas muy importantes tanto en la diferenciacién de fibroblastos a miofibroblastos como
en la fibrosis pulmonar. Cabe recalcar que estos resultados se los adjudican a las
diferentes propiedades de los agonistas y no tanto al PPAR-yl como tal, en el caso de
rosiglitazona que inhibe Ila fosforilacion de AKT inducida por el TGF-B, se tiene bien
documentado que la via de PI3K/AKT participa activamente en la transicién epitelio
mesenquima (TEM) ademas de la diferenciacién de fibroblasto a miofibroblasto (51). En el
caso de 15dPGJ2 y CCDO ambas moléculas contienen un centro electrofilico que se puede
unir con varias proteinas celulares y alterar alguna via de sefalizacidn relacionada con la
cascada de sefializacién del TGF-B. Sin embargo, un analisis mas profundo demostré que
el CCDO inhibe la acetilacion de CBP/p300, un importante co-factor de transcripcion de
varios genes entre ellos a-actina de musculo liso, la cual es un marcador de diferenciacién

de fibroblastos a miofibroblastos (52, 53).

Otro dato interesante en cuanto al PPAR-y1 y la fibrosis pulmonar se encontré en cultivo
de fibroblastos pulmonares humanos, en donde se observd que al estimular la migracién
celular con suero fetal bovino (SFB) y factor de crecimiento derivado de plaguetas BB
(PDGF-BB por sus siglas en inglés Plaquet Derivated Growth Factor-BB) ésta era inhibida al
agregar rosiglitazona en el medio de cultivo. Posteriormente se cultivaron los fibroblastos
en ausencia y presencia de TGF-B para estimular la proliferacién y la diferenciacién de
fibroblasto a miofibroblastos. La proliferacién fue medida por medio de citometria de flujo
demostrando que ésta era inhibida en el grupo de fibroblastos estimulados con TGF-B/
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rosiglitazona. Al analizar diferentes marcadores de la diferenciacién de fibroblastos a
miofibroblastos como a-SMA vy calponina se observd que estos marcadores no estaban

presentes en los fibroblastos con TGF-B/rosiglitazona (54).

Troglitazona y Ciglitazona, también agonistas del PPARyl1, fueron probados como
inhibidores de la proliferaciéon de fibroblastos extraidos de pacientes con neumonias
intersticiales y fibroblastos fetales. Estos agonistas inhibieron la respuesta proliferativa a
TGF-B en ambos casos usando una dosis/tiempo independiente, para arrestar a los
fibroblastos en la fase G1/GO del ciclo celular, mediante la inhibicidon de la expresion de
Ciclina D1 que interactua con diferentes ciclinas dependientes de cinasa, cuya actividad es
necesaria para la transicion G1/S del ciclo celular. Un dato curioso es que se observo el
mismo resultado en la linea celular de adenocarcinoma A549. Resulta interesante que
Troglitazona y Ciglitazona también inhiben eficientemente la expresion y la sintesis de

colagena por medio de PPAR-y1 (55).

Se ha sugerido que no todos los miofibroblastos en la fibrosis pulmonar derivan de
fibroblastos pulmonares residentes, sino que algunos miofibroblastos lo hacen de células

epiteliales pulmonares via Transicion Epitelio Mesénquima (TEM) (4).

La TEM es un proceso en el cual células epiteliales diferenciadas se transforman a un
fenotipo mesenquimal, dando origen a fibroblastos y subsecuentemente a
miofibroblastos. Se cree que este proceso desempefia un papel importante en Ia
reparacion normal del pulmén, en la cual los fibroblastos y miofibroblastos después de
reparar la herida entran en apoptosis. In vivo la significancia de la TEM es controversial,
sin embargo, in vitro estd muy bien descrita y caracterizada por un decremento en la
expresion de E-caderina, la cual es una proteina que participa en la unién célula-célula
presente en epitelio que se usa como un marcador de células epiteliales, y un aumento de
N-caderina, la cual esta presente en las células mesenquimales como es el caso de los
fibroblastos. TGF-B potencializa la TEM vy altera la morfologia de células epiteliales

humanas. Como ya se tenian algunos datos sobre el efecto del PPAR-y en los fibroblastos y
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su posible efecto antifibrotico, se decidid analizar si algunos de sus agonistas podian
inhibir la TEM en la linea epitelial de adenocarcinoma A549, donde se observé que
rosiglitazona y ciglitazona inhiben el efecto de TEM en las células A459, ya que éstas al
recibir el estimulo de TGF-B/Rosiglitazona y TGF-B/Ciglitazona seguian conservando su
fenotipo epitelial, ademas de la E-caderina. Los autores demostraron que el efecto era via
dependiente del PPAR-y, ya que al adicionar algun inhibidor del receptor se llevaba a cabo
la TEM. En cuanto a la expresidn de la N-caderina, esta era inhibida por ambos agonistas a
través de una via independiente de PPAR-y, ya que al agregarle un inhibidor del receptor
continuaba la inhibicién, por lo que el efecto se atribuye a una via independiente al PPAR-

y (56).

Actualmente se tienen pocos reportes de del efecto de PPAR-y y sus ligandos en modelos
experimentales de fibrosis pulmonar. En 2008 se observo que Troglitazona administrada
de forma oral diaria inhibia la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en ratones, con
reducciones en el contenido de colagena y TGF-B en el pulmén (57). Rosiglitazona vy
15dPGJ2 fueron también probados en el modelo experimental de fibrosis por bleomicina
en ratones, y los investigadores demostraron que ambos agonistas disminuian la
mortalidad, inflamacion, flujo celular y la fibrosis. Para comprobar si el efecto antifibrotico
de Rosiglitazona y 15dPGJ2 era dependiente del PPAR-y1 se les administro a los ratones
un antagonista del PPAR-yl conocido como BADGE (del inglés Bisphenol a diglycidyl
ether), el cual revertia los efectos fibréticos de la bleomicina aunque se administraban los
agonistas Rosiglitazona y 15dPGJ2, sugiriendo que la actividad antifibrética de estos

compuestos es mediada por un mecanismo dependiente del PPAR-y1 (58, 59).

