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RESUMEN

La matriz extracelular (MEC) es un complejo insoluble de proteinas y carbohidratos
que se encuentran fuera de la célula.entre el tejido epitelial y el endotelial de los
animales multicelulares.Las metaloproteinasas responsables de la remodelacion del
tejido conjuntivo comprenden una familia génica de enzimas que degradan diferentes
componentes de la matriz Entre algunas de estas enzimas se han caracterizado dos
diferentes gelatinasas A y B capaces de degradar la coldgena tipo IV de membranas
basales. En condiciones fisiologicas existe un equilibrio dindmico entre la sisntesis y la
degradaciéon de los componentes de la matriz lo cual ocurre de manera finamente
programada y balanceada. Por el contrario una remodelacién desequilibrada de la MEC
se ha asociado con diferentes procesos patologicos.

Durante la fibrosis pulmonar, que es el resultado de un amplio y heterogéneo grupo de
padecimientos respiratorios. se caracteriza por el depodsito exagerado de colagenas
inicI>ULIAES YUT UOSL UYL PIUZITs] VAIICIIE 1a5 unidades diveoiv-capilaics y  cundusen
a la aparicién de insuficiencia respiratoria crénica incapacitante y habitualmente letal
en un plazo relativamente breve de tiempo. En este proceso patolégico se ha encontrado
por estudios inmunohistoquimicos y de microscopia electronica que las membranas
basales presentan extensas areas de ruptura la que se ha asociado al inicio de la
inflamacion y fibrosis.

El objetivo de este estudio fue analizar y comparar la expresién y sintesis de las
gelatinasas A y B en fibroblastos obtenidos de pulmén normal y con fibrosis. Se trabajo
con 6 lineas de fibroblastos fibroticos y 4 lineas de fibroblastos normales y se hizo el
analisis mediante las técnicas de zimografia inversa. y el northen blot.

Los resultados encontrados mostraron que la actividad enzimatica de la gelatinasa de A
se presenta constitutivamente tanto en fibroblastos normales como en los derivados de
fibrosis pulmonar. Por ¢l contrario la gelatinasa B no mostré actividad enzimatica, ni
aun bajo el estimulo de diferentes citocinas (Interleucina 8, Leucotrieno C4, Sustancia
P o con promotores de tumores PMA ). Por otra parte, sélo pudo mostrarse la expresion
del mensaje del RNA da la gelatinasa A en los fibroblastos estudiados, pero no se logrd
obtener mensaje de la gelatinasa B, para el cual se usé como control positivo linea
U208, estimulada con forbol miristato (PMA). Estos resultados sugieren que la
gelatinasa A es la principal colagenasa tipo IV sintetizada en el parénquima pulmonar.



INTRODUCCION _
La matriz extracelular y las metaloproteinasas (MMPs)

La matriz extracelutar (MEC) es un complejo insoluble de proteinas y carbohidratos
que se encuentra fuera de las células entre el tejido epitelial y el endotelial de los
animales multicelulares. Su abundancia en los diferentes 6rganos es muy variable,
asi en la piel, cartilago tendén y hueso es un componente muy abundante, mientras
que en ¢l cerebro y la médula espinal es muy escaso. La MEC est4 conformada por
una gran variedad de moléculas que interaccionan entre si generando una estructura
tridimensional a la cual las células se adhieren ya sea por receptores especiticos.
Las macromoléculas que constituyen la MEC incluyen, entre otras, a la familia de
las coldgenas que son las responsables .de la resistencia mecanica de los tejidos
conjuntivos, la elastina que le confiere cualidades de y elasticidad, proteinas de
adhesion como fibronectinas y lamininas, y los proteoglicanos que son esenciales
para la adhesividad. Presenta un papel importante no sélo en el mantenimiento de la
integridad estructural de los organismos si no ademas, desempefia un papel activo y
complejo en la regulacién de los procesos basicos de las células que tienen contacto
con ella. En este sentido la MEC influye en multiples funciones celulares tales
como morfogénisis, proliferacién , diferenciacién, migracion y adhesion (1, 2).

En condiciones fisioldgicas existe un equilibrio dindmico entre la sintesis y la
degradacion de los componentes de la matriz, lo cual ocurre de una manera
finamente programada y balanceada. Por el contrario, una remodelacién

desequilibrada de la MEC se ha asociado con diferentes procesos patoldgicos. (3)



La familia de las metaloproteinasas de matriz

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son las principales enzimas responsables
de la degradacion de la matriz extracelular y desempefian un papel central en
diversos procesos fisiolégicos como la morfogénesis, angiogénesis, ¢ inflamacion
(3-5).

Esta familia de endopeptidasas comparte un conjunto de dominios (Figura 1) entre
los que se encuentran:

Us SOimiiid piopipidiiu 1ospunsubic de ia latencia (Taita de actividad catalitica) de
las proenzimas. En este dominio existe un residuo de cisteina que forma un enlace
c;ordinado con el Zn2+ presente en el dominio catalitico, y que enmascara de esta
manera el sitio activo de las proenzimas 0 zimogenos.

Un dominio catalitico esencial para la actividad enzimdtica y que contiene el sitio
de unién a Zn2+ y a Ca2+ .

Una secuencia rica en prolina que funciona como bisagra

Un dominio carboxilo terminal tipo hemopexina

Las MMPs se pueden clasificar en diferentes subfamilias que incluyen a las
colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y las metaloproteinasas “tipo membrana”.
Existen enzimas, con caracteristicas especificas, que no han podido agruparse en las
subfamilias anteriores y provisionalmente se han agrupado bajo el rubro de “otras”.

