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Resumen.
La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad de etiologia desconocida,

cronica, progresiva y letal asociada al envejecimiento, que se caracteriza por una
activacion aberrante de las células epiteliales alveolares, mismas que inducen la
proliferacion y activacion de las poblaciones de fibroblastos y miofibroblastos que
resulta en la acumulacion excesiva de componentes de la matriz extracelular y la

perdida de la arquitectura y la funcion pulmonar.

Estudios previos en nuestro laboratorio han mostrado en pacientes con FPI la sobre
expresion de algunas metaloproteasas de matriz (MMPSs), entre ellas la MMP14,
enzima que localiza principalmente en las células del epitelio pulmonar; sin

embargo, el papel de esta metaloproteasa de membrana no ha sido esclarecido.

En este trabajo, se exploré el papel de la Mmp14 en fibrosis pulmonar experimental
inducida por bleomicina utilizando un modelo de ratén condicional en donde
especificamente en el epitelio alveolar pulmonar se elimind genéticamente la
MMP14. Nuestros resultados muestran que la deficiencia de Mmp14 epitelial en
ratones incrementa la severidad y extension de la fibrosis y afecta la resolucion de
las lesiones. Experimentos de ganancia y pérdida de funcién utilizando la linea
celular A549 demostraron que las células con deficiencia de MMP14 mostraron un
aumento de marcadores asociados a senescencia que incluyen SA B-Gal, p21y el
marcador de dafio a DNA y-H2AX. Asimismo, el medio condicionado de estas
células aumentd la expresion de moléculas asociadas a fibrosis. Estos hallazgos
sugieren un nuevo mecanismo anti-fibrotico de la MMP14 asociado con una
actividad anti-senescente y consecuentemente su ausencia resulta en una
deficiente reparacion del pulmén. EI aumento de MMP14 que se observa en FPI
puede representar un mecanismo anti-fibrotico que es rebasado por un fuerte

microambiente profibrético caracteristico de esta enfermedad.



Abstract.
Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a disease of unknown, chronic, progressive

and lethal etiology associated with aging, characterized by aberrant activation of
alveolar epithelial cells, which induce proliferation and activation of fibroblast and
myofibroblast populations resulting in excessive accumulation of extracellular matrix

components and loss of lung architecture and function.

Previous studies in our laboratory have shown in patients with IPF the
overexpression of some matrix metalloproteases (MMPs), among them MMP14, an
enzyme that mainly localizes mainly in the cells of the pulmonary epithelium;

however, the role of this membrane metalloprotease has not been elucidated.

In this work, the role of Mmpl14 in bleomycin-induced experimental pulmonary
fibrosis was explored using a conditional mouse model where MMP14 was
genetically eliminated specifically in the pulmonary alveolar epithelium. Our results
show that epithelial Mmp14 deficiency in mice increases the severity and extent of
fibrosis, in addition to affecting its resolution. Our results show that epithelial Mmp14
deficiency in mice increases the severity and extent of fibrosis and extent of fibrosis
and affects the resolution of lesions. Gain and loss function experiments using that
A549 cell line demonstrated that MMP 14 deficient mice cells showed an increase in
senescence associated markers including SA B-Gal, p21 and the DNA damage
marker y-H2AX. Likewise, the conditioned medium of these cells increased the
expression of molecules associated whith fibrosis. These findings suggest a new
anti- fibrotic mechanism of MMP14 associated with an anti- senescent activity and
consequently its absence results in deficient lung repair. The increase in MMP14
observed in IPF may represent an anti-fibrotic mechanism that is overcome by a

strong profibrotic microenviroment characteristic of this disease.



Introduccion.
La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una patologia que pertenece a un amplio y

heterogéneo grupo de padecimientos que afectan el parénquima pulmonar,
conocidos como enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID). (1,2) La
FPI es una enfermedad letal progresiva e irreversible, asociada al envejecimiento,
y se caracteriza por la acumulacion excesiva en los espacios intersticiales y
alveolares de moléculas de la matriz extracelular, especialmente colagenas
fibrilares, asi como por el rompimiento de las membranas basales y la presencia de
focos de fibroblastos y miofibroblastos en el parénquima pulmonar, lo que conlleva

a la perdida de la arquitectura y funcion del pulmon (3,4,5).

Las EPID son un conjunto variado de entidades clinico-patolégicas que presentan
sintomas parecidos entre si, en los que se observa menor volumen pulmonar debido
a una alteracién en el parénquima pulmonar que lleva a menor volumen pulmonar
debido a una alteracién en el parénquima pulmonar teniendo un efecto negativo en
el equilibrio entre ventilacion y perfusion (5). En los analisis espirométricos es comuan
encontrar disminucion de capacidad pulmonar total, capacidad vital forzada,
capacidad de transferencia de CO2. Incluyen mas de 150 padecimientos diferentes
cuya etiologia es conocida solo en el 30% de ellos. Entre las causas se encuentran
ciertos medicamentos, particulas organicas e inorganicas, procesos autoinmunes,

sarcoidosis y vasculitis (6,7).

Las EPID se dividen en 2 categorias; Neumonia infiltrativa difusa, con una presencia
histol6gica especifica de causa conocida. Estas EPID de causa conocida pueden
ser provocadas por la inhalacion de particulas inorganicas como asbesto, silice y
particulas de metal o madera, asi como aquellas provocadas por la inhalacion de
particulas organicas como antigeno aviario y hongos (7,8,9), ademas del uso de
radiacion y algunos medicamentos quimioterapéuticos como la bleomicina, la cual
produce fibrosis pulmonar de forma dosis dependiente. Este compuesto se utiliza
en el modelo experimental de fibrosis pulmonar, ya que la instilacion intratraqueal
de bleomicina es utilizada en la investigacion basica como un importante agente

fibr6genico en modelos animales, debido a la presencia y distribucién de las



lesiones que puede asemejarse a ciertas neumonias intersticiales (9,10,11).

En cuanto a las EPID de etiologia desconocida o también denominadas idiopéaticas,
como su nombre lo dice, no se conoce la causa exacta de estas. Dentro de este
altimo grupo la més agresiva es la fibrosis pulmonar idiopéatica (FPI), la cual se
caracteriza por ser una enfermedad pulmonar implacablemente progresiva y
devastadora (12, 13, 14). Una caracteristica de la FPIl es la perdida de la
arquitectura normal del pulmén, teniendo como resultado final, una irreversible y
progresiva insuficiencia respiratoria, misma que termina siendo letal en un lapso de
tiempo relativamente corto, incluso menor a varios tipos de céancer, con una
sobrevida de 2-3 afios después del diagnostico (15,16). La FPI tiene una mayor
presencia en hombres que en mujeres y con mayor incidencia en adultos con una
edad media de 60 afos. Por lo que el envejecimiento es considerado un factor de
riesgo para el desarrollo de FPI (11, 16).

Tradicionalmente la FPI se trataba como una enfermedad que provenia de un
proceso inflamatorio no resuelto como es el caso de la gran mayoria de los procesos
fibréticos. Sin embargo, existe fuerte evidencia clinica y experimental la FPI es
causada por un desorden epitelial, mismo que es resultado de la interaccién entre
la predisposicion genética del individuo y otros factores de riesgo como, fumar,
inhalacion particulas de madera o metal. Diferentes modelos en ratones
transgénicos deficientes de genes ligados al proceso inflamatorio demuestran que
es posible una respuesta fibrética en ausencia de un proceso inflamatorio
(11,13,16,17). Actualmente es ampliamente aceptada la hipétesis de que la FPI es
una enfermedad que comienza con un dafio en el epitelio alveolar, lo que
desemboca en una respuesta aberrante de las células epiteliales en el mecanismo
de reparacion de la lesién, provocando la migracion, proliferacion y activacion de
las células mesenquimales, ademas de la formaciéon de focos de fibroblastos y
miofibroblastos, teniendo como resultado final la acumulacion excesiva de matriz
extracelular y la destruccion irreversible de la arquitectura del parénquima pulmonar
(2,13,17) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del modelo de reparacion anormal del dafio en la FPl. Tomado

y traducido de Selman M, Pardo A. Am J Respir Crit Care Med (2014).

Epitelio Alveolar pulmonar

El epitelio alveolar pulmonar comprende dos tipos de células epiteliales alveolares,
llamadas neumaocitos tipo | y tipo Il (o células alveolares tipo | y tipo 1), siendo las
células alveolares tipo Il mas numerosas que el tipo | (Figura 2). En un pulmon
humano adulto el area de recubrimiento de las células alveolares tipo | y Il es
aproximadamente de 150m2, de los cuales las tipo | ocupan el 90% de la superficie
alveolar debido a su estructura aplanada y alargada, ademas de ser los encargados

del intercambio gaseoso (9,18) (Figura 2).

Las células alveolares tipo Il se caracterizan por sintetizar el surfactante, el cual
reduce de manera significativa la tension superficial dentro del alveolo pulmonar,
previniendo su colapso durante la respiracion, ademas de tener otras funciones
importantes como la respuesta inmunolégica (18). El surfactante es un complejo
conformado por fosfolipidos en un 85% y por proteinas en un 15%. Los fosfolipidos
presentes en el surfactante son: la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), fosfatidilcolina
insaturada, fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol. De todos éstos, la DPPC, por si sola,



tiene las propiedades de reducir la tension superficial alveolar, pero requiere de las
proteinas de surfactante y otros lipidos para facilitar su adsorcion en la interfase aire
liquido (19,20).

Las células alveolares tipo Il son de forma cubica y con microvellosidades apicales
de un tamafio pequefio en comparacion a la longitud de las células alveolares tipo
I. se localizan habitualmente en los angulos de los alveolos, a nivel de los septos,
por lo que también se les conoce como células septales. Dentro de su citoplasma
contiene un gran numero de mitocondrias y cuerpos laminares unidos a la
membrana, los cuales son los granulos secretores del surfactante vy

microscopicamente son su caracteristica mas distintiva (21,22).

Por otro lado, las células alveolares tipo Il juegan un papel central en la reparacion
alveolar, ya que son progenitores de las células alveolares tipo | y, por lo tanto, son
los responsables de la reparacion alveolar después de algun dafio al epitelio
alveolar (Figura 2). En condiciones normales, la reparacion del epitelio alveolar se
produce a través de la proliferacion de los neumocitos tipo Il y su posterior

diferenciacion a neumocitos tipo | (20,21,22).

Célula alveolar Proteinas surfactantes

tipo Il secretando A, B, D8
surfactante

Macréfago
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célula alveolar tipo Il a
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ALVEOLO

Figura 2. Esquema de alveolo pulmonar. Estructura del alveolo, asi como el

acomodo de las células alveolares epiteliales tipo 1 y Il, y la capa del surfactante que



evita el colapso del alveolo. También se esquematiza que las células alveolares tipo
Il al diferenciarse dan origen al tipo I. Tomado y modificado de Zander S. Dani

patologia pulmonar 2da edicion (2018)
Epitelio alveolar pulmonar y Fibrosis

Tomando en consideracion que en la FPI hay un dafio epitelial, seguido de una
reparacion aberrante del epitelio alveolar, que provoca la migracion, proliferacion y
diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, que resulta en la acumulacion
excesiva de moléculas de la MEC en el espacio alveolar provocando la muerte de
las células epiteliales y por lo tanto una pérdida de la arquitectura y funcién del
pulmén (13,17).

Existen numerosos estudios que demuestran la activacion anormal del epitelio
bronquial y alveolar al expresar la mayoria de los factores de crecimiento y citosinas
responsables de la migracion, proliferacién y activacién de fibroblastos, ademas de
la activacion de vias de sefializacion que solo se encuentran encendidas durante el
desarrollo embrionario (23,24). Uno de los factores que podemos encontrar es el
TGF-B1 (Factor de crecimiento transformante beta uno 1), una de las moléculas
mas estudiadas en la fibrosis pulmonar, pues juega un papel central en el desarrollo
de esta patologia, ya que se ha demostrado que promueve la apoptosis del epitelio
alveolar, activacion y proliferacién de fibroblastos, asi como su diferenciaciéon a
miofibroblastos y la sintesis de colagena (24). El TGF-B1 es secretado en forma
latente y almacenado en la matriz extracelular, por lo que la misma matriz funciona
como un reservorio de esta molécula, la cual es liberada al degradarse esta matriz.
La activacion de TGF-B1 depende la interaccion con integrinas de la superficie
celular, por ejemplo, la integrina avp6, la cual es altamente expresada en epitelio
alveolar dafiado ademas de fibroblastos, que en conjunto potencian desarrollo de la
fibrosis pulmonar (25). Entre los procesos promovidos por el TGF-f1 podemos
mencionar a la transicion epitelio mesénquima (TEM), un fenbmeno en el que las
células epiteliales adquieren un fenotipo mesenquimal, pero no solo
morfologicamente, sino también sintetizando moléculas caracteristicas de las
células mesenquimales (25,26,27). Se tiene documentado que las células de
7



epitelio dafiado sintetizan PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaguetas) un
poderoso quimio atrayente, el cual es capaz de generar la migracion de fibroblastos
y fibrocitos circulantes y por lo tanto un acumulamiento de moléculas de la matriz
extracelular (27,28). Por lo que las células epiteliales pueden contribuir a la
expansion de la poblacion de fibroblastos y miofibroblastos, recapitulando vias del
desarrollo embrionario, sintetizando quimio atrayentes y moléculas que induzcan la

proliferacion y diferenciacion de fibroblastos o por la TEM. (27,29)

Existe numerosa evidencia tanto in vitro como in vivo que sostiene la hipétesis de
King, Pardo, Selman, pues en ratones transgénicos la ausencia o disminucion en
algunas moléculas de gran importancia para el desarrollo y la homeostasis alveolar
pueden causar fibrosis pulmonar, sin pasar necesariamente por un proceso
inflamatorio, tal es el caso del ratén deficiente de Shp2, un potente inductor de la
morfogénesis bronquial y alveolorizacion durante el desarrollo embrionario. Este
ratdn presenta una fibrosis espontanea, ya que no es antecedida por un proceso
inflamatorio, ni ningun otro factor externo, mas que la ausencia de dicha molécula
(28).