En virtud de que el ratdon deficiente de la MMP-19 desarrolla una respuesta fibrética mas
severa a la bleomicina en comparacion al ratdén silvestre y que éste ratdn deficiente de la
MMP-19 desarrolla obesidad inducida por dieta alta en grasas, el objetivo de este trabajo
fue evaluar la presencia de PPAR-y en fibrosis pulmonar experimental inducida por

bleomicina en ratones MMP-19 -/- y en ratones MMP-19 +/+.
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Objetivo general

Evaluar el papel de PPAR-y en fibrosis pulmonar experimental en un ratén deficiente de MMP-

19.
Objetivos especificos:

1. Determinar la expresién de PPAR-y1 en fibrosis experimental inducida por bleomicina en

pulmén de ratén normal y deficiente de MMP-19.
2. Localizar las células expresan PPAR-y1 in vivo.

3. Examinar el efecto de agonistas del PPAR-y1 sobre sintesis de coldgena en fibroblastos de

pulmén de ratén normal y deficientes de MMP-19.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Ratones MMP-19 +/+ y MMP-19 -/- de 8 semanas de edad fueron anestesiados con
Avertin® (Tribromoetanol 2.5 gm 2,2,2; 5 ml 2-methyl-2-butanol disuelto en 200 ml de
agua destilada), para recibir una dosis de Bleomicina de 0.05u/10gr de peso por via
intratraqueal en dosis Unica. EIl medicamento fue administrado en un volumen de 50ul.
Los animales controles fueron instilados solo con 50ul de solucidn salina.

Posteriormente los animales fueron sacrificados en diferentes periodos de tiempo
después de la instilacién (0, 7 y 21 dias) para evaluar la respuesta inflamatoria y la

respuesta fibrosante.
Inmunohistoquimica

El pulmdn derecho fue fijado por instilacién a presién constante con paraformaldehido al
4% en PBS 1x. A continuacion el tejido fue deshidratado en alcohol etilico a diferentes
concentraciones (30, 50, 70 y 96%) y finalmente en xilol, por ultimo se embebid el tejido
en parafina y se hicieron cortes de 5um. La extensién y grado de de las lesiones, asi como
el porcentaje de inflamacién y fibrosis, fueron evaluados después de la tincidn tricromica

de Masson y Hematoxilina- Eosina.

Para la localizacién de PPAR-y1 en el pulmédn, los tejidos fueron desparafinados en xilol
por 30 minutos y después rehidratados (etanol 100, 90, 50% y agua). Para eliminar la
actividad de peroxidasa enddgena, los tejidos se incubaron con H,0, (3%) en metanol por
10 minutos. Posteriormente se realizo la recuperacidn de antigenos incubando los tejidos
en buffer de citratos 10mM (pH6.0) y calentando las laminillas en un horno de microondas
por 5 minutos. Para evitar uniones inespecificas antigeno-anticuerpo, los tejidos fueron
tratados con suero de borrego diluido 1:100 en PBS por 20 minutos y con solucién
bloqueadora (Dako, Corp., Carpinteria, CA.). Los tejidos fueron incubados con el
anticuerpo primario por 18hrs a 4°c. Como anticuerpo primario se utilizo un anticuerpo

monoclonal anti-PPAR-y1 (4 upl/ml; Santa Cruz SC7273). Posteriormente los tejidos se
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incubaron con un anticuerpo secundario marcado con biotina y un complejo
estreptavidina- peroxidasa (BioGenex), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
revelar, los tejidos se incubaron con 3-amino-9etil- carbazol (AEC, BioGenex) como
cromoégeno, en un buffer de acetatos con 0.05% de H202 y finalmente los tejidos fueron
contratenidos con hematoxilina. En algunos tejidos el anticuerpo primario fue remplazado

por suero no inmune como control negativo.
Obtencion de cultivos primarios de fibroblastos de pulmén

Los fibroblastos de pulmén MMP-19+/+ y MMP19-/- se extrajeron por medio de un
tratamiento enzimatico con tripsina-EDTA. Posteriormente se sembraron en cajas Falcon
de 25cm”? con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Invitrogen),

suplementado con 10% de suero fetal bovino, penicilina y estreptomicina.
Tratamiento con el agonista natural 15dPGJ2, sintético Rosiglitazona y TGF-f1

15-desoxi-delta-12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2) es una ciclopentanona, producto final
deshidratacion de PGD2. En particular, 15d-PGJ2 es reconocido como el ligando natural
enddgeno para el receptor PPAR-y-1, esta propiedad es responsable de muchas de las

funciones antiinflamatorias 15d-PGJ2, ademas de tener efectos antifibroticos in vitro.

Rosiglitazona es una tiazolidinediona que constituye un grupo de farmacos para el
tratamiento de la diabetes tipo Il que reducen la glucemia al disminuir la resistencia a la
insulina en el tejido adiposo, el musculo esquelético y el higado. Es un ligando sintético del
PPAR-y-1, que al unirse tienen una accion beneficiosa en el control de la glucosa, ademas

se a demostrado que este agonista también posee un efecto antifibrotico in vitro.

El factor de crecimiento transformante beta 1, TGF-B1 es una proteina perteneciente a la
superfamilia de factores de crecimiento transformante beta. Es una proteina de secrecion
que lleva a cabo diversas funciones en la célula, como el control del crecimiento celular,
proliferacién celular, procesos de diferenciacidén y apoptosis. Asimismo se ha demostrado

in vivo e in vitro que este factor de crecimiento tiene un efecto profibrosante.
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Una vez que los cultivos primarios alcanzaron un 80% de confluencia en pozos de cajas de
6 pozos se retiro el medio de cultivo de las células y se lavaron dos veces con buffer de
fosfatos PBS, fueron depositadas 12 hrs en medio DMEM sin SFB para ser expuestas a los
diferentes estimulos (figura 6) disueltos en 2ml de medio DMEM sin SFB por 48 horas para
el ensayo de sintesis de coldgena por el método de Sircol y 24hrs para el ensayo de

expresion de colagena 1aly PPAR-y1 por PCR en tiempo real.

