UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Analisis de la expresion de la ADAMTS-5 en fibrosis pulmonar
idiopatica.

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA
P R E S E N T A:

MARIA DEL JAZMIN CALYECA GOMEZ

DIRECTOR DE TESIS:
DOCTORA ANNIE PARDO CEMO
2011




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. Datos del alumno

Calyeca

Gomez

Maria del Jazmin

56 22 49 10

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

303271505

2. Datos del tutor
Dra

Annie

Pardo

Cemo

3. Datos del sinodal 1
Dr

Rolando

Hernandez

Mufioz

4. Datos del sinodal 2
Dr

Victor Manuel

Ruiz

Lopez

5. Datos del sinodal 3
Dr

David

Graciadiego

Cazares

6. Datos del sinodal 4

MenC

Maria de los Remedios Josefina
Ramirez

Rangel

7. Datos del trabajo escrito

Analisis de la expresion de la ADAMTS-5
en fibrosis pulmonar idiopética

27 p

2011



En tiempo de siembra aprende, en la cosecha ensefia, en el invierno disfruta...

...El zorro se provee para el mismo, pero Dios provee para el ledn...

...Piensa por la mafiana, actta al medio dia, come por la tarde, duerma durante la noche...
... Ningun pajaro remonta alto al vuelo, si vuela con sus propias alas...

(Proverbios del infierno, William Blake)

Cualquiera puede dominar un sufrimiento, excepto el que lo siente
(William Shakespeare)

...Respetate a ti mismo, y todos te respetaran.
Entiendete a ti mismo, y tdoos te entenderan...
...Haz cuanto puedas para ayudar a otros.

En este sentido, ayudate a ti mismo,

Ayuda a los demas, y ayudaras al mundo...
(Sifu Shi Yan-Ming)
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Abreviaturas

°C Grados centigrados

pl microlitro

aa amino acido

Abs Absorbencia

ADAMTs Metaloproteinasas y desintegrinas con motivos de trombospondina
AEC Aminoetilcarbamida

cDNA Acido Desoxirribonucleico complementario
DEPC Dietil-pirocarbonato

DNA Acido Desoxirribonucleico

dNTP Desoxirrobonucleotidos Trifosfato

EDTA Acido Etilendiaminotetracético

EPID Enfermedades Pulmonares Intersticiales Difusas
FPI Fibrosis Pulmonar Idiopatica

IL Interleucina

INER Instituto Nacional de Enfermedades Resipiratorias
kDa kiloDalton

MEC Matriz Extracelular

MgCl;, Cloruro de Magnesio

MI mililitro

mM milimolar

MMPs Metaloproteinasas de la Matriz

mRNA Acido Ribonucleico mensajero

ng nanogramos

nm nanometros

OA  Osteoartritis

PBS Buffer Salino de Fosfatos

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PDGF Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
pb par de base

RNA Acido Ribonucleico

rpm Revoluciones por minuto

RT-PCR Retrotranscripcién-Reaccion en Cadena de la Polimerasa
TGF-p Factor de Crecimiento Transformante 3
TIMPs Inhibidores de Metaloproteinasas

TNF Factor de Necrosis Tumoral



Resumen

La fibrosis pulmonar es el resultado final comin de una serie de enfermedades
pulmonares intersticiales, que abarcan varios tipos de dafio pulmonar incluyendo los que
resultan de la inhalaciobn de polvo, particulas organicas (neumonitis por
hipersensibilidad), inorganicas (asbestosis), el uso de radiacion y de algunos
medicamentos quimioterapéuticos, como la bleomicina, o bien asociada a enfermedades
colageno vasculares como la esclerosis sistémica y la artritis reumatoide (AR) y de las
enfermedades pulmonares intersticiales de la infancia. Entre ellas, la fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI) es la forma mas agresiva, que afecta predominantemente a individuos
mayores de 50 afios, siendo irreversible y habitualmente letal en un plazo corto de tiempo.
Los mecanismos patogénicos involucrados en el desarrollo de la fibrosis pulmonar son
complejos y no se conocen con precision y recientemente se ha propuesto que las
enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) pueden seguir dos caminos
celulares diferentes para el desarrollo de una respuesta fibrosante. En la FPI que representa
la via epitelial, las células del epitelio alveolar y bronquiolar aberrantemente estimuladas
secretan las citocinas y factores de crecimiento responsables de la migracion y
proliferacion de fibroblastos residentes, asi como de progenitores circulantes (por ejemplo
fibrocitos) y su transicion a miofibroblastos. En los ultimos afos, diferentes estudios
realizados en nuestro laboratorio han sugerido que las metaloproteasas de matriz (MMPs
por sus siglas en inglés) desempefian un papel fundamental en la remodelacion aberrante
que resulta en una exagerada acumulacion de matriz extracelular (MEC) que involucra la
expresion elevada de varias MMPs (11). Ademas de las MMPs, encontramos que algunas
enzimas de la familia de las metaloproteasas y desintegrinas con motivos de
trombospondinas (ADAMTS) estan sobreexpresadas en la FPI (14).La familia ADAMTS
son un grupo recientemente descrito, cuyos integrantes se han relacionado en procesos de

degradacién de la MEC, angiogénesis, homeostasis de la coagulacion sanguinea, ademas
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de presentar actividad de N-procolagenasa, ruptura de proteoglicanos como agrecano,
versicano y brevicano. La ADAMTS-5/ADAMTS-11 Agrecanasa 2 es una de las
integrantes de esta familia mas estudiada en patologias del cartilago, en especial en
osteoartritis (OA) y AR. En estudios de FPI, mediante microarreglos se ha reportado que
el gen Adamts-5 aumenta su nivel de expresion. En este contexto, el objetivo de este
estudio fue determinar por PCR en tiempo real la expresion de la ADAMTS-5 en tejidos
de pulmén con  FPl comparadas con pulmén normal (PN) y analizar por
inmunohistoquimica la localizacion de la proteina. Los niveles de expresion de RNA de la
ADAMTS-5 se analizaron en ocho tejidos con FPI y dos en PN. Los tejidos provenientes
de pulmén con FPI claramente mostraron una expresion aumentada de la ADAMTS-5
comparada con PN. Esta proteina se localizé en células inflamatorias como macréfagos,
y en células plasmaticas, por medio de inmunohistoquimica. Se requieren estudios para
determinar el sustrato de esta enzima en pulmones con FPI para avanzar en el

conocimiento sobre el papel que desempafia esta proteina en esta patologia.