Estudios recientes han demostrado que mutaciones en la proteina surfactante C
estan altamente relacionadas con la fibrosis pulmonar familiar, ademas de que en
un raton deficiente de esta proteina observaron un incremento en el nimero de
fibroblastos después de ser instilados con bleomicina, presentando una excesiva
acumulacion de colagena y una evidente distorsion del parénquima pulmonar,
ademas de presentar una deficiente resolucion de la fibrosis (29). Dos ejemplos de
esto son las mutaciones del gen de la proteina surfactante C en ratones
transgénicos las cuales se relacionan con la fibrosis espontanea. Estudios in vitro
del gen de la proteina surfactante C (SFTPC) demostraron que al presentar una
mutacion en una cisteina en el codon 121 (C121G) induce estrés de reticulo
endoplasmico, esta misma mutacién al ser inducida en un ratén adulto provoca una
fibrosis pulmonar espontanea después de wuna alveolitis resuelta (30).
Observaciones similares se presentaron en el raton Sftpc (SP-CI73T), el cual

presenta una sustitucion de isoleucina por treonina en el codon 73, la cual también



causa una fibrosis pulmonar espontanea en ratones adultos (31).

Algunas investigaciones sugieren que la fibrogénesis que ocurre en la FPI es un
proceso dinamico en el que interaccionan células epiteliales, fibroblastos, células
del sistema inmune como macréfagos y células T, ademas de células endoteliales
(32,33). Sin embargo, existe una gran cantidad de evidencia que demuestra que la
fibrosis pulmonar es causada por el agotamiento los neumocitos tipo Il debido a
micro lesiones repetitivas (34,35). Por ejemplo, Sisson y colaboradores,
demostraron en un modelo animal, que eliminando de manera dirigida a los

neumocitos tipo Il es causa suficiente para inducir fibrosis pulmonar (36).

Se tiene reportado que la via JNK1 (proteina quinasa 1 c-Jun N-terminal) esta activa
en neumocitos tipo | y Il en pacientes con IPF, mientras que, en pacientes sanos,
esta no esta activa. Por lo que se montaron dos modelos murinos de fibrosis
inducida por bleomicina y otro por medio de un adenovirus de TGF-f1, donde se
observd que al inhibir la via JNK-1 en los neumocitos, habia una disminucién de
fibrosis y contenido de colagena en ambos modelos, ademas de que las células
epiteliales disminuyeron los genes y proteinas mesenquimales, conservando la

expresion de genes epiteliales evitando la TEM (37).

El SMARCA4 (Regulador de cromatina dependiente de actina asociado a matriz,
subfamilia A) es parte de un gran complejo de remodelacion de cromatina
dependiente de ATP, el cual se encuentra altamente expresado en el modelo murino
de fibrosis pulmonar, especialmente en las células alveolares tipo Il, sin embargo
cuando este gen se bloquea especificamente en este tipo celular en un ratén
condicional , los ratones tienen una fibrosis mas agresiva en comparacion con los
silvestres o wild type (WT), asi como una menor tasa de proliferacion de estas

células tanto in vivo como in vitro, (38).

La reticulocalbina 3, una proteina de reticulo endoplasmico que participa en la
maduracion de las células alveolares tipo Il durante el desarrollo perinatal del
pulmén, pero que no se conoce su rol biolégico en el pulmoén adulto; sin embargo,

se encuentra altamente expresada en células alveolares tipo Il en la fibrosis
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pulmonar. Por lo que se generd un raton condicional de esta proteina, al que se le
indujo fibrosis pulmonar. Presentando un alto grado de fibrosis y apoptosis en las

células alveolares y estrés de reticulo endoplasmico tanto in vivo como in vitro (39).
FPI y envejecimiento

Investigaciones epidemioldgicas han demostrado que la FPI comdnmente ocurre en
adultos en un rango de edad cercano a los 60 afios, indicando que el envejecimiento

puede ser uno de los mayores factores de riesgo a la patogénesis de FPI.

El envejecimiento puede definirse como un proceso fisiolégico natural caracterizado
por la disminucion de la capacidad de homeostasis y de regulacion de funciones

apropiadas en respuesta a un dafio (40, 41).

Se han propuesto nueve caracteristicas del envejecimiento que incluyen:
Inestabilidad gendmica, acortamiento de telomeros, alteraciones epigenéticas,
pérdida de la proteostasis, alteraciones en censar nutrientes, disfuncion
mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de las células madre, comunicacién

celular alterada (42).

En FPI estan presentes casi todas las caracteristicas del envejecimiento,
incluyendo, la disminucién de teldmeros, el dafio mitocondrial, la disminucion de la
autofagia como parte de la proteostasis, la senescencia celular, que es un proceso
fisiologico que recientemente se ha visto activo durante el desarrollo embrionario y

placenta (43).

Es interesante sefialar que el ratén condicional en el que se eliminé especificamente
en células alveolares tipo Il la proteina TRF1 (Factor de unién repetida telomérica
1), misma que es esencial para la replicacion del ADN, provoc6 un incremento en el
dafio de DNA a las dos semanas, sin embargo, a los 9 meses de la delecion se
detectd un acortamiento de telémeros en las células alveolares tipo I, ademas de

gue un gran numero de estas células presentaban marcadores de células
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mesenquimales y senescencia asociada a B-galactosidasa, e interesamente los

ratones desarrollaron fibrosis espontanea. (44).

Recientemente de observo que células del epitelio alveolar de pacientes con FPI
expresaban p21 y pl6 co-localizando con E-caderina, indicando un fenotipo
senescente en células epiteliales, las cuales se encontraba rodeando focos de
fibroblastos. Lo que demuestra que la senescencia es un proceso presente en la
FPI (45). La senescencia es un proceso caracterizado por un arresto celular,
resistencia a la apoptosis, alta actividad de [(-galactosidasa asociada a la
senescencia y la secrecidén citocinas y quimiocinas pro inflamatorias, factores
angiogénicos y MMPs que causan cambios en el microambiente local (46). Para
evaluar los efectos de la senescencia en la fibrosis pulmonar experimental se instilo
a un grupo de ratones con bleomicina, suministrandoles rapamicina, un potente
supresor de senescencia, provocando una disminucién de la fibrosis pulmonar en
estos ratones. Ademas estudios in vitro en células epiteliales de raton MLE-12 a las
qgue se les indujo senescencia por bleomicina demostraron en un cocultivo con
fibroblastos pulmonares ser capaces de inducir la activacién de fibroblastos por
medio de la via Wnt, una via ya reportada como esencial para la activacion de
fibroblastos incrementando la migracion y proliferacion de los fibroblastos, asi como
aumentar la sintesis de colagena tipo | y la expresion de alfa-SMA; efectos que eran
abolidos al darles a estas células epiteliales senescentes un tratamiento con

rapamicina. (47,48).

Matriz extracelular
La matriz extracelular (MEC) es una red intrinseca tridimensional de proteinas,

altamente dinamica y especializada presente en animales multicelulares. La MEC
estA compuesta por colagenas, glicoproteinas, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, moléculas de adhesién, factores de crecimiento, quimiocinas y
citosinas. Cada uno de estos componentes tienen importantes funciones durante el
desarrollo embrionario, homeostasis y algunas patologias. Hasta hace poco, se
creia que la MEC era una estructura que solo funcionaba como una estructura de

anclaje y soporte mecanico para las células. Sin embargo, se encuentra lejos de ser
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solo eso, pues se sabe que, los componentes de la MEC interactian con las
diferentes células a través de numerosos receptores de la superficie celular. Dentro
de estos receptores podemos incluir integrinas, receptores con dominio discoidina,
proteoglicanos de la superficie celular entre otros (49). Participando en una gran
variedad de procesos como la migracion celular, proliferacién, diferenciacion, y

apoptosis, entre otros. Por lo que la MEC esta lejos de ser una estructura inerte (46).

La MEC es una estructura dinamica que desempefia un papel clave en la
morfostasis pulmonar. El parénquima pulmonar esta compuesto entre otras por
coldgenas tipo | y Ill, elastina, proteoglicanos y fibronectina (51); mientras la
estructura especializada de la MEC conocida como membrana basal en la que
descansan el epitelio alveolar y el endotelio esta compuestas por colagena tipo 1V,

laminina y entactina entre otros (52).
Matriz extracelular y Fibrosis

Actualmente la fibrosis es uno de los grandes retos de la medicina moderna. En
especial, porque en ocasiones no se conoce la etiologia de esta, sin embargo, se
tiene entendido que la fibrosis envuelve procesos celulares tanto intrinsecos como
extrinsecos ademas de mecanismos modulados por la propia MEC. Se tiene
reportado el encendido de diferentes vias durante la progresion de la fibrosis, vias
gue en muchas ocasiones normalmente son activas solo durante el desarrollo
embrionario. Por otra parte, los componentes de la MEC desempefian un papel
fundamental en la fibrosis, no solo por el hecho de que, en si, la fibrosis es la
acumulacion excesiva de MEC, sino porque estudios recientes demuestran que
fragmentos de fibrina y fibronectina son potencialmente fibrogénicos (53). Mas
interesante aun, en tejidos decelularizados de pacientes con FPI, los cuales carecen
de cualquier otra molécula que no sea MEC, se sembraron fibroblastos, los cuales
con solo la presencia de la MEC de FPI comenzaron a diferenciarse en
miofibroblastos activos (54). En este contexto, se ha propuesto el concepto de
fibroenvejecimiento, es decir, la propension a desarrollar fibrosis tisular asociada al
envejecimiento, y se ha propuesto que la MEC es un actor clave que subyace a este
proceso. Durante el envejecimiento, las moléculas de la MEC se dafian a través de
12



muchas modificaciones que incluyen glicacién, reticulacion y entrecruzamientos, lo
gue conduce a una rigidez de la matriz que intensifica las alteraciones asociadas al

envejecimiento (55).
Metaloproteinasas de la matriz extracelular

La MEC se encuentra en una constante remodelacién necesaria para mantener la
integridad y funcion de los tejidos y 6rganos y se presenta tanto en condiciones
normales asi como su alteracidén en condiciones patolégicas. Las metaloproteinasas
de la matriz o matrixinas (MMPS) son un grupo de enzimas que pertenecen a una
super familia de proteasas llamadas metzincinas y reciben su nombre debido a que
su sitio catalitico contiene el metal Zinc (56). Las MMPs son las enzimas son las
encargadas de la regulacion de la MEC, ya que son capaces de degradar todas las
proteinas de la MEC en condiciones de homeostasis y patolégicas, ademas
practicamente se encuentran en todos los tejidos, pues son secretadas por multiples

tipos celulares, tanto locales como migratorios (57).

Sin embargo, las MMPs no solo funcionan como reguladores de la MEC, ya que
ademas de los sustratos de la MEC son capaces de procesar mediadores bioactivos
como factores de crecimiento, citosinas, quimiocinas o receptores de la superficie
celular (58). También participan en el inicio de cascadas de sefalizacion otras
proteinasas que impactan en muchos otros estratos ademas de los propios, por lo
gue son de suma importancia en procesos biolégicos como desarrollo embrionario,
morfogénesis de oOrganos, ovulacion, dilatacion cervical, angiogénesis, ciclo
endometrial, remodelacién de hueso, migracién, diferenciacion, proliferacion,
adhesion y apoptosis celular y otros (3,59,); las MMPs también desempefian un
papel importante en procesos patoldgicos como artritis, ulceracion de los tejidos,

cancer, aneurismas, nefritis, enfermedades cardiovasculares y fibrosis (60,61).

Estructura de las MMPs
Cada MMP tiene un efecto distinto sobre la MEC gracias a su estructura, la cual le

confiere distintas caracteristicas quimicas, bioquimicas y morfologicas.

Estructuralmente MMPs son un reflejo de la relacion y cercania evolutiva entre ellas
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mismas, dada en la conservacién de sus dominios y los mecanismos de catélisis y
regulacion, mismos que tienen efectos Unicos en la conducta de la célula, tales
como migracion, proliferacion, apoptosis, morfologia, expresion de genes y
activacion de cascadas intracelulares, las cuales influyen de manera importante en

la homeostasis de los tejidos (62,63).

Existen dos tipos de MMPs, las que son secretadas hacia el exterior de la célula y
las que se encuentran unidas a la membrana, también conocidas como MT-MMPs
(metaloproteinasas tipo membrana). Las MMPs que son secretadas hacia el exterior
tienen una conformacion que consiste en un péptido sefial, un dominio catalitico
encargado de la actividad proteolitica, que contiene una secuencia altamente
conservada (His-Glu-X-Gli-His) a la cual se encuentra unido el Zn catalitico, ademas
de 2 a 3 iones de Ca y un ion estructural adicional de Zinc. EI dominio tipo
hemopexina recibe este nombre debido a que consta de 4 secuencias repetidas
parecidas a la proteina del mismo nombre, este dominio se conecta con el dominio
catalitico por medio de una secuencia rica en prolina denominada bisagra, tanto el
dominio hemopexina como la regién de bisagra participan en el reconocimiento de
la enzima por su sustrato, ademas de la interaccion de la enzima con sus
inhibidores. Todas las MMPs, excepto la 7 y la 26, tienen la regidén de bisagra y el

dominio tipo hemopexina (3, 64, 65) (Figura 3).

Las metaloproteinasas de tipo membrana (MT-MMPs) forman un subgrupo dentro
de la familia de las MMPs, este subgrupo esta conformado por seis miembros, MT1-
MMP (MMP14), MT2-MMP (MMP15), MT3-MMP (MMP16), MT-4MMP (MMP17),
MT5-MMP (MMP24) y MT6-MMP (MMP26) (66). Las MT-MMPs comparten en su
estructura algunos dominios en comun, que consiste en un péptido sefial,
prodominio, dominio catalitico, region tipo bisagra, dominio tipo hemopexina; sin
embargo, pueden variar en los dominios con los que interactian con la membrana,
tal es el caso de la MT1, MT2, MT3, MT5-MMP, pues estas contienen un dominio
transmembranal un dominio citoplasmatico corto. Por otro lado, MT4 y MT6-MMP
se unen a la membrana gracias a traves de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Todas las

MT-MMPs presentan un motivo de aminoacidos basicos en el extremo carboxilo del

14



prodominio, el cual es reconocido por furina para su activacion durante su secrecion.

Por lo que todas las MT-MMPs estan activas en la superficie celular (62,65).

