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Resumen

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad pulmonar intersticial
progresiva y generalmente letal de etiologia desconocida que se caracteriza por
una aberrante activacion de las células epiteliales que inducen la migracion,
proliferacion y la activacion de los fibroblastos dando lugar a la formacién de focos
de fibroblastos/miofibroblastos responsables del depdsito excesivo de
componentes de la matriz extracelular (MEC) y la remodelacion del tejido
pulmonar. Observaciones previas en nuestro laboratorio mostraron que la
expresion de la metaloproteasa de matriz 19 (MMP19) esta aumentada en la FPI.
Con objeto de investigar el papel que desempefia esta enzima en el desarrollo de
la fibrosis pulmonar, se instilaron ratones silvestres y deficientes de la MMP19 con
bleomicina y se comparé la respuesta inflamatoria en los lavados
bronquioalveolares y el desarrollo de fibrosis pulmonar. Los resultados mostraron
que los ratones MMP19-/- contienen un numero significativamente menor de
neutrofilos y una menor actividad de mieloperoxidasa. Sin embargo, la respuesta
fibrosante analizada por hidroxiprolina fue significativamente mayor (p<0.05) en
los ratones MMP19-/- y fueron notables los focos de miofibroblastos. En este
contexto se decidié explorar el papel de la MMP19 en el comportamiento de los
fibroblastos pulmonares. Con este propésito se aislaron fibroblastos de pulmoén
derivados de ratones silvestres y deficientes de MMP19. El analisis por
microarreglos reveld la desregulacion de varias vias profibrosantes incluyendo la
formacion de la matriz extracelular, la migracion, la proliferacion y la autofagia.
Estudios funcionales confirmaron estos hallazgos. En comparacion con los ratones
control, los fibroblastos de pulmones MMP19-/- mostraron un aumento del gen de
la colagena alfa 1 (I) y en la produccion de proteinas de colagena en condiciones
basales y después del tratamiento con TGF-beta, y un aumento de la expresion de
la alfa actina de musculo liso (alfa-SMA) (p < 0,05). Del mismo modo, fibroblastos
de pulmon deficientes de MMP19 mostraron un aumento significativo en la tasa de
crecimiento (p < 0,01), y en la transmigracién a través de camaras Boyden
recubiertas con colagena tipo | o con Matrigel (p < 0,05). Estos hallazgos sugieren
que en fibroblastos de pulmoén, la MMP-19 tiene fuertes efectos reguladores sobre
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la sintesis de los componentes clave de la MEC, en fibroblastos en la
diferenciacion a miofibroblastos y en su migracién y en su proliferaciéon. Estos

resultados sugieren que la MMP19 tiene un efecto protector en el desarrollo de la

fibrosis pulmonar.



Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive and usually lethal lung
interstitial disease of unknown etiology characterized by an aberrant activation of
epithelial cells that induce migration, proliferation and activation of fibroblasts
leading to fibroblasts/myofibroblasts foci formation responsible for the excessive
deposition of extracellular matrix (ECM) components and abnormal lung tissue
remodeling. Previous observations in our laboratory showed that the expression of
matrix metalloproteinase 19 (MMP19) is increased in IPF. To investigate the role of
this enzyme in the development of pulmonary fibrosis, wild-type and MMP19
deficient mice were instilled with bleomycin and the inflammatory response on
bronchoalveolar washings and the development of pulmonary fibrosis was
compared. The results showed that MMP19-/- mice contain a significantly fewer
number of neutrophils and less myeloperoxidase activity. However, fibrotic
response analyzed by hydroxyproline content was significantly higher (p <0.05) in
MMP19-/- mice and it were remarkable in myofibroblasts foci formation. In this
context it was decided to explore the role of MMP19 in the behavior of lung
fibroblasts. For this purpose lung fibroblasts derived from wild-type and MMP19
deficient mice were isolated. Microarray analysis revealed deregulation of several
profibrotic pathways including extracellular matrix formation, migration, proliferation
and autophagy. Functional studies confirmed these findings. Compared to control
mice, lung MMP19-/- fibroblasts showed an increased expression of collagen gene
alpha1 (I) and in the collagen protein production in basal conditions and after
treatment with TGF-beta, and an increased expression of alpha smooth muscle
actin (alpha-SMA) (p<0.05). In the same way, lung fibroblasts of MMP19-/- mice
showed a significant growth rate increase (p <0.01), and in transmigration through
Boyden chambers coated with type | collagen or Matrigel (p<0.05). These findings
suggest that in lung fibroblasts, MMP19 has a strong regulatory effect on the
synthesis of key ECM components, in fibroblasts differentiation into myofibroblasts
and in their migration and proliferation. These results suggest that MMP19 has a

protective effect on the development of lung fibrosis.
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INTRODUCCION

Fibrosis Pulmonar Idiopatica

Los desdérdenes fibroproliferativos se encuentran entre las causas principales
de morbilidad y mortalidad en el mundo. El reemplazo del tejido normal y funcional
por excesivo tejido fibroso puede ocurrir en los principales tejidos y 6rganos
resultando en varios desérdenes incluyendo: cerebrales, cardiacos, desordenes
vasculares periféricos, cirrosis hepatica, asi como desordenes intersticiales de
pulmoéon (1). Algunos desérdenes fibroticos tienen una etiologia infecciosa
(bacterias, virus, hongos), que provocan una respuesta inflamatoria que en

algunos casos puede ser crénica (2).

La fibrosis pulmonar difusa es el resultado de un conjunto heterogéneo de
padecimientos respiratorios agrupados bajo el término de Enfermedades
Pulmonares Intersticiales Difusas (EPID), que en términos generales se
caracterizan por un desequilibrio entre sintesis y degradacion de la Matriz
Extracelular (MEC) que resulta en la distorsion de la arquitectura pulmonar. La
clasificacion patologica de las EPID incluye dos grupos generales: neumonia
infiltrativa difusa con una presentacion histoldgica especifica de causa conocida y

enfermedades de causa desconocida o idiopaticas (3,4).

Dentro de las EPID de causa conocida se encuentran aquellas provocadas
por la inhalacidn de particulas inorganicas tales como silice, asbesto y particulas
metalicas, asi como aquellas provocadas por la inhalacidn de particulas organicas
como antigeno aviario (5). También el uso de ciertos medicamentos como la
bleomicina usada como antineoplasico produce fibrosis pulmonar en forma dosis
dependiente. La instilacion intratraqueal de bleomicina es utilizada en
investigacion basica como el principal agente fibrogénico en modelos animales. En
el raton es el principal modelo utilizado debido a que la presentaciéon y distribucién

de las lesiones puede asemejarse a ciertas neumonias intersticiales (6-8).



La Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) es una enfermedad cronica, progresiva
y letal. Es la mas frecuente de las EPID de causa desconocida. Las curvas de
sobrevida para FPIl son peores que para muchos casos de cancer, con una
sobrevida media de 2-4 afos después del diagnéstico (9-11). La FPI se presenta
mas en los hombres que en las mujeres y con mayor incidencia al aumentar la
edad, dos de cada tres casos se presentan en personas mayores de 60 afos, asi

como fumar es un factor de riesgo de padecer FPI (9,12-14).

Tradicionalmente la FPI se trataba como una enfermedad resultado de un
proceso inflamatorio no resuelto. Sin embargo existe evidencia de que la FPI
podria no ser el resultado de inflamacién crénica. Estudios en ratones deficientes
de genes ligados al proceso inflamatorio y a factores fibrosantes, demuestran que
es posible una respuesta fibrotica en ausencia del proceso inflamatorio (15,16).
Adicionalmente la falta de respuesta en pacientes de FPI al tratamiento con anti-
inflamatorios esteroideos con o sin inmunosupresores, eficaces en el tratamiento
de enfermedades que tienen como fondo un proceso inflamatorio conocido. En el
mismo sentido, la falta de evidencia histolégica de inflamacién preponderante en
fases tempranas de la FPI, condujeron a la hipotesis de que la FPI se caracteriza
por una secuencia de eventos diferentes al resto de las EPID de causa
inflamatoria (17). Esta propuesta sugiere que la FPI es el resultado de una
alteracién en la comunicacion y/o funcién epitelio-fibroblasto. La FPI inicia con
microlesiones en el epitelio alveolar y su activacién es seguida por la migracion y
proliferacion de fibroblastos que se diferencian en miofibroblastos. Los
miofibroblastos pueden provocar el rompimiento de la membrana basal, depésito
de MEC vy apoptosis en las células epiteliales alveolares, perpetuando el dafio e

impidiendo la regeneracién del epitelio (17,18). Figura A.
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Figura A. Esquema hipotético del modelo de reparacion anormal de dafio en la FPI. Fuente: Selman M, Pardo
A. Revealing the pathogenic and aging-related mechanisms of the enigmatic idiopathic pulmonary
fibrosis an integral model. Am J Resp Crit Care Med, 189: 1161-72. 2014.

El resultado de la FPI son septos alveolares engrosados localizados
predominantemente en la regidon subpleural. La histopatologia caracteristica
asociada a FPI conocida como neumonia intersticial usual, UIP (por sus siglas en
inglés Usual Interstitial Pneumonia), tiene una apariencia heterogénea. Incluye
areas de parénquima pulmonar normal, asi como sitios localizados de fibrosis con
la presencia de estructuras conocidas como focos de fibroblastos/miofibroblastos
(FF) responsables del depdsito exagerado de proteinas de MEC (12). Los
pacientes con esta patologia reportan funcién pulmonar restringida o deteriorada y
tos seca por un periodo mayor a 6 meses que se va agravando con el paso del

tiempo (14).



Focos de fibroblastos

La presencia de los focos de fibroblastos/miofibroblastos en la UIP que
caracteriza la FPl se compone de cumulos de células del mesénquima en sitios
donde hubo dafno epitelial y su abundancia y extension se relaciona con un peor
prondstico y pobre sobrevida (19-21). Los focos de fibroblastos son zonas de giros
laxos de MEC de padlida tincion comunmente adyacentes a zonas de pulmén
normal. Consisten de pequenas colecciones intersticiales en forma de domo inter

espaciados con numerosas células tipo fibroblasto/miofibroblasto (12,22).

Los FF son considerados como sitios de fibrogénesis activa que dirigen la
remodelacion irreversible de la arquitectura pulmonar. Ha sido el blanco de
muchos grupos de investigacion el tratar de elucidar los mecanismos que se
encuentran activos y que permiten la formacién de los FF, su actividad fibrogénica,

y la persistencia de estos en la FPI.

A diferencia de la FPI, los modelos animales experimentales como la
instilacién con bleomicina si producen inflamacion y lesiones que son reversibles.
El estudio de modelos animales ha sefalado el papel patogénico de ciertas
citocinas y quimiocinas proinflamatorias y profibrosantes cuyo papel ha sido
corroborado en estudios de pacientes con IPF (23). Entre las citocinas vy
quimiocinas mas ampliamente reportadas con un papel activo en los FF estan: IL-
1, TNF-a, PDGF, TGF-B y miembros de la familia de quimiocinas CXC como IL-8

entre otras.

IL-1 es una citocina con propiedades proinflamatorias y en modelos animales
se ha reportado su papel en la patogénesis de enfermedades fibrosantes y en el
pulmén se encuentra principalmente en macréfagos alveolares de pacientes con
FPI (24,25). Estimula el fenotipo fibrético a través de la induccién de PDGF,
proliferacion de fibroblastos y sintesis de procolagena | y Ill (26,27). La inhibicion

de IL-1 en un modelo animal de fibrosis disminuye el grado de las lesiones (28).
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TNF-a es producida por macréfagos y linfocitos activados, células epiteliales y
endoteliales. En pacientes con FPIl, TNF-a se encuentra expresado en el pulmén
en sitios de fibrosis pulmonar (23). Esta citocina inflamatoria tiene un papel central
en la estimulacion de la adhesion célula-célula y migracién transendotelial asi
como en la cascada de produccion de citocinas y quimiocinas (29). También activa
la proliferacién de fibroblastos y su capacidad para degradar MEC. Sin embargo,
modelos animales han reportado efectos contrarios en cuanto al papel de TNF-a
en la fibrosis. Se ha reportado tanto su actividad profibrotica y proinflamatoria
como su efecto protector en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina (30,31).

El PDGF ha sido ubicado en la patogénesis de la FPI en la cascada de
conocidas moléculas proinflamatorias y profibrosantes como IL-1, TNF-a y TGF-$
(32-34). EI PDGF es producido por varios tipos celulares en el pulmén como
macrofagos alveolares, fibroblastos y células epiteliales y endoteliales (23). Se ha
reportado su incremento en FPI y modelos animales de fibrosis pulmonar inducida
por bleomicina (35). EI PDGF tiene un reconocido efecto quimiotactico de células
del mesénquima y podria favorecer la formacion de los focos de fibroblastos.
También puede estimular la produccion de MEC, principalmente colagena tipo |
(36).

TGF-B es una de las citocinas mas reconocidas con un efecto profibrético en
el pulmén. La expresiéon de TGF-B1 asi como la secrecion de la proteina se
encuentra aumentada tanto en la FPI como en el modelo animal de fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina (37,38). El TGF- modula la fibrosis pulmonar a
través del reclutamiento y activacién de monocitos y fibroblastos, induce la sintesis
de MEC e induce la angiogénesis. La proliferacion de fibroblastos también podria
ser un efecto indirecto del TGF-f por la induccion de FGF-2 y la consecuente
activacién de la via de MAP cinasa (39) figura B. Quiza el efecto profibrosante mas

importante del TGF-f es a través de la induccion de la diferenciacion de los
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fibroblastos a miofibroblastos, los cuales representan la principal fuente de MEC
en la fibrosis (40).