Células sin

estimulo

CONTROL

Rosiglitazona
10uM/TGFB
3ng/ml

15dPGJ2
10uM/TGFB

Rosiglitazona

10uM

3ng/ml

Figura 6. Cultivos primarios de fibroblastos MMP-19 +/+ y MMP-19 -/- en diferentes
condiciones; cada una de las condiciones se fue llevada a cabo en 3 lineas celulares MMP-
19 +/+ y 3 lineas celulares MMP-19 -/- por triplicado tanto el ensayo de sintesis de

colagena como para los ensayos de expresién de colagena 1aly PPAR-y1.
Obtencion de proteinas de medio de cultivo

Las proteinas se obtuvieron del medio condicionado, colectado después del estimulo de
las células con el agonista natural 15dPGJ2 y el agonista sintético Rosiglitazona
respectivamente por 48hrs. Una vez pasado el tiempo de estimulo con los agonistas se
extrajeron los 2 ml de medio condicionado en el cual iban diluidos los 2 agonistas

(15dPGJ2 10uM vy Rosiglitazona 10uM) y se centrifugaron a 1200rpm por 5 minutos,
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después se extrajo el sobrenadante e inmediatamente se pusieron a dializar en
membranas para dialisis (Spectra/Por molecularporous membrane, SPECTRUM) en cuatro
litros de agua dde a 4°c con un coctel de inhibidores de proteasas constituido por: 10ml de
PMSF diluido en etanol a 100mM, 100ml de EDTA diluido en agua dde a 1M, 200ml de
NaN3 azida diluido en agua dde al 1% y 10ml de NEM diluido en etanol a 2 M. Se llevaron
a cabo 4 cambios del agua de didlisis en un transcurso de 12 horas, pero solo en el

primero se le afiadio el coctel de inhibidores de proteasas.

Una vez que los medios de cultivo estuvieron 12 hrs en didlisis, se liofilizaron a sequedad
para después resuspender el liofilizado de la proteina en 50ul de agua dde y hacer una
cuantificacion por el método de Bradford y su lectura en un espectrofotémetro Beckman

DU640.
Ensayo de sintesis de colagena

Ya cuantificada la proteina se cargaron 30ug en tubos eppendorf de 1.5ml y se agrego 1
ml de de reactivo de Sircol (collagen assay kit Biocolor, UK), siguiendo las instrucciones del
fabricante, para por ultimo cuantificar la proteina por medio del micro método de

cuantificacion usando un lector de ELISA (Thermo Labsystems, Multiskan EX) a 550nm.
Extraccion y purificacion de RNA total en pulmén y cultivo celular en monocapa.

En el caso de pulmdn se pesaron 200ug del tejido y se homogenizd con un politrén y se
paso a un tubo eppendorf de 1.5ml, donde se le agregaron 2ml de TRIzol® (TRIzol reagent,

life technologies) dejandolo incubar por 5 min a temperatura ambiente.

Para la extraccion de RNA en cultivo celular en monocapa (cultivos primarios de
fibroblastos de ratén) dentro de la caja de cultivo celular se agregaron 2ml de TRIzol®,
pasando el lisado celular varias veces por la pipeta dejandolo incubando por 5 minutos.
(De aqui en adelante tanto el pulmén como el lisado celular recibieron el mismo
tratamiento). A cada uno de los tubos se les adiciond 200ul de cloroformo y las muestras

se incubaron por 3 minutos a temperatura ambiente, posteriormente las muestras se
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centrifugaron a 10,000 rpm por 16 minutos a 4°c y se agregaron 2ul de glucégeno a cada
muestra, posteriormente se almacenaron a -70°c durante 12 horas. Se adicionaron 500 pl
de isopropanol a cada muestra y se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 11 minutos a 4°c, se
decanto el sobrenadante y se lavd el botdn con 1ml de etanol al 70% y se centrifugd a
7500-rpm por 6 minutos a 4°c, se decantaron los sobrenadantes de las muestras y se
dejaron secar sobre un papel absorbente por aproximadamente 15 minutos. El RNA se
suspendid en 10ul de agua tratada con DEPC (Dietilpirocarbnato) al 0.5%,
consecutivamente se cuantific6 a través de un espectrofotometro UV
(espectrophotometer NanoDrop ND-1000) a longitud de onda de 260nm. La pureza se

determind con la relacion 260/280.

Sintesis de DNA complementario (cDNA).Para eliminar el DNA gendmico contaminate 1
pg de RNA fue tratado con 1ug de DNAasa y 1 ul de Buffer (Fermentas), durante 30
minutos a 37°C, posteriormente se le agregaron 2ul de EDTA 25mM y se incubd por 10
minutos a 65°C. La sintesis de cDNA se realizd por transcripcion reversa. El cDNA se
sintetizo utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription de Applied Biosystems
de acuerdo a las instrucciones del fabricante, 1ug de RNA previamente tratado con
DNAasa, fue mezclado con una solucién que consiste en 2ul de buffer RT 10x, 0.8 pl de
dNTP’s 25x, 2ul de random primers RT10x, 1.2ul de agua tratada DEPC, 1ul de inhibidor de
RNAasa y 1ul de la enzima Transcriptasa Reversa. Con las siguientes condiciones en el

termociclador (PERKIN ELMER GeneAmp PCR System 2400).

25°C | 37°C 37°C | 85°C |4°C

100 | 60" 60" |57 |ee

PCR en tiempo real
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El cDNA sintetizado se utilizé para llevar a cabo la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa en
tiempo real (qPCR), utilizando el sistema StepOne™ Real Time PCR System (Applied
Biosystems). La reacciéon de amplificacién se llevo a cabo en un volumen de 15ul con agua
DEPC. Se amplificaron los productos de PPAR-yl y Colagena 1lal, utilizando sondas
especificas para cada mensajero (Applied Biosystem tabla 2). Como gen enddgeno se

utilizo el 18s (gen constitutivo) en las siguientes condiciones.

50°C |95°C 95°C | 60°C |4°C

2 | 100 157 | 17 |ee

Sonda Tagman Gen
Mm01184322_m1 PPAR-gl
MmO00801666_g1 Col 1a1
Mm99999901_s1 18s

Tabla 2. Sondas Tagman utilizadas para los ensayos de expresién

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como promedio y desviacién estandar. Las diferencias entre
los grupos fueron evaluadas mediante la prueba de Tukey utilizando el paquete INERstat.
Ademas las diferencias entre los grupos se establecieron mediante el método de maxima

verosimilitud, cuando el valor de p fue menor a 0.05 (p<0.05).