Introduccion

Composicion de la Matriz Extracelular del pulmon:

La matriz extracelular (MEC) es un complejo molecular altamente organizado. El arreglo
de cada una de las moléculas que la forman y la interaccion con los diferentes tipos
celulares determinan la estructura, la informacion celular y el tipo de andamio que
presentan los tejidos. La MEC ademas de participar en procesos de migracion celular,
provee principalmente, un ambiente biomecanico, en donde se lleva a cabo la
comunicacion e interaccion a nivel celular o tisular, estableciendo la estructura y funcion
de cada tejido. Las principales moléculas estructurales que la integran son las colagenas,
proteoglicanos y glucoproteinas no colagénicas (1). Los proteoglicanos son moléculas
cargadas, formadas por una proteina central a la que se unen covalentemente a una 0 mas
cadenas de glicosaminoglicanos. Los proteoglicanos se clasifican en tres familias: los
proteoglicanos de agregados de condroitin sulfato o lecticanos, los proteoglicanos de
condroitin sulfato ricos en leucina y los proteoglicanos heparan sulfato. Estas moléculas,

participan en condiciones fisioldgicas y patologicas de los tejidos (2).

Existe una relacion entre la composicion de la MEC y la funcion y anatomia del tejido. La
MEC del cartilago; por ejemplo, se produce por los condrocitos y estd constituida
principalmente por dos componentes, el agrecano y la colagena tipo Il, lo que permite a
este tejido su alta capacidad de compresion y tension. En estados patologicos, como la
osteartritis (OA), el principal detonante es la pérdida del agrecano, seguido de la
degradacion de las fibras de colagena y fallas mecanicas del tejido (3). El agrecano es uno
de los componentes mas importantes del cartilago. Pertenece a la familia de los lecticanos,
que se caracterizan entre otros por tener la propiedad de interactuar con el acido
hialuronico en una forma especifica, permitiendo la formacion de agregados de peso

molecular que resisten altas fuerzas de compresion (2). Constituye el 10% del peso seco
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del cartilago; esta formado por 3 dominios globulares, G1 que interactGa con el acido
hialurénico; G2 y G3 entre los cuales se encuentra el centro de la proteina, que es
altamente sustituido con los glicosaminoglicanos (GAG) de carga negativa, como
condroitin sulfato; resultando en la formacién de una alta presion osmética en el tejido,
hidratando las fibras de colagena en el cartilago y brindando al tejido la propiedad de
compresion y de resilencia. (4).

Por otra parte, en el pulmon los proteoglicanos de la MEC proveen un soporte estructural.
Recientemente se ha demostrado que también estan involucrados en la homeostasis, en la
reparacion y en el desarrollo de este 6rgano; es por ello que desempefian un papel muy
importante tanto en condiciones normales, como en el desarrollo de diferentes patologias
(2). Los proteoglicanos brindan una importante propiedad biomecénica al pulmoén. Los
GAG, por ejemplo; atraen cationes como el Na*, lo que permite formar una presion
osmética que al llenar el tejido de agua le brinda una capacidad de resistencia ante fuerzas
de compresion. La elasticidad y la estabilidad alveolar, se da por la interaccion de los
proteoglicanos con otras moléculas de la MEC, como colagenas, laminina y elastina;
formando matrices estructuradas (6). Las moléculas de la lamina basal interactdan
directamente con las células epiteliales e incluyen los proteoglicanos de heparan sulfato,
perlecano, agrina y colagena tipo XVIII, aunque la mas abundante de las colagenas en la
lamina basal es la tipo IV. Por otro lado, en el espacio intersticial se encuentran los
condroitin sulfatos, versicano interactuando con el acido hialurénico, permitiendo que los

proteoglicanos se fijen en el tejido al formar agregados de alto peso molecular (2,7).

Fibrosis Pulmonar

La fibrosis pulmonar es el resultado final comiun de una serie de enfermedades
pulmonares intersticiales, que abarcan varios tipos de dafio pulmonar incluyendo los que

resultan de la inhalacion de polvo, particulas organicas (neumonitis por
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hipersensibilidad), inorgéanicas (asbestosis), el uso de radiacion y de algunos
medicamentos quimioterapéuticos, como la bleomicina, o bien asociada a enfermedades
colageno vasculares como la esclerosis sistémica, la artritis reumatoide (AR) y de las
enfermedades pulmonares intersticiales de la infancia. Por otro lado, alrededor del 50% de
los des6rdenes pulmonares intersticiales son de etiologia desconocida y se clasifican como
neumonias intersticiales idiopaticas. Entre ellas, la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es la
forma maés agresiva, que afecta predominantemente a individuos mayores de 50 afios,
siendo irreversible y generalmente letal en un plazo corto de tiempo. De hecho se estima
que la mitad de los pacientes con esta enfermedad mueren a dos a tres afios después del

diagnostico (8).

Patogénesis de la Fibrosis Pulmonia Idiopética (FPI):

Los mecanismos patogénicos involucrados en el desarrollo de la fibrosis pulmonar no se
conocen con precision por lo complicado que resulta su estudio, aungue recientemente se
ha propuesto que las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) pueden seguir
dos vias diferentes para el desarrollo de una respuesta fibrosante (9, 10,11).

En la mayoria de las EPID la respuesta fibrdtica se asocia a una inflamacién pulmonar
cronica no resuelta (via inflamatoria). En esta via inflamatoria, la expresion de
qguimiocinas y moléculas de adhesién desempefia un papel critico en el inicio de la
inflamacion y posteriormente en el desarrollo de los mecanismos que llevan a la reaccion
fibrosante (11,12).

Por el contrario, la FPI, es una enfermedad progresiva, siendo irreversible y letal en corto
plazo, representa un proceso fibrdtico independiente de la inflamacién, caracterizado por
una comunicacion anormal entre células epiteliales y mesenquimatosas (10, 11, 12, 13,14).
En la FPI que representa la via epitelial, las células del epitelio alveolar y bronquiolar

aberrantemente estimuladas secretan las citocinas y factores de crecimiento responsables
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de la migracion y proliferacion de fibroblastos residentes, asi como de células progenitoras

circulantes (por ejemplo fibrocitos) y su transicion a miofibroblastos.

En los ultimos afos, diferentes estudios realizados en nuestro laboratorio han sugerido que
las metaloproteasas de matriz (MMPs por sus siglas en inglés) desempefian un papel
fundamental en la remodelacion aberrante resultando en una exacervada acumulacién de
MEC que involucra la expresion elevada de varias MMPs (12). Se ha reportado que estas
proteinas ademas de participar en la degradacion de la MEC, también participan en la
liberacion de factores de crecimiento, influyendo bioldgica y patolégicamente en procesos

como el desarrollo embrionario, morfogénesis y reparacion de tejidos (15).