Los miofibroblastos en los FF son comunmente identificados por la expresion
de o-actina de musculo liso (a-SMA por sus siglas en inglés Smooth muscle
actin). La aparicién de novo de los miofibroblastos en los FF esta asociado con el
periodo de fibrosis activa y en proceso de reparacion de dafio se considera que
interviene en la contraccién de la herida. Sin embargo, durante procesos
patolégicos de reparacion tisular la actividad de los miofibroblastos persiste y su
funcion contractil y secretora de MEC lleva a la deformacion del tejido. El
mecanismo de diferenciacion de fibroblastos se inicia con la unién del TGF-p al
receptor tipo Il que permite la fosforilacion y reclutamiento del receptor tipo |
formando el complejo receptor heterodimérico. La actividad cinasa serina/treonina
del complejo activado fosforila Smad 2 y 3. Cada una se une a Smad4 y se
translocan al nucleo facilitando la transcripcién. La expresion de oaSMA en
fibroblastos de pulmdn es principalmente mediante la union de Smad3 al elemento
de unidon a Smad-1 en la secuencia promotora del gen de SMA (40,41). La
sefalizacion del TGF-B promueve también la transcripcion de genes de MEC
incluyendo colagena |, lll, IV y V, fibronectina y proteoglicanos (42). Por otro lado
suprime la actividad de algunas (MMP1, MMP8) Metaloproteasas de Matriz
(MMPs), activador de plasmindgeno y elastasa con resultados en la inhibiciéon de

la degradacion de colagenas (43,44).
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Figura B. Resultados de la resolucion de heridas: regeneracion del tejido 6 fibrosis. Se representa
la participacion células, MMPs, citosinas y factores de crecimiento en respuesta al dafio inicial por
la via inflamatoria y su resolucién o desarrollo de fibrosis. Fuente: Wynn T, Common and unique
mechanisms regulate fibrosis in various fibroproliferative diseases. J. Clin. Invest. 117:524—
529. 2007

Varios miembros de la familia de las MMPs también estan sobre expresadas
en la FPIl. Las MMPs tienen un papel activo en procesos como morfogénesis,
reparacion tisular y en la progresion de enfermedades como la artritis, cancer,
Ulceras tisulares crénicas, enfisema vy fibrosis pulmonar debido a que tienen
actividad proteolitica sobre virtualmente todos los componentes macromoleculares
de la MEC. Pero también tienen actividad sobre mediadores bioactivos de gran
importancia como citocinas y quimiocinas, factores angiogénicos, y factores de
crecimiento que se encuentran en el espacio extracelular (45-47). Estudios en
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nuestro grupo de trabajo han mostrado que la MMP1, MMP2, MMP7 y MMP9,
estan altamente expresadas en FPl y desempefian un papel importante en la
patogénesis de la fibrosis pulmonar, aun cuando los mecanismos exactos no estan
del todo caracterizados (43,48-50) figura B.

En la remodelacion fisiologica después de un dafo, la actividad contractil de
los miofibroblastos cesa cuando el tejido esta reparado, disminuye la expresion de
SMA vy los miofibroblastos desaparecen por apoptosis. La eliminacién de
miofibroblastos por apoptosis es esencial durante la reparacion normal de heridas,
un proceso que puede estar alterado la FPI. Fibroblastos/miofibroblastos aislados
de pulmones de pacientes con enfermedades pulmonares fibroticas muestran
significativa variabilidad en propiedades proliferativas y apoptéticas cuando son
cultivados ex vivo (51-53). Estudios in vitro han mostrado mayor susceptibilidad de
los miofibroblastos de entrar en apoptosis en comparacién con fibroblastos
normales (54), pero en presencia de TGF-B muestran resistencia a la apoptosis
(55). En vista de las multiples funciones del TGF-B promoviendo la diferenciaciéon
de los miofibroblastos y su permanencia, la falta de TGF-B en la zona de FF
podria representar una sefal de apoptosis para los miofibroblastos, lo cual tiene
respaldo experimental, in vitro, TGF-B confiere resistencia a los fibroblastos a la
apoptosis inducida por privacion de suero en cultivo (56). In vivo, en la fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina, la disminucién en la expresion de TGF-

correlaciona con una disminucion en el numero de miofibroblastos (57,58).

Metaloproteasas de Matriz

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son un grupo de 23 endopeptidasas
que desempenan un papel central en la remodelacién de tejido conjuntivo que
ocurre en una variedad de condiciones fisiolégicas y patolégicas (59). En un
periodo mayor de 50 afnos desde que se descubrié su primer miembro en 1961

hasta la actualidad, las MMPs han mostrado tener participacion directa o a través
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de sus sustratos en procesos comunes a muchos tejidos como la reparacion y
remodelacion tisular en respuesta al dafo hasta su resolucién. De igual manera,
se ha demostrado su participacion en la progresién de condiciones patologicas
tales como la artritis, cancer, ulceras tisulares cronicas, enfisema vy fibrosis
pulmonar, entre otras enfermedades. La razéon de esta participacion es debido a
que su actividad proteolitica se difunde sobre virtualmente todos los componentes
macromoleculares de la MEC, asi como sobre mediadores bioactivos de gran
importancia que se encuentran en almacenados en la matriz extracelular como lo
son: citocinas y quimiocinas, factores angiogénicos, y factores de crecimiento
(60,61).

La mayoria de las MMPs son secretadas al espacio extracelular y algunas de
ellas se expresan con dominios transmembranales en la superficie de la
membrana celular (MT-MMPs). Sin embargo estudios recientes muestran que
ciertas MMPs, tales como MMP-1, MMP-2 y MMP-11, pueden encontrarse dentro
de la célula y pueden actuar como proteinas intracelulares (62-64). La expresion y
actividad de las MMPs es muy baja en tejidos normales. La actividad de las MMPs
en el medio extracelular es regulada por los Inhibidores Tisulares de
Metaloproteinasas (TIMP’s por sus siglas en ingles) y por proteinas inhibidoras no
especificas como az-macroglobulina (65). La expresion de las MMPs es
transcripcionalmente controlada por citocinas inflamatorias (interleucinas e
interferon, TNF-a), factores de crecimiento (TGF-, EGF, KGF y varios factores de
crecimiento de fibroblastos, PDGF), hormonas, interacciones célula-célula vy
célula-MEC (47, 66).

La familia de las MMPs comparte un conjunto de dominios relacionados
estructural y funcionalmente. En base a la presencia de estos dominios y a la
afinidad por sustratos, es que las MMPs se dividen en subgrupos relacionados:
MMPs arquetipicas, matrilisinas, gelatinasas y MMPs activables por convertasa
(45, 67) figura C, tabla 1.
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Dominios

Pre Pro Catalitico Hemopexina

N
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MMPs Arquetipicas

MMP3, MMP10

[ MMP1, MMPS, MMP13
MMP12, MMP19, MMP20, MMP27

Zn [
[ MMP7, MMP26 Matrilisinas

Zn .
= [ | [wewws  Gelatinasas
G Modulos tipo II
Fibronectina
= = Vi)
G secretedas MMP11, MMP21, MMP28
Furina .
furina| MMPs activables por convertasa
7n :MT1 -MMP (MMP14), MT2 -MMP (MMP15),
n- I_ MT3 MMP MMPIGMTS  MMP (MMP24)
MT4 MMP (MMP17),MT6 - MMP (MMP25)

Asociadas a membrana

Figura C. Clasificacién de las Metaloproteasas de Matriz (MMPs) de acuerdo a sus dominios
estructurales. Fuente: Pardo A, Selman M, Matrix Metalloproteases in Aberrant Fibrotic Tissue
Remodeling. Proc Am Thorac Soc Vol 3. pp 383-388, 2006.

Las MMPs arquetipicas, es el grupo donde se encuentran la mayoria de las
MMPs (MMP1, MMP3, MMP8, MMP10, MMP12, MMP13, MMP19, MMP20,
MMP27). Estructuralmente estan compuestas de un pro-dominio N-terminal
seguido de un dominio catalitico de uniéon a zinc, una regién espaciadora tipo

bisagra y finalmente un dominio tipo hemopexina (67) figura C.

Las gelatinasas (MMP2 y MMP9), se componen por los mismos dominios
estructurales de las MMPs arquetipicas pero contienen 3 dominios tipo
fibronectina Il intercalados en el dominio catalitico que les confiere afinidad por
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sustratos de la membrana basal, principalmente colagena tipo IV y laminina.

MMP2 ademas procesa colagena tipo |, Il y II. (67,68) figura C, tabla 1.

Las Matrilisinas (MMP7 y MMP26), a diferencia de las MMPs arquetipicas
carecen del dominio tipo hemopexina, por lo que son las mas pequefias dentro de
las MMPs. Ademas de componentes de la matriz extracelular, la MMP7 procesa
moléculas de superficie celular tales como pro-a-defensina, Fas-ligando, TNF-a,
E-caderina (67,69) tabla1.

Las MMPs activables por convertasa incluye a las MMPs asociadas a
membrana (MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP24, MMP25), asi como
MMPs que no se anclan a membrana MMP11, MMP21 y MMP28. Estas MMPs
tienen una hendidura adicional tipo furina entre el pro-dominio y el dominio
catalitico que permite la activacion intracelular de los zimdgenos por proteasas tipo
serina (67, 70).

Enzymes ECM substrates Non-ECM substrates

Secreted-type MMP
Collagenases
Interstitial collagenase (MMP-1) Collagens I, II, Ill, VIl and X; gelatins; aggrecan;
link protein; entactin; tenascin; pariecan

Collagens |, Il and |ll; gelatins; aggrecan; link
protein

Collagens I, I, 11l IV, 1X, X and XIV, aggrecan;
Fn; tenascin; osteonectin; Ln; Perlecan

a2-M; a1-Pl; al-antichymotrypsin; IGFBP-2, 3, 5,
prolL-1f8; CTGF
Neutrophil collagenase (MMP-8) al-Pl

Collagenase-3 (MMP-13) CTGF; ProTGF-fi; MCP-3; a1-antichymotrypsin

Gelatinases

Gelatinase A (MMP-2) Gelatins; collagens IV, V, VII, X and XI; Ln; Fn;
olastin; aggrecan; link protein

Gelatins; collagens Ill, IV and V; aggrecan;
alastin; entactin; link protein, vitronactin;
N-telopeptide of collagen |

ProTGF-J}; FGF receptor |; MCP-3; IGFBP-5,
prolL-1[3; galectin-3; plasminogen

ProTGF-}; IL-2 receptor a; Kit-L; IGFBP-3;
proiL=1[; ICAM-1; a1-Pl; galectin-3;
plasminogen

Gelatinase B (MMP-8)

Stromalysins
Stromelysin-1 (MMP-3) Aggrecan; decorin; gelatins; Fn; Ln; collagens |l

IV, X and X; tenascin; link protein; perecan

IGFBP-3; prolL-1p; HB-EGF; CTGF; E-cadherin,
al-antichymotrypsin; al-Pl; a2-M;
plasminogen; uPA; proMMP-1,7, B, 9, 13

Stromelysin-2 (MMP-10) Aggrecan; Fn; Ln; collagens Hll, IV and V; link Pro1, 8, 10

protein

Matrilysins

Matrilysin-1 (MMP-7) Aggrecan; gelatins, Fn; Ln; elastin; entactin;

collagen IV; tenascin; decorin; link protein

Proa-defensin; Fas-L; B4 integrin; E-cadherin;
proTNFo; CTGF; HB-EGF;
RANKL; IGFBP-3; plasminogen

Matrilysin-2 (MMP-28)
Furin-activated MMP
Stromelysin-3 (MMP-11)
Epilysin (MMP-28)

Other secreted-type MMP
Metalloelastase (MMP-12)

RASI-T (MMP-18)

Enamelysin (MMP-20)
MMP-21
MMmP-27
Membrane-anchored MMP
Type | transmembrane-type MMP
MT1-MMP (MMP-14)

MT2-MMP (MMP-15)

MT3-MMP (MMP-16)

MTS-MMP (MMP-24)

GPI-inked MMP

MT4-MMP (MMP-17)

MTE-MMP (MMP-25)

Type Il transmembrane-type MMP
MMP-23

Tabla 1. Sustratos de las MMPs humanas. Fuente: Shiomi T, Lemaitre V, D’Armiento J, Okada Y. Matrix
metalloproteinases, a desintegrin and metalloproteinases, and a desintegrin and metalloproteinases

Gelatin; collagen IV; Fn; fibrinogen; vitronectin

Fn; Ln; aggrecan; gelatins
Unknown

Elastin; aggrecan; Fn; collagen IV; ostecnectin;
Ln; nidogen

Collagen IV; gelatin; Fn; tenascin; aggrecan;
COMP; Ln; nidogen

Amelogenin; aggrecan; gelatin, COMP

Unknown

Unknown

Collagens I, Il and II; gelatins; aggrecan; Fn; Ln;

fibrin; Ln-5
Fn; tenascin; nidogen; aggrecan; perlecan; Ln
Collagen lil; Fn; gelatin
PG

Gelatin; fibrinogen
Gelatin; collagen IV; fibrin; Fn; Ln

Gelatin

ProMMP-9; ai1-Pl

al-Pl; a2-M; IGFBP-1
Casein

Plasminogen; apolipoprotein(a)
IGFBP-3

Unknown
Unknown
Unknown

ProMMP-2; proMMP-13; CD44; MCP-3; tissue
transglutaminase

ProMMP-2; tissue transglutaminase

ProMMP-2; tissue transglutaminase

ProMMP-2

Unknown
ProMMP-2

Unknown

with thrombospondin motifs in non-neoplastic diseases, Phat Inter 60:477-496, 2010.
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Dominios estructurales de las MMPs

Multiples analisis de secuencia de los diferentes dominios estructurales de
las MMPs modernas muestran que tuvieron una evolucion temprana anterior a la
divergencia entre vertebrados e invertebrados a partir de una enzima con una
estructura mas simple. Evidencia de esto es que existen homdlogos de MMPs no
solo entre animales sino también en plantas, algas y bacterias con dominios

estructurales razonablemente conservados (71).

Todas las MMPs tienen un péptido sefal N-terminal o predomino de
aproximadamente 20 aminoacidos el cual es removido después de que este dirige

su sintesis al reticulo endoplasmico (45).
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Catalytic
Domain

Prodomain

Hemopexin-
like
Domain

Figura D. Modelo estructural de los dominios estructurales de la proMMP arquetipica. Fuente: Bode
W, Fernandez-Catalan C, Tschesche H, Grams F, Nagase H, Maskos K. Structural properties of
matrix metalloproteinases, CMLS 55:639-652, 1998

El pro-dominio de las MMPs o dominio de latencia tienen un tamafo de
alrededor de 80 aminoacidos. Contiene un motivo PRCGXPD caracteristico
conservado en todas las MMPs con excepciéon de la MMP23. Este motivo le
permite unirse a la secuencia consenso HEXGHXXGXXH de unién a zinc en el
dominio catalitico manteniendo el estado de latencia. Tridimensionalmente la
union de estos motivos conservados se da debido a que el pro-péptido tiene forma
similar a un huevo que ataca con su parte redondeada el sitio activo del dominio
catalitico, un arreglo concordante opuesto al arreglo del sitio activo y sus
alrededores (45, 69, 70) figura D. Aparte de las pocas MMPs que son activadas

por furina, la mayoria son secretadas como zimégenos en la matriz extracelular.
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La activacion de las MMPs por disrupcion de la interaccion del pro-dominio y su
eliminacién puede ser realizada in vivo por proteinasas tisulares o plasmaticas asi
como por otras MMPs (45, 72, 73). In vitro pueden ser activadas por agentes
quimicos tales como SDS, compuestos organicos de mercurio 0 especies

reactivas de oxigeno (74) figura E.