Resultados
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Genotipificacidon

Para caracterizar el genotipo de los ratones, generar unidades reproductivas y establecer
las colonias MMP-19+/+ y MMP-19-/-. Debido a que estos ratones no presentan
diferencias fenotipicas es necesario llevar a cabo una genotipificacion para poder
diferenciar a estos dos grupos de organismos, para posteriormente generar los grupos
experimentales, se determind por PCR, el genotipo de los ratones, utilizando como molde
DNA purificado de la cola de los animales. EI DNA purificado fue cuantificado en el
nanodrop (NanoDrop200, Thermo Scientific) y se usaron 100ng de DNA para cada reaccion
individual, usando primers especificos para cada genotipo. Como se muestra en la Figura
7, obtuvimos productos de amplificaciéon especificos, correspondientes a los tamafios

esperados MMP-19+/+ (211 pb), MMP-19 -/- (327 pb) y HT, ambas bandas.
MMP-19 +/+ Sense (5'- 3") TCGGCCATTGAACAAGATGG

MMP-19 +/+ Anti-Sense (5'- 3") GAGCAAGGTGAGATGACAGG

MMP-19 -/- Sense (5°- 3") TCAAAACACGCAAAGTTGGA

MMP-19 -/- Anti-Sense (5- 3") ATGTGTGTTTGGCCTGAGTG

327pb

211pb

Figura 7. Gel de agarosa para el genotipificacion de MMP-19. (WT) ratdn silvestre de
MMP-19+/+ con peso molecular d 211pb, (KO) MMP-19-/- de peso molecular de 327pb.
Ambos pesos moleculares correspondientes a MMP-19 +/+ y MMP-19-/- por lo que se

define como un organismo heterocigoto (HT) o MMP-19 +/-.

Fibrosis pulmonar inducida por bleomicina
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Se instilaron con bleomicina a 8 ratones MMP-19 +/+ y 8 MMP-19 -/- de 8 semanas de
edad, asi como 4 ratones de cada genotipo con solucién salina, como grupo control, los

cuales se sacrificaron a los 7 dias y a los 21 dias.

Como se muestra en la figura 8 los ratones no mostraron diferencias significativas entre si

durante el desarrollo del modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina.

Como un indicador de morbilidad, monitoreamos el peso corporal de los ratones durante
el desarrollo de fibrosis pulmonar. No encontramos diferencias en el tiempo cero, al
comparar ratones de ambos genotipos. Después de un periodo de 7 dias, algunos ratones
registraron pérdida de peso en ambos genotipos, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas. Después de un periodo de 21 dias post-instilacion no

encontramos diferencias en el peso corporal.

Peso de los ratones MMP-19 +/+y MMP-19 -/-
en el modelo de fibrosis pulmonar

- A MMP-19 +/+
30+ = MMP-19 -/-
wn ]
g !
S 251
(@)]
20+ )
A\
9’.‘\\(‘} &(&% 6\&
& A q/'\v
é\Q

Figura 8. Pesos de los ratones MMP-19 +/+ y MMP-19 -/- durante el modelo de fibrosis
pulmonar por bleomicina. En cada punto se muestra el promedio y desviacion estandar de

4 ratones por genotipo.

Lavado Bronquialveolar
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Para evaluar la respuesta inflamatoria después del tratamiento con bleomicina, se realizé
lavado bronquio-alveolar (LBA) en los ratones sacrificados después de un periodo de 7
dias. Las células del LBA fueron separadas y tefiidas con Wright-Giemsa y evaluadas por un
patélogo, para contar el porcentaje de macréfagos, linfocitos, eosinéfilos y baséfilos en el
LBA. Como se muestra en la figura 9 el porcentaje de neutréfilos fue significativamente
mayor en los ratones MMP-19 +/+ comparado con los ratones MMP-19 -/- (10.80 + 9.42 vs

1.20 +1.79 p<0.01, respectivamente)

A los 7 dias de evolucion del modelo se sacrificaron los ratones, llevando a cabo un conteo
diferencial de células en lavados bronquio alveolares (LBA) para evaluar que tipos

celulares se presentaban en la etapa inflamatoria.

Como se muestra en la figura 9 el porcentaje de neutroéfilos fue significativamente mayor
en los ratones MMP-19 +/+ comparado con los ratones MMP-19 -/- (10.80 + 9.42 vs 1.20 +

1.79 p<0.01, respectivamente).

Conteo diferencial de células en LBA de raton instilado a 7 dias

100 -
- 80 -
=
[us]
-
O B0
H m MIVIP-18 +/+
= ap - B MMP-19-/-
)
(%]

»
R w p<0.01
D i ﬁ T
Macrofagos Linfocitos MNeutrofilos Eosindfilos

Figura 9. Conteo diferencial celular en LBA en ratones MMP-19 +/+ y MMP-19-/-.

Expresion de colagena a- tipo | (Col 1a1) en pulmones control e instilados a 7 y 21 dias.
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Se cuantificé la expresidén de coldgena a 1 tipo | por medio de PCR en tiempo real en el
pulmon de ratones controles e instilados con bleomicina, sacrificados a los 7 y 21 dias. Los
pulmones de ratones, instilados con solucidn salina, no presentaron diferencias
significativas. En los pulmones instilados a 21 dias se presentd un incremento en la
expresion de Collal expresidon con respecto a su control en ambos genotipos, cabe
recalcar que se encontré una mayor expresion de Collal en los ratones MMP-19 -/-
comparacion con los MMP-19+/+ (MMP-19+/+ 0.001128 + 0.000149 vs MMP-19 -/-
0.01491+ 0.000555 p<01). Figura 10.

Expresion de coldgenal en pulmones de raton
controleinstiladosa 7 y 21 dias

0as * p<0.01

0.016 -

*p<0.01

0.014 -

0.012
4 T p{U.Ol
N oo
- BIAMP-15+/+
G ooce mMMP-19-/-

sininstilar T dias 21dias

Figura 10. Expresion de colagena 1al en pulmones controles e instilados con bleomicina a
7 y 21 dias por el método AcT. Los resultados se presentan como promedio con desviacién

estdndar de tres pulmones por genotipo en cada punto.

Expresion de PPAR-y1 en pulmones instilados con bleomicina
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Al comparar los pulmones MMP-19 +/+ y MMP-19-/- instilados con solucién salina
podemos observar que los ratones MMP-19-/- presentan una expresion significativamente
mayor de PPAR-yl comparados con los ratones MMP-19 +/+ (MMP-19+/+ 3.31E-06 +
1.41E-07 vs MMP-19 -/- 1.89E-05+ 3.89E-07 p<01).

