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RESUMEN 

Título: Análisis de la expresión y localización de colagenasa intersticial, 

gelatinasas A y B, e inhibidores tisulares de metaloproteinasas 1 y 2 durante el 

desarrollo de fibrosis pulmonar experimental inducida con paraquat e hiperoxia. 

Antecedentes: La fibrosis pulmonar es el resultado final de una gran 

diversidad de daños agudos y crónicos al pulmón, y esta caracterizada por una 

reacción inflamatoria difusa o por la activación y/o daño al epitelio alveolar, 

seguido por proliferación de fibroblastos/miofibroblastos y acumulación de 

proteinas de la matriz extracelular principalmente de colágenas fibrilares. Aunque 

los mecanismos responsables de la fibrogénesis no se conocen con precisión, 

estudios recientes involucran un desequilibrio en la expresión de algunas 

metaloproteinasas de matriz (MMP) y sus inhibidores tisulares (TIMP). 

Objetivos: El propósito de este estudio fue analizar la expresión secuencial 

de metaloproteinasas de matriz, inhibidores tisulares de metaloproteinasas, 

factores de crecimiento, y presencia de apoptosis durante el desarrollo de un 

modelo de fibrosis pulmonar experimental. 

Material y Métodos: Se utilizó un modelo experimental de fibrosis 

pulmonar inducido en ratas con paraquat e hiperoxia, para evaluar el proceso de 

apoptosis y la expresión secuencial de las metaloproteinasas de matriz MMP-2, 8, 

9 y 13; de los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) TIMP-1, 2 y 3; así 

como de los factores de crecimiento transformante beta (TGF~-1), derivado de 

plaquetas (PDGF), del tejido conjuntivo (CTGF) y del péptido angiotensinógeno. 

Los animales fueron sacrificados a las 1, 2, 3 y 6 semanas; algunos animales que 
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recibieron la doble agresión y no sufrieron cambios clínicos ni alteraciones 

morfológicas a las 6 semanas se les denominó resistentes y fueron incluidos como 

grupo de estudio. Los pulmones fueron utilizados para evaluación morfológica, 

cuantificación del contenido de colágena, análisis de la expresión génica con PCR 

en tiempo real, actividad gelatinolítica por zimografía, apoptosis por fragmentación 

de DNA, localización de proteínas por inmunohistoquímica y cuantificación de 

proteínas por ELISA. 

Resultados: Los animales susceptibles desarrollaron una reacción 

inflamatoria intensa que fue seguida por fibrosis intersticial difusa. Durante este 

proceso, las ratas mostraron un decremento significativo en la expresión génica de 

MMP-8 y MMP-13 con un incremento de TIMP-1 y TGFp-1 que se observó desde 

la primera/segunda semana de evolución. Por inmunohistoquímica, se corroboró el 

aumento de TIMP-1 inmunoreactivo (proteína) en las ratas experimentales el cual 

se localizó principalmente en macrófagos alveolares, y ocasionalmente en células 

del epitelio alveolar. En cuanto a los niveles de TGFp-1 pulmonar cuantificados por 

ELISA se observó un incremento de esta proteína en la segunda y tercera 

semanas, con retorno a niveles normales en la sexta semana; la concentración de 

la forma activa del TGFp-1 aumentó en la segunda semana. La expresión génica 

de las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 no fue afectada, pero los pulmones mostraron 

un incremento en la actividad de pro-MMP-2 y en las formas activas de MMP-2 y 

9. Finalmente, la apoptosis del epitelio alveolar y bronquiolar fue evidente desde la 

primera hasta la sexta semana, y se observó también en algunas células 
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intersticiales en tiempos tardíos (3-6 semanas). En términos generales, los 

animales resistentes se comportaron como los controles. 