*L/

Nl

Figura E. Activacion de las proMMPs. Las proMMPs son liberadas como zimogenos inactivos los cuales
pueden ser activados por proteinasas (parte superior) o por agentes no proteoliticos (parte inferior). El
dominio catalitico se representa como un circulo gris con el sitio activo conteniendo el Zinc catalitico en
blanco. El prodominio se representa esquematicamente como una linea en color negro. La activacion
completa se da cuando se remueve proteoliticamente el propeptido. La activacion quimica se basa en la
modificacion del sulfidrilo (SX) del interruptor de cisteina © resultando en una activaciéon parcial de la
hendidura del sitio activo de la MMP y el propeptido. La activacion completa se da por la remocion del
propéptido por procesamiento intermolecular. Fuente: Visse R, Nagase H. Matrix and Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases: Structure, Function, and Biochemistry, Circ Res 92:827.839. 2003

Estructuralmente el dominio catalitico de las MMPs con aproximadamente 170
aminoacidos tiene forma de elipsoide oblicuo (70) figura F. El sitio activo se
asemeja a una fisura pequena en la parte plana y superficial del elipsoide que se
extiende horizontalmente a través del dominio catalitico para unirse al sustrato de

izquierda a derecha, figura F. La profundidad de la hendidura varia entre las
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MMPs y se piensa esta relacionado con la preferencia por sustratos (68,69). Esta
pequefia hendidura abriga el zinc catalitico y marca el fin del sub-dominio pequefio
(68). ElI sub-dominio mayor esta formado por tres cuartas partes de la cadena
polipeptidica y consiste de 5 laminas B-plegadas flanqueadas por tres horquillas
superficiales en su lado convexo y por dos grandes a-hélices en su lado cdéncavo
rodeando un nucleo hidrofébico (75). El sub-dominio menor contiene una doble
hebra que esta unido estructuralmente al zinc, la cual es de primaria importancia

para la union al sustrato peptidico y a los inhibidores (68).

El dominio catalitico en lo general de todas las MMPs es muy similar, siendo el
de las colagenasas los mas parecidos, mientras que el de las MMP7 y MTMMP-1
son los mas diferentes (68). El sitio catalitico de la proteinasas contiene un zinc

catalitico, un zinc estructural, y generalmente, tres iones de calcio (69) figura F.

MT-MMP-
specific

Figura F. Estructura de liston del dominio catalitico de la MMP. El dominio catalitico de la MMPS es su
forma Phel00 se muestra junto con el modelado sustrato heptapéptido (azul oscuro), se superpone con el
dominio catalitico de la MMP3 (azul), MMPI (rojo), MMP14 (rosa) y MMP7 (verde). El zinc catalitico y el
estructural (centro y parte superior) y los tres iones de calcio (flanqueando) se muestran como esferas rosa y
azul, respectivamente, y los tres residuos de His ligando el zinc catalitico, la Glu catalitica en el medio. El
segmento de cadena formando el dominio extra de ambas gelatinasas se insertara en el bucle SV- Hb (centro,
derecha) que presumiblemente, se extiende al lado derecho. Figura hecha con Setor. Fuente: Bode W,
Fernandez-Catalan C, Tschesche H, Grams F, Nagase H, Maskos K. Structural properties of matrix
metalloproteinases, CMLS 55:639-652, 1998
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Las tres histidinas de la secuencia consenso (HEXGHXXGXXH) que rodean al
zinc catalitico junto con una molécula de agua son los cuatro ligandos del zinc
catalitico necesarios para su actividad proteolitica (71) figura F. Adicionalmente, el
acido glutamico adyacente a la primera histidina es esencial para la catalisis. (69)
La hidrdlisis peptidica es asistida por el grupo carboxilo del acido glutamico, el cual
sirve como una base general para el paso del proton desde la molécula de agua
desplazada, de esta manera facilita el ataque nucleofilico de la molécula de agua
sobre el grupo carbonilo de la union peptidica de la proteina blanco (68).
Inmediatamente a la derecha del zinc catalitico el bolsillo de especificidad S1° se
invagina y en forma y tamano difiere considerablemente entre las MMPs (69). La
variaciéon en el tamano del bolsillo S1° se debe principalmente a la orientacion que
le proporciona la parte inicial de la hélice del sitio activo y la interaccion atomica
del residuo de aminoacido presente. La interaccion de S1° es la principal
determinante de la afinidad del inhibidor tisular (TIMP) y de la posicion del
rompimiento del sustrato peptidico. En adicion el sitio S1'tambein participa en la

especificidad por el sustrato de la enzima (68-70).

Segundo en importancia para la especificidad por el sustrato dentro del
dominio catalitico parece ser por la interaccion entre el residuo P3 con el
mayormente hidrofébico bolsillo S3 (en colagenasas el residuo P3 es siempre
prolina). La actividad proteolitica de las MMPs depende de la interaccion del acido

glutémico catalitico y su interaccion con moléculas de agua y el zinc catalitico (68).

A continuacidon del dominio catalitico se encuentra la region bisagra variable
segun sea el caso de 12 a 17 residuos de aminoacidos. Esta region es rica en

prolina y que le confiere una propiedad de flexibilidad considerable (74) figura D.

Finalmente, al extremo C-Terminal se encuentra el dominio tipo hemopexina
de 195 residuos de aminoacido, figura D. Exhibe una forma de un disco elipsoidal
oblicuo con estructuras realmente muy similares entre si. Se denomina tipo

hemopexina por su homologia con la proteina de unién y transporte en plasma
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que tiene ese nombre, tabla 2 (67.8% de similitud del dominio tipo hemopexina de
la MMP19). Se organiza esencialmente por 4 laminas-B las cuales estan
arregladas casi simétricamente alrededor de un eje central en orden consecutivo
dando lugar a la formacién tridimensional de una propela de 4 aspas (68-70) figura
D. El centro del eje se forma un tunel y en la entrada del mismo aloja un lon de
calcio, el cual es tetragonalmente rodeado por el primer grupo carbonilo de cada
una de las hebras. El centro del tunel se alberga ademas un ion de cloro formando
una pareja calcio-cloro, figura D. La funcion de estos iones aun no esta clara. Se
ha demostrado en algunos casos especificos, como en el caso de las
colagenasas, que el dominio tipo hemopexina se ha relacionado con el
reconocimiento de sustratos, su especificidad, y regulacién de su actividad como
en la MMP9 donde el dominio tipo hemopexina actua como un antagonista de la
actividad enzimatica bloqueando su union con el sustrato y por consecuencia su
procesamiento. (76). En el caso, de las colagenasas la ausencia del dominio tipo
hemopexina disminuye su eficacia para el rompimiento de la triple hélice de la
colagena nativa. Adicionalmente al reconocimiento de sustrato, el dominio tipo
hemopexina puede también mediar la union de la MMP a la superficie celular por
ejemplo en la integrina avf3 y avpf5 que se unen a las gelatinasas A y B

respectivamente (74,76).
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HPX_Adom HPX_Cdom

Accession Aligned Consensus Identity Consensus Identity
number residues (&) (%) (%) (%)

HPFX_Adom NP_000604 15-233 100 100 33.0 22.6
HPX_Cdom NP_000604 252462 33.0 22.6 100 100
vine_rptl AAHO5046 151407 26.3 18.9 23.4 14.9
vine_rpt2 AAHOS046 125475 11.6 79 7.6 33
przd_HPX NP_005798 1141-1404 2713 18.7 26.4 14.9
MMP-2_HPX NP_004521 Hod—660 33.5 20.9 31.3 21.0
MMP-2_HPX CAC07541 211-707 30.9 19.6 30.8 182
MMP-1_HPX NP_no2412 273469 33.2 20.3 29.7 17.0
MMP-5_HPX NP_002415 274467 34.3 21.7 34.1 18.2
MMP-13_HPX NP_D02418 279471 32.8 204 33.6 223
MMP-3_HPX NP_002413 283477 35.0 24.6 3l.e 19.4
MMP-10_HPX NP_o02416 284476 38.4 26.1 322 19.0
MMP-11_HPX NP_005931 289-483 33.5 25.1 274 18.1
MMP-19_HPX (Qoa542 284475 35.9 24.1 319 17.8
MMP-14_HPX NP_004986 314-511 323 20.4 299 18.2
MMP-15_HPX Pal511 365562 332 23.4 29.1 18.3
MMP-16_HPX Pa1512 338-534 33.0 227 26.3 16.9
MMP-17_HPX QouULZo 330-529 35.4 23.9 27.5 17.9
MMP-24_HPX QoY5R2 375572 333 21.6 27.2 18.8
MMP-25_HPX NP_073200 312-511 29.2 20.1 26.4 17.9
MMP-12_HPX NP_002417 277470 36.8 26.5 299 18.0
MMP-20_HPX NP_004762 20148 34.0 21.2 308 19.4
MMP-21_HPX NP_671724 335-563 25.4 18.3 236 14.5
MMP-27_HPX NP_071405 274468 35.8 21.9 288 16.0
MMP-28_HPX NP_077278 319-513 26.9 18.3 29.0 20.6

Tabla 2. Homologia comparada la Hemopexina y diversos dominios tipo Hemopexina. Los dominios tipo
hemopexina fueron alineados mediante el programa AlingX en el vector NTI usando los parametros de
configuracion basal del programa. La columna consenso (%) muestra el porcentaje total de posiciones con
residuos de aminoacidos similares. La columna de Identidad (%) muestra el porcentaje total de residuos
idénticos alineados. HPX Adom (Dominio amino terminal de hemopexina). HPX Cdom (Dominio
carboxilo terminal de Hemopexina). Fuente: Piccard H, Van den Steen PE, Opdenakker G. Hemopexin
domains as multifunctional liganding modules in matrix metalloproteinases and other proteins, J Leukoc
Biol. 81(4):870-92.2007

Estudios en nuestro grupo de trabajo y otros han demostrado que algunas
metaloproteasas tales como: MMP1, MMP2, MMP3, MMP7, MMP9 y MMP13,
estan ampliamente expresadas en FPI, interviniendo en diversos eventos de la
respuesta fibrética. Asi por ejemplo el raton deficiente en MMP7 esta protegido de
la fibrosis inducida por bleomicina, la sobreexpresion de la a MMP1 en células
pulmonares alveolares induce la migracion de fibroblastos, sin embargo los

mecanismos exactos no estan bien caracterizados (2, 77-80).
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Metaloproteasa de Matriz 19

La MMP19 humana fue inicialmente clonada de higado y glandula mamaria y
posteriormente también como un auto-antigeno en la membrana sinovial inflamada
de un paciente que sufria de artritis reumatoide (81). La MMP19, también llamada
RASI-1 (rheumatoid arthritis synovial inflammation), muestra caracteristicas
estructurales y de distribucion en tejidos particulares dentro de las MMPs. Se ha
detectado su expresion en una amplia variedad de tipos celulares como: células
de musculo liso y de la tunica media; células de vasos sanguineos sinoviales de
pacientes con Artritis reumatoide; células capilares del endotelio aunque no en

pacientes con inflamacion crénica sinovial.

La expresion de MMP19 en vasos sanguineos sugiere que esta podria estar
involucrada en procesos como neo vascularizacion y angiogénesis (81-83).
Posteriormente en estudios por Northern-blot se mostré que también se expresaba
en condiciones basales en tejidos tales como: pulmon, bazo, intestino, pancreas,
ovario y placenta (82,84) figura G, lo cual es rasgo distintivo dentro de las MMPs,
ya que por lo regular los miembros de la familia de las MMPs no se producen
frecuentemente en forma constitutiva en las células adultas en condiciones
normales. Hallazgos publicados apuntan a que esta enzima juega un papel en el
desarrollo del proceso inflamatorio y génesis tumoral de la piel, pues se detecté en
fibroblastos de la dermis, y queratinocitos de piel humana, asi como en células

inflamatorias como monocitos nucleares y macrofagos. (84, 85)
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Figura G. Analisis de nosthern-blot de la MMP19 en diferentes tejidos humanos. Fuente: Pendas A,
Knéuper V, Puente X, Llano E, Mattei MG, Apte S, Murphy G, Lopez-Otin C. Identification and
characterization of a novel human matrix metalloproteinase with unique structural characteristics,
chromosomal location, and tissue distribution, Jour Bio Chem Vol. 272, No. 7 pp. 4281-4286, 1997.

La MMP19 presenta el arreglo de dominios arquetipicos de las MMPs, sin
embargo esta contiene una cola adicional de 36 residuos de aminoacidos en su
extremo C-terminal que no tienen homologia con ninguna otra MMP, figura H.
Tiene un peso molecular de 57.4 kDa (Pro péptido y 43-45 kDa activa o
procesada) (86), para un polipéptido de 508 residuos de aminoacidos (82). El gen

murino es 79% idéntico al humano y tiene un peso aproximado de 59.1 kDa (87).

El gen de la hMMP19 se encuentra localizado en el cromosoma 12 brazo largo
region q14, lo cual también es una localizacion peculiar, junto con la MT4-MMP se
encuentra en el 12924 (75, 82). El gen de la MMP19 se expande alrededor de 7.6
Kb y se compone de 9 exones que varian en longitud de 86pb a 1953pb. El exén 9
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consiste de 1953 nucledtidos en su variante mas larga y varia dependiendo de la
region no codificante 3" que se considere. Incluye una secuencia codificante de
336pb. Los ocho intrones restantes se encuentran en el rango de 160pb a
alrededor de 1.2 Kb (88). Con la excepcion de la mas pequefa de las MMPs, la
matrilisina, la cual se compone de seis exones y el gen de la estromelisina-3 que
se compone de ocho exones, la mayoria de las MMPs se organizan en 10 exones.
Adicionalmente, las gelatinasas contienen tres exones mas que codifican el
dominio tipo fibronectina Ill, que se encuentran en los exones del 5-7. La MMP19
carece de otros componentes estructurales distintivos de otras subfamilias de las
MMPs.

Gelatinase A CTEIN D EEEElDDODOD0 O
380 227 148 126 174 174 T4 155 135 137 160 109 &by
Gelatinase B EEIE B B2 E l [
167 253 145 125 174 174 o 166 280 140 181 104 310
Metalloelastase EEINR R HCOO0O-OO0
171 247 149 123 186 128 132 182 92 477
Collagenase 3 EFEIm m || | W | | ]
148 242 149 126 162 118 134 160 109 131
Fibroblast Collagenase (EEZIANE B [ ] ]
174 245 148 128 156 115 134 163 104 502
Matrilysin [EE1INR B | |
166 227 148 128 162 798
Stromelysin 3 EEAIEH B [ 1} L] [
130 230 144 1234 242 217 258 205
s P ﬁm]:
Murine MT1-MMP B 1 Il H @O @ O [
7148 123 308 182 161 138 148 116 =1000
MMP-19 (RS @ . ] | [
195 86 131 36 246 123 165 128 18953"
=5-and 3-untran=iated region W = signal peptide 5 = prodomain B - caalytic domain
[ = fihmnactin-lika IGhGE | = hamnprxin-like domain m = rarbnxyl-terminal aminn acids & = domain without homnlogy

Figura H. Comparacion de la estructura de intrones y exones del gen humano de la MMP19. Cada exén se
representa a escala como un bloque cuya longitud se indica debajo de cada una. Un bloque abierto es
representativo de que no se encuentra representado a escala. Fuente: Mueller M, Mauch S, Sedlacek R.
Structure of the human MMP-19 gene, Gene 252(1-2) 27-37, 2000
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La region promotora de MMP19 contiene elementos regulatorios tipicos
presentes en regiones promotoras de la familia de MMPs: una caja TATA en la
posicion -29, un potencial sitio de unidon al factor de transcripcion AP-1 en la
posicion -73 donde los homodimeros o heterodimeros de la proteina de Fos, Jun
se pueden unir (88); un sitio potencial de unién tipo PEA3 no exacto al consenso
en la posicién -156 el cual puede ser reconocido por los productos de los pro-
oncogenes Est1 y Est2; Finalmente, también presenta sitios potenciales de union

para otros factores de transcripcién como NFk-B, AP-2 y SP-1 (88).