Ademas de las MMPs, encontramos en estudios por microarregloa que algunos genes de
enzimas de la familia de las metaloproteasas y desintegrinas con motivos de

trombospondinas (ADAMTS) se sobreexpresan en la FPI (16).

Metaloproteasas y desintegrinas con motivos de trombospondinas (ADAMTYS):

Las ADAMTS son una familia de proteasas representada por mas de 20 miembros (Fig.
1) (17). Pertenece a la familia M12 de las metaloendopetidasas, por su similitud con el
dominio de metaloproteasa,y a la subfamilia M12B de las Adamalisinas (18). Las
ADAMTS son enzimas extracelulares que poseen multidominios, ademas de motivos de

trombospondinas tipo 1 (TS) (19).

La familia de trombosponsdinas, incluye cinco miembros que se caracterizan por una
organizacion modular especifica. La primer integrante descrita de esta familia, fue la
trombospondina 1 (TSP1), la cual es una glicoproteina extracelular, que fue reconocida

primeramente como un inhibidor de la angiogénesis, sin embargo; estudios mas recientes
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revelan una habilidad como regulador del crecimiento vascular en distintos modelos de
angiogénesis. Su estructura incluye un motivo globular N- terminal, una regién homologa
a las de las pro-colagénas, tres repeticiones “trombospondina” o dominios tipo properdina
(TSR), tres repeticiones tipo 2 0 EGF, cinco sitios de unién a calcio o repeticiones tipo 3;

y un dominio globular C-terminal. (20).

Fig 1: Estructura de los dominios de la familia ADAMTS: Las proteinas de la familia ADAMTS cuentan con un péptido
sefial, un prodominio, un sitio catalitico, un dominio rico en cisteina, una region espaciadora y uno o mas motivos de

trombospondina (Tomado de Porter et al., 2005)

Las ADAMTs al igual que las MMPs son inhibidas por los TIMPs o inhibidores de la

matriz (4).

Las tres familias ADAMTs, ADAMs y MMPs, muestran sitios conservados en la
composicion de aminoacidos del dominio catalitico (Fig. 2 y 3).
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Fig. 2 Comparacion de los sitios conservados en el dominio catalitico de las MMP, ADAMTS y ADAM:

Donde se muestra la secuencia consenso que caracteriza a la familia (Jones y Riley, 2005)
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Fig. 3 Vista esquematica de los sitios de corte en el Agrecan por MMPs y ADAMTS: Mostrando la

diferencia que existe en el tipo de corte de cada proteasa (Nagase y Kashiwagi, 2003)

El papel que tienen los diferentes miembros de la familia ADAMTS es variado, y en

algunos es todavia incierto (Tabla 1). La ADAMTS-1, por ejemplo, es una proteina
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soluble, contienen un motivo TSP-1 con segmentos de secuencia similares en las
trombsopondina 1 y 2. La secuencia, W(S/G)XW esta también implicada con la
interaccion de la trombospondina con la heparina,sulfato de heparina y el condroitin
sulfato, mientras que la CSVTCG con la union al receptor de trombospondina, CD36 (4).
La ADAMTS-1, se incorpora a la MEC después de su secrecion y es activada durante la
misma al ser removido el propeptido en un corte de furina, y junto con la ADAMTS-8

presentan una alta propiedad anti- angiogénica (19).

Dentro del grupo de las ADAMTS, la ADAMTS-4 junto con la ADAMTS-5 estan
expresadas en cartilagos humanos normales y en casos con osteoartritis OA sinovial,
(21,22,23) contribuyendo con el dafio estructural caracteristico de la patologia (24). Se ha
reportado ademas que ambas proteasas comparten 48% de identidad en su secuencia fuera
del pro y predominio, su sitio activo en cada una posee residuos conservados que permite
asumir una configuracion virtual idéntica entre uno y otro. Sin embargo, difieren en cuatro
aminoécidos (Ala®?, Val*, Met*® y Val*®, que son en la ADAMTS-5 reemplazados por
Leu®™, Leu™®, Leu™ e 1le**® (3) y que en la ADAMTS-4 el dominio no-catalitico de la
proteina influye en su actividad proteolitica y en su interaccion con la MEC. El dominio
espaciador es determinante en la localizacion de la ADAMTS-4 en la matriz, como lo es

el dominio rico en cisteina para la ADAMTS-5. (25,26)

Las ADAMTS son proteasas que estan implicadas en un gran namero de procesos de
degradacion de la MEC en el pulmén (21) Sin embargo, se ha puesto una atencion
considerable en la ADAMTS-5 debido a que en recientes estudios realizados por el grupo
de los Drs. Pardo y Selman, donde encontraron a través del anélisis de la expresion
génica mediante microarreglos, que esta proteasa aumenta su expresion en pacientes con

FPI (16).
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Las estructura general de las proteinas ADAMTS se caracteriza por la presencia de cuatro

dominios estructurales y funcionales: un predominio N-terminal, un dominio catalitico, un

dominio de desintegrina,y el dominio de unién a la MEC que contiene uno 0 mas motivos

de TS, un dominio rico en cisteina y un dominio separador de tamafio variable, ademas del

carboxilo terminal (17,21,27).

Familia ADAMTS:

Nombre  del | Localizacion Nombre de la | Nombres Sustratos
Gen cromosomica | Proteina alternativos conocidos
ADAMTS1 21921 ADAMTS-1 METH-1- Agrecan, Versican
Agrecanasa3 | V1
ADAMTS2 5935 ADAMTS-2 PCINP Procolagena I, Il 'y
111 N-propeptidos
ADAMTS3 40921 ADAMTS-3 KIAA0366 Procolagena-Il N-
propetido
ADAMTS4 1923 ADAMTS-4 Agrecanasa 1, | Ahuecan,brevican,
KIAA0688 versican V1,
fibromodulina,
modulina,
decorina;
carboximetil
transfernina.
ADAMTSS 21921 ADAMTS-5 Agrecanasa 2, | Agrecan,
ADAMTS-11 | decorita,biglicano,
fibronectina;
gelatina.*
ADAMTS6 5912 ADAMTS-6
ADAMTS7 15024 ADAMTS-7
ADAMTSS 11925 ADAMTS-8 METH-2
ADAMTS9 3pl4 ADAMTS-9 KIAA1312 Agrecan, versican
ADAMTS10 19p13 ADAMTS-10 Von  Willebrand
factor
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ADAMTS12 5935 ADAMTS-12 Procolagena-l N-
propetido

ADAMTS13 9g34 ADAMTS-13 | vWFCP

ADAMTS14 10921 ADAMTS-14

ADAMTS15 11925 ADAMTS-15 Agrecan

ADAMTS16 opl5 ADAMTS-16

ADAMTS17 15q24 ADAMTS-17

ADAMTS18 16923 ADAMTS-18

ADAMTS19 5031 ADAMTS-19

ADAMTS20 12q12 ADAMTS-20

Tabla 1. Tabla de la clasificacién de los integrantes de la Familia ADAMTS(Adaptacion de la propuesta

por: Porter et al., 2005); *(Pardo et al., 2007)

ADAMTS-5/ADAMTS-11, Agrecanasa 2.