(Tabla 1).
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FIG 1. Esquema de la estructura de las metaloproteinasas




TABLA 1. FAMILIA DE METALOPROTEINASAS DE

MATRIZ (MMPS)
ENZIMA N° DE MMP SUSTRATO
COLAGENASAS
Colagenasa intersticial MMP-1 Colagena Intersticial: I, II, ITI, VII, VIII, X
Colagenasas de PMN MMP-8 coldgena fibrilar, gelatinas, fibronectina,
Colagenasa-3 MMP-13 proteoglicanos.
GELATINASAS
Gelatinasa 72 kDa~(A) | MMP-2 Colagena desnaturalizada (gelatina), elastina,
Gelatinasa 97 kDa- (R) MNP.Q cdlamanas  notione 1Y YT VUIT W ¥
fibronectina.
ESTROMELISINAS
Estromelisina-1 MMP-3 Proteoglicanos, fibronectina, elastina,
Estomelisina -2 MMP-1 colagenas IV, V, IX, X, lamininas.
Estromelisina-3
OTRAS
Matrilisinas MMP-7 Proteoglicananos, coldgena tipo IV, gelatinas
elastinas, fibronectina.
Metaloelastasa MMP-12 Proteoglicanos, elastina, colagena IV,
gelatinas, fibronectina, elastina.
Enamelisina MMP-19 Degrada sustratos sintéticos para las MMPs
MMP-20 Proteina dental
MT MMPs
¢ MT-1 MMP MMP-14 Colagena fibrilar, Gelatina
¢ MT-2 MMP MMP-15 Pro-gelatinasas A, caseina
¢ MT-3 MMP MMP-16
¢ MT-4 MMP MMP-17




Por lo que se refiere a las colagenasas, esta subfamilia de metaloproteinasas rompe
enlaces peptidicos en la region triple helicoidal de las colagenas intersticiales y a la
fecha, tres miembros de este grupo han sido clonados: MMP-1, llamada también
colagenasa intersticial de fibroblastos, MMP-8 denominada colagenasa de
neutrofilos, y MMP-13 o colagenasa 3, clonada de un carcinoma humano mamario
(6-8) .

La subfamilia de las gelatinasas comprende enzimas que degradan colagena tipo IV,
principal constituyente de membranas basales, colagenas V, IX, X, fibronectina y
elastina, y a la fecha se han caracterizado dos miembros en este subgrupo que son la
Gelatinasa A (colagenasa tipo IV de 72 kDa/MMP2), y la Gelatinasa B (colagenasa
tipo IV de 92 kDa/MMP-9) (9, 10). Ambas enzimas contienen un dominio adicional
parecido a fibronectina, y la gelatinasa B contiene también una region en el
carboxilo terminal que es semejante a la cadena alfa 2 de la colagena tipo V.

La subfamilia de estromelisinas tiene una amplia especificidad de substratos que
incluye a la parte proteica de los proteoglicanos, a la fibronectina, y la laminina.
Varias enzimas se han clasificado tentativamente en este grupo e incluyen a la
estromelisina 1 (MMP-3), estromelisina 2 (MMP-10) y estromelisina 3 (MMP-11)
(11,12).

La subfamilia de metaloproteinasas de membrana (MT-MMP), recientemente
descubierta, se caracteriza principalmante por la presencia de un dominio

transmembranai extension terminal rico en residuos hidrofobicos, A la fecha se han




caracterizado cuatro enzimas, y se ha propuesto que este tipo de enzimas son
responsables del procesamiento de varias enzimas en la superficie celular (13-16).
Otras metaloproteinasas son: la matrilisina (MMP-7), que es la enzima mas pequeiia
de las metaloproteinasas y carece del dominio carboxilo terminal que se encuentra
presente en todas las otras (17); la metaloelastasa (MMP-12) de macréfagos (18);
la metaloproteinasa MMP-18 (19, 20); y la enamelisina 0o MMP-20 (21).

La regulacion de las MMPs ocurre a varios niveles tanto intra como extracelulares y
la actividad enzimatica es el resultado final de una compleja serie de eventos que
incluye la expresion del gen, la activacion del zimogeno y la inmbicion enzimatica
en ¢l espacio extracelular.

La expresion génica es regulada por una variedad de citocinas, tales como factores
de crecimiento y mediadores inflamatorios los cuales pueden incrementar o
disminuir la sintesis de la enzima en una célula especifica (22). La expresion de los
genes de colagenasa, estromeolisina-1, matrilisina y gelatinasa B es regulada en una
gran variedad de tipos celulares por el forbol miristato acetato (PMA). También
citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) , el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y la interleucina-1 (IL-1), son capaces de aumentar la expresion
de estas enzimas generalmente atraves de una combinacién de mecanismos
transcripcionales y postranscripcionales. (3- 5).

Otro nivel de regulacion es la activacion del zimdgeno que in vitro puede realizarse
con compuestos mercuriales o a través de la digestion parcial con varias proteasas.

Es de especial intéres que la progelatinasa A difiere en estos mecanismos de




activacion extracelular ya que no es suseptible de ser procesada por proteasas que
activan a otras metaloproteasas, pero puede ser activada por la MT1-MMP (23).
Finalmente por lo que se refiere al nivel de regulacién por inhibicion, los
principales inhibidores fisiolégicos de las MMPs son una familia de inhibidores
tisulares de metaloproteinasas (TIMP), de los cuales se han identificado 4 tipos
diferentes denominados TIMP-1, 2, 3 y 4. Los TIMPs forman complejos de alta
afinidad con las formas activas de MMPs e inhiben su actividad enzimatica a través
de una interaccién no covalente (24).