El primer exén de la MMp19 codifica el péptido sefal completo (18
aminoacidos) y la primer parte del pro dominio. El segundo exén codifica para
otros 29 residuos de aminoacidos del propéptido, y los ultimos 32 residuos de este
dominio pertenecen al tercer exén en el cual los primeros 12 residuos del dominio
catalitico se encuentran codificados. El exon cuatro codifica 72 residuos y el exon
cinco codifica 82 residuos mas del dominio catalitico el cual termina precisamente

con este exon.

En comparacion a otras MMPs, el dominio catalitico de la MMP19 se
encuentra codificado en un menor numero de exones. A excepcion de la MMP14,
el dominio catalitico de esta familia de enzimas se encuentra codificado desde el
intrén 2 y hasta el 5. La region de union al zinc catalitico se encuentra codificada
en el exbn 5 (88). El exdon 6 codifica los 33 residuos de aminoacidos
correspondientes a la region bisagra, pero también contiene los primeros 10
residuos del dominio tipo hemopexina. El resto del dominio tipo hemopexina se
encuentra codificado en los exones 7 al 9. Finalmente el exén 9 codifica para 76
residuos de aminoacidos del extremo C-terminal del dominio tipo hemopexina, asi
como para los 36 residuos de aminoacidos de la cola C-Terminal que no tiene
homologia con otras MMPs (88). Con excepcion de la estromelicina-3, Las otras
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MMPs codifican el dominio tipo hemopexina codificado en sus ultimos 5 exones.

En contraste, solo 4 exones del gen de la MMP19 contienen este dominio.

A pesar de que existe una similitud estructural en todos los dominios tipo
hemopexina, poseen propiedades diferentes que son MMP especifica, mientras

que en otros casos su funcién permanece incierta

El dominio C-terminal de la MMP19 que no tiene homologia en todas las
MMPs, se compone de una extension mas alla de la Cys*’? de 36 residuos ricos
en treonina la cual se extiende por 20 residuos mas en su ortélogo murino (87-88).
Contiene aminoacidos sin carga y no basicos, que le confiere una propiedad
caracteristica parcialmente hidrofébica de acuerdo a la escala de hidrofobicidad de
Kyte y Doolittle (87). Una diferencia entre el ortélogo humano y murino es el
numero de glicosilaciones potenciales tipo N mientras que la hMMP19 tiene uno,
su ortélogo murino contiene dos sitios potenciales de glicosilacion tipo N (87). A
pesar de que la cola C-terminal de la MMP19 no es un dominio trasnmembranal
identificable, tiene secuencias con caracteristicas similares que se sabe son una
senal para la adicion de anclas fosfatidil-inositol, lo cual permitiria interactuar con
la superficie celular de diversos tipos celulares. Se reportd la expresién en la
superficie celular de células monociticas de sangre periférica activadas (PBMC por
sus siglas en Inglés), asi como en fibroblastos de pulmdn y células mieloides THP-
1y HL-60 y en células derivadas de PBMC CD14* (89). Por medio de
inmunohistoquimica, la proteina se localizé en los vasos sanguineos del sinovio y
otros tejidos normales asociados con células de musculo liso (83). Por la
capacidad de la MMP19 de degradar sustratos de la MEC y membrana basal su
actividad podria ser importante para la fisiologia de células PBMCs especialmente

para la transmigracion de estas a través de vasos sanguineos (89).
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Actividad Bioquimica de la MMP19

La proenzima de la MMP19 es propensa a autoactivarse debido
posiblemente al hecho de que el interruptor de cisteina presenta una variacion con
respecto al consenso de otras MMPs, PRCGxPD por PRCGLED en la MMP19.
Estudios de mutacion (83) han mostrado que la modificacion de este residuo en el
prodominio en la MMP3 genera formas auto activables de la enzima. Ensayos
bioquimicos de la actividad enzimatica muestran gran capacidad de la MMP19
para degradar varios componentes de la MEC. La MMP19 hidroliza agrecan, asi
como cartilago oligomérico, la cual es una abundante proteina localizada en
cartilago y, tendones. El dominio catalitico de la MMP19 es capaz de cortar
también la isoforma grande de la tenacina C, fibronectina, laminina heterotrimérica
y nidogeno |. La colagena Tipo IV, el mayor componente de la membrana basal,
es también eficientemente degradada por la MMP19, aunque la colagena tipo | no
es degradada por la actividad enzimatica de la MMP19. Se han identificado tres
residuos de aminoacidos en las MMPs relacionadas con la actividad del dominio
catalitico que degrada colagena |, Tyr-214; Asp-235; y Gly-337 (numeracion de la
colagenasa-3). En estas posiciones, la MMP19 tiene Val-204; Tyr-225; y GIn-227
que se localizan cerca del sitio de unién a zinc (figura 1), haciendo improbable que
la MMP19 degrade colagena | (82). Adicionalmente, la MMP19 procesa la proteina
de unidn al factor de crecimiento tipo insulina 3 (IGFBp-3) en la epidermis humana.
(77, 90-91).
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(MMP-1) P EYNLHRVAAHELGHSLGLSHSTDIGA ™

(MMP-8) N YNLFLVAAHEFGHSLGLAHSSDPGA™ ™
(MMP-13) P YNLFLVAAFEFGHSLGLDHSKDPGA ™
(MMP-19) A YNLRITAAHEVGHALGLGHSRYSQA™®
(MMP-3) 208 L FLVAAHE T GHSLGLFHSANTERA
(MMP-10) 2O L FLVAAHE LGHSLGLFHSANTEA

Figura I. Comparacion parcial de la secuencia de aminoacidos de la MMP19 humana con las colagenasas y la
estromelisinas. La secuencia de los genes fue tomada de la base de datos SwissProt y la alineacion de
secuencias se realizo con el programa PILEUP. Las secuencias de aminodcidos subrayadas muestran residuos
de aminoacidos distintivos y diferentes entre colagenasas y estromelisinas y la MMP19. Fuente: Pendas A,
Knéduper V, Puente X, Llano E, Mattei MG, Apte S, Murphy G, Lopez-Otin C. Identification and
characterization of a novel human matrix metalloproteinase with unique structural characteristics,
chromosomal location, and tissue distribution, Jour Bio Chem Vol. 272, No. 7 pp. 4281-4286, 1997.

Analisis de la especificidad por sustrato revel6 que el dominio catalitico de la
MMP19 es capaz de hidrolizar el sustrato general de las MMPs Mca-Pro-Leu-Gly-
Dpa-Ala-Arg-NH2, y con mayor eficiencia, el sustrato de la estromelisina Mca-Pro-
Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH2 (90) tabla 3.

Substrate ketlK,,

Mg
1. Mca-Pro-Leu-Gly-Dpa-Ala-Arg-NH, 1.93 x 103
2. Meca-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH,, 3.09 x 10*
3. Meca-Pro-Glu-Gly-Leu-Arg-Dpa-NH, Not cleaved
4. Mea-Pro-Cha-Gly-Nva-His-Ala-Dpa-NH, Not cleaved
5. Meca-Thr-Glu-Gly-Glu-Ala-Arg-Gly-Ser-Dpa-NH, Not cleaved
6. Mca-Ser-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Lys(Dpn)-NH, Not cleaved
7. Mea-His-Tyr-Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ser-His-Gly-Arg-Lys(Dpn)-D-Arg-OH Not cleaved

Tabla 3. Especificidad de sustratos de la MMP19. 1, sustrato general de las MMPs; 2, sustrato de las
estromelicinas; 3, sustrato basado en la a2-macroglobulina; 4, sustrato de las colagenasas; 5, sustrato basado
en el sitio de corte de la agrecanasa; 6, sustrato TNF-a convertasa, 7, sustrato basado en la proteina mielina
basica generada por la desintegrina (MADAM). Fuente: Stracke JO, Hutton M, Stewart M, Pendas AM,
Smith B, Lopez-Otin C, Murphy G, Knéuper V. Biochemical characterization of the catalytic domain of
human matrix metalloproteinase 19: Evidence for a role as potent basement membrane degradation
enzyme. J Biol Chem.; 275:14809-14816. 2000
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El analisis de la cinética de la interaccidn del sitio catalitico con los TIMPs
resulta en una fuerte inhibicion de la actividad de la enzima con TIMP-2, 3 y 4,
mientras que la eficiencia de TIMP-1 es mucho menor (73). También se reporté
que compuestos sintéticos basados en acido hidroxiamico inhiben la actividad de

la enzima (90).

El TNF-a aumenta la expresion de MMP19 en fibroblastos humanos en
cultivo. Esta induccion en su expresion es parcialmente disminuida bloqueando la
activacion extracelular de ERK-1/2 por PD98059 y la actividad de p38 por
SB203580. Asi mismo, la induccién constitutiva de MAPK/ERK-1 resulta en la
induccion de la expresion de MMP19. Sin embrago, la mayor inducciéon en su
activacién se dio cuando ERK1/2 fue activada constitutivamente junto con p38
(84).

Diversos estudios han sugerido que esta enzima tiene un papel en la
angiogénesis debido a que muestra una prominente y constitutiva expresién en la
capa basal de la epidermis, macréfagos, células del musculo liso y una expresion
diferencial en células endoteliales y células epiteliales de glandula mamaria (84,
89, 92). Ademas, de acuerdo a sus caracteristicas estructurales unicas y a su
distribucion tisular, puede ser que la MMP19 sea el primer miembro de una nueva
subfamilia dentro de las MMPs con un nuevo papel en condiciones fisiologicas y
patologicas (remodelacién de tejidos asociados con adipogénesis y progresion de

tumores).

Recientemente, usando microdiseccion laser y analisis de microarreglos,
nuestro grupo de trabajo identificd la sobreexpresion de MMP-19 en el epitelio

alveolar hiperplasico de pulmones de pacientes con FPI, asi como en lavados
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bronquio alveolares (LBA) de pacientes con la misma patologia. Resultados
preliminares en 2 ratones MMP19-/- durante una estancia en el laboratorio del Dr
Lopez-Otin mostraron que, sorprendentemente, estos ratones carentes de esta
metaloproteinasa desarrollaron una fibrosis pulmonar exacerbada en respuesta al
tratamiento con bleomicina. Perturbaciones de los niveles de MMP-19 en células
epiteliales in vivo e in vitro fueron asociados a cambios en la prostaglandina-
endoperoxido sintasa 2 (PTGS2), sugiriendo que el rol protector de MMP-19
puede ser en parte a través de la induccion de esta enzima en las células del

epitelio alveolar (93).

Una observacion importante en los pulmones fibréticos del raton deficiente de
MMP-19, fue la extensa formacién de focos de fibroblastos/miofibroblastos,
aunque, los mecanismos que subyacen no se exploraron. Es importante destacar
que el foco representa areas de una fibrogénesis activa que tiene un papel critico

en la progresion fibrotico que caracteriza a la FPI. (9,26).
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En este contexto los objetivos de esta tesis fueron:

1. Analizar el papel de la MMP19 en un modelo de fibrosis pulmonar
experimental inducido por bleomicina en ratones silvestres y en

ratones deficientes de MMP19.

2. Analizar el comportamiento funcional de MMP19 en distintos procesos
clave del desarrollo de la FP en fibroblastos de pulmén derivados de
ratones silvestres y de ratones deficientes para determinar su papel en

el desarrollo de la patologia.

HIPOTESIS

La MMP19 confiere un efecto protector al desarrollo de la fibrosis pulmonar
inducida por bleomicina regulando en fibroblastos la expresiéon de moléculas

profibrosantes.

34



MATERIAL Y METODOS

Determininacién genotipica de ratones por PCR

Los ratones C57BL/6/12901 deficientes de Mmp19 (-/-) fueron amablemente
donados por Carlos Lopez Otin y se generaron como se describié anteriormente
(92). La colonia de ratones se reprodujo y se mantuvo en el bioterio del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) y el comité de Bioética del INER

aprobo el protocolo de trabajo con los ratones.

Para determinar la carga genética del raton se utilizaron fragmentos de 1.5
cm de las colas del ratones de 4 semanas de edad. Cada fragmento fue rasurado
y tratado con buffer de lisis y proteinasa K a 55°C por toda la noche.
Posteriormente el producto se centrifugd a 1000 rpm y 4°C durante 5 minutos. El
sobrenadante se recuperd y se le adicion6 1mL de etanol absoluto para ser
centrifugado nuevamente. El sobrenadante se descart6 por decantacion y al
botdn obtenido se le adicion6 etanol al 70% y se centrifugé una vez mas a 1000
rom por 2 minutos. El sobrenadante se descarté por decantacion y el boton se
sec6 completamente a temperatura ambiente para finalmente ser resuspendidé en
100uL de agua. La concentracion de DNA se determind en cada muestra en un
espectrofotometro UV NanoDrop ND-1000 a una longitud de onda de 260 nm. La

pureza se determiné con la relacién 260/280.

Se determind la carga genética de los ratones por la amplificacion de los
productos de PCR utilizando los siguientes oligonucleétidos: Mmp19 sentido (5°-3")
TCAAAACACGCAAAGTTGGA; anti-sentido  (5-3") ATGTGTGTTTGGCCTGAGTG

resultando en un producto de 211 pb del gen sin alteraciones de la MMP19
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(Mmmp19+/+). El cassette de neomicina utilizado para interrumpir la region
promotora y los exones 1y 2 del gen de la MMP19 en los ratones Mmmp19-/- se
amplific6  usando los  siguientes  oligonucledtidos: Sentido  (5°-3)
TCGGCCATTGAACAAGATGG; anti-Sentido (5°-3") GAGCAAGGTGAGATGACAGG
resultando en un producto de 327 pb.

Modelo experimental de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina

Ratones de 8 semanas de edad MMP19+/+ y MMP19-/- se anestesiaron con
una dosis de Avertin® intraperitoneal (Tribromoetanol 2.5gm 2, 2,2; 5 mL 2-methyl-
2-butanol disuelto en 200 MI de agua destilada). Cuando la anestesia hizo efecto
se realizd un corte en la piel del el cuello del ratén para exponer la traquea y se
instilé una dosis de bleomicina de acuerdo al peso del ratén en la proporcién de
5U/kg o solucion salina a través de una jeringa estéril de insulina de 1 mL. Se uso6
una grapa quirurgica estéril para cerrar el corte en la piel del cuello y se rocio la
zona con Topazone® para evitar infecciones y favorecer la cicatrizacion. Los
ratones se sacrificaron a los 7 y 21 dias post-instilacion para analizar la etapa

inflamatoria y la fibrosante del modelo.