En el caso de los ratones MMP-19+/+ la expresion de PPAR-yl disminuyd
significativamente a los 7 dias post-instilacidon y posteriormente alcanzoé los niveles basales
a los 21 dias post-instilacidn. En el caso de los ratones MMP-19-/- la expresidon de PPAR-y1

disminuyd progresivamente a los 7 y 21 dias (Figura 11)

Expresion de PPAR-y en pulmones de raton control e instilados a7y 21

dias
*
0.000025 - p<0.01
[ ) |
*p<0.01
* .
0.00002 - p<0.01 I::.l
| |
17 ]
E 0.000015 -
"'l: B MMP-15 +/+
(&) m MMP-19-/-
0.00001 - -
<]
0.000005 -
|:| A
sinInstilar 7 dias 21 dias

Figura 11. Expresién de PPAR-y1 en pulmones controles e instilados con bleomicinaa 7 y
21 dias. Los resultados se presentan como promedio con desviacidn estandar de

triplicados.

Inmunohistiquimica
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Los ratones MMP-19 +/+ y MMP-19 -/- se sacrificaron por medio de una sobredosis de
Pentobarbital sddico. Se obtuvieron los pulmones izquierdos para ser almacenados en
nitrégeno liquido y el derecho se fijé con paraformaldehido y se embebié en parafina para

analisis histoldgico e inmunohistoquimica.

Los ratones control fueron tratados con solucién salina via intratraqueal. No se
encontraron diferencias morfoldgicas en el pulmdén de los ratones MMP-19 +/+ y MMP-
19-/-, ni antes ni después del tratamiento con solucion salina, asi como tampoco en
cuanto a la expresién de PPAR-y entre MMP-19 +/+ y MMP-19-/- como se puede apreciar
en lafigura12 (AyB)y 13 (Ay B).

A los 7 dias postinstilacion podemos observar varias células positivas para PPAR-y en el
pulmén de ratones de ambos genotipos MMP-19 +/+ y MMP-19 -/- (figura 12), un
aumento nos permite observar macrdfagos alveolares propios de una etapa inflamatoria.
Sin embargo no se aprecian diferencias entre ambos genotipos, ni en la expresién de
PPAR-y, ni en la morfologia del pulmén (Figuras 12C/D y 13C/D). Cabe recalcar que al
realizar el LBA si se encontraron diferencias significativas entre estos grupos de ratones ya
que los MMP-19+/+ presentan un mayor numero de neutrdfilos que los MMP-19 -/-

(Figura 9).

A los 21 dias post instilacion con bleomicina se observaron areas de fibrosis en ambos
ratones pero un mayor dafio y extensidén de la fibrosis en los ratones MMP-19 -/-.
Podemos apreciar pocas células positivas para PPAR-y, ademas de una tincion tenue, las
células se identificaron como macroéfagos alveolares, también sin mostrar diferencias de

expresion PPAR-y entre ambos genotipos figura 12 (Ey F) y 13 (Ey F).
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Figura 12. Inmunohistoquimica de pulmones MMP-19 +/+ con el anticuerpo de PPAR-y1

control (A 10x y B 40x), instilados a 7 dias (C 10x y D 40x) e instilados a 21 (E 10x y F 40x).
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Expresion de colagena en fibroblastos

Se realizd una curva tiempo/respuesta para determinar el tiempo en el cual se obtenia la

expresion maxima de coldgena en condiciones basales y bajo el estimulo de TGF-B1.
Expresion de colagena en fibroblastos MMP-19 +/+ y MMP-19 -/-

La expresién de colagena se midié con sondas Tagman especificas para colagena 1al de
ratéon (Mus musculus Collal) y se evalué en fibroblastos extraidos del pulmén de ratones

MMP-19 +/+y MMP-19 -/- cultivados 24hrs con TGF-B1.

Inicialmente se analizé la expresion a las 3, 6, 12 y 24 horas para encontrar el punto
Optimo de estimulacién con TGF-B1. Como se muestra en la figura 13, determinamos que
el periodo de maxima expresion de coldgena después del tratamiento con TGF-B1 es a las
24h. Interesantemente la induccién de la expresién de colagena fue significativamente
mayor en los fibroblastos deficientes en MMP19, en comparacién con los MMP-19+/+,
tanto en condiciones control, como en presencia de TGF-B1, como se observa en la figura

14.

Curva de expresion de colagena en fibroblastos
MMP-19 +/+y MMP-19 -/-
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Figura 14. Curva Tiempo/ respuesta de expresion de coldgena en fibroblastos MMP-19 +/+
y MMP-19 -/- control y con el estimulo de TGF-B a 0, 3, 6, 12 y 24horas. Representada

como promedio con desviacion estandar por el método de ACT.
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Basados en el experimento anterior se monté un experimento en fibroblastos cultivados
por 24 horas con diferentes estimulos que incluyen: TGF- B, los dos tipos de agonistas del
PPAR-y 15dPGJ2 vy rosiglitazona, TGF- B/15dPGJ2, TGF-B/rosiglitazona ademas de

fibroblastos sin estimulo (control) para cada genotipo.

Como se observa en la figura 15 los fibroblastos control (sin estimulo) MMP-19 -/-
presentan una expresion significativamente mayor de coldgena en comparacién con los
fibroblastos MMP- 19 +/+. Al estimular los fibroblastos, de ambos genotipos, con TGF-
observamos un aumento significativo de la expresién de coldgena, en comparacién con
sus controles, sin dejar de lado que los ratones MMP-19-/- presentan una mayor
expresion basal de coldgena a 1 tipo | que los MMP-19+/+. Al estimular con el agonista
natural de PPAR-y 15dPGJ2, los fibroblastos MMP-19 +/+ no presentaron diferencias de
expresion en comparacion con su control, aunque en el caso de los fibroblastos MMP-19 -
/- se encontrd una disminucion de la expresidon de colagena, inclusive menor a la de su
control, sin embargo entre los genotipos MMP-19+/+ y MMP-19 -/- se sigue conservando
la diferencia descrita previamente, es decir, una mayor expresion de coldgena en los

MMP-19 -/-.

Un comportamiento similar se encontré al estimular con el agonista sintético
rosiglitazona, en el cual los fibroblastos MMP-19+/+ mostraron diferencias significativas
en comparacion con su control, sin embargo los fibroblastos MMP- 19 -/- presentaron un

menor nivel de expresion de coldgena, en comparacién con su control.