La paruicipacion de fas VIvIEs €1t Coudiciones iisivifgivas vaia bicn duswiciiasa cu
procesos como la ovulacion, la involucién uterina, angiogenésis, remodelacion
dsea, etc. Las MMPs participan ademas en la respuesta inflamatoria y desempeiian
un papel importante en en el desarrollo de numerosos procesos patolégicos que
incluyen a la artritis reumatoide, invasién tumoral, enfermedades fibrosantes,
enfisema, y dafio pulmonar agudo entre otros (5, 25, 26). En este contexto, un
incremento descontrolado en la actividad de estas enzimas puede provocar dafios
tisulares como el que se observa por ejemplo, en la artritis reumatoide en la cual el
cartilago, es degradado progresivamente por colagenasa intersticial. Una situacion
similar ocurre en el enfisema pulmonar, donde se ha observado una actividad
elastolitica y colagenolitica exageradas lo que puede contribuir a la destruccion de

las paredes alveolares del pulmon (25, 27).




Fibrosis Pulmonar

La fibrosis pulmonar es el resultado de un grupo hetereogéneo de padecimientos
conocidas como enfermedades intersticiales del pulmén que tienen en comun la
presencia inicial de inflamacién difusa en el parénquima pulmonar seguido de
proliferacién anormal de fibroblastos y la acumulacién progresiva de matriz
extracelular, principalmente colégenas intersticiales. (28, 29). A pesar de multiples
estudios realizados tanto en la enfermedad humana como en modelos
experimentales que reproducen algunos rasgos del padecimiento, los mecanismos

11 1t aa meale Al Vol b wweem Maeine ~ Ta £l : 1
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desconocen. La fibrosis pulmonar idiopatica se caracteriza inicialmente por la
presencia de lesiéﬁ epitelial y endotelial, y una inflamacion intersticial e intra-
alveolar que afecta difusamente al parénquima pulmonar. Esta alveolitis es de
predominio mononuclear, aunque suelen observarse acamulos de neutréfilos y
eosindfilos. [Esta fase inicial se considera potencialmente reversible.
Posteriormente, y probablemente motivado por la sobre-expresion de factores de
crecimiento, se produce la proliferacion exagerada de fibroblastos y
miofibroblastos, con apoptosis del epitelio alveolar y finalmente deposito excesivo
de matriz intersticial, especialmente coldgenas tipos 1 y Il (28-31). Esta fase

avanzada se considera irreversible.




Mecanismos patogénicos de la fibrosis pulmonar

En este contexto, diferentes estudios han demostrado, tanto en modelos animales
omo en ﬁacientes con fibrosis pulmonar, un aumento transitorio de la sintesis de
colagena y una conocen con precision (32, 33).

La importancia de las membranas basales en la conducciéon de una regeneracion
ordenada después del dafio pulmonar ha sido reconocida desde hace tiempo. Por
ejemplo, Vracko (34) estudio por microscopia electronica los cambios patologicos
secuenciales producidos en pulmones de perros después de una inyeccion
INUAVENUSA e 4Cldu 0IRIcV. Bi €81¢ MOULio oDSErvo que si ia iesion Inicial no se
acompafiaba de alteraciones en las membranas basales epiteliales y endoteliales el
parénquima pulmonar se regeneraba ad integrum. En cambio, la pérdida de
integridad de las membranas basales favorecia la aparicion de lesiones fibrosantes.
Mas recientemente, Raghu y cols. (35) a través de inmunofluorescencia indirecta
usando anticuerpos contra colagena tipo IV y laminina, encontraron que existe
ruptura de las membranas basales en la mayoria de los pacientes con fibrosis
pulmonar. La destruccion de las membranas se observé mucho mas frecuentemente
en las etapas iniciales de la enfermedad, lo que sugiere que ¢l dafio a esta estructura
es un evento temprano en el desarrollo de la fibrosis. Sin embargo, no existe a la
fecha ningin estudio que analice los posibles mecanismos moleculares
involucrados en este fendmeno patologico.

La pérdida de integridad de las membranas basales alveolo-endoteliales evitaria ia

adecuada reepitelizacion post-necrosis, facilitaria la salida de fibroblastos a los
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espacios alveolares y representaria un estimulo para la fibrogénesis tanto intersticial
como intra-alveolar.

Las membranas basales estan constituidas por varias macromolécuias &demas de
metaloproteinasas, siendo la mas abundante la colagena tipo IV, la cual es
susceptible de ser degradada por dos miembros de las metaloproteinasas, las
gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9) (36-37).

En este contexto, estudios recientes realizados en nuestro laboratorio en modelos de
lesion pulmonar aguda y subaguda inducidas con hiperoxia han demostrado que la
expresion exagerada de las gelatinasas con incremento en la actividad gelatinolitica
local precede y/o acompaila a la ruptura de las membranas basales (26, 38).

Un asunto de especial interés es conocer cuales son las células responsables de la
produccion de las gelatinasas en pulmon. Por estudios in vivo e in vitro nuestro
grupo ha mostrado que los neumocitos tipo II, los macrofagos alveolares y los
fibroblastos expresan la gelatinasa A. Esta colagenasa tipo IV de 72 kDa, es
probablemente la metaloproteinasa mas ampliamente distribuida en diferentes
tejidos y la expresan constitutivamente por la mayoria de las células en cultivo
respondiendo solo moderadamente a factores de crecimiento o citocinas (26, 39,
41),

Por otra parte la gelatinasa B es producida en pulmon por neumocitos tipo II, por
monocitos/macréfagos, y por neutrofilos (38, 40- 42). Esta colagenasa tipo IV de 92
kDa se ha reportado ocasionalmente en fibroblastos de otros tejidos (43). La

transcripcion de la gelatinasa B es regulada por diversas citocinas entre las que se

1




encuentran la interleucina-1, el factor de necrosis tumoral, el factor de crecimiento
epidérmico y por ésteres de forbol como, el forbol miristato acetato (PMA) (3-5,

44).