Dominios minimos

MMP7 y MMP26

E
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MMP-1, -3,- 8,-10
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Figura 3. Estructura de las metaloproteinasas de la matriz. Agrupacion de las
metaloproteinasas por sus dominios. Las MMPs tipo membrana pueden tener
dominio transmembranal o estar ancladas por GPI. Tomada y traducida de Hadler-
Olsen E. et al. FEBS J. (2011.)

Todas las MMPs son sintetizadas como zimdgenos o proenzimas gracias al pro
dominio que contienen, después son secretadas o ancladas a la membrana y
subsecuentemente son activadas, lo cual es fundamental para mantener la
homeostasis del tejido. Sin embargo, estudios recientes demuestran que algunas
MMPs pueden encontrarse dentro de la célula actuando como proteinas
intracelulares, tales como la MMP1, MMP2, MMP3, MMP9 y MMP13 y MMP28
(62,66,67,68,69.) Todas las MMPs tienen un péptido sefial N-terminal o un pro
dominio, el cual esta constituido de alrededor de 80 aminoacidos, y esta conservado
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en todas las MMPs excepto la 23. El pro dominio se encarga de mantener a la
enzima en estado de zimogeno por medio de un motivo PRCGXPD, el cual se une
por un residuo de cisteina altamente conservado a la secuencia consenso
HEXGHXXGXXH del dominio catalitico manteniendo su estado de latencia (66,67).

Regulacion de las MMPs

La mayoria de las MMPs son reguladas a nivel de transcripcion, excepto MMP9 y
MMP8 en neutréfilos, aunque los factores que regulan la expresion de las MMPs en
los diferentes tejidos actualmente no son claros. Sin embargo, diferentes factores
externos impactan a nivel transcripcional, dentro de estos factores podemos incluir
citosinas inflamatorias, hormonas y factores de crecimiento, como el TGFR), el
receptor de factor de crecimiento epitermal (EGFR), factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) y la interleucina-1B (IL-1B). Ademas, varios estudios demuestran que
prostaglandina E2 (PGEZ2), una molécula lipidica bioactiva, sobre expresa los genes
de MMP-1, MMP-2, MMP-9, y MT1-MMP (70,71). Aunque la regulacion de las MMPs
a nivel transcripcional también se puede dar por polimorfismos en los promotores
de estas, por ejemplo, el polimorfismo rs1799750 en el gene de la MMP1 que
provoca una sobre expresion de esta enzima (72). Ahora bien, la regulacion
transcripcional también puede ser regulada por diferentes eventos epigenéticos
como la modificacion de histonas y metilacion de DNA, por ejemplo, se tiene bien
documentado que la inhibicion histona deacetilasa induce la expresion de la MMP1
y MMP13 (73).

Las MMPs tienen cuatro inhibidores especificos en vertebrados Illamados
Inhibidores Tisulares de Metaloproteinasas (TIMPs del inglés Tissue Inibitor of
Metalloproteinases) 1, 2, 3y 4, de los cuales los TIMP's 1, 2 y 4 son proteinas de
secrecion, mientras que el TIMP- 3 se encuentra anclado a la MEC. Su funcién
consiste en inactivar a las MMP s formando complejos enziméticos 1:1 desplazando

las moléculas de agua del dominio catalitico dejandola inactiva (74).

No solo los TIMPs se encargan de la regulacion de las MMPs, se ha comprobado

que también algunos inhibidores de proteasas generales, como la a2-
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macroglobulina, cuya principal funcién consiste en bloquear a las MMPs del plasma
y fluidos tisulares. Asi mismo, se ha observado que algunas proteinas
recientemente descritas también inhiben a las MMPs, como TFPI-2 (Inhibidor de la
via del factor tisular 2) RECK una glicoproteina anclada a GPI, pues presentan
grandes similitudes con el N-terminal de los TIMP's. (71,64).

Activacion de MMPs
Como se sefialo anteriormente, las MMPs son secretadas en forma de zimogeno,

lo cual quiere decir que son inactivas, debido a que el prodominio se encuentra
unido a el sitio catalitico por medio de un grupo tiol no pareado en el carboxilo
terminal de una cisteina. Esta cisteina actia como un inactivador de los 4 ligandos
para el atomo catalitico de Zn, resultando en la exclusion del agua y por lo tanto la
inactividad de la enzima (61) (Figura 4).

Para que las MMPs puedan ser activadas, el enlace entre la cisteina y el Zn tiene
gue romperse por un cambio conformacional o protedlisis, aunque también puede
ser por medio de otras proteinasas (Figura 4). in vitro la activacion de las MMPs se
puede dar algunos agentes quimicos como tioles modificados, SDS, especies

reactivas de oxigeno, pH bajo y tratamientos de calor (63,65).

Moleculas de agua

Prodominio

<9 i ——
Enzima Dominio catalitico
inactiva
Desplazamiento del pro-dominio
por quimicos o proteolisis
Enzima
activa

Figura 4. Activacion de las MMPs. Tomada y traducida de Somerville RP. et al,
Genome Biol. (2003).
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Como ya se habia mencionado antes las MMPs son una familia de enzimas
envueltas en diferentes procesos tales como inflamacion, remodelacion de tejidos y
procesamiento de distintos componentes de la MEC, ademéas de tener otros
sustratos distintos a los clasicos de la MEC, los cuales pueden tener diferentes
efectos en varios mecanismos de regulacion. En condiciones de homeostasis las
MMPs son expresadas a distintos niveles en distintos tejidos, una caracteristica que
en muchas ocasiones puede ser dificil reproducir in vitro. Sin embargo, en
condiciones patoldgicas podemos tener un estimado comparativo con un entre un
tejido enfermo y uno sano o control. Tal es el caso de algunas MMPs que se sobre
expresan en fibrosis pulmonar y FPI, jugando un papel patofisiolégico clave, ya sea
siendo un mediador pro fibrosante o anti fiborosante como una gran cantidad de

experimentos in vitro e in vivo lo demuestran (74,75).
MMPs y Fibrosis Pulmonar

Durante mucho tiempo se hipotetizo que la fibrosis en general era una deficiencia o
anomalia en expresion, sintesis o actividad de las MMPs, sin embargo, se ha
demostrado tanto en modelos in vivo en ratones KO como in vitro que algunas de
ellas pueden jugar roles pro fibréticos y anti fibroticos como se muestra en la tabla
1.

En la FPI una de las MMPs sobre expresadas es la MMP19, tanto la—cual-se
encuentra-sebre-expresada-a nivel de genes ycomo proteina en células epiteliales
alveolares hiperplasicas en pacientes con FPI. Ensayos in vivo en células A549
(linea celular de células alveolares tipo Il provenientes de un adenocarcinoma)
demostraron que las células silenciadas para MMP19 tienen una menor capacidad
de cierre de herida, asi como una menor capacidad para migrar a través de una
matriz, procesos presentes en la reparacion epitelial, resultado totalmente contrario
al de las células que las sobre expresaban. Por lo que, se podria considerar que
MMP19 juega un papel critico en la regulacion epitelial después de una herida

(1,69,70). En experimentos realizados en paralelo, pero en un raton KO de la
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Mmp19 al que se le indujo fibrosis por medio de bleomicina se observd que los
ratones que no tenian la Mmp19 desarrollaban un mayor grado de fibrosis, asi como
una mayor acumulacién de colagenas en comparacion con el ratobn WT. Asi mismo
en fibroblastos pulmonares extraidos de estos ratones presentaron una mayor
capacidad de migracion, proliferacion, diferenciacion a miofibroblastos y sintesis de
colagena eventos de suma importancia durante la fibrogénesis, demostrando tener
un fenotipo mas fibrético en todas las condiciones que los WT (70). Estos datos

sugieren que la MMP19 tiene un papel anti fibrotico.

El andlisis por microarreglos de tejido pulmonar de pacientes con FPI y sanos,
revelé que algunas MMPs como la MMP1 y MMP7, estan sobreexpresadas. Para
determinar el papel de MMP7 en el proceso fibrotico se analiz6 en ratones
deficientes de MMP7 e instilados con bleomicina el desarrollo de fibrosis pulmonar.
El resultado mostré que los ratones deficientes en MMP7 estan protegidos de la

fibrosis (72,73,74,75), concluyendo que la MMP7 es un regulador pro fibrosante.

Como ya se habia mencionado, los analisis de expresion de genes facilitan detectar
las enzimas y los mecanismos moleculares que participan en la FPI. Una de las
enzimas sobre expresadas en la FPI es la MMP1 o colagenasa |, la cual es capaz
de degradar colagenas fibrilares; ademas es expresada de manera intracelular en
células epiteliales alveolares de pacientes con FPI, algo que llamo la atencién de
los investigadores, pues es una MMP de secrecion, por lo que hipotetizaron que la
MMP1 podria ser un regulador de la interaccion entre epitelio y mesénquima o
influenciar en la conducta del epitelio alveolar durante la evolucién de la fibrosis.
Como el ratén carece de la MMP1 no es posible analizar el papel de esta enzima
en ratones instilados con bleomicina, por lo que expresaron MMP1 humana en
células epiteliales alveolares de raton de la linea MLE12 con experimentos de
ganancia de funcion. Las células MLE con la MMP humana mostraron una mayor
capacidad de proliferacién, migracion, cierre de herida y resistencia a apoptosis en
comparacion con las células control . Interesantemente, las MLE12 que expresaban
MMP1 presentaron un menor consumo de oxigeno debido a que MMP1 afectaba la

funcién mitocondrial y por lo tanto habia menos especies reactivas de oxigeno y una
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sobre expresion de HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) lo que provocaba los efectos

en la proliferacion, migracion y apoptosis (75,76).

El ultimo miembro descubierto de la familia de MMPs es la MMP28, una enzima
presente en distintos epitelios, ademas de que el RNAm de esta enzima parece
contribuir a la homeostasis epitelial. En pacientes con FPI la MMP28 se encuentra
sobre expresada en células epiteliales alveolares, lo cual se corrobor6 por medio de
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, reportando por primera vez que la
MMP28 tenia una localizacién nuclear, cabe recalcar que otras MMPs como MMP2,
MMP3y MMP12 han sido reportadas en el nicleo, donde se ha propuesto que estas
enzimas tienen un rol en la transcripcion de genes o en la apoptosis. Se demostro
que la MMP28 incrementa la proliferacion, migraciéon ademas de dar resistencia a
la apoptosis. Por otro lado, al montar el modelo de fibrosis inducido por bleomicina
en un ratdn Mmp28KO, este resulto ser resistente a la fibrosis. (62,67)

Yamashita y colaboradores realizaron un analisis de expresion de MMPs en
pulmones de pacientes de FPI, enfocandose en la MMP3 y para determinar el papel
de la enzima se instil6 con bleomicina ratones deficientes de Mmp3. El resultado
mostrd que estos ratones presentaban menos fibrosis que los WT.

La MMP8 o también llamada colagenasa 2, una enzima relacionada con procesos
inflamatorios debido a su capacidad de procesar fibras de colagena tipo I, asi como
otros sustratos de la MEC; el ratobn Mmp8KO presenta una cicatrizacion tardia
debido a una persistencia inflamatoria, ademas de una disminucion en el depdésito
de colagena en estas heridas. El raton deficiente de Mmp8 instilado con bleomicina
desarrolla un menor grado de fibrosis en comparacion al WT y propusieron que el
mecanismo incluye la regulacion de los niveles de IL-10 sustrato de esta enzima.
(76).

MMP13 o colagenasa 3 es una enzima expresada en multiples tipos de cancer y
lamentablemente conforme es mayor su expresion, es mayor la probabilidad de un
mal prondstico. En FPI la MMP13 es altamente expresada a nivel RNA y proteina

por el epitelio alveolar y bronquial, donde al parecer juega un papel fundamental en
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la TEM. Cabe resaltar que esta metaloproteinasa es de suma importancia en
roedores, pues estos carecen de Mmpl; en el modelo de fibrosis inducida por
bleomicina el Mmp13KO presenté un mayor grado de inflamacion y fibrosis, misma

que tardaba mas tiempo en ser resuelta, sugiriendo un papel anti fibrotico (77).

Tabla 1. comparacion entre los distintos ratones Mmp KOs y el papel de cada
enzima en la FPI, asi como en el modelo murino de fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina.
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Mmp /
Papel en la fibrosis
pulmonar

Caracteristicas en la FPI y el modelo murino de fibrosis
pulmonar inducido por bleomicina

Mmp 7

Profibrética

Sobre expresada en microarreglos e inmunohistoquimica de
tejido de pacientes con FPI, especificamente en células
epiteliales, fagocitos mononucleares y fibrocitos (73).

Se generd el KO en dos cepas distintas de raton (129SVJ y
C57BL6) y al someterlas al modelo de bleomicina, ambas
presentaron una fibrosis casi nula, en comparacion con sus
contrapartes WT (74).

Mmp 28

Profibrética

En FPI es principalmente expresada en células epiteliales
con una localizacion tanto citoplasmatica como nuclear,
ademas de estar mas concentrada en suero sanguineo de
pacientes con FPI (107).

En el modelo murino de fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina es expresada en células epiteliales y macrofagos
intraalveolares. Por otro lado, su KO presenta un menor
acumulamiento de colagena, ademéas de que las células
epiteliales de estos presentaban una menor capacidad de
migracién en comparacion con el WT (108, 109).

Mmp 3

Profibrética

Altamente expresada a nivel de RNAm y proteina en
pacientes con FPl en células epiteliales bronquiales y
alveolares, macrofagos alveolares y fibroblastos (78, 110).

Al infectar ratas con un adenovirus de expresion de esta
metaloproteinasa  estas, presentaron una fibrosis
espontanea, asi como una acumulacion de focos de
fibroblastos. En cuanto al ratébn KO, este presento un menor
desarrollo de fibrosis en el modelo de bleomicina en
comparacién con el WT, relacionandose con la via de B-
cateninay la TEM (110,111).

Mmp 8

Profibrética

Es expresada en células epiteliales bronquiales de zonas con
una fibrosis severa en pacientes con FPI, ademas de
encontrarse incrementada en LBA de estos (112).

El ratbn KO desarrollo un menor grado de fibrosis
experimental por bleomicina que su contra parte WT,
relacionado con la sintesis de colagena de sus fibroblastos al
no procesar IL-10 (113).