Los fibroblastos MMP-19 +/+ que fueron estimulados con 15dPGJ2 10uM/ vy o en
combinacion con TGF-B1 3ng/ml presentaron una disminucion significativa en la
expresion de colagena, en comparacion con los fibroblastos MMP-19 +/+ que solo fueron
estimulados con TGF-B1l. Sin embargo, aln presentan una expresidn mayor que sus
controles, en el caso de los fibroblastos MMP-19 -/- con el mismo estimulo también

presentan una disminuciéon en la expresién de colagena en comparaciéon con los

39



fibroblastos MMP-19 -/- estimulados con TGF-B1, en comparacidn con su control estos

fibroblastos también presentan una expresion significativamente mayor de coldgena.

En el caso del estimulo con Rosiglitazona 10uM + TGF-B1 3ng/ml, los fibroblastos MMP-19
+/+ presentan una disminucion significativa de colagena en comparacion con los
fibroblastos MMP-19+/+ estimulados sélo con TGF-B1, sin embargo tienen una mayor
expresién que su control. Por otro lado, los fibroblastos MMP-19 -/- estimulados con
Rosiglitazona 10uM/TGF-B1 3ng/ml también presentan una disminucion en la expresién
de coldgena en comparacion con los fibroblastos MMP-19 -/- estimulados solo con TGF-

B1, manteniendo una mayor expresion de coldgena que su control. Figura 15.
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Figura 15. Expresién de colagena 1al en fibroblastos de ratdn MMP-19+/+ y MMP-19-/-
calculada por el método de ACt y representada en promedio y desviacion estdndar. Los
fibroblastos fueron cultivados por 24 hrs en las siguientes condiciones: Control (sin
estimulo), TGF-B 3ng/ml, 15dPGJ2 10uM, Rosiglitazona 10uM, 15dPGJ2 10uM/ TGF-B
3ng/mly Rosiglitazona 10uM/TGF-B 3ng/ml.
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Efecto de agonistas del PPAR-y1 en la expresidn y sintesis de colagena en fibroblastos de

pulmén de ratén MMP-19 +/+ y MMP-19 -/-.

El efecto del TGF-B1 y de los agonistas en la sintesis de colagena de los fibroblastos MMP-
19 +/+ y MMP-19 -/- fue analizado a nivel de proteina, utilizado un método colorimétrico,
usando el reactivo de Sircol (Biocolor UK). Observamos una mayor tasa de sintesis de
coldgena en los fibroblastos MMP-19 -/- en comparacion con los fibroblastos MMP-19 +/+
en condiciones basales o control (sin ningun estimulo). En el caso de los fibroblastos que
fueron estimulados con TGF-B1, observamos un aumento significativo de la sintesis de
colagena en ambos genotipos con respecto a su control sin estimulo, sin embargo no
encontramos diferencias significativas al comparar entre genotipos. Por otro lado, al
estimular las células con los agonistas 15dPGJ2 y Rosiglitazona no se encontraron
diferencias con respecto de sus controles. Sin embargo, al combinar los estimulos de los
agonistas con el TGF-B (15dPGJ2/TGF-B1 y Rosiglitazona/TGF-B1) se aprecia una
disminucion de la sintesis de coldgena en ambas combinaciones en comparacion con su

estimulo de TGF-B1 solo, para cada genotipo. Figura 16.
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Figura 16. Promedio y desviacion estandar de sintesis de coldgena en fibroblastos MMP-
19 +/+ y MMP-19 -/- cultivados por 48hrs en las siguientes condiciones: Control (sin
estimulo), TGF-B 3ng/ml, 15dPGJ2 10uM, Rosiglitazona 10uM, 15dPGJ2 10uM/ TGF-B
3ng/mly Rosiglitazona 10uM/TGF-B 3ng/ml.

Expresion de PPAR-y1 en fibroblastos MMP-19 +/+ y MMP-19 -/-

La expresion de PPAR-y1 en los fibroblastos control (sin estimulo) MMP-19 +/+ y MMP-19
-/- no presento diferencias significativas. Al estimular a los fibroblastos MMP-19 +/+ con
TGF-B1 observamos que la expresion de PPAR-y disminuye significativamente, al comparar
con los niveles del control; por el contrario, la expresion de PPAR-y aumenta
significativamente en los fibroblastos MMP-19 -/- por encima del nivel de expresién de los

fibroblastos control.
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Respecto al tratamiento con 15dPGJ2, observamos que la expresion de PPAR-y en los
fibroblastos MMP-19 +/+, no se modificé con el tratamiento del agonista respecto al nivel

de expresion en los fibroblastos control o no estimulados.

Por el contrario, el tratamiento con el agonista en los fibroblastos MMP-19 -/- indujo un
aumento significativo en la expresion de PPAR-y, en comparacién con su propio control, y

con los fibroblastos MMP-19+/+ estimulados.

Por otro lado, los MMP-19 -/- presentan un aumento en la expresidén del receptor en

comparacion con su control y con el MMP-19 +/+ con el agonista natural.

En el caso de los fibroblastos estimulados con el agonista sintético Rosiglitazona los
fibroblastos MMP-19 +/+ no presentan diferencias en la expresidon del receptor, en
comparacion con su propio control, pero si con los fibroblastos MMP-19 -/- estimulados
con el mismo agonista, los cuales presentaron un aumento significativo de expresién del

PPAR-y1 en comparacion con su propio control.

De la misma manera que en experimentos pasados se evalud el efecto que tenia la
combinacidn de estimulos. En el caso de 15dPGJ2 10uM/ TGF-B 3ng/ml los fibroblastos
MMP-19 +/+ presentaron un aumento en la expresidn del receptor en comparacion con su
control, sin embargo éste no fue significativo, los fibroblastos MMP-19 -/- también
presentaron un aumento en cuanto la expresién de PPARyl en comparacién con su

control y con los fibroblastos MMP-19 +/+ con el mismo estimulo.