Conclusiones: Estos hallazgos sugieren que un incremento en la 

expresión de TGFp-1, un desequilibrio en la expresión de las colagenasas MMP-8 

y MMP-13 y su inhibidor tisular TIMP-1, una excesiva actividad gelatinolítica y 

apoptosis del epitelio alveolar, participan en el desarrollo de la fibrosis intersticial 

difusa que caracteriza a nuestro modelo experimental. 
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INTRODUCCIÓN 

Fibrosis pulmonar 

. La fibrosis pulmonar intersticial difusa es el resultado final de un conjunto 

heterogéneo de enfermedades que afectan al parénquima pulmonar y que se 

agrupan bajo el término de neumopatías intersticiales difusas (22,82). En la 

mayoría de estas enfermedades la lesión inicial provoca una extensa reacción 

inflamatoria la cual, si no se resuelve, es seguida por proliferación de fibroblastos y 

miofibroblastos y finalmente por acumulación excesiva de proteínas de matriz 

extracelular principalmente colágenas 1 y 111, con destrucción del parénquima 

pulmonar (82). La forma idiopática (FPI) representa el prototipo más agresivo de 

las enfermedades fibrosantes del pulmón y en ésta se ha propuesto que la 

inflamación no desempeña un papel patogénico, y que la fibrosis ocurre como 

resultado de la lesión/activación del epitelio alveolar lo cual es seguido por la 

formación de focos de fibroblastos/miofibroblastos y fibrosis (84; figura 1). 

Células epiteliales y fibrogénesis 

Independientemente de los mecanismos iniciales, numerosos estudios en 

diferentes modelos experimentales sugieren que la pérdida de integridad del 

epitelio alveolar es un determinante crítico en el camino hacia el inicio de la 

fibrogénesis pulmonar. Esto se ha demostrado en explantes pulmonares 

derivados de ratones expuestos a hiperoxia (1), así como en ratas expuestas a 

paraquat (61, 64). En estudios que utilizan una doble agresión pulmonar, por 

ejemplo hiperoxia para potenciar el daño pulmonar inducido por la exposición 
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previa a hidroxitolueno butilado se ha encontrado que la inhibición de la 

proliferación y diferenciación de las células del epitelio alveolar favorece una 

AGRESION 
INICIAL 

DAÑO: 
-EPITELIAL 
-MEMBRANAS 

BASALES 

Factores q u im iotácticos 

~éculas de adhesión 

?~ 

e.:;alldades en el 
metabolismo de la 
matriz extracelular 

Figura 1: Principales pasos involucrados en el desarrollo de fibrosis 
pulmonar difusa. 

acelerada fibrogénesis (37). La premisa de que existe una relación similar en el 

pulmón humano esta basada en el hallazgo de que los focos fibróticos, en especial 

en la fibrosis pulmonar idiopática, se encuentran frecuentemente en proximidad al 

epitelio alveolar anormal o en regiones carentes de epitelio (96). 

Los mecanismos de lesión epitelial no se conocen con precisión, pero en nuestro 

laboratorio hemos demostrado que fibroblastos extraídos de pulmones humanos 

fibróticos producen factores capaces de matar a células epiteliales por apoptosis y 

necrosis (94). De acuerdo con estos hallazgos in vitro, posteriormente 
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encontramos in vivo, usando colocalización y microscopia electrónica, que áreas 

de extensa apoptosis alveolar y bronquiolar se encontraban en estrecha relación 

con focos de fibroblastos/miofibroblastos y de depósito de colágenas fibrilares 

(96). Por otro lado, se conoce que las células del epitelio alveolar expresan 

funcionalmente Fas (26, 34), y se ha demostrado que la activación de Fas in vivo 

induce apoptosis de células epiteliales y fibrosis pulmonar en ratones (34). Todos 

estos antecedentes sugieren que la apoptosis de células del epitelio alveolar. es un 

factor importante en el desarrollo de la fibrogénesis en el pulmón. 

Fibrob/astos, miofibrob/astos y fibrosis pulmonar 

El depósito anormal de matriz extracelular es precedido por migración y 

proliferación de fibroblastos en los sitios de lesión, con un cambio de fenotipo a 

miofibroblastos. Estos últimos se encuentran incrementados en la fibrosis 

pulmonar y de manera importante, se caracterizan por tener una mayor capacidad 

para producir proteínas de matriz extracelular en comparación con fibroblastos 

(11 O). Además, los miofibroblastos presentan propiedades inherentes a las células 

de músculo liso, como la expresión de a actina de musculo liso, la cadena pesada 

de la miosina, etc. (30), y por lo tanto tienen propiedades contráctiles y participan 

en la distorsión de la arquitectura pulmonar y su pérdida de distensibilidad. 

Los factores responsables de inducir in vivo un fenotipo migratorio, después 

proliferativo y finalmente un fenotipo de miofibroblastos en fibrosis pulmonar no se 

conocen con precisión. 