Por medio de un analisis de microarreglos en células
alveolares de pacientes con FPI se localizO expresada en
células epiteliales hiperplasticas, adyacentes a las regiones
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Mmp 19

Antifibrética

fibréticas, lo cual fue corroborado por WB e
inmunohistoquimica (79, 69).

En el modelo de fibrosis inducida por bleomicina el KO,
presento un mayor grado de fibrosis, pues sus fibroblastos
sintetizaban mas colagena, ademas de presentar una mayor
capacidad de migracion y diferenciarse a miofibroblastos que
su contra parte WT (70).

Mmp 1

Antifibrética

En FPI es expresada en células epiteliales recubriendo zonas
de fibrosis intraalveolar, incrementando su proliferacion,
migracion promoviendo el cierre de heridas e inhibiendo la
apoptosis de estas (74).

MMP 1 no tiene un homologo como tal expresado en el ratén,
por lo que no hay un KO, aunque se han hecho estudios
transfectando plasmidos que contiene MMP1 humana en
higados fibréticos de rata resolviendo la fibrosis mas rapido
gue sus respectivos controles (80, 114).

Mmp 13

Antifibrética

Altamente elevada a nivel de RNAm y proteina de tejidos de
FPI, presentando una localizacion especifica en el epitelio
alveolar y bronquial, septos alveolares y espacios
intersticiales (78,115).

En el modelo de bleomicina el raton KO presento un mayor
grado, asociado a una temprana inflamacién (116).

Mmp 14

Antifibrética

En condiciones normales no es expresada en el pulmén, sin
embargo, de todas las MMPs de membrana, esta es la mas
expresada en tejido pulmonar de pacientes con FPI,
especificamente en células del epitelio alveolar tipo Il (94).

Cabe resaltar que de todos los ratones KO de las Mmps, el
de la Mmp14 es el Unico letal, por lo cual no se tiene un
modelo de fibrosis que se enfoque en el estudio de esta
enzima(99).

MMP14

La MMP14 o MT1-MMP fue originalmente descubierta y caracterizada en 1994

como un activador de la proMMP2 en células invasivas de cancer. Sin embargo, no

solo las células cancerosas expresan MMP14, ya que en condiciones de

homeostasis también se expresa en otros tipos celulares como células

mesenquimales, fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos, condrocitos, células

epiteliales, endoteliales, adipocitos, células mieloides, neuronas y células By T (81).
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La MMP14 presenta una gran variedad de sustratos, tales como proMMP-2,
proMMP-13 (aunque el mecanismo de activacion no es muy claro en esta), ADAM9,
gelatina, Colagena tipo LIl y Ill, fibronectina, vitronectina, lamininas-1-2/4-5,
fibrina/fibrinogeno, inhibidor de proteinasas-a (alPl), perlecano, receptor CD44,
molécula intracelular de adhesién 1 (ICAM-1), transglutaminasa tisular (tTG),
receptor asociado a lipoproteina 1 (LRP1), sindecano 1, integrin av, inductor de
metaloproteinasas, B-glicano, ineterleucina 8 (IL-8), antileucoproteinasa 1 (SLP1),
factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), galectina-1, (proteina de choque
térmico 90 (Hsp90a), pentraxina 3, progranulina, inductor angiogénico rico en
cisteina (Cyr61), peptidil- proteina dickkopf-1, kisspeptina 1 (KiSS-1) (82, 83). La
regulacion de MMP14 a nivel proteina se da por los TIMPs-2,-3-4, pero no por el
TIMP-1, ademas de estos inhibidores especificos se tiene reportado que MMP14
puede ser inhibida por otras moléculas como RECK (proteina inductora de reversiéon
rica en motivos Kazal), condroitina/heparan sulfato, testican 1 y 3, asi como una

variante por splicing de testican-3, aunque el mecanismo no es conocido (83,84).

Transcripcionalmente MMP14 es regulada por el factor de transcripcion PROX1, el
cual es esencial para el desarrollo, ademéas en cancer PROX1 juega tanto el rol
oncogénico, como el supresor de tumores. En el caso de MMP14 PROX1 se une al
promotor de MMP14 inhibiendo su transcripcién. En el PROX1KO los niveles de
MMP14 son mas altos que el en WT, asi como en una linea celular de
hepatocarcinoma cuando se sobre expresaba PROX1 la expresion de MMP14

disminuia y cuando se silenciaba MMP14 aumentaba su expresion (85).

Como se mencioné anteriormente la MMP14 tiene como sustrato a la proMMP2. La
activacion de la MMP2 comienza al formarse un homodimero de MMP14 a traves
de su dominio tipo hemopexina y su dominio transmembranal (Figura 5B). seguido
de la formacién del homodimero, una de las moléculas de MMP14 es inhibida por
TIMP-2 al unirse en su dominio catalitico en la regién amino terminal (Figura 5C),
pro-MMP2 presenta afinidad por el amino terminal de TIMP2, por lo que se forma
un complejo (MMP14)2, TIMP2, proMMP2 (Figura 5D), una vez formado el complejo

la otra MMP14 que no esta unida al TIMP y que su dominio catalitico esta libre corta
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el predominio de MMP2, liberandola activa (Figura 5E) (87).

A B C D E

ProMMP-2

MMP14
Hpx
-
™ -
Monémero de Dimerizacién formacién de .
anclado a través del activacion del dimero prol = con d’:_- i
membrana dominios Hpx MMP14 con TIMP2 el amino P
™ terminal de parte de la
. TIMP2 MMP14 que
no estaba
inhibida

Figura 5. Pasos para la activacion de proMMP2 por el complejo de MMP14 y TIMP2.
Tomado y traducido de Itoh Y. Matrix Biol. (2015)

Una de las importantes funciones que tiene la MMP14 es la degradacion de
colagena fibrilar. Debemos tomar en cuenta que la colagena es el mayor
componente de MEC, la cual tiene un rol importante al mantener la arquitectura de
los tejidos y 6rganos, ademas de dar soporte a las células. La MMP14 es la Unica
MT-MMP capaz de degradar colagenas fibrilares pericelularmente, lo cual es de
suma importancia para la remodelacion de los tejidos como se evidencia en el
Mmp14KO, e igual que todas las colagenasas escinden a la colagena en un sitio
especifico, a % de distancia del amino terminal y de ahi inicia la desnaturalizacién
de la triple hélice de colagena en gelatina, la cual es susceptible de degradacion de
varias proteinasas (86,88). MMP14 es una colagenasa muy importante durante la

migracion celular, pues se ha demostrado en matrices de colagena tipo | que
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MMP14 promueve la migracion celular de células epiteliales y fibroblastos, algo que

las otras colagenasas solubles no pueden hacer (96,97).

Ratén Mmp14KO
Los organismos transgénicos han ayudado a entender el rol o funcion que cumplen

algunas proteinas en el desarrollo embrionario, crecimiento, reproduccion etc. por
lo que son de suma importancia para el desarrollo de la biologia celular, molecular,
genética etc; asi como para distintas patologias. Se han generado distintos ratones
Knockout (KO) o carentes de casi todas las MMPs, por ejemplo, MMP2KO,
MMP3KO, MMP7KO, MMP8KO MMP9KO, MMP12KO, MMP19KO, MMP28KO; en
los cuales se ha montado el modelo de bleomicina. Cabe resaltar que ninguno de
estos ratones KO presentan problemas en el desarrollo embrionario, reproduccién
o crecimiento. Para conocer el rol fisioldgico de Mmp14 Holmbeck y colaboradores
disefiaron un raton Mmp14KO, el cual es el Gnico raton letal de toda la familia de
Mmps. Este ratbn Mmpl14KO neonato no presentaba diferencias con el WT o el
heterocigoto, sin embargo, al hacer un andlisis de rayos X se observo que
presentaba una formacion aberrante del craneo, a los 3-5 dias presentaba un peso
menor hiperlordosis, dwarfinismo, osteopenia, artritis y displasia, ademas de no
presentar maduracion sexual, por ultimo, el ratdbn moria a las pocas semanas de
edad. Las células extraidas del Mmp14KO son incapaces de degradar la colagena
tipo | y Il pericelular, lo cual es necesario para para el crecimiento y desarrollo,
conjuntamente también se presentan poca degradacion de algunos componentes
de membrana basal como colagena tipo IV, ya que al no estar presente la MMP14
la activacion de proMMP2 es nula o escasa (89, 90, 91,92). La angiogénesis por si
misma, es un proceso de invasion celular por parte de las células endoteliales.
Donde las células endoteliales necesitan separarse de las células vecinas e invadir
un nuevo tejido, proliferar y generar la estructura de tubo. Durante este proceso, es
necesaria la degradacion la degradacion de lamina basal, fibrina y colagena.
Estudios previos mostraron la participacion de MMP2, MMP9 y MMP14, sin
embargo, Chun y colaboradores demostraron que la tnica MMP esencial para este
proceso era la MMP14, pues el ratbn Mmpl4KO presentaba defectos en la
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formacién de vasos, aun estando presentes la MMP2 y MMP9 (93).

MMP14 es esencial para la alveolorizacion.
Al realizar un analisis histolégico de pulmones postnatales de ratones Mmp14KO y

WT se observo que los KO tenian unos alveolos mas amplios pues presentaban un
40% mas de superficie alveolar y un 46% mas de diametro del alveolo en
comparacion con los WT, lo cual es consecuencia de una inadecuada formacion
alveolar. Por lo que los autores supusieron que la Mmp14 juega un papel importante
en la alveolorizacion, lo cual se confirm6 por medio de hibridacion in situ de RNA 'y
por inmunohistoquimica, observando una gran expresion de Mmpl4 en el
parénquima pulmonar, en las paredes alveolares, asi como células endoteliales en
el WT. Al analizar por qué la deficiencia de MMP14 causa este efecto en la
alveolorizacion encontraron que se debia a la falta de colagenolisis de los
fibroblastos y condrocitos, pues se necesita la remodelacion de la colagena para el
desarrollo del pulmén y la ausencia de Mmp14 representa una colagenolisis fallida.
Concluyendo que el requerimiento de la actividad de Mmpl14 especialmente la
degradacion de colagena es necesaria en el desarrollo alveolar y es una de las

causas de muerte de los ratones Mmp14KO a los pocos dias de nacidos (90,91,92).

MMP14 y EMT
MMP14 es una MT-MMP ampliamente estudiada en distintos tipos de tumores y

altamente correlacionada con la EMT, debido a que su expresibn aumenta su
capacidad invasion y migracion celular. Un estudio relaciona a MMP14 con la
molécula Nogo-b, un miembro de las proteinas presentes en el reticulo
endoplasmico, localizada en el mismo y la membrana celular, la cual esta
relacionada con la EMT en diferentes 6érganos como rifidn e higado. En el modelo
de bleomicina Nogo-b es expresado por células alveolares tipo Il, mismas que sobre
expresaban a MMP14. Asi que silenciaron a Nogo-b y a su vez a MMP14 en células
A549 donde tuvieron una TEM escasa, y poca activacion del TGF-B1 latente, por lo
gue se concluye que Nogo-b incrementa la actividad proteolitica de MMP14 para
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activar el TGFB1 latente lo que promueve la actividad pro fibrética del TGF-f (92).

MMP14 y migracion de fibroblastos
La expresion de MMP14 en pulmén adulto sano es nula, por lo que cabe resaltar

que en distintas enfermedades pulmonares se encuentra sobre expresada y
lamentablemente no se sabe el mecanismo de accion de esta MMP en estas, tal es
el caso de asma, enfisema y la FPI, enfermedad caracteriza por un acumulamiento
excesivo de fibras de colagenas fibrilares. De los 23 miembros de la familia MMPs
en raton, solo un subconjunto de estas participa en la degradacion de colagena tipo
I: mColA, MMP-8 y MMP-13, (aunque algunos autores afirman que también la
MMP2) y de las MMP ancladas a la membrana, MT1-MMP (MMP-14) y MT2-MMP
(MMP-15). Sin embargo, los fibroblastos de pulmén de raton en condiciones basales
solo se expresan MMP2, MMP13 y MMP14. Al cultivar fibroblastos de pulmén KO
de cada una de estas enzimas en una matriz de colagena tipo I, solo los fibroblastos
MMP14KO son incapaces de degradar la colagena pericelular. Por otro lado,
también se midi6 la capacidad de migracion en una matriz de colagena tipo | en
fibroblastos WT comparados con MMP14KO, observandose, una nula migracion por
parte de los fibroblastos MMP14KO. Resultados similares se observaron en
fibroblastos humanos, a los que se les silencio MMP14 por medio de un siRNA. La
pérdida de la expresion de MMP14 provocaba que estos fibroblastos perdieran la
capacidad de degradar colagena tipo | pericelular, asi como migrar a través de una
matriz de este mismo sustrato. Por lo que podemos suponer que MMP14 juega un
rol central en la degradacion de colagena tipo | y migracion de fibroblastos

pulmonares humanos como de raton (93,94).
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Justificacion
Estudios en nuestro grupo de trabajo han demostrado que algunas MMPs estan

sobre expresadas en FPIy desempefian un papel importante en la patofisiologia de
esta, ya sea teniendo un efecto pro fibrosante (MMP7, MMP28, MMP3 y MMP8) o
anti fiborosante (MMP9 y MMP19).

Dentro de nuestro grupo de trabajo una de las MMPs reportadas como expresadas
en el epitelio alveolar de pacientes de FPI es la MMP14 (94) asi como también se
encuentra sobre expresada en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina, y en células epiteliales alveolares en el modelo murino de fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina (95). La MMP14 o MT1-MMP una metaloproteasa
asociada a membrana que se ha relacionado con la degradacion pericelular de
colagena fibrilar, activacion de la MMP-2, la migracion celular y que se le ha
involucrado con la transicion epitelio mesénquima; eventos presentes en la FPl y

los modelos de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (82,88,94).

El uso de organismos transgénicos es de suma importancia para conocer el papel
gue desempefian las MMPs en el desarrollo de la fibrosis pulmonar, sin embargo de
entre todos los KO de las Mmps solo el Mmp14 es el Unico letal; entre los defectos
que llevan a la muerte a este raton podemos mencionar la baja o casi nula
degradacion de colagenas fibrilares, especialmente la tipo | y Ill, formacion
aberrante del craneo, hiperlordosis, dwarfinismo, osteopenia, artritis y displasia,
ademas de no presentar maduracién sexual; sin dejar de lado que este raton no

presenta un correcto desarrollo alveolar (89,91).