Hipdtesis y objetivo

La hipétesis de trabajo de esta tesis es que en la fibrosis pulmonar los fibroblastos
son capaces de sintetizar gelatinasa B, la cual no se produce por estas células en

condiciones normales.

[P T TR J - S N |
Dor 1o tonte ol ohjctive de 1o i5is full Analizar y conpaiar ja capicaion y siniesis

de Gelatinasa A y Gelatinasa B en fibroblastos obtenidos de pulmén normal y con

fibrosis.
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MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares
Se usaron varias lineas de fibroblastos humanos provenientes de pacientes con
fibrosis pulmonar, algunas comerciales obtenidas de Ia American Type Culture
Collection (ATCC) y otras obtenidas de biopsias de pacient;as con fibrosis pulmonar
en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) (39).

Ademas se usaron en este estudio lineas de fibroblastos humanos control obtenidos
de pulménl normal tanto de la ATCC como de fragmentos macro y

microscopicamente normales de biopsias de pulmon con cancer.

Fibroblastos de pulmones Fibroblastos de _pulmones
fibroticos “normales”

Nombre Fuente Nombre Fuente
LL-29 ATCC CCDIILU ATCC
LL-97 ATCC CCD25 ATCC
HIPF-30 INER LL-24 ATCC
HIPF-34 INER N2 INER
HIPF-33 INER
HIPF-40 INER

Ademds se usé como control positivo de produccién de gelatinasa B la linca de
U208 (células de sarcoma oéteogénico) proveniente de la ATCC.,

Condiciones de cultivo

Los fibroblastos se sembraron en cajas T25 en medio FK-12 (Sigma) con 10 % de
suero fetal bovino (SFB) desactivado previamente a 56°C durante 30 minutos. A
este medio se le agregaron 10 ml/l de una solucion de antibidticos que contienen

100 U/ml de penicilina, 10 pl/ml de estreptomicina y 250 ug/ml de anfotericina

13



(Sigma). La linea celular U2-OS se cultivé en medio Mc Coy (Sigma) y 20% de

SFB. Las células se incubaron a 3;I°C en 5% CO, 95% aire y el medio se cambié
cada tercer dia hasta alcanzar las células subconfluencia. De ahi las células se
tavaron con medio 2 veces y se mantuvieron en medio libre de suero durante 24 h
o el medio con las siguientes substancias: PMA 10 nM, Leucotieno C4 10 nM, TGF
B 0.4nM, Sustancia P 25 ng/ml, o IL-1B 250 U. Al finalizar las 24 h de exposicién
se colecto el medio de cultivo se colectoes colectado y se mantuvo en congelacion
hasta su uso para electoforesis o zimografia. Por otro lado las células fueron usadas
para la extraccion del RNA.

Zimograiia en geles de gelatina

Este ensayo se utilizb6 para evaluar la actividad de la MMP-2 y MMP-9. Para este
efecto, se usaron geles de poliacrilamida al 8 % con gelatina incorporada (1 mg/ml)
que permite identificar enzimas con actividad gelatinolitica. Después de la
electroforesis, los geles se colocaron en una solucion de Triton X-100 (dos veces
por 15 minutos), se lavaron abundantemente con agua y se incubaron toda la noche
a 37°C en glicina 100 mM pH 8.0, con CaCl; 10 mM y ZnCl, 50 mM. Geles
idénticos se incubaron en presencia de EDTA 20mM. Los geles se tifieron con azul
de Coomasie R-250 al 1% en isopropanol al 25%y 4cido acetico y se destifieron en
una solucion de acido acético al 7.5% y metanol al 5%. Las zonas de actividad
enzimatica se observaron como bandas claras contra un fondo azul. El peso
molecular de las bandas gelatinoliticas se estimé usando marcadores de peso

molecular pre-tefiidos.
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Aislamiento de RNA y andlisis tipo Northern.

El RNA total se obtuvo por el método de extraccion de Chomczynski y Sacchi con
tiocianato de guanidina, fenol cloroformo (45). A continuacién se explicardn
brevemente los pasos principales. Se agregd a las cajas de cultivo 1-2 ml de
solucion desnaturalizante que contiene isotiocianato de guanidina 4M, citrato de
sodio 25 mM pH 7, laurilsarcosin 0.5%y 2-mercaptoetanol 0.1M. A esta suspension
se adicion6 1/10 del volumen de acetato de sodio 2M pH 4, un volumen de fenol, y
un volumen de cloroformo. Se centnifugdé a 15 700 g por 20 min a 4°C y se
Siparaivn LCs 18503, Ui IUvA GUOUa Cii 16 1850 aviusd, que Ouspuvs uc 5Cpaiaaa i
volumen recuperado se mezcla con un volumen de isopropanol frio y se deja a -
20°C toda la noche, una vez precipitado. se centrifuga a 15 700 g durante 10 a 4° C
y se recupera ¢l RNA en un volumen final no mayor a 30 pl de TE .

Una vez obtenido el RNA, se cuantificé espectrofotométricamente mediante la
lectura de D.O a dos diferentes longuitudes de onda, una a 260 nm y la otra a 280
nm. Esta relacion nos permite ademas de conocer la concentracion, valorar la
pureza del RNA extraido. Se considera qu 1 U de D.O a 260 nm equivale a 50 ug de
RNA y un buen grado de pureza una relacion 260 /280 de 1.7a 2.0.

El RNA total se fracciono (10 pg/carril) en un gel de agarosa al 1% con 0.66 M de
formaldehido y posteriormente s¢ transfirid0 a membranas de nylon (Nytran)
mediante capilaridad. El RNA se fijo horneando a 80°C por 1 h (46).