Respecto a la combinacidn Rosiglitazona 10uM/TGF-B 3ng/ml, los fibroblastos MMP-19
+/+ presentaron un aumento significativamente mayor en la expresion de PPAR-y1 en
comparacidon con su control, sin embargo este aumento no fue mayor que en los
fibroblastos MMP-19-/- bajo las mismas condiciones. Los fibroblastos MMP-19 -/- también

mostraron un aumento significativamente mayor que su control. Figura 17.
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Figura 17. Expresion de PPAR-yl en fibroblastos de raton MMP-19+/+ y MMP-19-/-
calculada por el método de ACt y representada en promedio y desviacion estandar. Los
fibroblastos fueron cultivados por 24 hrs en las siguientes condiciones: Control (sin
estimulo), TGF-B 3ng/ml, 15dPGJ2 10uM, Rosiglitazona 10uM, 15dPGJ2 10uM/ TGF-B

3ng/mly Rosiglitazona 10uM/TGF-B 3ng/ml.

Discusion

La fibrosis pulmonar idiopatica es la mdas comun y agresiva entidad de las enfermedades
pulmonares intersticiales difusas (FP) para la cual no existe tratamiento. Es una
enfermedad relacionada con la edad, ya que la presentan personas de entre los 55-75
afos de edad, es crénica, progresiva, irreversible y letal; debido a que una vez que el
paciente es diagnosticado con FPI su esperanza de vida es de 2.5-3.5 afios. En la actualidad
existen suficientes evidencias de que la respuesta fibrotica se debe a una activaciéon
anormal de las células del epitelio alveolar y no a un proceso crénico inflamatorio como
en el resto de las enfermedades fibrosantes. Esta respuesta anormal produce mediadores

para la formacién de focos de fibroblastos y miofibroblastos, asi como, la proliferacion de
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las células mesenquimales residentes, activacion de fibrocitos circulantes y la estimulacién
de TEM. Los fibroblastos y miofibroblastos tienen una exagerada secrecion de coldgenas,
lo que resulta en el depdsito exagerado de moléculas de la MEC en el parénquima

pulmonar, asi como, la perdida de la arquitectura y funcién del pulmén (1, 2, 4).

La FPI es una enfermedad de origen desconocido y por ello es dificil que un modelo
experimental reproduzca esta enfermedad. Actualmente los hallazgos mas relevantes
provienen de modelos experimentales realizados en animales, entre los métodos
utilizados para inducir fibrosis experimental se incluyen; la instilacién directa a la trdquea
de un agente fibrogénico como asbesto, silice y bleomicina (la cual se utilizd en éste

trabajo por tratarse del modelo mas popular en ratones) (3, 61).

La Bleomicina es un glicopéptido utilizado en el tratamiento de algunos tipos de cancer,
sin embargo el potencial terapéutico de este medicamento estd limitado debido a la
toxicidad pulmonar que presenta. El efecto citotoxico es dosis/dependiente e involucra el
desarrollo de neumonitis la cual progresa a fibrosis pulmonar. Las células epiteliales
alveolares son el blanco principal del dafio inducido por bleomicina, la cual ejerce su
efecto citotéxico a través de la generacidn de especies reactivas de oxigeno y por dafo
directo al DNA y RNA, ademas de liberar citocinas y factores de crecimiento que participan

como quimio atrayentes de células inflamatorias y fibroblastos (60, 61).

Los animales transgénicos son de gran utilidad para determinar la funciéon de genes
especificos, no solo en patologias humanas sino también en la homeostasis de los
organismos. Para la realizacién de este trabajo se trabajo con un ratdn transgénico
deficiente de la MMP 19 (MMP-19) 6 RASI-I, MMP-19 -/-) para evaluar el papel de esta
enzima y su relacion con el PPAR-yl en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por

bleomicina, siguiendo el modelo en un periodo de 7 y 21 dias post-instilacién.

Se llevo a cabo un conteo diferencial celular en LBA donde se comprobd que los pulmones
instilados a 7 dias de ratones MMP-19 +/+ tienen diferencias en la inflamacién, ya que

presentan un mayor numero de neutrofilos que los MMP-19-/-, lo cual nos podria hacer
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pensar que la fibrosis pulmonar mds extensa y severa que presentan los ratones MMP-19-
/- sea independiente de una via inflamatoria, al igual que lo propuesto por nuestro grupo

de trabajo en el caso de la FPI (2, 3, 4, 41).

Al analizar la expresién de la Col lal en los pulmones de ratones MMP-19 +/+ y MMP-19-
/-, se observé que los pulmones MMP-19 -/- tienen una mayor expresion de colagena. Los
pulmones instilados a 21 dias mostraron un aumento de poco mas de tres veces la
expresion de coldgena lal en comparacion con sus controles. En ambos genotipos
instilados a 21 dias los pulmones MMP-19 -/- tienen una mayor expresion de coldgena en
comparacion con el MMP-19+/+, lo cual coincide con lo antes observado en el analisis
histopatoldgico donde se observd una fibrosis mas severa en los pulmones MMP-19 -/-.
Este resultado coincide con lo reportado por nuestro grupo de trabajo que demostré que
después de la instilacion con bleomicina los pulmones de ratones MMP19 -/- tienen un

contenido de hidroxiprolina significativamente mayor que el raton MMP-19+/+ (41)

Se requieren estudios posteriores para analizar el papel de la MMP-19 en la regulacion de
la coldgena | no solo en la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, pues como ya se
menciono en condiciones basales los pulmones de los ratones MMP-19 -/- presentan una

mayor expresion de col lal.

Para averiguar si el grado de fibrosis en los ratones MMP-19 -/- estaba relacionado con la
expresion de PPAR-y1 se analizd la expresion de este receptor en los pulmones control e
instilados a 7 y 21 dias en ambos genotipos. La expresion basal de los pulmones MMP-19
+/+ fue significativamente menor en comparacion con los pulmones MMP-19 -/-. Estos
datos van en contra de nuestra hipdtesis inicial acerca de que el raton MMP-19 -/- tenia
una disminucién de PPAR-y1 y por ello puede contribuir a una respuesta fibrosante mas
severa. Sin embargo, en condiciones basales este aumento en la expresidon puede estar
relacionado con la obesidad y atrofia de adipocitos presentada por estos ratones (21) y no
con el proceso fibrético. Conforme avanza el modelo de bleomicina se observa que hay

una disminucion drastica del PPAR-y1 en los pulmones MMP-19 -/- instilados a 7 y a 21
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dias se presenta una disminucidn significativa en comparacién con los pulmones MMP-19
+/+. La disminucién drastica de la expresién del receptor en los pulmones MMP-19 -/-
hace suponer que el PPAR-y1 tenga un papel fundamental en el desarrollo de la fibrosis en
el organismo transgénico y tal vez la falta de la MMP-19 tenga que ver con el
mantenimiento de la expresion del PPAR-y1 durante el desarrollo de la fibrosis pulmonar

inducida por bleomicina.