La ADAMTS-5, ADAMTS-11 o Agrecanasa 2, es una de las proteasas mas pequefias que
incluye la familia ADAMTS, contando Unicamente con dos motivos TSP (27). Presenta el
motivo consenso HEXXHXXGXXH, cuyos tres residuos de histidina estan relacionados
en la unidn del i6n de zinc esencial para el sitio catalitico, caracteristica de la superfamilia
de las metzincinas. Su dominio de desintegrina carece de la secuencia basica de union a
integrina (RGD) y por lo tanto no interactla con estas proteinas, pero en su sitio catalitico
posee ademas del sitio de union a zinc, dos sitios criticos de union a calcio, los cuales

mantienen la integridad de la proteina. (27, 28)

Esta localizada en el cromosoma 21921 en humanos, y es liberada al exterior de la célula
como un zimogeno que se activa cuando se corta el predominio por furinas y enzimas tipo-
furina. El sitio de corte predicho es a R%*?%%S, detectado in vitro, aunque adn no se sabe si
también sea in vivo (29,30). Su secuencia completa codifica para 930 aminoéacidos, con
una masa predicha en 101.715 kDa y de 73.169 kDa la forma madura al ser secretada. En

ratbn y en humanos, el predominio de la ADAMTS-5 cuenta con tres sitios de
16




reconocimiento potenciales de furina alrededor de una secuencia multibasica *® RRRRR

373 Ala®™ asi como en el

262 (28,31). Como agrecanasa, corta en los sitios de unién Glu
sitio Asn**-Phe®*? del dominio interglobular (IGD) del agrecano (4). Degrada ademas
brevicano,, uno de los proteoglicanos més importantes en el tejido cerebral (32) y la

macroglobulina-a (25,32,33).

La ADAMTS-5 es una molécula que se expresa en ambas formas, constitutivamente y de
forma inducible, dependiendo de la especie, del tipo celular o de las condiciones
experimentales que se manejen (30,33), se expresa en forma constitutiva en condrocitos
humanos y en fibroblastos sinoviales (30). Estd presente en Grganos como corazon,
pulmén, Gtero, ovarios, cerebro y cartilago. Se ha estudiado su participacion en los
procesos de la remodelacion/degeneracion del cartilago en casos de OA y AR
principalmente. (5). Su expresion durante procesos de embriogénesis asi como en tejidos
adultos se ha considerado también de gran interés (23), como en los procesos de

fertilidad, ya que esta involucrada en la degradacion del endometrio en humanos (18).

Caracteristicas y funcién

La ADAMTS-5 es la agrecanasa mas importante en el metabolismo del cartilago normal,
asi como en procesos patoldgicos y a diferencia de la ADAMTS- 4 su caracterizacion
bioquimica no esta terminada (26). Ademas es la agrecanasa responsable primaria en la
degradacion del agrecano en modelos de raton OA, y puede ser una opcion en la

intervencion terapéutica de esta enfermedad (34).
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Fig. 4 Vista esquematica de los dominios que forman a la ADAMTS-5: Cuenta con un prodominio, sitio
catalitico, un dominio de desintegrina, un dominio rico en cisteina, una regién espaciadora y dos motivos de

trombospondina. (Tomado de Fosang et al., 2008)

Activacion y regulacion

La ADAMTS-5 se sintetiza como un zimdgeno inactivo, que adquiere su actividad
catalitica al remover su prodominio por furinas. El sitio N-terminal de la proteasa madura,
sugiere que esta activacion puede estar dada por una convertasa. ElI recombinante de la
convertasa PACE4 remueve el prodominio de la proADAMTS-5 in vitro, exponiendo el

nuevo sitio N-terminal ?°SISR de la ADAMTS-5 activa (35).
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La regulacion de la expresion de la ADAMTS-5 est4 dada por agentes catabolicos como
IL-1a y B, Oncostantina M, TNFa y&cido retindico. M ientras que su actividad es inhibida
por inhibidores endégenos de MMPs, TIMP-1,2,3 y 4 pero mas eficientemente por TIMP-
3. Recientemente se ha encontrado que la o, — macroglobulina es un nuevo substrato para
la ADAMTS-5, asi como un inhibidor enddgeno, cuya actividad esta mediada por la
protedlisis de la region de anclaje de la proteina, resultando en un entrampamiento fisico

de la misma (33,36).

Fig 5 Sitio catalitico de la ADAMTS-5. Tienen una forma de embudo, que se abre en el sitio de Zinc y
canales en el otro extremo, brindando tres sitios de interaccién entre el inhibidor y la proteina. (Tomado de

Shieh, et. al. 2007).

Los dominios auxiliares que regulan la afinidad de las proteasas a sus sustratos son
conocidos como “exositios”, los motivos de TS, el dominio rico en cisteina y el dominio
espaciador actGan como exositios en la ADAMTS-5, por ejemplo, la interaccion de la
ADAMTS-5 con el 4cido hialurénico podria ser mediada a través del dominio de

desintegrina, el cual contiene un par de sitios de union a este.(30,37,38).
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Se ha encontrado, que la hormona tri-iodotironina T3, puede incrementar la expresién del
mRNA de la ADAMTS-5, en cultivos de condrocitos de conejo, también estados de
hipertrofia durante la osificacion endocondrial, sugiriendo que la ADAMTS-5 puede estar

involucrada en ladegradacién del agrecano durante la osificacién endocondrial (39).