Los ratones MMP19+/+ y MMP19-/- fueron sacrificados con una dosis letal de
pentobarbital sédico calculada a partir del peso del ratéon. Los pulmones fueron
quirargicamente removidos de la cavidad toracica y lavados dos veces con
solucion salina precalentada a 37°C en agua a través de la arteria pulmonar. Los
I6bulos derechos del pulmén fueron llenados cuidadosamente con una presion
constante de formaldehido al 10% para su posterior analisis histologico. Los

I6bulos izquierdos fueron conservados en nitrégeno liquido hasta su uso.

36



Determinacién de hidroxiprolina

Los I6bulos pulmonares retirados del nitrégeno liquido se pesaron
inmediatamente y se secaron por calor a 110°C hasta que alcanzaron un peso
constante. Posteriormente los pulmones fueron hidrolizados por 24 hrs en HCI 6N
a 110°C. Los pulmones hidrolizados fueron entonces procesados de acuerdo a la
técnica colorimétrica de Woessner (94). Brevemente se prepara una curva
estandar con 1-10ug de hidroxiprolina y se emplean 50uL de cada muestra de
pulmoéon de ratdn. La reaccion que nos permite determinar el contenido de
hidroxiprolina presente en cada muestra inicia con la oxidacion del iminoacido por
la adicion de 1mL por muestra de cloramina T. Después de 20 minutos la
cloramina T es eliminada por la adicibn de 1mL de &cido perclérico 2.5N.
Finalmente 1mL de p-dimetilaminobenzaldehido 20% se agrega y se incuba en
bafo a 60°C por 20 minutos. La absorbancia de la reaccion es determinada en el
espectrofotometro a 560 nm. Los contenidos de hidroxiprolina en pulmén se

muestran como ug de hidroxiprolina por pulmén izquierdo.

Obtencion de Lavado Bronquio-Alveolar (LBA)

Ratones MMP19+/+ y MMP19-/- instilados con bleomicina (5U/Kg) o solucion
salina fueron sacrificados a los 7 dias con una dosis letal de pentobarbital sdédico
intraperitoneal de acuerdo al peso del ratdn. La traquea del ratén se expuso y se
insertd una canula y se hicieron lavados dos veces con 600 L de solucion salina
estéril precalentada a 37°C en agua. Los LBA fueron centrifugados a 14000 rpm a

4°C y los sobrenadantes fueron recuperados por separado y mantenidos a -80°C
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hasta el momento de su uso. Para conteo diferencial de células inflamatorias las
células del boton se resuspendieron en 200uL de solucion salina y carbowax 1:1.
El numero celular total fue obtenido mediante conteo celular manual con un
hemocitometro estandar. Las células inflamatorias en LBA se tifieron con Wright-
Giemsa y se cuantificaron por un patélogo experto (Dr. Miguel Gaxiola, INER,

Mexico).

Ensayo de actividad de Mieloperoxidasa (MPO)

La actividad de la MPO fue determinada en LBA de ratones instilados con
bleomicina o solucién salina de ratones MMP19+/+ y MMP19-/- a partir de una
curva estandar de actividad de MPO con enzima purificada (Sigma-Aldrich). La
reaccion colorimétrica se preparé en buffer de fosfato de Potasio potasio 50mM;
100uL de cada muestra;  o-dianisidina-2HCI (0.167 mg/mL); 0.0005% de H20:2.
Se toma una lectura inicial de la reaccién a 470nm al minuto 1 y una al minuto 15.
Se obtiene la diferencia entre ambas lecturas y eso se extrapola con la curva
estandar de actividad. Finalmente la actividad obtenida se divide entre el
contenido de proteinas determinado para cada muestra y los resultados se

presentan como unidades de MPO/ug de proteina.

Ensayo de citocinas en LBA

El ensayo de citocinas se realizé por Bio-Plex (Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine
23-plex Assay) para detectar simultdneamente los niveles de 23 citocinas en los
sobrenadantes de lavados bronquio-alveolares de raton instilados con 5U/Kg de
bleomicina o solucién salina. Los sobrenadantes de LBA de ratones MMP19+/+ y

MMP19-/- fueron concentrados hasta sequedad y resuspendidos en un volumen
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final de 50 uL de agua estéril. La misma cantidad de proteina por muestra se
cargé en cada caso previa determinacion de su concentracion de proteina
mediante el reactivo de Bradford. El ensayo con el Bio-plex se realizé de acuerdo
a las instrucciones del fabricante y del kit de analisis de citocinas. Los resultados

se muestran como picogramos por mililitro de LBA.

Western-Blot de Tenascina-C

Los pulmones de ratones MMP19+/+ y MMP19-/- control e instilados con
bleomicina se disgregaron en un politrén en una proporcién de 1mL de buffer RIPA
(50mM Tris HCL, pH 8, 150 mM NaCL, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS Triton X-100
mas inhibidores de proteasas (SIGMA, Saint Louis Missuri) por cada 50g de
pulmén dentro de un tubo estéril de fondo redondo. La suspension fue
posteriormente centrifugada a 14000 rpm a 4°C recuperando Unicamente la fase

intermedia.

En todos los casos la concentracién de proteinas fue determinada por el
reactivo de Bradford cargando en cada una de las muestras un contenido de 10ug
para aSMA y 30 ug para Tenascina-C. Las muestras fueron separadas en un gel
de acrilamida SDS-PAGE al 12%. Las proteinas entonces se transfirieron a una
membrana PVDF (0.45 um, Millipore, Billerica, MA). Después de la transfeccién
las membranas permanecieron bloqueadas con leche libre de grasa al 5% en 20
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, y Tween 20 0.05% por 1 hora a T.A. Posteriormente
las membranas fueron incubadas por toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario correspondiente: anti-aSMA (1:500 Dako, Sigma); anti-Tenascin C (1:100
R&D Systems); anti-B-Tubulin (1:500, Santa Cruz CA). Posteriormente las
membranas fueron lavadas con PBS-Tween 20 al 0.05% e incubadas con el

anticuerpo secundario e incubadas con el anticuerpo secundario HRP-conjugado
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(1:10000, SIGMA, Saint Louis, Misuri) por una hora a temperatura ambiente. Las
proteinas inmunoreactivas fueron detectadas con un sistema de deteccion de
quimioluminiscencia (Millipore, Billerica, MA) y las imagenes capturadas con el
sistema ChemiDoc XRS ( Bio-Rad).

Obtencidén de cultivos primarios

Ratones MMP19+/+ y MMP19-/- entre 14 y 16 semanas de edad fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sédico para la obtencion de los
cultivos primarios de fibroblastos. Los pulmones fueron extraidos quirargicamente
para después de ser lavados con solucion salina estéril a través de la arteria
pulmonar. Bajo condiciones de esterilidad los pulmones fueron reducidos a
porciones minusculas mediante cortes con tijeras estériles e incubados con
tripsina-EDTA y medio de cultivo DMEM sin SFB (Suero Fetal Bobino) por 20
minutos. Después del periodo de incubacién fue afiadida una porcién equivalente
de medio DMEM con SFB al 10%. La suspension fue entonces filtrada a través de
una gaza estéril y centrifugada por 10 minutos a 16000 rpm. El pellet fue re
suspendido en 5 mL de medio de cultivo DMEM suplementado con SFB al 10%.
Las células fueron colocadas en cajas de cultivo celular Falcon T-25 y mantenidas
a 37°C y 5% CO2 en medio DMEM con SFB al 10% para propagacion del cultivo.
Células MMP19+/+ y MMP19-/- de pasajes 4-6 fueron usadas para todos los

experimentos.
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Analisis de tasa de crecimiento de Fibroblastos

El reactivo de proliferacién celular WST-1 fue empleado como indicador de las
células metabdlicamente activas en los cultivos primarios. Fibroblastos de raton
MMP19+/+ y MMP19-/- en pasaje 4 fueron sembrados en placas de 96 posos a
una densidad de 4x103 células/pozo e incubadas a una temperatura de 37°C y 5%
CO2 en medio de cultivo DMEM con SFB al 10% por toda una noche. A los
tiempos indicados los medios de cultivo correspondientes fueron remplazados con
medio DMEM fresco sin SFB y con 10uL del reactivo de proliferacion WST-1.
Después de un periodo de incubacion de 2 horas a 37°C y 5% CO:2 el medio fue
recuperado para su lectura en una placa de ELISA. La absorbancia del medio fue
cuantificada en un lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 450nm
usando una longitud de onda de referencia de 620nm. El aumento en la
absorbancia para cada muestra fueron tomados como veces sobre la lectura basal
tomada de la misma forma el dia 0 a la densidad celular inicial de 4x103 células/

pOSO.

El crecimiento celular también fue analizado también por el ensayo de
proliferacion (CyQUANT®, Life technologies, OR). Fibroblastos MMP19+/+ y
MMP19-/- fueron incubados en medio DMEM con 2% SFB con o sin 10ng/mL de
hMMP19 recombinante (Creative BioMart, NY, USA). La fluorescensia fue
determinada en un lector de placas con filtros a 480nmex/520nmem vy los
resultados fueron mostrados como incremento en la proliferacion relativa sobre la

lectura basal en el dia 0.
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Apoptosis de fibroblastos de pulmén

Mediante Citometria de Flujo fue evaluada la resistencia a apoptosis
estimulada por esturosporina de los cultivos primarios de fibroblastos de pulmén.
Cultivos primarios de fibroblastos MMP19+/+ y MMP19-/- fueron cultivados en
cajas de cultivo de 6 pozos a 80% de confluencia y tratadas con DMSO 0.1% solo
o con estaurosporina 1uM en DMSO disuelto en medio de cultivo DMEM sin SFB
en la incubadora a 37°C y 5% CO2. Los fibroblastos fueron desprendidos con
Tripsina -EDTA después de un periodo de 3 horas y resuspendidos en Buffer PBS.
De acuerdo con las instrucciones del Kit | de deteccion de Apoptosis PE Anexina V
de BD Pharmigen™ las células fueron tefiidas con Anexina V-FITC y loduro de
propidio. La poblacion de células apoptéticas tempranas fueron aquellas

identificadas como Anexina V-FITC positivas/ loduro de propidio negativas.

Ensayo de transmigracion de fibroblastos

Cultivos primarios de fibroblastos de pulmén de raton MMP19+/+ y MMP19-/-
fueron suspendidos en medio de cultivo DMEM libre de SFB a una densidad de
1.5x10° células/ pozo en la parte superior de la camara de Boyden preparada con
una matriz de colagena-1 (QCM Haptotaxis cell migration assay) o una membrana
recubierta con componentes de la membrana basal (BD BioCoat Matrigel Invasion
Chambers) y una barrera de 8uM. En el caso de la transmigracion en colagena-1
los fibroblastos permanecieron en incubacion a 37°C y 5% CO2 por 8 horas,
mientras que para las camaras con matrigel el periodo de incubacion fue de 12
horas de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La camara inferior contenia
0.3 mL de medio DMEM con o sin 20nG/mL de PDGF-BB (R&D Systems).
Después del periodo de incubacion los fibroblastos que migraron hacia la camara

inferior fueron tefidos usando la solucidn de tincidon del kit. Posteriormente el
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exceso en la tincién fue lavado de acuerdo a las instrucciones del fabricante
sumergiendo la camara en agua destilada. La camara entonces fue sumergida 10
minutos en la solucion de extraccion de tincion. La cantidad de fibroblastos que
migraron fueron cuantificados a través de la solucién de extraccion en un lector de
placas de ELISA a una longitud de onda de 460nm y los resultados se presentan
como el porcentaje de células que migraron sobre el control MMP19+/+ en medio
DMEM libre de PDGF.

Cuantificacion de la sintesis de colagena

La cantidad de colagena fue cuantificada en el medio condicionado de las
células usando el ensayo de Sircol (Biocolor, Belfast, UK) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Brevemente, los fibroblastos fueron sembrados en una
placa de 6 pozos a una densidad de 3x105 células por pozo y se incubaron
durante la noche a 37 ° C en 5 % de CO2 en medio DMEM con 10% de SFB.
Después, las células se incubaron en medio libre de suero durante 48 horas o con
TGF-B a 3ng/ml. Se recogieron y se dializaron con agua desionizada en presencia
de inhibidores de proteasas (2M N-etilmaleimida, 100mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo y 1M de EDTA) y 1% de azida de sodio. Todas las muestras
fueron liofilizadas y resuspendidas en 50 pyl de agua desionizada y 30 ug de la

concentracion de proteina fueron utilizados para el ensayo por cada muestra.

Western Blot aSMA

Los fibroblastos de ratones MMP19 +/+ y MMP19-/- fueron sembrados en
matraces de cultivo T-25 y crecido a una confluencia del 80%. Después, las
células fueron lisadas con buffer RIPA (SIGMA, Saint Louis, MO) siguiendo las
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instrucciones del fabricante. Las proteinas (30 pg) fueron separadas en geles de
poliacrilamida-SDS y transferidas a membranas de PVDF (0.45 um, Millipore,
Bellerica, MA), se bloquearon con leche sin grasa al 5% (w/v) en PBS, y se
incubaron con el anticuerpo correspondiente a 4 ° C durante la noche. Anti-alfa
actina de musculo liso (1:500 Dako, Denmark), Anti-ATG4C (SIGMA a9482, Saint
Louis, MO), y anti-B-tubulina (1:500 Santa Cruz, CA) que fue utilizado como control
de carga. Después del lavado con PBS-Tween 20 0.05% las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a HPR (1:500;
SIGMA, Saint Louis, MO) por una hora a temperatura ambiente. Las bandas
fueron detectadas utilizando un sistema de deteccidon por quimioluminiscencia
(Millipore, Billerica, MA). Las imagenes fueron adquiridas y analizadas con
ChemiDoc XRS system (Bio-Rad).