Las membranas se prehibridaron a 42°C por 16 h en 5§ x SSC, formamida al 50%,

solucion de Denhardt 5 x y SDS al 5%, con 100 pg/ml de DNA desnaturalizado de
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esperma de salmén. La hibridacién se realizé a 42°C por 16 h en el amortiguador de
hibridacién que contiene mas 4 ml de sulfato de dextrdn 50% mds la sonda
marcada con >*P desnaturalizada a hervor en baflo maria a 85 °C / 5 min . Las
membranas se lavaron con SSC 2X y SDS al 1% a temperatura ambiente tres veces
por 5 minutos, posteriormente 2 veces por 15 minutos y posteriormente con SSC
0.1x y SDS al 0.1%. Finalmente, las membranas se expusieron a una pelicula Kodak
X-AR a -70°C con una pantalla intensificadora. Para comparar la cantidad de RNA
de las muestras, se midi6 el nivel d¢ mRNA de un gen constitutivo, el
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH). Las sondas de gelatinasas A 'y
B, y del GAPDH se marcaron [*’P]JdCTP utilizando la técnica del marcado por
extension al azar descrito por Feinberg y Vogelstein (47) siguiendo las
especificaciones del proveedor del kit Du Pont, NEN Research Products (Dupont
NEP-103).

Amplificacién y purificacion de las sondas

En este estudio se transformaron bacterias (Escherichia coli} segin el método

reportado por Hanahan y col que utiliza CaCl, (48) Las sondas utilizadas fueron
cDNA de las gelatinasas de 92 kD y de 72 kD donadas por G. Goldberg de la
Division de Dermatologia de la Washington University (Saint Louis MO) que
consiste brevemente en el siguiente procedimiento: Las bacterias se crecen en
medio LB (Luria) que contiene extracto de levadura al 0.5% , triptona al 1% y
cloruro de sodio al 1%. Un cultivo con una D.O de 0.4 -0.6 se centrifuga a200gy

la pastilla se resuspende en 10 mi de CaCL; 50 mM frio, s¢ da una segunda lavada
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de la pastilla bacterial con el mismo cloruro de calcio y las células son
resuspendidadas en un volumen final de 1.3 ml de este CaCl2, posteriormente a la
suspension de células ya competentes se le adiciona 0.1 mi de DNA recombinante.
Para introducir este DNA a la bacteria, se da un choque térmico a 42°C durante 2
min seguido de una incubacion de 10 min a temperatura ambiente. La suspension
celular se siembra en cajas Petri que contienen medio LB mads el antibidtico
adecuado para seleccionar las colonias transformadas (ampicilina ¢ tetraciclina) y
se crecen a 37°C durante toda la noche. De las colonias formadas se toma al azar
una de ias eiias y se siempra en medio LB con el antibiotico a para, por un tado
.,preservar la cepa transformada y por el otro, para amplificar las bacterias
transformadas con cada una de las sondas utilizadas. Como se menciond
anteriormente, en este estudio se usaron las sondas de la gelatinasa A de 72 kD-
G72, de la gelatinasa B de 92 kD-G92 y del gliceraldehido fosfato deshidrogenasa-
GADPH.

La amplificacion del plasmido se realizé siguiendo una modificacion del método de
lisis alcalina repottado por Birhoim y Doly (49).Una colonia de bacterias aisada se
crecio en 250 ml del medio LB durante toda la noche con agitacién constante de
250 rpm a 37° y fueron colectadas por centrifigacion a 3800 g/ 15mina4°C y
resuspendidas una solucién que contiene Tris HCl 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH
8 y sacarosa al 15 % + un volimen igual de una solucién de lisozima 2 mg/ml. Se
mantiene en frio por 20 min y se adiciona un solucidn de lisis que contiene 12 ml

de NaOH 0.2 M, + SDS al 1 %; se mezcla por inversion y se mantiene en hielo 10
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min. Transcurrido este tiempo se ¢ agrega 3.75 ml de acetato de sodio 3M pH 4.6
mezclando cuidadosamente por inversion e incubando en hielo 20 min. Se
centrifuga a 15 700 g 30 min para recuperar en este momento el sobrenadante que
contiene el DNA plasmidico y. eliminar ¢l RNA contaminante en la preparacion se
agrega RNAsa en una concentracion final de 10 pg /ml del sobrenadante y se
incuba 30 min a 37°C. Para purificar el plasmido se adiciona un volumen de fenol
mas un volumen de cloroformo por cada volumen de fase acuosa obtenida en el
paso anterior, agitando vigorosamente y centifugando a 15 700 g /20 min.
Finalmente, el sobrenadante se precipita con isopropanol frio en una relacion de 1:1
manteniendo a una temperatura de -30° C y centrifugando a la velocidad y tiempo
anteriormente marcada para concentrar el DNA vy la pastilla se solubiliza en 1.6 ml
de H2O,una ultima purificacion de proteinas se realiza precipitando este soluble
con 2 ml de polietilenglicol al 13 % y NaCl 400 mM. Se centrifuga a 15 700 g /10
min a 4°C obtienendo finalmente el DNA del plasmido que se resuspende en un
volumen de ~500 pl de agua.

Obtencion de los insertos

Se preparé una mezcla de digestion tomando una alicuota de la muestra de interés
al que s¢ le adiciona 1/10 del volumen del amortiguador adecuado a la enzima
usada en cada caso. Para la G72 se usaron las enzimas Xbal (Gibco) +
EcoRI(Gibco). Para G92 se trabajo con Xbal , y GADPH fué digerido con las
enzimas Xbal mas Pstl (Gibco). La cantidad de enzima requerida se calcula

tomando en cuenta que 1 unidad de endonucleasa digiere 1 ug de A DNA a 37°C
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durante 1 h, La reaccion se detiene mediante la adicién del amortiguador de carga
de electroforesis que contiene azul de bromofenol al 2%, TAE 5x, EDTA 100mM y
glicerol al 50%. Para comprobar la digestion del DNA, se corrieron estas muestras
en geles de agarosa al 1 % segin lo reportado por Johonson y Grossman (50).