El andlisis por inmunohistoquimica de la presencia de PPAR-y en pulmones control
instilados con solucion salina en los ratones MMP-19+/+ y MMP-19 -/- no mostrd
diferencias entre ambos grupos de ratones. Este resultado difiere de los resultados de
expresion de PPAR-y analizados por PCR donde se observé una mayor expresién de PPAR-

v1 en los pulmones MMP-19-/-.

En los pulmones instilados a 7 dias, muestran un gran infiltrado de macréfagos alveolares
con marca positiva al anticuerpo de PPAR-y1 en ambos genotipos. Cabe recalcar que se ha
reportado que el PPAR-y1 como factor de transcripcién de un gran niumero de genes,

participa en la diferenciaciéon de Monocito- Macréfago (62).

En la etapa fibrotica del modelo (21 dias), se observo también un infiltrado de macrofagos
alveolares positivos al anticuerpo de PPAR-y sin embargo no se encontraron diferencias de
expresion de este receptor nuclear entre ambos genotipos. Dato que no coincide con lo
encontrado por medio de PCR, donde se observo una menor expresién de PPAR-y1 en los
pulmones MMP-19-/-. Cabe recalcar que en cuanto al grado y extensién de la fibrosis si se
encontraron diferencias ya que se puede apreciar una fibrosis extensa y severa en los
pulmones MMP-19-/-, lo que coincide con lo reportado por el grupo de trabajo, donde se
demostré que la MMP-19 tiene un papel antifibrotico en el desarrollo de la fibrosis

pulmonar (41).

Los fibroblastos son las células responsables de la sintesis de coldgena fibrilar y en este
contexto decidimos analizar el comportamiento de fibroblastos obtenidos de los

pulmones de los ratones MMp-19 +/+ y MMP-19 -/- de la MMP19. En condiciones basales
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los fibroblastos MMP-19 -/- sintetizan una mayor cantidad de coldgena en comparacién de
los fibroblastos MMP-19 +/+. La acumulacidén excesiva de moléculas de la MEC es una
caracteristica de la enfermedades fibrosantes como la fibrosis pulmonar, entre las
moléculas de la MEC mas expresadas en la fibrosis pulmonar se encuentra la coldgena | la
cual contribuye al fenotipo fibrético de estos ratones MMP-19 -/- y se requieren estudios

posteriores para analizar su posible papel regulador de la sintesis de colagena tipo I.

La estimulacion de los fibroblastos de pulmén de ambos genotipos con TGF-f3, se observé
un incremento en la sintesis de coldgena, conservado una mayor sintesis por parte de los
MMP-19 -/-. Al estimular los fibroblastos con el agonista natural 15dPGJ2 se observa una
leve disminucidon en ambos genotipos en comparacidn con sus respectivos controles, esta
disminucion no llega a ser significativa ni entre sus controles ni entre los genotipos. Al
estimular las células MMP-19 +/+ con el agonista sintético rosiglitazona estas no
presentaron practicamente ninguna diferencia con su control, sin embargo si presentaron
diferencias significativas con respecto a las MMP-19 -/- las cuales presentaban una mayor
sintesis de colagena. Al agregar la combinacion de los agonistas con el TGF-B la sintesis de
coldgena disminuye al nivel de sus controles (Figura 15). Por lo tanto, pensamos que la
MMP-19 no esta relacionada con el efecto de los agonistas sobre la sintesis de colagena,
aungue, ya mencionamos que probablemente la MMP-19 juega un papel importante en el
mantenimiento de la expresidon del PPAR-y. Los efectos “anti- fibroticos” del PPAR-y1 no
estan del todo relacionados con el receptor, pues varios autores han demostrado que
muchos de estos efectos son el resultado de sus ligdndos tanto naturales sintéticos por
medio de una via independiente al PPAR-y1, ya sea bloqueando la via de AKT3 o algunas
otras rutas o formas aun no elucidadas (53, 54, 55, 56, 57, 58, 60). Es bastante interesante
que los fibroblastos MMP-19-/- presenten mayor sintesis de coldgena en condiciones
basales que los MMP-19 +/+, inclusive, el dato fue corroborado mediante PCR en tiempo
real, se realizd una curva de tiempo/expresidn para montar el experimento de expresion
de coldgena con las mismos agonistas, y el experimento se realizo a las 24 hrs (Figura 13).

Al medir la expresion de Col lal de fibroblastos de ambos genotipos con los agonistas de
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PPAR-y1 se observé mayor expresion en los de MMP-19 -/-. Por lo que se puede asegurar
que los fibroblastos MMP-19 -/- tienen una mayor tasa de expresidén y sintesis de

colagena.

La expresion del PPAR-y1 en fibroblastos no mostré diferencias significativas entre los
fibroblastos MMP-19 +/+ y MMP-19 -/- al ser estimulados con los agonistas 15dPGJ2 y
rosiglitazona, TGF-B/15dPGJ2, TGF-B/rosiglitazona, y practicamente la expresion se
mantuvo igual que sin ningun estimulo, pero al ser estimulados sélo con TGF-f ambos
genotipos presentan un aumento de expresion del PPAR-y significativamente mayor que
sus respectivos controles, aunque no presentaron diferencias entre los genotipos, lo que

podria deberse a que la MMP-19 no tiene que ver con la expresion del receptor..
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Conclusiones Con formatc

Los ratones MMP-19 -/- desarrollan una fibrosis mas extensa y severa que los ratones

MMP-19 +/+.
Los pulmones MMP-19 -/- tienen mayor expresion del gen de col lal que los MMP-19 +/+.

Existe una disminucidn de PPAR-y1 en los pulmones MMP-19 -/- instilados a 7 y 21 dias en

comparacion con los pulmones MMP-19 +/+.

No se encontraron diferencias en los tipos celulares y nimero de células que expresan el
PPAR-y1 en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en los ratones MMP-

19 +/+ y MMP-19 -/-.

Los fibroblastos MMP-19 -/- expresan y sintetizan mas colagena que los MMP-19 +/+.
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