Microarreglos de fibroblastos

Los fibroblastos de ratones MMP19 +/+ y MMP19-/- fueron lisados con QlAzol
(Qiagen), y el total de ARN fue extraido y usado como templete para la sintesis del
ADN complementario de doble cadena. La calidad y la integridad del ARN fueron
determinadas por NanoDrop por Bioanalyzer (Agilent Technologies)
respectivamente. La reaccion a ADNc fue utilizando el kit de Agilent (Low RNA
input linear amplification Kit PLUS, one color5184-3523). Después de la
purificacion y la fragmentacion se prepararon alicuotas de cada muestra para
hibridarlas con Agilent Whole Human Genome 4 X 44 arrays (G4112F, Agilent
Technologies). Después, cada arreglo fue secuencialmente lavado y escaneado
por el escaner para microarreglos de Agilent. Las lecturas de cada arreglo fueron
extraidas con el programa Agilent Feacture extraction 9.5.3. Las sondas con
anotaciones fueron extraidas con Entrez Gene ID, y las sefiales se normalizaron
utilizando el método de cyclin LOESSEI analisis de las redes trasncripcionales fue
hechas usando el programa Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Los datos del
microarreglo fueron inscritos a Gene Expression Omnibus

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov.geo/) Numero de acceso: GSE49643.
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PCR-Tiempo Real

Muestras de RNA total extraidas de los cultivos primarios en condiciones
basales o estimulados con TGF-B1, fue trascrito a cDNA mediante el Kit High-
Capacity cDNA Reverse transcription (Applied Biosystems, CA, USA) de acuerdo

a las instrucciones de fabricante.

Los ensayos con sondas Tagman fueron para expresion de colagena a1 tipo |
(Mm00801666_g1); para Mmp19 (MmO01159954 g1); para Nidogeno 2 (Nid2;
MmO00456212_m1); para Integrina a11 (ltga11; Mm00723741_m1); para colagena
14al (MmO00805269 m1); para Fibronectina tipo 3 dominio 1 (Fndci;
MmO01297904 _m1); para Mmp14 (Mm00485054 m1); y 4352930E para el 18s
rRNA eucarionte que se utilizo como control endégeno (Applied Biosystems, CA,
USA). La amplificacion por PCR-Tiempo Real se realizo mediante el uso del
ciclador i-Cycler iQ Detection System (Bio-Rad Laboratories). Los resultados de
tres diferentes ratones MMP19+/+ y MMP19-/-fueron expresados como la media +
la desviacion estandar de una cuantificacién relativa de el gen blanco normalizado
con el rRNA 18s. Cada cDNA fue cuantificado por triplicado mediante una solucién

maestra, Mastermix solution (Applied Biosystems).

Inmunohistoquimica.

El pulmén derecho fue fijado por instilacion a presidn constante con
paraformaldehido al 10% 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 embebio el tejido en parafina y se hicieron cortes de 5um. La
extension y grado de de las lesiones, asi como el porcentaje de inflamacion vy
fibrosis, fueron evaluados después de la tincion tricromica de Masson y

Hematoxilina- Eosina. Los anticuerpos monoclonales empleados para a-SMA
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(1:500 Dako, Sigma); anti-Tenascin C (1:100 R&D Systems) fueron incubados
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente los tejidos se 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
cromogeno, en un buffer de acetatos con 0.05% de H202 y finalmente los tejidos
fueron contratefiidos con hematoxilina. En algunos tejidos el anticuerpo primario

fue remplazado por suero no inmune como control negativo.
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RESULTADOS

Determinacion de genotipo de ratén

Para la propagacion de la cepa donada por el grupo del Dr. Lépez Otin fue
necesaria la creacidon y renovacion constante de unidades reproductivas que nos
permitieran mediante las cruzas adecuadas aumentar la poblacion de los ratones
para abastecer los experimentos necesarios. Los ratones MMP19-/- son viables
se reproducen normalmente y se desarrollan sin ninguna anormalidad fenotipica.
También la evaluacion histologica de los pulmones no mostré diferencias entre los

ratones Mmp19-/- and Mmp19+/+.

Con objeto de identificar los ratones transgénicos de los silvestres, el DNA
obtenido de cada fragmento de cola de ratéon fue incluido en una reacciéon de PCR
buscando amplificar el gen de la MMP19 (211 pb) en los ratones MMP19+/+ 6 el
cassette de Noemicina usado para interrumpir la region promotora y los primeros
exones del gen en los ratones nulos (327 pb). La reaccion de PCR se inici6
utilizando 100 ng de DNA de cada muestra y los oligonucleétidos referidos en la
seccion de material y método. En la Figura 1 se muestra un ejemplo de los
fragmentos amplificados separados por electroforesis en un gel de agarosa al
10%.
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MMP19-- MMP19+/- MMP19-- MMP19-/- MMP19+/-

Figura 1. Gel de Agarosa al 10% donde se muestran los productos de PCR que identifican el genotipo
de los ratones. Ratones YWT MMP18 (+/+) 211 ph. Ratones K.O. MMP19 (-/-) 327 ph. Los ratones
heterocigotos MMP 19 {(+/-) muestran ambos productos.

Determinacion colorimétrica de Hidroxiprolina

Para examinar el papel potencial de la MMP19 en el desarrollo de fibrosis
pulmonar, se evaluo la acumulacién de colagena como respuesta a la instilacion
de bleomicina en ratones MMP19+/+ y MMP19-/-. Como se muestra en la figura
2, los ratones MMP19-/- desarrollaron lesiones significativamente mas extensas a
los 21 dias posteriores a la instilaciéon en comparacién con los ratones MMP19+/+.
Las aéreas de epitelizacién o viabilidad regional caracteristicas de la fibrosis
inducida por bleomicina fueron escasas en los ratones MMP19-/-, sugiriendo un
fallo en la reparacion de la lesion, tal como se puede apreciar en el dafio pulmonar
generalizado en las secciones C y E de la figura 2. En contraste con la seccién B
correspondiente a un ratbn MMP19+/+ se pueden apreciar secciones normales de
epitelio (flecha negra) asi como secciones dafadas por la bleomicina (flecha roja).
Los pulmones en los ratones MMP19-/- también muestran una extensa formacién
de focos de fibroblastos/miofibroblastos y una tincion positiva de a-SMA sugiere
que muchos de ellos eran miofibroblastos figura 2, H.
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La Hidroxiprolina es un iminoacido que constituye aproximadamente el 12-
15% de los aminoacidos que componen la triple hélice de la colagena y cuya
prevalencia en otras proteinas es escasa. Los niveles de fibrosis evaluados por el
contenido de hidroxiprolina realizados en paralelo a los pulmones observados en
la morfologia muestran que los ratones MMP19-/- presentan un nivel
significativamente mayor de hidroxiprolina que los ratones MMP19+/+ (p<0.05

figura 2).
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Figura 2. La bleomicina produce una fibrosis pulmonar severa en los ratones MMP19-~. A —F: Micrografias de secciones pulmonares
de ratones MMP19+/+ y MMP19-/-. A y B: raton MMP19+/+, 21 dias instilados con solucién salina o bleomicina, tefiidas con
hematoxilina y eosina (10X). La flecha roja sefiala una zona estructuralmente dafiada por la bleomicina. Las flechas negras indican
zonas con estructura epitelial sin dafo. C: Raton MMP19+/4+, 21 dias después de la instilacion con bleomicina (40X). D y E: raton
MMP19-/- 21 dias post instilacion con solucion salina o bleomicina, tefiidas con hematoxilina y eosina (10X). F: Raton MMP19-~, 21
dias después de la instilacion con bleomicina (40X). G y H: Inmunotincion para a-SMA en secciones de pulmén de ratones MMP19+/+
y MMP19-/~; la contratincion de las muestras se hizo con hematoxilina (10X). Recuadro: fibroblastos positivos dentro del foco de
fibroblastos (40X). Parte inferior: Niveles de hidroxiprolina en ratones MMP19-/- y sus contrapartes MMP19+/+ después de la
instilacion con bleomicina; los resultados se presentan como el promedio + la desviacion estandar de 6 ratones de cada genotipo ;
“p<0.05.
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Tenascina-C en Pulmoén de ratén

Una vez determinado el contenido de colagena en pulmdén como resultado de
las lesiones fibroticas, se analizé y compard la presencia de tenascina C, una
glicoproteina que se expresa durante la remodelacion tisular y uno de los
sustratos conocidos de la MMP19. Como se muestra en la figura 3, existe un
aumento en la tenascina-C 21 dias después de la instilaciéon con bleomicina en
ambos ratones. Sin embargo, la concentracién de tenascina-C en pulmones de
ratones MMP19-/- es significativamente mayor en comparacion al raton MMP19+/+
examinado por Western-blot e inmunohistoquimica (p<0.02 Figura 3 B). Las
micrografias muestran acumulacion de la tenascina-C en pulmén de ratones
MMP19+/+ (C) y MMP19-/- (D) instilados a 21 dias.
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Figura 3. La Tenascina-C se encuentra incrementada en ratones MMP19-/- instilados con bleomicina. Pulmones de ratones control e
instilados a 21 dias fueron homogenizados con buffer de lisis RIPA para ser analizados por Western-blot. B: El analisi de desitometria de
las bandas de Tenscina-C fue normalizado con B-tubulina. Los resultados se presentan como el promedio * la desviacion estandar de dos
experimentos independientes *p<0.01; **p<0.02. Los paneles C y D muestran una evaluacién inmunchistoquimica de la Tenascina-C en
ratones MMP19+/+ (C) y MMP19-/- (D). Las micrografias muestran secciones representativas de 3 ratones MMP19+/+ y 3 ratones

MMP19-/-.
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Estudio de células inflamatorias en LBA de ratones instilados con

Bleomicina

El modelo de bleomicina tiene una fase inicial inflamatoria previa al desarrollo
de las lesiones fibréticas que se analizd inicialmente con el conteo de células
inflamatorias presentes en LBA de ratones a los 7 dias post bleomicina Se
instilaron 20 ratones (10 MMP19+/+ y 10 MMP19-/-) El numero total de células
presentes en LBA se determiné por un conteo con hemocitobmetro mostro que los
ratones MMP19+/+ presentaban un numero significativamente mayor de células
en comparacion con los ratones MMP19-/- (p<0.01 figura 4). El conteo diferencial
del de células en LBA determiné que los ratones MMP19+/+ tienen un porcentaje
significativamente mayor de neutrdéfilos en LBA en comparacion con los ratones
MMP19-/- 7 dias después de la instilacion (figura 4). Por otro lado no se encontré
diferencia significativa en el porcentaje de macréfagos y linfocitos en LBA de
ratones MMP19+/+ y MMP19-/-. En ninguno de los casos se encontraron
Eosindfilos en LBA de ratones MMP19+/+ mientras que el los ratones MMP19-/-
se encuentran presentes en muy bajo porcentaje. No se encontrd diferencia al

comparar entre si a los ratones a 21 dias posteriores a la instilacion.
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Figura 4. Conteo total, diferencial y de la actividad de Mieloperoxidasa (MPO) en lavado brongioalveolar (LBA). A: Conteo total de
celulas de ratones MMP19+/+ y MMP19-/- instilados a 7 dias (n=7). B: Conteo diferencial de celulas en LBA. M=macrogagos;
L=linfocitos; N=neutrofilos; E=zeosinofilos; (n=7). C: Actividad de Mieloperoxidasa en LBA de ratones MMP19+/+ y MMP19-/- (n=4).
Losresultados se presentan como el promedio + la desviacion estandar de dos experimentosindependientes *p<0.01; **p<0.02

Ensayo de actividad de Mieloperoxidasa en ratones instilados a 7 dias

Con la finalidad de verificar si la actividad de los neutréfilos era mayor en los
ratones MMP19+/+ instilados a 7 dias se determind la actividad de la enzima MPO
presente en los neutrofilos en LBA de ratones. La actividad de la MPO fue
determinada a partir de una curva estandar de actividad de MPO con enzima
purificada (Sigma-Aldrich). La lectura obtenida se extrapola con la curva estandar
de actividad y finalmente la actividad obtenida se divide entre el contenido de
proteinas en la muestra y los resultados se presentan como unidades de MPO/ug
de proteina. Los resultados de la actividad de MPO confirman las observaciones

realizadas previamente en el conteo diferencial de células inflamatorias en LBA.
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Los ratones MMP19-/- presentan menor actividad de MPO en LBA en ratones

instilados 7 dias (figura 4).

No se encontrd diferencia significativa en la actividad de MPO en lisados de
pulmén entre ratones MMP19+/+ y MMP19-/- aunque se observa una tendencia a

un comportamiento similar al LBA.

Analisis de citocinas en lavado bronquio-alveolar de ratones instilados

Una vez confirmado que la presencia de neutroéfilos y células inflamatorias en
general era mayor en los ratones MMP19+/+ instilados a 7 dias, se realizd un
analisis de citocinas presentes en LBA de ratones instilados que nos permitiera
explicar las causas de estas diferencias. Mediante un ensayo de bio-plex, el cual
permite analizar varias moléculas de una sola muestra mediante una lectura en
fluidos tipo ELISA, se analizé la presencia de 23 citocinas en lavado bronquio-
alveolar de ratones MMP19+/+ y MMP19-/- control e instilados a 3 y 7 dias. Se
encontré diferencia significativa al comparar dos quimiocinas que atraen
neutrofilos. Mientras que los niveles de MIP-1a disminuyen significativamente en
los ratones MMP19-/- a los 3 y 7 dias después de la instilacion con bleomicina
(figua 5, A), KC aumenta sus niveles significativamente, sin que esto favorezca el
reclutamiento de neutréfilos en los ratones MMP19-/- / (figura 5, B). Por el
contrario, en el caso de los ratones MMP19+/+, MIP-1a no disminuye
significativamente en los ratones instilados y KC disminuye drasticamente sus

niveles en comparacion con los ratones instilados solo con solucién salina.
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Figura 5 . Analisis de citocinas en LBA de raton. A: Niveles de MIP-1a en LBA de ratones MMP19+/+ y MMP19-
/- control e instilados a 3 y 7 dias con bleomicina (n=3-4). B. Niveles de KC en LBA de ratones control e
instiladosa 3y 7 dias (n=3-4). Los resultados se presentan como el promedio + la desviacion estandar *p<0.01

Expresién de la MMP19 en fibroblastos de pulmén de ratén

Se evalud por PCR en tiempo real si los fibroblastos de pulmon de ratones
MMP19+/+ y MMP19-/- expresan este gen en condiciones basales. Como se
muestra en la figura 6, Mmp19 se expresa en los fibroblastos MMP19+/+,
mientras que, como era de esperarse, en los fibroblastos MMP19-/- el gene se

encuentra ausente.
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Figura 6. Expresion de MMP19 en fibroblastos MMP19+/+ y MMP19-/-. La expresion de MMP19 se evaluo por
gRT-PCR (A) y RT-PCR (B) en tres diferentes cultivos primarios de cada genotipo. Cada cDNA se cuantifico por
triplicado.

Analisis de Microarreglos

Con la intencion de tener mayor informacion sobre cémo la MMP19 podria
intervenir en la afectacion de los fenotipos profibréticos observados en los cultivos
primarios, se realizd un analisis global de expresion de genes. Mediante la
plataforma de alineaciéon de todo el genoma humano (G4772F), se examinod la
expresion de genes en cultivos primarios de fibroblastos MMP19+/+ y MMP19-/-
(tres cultivos en cada caso). Bajo condiciones basales; 840 genes se encontraron

diferencialmente expresados en por lo menos dos veces, 456 con un grado menor
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de sobre expresion y 384 presentaron una menor expresion (ver tabla 1, 2 en

anexo).