Tomando en cuenta todas las consideraciones antes mencionadas, es de suma
importancia desarrollar un estudio para elucidar el papel que tiene la MMP14 en las
células alveolares tipo Il en el desarrollo de la fibrosis pulmonar, por lo que es
necesario generar de un raton KO condicional de la Mmp14 especificamente en las
células alveolares tipo Il, el cual lleve a cabo todo su desarrollo y crecimiento de

forma normal expresando a la Mmpl4, pero a las seis semanas de edad
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aproximadamente pierda la expresion de esta enzima por medio de un estimulo de
doxiciclina, para poder montar el modelo y de esta manera tratar de entender el

papel de Mmp14 en los neumocitos tipo Il en la fibrosis pulmonar.
En este contexto los objetivos de esta tesis fueron:

1. Generar un raton condicional a doxiciclina de MMP14 (Sftpc-Mmp14-cKO) en las

células alveolares tipo Il.

2. Examinar el papel de la Mmp14 en la etapas de inflamacion (7dias), fibrética (21
dias) y resolucién (120 dias) en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina en ratones Sftpc-Mmp14-cKO sin el estimulo de doxiciclina y en ratones

Sftpc-Mmp14-cKO con el estimulo de doxiciclina.

3. Analizar el efecto in vitro que tiene la ausencia o la sobre expresion MMP14 en
células alveolares tipo Il humanas en distintos procesos clave en el desarrollo de
fibrosis.

4. Evaluar el efecto de las células alveolares tipo Il silenciadas de MMP14 sobre

fibroblastos
Hipotesis

Mmp14 tiene un efecto anti fibrosante en las células alveolares tipo Il en la fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina, ya que al estar ausente esta enzima se favorece
un fenotipo fibrético, sintetizando distintas moléculas que promueven la activaciéon
y diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, lo que finalizara con un

acumulamiento excesivo de fibras de colagena.

MATERIAL Y METODOS
Determinacion genotipica de ratones por PCR

Todos los protocolos animales fueron aprobados por el comité de ética del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER, Ciudad de

México, México). Los ratones utilizados para generar el triple transgénico fueron el
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raton MMP14F/F y el ratén Sftpc(tTaTeto-Cre) que amablemente fueron donados por el
Dr. Carlos Lépez Otin de la Universidad de la Universidad de Oviedo, Espafa y la

Dra. Ana L. Mora de la Universidad de Pittsburgh, Estados Unidos respectivamente.

Para determinar la carga genética de los ratones se utilizaron fragmentos de 1.5cm
de las colas de los 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 centrifugo a 1000rpm a 4°c por 5 minutos. El sobrenadante se
recuperdy se le adiciono 1mL de etanol absoluto para ser nuevamente centrifugado.
El sobrenadante se descarté por decantacion y al boton obtenido se le adiciono
etanol al 70% y se centrifugo una vez mas a 1000rpm por dos minutos. El
sobrenadante se descartdé por decantacion y el boton se sec6é completamente a
temperatura ambiente para finalmente ser resuspendido en 100microlitos de agua.
La concentracion de DNA se determin6 en cada muestra en un espectrofotometro
UV NanoDrop ND-1000 a una longitud de onda de 260nm. La pureza se determiné

con la relaciéon 260/280.
Administracion de doxiciclina.

Para la delecion del gen de Mmp14 en el raton condicional se utilizé el sistema Tet-
on inducido por doxiciclina (sigma aldrich), la cual se les administro a los ratones
por medio de agua 100mg/0.5L con sacarosa al 50%, debido a que el agua sola con
la doxiciclina queda muy acida y los ratones no la toman. Se les administraba el
bebedero cada dos semanas y se les retiraba hasta que se lo terminaban

(aproximadamente en una semana).
Modelo experimental de fibrosis pulmonar.

Ratones de 8 semanas de edad Sftpc-Mmp14-cKO con el estimulo de doxiciclina 'y
sin el estimulo de doxiciclina se anestesiaron con una dosis de Avertin®
(Tribromoetanol 2.5gm 2, 2,2;5 mL2-methyl2butanol disuelto en 200microlitros de
agua destilada) via intraperitoneal. Una vez anestesiado el ratén se le realizo un

corte en la piel del cuello para exponer la traquea y se instilo una dosis de bleomicina
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de acuerdo al peso del raton en la proporcién de 5u/kg o la solucién salina a través
de una jeringa estéril de insulina de 1ml. Se uso una grapa quirargica estéril para
cerrar el corte en la piel del cuello y se rocié la zona con Topazone (poner r de
marca) para evitar infecciones y favorecer la cicatrizacién. Los ratones se
sacrificaron alos 7,21y 120 dias post-instilacion para analizar la etapa inflamatoria,

fibrética y la resolucién de la fibrosis del modelo.
Eutanizacion.

Los ratones Sftpc-Mmp14-cKO con el estimulo de doxiciclina y sin el estimulo de
doxiciclina fueron sacrificados con una dosis letal de pentobarbital sédico calculada
a partir del peso del raton. Los pulmones fueron quirdrgicamente 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 l6bulos derechos del pulmén fueron
llenados cuidadosamente con una presion constante de formaldehido al 10% para
su posterior analisis histolégico. Los l6bulos izquierdos fueron conservados en

nitrdgeno liquido hasta su uso.
Determinacion de hidroxiprolina

Los l6bulos pulmonares retirados del nitrégeno liquido se pesaron y se
deshidratarén por calor a 110°c hasta que alcanzaron un peso constante.
Posteriormente los pulmones fueron hidrolizados por 24hrs en HCI 6N a 110°c. los
pulmones hidrolizados fueron entonces procesados de acuerdo a la técnica
colorimétrica de Woessner (96). Brevemente se prepara la curva estandar con 1-
10microgramos de hidroxiprolina y se emplean 50microlitros de cada muestra de
pulmén de raton. La reaccion que nos permite determinar el contenido de
hidroxiprolina presente en cada muestra inicia 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 adicion de 1ml de acido perclérico 2.5N. Finalmente 1ml de p-
dimetilaminobenzaldehido 20% se agrega y se incuba en bafio a 60°c por 20
minutos. La absorbancia de la reaccion es determinada en el espectrofotometro a

560nm. Los contenidos de hidroxiprolina en pulmon se muestran en microgramos
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de hidroxiprolina por pulmon izquierdo total.

Obtencién de Lavado Bronquio-Alveolar (LBA)

Ratones Sftpc-Mmp14-cKO con el estimulo de doxiciclina y sin el estimulo de
doxiciclina instilados con bleomicina 5U/kg o solucion salina una vez eutanizados
Se expuso su traquea insertdndole una canula y se hicieron lavados dos veces con
600ul de solucidén salina estéril precalentada a 37°c en bafio maria. Para el conteo
diferencial de las células inflamatorias las células del boton se resuspendieron en
200 microlitros de solucién salina y carbowax 1:1. El numero celular total fue
obtenido mediante conteo manual con un hemocitometro estandar. Las células en
el LBA se tifieron con Wright-Giemsa y se cuantificaron por un patélogo experto (Dr.

Miguel Gaxiola, INER, México).
Muestras de pulmones humanos

Todas las muestras se obtuvieron bajo protocolos de os Comités de Etica y todos
los participantes dieron consentimiento escrito informado. Las muestras se
obtuvieron del INER.

Western-Blot

En todos los casos la concentracion de proteinas fue determinada por el reactivo de
Bradford cargando en cada una de las muestras el contenido de 10 microgramos.
Las muestras fueron separadas en un gel de acrilamida SDS-PAGE al 12%. Las
proteinas entonces se transfirieron a una membrana de PVDF (0.45micrometros,
Millipore, Blllerica,MA). Después de la transfeccion las membranas permanecieron
bloqueadas con leche libre de grasa al 5% en 20nM Tris-HCI, 150mM NaCl, y Tween
20 0.05% por una hora a temperatura ambiente. Posteriormente las membranas
fueron incubadas por toda la noche a 4°c con el anticuerpo primario
correspondiente. Posteriormente las membranas fueron lavadas con PBS-Tween

20 al 0.05% e incubadas con anticuerpo secundario e incubadas con el anticuerpo
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secundaria HRP-conjugado (1:10000, SIGMA, Saint Louis, Misuri) por una hora a
temperatura ambiente. Las proteinas inmunorreactivas fueron detectadas con un
sistema de deteccidon de quimioluminiscencia (Millipore, Billerica, MA) y las

imagenes capturada con el sistema ChemiDoc (Bio-Rad).
Bacterias y plasmidos

Para amplificar los plasmidos se empleo la cepa DH5alfa de Escherichia coli, puesto
gue carece de sistema de recombinacién; como medio de cultivo se utilizé LB liquido
(BioRad) y LB agar (BioRad). El plasmido con la secuencia de MMP14 (pCMV6-AC-
GFP+MMP14) se obtuvo de la empresa Origene (BC076638); asi como, el vector
control (pCMV6-AC GFP, PS100001, Origene). Estos vectores plasmidicos
permiten ser multiplicados en E.coli, pero también son vectores en mamiferos.
Tienen origen de replicacion ColE1 para un alto numero de copias en bacterias; asi
como el gen de la fosofotransferasa de neomicina que permite seleccion de
procariontes con kanamicina o de eucariontes con un analogo de la neomicina como
G418. Se prepararon bacterias competentes con CaClz, se transformaron cono la

técnica de choque térmico y los plasmidos se extrajeron mediante lisis alcalina.
Cultivo celular

La linea de células epiteliales alveolares de humano A549 se compro a la American
Type Culture Collection (ATCC). Las células A549 se crecieron en medio Ham’'s
F12 (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 10%, iniciando los protocolos
de transfeccion en pasaje 4.

Transfeccion celular

Silenciamiento. Se siguié el protocolo para infeccion con particulas lentivirales
control (shCtrl pGFP-V-RS) o con shMMP14 (origene TG311445). Una vez que se
tenian las clonas estables se expandieron por dos semanas en medio con F-12 con
puromicina (2ug/ml), la clona con mas alto nivel de silenciamiento de RNAm de
MMP14 fue seleccionada y llamada shMMP14, al mismo tiempo, células fueron

transfectadas y seleccionadas con el shRNA control.
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Transfeccion. Se realizo por lipoinfeccion con el compuesto lipoproteico turbofectin
(Origene). Se sembraron 150,000 células A549 en cajas de 12 pozos. Al siguiente
dia se preparo el complejo turbofectina-DNA (1pug de plasmido pCMV6-AC-
GFP+MMP14 o pCMV6-AC GFP (Mock)) con turbofectina (TF81001, origene). Se
dejo en el medio de cultivo F-12 con 5% de suero 48 hrs. Enseguida, las células se
lavaron tres veces con PBS estéril y se mantuvieron en medio selectivo durante dos
semanas. El medio selectivo con G418 se usé 1.4mg/ml de acuerdo a las curvas

gue se prepararon con este tipo celular.
Andlisis de tasa de crecimiento de células A549

Se emplearon sales de tetra sodio (WST-1) como indicador de las células
metabdlicamente activas en los cultivos primarios. Células epiteliales de la linea
A549 humanas shCtrl, Mock, shMMP14 y +MMP14 en pasaje 4 fueron sembrados
en placas de 96 pozos a una densidad de 4x102 células por pozo e incubadas a una
temperatura de 37°c y 5% CO2 en medio F-12 con SFB al 10% por toda la noche. A
los tiempos indicados los medios de cultivo correspondientes fueron remplazados
por F-12 sin SFB y con 10microlitros del reactivo de proliferacion WST-1. Después
de un periodo de tiempo de incubacion de 2hrs a 37°c y 5%de CO? 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 fue tomado como veces sobre la lectura basal tomada de la

misma forma el dia 0 a la densidad celular inicial de 4x1032 células/pozo.
PCR- Tiempo Real

Muestras de RNA total extraidas de los cultivos de las células transfectadas en
condiciones basales fueron transcritas a cDNA mediante el kit High-Capacity cDna
Reverse transcription (Applied Biosystems, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante.

Los ensayos con sondas Tagman fueron para expresion de MMP14
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MmO00485054_m1 (Applied biosystems) y 4352930E para el 18s rRNA eucarionte
que se utiliz6 como control endogeno (Applied biosystems). La amplificacipon por
PCR-Tiempo Real se realiz6 mediante el uso de termiciclador i-Cycler iQ Detection
System (Bio-Rad Laboratories). Los resultados de tres diferentes muestras fueron
expresados como la media y la desviacidén estandar de una cuantificacion relativa
de el gen blanco normalizado con el rRNA18s. cada cDNA fue cuantificado por

triplicado mediante una solucion maestra, Mastermix (Applied Biosystems).
Inmunohistoquimica

El pulmén derecho fue fijado por instilacion a presién 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 embebid el tejido en parafina y se hicieron cortes de 5 micras. La
extension y grado de las lesiones, asi como el porcentaje de inflamacion y fibrosis,
fueron evaluados después de la tincién tricromica de Masson y Hematoxilina-
Eosina. Los anticuerpos monoclonales empleados fueron incubados 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 H20:2 y finalmente los tejidos fueron contra tefildos con hematoxilina. En
algunos tejidos el anticuerpo primario fue remplazado por suero no inmune como

control negativo.
Actividad de B-galactosidasa.

Las células fueron sembradas en cubreobjetos, fijadas y tefidas con el kit -
galactosidase activity (Merk). Los nacleos se contra tefiieron con hematoxilina. Las
células positivas se determinaron por medio de un conteo de células -

galactosidasa positivas sobre el total de células por campo.

Analisis estadistico.
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Todos los datos fueron expresados como promedios con su * desviacion estandar.
Se utilizaron la prueba t-student de dos colas y el ANOVA de dos vias. P <0.05 fue
considerado como estadisticamente significativo. Todos los datos estadisticos

fueron analizados utilizando GraphPad Prism version 7.00 (La Jolla California USA).

RESULTADOS
MMP14 es expresada en células epiteliales alveolares de pacientes con FPI.