Uno de los procesos mas importantes en la regulacion de la actividad como agrecanasa en
la familia ADAMTS, son los cambios postraduccionales. No se ha reportado que la
ADAMTS-5 posea spilcing alternativo, el cual en la ADAMTS-4 provee un regulador
potencial de la actividad en esta proteasa. EI minimo de dominios necesarios en la
ADAMTS-4 y ADAMTS-5 para mantener su actividad de degradacion del agrecano son:
un dominio catalitico, un dominio de desintegrina y el primer motivo TS (29). Por otra
parte, la supresion del dominio espaciador en la ADAMTS-5 disminuye la actividad de
agrecanasa en el dominio interterglobular (IGD) del agrecano, a diferencia de la

ADAMTS-4 en donde la incrementa su actividad 1GD (25,40).

El inhibidor natural de la ADAMTS-5 reportado es TIMP-3, el cual bloguea el péptido de
corte de forma dependiente de la concentracion (35). Pero se especula que la TSP 1 podria

ser también un inhibidor end6geno (4).

Raton genéticamente modificado carente del gen de la ADAMTS-5 (ADAMTS-5 KO)

En modelos de raton carentes del gen ADAMTS-5, no se presenta diferencia en el
fenotipo catalitico comparado con ratones silvestres, sin embargo en modelos de raton con
OA inducida quirurgicamente, los carentes del gen de la ADAMTS-5 presentan una
proteccion en la degradacion del cartilago (34). De forma comparable, se ha encontrado en

modelos carentes de los genes ADAMTS-4 y 5, que son fenotipicamente normales,
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comparados con ratones normales, y que poseen una proteccion contra la degradacion de

proteoglicanos ex vivo, disminuyendo la severidad de OA en ratones (41).

ADAMTS-5 en FPI.

Si bien, la ADAMTS-5 ha sido altamente descrita en patologias relacionadas con la
remodelacion/degradacion de la MEC, como son la OA y la AR (29). En las cuales se ha
descrito que posee un papel en la degradacion del agrecan, que seguido de la degradacion

de las fibras de colagenas llevan a la pérdida del cartilago (30). En patologias del pulmén,

y en especifico en la FPI se desconoce aun el papel de esta proteasa (16) (Tabla 2)

Localizacion de la

Proteina

Posible Funcién en FPI

Familia M10

MMPs

Matrisinas

MMP-1, Colagenasa-1,
Colagenasa Intersticial

Células Epiteliales
Alveolares, Macrofagos
Alveolares

Migracion y proliferacion

de Células Epiteliales

MMP-2,Gelatinasa A

Células epiteliales
bronquiolares y alveolares,
células mesénquimales en

focos de Fibroblastos

Degradacion de la

membrana basal

MMP-7, Matrilisina

Células epiteliales
alveolares, Macrofagos

alveolares, MEC.

Inactivacion de citocinas
de proliferacion, activacién
de mediadores
profibréticos y

proinflamatorios

MMP-9, Gelatinasa B

Células epiteliales

alveolares

Degradacion de la
membrana basal,

aceleracion del fenotipo
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tipico de FPI

MMP-28, Epilisina Desconocido Transicion Epitelio-
Mesénquima

Familia M12

ADAMs, Ancladas a la Desconocido Desconocido

membrana, ADAM 15,

Metargidina,

MDC15,AD56

CR-117, ADAMS Desconocido Desconocido, aumentado
en FPI vs HP

ADAMTS Tipo secrecion, | Células inflamatorias Desconocido

ADAMTS5, ADAMTS 11, | intersticiales y Fibroblastos
Agrecanasa 2, ADMP-2

ADAMTS9, KIAA1312 Células intersticiales y Desconocido
epiteliales

BMP1, procolagenasa C- Desconocido Proceso de

peptidasa procologendlisis de

colagenasas fibrilares

Tabla 2. Localizacién y posible papel de algunos integrantes de la familia M10 y M12 en FPI (Adaptacién

de Pardo, et. Al. 2008)

Objetivo

Por analisis de microarreglos se observo que la firma transcripcional de FPI muestra un
aumento en la expresion de ADAMTS-5 (16). En este contexto, el objetivo de este estudio
es determinar por PCR en tiempo real la expresion de la ADAMTS-5 en tejidos de
pulmoén con FPI comparadas con pulmén normal y analizar por inmunohistoquimica la

localizacion de la proteina.

Hipotesis
La FPI, es una patologia que recientemente se ha demostrado sigue un camino alterno a la

via inflamatoria (9), desarrollandose como resultado de una activacion aberrante de las
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células epiteliales tras un dafio, el cual es desconocido. Se ha propuesto que este dafio
puede ser ocasionado no s6lo por uno, sino por distintos mecanismos a la vez, como virus,
humo de tabaco y otros posibles agentes causantes de dafio, provocando una inapropiada
re-epitalizacion del tejido, y una constante degradacion y remodelacién de la MEC (12).
En este sentido y basdndome en estudios anteriores realizados en este laboratorio, en los
que se analizo la expresion génica mediante microarreglos de la FPI, el gen de la proteasa
ADAMTS-5 estaba elevado, la hip6tesis de este trabajo es encontrar mas elevado los
niveles de expresion del mRNA de la ADAMTS-5 en tejidos de pulmén con FPI
comparados con PN por medio de PCR en Tiempo Real, y que su localizacion
inmunohistoquimica sea en células del tejido conjuntivo, como fibroblastos y células
inflamatorias, como macrofago; basdndome en su produccion por células como
condrocitos y fibroblastos sinoviales en patologias relacionadas con la degradacion de la

MEC, como son la OAy AR (23,24,25).

Métodos

Poblacion de estudio

Se trabaj0 con 8 muestras de acido ribonucleico (RNA) total de tejidos de pulmén de
pacientes con FPI obtenidas de biopsias utilizadas para diagndstico y bajo protocolo
aprobado por el comité de Bioética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER), una de pulmon “normal” obtenida por lobectomia para la reseccion de un tumor
primario de pulmon de areas sin evidencia histologica de enfermedad. Ademas se utilizé
también como control una muestra de &cido ribonucleico mensajero (MRNA) comercial

(Ambion, USA).
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Sintesis de cDNA por Transcriptasa Reversa (RT).

Para evaluar el transcrito de la ADAMTS-5, se utilizd la técnica de retrotranscripcion, a
partir de RNA de cadena sencilla se obtuvo el cDNA de doble hebra,utilizando la enzima

Transcriptasa Reversa.

En un tubo estéril se coloco 1ug de RNA (Cada una de las muestras trabajadas de RNA se
cuantificd con ayuda de un espectrofotometro: NanoDrop 2000, Thermo scientific) y se le
agregd DNasa (1U/ul) (Life Techonologies, Grand Island, NY) para eliminar cualquier
posible contaminacion con DNA gendmico; amortiguador 10x propio del kit y agua
DEPC segun las instrucciones del fabricante. Para que se lleve a cabo la reaccion se dejé a
37°C durante 30 minutos y se agregd posteriormente EDTA a cada tubo para detener la

actividad de la DNasa, incubando a 65°C durante 10 minutos.