Los fibroblastos MMP19-/- mostraron un incremento significativo en genes
asociados con proteinas secretoras, de las cuales muchas de ellas eran
componentes fibrilares de la matriz extracelular, fibras-asociadas, colagenas
fibrilares de la membrana basal, tales como,ColXIVa1, ColXXVllla1, ColVila1,
CollVa6, ColXla1 y Colla1. Dos miembros de la las Metaloproteinasas ADAMTS
(ADAMTS-2, 3) que estan involucradas en el procesamiento de colagena también
se encuentran sobre expresadas. Otros genes de MEC aumentados fueron fibulina
5, fibulina 7, CCN3 nefroblastoma sobre expresado, nidogeno 2, osteoglicina,

podocan, y fibronectina tipo Ill dominio 1.

Hubo un modesto incremento en la expresion de MMP-14 (3 veces/
MMP19+/+, ver Tabla 1 en anexo). La MMP-14 es una MMP de uniéon a membrana
(MT1-MMP), sin que ningun otro miembro de la familia de las MMPS se sobre
expresara, indicando que no hubo compensacion por la falta de MMP19. Varios
genes cadena pesada de Miosina se encontraban altamente sobre expresados en
los fibroblastos MMP19-/-, sugiriendo que un porcentaje importante de ellos eran

miofibroblastos.

Se corroboré por RT-PCR cuantitativo el nivel de expresion de varios genes
expresados diferencialmente. Como se muestra en la figura 7, Col 14a1, Itgai1,
Nid2, Mmp14 y Fndc1 se encontraban significativamente sobre expresados en
condiciones basales en los fibroblastos Mmp19-/-. Con la intencién de examinar si
la adicion de MMP19 recombinante modificaba la expresion de los genes
sobreexpresados, fibroblastos de raton MMP19+/+ y MMP19-/- fueron incubados

en medio libre de suero con o sin la proteina recombinante (200 ng/mL por 18 hrs).
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Como se muestra en la figura 7, la adicion de la MMP19 no modifica la expresion
de Col 1401, Itga 11, Nid 2, Mmp14 y Fndc 1en los fibroblastos MMP19+/+. En
contraste, en los ratones MMP19-/- Ila proteina recombinante redujo

significativamente la expresién de los genes (figura 7).
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Figura 7. Expresion de genes en fibroblastos MMP19+/+ y MMP19-/-. A: expresién de a-| colagena XIV, nidogeno
2, el dominio contenedor | de fibronectina tipo lll, integrina a 11, MMP 14, el mRNA fue evaluado "‘por gRT-PCR. La
expresion fue normalizada contra en nivel de expresion de 185 rRNA. B y C: Fibroblastos Mmp19+/+ y Mmp19+/+
se incubaron con y sin MMP19 recombinante (200ng/mL) por 18 hrs. Los datos se presentan como el promedio + la
desviacion estandar de tres cultivos primarios de fibroblastos de pulmén de raton de cada genotipo por triplicado.
*p<0.01

Expresidén y sintesis de colagena

Con la intencion de evaluar la los efectos de la ausencia de MMP19 en la
produccion de Matriz, se midié la expresion y produccion de colagena | por RT-

PCR y ensayo de Sirlcol respectivamente. Como se muestra en la figura 8, bajo
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condiciones basales, los fibroblastos de pulmédn de raton MMP19-/- mostraron un
nivel de expresion significativamente mayor para el gen de la a-1-Colagena 1
(p<0.001). Consistente con los altos niveles de mRNA, altos niveles de la proteina
colagena fueron detectados en los sobrenadantes del cultivo celular (p<0.05)
figura 8. Resultados similares se obtuvieron cuando los fibroblastos de pulmoén

fueron estimulados con 3 ng/mL de TGF-B.
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Figura 8. Expresion de colagena en fibroblastos MMP19+/+ y MMP19-/- en condiciones basales y en
respuesta a TGF-B. A: qRT-PCR de a-l colagena |, la expresion fue normalizada contra el gen 185 rRNA. B:
Concentracion de colagena en medio condicionado cuantificado por el ensayo de Sircol. Los datos se
presentan como el promedio 1 la desviacion estandar de tres cultivos primarios de fibroblastos de pulmdn de
ratén de cada genotipo por triplicado. ¥*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.
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Expresién de alfa actina de musculo liso aSMA

La diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, la cual por lo general se
evalua de acuerdo a la expresion de aSMA, desempefa un papel importante en la
remodelacion tisular. Por tal razén, se evalué si la ausencia de la expresion del
gen de la Mmp19 habia afectado este proceso. Un lisado de proteinas derivado
de fibroblastos MMP19+/+ y MMP19-/- fueron analizados por Western-blot para la
deteccion de aSMA. Como se muestra en la figura 9, el raton MMP19-/-
espontaneamente expresa una cantidad mayor de a-SMA comparado con los
ratones MMP19+/+ (p<0.05). Después de una estimulacion con TGF-B1, un
conocido inductor de la diferenciacién a miofibroblastos, ambos, MMP19+/+ y

MMP19-/-, mostraron incremento significativo en la aSMA

A Mmp 19+/+ Mmp 19‘/ 2 l C Mmp 19+/+  Mmp19-/-  Mmp 19+/+ Mmp 19-/-
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Figura 9. Expresion de a-SMA por fibroblastos MMP19+/+ y MMP19-/-. A y C: Western-blot de a-SMA y -
Tubulina como control de carga de cuatro cultivos primarios de fibroblastos de cada genotipo. B y D: Analisis
de densitometria; Cada barra representa el promedio £ la desviacion estandar de dos cultivos primarios de
fibroblastos de pulmon deraton de cada genotipo. *p<0.05
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Ensayo de Tasa de crecimiento de Fibroblastos de pulmén de ratén

La proliferacién de los fibroblastos que han migrado hacia las zonas fibréticas
es uno de los procesos principales que median la fase fibrética del modelo
experimental. Para evaluar si este proceso se encontraba alterado se evalud la
tasa de crecimiento celular con el reactivo de proliferacion celular WST-1. Las
sales de Tetrazolio del reactivo WST-1, son cortadas por la deshidrogenasa
mitocondrial a formazan. Un aumento en la cantidad de colorante de formazan
directamente correlaciona con el numero de células metabdlicamente activas en el

cultivo.

Como se ve en la figura 10, cultivos primarios de fibroblastos MMP19-/-
cultivados en medio DMEM con 10% SFB presentan una tasa de crecimiento
significativamente mayor evaluadas por el ensayo de WST-1, en comparacion con
fibroblastos MMP19+/+ desde el segundo dia *p<0.05 a 48 hrs; ** p<0.01 a las 72
y 96 hrs.

También se evalud la proliferacion celular por el ensayo de CyQUANT® en
fibroblastos cultivados en medio DMEM con 2% de SFB en la presencia o
ausencia de la proteina recombinante MMP19 (100ng/mL). Como se muestra en la
figura 10 la proteina recombinante significativamente reduce la proliferacion celular
a las 72 hrs en los fibroblastos MMP19-/-, mientras que no tiene efecto en los
fibroblastos MMP19+/+.
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Figura 10. Andlisis de tasa de crecimiento. A: Fibroblastos de pulmén de ratén MMP19+/+ y MMP19-/- (cinco
de cada genotipo) se sembraron en placas de 96 posos en medio DMEM suplementado con 10% SFB para
analizar la tasa de crecimiento por en ensayo de WST-1. B: Fibroblastos de pulmén de ratones MMP19+/+ y
MMP19-/- (tres de cada genotipo) se sembraron en medio DMEM suplementado con 2% SFB con o sin la
proteina MMP19 recombinante (100ng/mL) para evaluar la proliferacion por el ensayo de CyQUANT®. Cada
punto representa el promedio * la desviacion estandar de diferentes cultivos primarios de fibroblastos de
cada genotipo por triplicado. *p<0.05; **p<0.01. A <0.05

Ensayo de Apoptosis

Una vez que el dafo en las lesiones fibréticas ha iniciado la remodelacién
tisular, los fibroblastos presentes en dichas lesiones entran en apoptosis, por lo
que la resistencia a la apoptosis es un mecanismo negativo en la resolucion de las

lesiones fibréticas que pudiera estar presente en el modelo experimental. Se utilizé
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el Kit | de detecciéon de Apoptosis PE Anexina V de BD Pharmigen™ en tres
cultivos primarios de fibroblastos de ratones MMP19+/+ y tres mas de fibroblastos
de ratones MMP19-/- para evaluar la resistencia a apoptosis mediada por
estaurosporina mediante citometria de flujo (FACS). La Anexina V es usada para
determinar cuantitativamente el porcentaje de células que se encuentra en estado
apoptético temprano antes de que la membrana celular pierda su integridad. 7-
Amino-Actinomicina (7-AAD) es usada en este Kit para distinguir las células que
ya se encuentran en apoptosis tardia, necrosis, o células que ya se encuentran
muertas. Para cada linea celular se proporciona al citometro de flujo una poblacién
de 100 000 células a partir de las cuales se seleccionan 10 000 células para
evaluar los porcentajes que corresponden a cada condicidn. No se encontrd
diferencia en el porcentaje de fibroblastos en apoptosis mediado por

estaurosporina al comparar los cultivos primarios MMP19+/+ y MMP19-/- figura 11.
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Figura 11. La apoptosis de fibroblastos no se altera por la usencia de la MMP19. Cultivos primario de
fibroblastos de pulmén de ambos genotipos fueron evaluados por citometria de flujo en condiciones basales
y estimulados por Estaurosporina. Cada barra representa el promedio + la desviacion estandar de tres cultivos
primarios de fibroblastos de cada genotipo.
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Ensayo de transmigracion en matriz

Para analizar los efectos de la ausencia de la MMp19 en la migracién de los
fibroblastos se utilizaron camaras boyden con matriz de colagena o matrigel. La
migracion fue evaluada en presencia o ausencia del factor de crecimiento derivado
de plaqueta (PDGF-B), un mediador quimiotactico de fibroblastos. Como se ve en
la figura 12, la transmigracion de fibroblastos a través de colagena | fue
significativamente mayor en fibroblastos MMP19-/- comparado con fibroblastos
MMP19+/+, ya sea espontaneamente (p<0.01) o en presencia de PDGF-B
(p<0.01). La misma tendencia se observo cuando se evalud la transmigracion a

través de matrigel, en ambos casos en condiciones basales y con PDGF.
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Figura 12. Transmigracion a través de componentes de la Matriz Extracelular. Fibroblastos fueron sembrados en
camaras Boyden revestidas con colagena o matrigel y las células que migraron fueron cuantificadas después de 8 0 24
hrs de incubacion respectivamente en presencia de PDGF. (20ng/mL). Cada barra representa el promedio * la
desviacion estandar de seis cultivos primarios de fibroblastos. *p<0.05; **p<0.01.
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DISCUSION

La FPl en un padecimiento progresivo y letal, se caracteriza por una
activaciéon aberrante de las células epiteliales alveolares seguido por la
migracion/proliferacion de las células mesenquimales; diferenciacion a
miofibroblastos; y acumulacién excesiva de MEC principalmente colagenas
fibrilares. La reaccion pulmonar fibrotica es probablemente el resultado final de
una compleja interaccidon entre factores de crecimiento, citoquinas, quimiocinas y
varias Metaloproteinasas de Matriz que contribuyen a la patogénesis de la FPI,

pero sus papeles especificos no estan caracterizados del todo.

Estudios en pulmones completos de genes y proteinas con FPl han
demostrado que algunas MMPs, incluyendo MMP7, MMP1, MMP2, MMP9 vy
MMP3, se encuentran altamente sobreexpresadas (2, 43, 48, 96). En un estudio
previo utilizando Captura laser con microscopio (LCM, laser capture Microscope),
donde sdlo se incluyeron unas pocas MMPs, se encontré que las MMPs, MMP9 y
MMP7 se encontraban sobreexpresadas en el epitelio adyacente a los focos de
fibroblastos (97). MMP1 y MMP7 han sido propuestas como potenciales
marcadores biolégicos de sangre periférica en la FPI (98) y que la MMP7 se
encuentre aumentada en el plasma se toma como factor predictivo de un
significativo prondstico agravado en la FPI (99). Curiosamente, estas enzimas han
demostrado una localizacion epitelial en diversas areas de los pulmones con FPI,
lo que sugiere existen diferentes eventos que se estan produciendo en las

regiones epiteliales y en el tejido conjuntivo circundante.

Recientemente nuestro grupo de trabajo demostré que la MMP19, una MMP

que muestra algunas condiciones Uunicas en patrones de expresion y
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caracteristicas funcionales, se encuentra aumentada en células epiteliales hiper-

plasticas adyacentes a regiones fibréticas en pulmones de pacientes con FPI (93).

La MMP19 es una Metaloproteinasas de matriz relativamente poco estudiada
que presenta una serie de caracteristicas estructurales y funcionales unicas, asi
como un patron de expresion distinto de otras MMPs. Difiere de otras MMPs por
una secuencia C-terminal de 36 residuos de rica en treonina rio abajo de la
cisteina conservada que generalmente se encuentra en el extremo carboxilo-
terminal (82, 87). La MMP19 es capaz de hidrolizar diversos componentes de la
MEC, tales como agricano, proteina de matriz oligomérica del cartilago (COMP),
fibronectina, asi como proteinas de la membrana basal, laminina-5y2, nidégeno y
colagena tipo IV (90, 92) todas presentes en la matriz fibrética. Se ha demostrado
que la MMP19 es capaz de cortar IGFBP3 (100) una molécula aumentada en la
FPI y en otros trastornos fibroticos (101) asi como para cortar Tenascina-C, un
componente de MEC presente en el modelo de fibrosis pulmonar por bleomicina
(102). Similar a nuestra observacion, en ratones MMP19-/- expuestos a
bleomicina, también se observd una exagerada acumulacion de Tenascina-C
(figura 3) en ratones MMP-19-/- expuestos a un modelo de asma. En apoyo a esto,
también se observéo que la MMP19 induce la expresidn en células epiteliales
alveolares de cicloxigenasa (COX2), enzima responsable de la sintesis de
protaglandina E2, un potente mediador antifibrético (93). Cabe resaltar que
ratones MMP19-/- desarrollaron una encarecida inflamacion eosinofilica alérgeno-
inducida de las vias respiratorias y un cambio en la inflamacién impulsado por Th2
(103) es consistente con los efectos que tiene PTGS2 sobre las células dendriticas
(104).