Para corroborar los datos previamente reportados, se realizaron ensayos
inmunohistoquimicos con los anticuerpos para MMP14 de la marca abcam
(ab51074) y thermo Fisher (PA5-104459) en tejido pulmonar de pacientes con FPI
y normales. Confirmando lo antes reportando por nuestro laboratorio que MMP14
es fuertemente expresada en células alveolares epiteliales en pacientes con FPI
(94), especificamente en neumocitos tipo Il hiperplasicos cuboidales,
ocasionalmente también se localiz6 la proteina expresada en fibroblastos (Figura 6
A). Contrastando con el tejido pulmonar normal, donde la inmunohistoquimica para
MMP14 no fue detectada (Figura B), asi como en el tejido control negativo de un
paciente fibrotico (Figura C). Estos resultados confirman que en la FPI existe una
sobre expresion de MMP14 en el epitelio alveolar, especificamente en células
alveolares tipo Il de pacientes con FPI, lo que sugiere que esta MMP puede tener
un papel fundamental especificamente en las células alveolares tipo Il en el

desarrollo de la FPI.
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Figura 6. Expresion de MMP14 en tejidd pulmonar normal y de pacientes con FPI.
Inmunohistoquimica con anticuerpo especifico de MMP14. (A) Tejido de paciente
con FPI con anticuerpo de MMP14, donde se puede apreciar la expresion de esta
encima en células epiteliales alveolares tipo Il (CEAII). (B) Anticuerpo de MMP14 en
tejido pulmonar de donante normal, donde la expresion de MMP14 es nula. (C)
Tejido fibrético solo con el anticuerpo secundario (control negativo) de paciente con
FPI.

Generacion de ratén condicional de Mmp14
Para esclarecer el papel de la Mmp14 en el desarrollo de la fibrosis pulmonar se

genero un raton condicional, pues como se menciond antes, el ratbn KOMmp14 es
el Unico raton letal de toda la familia de Mmps (89,90). El ratén condicional de la
Mmpl4 se gener6 empleando el sistema Tet-On Cre-LoxP, una estrategia
ampliamente utilizada en mutagénesis dirigida especifica de tejido o tipo celular. El
sistema Tet-On esta basado en el transactivador reversible controlado por
tetraciclina (rtTA del inglés reverse tetracycline-controlled transactivator), una

proteina que al recibir el estimulo de doxiciclina es capaz de unirse a la secuencia
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Tet-ON, la cual activa la expresion de la enzima Cre recombinasa, misma que
reconoce y corta unas pequefias secuencias especificas de nucledtidos llamados
sitios loxP, estos sitios loxP normalmente se insertan uno a cada lado del gen que
se desea eliminar los cuales al ser reconocidos y cortados por la Cre recombinasa

se unen entre si formando un anillo el cual contiene el gen eliminado.

Para generar nuestro ratén utilizamos dos cepas distintas, la cepa MMP147/F |a cual
fue amablemente donada por el Dr. Carlos Lépez Otin de la Universidad de Oviedo,
Espafia y la cepa Sftpc(tT@/Tet0-Cre) que fue donada por la Dra. Ana L. Mora de la
Universidad de Pittsburg, Estados Unidos.

Para la propagacion de ambas cepas fue necesaria la creacién y renovacion
constante de unidades reproductivas que nos permitieran mediante las cruzas
adecuadas aumentar la poblacién de los ratones para abastecer los experimentos
necesarios. Con el objetivo de identificar ambas cepas de ratones transgénicos y
silvestres (WT), se obtuvo DNA de un pequefio fragmento de la cola de cada uno
de los organismos, cada fragmento de fue incluido en una reaccion de PCR
buscando amplificar tanto el transgén loxP y los transgenes rtTa/TetO-Cre. La
reaccion de PCR se hizo utilizando 100 ng de DNA de cada muestra con los
oligonucledtidos especificos para los genes WT para cada transgén, los cuales son

referidos en la seccion de material y método.

Para generar el raton condicional Sftpc-Mmpl14-cKO se cruzaron homocigotos de
entre 12 y 16 semanas de edad de los ratones MMP147F (que contiene el gen de
la Mmp14 flanqueada por los sitios loxP) y el raton Sftpc(tTaTeto-Cre) (Eigura 7),
colocando tres hembras y macho por unidad de apareamiento. Una vez generada
la F1 de heterocigotos del raton condicional, estos fueron cruzados durante 8
generaciones para generar el homocigoto condicional Sftpc-Mmp14-cKO (Figura 7).
Este ratdbn no mostro ninguna diferencia en el desarrollo, reproduccién o viabilidad

en comparacion con los ratones MMP14F/F| Sftpc(tTa/Teto-Cre) y o] WT,

El raton que nosotros generamos tiene el gen de la Mmp14 flanqueado por sitios

loxP, asi como también presenta los transgenes rtTA, tet-ON y Cre insertados entre
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el promotor y el gen de la proteina surfactante C, proteina que Unicamente es
sintetizada células epiteliales alveolares tipo Il. Por lo tanto, cuando le
administramos el estimulo de doxiciclina en el agua, esta se unir a la proteina rtTA,
este trasnactivador va a ser capaz de unirse a la secuencia tet-ON, misma que
activara la expresion Cre recombinasa, una vez que se traduzca esta enzima va a
reconocer y cortar los sitios loxP que se encuentran flanqueando al gen de la
Mmpl4d y de esa manera eliminaremos la expresion de Mmpl4 solo y

exclusivamente en las células alveolares tipo Il de estos ratones (Figura 7).

SftpC rtTA/tetO/Cre M mp14ﬂ/fl

o
2

SftpchA/tetO/Cre Mmp14f'/ﬂ
Sftpc [THTAT

'y

tet0 ["Cre

+Dox M

Figura 7. Delecion especifica de Mmpl4 en CEAII. Diagrama que muestra la
delecién especifica de Mmp1l4. El ratén inducible por doxiciclina Sftpc-Mmp14-
cKOfue generado a partir de las cruzas los ratones Sftpc/rtTA/TetO/Cre con Mmpl14
fl/fl. También se muestra esquema de la delecion de Mmp14 bajo el estimulo de

doxiciclina.

Para corroborar la delecion de Mmp14 en el raton Sftpc-Mmp14-cKO se aislaron
CEA 1l de ratones condicionales que recibieron el estimulo de doxiciclina dos
semanas antes de la extraccion celular, asi como de ratones que no recibieron el

estimulo. Los pulmones de los ratones Sftpc-Mmp14-cKO con y sin el estimulo de
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doxiciclina fueron tratados con dispasa para obtener una suspension de células
epiteliales, las cuales fueron separadas por medio perlas magnéticas unidas al
anticuerpo EpCAM (del inglés Epithelial Cell Adhesion Molecule). Una vez que
teniamos las células epiteliales separadas de los demas tipos celulares se cuantifico
la expresion de proteina surfactante C en la fraccion positiva a EpCAM para
comprobar que las células de esta fraccion celular fueran CEAII, obteniendo como
resultado que la gran mayoria de estas células expresaban el surfactante C (Figura
8A).

Una vez que teniamos aisladas las CEAII de los ratones Sftpc-Mmp14-cKO con y
sin el tratamiento doxiciclina, nos dispusimos a evaluar si realmente habiamos
logrado deletar Mmp14 en estas células, asi que medimos la expresion de Mmp14
por medio de PCR cuantitativa, donde se presentd una notable reduccion en la
expresion de Mmpl4 en las células alveolares de los ratones condicionales
estimulados con doxiciclina comparandolas las CEAII del raton condicionales sin el

estimulo de doxiciclina (Figura 8B).

Para corroborar si la expresion de la proteina surfactante C se modificaba con el
estimulo de doxiciclina o con la delecién de Mmp14 en las células EpCAM positivas,
se midio la expresion del surfactante C en ambos grupos de células con y sin
doxiciclina del raton condicional. Como se muestra en la figura 8C no se observaron
diferencias entre ambos grupos, por lo que podemos decir que tanto la expresion

de proteina surfactante C y el tipo celular de células alveolares tipo Il es similar.

Con estos resultados demostramos que tenemos la delecibn de Mmpl4,
especificamente en las CEAII del raton Sftpc-Mmp14-cKO después del tratamiento

con doxiciclina por lo que podiamos montar el modelo de fibrosis pulmonar in vivo.
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Figura 8. Andlisis de expresion de marcadores de células epiteliales y EpCAM. (A)
expresion de proteina surfactante C (SP-C) en células EpCAM positivas y negativas
en células epiteliales extraidas de ratones Sftpc-Mmp14-cKO bajo el estimulo de
doxiciclina. (B) Expresion del Mmp14 en la fraccion de células EpCAM positivas bajo
el estimulo de doxiciclina y sin doxiciclina del ratén Sftpc-Mmpl14-cKO. (C)
Expresion de SP-C en células epiteliales con y sin el estimulo de doxiciclina. *p<

0.05 por la prueba de t-student. n= 3.

42



La ausencia de Mmp14 en células epiteliales alveolares tipo || aumenta la fibrosis y

retrasa su resolucion en el modelo de bleomicina.

Una vez que logramos la delecion de la Mmp14 en las CEA Il en nuestro raton
condicional se monto el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina para
identificar el papel de esta Mmp durante el desarrollo y resolucion de la fibrosis
pulmonar. Para poder llevar a cabo nuestro estudio se trabajaron con tres grupos
tanto de ratones condicionales como WT: el primer grupo solo recibié la dosis Unica
de bleomicina, el segundo grupo solo recibi6 el estimulo de doxiciclina por medio
del agua cada dos semanas, pero no recibié bleomicina; y el tercer grupo recibio
ambos estimulos, la dosis Unica de bleomicina y el estimulo de doxiciclina

respectivamente.

Modelo de fibrosis pulmonar por bleomicina
-Etapa inflamatoria del modelo de fibrosis inducida por bleomicina.

Todos los grupos de ratones tanto WT como Sftpc-Mmp14-cKO fueron evaluados
histolégicamente en tres distintas etapas, a los 7 dias para evaluar la etapa
inflamatoria, 21 dias para la etapa fibrotica y a los 120 dias que corresponde a la
etapa de resolucion de la fibrosis.

El modelo de bleomicina tiene una fase inicial inflamatoria previa al desarrollo de
fibrosis, la cual puede ser observada a los 7 dias post instilacion con un aumento
del infiltrado de células inflamatorias, mismas que pueden ser evaluadas por medio
de un LBA por medio de un conteo manual con hemocitometro. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de macréfagos, neutréfilos y
linfocitos. Cabe mencionar que en ningun grupo se observaron eosindfilos en los
LBA (Figura 8).
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Figura 9. Conteo de infiltrado de células inflamatorias de lavados bronquio
alveolares de ratones Sftpc-Mmp14-cKO con y sin el estimulo de doxiciclina. Los
LBA se realizaron a los 7 dias post bleomicina en ratones con y sin el estimulo de
doxiciclina, sin encontrar ninguna diferencia en el infiltrado de células inflamatorias

entre ambos grupos.
-Etapa fibrética (21 dias post instilacion con bleomicina)

Para examinar el papel que podria tener la Mmp14 en la etapa fibrética en el modelo
de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, se evalud la presencia de fibras de
colagena tipo | por medio de la tincién tricromica de Masson, asi como la extensién
de la lesién en los tres grupos de ratones WT y Sftpc-Mmpl14-cKO  antes
mencionados. Como se puede observar en las imagenes histolégicas de la figura
10A los grupos de ratones tanto WT y Sftpc-Mmpl4-cKO que solo recibieron
doxiciclina y fueron instilados con solucion salina no desarrollaron fibrosis, pues no
hay presencia de fibras de colagena ni presentan lesion alguna. Por lo que podemos

asumir que la doxiciclina por si sola no tiene ningun efecto fibrotico.

El grupo de ratones WT y Sftpc-Mmpl4-cKO que, si fueron instilados con
bleomicina, pero no recibieron el estimulo de doxiciclina; se puede apreciar la
presencia de fibras colagena y la deformacion de los alveolos debido a la extension
de la lesiéon fibrética aunque sin diferencias considerables entre ambos grupos
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(Figura 10A).

El tercer grupo de ratones grupo de ratones tanto WT como Sftpc-Mmp14-cKO que,
si fueron instilados con bleomicina y ademas si recibieron el estimulo de doxiciclina
se puede apreciar una mayor acumulacién de fibras de colagena en el grupo de
ratones condicionales en comparacién con el grupo WT, ademas de presentar
lesiones mas extensas. Por otro lado, si comparamos este grupo de ratones con sus
controles encontramos una mayor presencia de fibras de colagena y mayor
extension de la lesién en este grupo que no expresa la Mmp14 en las CEA Il y que
fue instilado con bleomicina, lo que nos haria suponer que la ausencia de la Mmp14
tiene un efecto en el desarrollo de la fibrosis pulmonar. Por lo que cuantificamos el
acumulamiento de colagena bioquimicamente, midiendo el contenido de
hidroxiprolina, un aminoacido que constituye aproximadamente del 12% al 15% de
los aminoacidos que componen la triple hélice de coldgena y cuya prevalencia en
otras proteinas es escasa. Primero medimos el contenido de hidroxiprolina del ratén
Sftpc-Mmpl14-cKO sin doxiciclina y con doxiciclina comparandolo con su
contraparte, un ratbn WT de la cepa c57BL6 en las misma condciones, para evaluar
si la modificacién genética por si misma causaba una mayor sintesis de colagena,
sin embargo, no se encontraron diferencias en ninguna de las condiciones, lo que
nos sugiere, que tanto el background genético del ratdén, asi como el tratamiento
con doxiciclina no tienen ningun efecto en el acumulamiento de colagena (Figura
10B). Por otro lado, cuando cuantificamos el contenido de hidroxiprolina en
pulmones de los ratones Sftpc-Mmp14-cKO con el estimulo de doxiciclina y sin
doxiciclina instilados y su contraparte WT instilados con bleomicina 21 dias antes,
pudimos constatar que el raton Sftpc-Mmpl4-cKO presenta una mayor
acumulamiento de colagena, corroborando lo antes revelado en el analisis
morfolégico con la tincion de Masson, un mayor contenido de colagena en los
pulmones de los ratones Sftpc-Mmp14-cKO sin Mmp14 instilados con bleomicina
en comparacion con sus controles Sftpc-Mmpl14-cKO y el WT (Figura 10 Ay B), los
cuales sus CEAIl si expresaban MMP14 (13918 vs 89+5 ug/pulméon p<0.01
respectivamente), indicando la que delecion de Mmpl14 en las CEAIl provoca un

mayor acumulamiento de colagena en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por
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Figura 10. Andlisis histolégico y cuantificacién de hidroxiprolina de ratones WT y
Sftpc-Mmp14-cKO con y sin el estimulo de doxiciclina a 21 dias. (A) Analisis
histologico por medio de la tincién tricromica de Masson de ratones WT y Sftpc-