Para la reaccion de RT-PCR, se agregé Hexameros al azar, se incub6 durante 2 minutos a
70°C y se pas6 inmediatamente a hielo. Se agregd la mezcla de reaccion del kit

(Clonotech, California, USA) con los siguientes reactivos segun los volumenes indicados:

Mezcla de RT

1x
Buffer reaccidn 5x 4 ul
dNTP mix (10mM) 1 ul

Inhibidor de RNasa | 0.5 ul
recombinante (1U/ul)

MMLV Trascriptasa | 1 ul

reversa
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Se mezclo por inversion y se centrifugé en la microcentrifuga. Se dej6 incubando 1 hora a
42°C y posteriormente 5 minutos a 94°C.
Finalmente se agregaré agua dietil-pirocarbonato (DEPC) para llevar cada tubo de

reaccion a un volumen final de 100 pl.

PCR

Se amplifico el cDNA por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa con
oligonucleotidos especificos (Invitrogen) en un termociclador (Perkin Elmer, PCR System

2400).

Las secuencias transcrito utilizadas en este trabajo se obtuvieron de la secuencia de la
ADAMTS-5 con referencia del Centro Nacional de Informacion Bioldgica (NCBI).La
secuencia fue disefiada utilizando un software de disefio (Primer 3). Obteniendo una
secuencia iniciadora especifica para la ADAMTS-5 (NM007038 en el NCBI) de 100pb
(Tabla 3) disefiada por Applied Biosystems, ajustando las diferencias en la cantidad de

RNA total en cada muestra.

cDNA Secuencia (5°_, 3)

S=sentido; A= anti-sentido

ADAMTS-5 S=ATATGCAGGTGTCCTGCCAGCG

A=AGTGCCATCGGTCACCTTTGGAG

Tabla 3 Secuencia iniciadora utilizada para la amplificacion del cDNA de mRNA de tejido de pulmén

humano por SYBR Green PCR.

25



Para amplificar el producto del gen de la ADAMTS—5 y el del gen 18s, el cual se utiliz6
como control en la reaccién, se realizé una PCR convencional trabajando por triplicado,
utilizando dichos primers especificos para el mensajero del gen ADAMTS-5, en mMRNA
de una linea de fibroblastos de pulmén normal (N13) obtenida en el laboratorio, en pasaje
10 de las lineas celulares. Para poder establecer las condiciones de amplificacion y realizar

las curvas estandar necesarias en la reaccion de PCR Tiempo Real.

Mezcla Ix (ul)
MgCl; (25mM) 0.6
Buffer 10x 1.5
dNTP’s (2uM) 1
P. ADAMTS-5 sentido | 1.5
(10uM)

P. ADAMTS-5 antisentido | 1.5
(10uM)

Agua DEPC 15.5
Taq Platinum (5U/ul) 0.15
Total 13

Tabla 4.Mezcla de reactivos utilizada para la PCR convencional para el gen de la ADAMTS-5

A cada uno de los tubos se les agregd 23u de la mezcla més 2ul de muestra, realizandolo

por triplicado.

Tubo Mezcla anterior Muestra Total
1 13 pl 2 ul N13 P-10 15 ul
2 13 ul 2 ul N13 P-10 15 ul
3 13 pl 2 ul N13 P-10 15 pl
4 13 pl 2 ul N13 P-10 15 ul
5 13 ul 2 ul N13 P-10 15 ul
6 13 pl 2 ul N13 P-10 15l
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7 13 ul 2 ul Agua DEPC 15 ul

Tabla 5. Mezcla final de los reactivos para la PCR.

Condiciones de PCR 40 ciclos de 2 tiempos.

94° 94°
02:00 | 00:30 72°
: / 05:00
60° -
01:00 a°

Se prepard un gel de agarosa al 1.5% para corroborar que los tamafios de los productos de

la PCR fueran los esperados y se extrajeron las bandas de los productos*.

Los productos obtenidos fueron purificados en columnas siguiendo las recomendaciones

del fabricante:

1. Depositar las bandas del gel sobre las columnas de purificacién
2. Centrifugar a 7,500g durante 10 minutos a Temperatura Ambiente
3. Cuantificar el cONA en un NanoDrop 2000, Thermo scientific, leyendo a
260nm
Calculos para las diluciones:
Producto de PCR : 8.5ng/ul = 8.5 x 10 g/ ul
Tamario del producto esperado (100pb) x (622da) = 62,000 g/mol
(62,000 g/mol) / (6.022 x10% #copias/mol) = 1.032 x 10™*° g/#copias
Copias de cDNA obtenido:

(8.5x 107 g/ ul) / (1.032 x 10™*° g/#copias) = 8.23 x 10™® #copias/ pl
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Se tom0 la cantidad necesaria para preparar 5Qu de muestra a una concentracon de 0.5 x

10" #copias/ pl y se realizé una serie de diluciones con las siguientes concentraciones

Tubo Concentracion de la Muestra

0.5 x 10" #copias/ pl

0.5 x 10” #copias/ pl

0.5 x 10° #copias/ pl

0.5 x 10" #copias/ pl

0.5 x 10° #copias/ pl

0.5 x 10° #copias/ pl

0.5 x 10* #copias/ pl

0.5 x 10° #copias/ pl

©O©| O N| o o | W N

0.5 x 10% #copias/ pl

Tabla 6. Diluciones de la canidad de producto de PCR de ADAMTS-5 obtenido mediante la PCR convencional.

Los tubos se mantuvieron a -20°C y después ser utilizaron en la elaboracion de la curva

estandar de la PCR para el gen ADAMTS-5.

*Nota: Los productos obtenidos fueron secuenciados para comprobar que correspondian a

la ADAMTS-5.

PCR en Tiempo Real: ADAMTS-5/18s

Se elaboraron curvas estandar, trabajando cada muestra por triplicado. Las reacciones de
PCR se realizaron en un termociclador (Bio Rad, modelo iCycler iQ multicolor Real-Time
PCR Detection System).Se toman 2pul de cada tubo de la serie de diluciones anterior y de
las muestras de mRNA de la poblacion en estudio y se le agregah d3 la mezcla

mostrada en la siguiente tabla.
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1. Se coloca en el termociclador para tiempo real bajo las siguientes condiciones:

Reactivos Ix (ul)
MgCl; (50mM) 0.6
Buffer 10x 1.5
dNTP’s (2um) 1

P. ADAMTS-5 sense |15
(10uM)

P. ADAMTS-5 antisense | 1.5
(10pM)

Agua DEPC 4.95
Taq Platinum (5U/ul) 0.15
SyBr GREEN 10x 15
Fluoresceina 500nM 0.3
TOTAL 13 ul

Tabla 7. Mezcla de reactivos para la curva estandar para el gen ADAMTS-5 en PCR en Tiempo Real.