MIP-1a es un miembro de la subfamilia CC de quimiocinas. Se ha reportado
como un quimio atrayente de neutrdfilos y eosindfilos (105). Su receptor (CCR1)

es un GPCR, y es expresado primariamente por linfocitos T,
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monocitos/macréfagos, basofilos, células dendriticas, eosindfilos y neutréfilos
(106). Un estudio reportd que en presencia del receptor de MIP-1a, en ratones WT
para este receptor existe un reclutamiento efectivo de neutréfilos tanto en un
modelo de humo de cigarro como uno de infeccién por paramyxovirus (105,106).
En ambos casos, en ausencia de este receptor en un raton nulo existe un bajo
nivel de MIP-1a en LBA y una reducida inflamaciéon con bajo reclutamiento de
neutrofilos (106). Estos dos estudios concuerdan con las observaciones que
tenemos, pues MIP-1a se encuentra en condiciones basales tanto en los ratones
MMP19+/+ como en los ratones MMP19-/-, sin embargo, tras la instilacion con
bleomicina, los niveles de MIP-1a en los ratones MMP19-/- disminuyen, resultando
en un pobre reclutamiento de neutroéfilos. Por otro lado, los niveles de MIP-1a se
mantienen en los ratones MMP19+/+, permitiendo el reclutamiento de neutrdfilos
(figuras 4, 5).

La citocina KC es secretada principalmente en macréfagos residentes en
tejidos controlados por la estimulacion de TLRs (TLR2, TLR3 y TLR4
dependiendo del patdgeno), quienes directamente controlan la sintesis de
quimiocinas atrayentes de neutréfilos esenciales para el reclutamiento temprano
en la respuesta inmune (107). En un modelo de ratones fumadores se encontrd
que los niveles de KC aumentaban tras la exposicion al humo del tabaco, sin que
esto favorezca el reclutamiento de neutrdfilos. A pesar de que KC se considera el
homdlogo murino de IL-8, en el ratdbn aumenta, a consideracion de los autores,
como un efecto compensatorio en el reclutamiento de neutrdéfilos en respuesta al
dafo. (106). Nuestros resultados apuntan nuevamente en el mismo sentido, pues
los niveles de KC en los ratones MMP19+/+, que si tienen un reclutamiento de
neutrofilos son bajos. Problemas en la redaccion. Por otro lado, en los ratones
MMP19-/-, al haber una disminucién de MIP-1a y un pobre reclutamiento de
neutrofilos aumenta, en lo que pareciera ser un intento compensatorio de reclutar
mas neutrofilos al pulmén sin que esto se equipare al nivel de los ratones
MMP19+/+ (figuras 4,5).
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En nuestra colaboracion para el articulo (93), demostramos que la MMP19
induce PTGS2 (también conocido como COX2). PTGS2 es una enzima reguladora
clave en el la sintesis de las prostaglandinas E2 (PGE2) y D2 (PGD2) (104). PGE2
ha sido largamente considerado como una molécula anti-fibrética, dado que inhibe
la proliferacion de fibroblastos, la sintesis de colagena, la migracion y la
diferenciacién de miofibroblastos e induce la apoptosis de fibroblastos (108-110).
Los fibroblastos derivados de los pulmones con FPI muestran una deficiencia
relativa en la produccion de PGEZ2, asi como una reduccion en la capacidad de
respuesta a PGE2 (111-113). Varios estudios sugieren que la fibrosis inducida por
bleomicina incrementa cuando PTGS2 derivada de PGE2 se encuentra baja o
ausente (114-116), mientras que otros estudios no observan este efecto en la
misma medida (117) o sugieren vias alternativas para la produccion de PGE2
(118). En este caso fue importante para nuestros hallazgos que se demostrara que
en células epiteliales alveolares, el silenciamiento de MMP19 reduce la resolucion
de las heridas, mientras que la transfeccion de MMP19 aumenta la migracién
celular (93). Esta es la evidencia de que la inhibicién de Ptgs2 disminuye en forma
dosis dependiente el cierre de la herida en células epiteliales de humanos y felinos
(119). Un resultado similar se obtuvo en nuestro estudio (93) donde la inhibicién
de PTGS2 mengud la transmigracion de las células epiteliales a través de
matrigel. Por el contrario, la aplicacion exdégena de PGE2 estimulaba el proceso de
cierre de la herida de manera dosis dependiente. La inhibiciéon de PTGS2 sélo en
los tiempos iniciales resultdé en una inhibicidn sostenida del proceso de cierre de
herida, lo que indica que este mediador participa en los procesos tempranos de
reparacién de la herida como la expansioén y la migracion (119). Aunque se ha
estudiado poco en las enfermedades pulmonares, PGD2 también parece tener un
efecto anti-fibrético en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina
(120). Por lo tanto, PTGS2 parece ejercer su efecto anti-fibrético a través de sus

dos productos principales, PGE2 y PGD2.
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Mientras que en esta etapa de la investigacion no hemos determinado el
mecanismo por el cual MMP19 induce PTGS2, en nuestros resultados in vitro e in
vivo se demuestra que los cambios en la expresion PTGS2 son dependientes de
la expresion de MMP19 (93) y que estos cambios se asocian con el efecto anti-
fibrético de la MMP19.

Recientemente se ha reportado que PGE2 induce la expresiéon de MMP9 en
células dendriticas (DC) y que la induccién de MMP9 por PGE2 es requerida para
la migracién de DC in vivo e in vitro (121). Estos resultados indican la existencia
de una asociacion bidireccional estrecha entre algunas MMPs y PTGS2. Por lo
tanto, el aumento de expresion de MMP19 (y PTGS2) en las células epiteliales
hiperplasicas sugiere una normal, pero insuficiente respuesta para una continua
lesién epitelial en los pulmones de la FPI. Las razones para que este proceso de
reparacion fracase no son claras. Sin embrago, esto podria deberse a una
resistencia a la senalizacion intracelular, asi como al estrés celular activo 6 un
pesado desbalance pro-fibrético. Si bien las razones de este fallo no son claras,
las observaciones evidencian un diverso repertorio de respuestas que muestran
las células epiteliales alveolares en consecuencia a las lesiones, lo cual sugiere
que el equilibrio de estas respuestas puede desempeiar un papel determinante en

el fenotipo del pulmén en los pacientes con FPI.

Se cree que la FPI es el resultado aberrante de un proceso de reparacion
cronica o recurrente de una lesion epitelial alveolar. Las células epiteliales
alveolares que cubren los focos de fibroblastos con la presencia de fenotipos
alterados son el rasgo mas distintivo en la FPI. En la FPI, el restablecimiento del
epitelio intacto después de una lesion, es un componente clave de la curacion
normal de las lesiones fibréticas. Nuestros resultados sugieren que la expresion de
MMP19 por el epitelio es necesaria para la recuperacion del epitelio dafado y la

supresion de la activacién de las células mesenquimales.
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En el presente estudio se evalud la influencia que la deficiencia de MMP19
ejerce sobre diversas funciones relevantes durante la fibrogénesis. Primero se
examinaron los diferentes patrones de expresion de los fibroblastos pulmonares
procedentes de ratones MMp19-/- en comparacion con los fibroblastos
pulmonares de los ratones normales MMP19+/+ a través de un estudio de
microarreglos. Los resultados mostraron que varios genes y vias involucradas en
relevantes procesos fibrogénicos, tales como proliferacion, migracion, sintesis de
colagena, interacciones matriz-célula y autofagia se encontraban alterados en los

ratones MMP19-/-, confiriéndoles un fenotipo pro-fibrotico.

La proliferacién y la migracién son dos mecanismos esenciales para la
acumulacion de fibroblastos en los tejidos dafiados durante la respuesta fibrética,
y varios factores de crecimiento involucrados en estos procesos se encontraban
alterados en los ratones MMP19-/-. Un ejemplo es la integrina a11 (ITGA11), un
receptor principal de colagena involucrado en la reorganizacion de colagena, fue
una de los genes mas sobre expresados (tabla x 1). De manera importante esta
integrina induce la proliferacion celular regulando la expresion de miembros de la
familia de IGF, y uno de ellos IGF1, conocido como un regulador multifuncional de
la proliferacién celular, supervivencia y diferenciacion para multiples tipos
celulares, se encontraba también sobreexpresado en los ratones MMP19-/- (122).
La sobreexpresion de IGF ha sido asociada con un incremento en la fibrogénesis

algunos modelos experimentales (123).

Ademas, recientemente se demostré que ITGA11 es inducida por TGF-B1 lo
que contribuye a la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, un proceso
que también se reveld en nuestro estudio, donde fibroblastos MMP-19-/-
mostraron mayores niveles de a-SMA una caracteristica importante de los

miofibroblastos (124,125). Curiosamente, el proto-oncogén MYCN que se
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encuentra alterado en diversos tipos de cancer, se ha observado que esta
sobreexpresado en fibroblastos MMP-19-/-. La sobreexpresion de este gen se ha
observado en la proliferacion exagerada de fibroblastos asociada con la formacién
hipertréfica de la lesidn fibrética (126). La regulacion positiva de este gen puede
estar relacionada con el aumento de SET y MYND proteina contenedora del
dominio 3 (Smyd3), una histona metiltransferasa que pueden activar la
transcripcion de un conjunto de genes rio abajo, incluyendo MYCN, y que ademas
también induce la proliferacion y migracién celular (127). Por otro lado, varios
genes que inhiben la proliferacion celular se encuentran disminuidos en su

expresion.

Es notable que la proteina inducible por interferén, p200, la cual tiene una
organizacion modular que consiste de una (P203) o dos (P202 y P204), 200
motivos de aminoacidos muestran, una actividad antiproliferativa fuertemente
disminuida en su expresion (128). Otro gen que de manera interesante se
mostraba disminuido fue la metiltransferasa de histonas SUV39H1 cuya proteina
la lisina metiltransferasa de histonas 9 de la histona H3 resulta silenciada.
Estudios recientes han demostrado que los telomeros en las células SUV39H1-/-
son mas largos en comparacion con los teldmeros de células control que no se
encuentran modificadas en la actividad de la telomerasa pero probablemente este

asociados a la pérdida de la metilacion del ADN en regiones subteloméricas (129).

Con base a estos resultados, se evalué la proliferacion de fibroblastos por dos
técnicas: la migracion por quimiotaxis y quimiocinesis de fibroblastos a través de
camaras de boyden lo cual confirmé que los fibroblastos MMP-19 -/- tienen un
marcado aumento de las actividades proliferativas y migratorias. Como una prueba
de esto, se analiz6 el efecto de la adiciéon de nuevo de la proteina recombinante
MMP19 sobre la expresion génica y la proliferacion de fibroblastos. Los niveles de

expresion de Col14 1a, Mmp14, Itga11, Nid2 y Fncd1 que originalmente se
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encontraba incrementada en fibroblastos MMP19-/-, se redujo significativamente
cuando se afiadié el recombinante alcanzando niveles similares a los fibroblastos
MMP19+/+. Del mismo modo, la proteina recombinante disminuyé la proliferacién
celular incrementada de fibroblastos MMP19-/-. Estos resultados indican que las
diferencias observadas en el comportamiento de los fibroblastos estan

especificamente relacionadas con la modificacion genética de MMP19.

El depdsito de colagena en la lesidn resultante de un proceso de cicatrizacion
alterado que se produce en respuesta a la bleomicina, incrementa la produccion
de proteinas de matriz, principalmente colagenas fibrilares. En este contexto,
varias colagenas, incluyendo la colagena tipo |, el prototipo de colagena fibrilar
que aumenta en la fibrosis, estaba sobreexpresada en los fibroblastos MMP19-/-.
El incremento de colagena a1 tipo | fue corroborado mediante RT-PCR
cuantitativo, y el aumento en la secrecién de colagenas se corrobor6 por el
ensayo Sircol, un método de fijacién de colorante para el analisis de colagenas
solubles. Ademas, varios genes que aumentan la sintesis de colagena se
encuentran sobreexpresados en los fibroblastos MMP19-/-, incluyendo la proteina-
1 de sefalizacion WNT1-inducible (WISP1). Se ha demostrado que la estimulacion
de fibroblastos de pulmén de ratén y humano con WISP1 recombinante mejora la
produccion de componentes de MEC, principalmente colagena tipo | y fibronectina
(130), ambas moléculas que se encontraban aumentadas en fibroblastos MMP19-
[-.

El andlisis de redes de vias mostré que la expresion de colagenas, y MMP 14,
la unica MMP "compensatoria" sobreexpresada, esta probablemente asociada a la
activacion de la quinasa (ERK) regulada extracelularmente. Otro gen
sobreexpresado de manera interesante fue LOXL1, un miembro de la familia de
genes de la lisil oxidasa que se encuentran embebidas en la MEC amino oxidasas

dependientes de cobre que juegan un papel critico en la formacion de enlaces
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cruzados entre colagenas y elastinas, las cuales suelen estar altamente expresado
en los procesos fibréticos (131). El aumento en la expresion de colagenas
fibrilares y fibras asociadas a colagena, y un miembro de la familia Lox confirman

el fenotipo pro-fibrético de los fibroblastos MMP19-/-.

Nuestros resultados son consistentes con el cambio dramatico en la
percepcion del papel de las MMPs en FPI que ha sucedido durante la ultima
década (132). Aunque tradicionalmente soélo se consideraban antifibréticas debido
a sus propiedades de degradaciéon sobre la MEC, las MMPs han surgido en los
ultimos afos como reguladores de una compleja interaccién entre moléculas
secretadas (factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas), moléculas de la
matriz (lamininas y colagenas), y proteinas ancladas a membrana (47). Ahora se
encuentra bien aceptado que las MMPs regulan la fibrosis a través de sus efectos
sobre los procesos inmunes e inflamatorios, la activacion y la migracion celular, la

cicatrizacion de heridas, angiogénesis y apoptosis (2, 47, 132).

En conclusion nuestros resultados sugieren que la MMP19 desempefa un

papel protector en el desarrollo de la fibrosis pulmonar.

Protege el dano pulmonar:

e Limita la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina in vivo reflejado en el
contenido de colagena (p<0.05) y tenascina-C (p<0.01) en pulmén de
ratones instilados con bleomicina.

e Durante la etapa inflamatoria del modelo experimental se demostré que en
presencia de la MMP19 se da un mayor reclutamiento de neutréfilos. Esto
evaluado a través del porcentaje de prevalencia de neutréfilos en LBA
(p<0.01) su actividad enzimatica MPO (p<0.02) y su reclutamiento por

quimiocinas clave (p<0.01).
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Regula la sintesis de componentes de la MEC:

e In vitro, puede regular la expresion de componentes clave de la Matriz
extracelular, tales como, colagena a-l, nidogeno 2, el dominio contenedor |
de fibronectina tipo lll, integrina a 11, MMP 14, (p<0.01).

Participa en procesos clave en fibroblastos para el desarrollo de la FP
e Favorece la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos evaluado por a-
SMA en respuesta a TGF- 31 (p<0.05).
e Favorece la Migracion de fibroblastos a través de colagena (p<0.01) y
matrigel (p<0.01).
e En ausencia de MMP19 el fenotipo proliferativo de los fibroblastos se

favorece (p<0.01).

Estos efectos sobre el comportamiento de los fibroblastos pueden representar un

enfoque terapéutico prometedor en la fibrosis pulmonar.
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