Mmpl14-cKO con y sin el estimulo de doxiciclina en condiciones basales, con

bleomicina y el

hidroxiprolina en ratones Sftpc-Mmp14-cKO con y sin el estimulo de doxiciclina
condiciones basales, con bleomicina y el estimulo de doxiciclina/bleomicina (C)
Cuantificacién de hidroxiprolina en ratones WT en condiciones basales, con

estimulo de doxiciclina/bleomicina.
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bleomicina y el estimulo de doxiciclina/bleomicina **p<; 0.01 por ANOVA n2 3.
-Etapa de resolucion de la fibrosis (120 dias post instilacion)

En esta fase de resolucidon nosotros mantuvimos los grupos de ratones los Sftpc-
Mmp14-cKO y WT con la instilacion Unica de bleomicina sin el estimulo doxiciclina
y con el estimulo de doxiciclina durante 120 dias, cabe recalcar que los ratones con
el estimulo de doxiciclina lo recibian cada dos semanas. Pasado este tiempo los
ratones fueron eutanizados y se analizados histolégicamente observando que los
grupos control Sftpc-Mmp14-cKO con bleomicina sin el estimulo de doxiciclina'y con
doxiciclina presentaron una resolucion de la fibrosis casi a niveles basales del WT.
Sin embargo, los ratones Sftpc-Mmp14-cKO con la Mmp14 deletada mostraron una
resolucién incompleta, con una regresion parcial de la extension de la lesion
(25£12% vs 7.5£5% respecto al grupo control) (Figura 11 A); asi como un mayor
contenido de hidroxiprolina en comparacién con los niveles del control (11148 vs
66+10ug/pulmoén p<0.01) indicando que la deficiencia de Mmpl4 en las CEAII

también afecta la etapa de resolucion de la fibrosis pulmonar (Figura 11 By C).
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Figura 11. Analisis histoldgico y cuantificacion de hidroxiprolina en la etapa de
resolucion (120 dias). (A) Analisis histolégico por medio de la tincion tricromica de
Masson de ratones Sftpc-Mmpl4-cKO con estimulo de doxiciclina/bleomicina y

ratones WT con bleomicina a 120 dias. Cuantificacion de hidroxiprolina en ratones
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Sftpc-Mmp14-cKO (B) y WT (C) con y sin el estimulo de doxiciclina y bleomicina a
120 dias **p<; 0.01 por ANOVA nz 3.

Transfeccion de MMP14 en células A549
Para evaluar el efecto de MMP14 in vitro, se transfectaron a la par CEAIl humanas

de la linea celular A549. Se utilizo el RNA de horquilla corta 5 shRNAMT1-MMP
para un silenciamiento especifico constitutivo de MMP14, a las que llamaremos
shMMP14 y a su vector control shCtrl; asi como un vector de sobre expresion de
MMP14 pCMV6-ACGFP+MMP14, mismas que llamaremos +MMP14 y su control

de transfeccion Mock.

Para corroborar la eficacia de nuestras transfecciones en las células A549 con los
vectores de silenciamiento y sobre expresion se midié la sintesis de MMP14 por
medio de la técnica de Western Blot. Ambos vectores controles shctrol y Mock no
presentaron diferencias de expresion de MMP14; en cuanto a las células
transfectadas con el vector de silenciamiento shMMP14 presentaron una
disminucion del 95% de MMP14 en comparacion con su vector control; por ultimo
las células a las que se les sobre expreso MMP14 con el vector +MMP14
presentaron un aumento de la sintesis de MMP14 del 90% en comparacion de su

vector control (Figura 12).

shCtrl
Mock
shMMP14
+ MMP14

MMP14

— — B-actin

Figura 12. Sintesis de MMP14 en células transfectadas. Western Blot de células de
la linea A549 con los vectores shctrol y Mock los cuales no tuvieron diferencias entre

si, en el tercer carril se encuentra la proteina de las células transfectadas con el
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vector de silenciamiento shMMP14, donde se puede observar la MMP14 silenciada
y en el cuarto carril muestra MMP14 sobre expresada en las células transfectadas

con el vector de expresion. Nuestro control de carga fue B-actina.

La senescencia epitelial es uno de los mecanismos que incrementan la actividad
fibrogénica in vitro y agrava la fibrosis pulmonar in vivo. Dado que el arresto celular
es uno de los mecanismos clave en la senescencia celular, nosotros evaluamos si
MMP14 tenia algun efecto en la tasa de crecimiento en las células epiteliales
alveolares shMMP14 y +MMP14. Se midio la tasa de crecimiento por medio del
método WST a distintos tiempos; 24, 48 y 72hrs, teniendo como resultado un
incremento de esta en las células que sobre expresan la MMP14, mientras que las

células shMMP14 decrecia a las 48 y 72hrs respecto con sus controles (Figura 13).

15+

-+ Mock
=+ MMP14
-+ ShCtrl

—+ shMMP14

. Tasa de crecimiento (veces de cambio)

0 20 40 60 80

Tiempo (horas)

Figura 13. Tasa de proliferacion por el método WST. Ensayo de proliferacion de
células A549 silenciadas de MMP14 y sobre expresadas de MMP14, asi como sus
respectivos controles a 24, 48 y 72 horas en medio F-12 al 1%. Se puede observar
una menor tasa de proliferacion por parte de las células con la MMP14 silenciada a
48 y 72 horas. La grafica es el promedio de tres experimentos independientes por
triplicado. P<;0.01
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La ausencia de la MMP14 en células epiteliales promueve de senescencia in vitro.

La senescencia es un proceso en el que las células entran en un arresto celular y
dejan de dividirse de manera permanente, pero no mueren (resistencia a apoptosis),
este arresto celular puede ser causado por diversos tipos de estrés como dafio al
DNA, telémeros disfuncionales o exposicion a algunas moléculas como peroxido de
hidrogeno o doxorrubicina. Cabe resaltar que estas células son activas y liberan
sustancias que pueden causar inflamacion, dafar las células vecinas o como se ha
observado en la FPI aumentar la proliferacion y activacion de fibroblastos. Existe
evidencia que en células epiteliales alveolares de pacientes con FPI se puede
encontrar la expresién de las proteinas p21 y p53, mismas que son de gran
relevancia en la senescencia celular. p53 promueve la senescencia activando genes
que inhiben la proliferacién, incluyendo el inhibidor de cinasas dependientes de
ciclina p21/Cipl/Wafl, previniendo la proliferacion celular bajo ciertas
circunstancias de estrés celular. p21 es otro inhibidor del ciclo celular, pero este es
dependiente a nivel transcripcional de p53. Una vez que p2l es activado inhibe
directamente la actividad de las enzimas de los complejos ciclina-CDK2 vy ciclina-
CDKA4 (del inglés cyclin-dependent kinase inhibitor).

Ahora bien, teniendo en cuenta que la senescencia puede tener un papel clave en
la fibrosis pulmonar, decidimos probar si este proceso se presentaba de manera
espontanea en nuestras células shMMP14 por medio del marcador de asociado a
senescencia B-galactosidasa (SA B-Gal), ya que estas células presentaban una

menor tasa de proliferacion (Figura 13). Encontramos un incremento en el
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porcentaje de células positivas a B-galactosidasa en las células epiteliales con la
MMP14 silenciada en comparacion con su respectivo control (Figura 14 Ay B). Por

lo que podriamos considerar la presencia de una senescencia espontanea.

Figura 14. Evaluacion de células senescentes por SA B- Gal en células A549 con
MMP14 silenciada. (A) células A549 con MMP14 silenciada y su control positivas a
la tincion de SA B- Gal (flechas rojas). (B) Porcentaje de células positivas a SA -
Gal. Podemos observar un mayor porcentaje de células positivas a SA p- Gal en las

A549 con la MMP14 silenciada en condiciones basales.

Para corroborar que la deficiencia de MMP14 promovia la senescencia en el epitelio
alveolar, cuantificamos la expresion de p21 por medio de inmunofluorescencia,
observado una mayor expresion de este inhibidor del ciclo celular comparandolo
con su control (Figura 15 A y B), asi como un aumento de la expresion de y-H2AX ,
una variante de la histona H2AX que presenta su residuo de cisteina-139 fosforilado,
La deteccion de esta fosforilacion surge como un marcador molecular altamente

especifico y sensible para monitorear el inicio de dafio del DNA (97) (Figura 15 C).

A shMMP14 shControl B
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Figura 15. El silenciamiento de MMP14 incrementa los marcadores de senescencia.
(A) El silenciamiento de MMP14 incrementa la expresibn de p2l1 por

inmunofluorescencia. (B) porcentaje de células positivas a p21 en condiciones
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basales de células con MMP14 silenciada comparada con su control. (C) célula con
la MMP14 silenciada, la cual expresa y-H2AX en comparacion con su control, el

cual no presenta expresion de y-H2AX

Por lo que, decidimos potencializar la senescencia en las células epiteliales A549
shMMP14 por medio de doxorrubicina en dos concentraciones (0.5uM y 1.0uM). La
doxorrubicina es un antibiotico utilizado en el tratamiento de una gran variedad de
tipos de cancer, capaz de inducir senescencia (90). Por medio de fluorescencia
nosotros fuimos capaces de detectar un incremento de p21 en las células epiteliales
shMMP14 con doxorrubicina a 0.5uM y 1.0uM comparacion con sus controles sin
doxorrubicina. (Figura 16 A y B). Adicionalmente medimos por medio de Western
blot otros dos marcadores de senescencia p53, y-H2AX y nuevamente p21 donde
evidentemente se observa una mayor expresion de los tres marcadores de

senescencia en las células shMMP14 que no expresan la MMP14 (figura 16 C).
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Figura 16. El silenciamiento de MMP14 incrementa la expresion de p2l. (A)
Inmunofluorescencia después del tratamiento de doxorrubicina (Sigma) 0.5uM o
1uM por 48h en medio Ham’s F12 con 2% de suero fetal bovino. (B) porcentaje de
células positivas a p21 en condiciones basales y después de el tratamiento con
doxorrubicina a 0.5uM o 1uM en células con la MMP14 silenciada y su respectivo
control. (C) Western Blot que evidencia que tras el tratamiento con doxorrubicina
1uM incrementa la expresiéon de p53, p521 y yH2AX en las células con la MMP14

silenciada comparada con su control.

Las células epiteliales shMMP14 sobre expresan TGF- e incrementan
marcadores profibréticos en fibroblastos.
Resumiendo un poco; nosotros demostramos que el raton deficiente de Mmp14 en

las CEA |l presenta un incremento en la respuesta fibrotica en el modelo de fibrosis
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pulmonar inducida por bleomicina, la cual est4 relacionada con una activacion y
diferenciacion de fibroblastos, asi como la sobre expresién de TGF-B1. Asimismo,
in vitro las células las células shMMP14 que no expresan MMP14 presentan un
fenotipo senescente. Asumiendo ambos resultados y tratando de elucidar el papel
de la MMP14 en el desarrollo de la fibrosis pulmonar, decidimos medir la expresion
de TGF-B1 en nuestras células shMMP14 senescentes (0.47+ 0.12) en condiciones
basales. Desde antes de poner el estimulo de doxorrubicina pudimos observar un
incremento en la expresion de TGF-B1 en nuestras células silenciadas no
senescentes (0.72+ 0.3), ademas al aumentar la doxorrubicina a 1ugM so observo
gue las células no senescentes aumentaban mas la expresiéon de TGF-p1 (1.14+
0.2) en comparacion con las células senescentes que practicamente mantenia los
niveles basales (0.48+ 0.05). (Figura 17A).

Asi que decidimos explorar de qué manera las células epiteliales shMMP14
senescentes podrian tener un efecto sobre los fibroblastos, tratando de simular lo
que pasaria en un pulmoén fibrético, nosotros pusimos a crecer fibroblastos
provenientes de un donador sano con medio condicionado con 1ug de doxorrubicina
de las shMMP14 senescentes al 25% durante 12 y 48 horas. Pasados los tiempos
se extrajo el RNA de los fibroblastos para cuantificar la expresion de la a-actina de
musculo liso y fibronectina ambas moléculas sobre expresadas en fibroblastos
extraidos de pacientes con FPI. La expresion tanto de la a-actina de musculo liso y
fibronectina que detectamos en los fibroblastos bajo el estimulo del medio
condicionado de las células shRNA senescentes (a-actina 12hrs 2.3+0.15, 48hrs
7.6+3.2) (FN 12hrs 1.8+ 0.001, 48hrs 2.4+ 0.8) fue mayor que en los controles que
no fueron estimulados con el medio de las nuestras células senescentes (a-actina
12hrs 1.0+ 1.0, 48hrs 2.7+4.0) (FN 12hrs 1.1+ 0.001, 48hrs 1.3+ 0.2) (Figura 18 By
C). Por lo que podriamos suponer que la senescencia aumentada por la ausencia
de la MMP14 en las céluas epiteliales puede tener un efecto en la diferenciacién de

fibroblastos.
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Figura 17. Las células epiteliales senescentes sobre expresan TGFB1 e
incrementan marcadores pro fibréticos en fibroblastos. (A) Expresion de TGFf1 en
condiciones basales y después del estimulo de doxorrubicina. (B y C) Efecto del
medio condicionado de las células shMMP14 senescentes por doxorrubicina 1uM
al 25% sobre fibroblastos normales de pulmon a 12 y 48 horas, midiendo la
expresion por PCR tiempo real de a-actina de musculo liso y fibronectina

respectivamente.

Discusion
La fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad pulmonar cronica, progresiva,
irreversible y letal de etiologia desconocida; relacionada con el envejecimiento (2,3).

Donde ocurre la pérdida del parénquima pulmonar siendo reemplazado por tejido
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fibrético. Actualmente no existe un tratamiento efectivo para la FPI, tradicionalmente
la FPI se trataba como una enfermedad que proviene de un proceso inflamatorio no
resuelto. Sin embargo, existe fuerte evidencia clinica y experimental que indica que
esta enfermedad es causada por un desorden epitelial, mismo que es resultado de
la interaccion de la predisposicion genética del individuo y otros factores de riesgo.
En este contexto, es de suma importancia entender la conducta molecular del
epitelio y asi poder hallar los mecanismos implicados en la iniciacion y progresion
de la FPI (13).