94°

00:30

=]/

01:00

40 ciclos

Los datos obtenidos se reservan para el analisis contra el RNAr 18s tomado como gen

constitutivo.
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El ensayo de PCR en Tiempo Real para el gen 18s se llevd a cabo por triplicado
utilizando una sonda TagMan™", Cada tubo de reaccién contenia 13ul de mezclay 2ul de

muestra (dilucion 1:100):

Mezcla Ix (ul)
MgCl, (25mM) 0.6
Buffer 10x 1.5
dNTP’s (2um) 1
Sonda TagMan™ 0.15
Agua DEPC 9.6
Taq Platinum (5U/ul) 0.15
TOTAL 13 ul

Tabla 8. Mezcla de reactivos utilizados para la curva estandar del gen 18s mediante PCR en Tiempo Real.

Se coloca en el termociclador para tiempo real bajo las siguientes condiciones:

94°
00:30

v/

01:00

40 ciclos

Para comprobar que el ensayo estuviera dentro de los limites correctos (R* = 0.993) se

hizo una curva estandar para cada triplicado.
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Se calcul6 la concentracion de RNA total, dividiendo la cantidad obtenida para el gen de
la ADAMTS-5 entre la del gen constitutivo 18s para cada muestra. Dado que un gen se
puede expresar menos que un gen constitutivo (valor negativo), o estar sobreexpresado

(valor positivo).

Inmunohistoquimica

Para llevar a cabo la reaccion de tincion inmunohistoquimica, los tejidos utilizados fueron
desparafinados con Xilol durante 25 minutos, posteriormente se rehidrataron en un tren de
alcoholes con etanol absoluto, al 95% y 50% durante 5 minutos cada uno de ellos y

mantuvieron 10 minutos en agua estéril y desionizada.

Se incubaron durante 30 minutos en Perédxido de Hidrogeno (H,0,) al 3% en metanol y se
lavaron en PBS 1xdurante 5 minutos. Para realizar la recuperacion antigénica se colocaron
las laminillas en un buffer de citratos (0.01M &cido citrico pH=6) y llevando a ebullicion
con ayuda de un horno de microondas a maxima potencia durante 4 minutos; se baja la
potencia a nivel 3 y se deja durante 4 minutos mas. Se dejo enfriar durante 25 minutos en

charola con agua de la llave y se lava nuevamente con PBS 1x durante 5 minutos.

Se adicion6 un bloqueador universal (Biogenex 1x) con agua estéril y desionizada
(Biogenex) por 10 minutos y se lava una vez més con PBS 1x 5 minutos. Se realiza un
segundo bloqueo con suero normal de borrego (Chemicon) en una dilucion de 1: 100 en

PBS 1x durante 30 minutos, dejando los controles negativos en este suero.

Las muestras experimentales fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-ADAMTS-

5 (Rabbit antibody ADAMTS-5, Triple Point Biologics,) a una dilucién de 1:200 en un
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diluyente comercial (Biomeda) con BSA (Albimina Sérica Bovina) al 1% manteniendo a

4° C durante toda la noche en una camara obscura.

Al dia siguiente se da dos lavadas de 5 minutos cada una con PBS 1x con Tween al 0.1%
(PBST 1x) y se incuba con un segundo anticuerpo (Super sensitive detection system,
Multilink de Biogenex) 20 minutos y se da otra lavada de 5 minutos con PBS 1x con

Tween al 0.1%.

Se incuban con Estreptividina conjugada con peroxidas (Biogenex multilink) durante 20
minutos lavando posteriormente con PBST 1x 5 minutos. Se reveld con una peroxidasa
con Aminoetilcarbamida (AEC) de Biogenex, parando la reaccion calorimétrica con agua
y contratifiendo con Hematoxilina (Biogenex) 10 segundos. Posteriormente se coloca una
capa de Crystal-mount (Biomeda) y se deja secar en el horno durante 15 minutos para fijar

finalmente con resina (Biomeda) y colocar el cubreobjetos.

Resultados

Localizacion de la ADAMTS-5 por Inmunohistoquimica

Para la técnica de inmunohistoquimica, se trabajo con un anticuerpo contra la ADAMTS-
5, elaborado con péptidos sintéticos basados en el carboxilo terminal de esta agrecanasa en

humanos.

En el caso de pulmén normal la proteina inmunoreactiva se observé en muy pocas células
entre ellas, algunos macrofagos, y células cebadas (Figura 8 paneles A y B). Las células
se identificaron en base a su morfologia. Los macréfagos son células, que generalmente
grandes, de forma irregular, con un nucleo en forma de rifiidn (42). Las células cebadas son

redondas, contienen un nicleo ovalar y en su citoplasma poseen granulos secretores de
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histamina, los cuales morfolégicamente se aprecian como un cumulo de granulos
metacromaticos (43). Para una determinacion mas precisa es necesario realizar una tincion
con triptasa como marcador para células cebadas y un anticuerpo de ratdén para

macrofagos humanos (Abcam).

Los tejidos de pulmén con fibrosis pulmonar idiopatica mostraron tincion positiva para
ADAMTS-5 en las regiones alrededor del espacio aéreo especificamente en las zonas
internas del espacio bronquial. Ademas, la enzima inmunoreactiva se observo claramente
con una tincion muy intensa en células plasmaticas, y células inflamatorias como

macréfagos. (Figura 8 recuadros C y D).

El control negativo, contd con el sistema de tincion antes mencionado, sin anticuerpo
especifico (recuadro E), no presenta ninguna tincion para la ADAMTS-5, demostrando
que las tinciones positivas que aparecieron en los demdas tejidos corresponden

especificamente a esta proteina.
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Figura 8 Deteccion inmuhistoquimica de la ADAMTS-5 en tejidos de pulmdn normal y con fibrosis
pulmonar idiopatica. (A 'y B), PN (10x y 40 x); Cy D FPI (10 y 40x). (E) Control negativo sin anticuerpo. A
y B Células inflamatorias (Flecha). C: Fuerte tincion de la ADAMTS-5 en células del espacio alveolar,
células inflamatorias, como macréfagos. D: Tincion de la ADAMTS-5 en células plasméaticas madre

(Flechas).