Los insertos se obtuvieron mediante la técnica reportada por Dretzen (51) que
donde después de digerir una aproximadadamente de 10 ug de DNA plasmidico con
las enzimas de restriccion adecuadas para liberar el inserto de cada plasmido este
digerido y corrido en eungel completo de agarosa al 1% para ser separado y se
tiflidos con bromure de etidio a una concentracién final de 0.5 pug /ml , se hace un
corte longuitudinal por abajo de la banda de interés y en esta abertura se coloca un
pequefio semicirculo de papel de DEAE celulosa (Whatman DE-81) previamente
saturado con NaCl 2.5 M y lavado con agua esteril de 4-5 veces. Se aplica una
corriente de 100 volts, el tiempo suficiente para que la banda se adhiera al papel, se
corta el exceso de papel y se introduce en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
adicionando 300 pl de una solucién de NaCl 1.5 M en el amortiguador TE (Tris-
HCI-10 mM pH 7.4 y EDTA 1mM pi{ 8.0) e incubando al menos 2 h a temperatura
ambiente. El eluido se tranfiere a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 ml

mediante una leve centrifugacion y posteriormente se hace la extraccidn del inserto
con un volumen de fenol y un volumen de cloroformo para poder recuperar asi la
fase acuosa que contiene ¢l DNA del inserto la cual se colecta y se precipita con
dos volumenes de etanol absoluto frio mas 1/10 acetato de sodio 3 M .pH 5 de

durante toda la noche. Por ultimo se centrifuga en una microfuga durante 10 min y
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se decanta el alcohol con mucho cuidado dejando secar la pequefia pastilla, que
finalmente se solubiliza en 10 a 12 ul de agua. Para comprobar la pureza del inserto
extraido se corre en un gel de agarosa y el resto se guarda en congelacién para €l

matcaje radiactivo para el anélisis por northern blot.
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RESULTADOS
Zimogramas con gelatina como sustrato

Gelatinasa A

Para averiguar la presencia de gelatinasas en el medic condicionado de fibroblastos obtenidos
de pulmén humano se usé la técnica de electroforesis en SDS con gelatina incofporada como
sustrato (zimografia). Los medios condicionados provenientes de fibroblastos de pulmén
normal que incluyen a diferentes pasajes de la linea N2 (carriles 2, 3 y 4), LL-24 (camml 5),
CCD25 (carril 6) y CCDIILU (carril 7) se muestran en la Figura 1. Todos los medios mostraron
una banda de actividad gelatinolitica de aproximadamente 72 kDa correspondiente a la
progelatinasa A que se activa por el SDS. En algunos de los carriles se observa también una
banda de ~ 68 kDa correspondiente a la enzima activa ( N2.p=7, LL-24 ). En el carril 8 se
observa el medio condicionado de la linea U20S usada como control y que presenta un doblete
de 72 y 68 kDa {progelatinasa y gelatinasa A) y una banda de 92 kDa (progelatinasa B). En el
caso de los medios provenientes de fibroblastos de' pulmén fibrético, en la Figura 2 puede
observarse que las lineas LL-29, LL-97, HIPF-40, HIPF-34, HIPF-33, HIPF-30, (carriles 2 a 7
respectivamente) muestran también una banda de actividad gelatinolitica de aproximadamente
72 kDa comrespondiente a la progelatinasa A En algunos de los carriles se observa también una
banda de ~ 68 kDa correspondiente a la enzima activa (HIPF-33 y U208S). En la Figura 3 se
presentan medios provenientes de fibroblastos de pulmon normal (carriles 2 a 5) y fibrético
(carniles 6 y 7) corridos en el mismo gel con objeto de comparar la movilidad de las bandas de
degradacion de la gelatina. Como puede observarse la banda de progelatinasa A presenta la

misma movilidad electroforétca en ambos tipos de fibroblastos.
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Gelatinasa B

En relacion a la gelatinasa B en la figura 1 se observa que las lineas de fibroblastos normales
N2 (pasajes 4, 5 y 7) y LL24 revelan bandas de degradacion de gelatina de un peso molecular
aparente semejante a ia gelatinasa de 92 kDa que se observa en la linea U20S usada como
control. En la figura 2 también se observa en las lineas derivadas de pulmén fibrético: HIPF-
40, HIPF-34 y HIPF-30 bandas de degradacion que podrian sugerir la presencia de gelatinasa
B. Tanto en las figuras 1, 2 y 3 se observan bandas de alto peso molecular que corresponden a
dimeros o agregados mayores de las enzimas.

Efecto de la estimulacidn con citocinas sobre la actividad gelatinolitica.

Se estimularon lineas de fibroblastos de pulmén normal y de pulmoén fibrético con diversas
citocinas, con objeto de analizar si la estimulacion encendia la produccién de gelatinasa B o
aumentaba la produccién de gelatinasa A. En la Figura 4 se puede observar que en el caso de la
linea LL 24 (pulmén normal) el estimulo con forbol miristato produce bandas de degradacién
de gelatina de menor peso molecular que podrian corresponder a formas activadas de la
gelatinasa A (carrii 3). La sustancia P también parece estimular la produccion de esta enzima y
sus formas activadas (carril 6). La interleucina 1B, el TGFB y el LTC4 no parecen producir
ningun efecto. Finalmente cuando los fibroblastos se cultivaron sobre coldgena tipo 1 no se
observé ningin cambio en la produccién de gelatinasas (carril 7). Por lo que se refiere a la
gelatinasa B no se observé por este método la produccion de actividad gelatinolitoca que
pudiera asociarse con la misma. El efecto de las mismas citocinas sobre lineas de fibroblastos
de pulmon fibrotico fueron semejantes (no se muestra). Cuando los zimogramas (Figuras 1-4)
se incubaron en presencia de EDTA 20 mM la actividad desaparecié confirmando que se frata -

de metaloproteinasas.