Las MMPs son una familia de endopeptidasas, las cuales en las Ultimas décadas
han emergido como reguladores criticos de la homeostasis pulmonar; asi como de
distintas patologias como la FPI, ya sea teniendo un rol anti fibrético o siendo
implicadas en procesos pro fibréticos (1,68). Dentro del contexto de la FPI una de
las MMPs mas expresada, pero mas dificil de estudiar es la MMP14; por medio de
secuenciacion, esta enzima se ha reportado sobre expresada a nivel de RNA y

proteina en células epiteliales alveolares (95,107).

Por otro lado, en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina se tiene
reportado que MMP14 es expresada a nivel proteina en células epiteliales
alveolares (91,98,99), ademas de estar sobre expresada en la etapa de inflamacién
y resoluciéon de la fibrosis inducida por bleomicina en ratones de la cepa c57bL6
(94). Estos resultados nos llevaron a considerar que la expresion de MMP14 en el
epitelio alveolar podria estar relacionada en la biopatologia de la fibrosis pulmonar.

Como ya se menciondé la MMP14 es una enzima ampliamente expresada en la
fibrosis y varias otras patologias como el cancer, aunque esclarecer el rol que tiene
en estas es muy complicado, ya que el raton Mmp14KO es el unico letal de toda la
familia de las Mmps, por lo que no se puede montar el modelo de fibrosis pulmonar
inducida en este organismo (89,90). Sin embargo, actualmente existen
herramientas que nos permiten generar ratones KO condicionales, a los cuales les
podemos deletar alguna molécula de interés en el momento que deseemos, bajo
condiciones especificas. Por lo que nosotros generamos un raton condicional de la
Mmp14, el cual bajo un tratamiento con doxiciclina presenta la delecion especifica
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de esta enzima en las células alveolares tipo Il (CEAIl). Este ratdbn no presenta
problemas en el desarrollo, crecimiento ni reproduccion o un fenotipo en particular
en el pulmoén al igual que al administrarle doxiciclina por medio del agua que
pudieran modificar el analisis del modelo de bleomicina. Una vez que nos
aseguramos de la delecion de Mmp14 en las CEAII, se montd el modelo de fibrosis
evaluando el papel de esta enzima en cada una de las etapas del modelo. Aunque
se tiene reportado por medio de un analisis de microarreglos que la Mmpl4 se
encuentra sobre expresada en la etapa inflamatoria y de resolucién de la fibrosis en
el modelo de bleomicina, nosotros no encontramos diferencias en la etapa de
inflamatoria entre el ratbn Mmp14-cKO con doxiciclina y bleomicina que no expresa
Mmpl4 y el Mmp14-cKO sin doxiciclina y bleomicina que expresa Mmp1l4, cabe
recalcar que la expresion reportada en esta fase del modelo se midié en pulmén
total, ademas de que la expresion Mmp14 no solo se limita a las células alveolares
tipo I, ya que una gran cantidad de tipos celulares expresan a esta enzima, por lo
gue la sobre expresion en el modelo antes reportado podria ser asociado a otros
tipos celulares distintos a las CEAII durante la etapa inflamatoria. Notablemente en
la etapa fibrética el ratéon condicional con doxiciclina y bleomicina presento una
fibrosis pulmonar intersticial mas exacerbada, asi como un mayor acumulamiento
de colagena en comparacion con su igual sin doxiciclina y bleomicina y su
contraparte WT. Ademas, durante la etapa de resolucion presento una resolucién
mas retardada en comparacion con los controles. Resultados similares se han
reportado en el raton condicional, especificamente en fibroblastos estromales,
donde la delecién de Mmp-14 en los fibroblastos induce un fenotipo de piel adulta
fibrética, mientras el engrosamiento dérmico disminuyd en ratones WT después de
un periodo de reposo (99,100). De todas las Mmps de ratdon solo algunas son
capaces de degradar colagena tipo I, de estas la mas expresada en la fibrosis
pulmonar inducida en ratbn es Mmp14, misma que pertenece a una subfamilia de
metaloproteinasas asociadas a membrana, esta MMP es clave en la degradacion
peri celular de las colagenas fibrilares tipo 1 y 1ll, ademas de la activacion de MMP2,
siendo una poderosa colagenasa necesaria para la migracion celular (101,102). Por

lo que la deficiencia de esta enzima puede contribuir a agravar la respuesta fibrética,
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asi como retardar el tiempo de resolucion de la fibrosis al tener poca degradacion

de colagena.

Cabe mencionar que los efectos de la deficiencia de Mmp14 especificamente en las
CEAIl en la fibrosis eran desconocidos y poco relacionados con la actividad
colagenolitica intersticial. En este contexto se ha demostrado que el procesamiento
proteolitico anormal de la MEC que ocurre en el ratobn Mmp14KO desencadena vias
de sefializacidon que inducen la senescencia celular a través de alteraciones severas
en la arquitectura nuclear y el citoesqueleto. Ademas, cuando existe 0 aumenta la
actividad proteolitica de Mmp14 la induccion del programa senescencia se ve
reducido, lo que indica que una remodelacion anormal de la MEC puede activar la

senescencia celular (103,104,105).

En los ultimos afios, una gran cantidad de evidencia indica que la acumulacion
aberrante de células senescentes epiteliales, un sello distintivo del envejecimiento
se asocia con un empeoramiento de la fibrosis y otros efectos perjudiciales sobre la
homeostasis pulmonar (106). La senescencia es un proceso caracterizado por un
arresto celular, resistencia a la apoptosis, alta actividad de 3-galactosidasa asociada
a la senescencia y la secrecién citocinas y quimiocinas proinflamatorias, factores

angiogénicos y MMPs que causan cambios en el microambiente local (41).

Bajo estos argumentos, decidimos sobre expresar y silenciar MMP14 en células
humanas epiteliales alveolares tipo Il de la linea celular A549 para evaluar la
senescencia celular. Nosotros decidimos no usar células alveolares de raton porque
estas células no proliferan in vitro, por lo que estas células solo fueron usadas para
comprobar la delecion del gen Mmp14 en nuestro ratén. Exitosamente deletamos
MMP14 por medio de un RNA de horquilla en las células A549, las cuales al
comparar su tasa de proliferacion con las células que sobre expresaban MMP14
observamos que conforme pasaba el tiempo disminuia la capacidad proliferativa en
las células silenciadas de MMP14, por lo que medimos la actividad de SA 3-Gal, asi
como la acumulacién de H2AX un marcador de dafio a DNA y p53 las cuales
estaban sobre expresadas en estas células que no expresaban MMP14 en
condiciones basales. Es bien sabido que la activacion de p53 se da por la cascada
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de activacion que provoca el dafio celular, un paso critico en la induccién de la
senescencia celular. Una caracteristica de la senescencia es su irreversible arresto
en el ciclo celular; p21, un inhibidor de cinasas, el cual se expresa
dependientemente bajo la induccion de p53 y arresta a la célula en la fase G1/S fue
otra molécula sobre expresada en nuestras células silenciadas de la MMP14
(98,99,106). Por lo que tal vez la sobre expresion de MMP14 en células alveolares
de pacientes con FPI tengan un efecto protector ante el dafio al epitelio alveolar,
pues recordemos que la senescencia puede desencadenarse bajo algun estrés o
dafio al epitelio, el cual histolégicamente podemos observar rodeando focos de
fibroblastos (40), sin dejar de lado que esta senescencia viene acomparada por la
secrecion citocinas y quimiocinas pro inflamatorias, factores angiogénicos y MMPs
que causan cambios en el microambiente local, los cuales ademas se ha
comprobado que promueven la activacion, migracion y proliferacion de fibroblastos
(40,41,43). Lo cual concuerda con nuestras observaciones, pues en nuestras
células senescentes silenciadas de la MMP14 expresaban mas TGF-B1 en
comparacién con sus controles no senescentes, ademas cuando cultivamos
fibroblastos humanos con el medio condicionado de estas células senescentes
carentes de MMP14 observamos una mayor expresion de a-actina de musculo liso,
la cual es una molécula profibrosante relacionada con la diferenciacién y activacion
de fibroblastos y miofibroblastos, ademas de que también se detectd en estos
fibroblastos una mayor expresion de fibronectina, una molécula de la MEC. Por lo
gue probablemente en nuestro modelo cuando deletamos a la Mmp14 de las CEAII,
la fibrosis se ve aumentada y la resolucién retardada, debido a que las CEAIl son
propensas a la senescencia celular, promoviendo la secrecion de moléculas
citocinas, quimiocinas y Mmps que promueven la activacion y migracion de
fibroblastos, mismos que van a generar un acumulamiento excesivo de colagenas
fibrilares, que no pueden ser degradadas pericelularmente por las CEAII al no tener

Mmp14 promoviendo de esta manera la fibrosis pulmonar.
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Conclusiones

Se corroboro que MMP14 es expresada en células alveolares epiteliales en
pacientes con FPI, especificamente en células alveolares tipo Il hiperplasicos

cuboidales, ocasionalmente también se localiza expresada por fibroblastos.

La delecion de Mmpl4 en las células epiteliales tipo Il del raton condicional Mmp14-
cKO provoca una mayor fibrosis y un retraso en la resolucion de esta, asi como un
mayor acumulamiento de colagenas fibrilares en el modelo de fibrosis pulmonar

inducida por bleomicina.

La sobre expresion de MMP14 en células alveolares epiteliales tipo Il de la linea
celular A549 humana promueve la proliferacién. Asi como la ausencia de MMP14
en células epiteliales alveolares tipo Il de la linea celular A549 humana provoca un
fenotipo senescente, presentando marcadores de senescencia como SA B-Gal, p21
y el marcador de dafio a DNA H2AX en condiciones basales.

Las células A549 senescentes con la MMP14 silenciada sobre expresan TGF-f31,
p53, p21 y H2AX.

Los fibroblastos estimulados con el medio de las células silenciadas de MMP14
senescentes sobre expresan moléculas pro fibrosantes como a-actina de musculo

liso y fibronectina.

Los resultados de este trabajo demuestran que la deficiencia de MMP14 exacerba
la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina y afecta de manera negativa la
resolucion de esta. Ademas, que el mecanismo por el cual ocurre esto

aparentemente es un proceso asociado con la induccion de la senescencia epitelial.
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Anexo
Todos los ratones utilizados en este estudio fueron genotipados por la técnica de

PCR para detectar los tres componentes alélicos Tet-O-Cre, Sftpc-RtTA y
MMP14FI/FI.

Primers y condiciones para el transgén Tet-O-Cre

Protocolo Primers Tet-O-Cre

Primer 5' Sequence 5' --> 3' 3 Tipo de primer

olMR1084 | - GCG GTC TGG CAG TAA AAA - Control positivo interno
CTATC foward

oIMR1085 |- GTG AAA CAG CAT TGC TGT - Control positivo interno
CACTT Reverse

oIMR7338 |- CTA GGC CAC AGA ATT GAA - Transgene Forward
AGATCT

oIMR7339 |- GTA GGT GGA AAT TCT AGC - Transgene Reverse
ATCATCC

Tet-o-cre Tg (4primer pcr):
Control interno=324bp
Transgén Tet-O-cre=100bp

PCR mix 2x 10 ul

Primer 1 (0IMR1084) 1ul

Primer 2 (0IMR1085) 1ul

Primer 3 (0IMR7338) 1ul

Primer 4 (0IMR7339) 1ul

DMSO 0.2 ul
Agua 3.8ul
DNA gendémico 2.0ul

Preparar el mix de reaccidn, adherir 2ul de DNA en cada tubo y después el mix de reaccién.

Paso 1 98°C 30s

Paso 2 (30x) | 98°C 10s
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66°C 30s
72°C 15s
Paso 3 72°C 5 min
Paso 4 4°C Hold

Condiciones y primers para el trangen rtTA

Protocol Primers rtTA

Primer 5' Sequence 5' --> 3' 3 Tipo de primer

oIMR8744 |- CAAATGTTGCTTGTCTGG |- Control positivo interno
TG foward

olMR8745 |- GTC AGT CGA GTG CACAGT |- Control positivo interno
TT Reverse

oIMR8746 |- CGCTGT GGG GCATTTTAC - Transgene Forward
TTT AG

olIMR8747 |- CAT GTC CAG ATC GAA ATC - Transgene Reverse
GTC

rtTA-SPC Tg (4primer pcr):

Control interno=200bp
Transgen rtTA-SPC=450bp

PCR mix 2x 10 ul

Primer 1 (0IMR8744) 1ul

Primer 2 (0IMR8745) 1ul

Primer 3 (0IMR8746) 1ul

Primer 4 (0IMR8747) 1ul

DMSO 0.2 ul
Agua 3.8ul
gDNA 2.0ul

Preparar el mix de reaccidn, adherir 2ul de DNA en cada tubo y después el mix de reaccién.
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Paso 1 98°C 30s

Paso 2 (30x) | 98°C 10s

66°C 30s

72°C 15s

Paso 3 72°C 5 min

Paso 4 4°C Hold

MMP14"/ (4primer pcr):

Control interno=200bp
Transgen rtTA-SPC=450bp

PCR mix 2x 10 ul

Primer 1 LoxP sense 1 ul

Primer 2 Lox antisense |1 ul

Primer 3 ctrl sense 1 ul

Primer 4ctrl antisense 1 ul

DMSO 0.2 ul
Agua 3.8ul
gDNA 2.0 ul

Preparar el mix de reaccidn, adherir 2ul de DNA en cada tubo y después el mix de reaccién.
Paso 1 98°C 30s

Paso 2 (30x) | 98°C 10s

66°C 30s

72°C 15s

Paso 3 72°C 5 min

Paso 4 4°C Hold

Protocolo Primers rtTA
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Primer 5' Sequence 5' --> 3' 3 Tipo de primer

loxP - ATCAAGTCATTTTCC |- Control positivo interno
sense CCACCAC foward

loxP - CTG AGC TGT GCATGG |- Control positivo interno
antisense TCT CTT Reverse

Control - ATC CAG AGG GAATTC - Transgene Forward
sense TGC AAAG

Control - GAC CTT ATG ACC ACG - Transgene Reverse
antisense AAG GCA
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