La ADAMTS-5 se encuentra sobre-expresada en pulmones con FPI

Se analiz6 la expresion de la ADAMTS-5 en tejidos de pulmén con FPI comparadas con
PN mediante PCR enTtiempo Real. Como se observa en la figura 9, la expresién de la
ADAMTS-5 en pulmén normal fue menor de 20 nimero de copias (# de Copias). En el
caso de la FPI la expresion fue heterogenea mostrando algunos tejidos que expresan la
proteina como en los pulmones normales y otros con una expresion mayor, yendo de 4.40
a 72.81 # de Copias. En promedio, se observd que la expresién de esta proteina es

significativamente mayor en el grupo FPI comparado en PN (Figura 10).
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Expresion de ADAMTS-5

RNAmM
ADAMTS-5

/18s

(# Copias)

Fig. 9 Andlisis de la expresion del mRNA de la ADAMTS-5 en tejidos de pulmén con FPI (cada punto en azul
representa una muestra) y en PN (Cada punto rojo representa una muestra diferente), ajustada contra el RNA 18s

mediante PCR Cuantitativa (n*107%). Se muestra la media con desviaciones estandar de cada grupo.

Expresion de ADAMTS-5

RNAmM
ADAMTS-5

/18s

(# Copias)

FPI PN

Fig.10 Comparacion del porcentaje del nimero de veces de expresion de la ADAMTS-5 en tejidos con FPI contra PN.
En cada grupo, se obtuvo un promedio con los valores de todos sus integrantes, en un experimento realizado por
triplicado. La media se calcul6 con desviaciones estandar, obteniendo diferencias significativas entre los dos grupos con

un p=>0.05.
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Discusion

Las proteasas participan en el control de procesos fisiologicos y patologicos ya sea por la
degradacion completa de substratos proteicos o por procesamiento proteolitico limitado
que involucra la activacion o inactivacion entre otros de proenzimas, citocinas, quimocinas
y factores de crecimiento. En este contexto, las proteasas controlan procesos biologicos
vitales como la remodelacion tisular, la regulacion del ciclo celular, la migracion y

activacion celular la reparacion de heridas la angiogénesis y la apoptosis.

Se ha sugerido que la respuesta fibrosante en el pulmon, durante esta enfermedad, esta
mediada por un desequilibrio en la produccién y degradacién de la MEC (9). En este
contexto, el papel que desempefian las proteasas involucradas en este proceso es

fundamental.

En un trabajo previo del grupo de trabajo se analiz6 por microarreglos la expresion génica
de proteasas en pulmones con FPI. Este andlisis, por los genes que se encntraron
sobrexpresados mostrd que la FPI no es solo una enfermedad de depdsito de matriz
extracelular, sino que se caracteriza por ser un proceso de intensa remodelacion tisular.

Entre los genes que se encontraban sobreexpresados, se encontr6 al gen ADAMTS-5 (16).

El objetivo de esta tesis fue verificar por otros métodos si el gen ADAMTS-5 se encontraba
sobreexpresado. Se decidio utilizar la técnica de PCR en tiempo real, ya que a diferencia
de la PCR convencional, la PCR en tiempo real es una técnica cuantitativa, que permite la
realizacion de un analisis estadistico de los datos obtenidos (44); para medir los niveles del
mensajero del gen ADAMTS-5, y se demostré que el mensajero de este gen se encuentra

aumentado en FPI en comparacion con los PN.
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Asimismo se analiz6 la presencia de la proteina inmunoreactiva y se encontrd
fundamentalmente asociada a células plasmaticas y células inflamatorias intersticiales,
como macrofagos y células cebadas. Se ha reportado que las células cebadas, pueden estar
involucradas en procesos de fibrosis pulmonar, polarizan a las células T en Th2 (fenotipo
profibrético), a través de IL-4 e IL-3. En cultivo, las células cebadas inducen en los
fibroblastos la pérdida de inhibicion por contacto, proliferando y sintetizando una mayor
cantidad de colagena tipo I. Sin embargo, no existen trabajaos que reporten el papel que
podrian desempefiar en la FPI. Por otra parte, los macrofagos, sintetizan varios
mediadores profibréticos, como Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) y el
Factor de Crecimiento Transformante B (TGF- ). El TGF- B, es un factor de crecimiento
que en la FPI se ha reportado promueve la formacion de miofibroblastos a partir de

fibroblastos (9).

La ADAMTS-5 es una proteasa que puede degradar decorina, biglicanos, brevicano, y se
ha asociado con la progresion a AR. Sin embargo, no existen trabajos asociados con
fibrosis pulmonar y seria importante avanzar en el conocimiento del papel que desempefia

en esta patologia.

Conclusion

La ADAMTS-5 es una proteina altamente estudiada en patologias del cartilago
involucradas en la degradacion de la MEC como son OA y AR (23,24), y se le asocia con
la degradacion del agrecano, que constituye el 10% del cartilago y tiene la propiedad de
interactuar con el &cido hialuronico, permitiendo la formacion de agregados de peso
molecular brindando al tejido su alta fuerza de compresion (2). Recientemente en nuestro
laboratorio se encontré que el gen ADAMTS-5 estaba elevado en FPI (16). En este sentido,

se analizaron por PCR en tiempo real la expresion de la ADAMTS-5 en tejidos de pulmén
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con FPI comparadas con PN, y se analiz6 por inmunohistoquimica la localizacién de la
proteina. En conclusion, en este estudio se determind que los niveles de expresion del
MRNA de la ADAMTS-5 en tejidos de pulmones con FPI es mayor (P>0.05) que en PN y
que su localizacion inmunohistoquimica es en células inflamatorias, como macrofagos y
celulas cebadas, asi como en células plasmaticas y se encuentran en mayor proporcion en
tejidos de pulmén con FPI comparadas con PN. Conjuntamente, estds observaciones
soportan mi hipotesis de que la ADAMTS-5 podria estar involucrada en la
degradacién/regulacion de la MEC en FPI. Sin embargo, se sabe por estudios anteriores,
que esta proteasa es incapaz de degradar algunos componentes de la MEC, ni colagenas ni
fibronectina; ni otros sustratos como caseina ni gelatina (28); ademas, no existen trabajos
que puedan relacionar a esta proteina con su posible sustrato en FPI, ni el papel que podria
tener en esta patologia, por lo que seria importante continuar con trabajos que aumenten el

conocimiento de esta proteina.
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