2




92 kD -~
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FIGURA 1
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fibroblastos de pulmén normal.
N2 (carriles 2, 3y 4), LL-24 (carril 5), CCD25 (carril 6), CCDIILU (carril 7). U20S control,
(carnil 8)

FIGURA 2

Zimograma con gelatina incorporada en el gel de medios condicionados derivados de
fibroblastos de pulmoén fibrético
LL-29 (carril 2), LL-97 (carril 3), HIPF-40 (carril 4), HIPF-34 (carril §), HIPF-33 (carril 6),
HIPF-30 (carril 7). U20S control, (carril 8)
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FIGURA 3

Zimograma con gelatina incorporada en el gel de medios condicionados derivados de
fibroblastos de pulmén normal y fibrético
PM (carril 1), CCDIILU normal (carril 2), CCD25 normal (carril 3), LL24 normal (carril 4),
N2 normal (carril 5), LL-29 fibrotico (carril 6), LL-97 fibrético(carril 7). U208 control, (carril
8)
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92 kD

72 kD

FIGURA 4

Efecto de la estimulacién con citocinas sobre la actividad gelatinolitica.
de fibroblastos de pulmén normal y fibrético .
LL-24 control (carril 1), + IL-18 (camil 2), + PMA (camil 3), + TGF B (carril 4), + LTC4
(carril 5), + Sustancia P (carril 6), + Colagena tipol (carril 7)
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Andlisis de RNA mensajero para Gelatinasas A y B por Northern blot
Purificacidn de las sondas

Con objeto de probar si alguna de las bandas de actividad gelatinolitica que se observaron en
los zimogramas correspondia a la gelatinasa B se procedié a realizar el anailisis de los RNA
mensajeros para ambas gelatinasas.

Enlafig SA se muestra la purificacion del cDNA de la gelatinasa A de 72 kDa que tiene 3100
pb (carril 4) Este cDNA se obtuvo de la digestion del plasmido completo (carril 3) con Xbaly
Eco RI. En el carril 5 se observa el vector pBluescript de 2900 pb

En la figura 5B se muestra la purificaciéon del cDNA de la gelatinasa B de 92 kDa que tiene
2400 pb (carril 9) Este c¢cDNA se obtuvo de la digestion del plasmido completo (caml 7) con
Xba I . En el carril 8 se observa el producto de esta digestién correspondjenté al inserto de
2400 pb mas el vector pBluescript de 2900 pb.

El mismo procedimiento se realizd para la sonda del gliéeraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
(GADPH). En la Figura 5C se presenta el cDNA de 750 pb (carril 13). Para la obtencién del
inserto el plasmido completo (carril 11) se digirié con las enzimas de restriccién Xbal y Pstl

(carril 12).
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FIGURA 5

Aislamiento y obtencién de las sondas de DNA de Gel A, Gel By GAPDH.

5A: Plasmido completo (pBluescript + cDNA Gel A) (carril 2); plasmido digerido con Xbal
(carril 3); inserto de Gel A de 3100 pb (carril 4); vector pBiuescript (carril 5) SB: Plasmido
completo (pBluescript + cDNA Gel B), (carril 7); plasmido digerido con Xbal y EcoRI (camil
8), inserto de Gel B 2400 pb (camil 9); 5C: Plasmido completo (PBR 322 + cDNA GAPDH),
(carril 11); plasmido digerido con Xbal y Pstl (carril 12); inserto de GAPDH 750 pb (carril
12); Carriles 1, 6 y 10 fago A cortado ¢on Hind II1.
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Andlisis por Northern blot
En la Figura 6A se muestra la expresion del RNA mensajero de gelatinasa A y de gelatinasa B

en lineas de fibroblastos derivados de pulmén normal (N2, LL-24, CCDIILU y CCD25)
comparadas con el control U20S. El transcrito de gelatinasa A y todas las lineas de
fibroblastos lo expresaron sin diferencias significativas entre las mismas al comparar con la
intensidad del RNA ribosomal (28S y 18S) que aparece en la figura 6B.

Por lo que se refiere a las lineas de fibroblastos de pulmén fibrético (LL29, LL97, HIPF34,
HIPF40) ¢! resultado aparece en la Figura 7. Igual que en el caso de las lineas de pulmén
normal no se observaron diferencias significativas en la gelatinasa A cuando se compar6 con la
expresion del gene constitutovo GADPH. Por otro lado en relacion a la gelatinasa B solo el
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aumenté en la produccién del RNA mensajero ni en las lineas de pulmén normal ni en las lineas
de pulmén fibrético. En la Figura 8 se ejemplifica para la linea LL-29 (fibrético) y para la linea
N2 (normal). Por lo que se refiere a la gelatinasa B el estimulo con PMA no mostré induccion

del transcrito correspondiente (no se muestrra).

1 2 3 4 5 8

GelA- v .- -p ~-

GelB- o
188

FIGURA 6

Northern Blot de RNA derivado de fibroblastos de pulmén normal e hibridade con cDNA
de gelatinasa A y gelatinasa B

6A: N2 (carril 1 y 6); CCD2S5 (carril 2); U20S (carril 3); LL-24 (carril 4); CCDHLU (carril 5),

transcrito de Gel A y en U208 (carril 4) el transcrito de la gel B. 6B: Transferencia de RNA

total de las mismas lineas que 6 A.
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Gel A _ oup

Gel B

GAPDH

FIGURA 7
Northern Blot de RNA derivado de fibroblastos de pulmén fibrétice e hibridado con
c¢DNA de gelatinasa A, gelatinasa B y GADPH
LL29 (carril 1); LL97 (carril 2); HIPF34 (carril 3); HIPF40 (carril 4);, U208 (carril 5)
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Gel A —

GAPDH

FIGURA 8

Northern Biot de RNA de fibroblastos de pulmén normal y fibrético estimulades con
PMA e hibridados con cDNA de gelatinasa A y GADPH
LL29 (carril 1); LL29 + PMA (carril 2); N2 (carril 3); N2 + PMA (carril 4).
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DISCUSION

La ruptura de membranas basales desempefia un papel critico en el dafio pulmonar tanto en el
pulmonar agudo y crénico. En la fibrosis pulmonar idiopatica y en ¢l sindrome respiratorto
pulmonar agudo (SIRPA) se ha mostrado discontinuidad en la distribucién de coldgena tipo IV
y laminina desde etapas tempranas del desarrollo de la enfermedqd.(SZ). Mas aun, estudios
morfométricos realizados en pulmones durante el desarrollo del dafio alveolar difuso, han
mostrado que la fibrosis intraalveolar se presenta en etapas proliferativas tempranas y que
miofibroblastos activados migran a través de “hoyos” de la membrana basal epitelial (34). Por
otro lado en el dafic pulmonar inducido por bleomicina la presencia de cumulos de fibrosis
intraalveolar se. ha asociado con discontinuidades en la membranas basales (35).

En este estudio decidimos explorar la expresion y actividad de las gelatinasas A y B en
ﬁbroblastoé derivados tanto de pulmén normal como de pulmoén fibrotico. Nuestros estudios
mostraron que in vitro los fibroblastos independientemente de la fuente de obtencién ya sea
pulmén normal o con fibrosis pulmonar producen la gelatinasa de 72 kD, conocida como
gelatinasa A.

Existe creciente evidencia que la gelatinasa A se expresa constitutivamente in vitro en la
mayoria de los sistemas de cultivo de fibroblastos. Ademas otros tipos celulares como
neumocitos tipo 11, macréfagos, y otras estirpes celulares son capaces de producir esta enzima
in vitro (38-41).

El andlisis de las regiones promotoras de la gelatinasa A han revelado la ausencia notable de
una caja TATA y un sitio AP-1, recientemente se ha reportado un sitio de unién a p53, un
factor de transcripcién, que activa la expresion de esta enzima (53). Es notable que la mayor

* parte de los estudios enfocados a analizar la regulacion de la expresion de la gelatinasa A han
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sido infructuosos. En el caso de fibroblastos derivados de gingiva se ha mostrado que la
progelatinasa A se regula posistivamente por TGF- pero no por PMA (54). En este estudio no
observamos ningun efecto del TGF-B sobre la expresion de gelatinasa A, lo cual sugiere que
existen diferencias en la regulacién de la expresion en fibroblastos de diferentes tejidos. Por lo
que se refiere al efecto del forbol miristato la region promotora de la gelatinasa A difiere
marcadamente de otras regiones promotoras de metaloproteinasas en que no tiene elementos
responsivos al PMA. (55). En el presente estudio un hallazgo interesante fue que aunque el
PMA no tiene efecto sobre la expresion de la proenzima, parece tener efecto sobre la
deuvacion de g nudlug. Li esic souiiuu v uv wicies schmar que o progolatinasa A tambidn
difiere en los mecanismos de activacion extracelular, ya que no es suceptible de activacion por
la plasmina u otras proteinasas pero puede ser activada por las metaloproteinasas de membrana
MT1 MMP, y MT2 MMP (13-14). Una posible explicacion de la activacion observada por el
PMA es que este promotor de tumores este induciendo alguna de las MT-MMPs en
fibroblastos que a su vez activaria a la gelatinasa A.

Por lo que se refiere a la gelatinasa B los tipos celulares que producen esta MMP en pulmon,
incluyen a las células epiteliales bronquiales, neumocitos tipo 2, neutrofilos y macréfagos entre
otros (39-42). En este trabajo no fuimos capaces de detectar la expresion del mRNA ni la
actividad de la enzima en fibroblastos derivados de pulmén normal o fibrético. Se ha reportado
que los fibroblastos sinoviales aislados de articulacién reumatoide expresan constitutivamente
gelatinasa de 92 kD (43); este dato nuevamente refleja la especificidad de tejido de poblaciones
de fibroblastos. La expresion de la gelatinasa B es aumentada en una variedad de tipos

celulares por el promotor de tumores forbol miristate acetato (PMA), asi como por mediadores

inflamatorios tales como el TNF-a, el factor de crecimiento epidérmico, y la interleucina-1 B,
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generalmente a través de una combinacién de mecanismos transcripcionales |y
postranscripcionales (56-58). Los mediadores de estas inducciones parecen ser elementos
responsivos al PMA en la region promotora que se une al factor de transcripcién AP-1. El
promotor de la gelatinasa B tiene ademas sitios de unién Sp-1 y NF-kB (59, 60). Nuestros
resultados fueron negativos al tratar de inducir la MMP-9 con PMA o con mediadores
inflamatorios como la interleucina-1.

En conclusién nuetra hipdtesis original de que los fibroblastos de pulmén fibrético eran capaces

de sintetizar gelatinasa B no pudo ser demostrada. Sera importante desarrollar nuevos estudios
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enzimas in vivo.
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