Fibroblastos obtenidos de pulmones fibróticos muestran in vitro, una actividad 
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migratoria significativamente aumentada en comparación con fibroblastos de 

pulmones normales, en especial si se estimulan con el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF) (90). De hecho, el PDGF es uno de los principales 

factores quimiotácticos para fibroblastos y se encuentra muy incrementado en 

pulmones con fibrosis pulmonar difusa (6). 

En estudios realizados en fibrosis pulmonar experimental se ha demostrado una 

rápida inducción del receptor alfa del PDGF, el cual se expresa principalmente en 

las células mesenquimatosas que se encuentran localizadas en las lesiones 

fibróticas (17). Más recientemente se ha demostrado que ambos receptores, alfa y 

beta, promueven la migración de fibroblastos pulmonares e incluso que sus 

efectos son aditivos (107). 

El PDGF estimula la quimiotaxis de fibroblastos de una manera dependiente de la 

concentración, y su estimulación puede ser potenciada por algunas citocinas como 

la interleucina-1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (77). Otras 

moléculas que pueden participar en la migración de fibroblastos incluyen a la KL-6, 

la cual es sintetizada por células epiteliales y su efecto quimiotáctico potenciado 

por la fibronectina y el factor de crecimiento neuronal que estimula la migración de 

fibroblastos de piel y pulmón, sin influenciar la proliferación (39, 67). 

Por otro lado, la proliferación de fibroblastos desempeña un papel fundamental en 

el desarrollo de la fibrosis pulmonar. Entre los factores capaces de inducir un 

incremento en la proliferación de estas células se encuentran factores que también 

influyen en su migración como el PDGF y el factor de crecimiento de fibroblastos 

básico (54, 77). 
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Asimismo, se ha demostrado que el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1) es 

altamente mitogénico para fibroblastos (21 ). De manera importante, este factor se 

encuentra sobre-expresado en fibroblastos de pulmones fibróticos y 

significativamente aumentado en el lavado bronquioalveolar de pacientes con 

diferentes tipos de fibrosis pulmonar (3, 15,36). 

Finalmente, el principal factor que se ha asociado al cambio de fenotipo de 

fibroblastos a miofibroblastos es el factor de crecimiento transformante beta (TGF­

p). Este mediador se considera el prototipo de molécula profibrosante que no sólo 

participa en la acumulación excesiva de matriz extracelular sino además promueve 

la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos incrementando la expresión de 

la cadena alfa de músculo liso tanto in vitro como in vivo (23, 87). 

Otros factores que también son capaces de inducir la diferenciación a 

miofibroblastos como por ejemplo el factor estimulante de colonias de 

granulocitos-macrófagos (GM-CSF), al parecer lo hacen a través de la inducción 

del TGFp (5, 105). Asi, en fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, el incremento 

del GM-CSF es seguido por un incremento en TGFp1, y de su receptor tipo 11, y 

posteriormente por la aparición de los miofibroblastos (5). 

Remodelacion de la matriz extrace/ular 

Los mecanismos moleculares involucrados en la exagerada acumulación de 

la matriz extracelular y la extensa desorganización estructural que caracteriza a la 

respuesta fibrótica, no han sido esclarecidos. Sin embargo, diversos estudios han 

sugerido que un desequilibrio local entre algunos miembros de la familia de las 
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metaloproteinasas de matriz (MMPs), y miembros de la familia de los inhibidores 

tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) desempeña un papel importante (69, 72, 

83). 

Matriz extracelular 

La matriz extracelular (MEC), es una mezcla compleja de colágena, otras 

glicoproteínas y proteoglicanos distribuidos en cada órgano o tejido en 

proporciones únicas. Estas moléculas tienen múltiples funciones entre las que 

destacan, a) su papel estructural: son el andamio para la formación y el 

crecimiento del tejido; b) regulación del comportamiento de las células del 

parénquima: a través de la unión a receptores celulares (integrinas), inician 

eventos de señalización intracelular; c) también se unen a factores de crecimiento 

y proporcionan concentraciones adecuadas de los mismos, los cuales son 

necesarios para la migración, proliferación y diferenciación de células epiteliales, 

endoteliales o mesenquimatosas (74). 

Las colágenas son las proteínas más abundantes de la MEC; son moléculas horno 

o heterodírneras formadas por cadenas <X de las cuales se han descrito 34 que 

han sido clonadas y secuenciadas; varias de ellas cuentan con corte y empalme 

alternativo. La secuencia de las cadenas a contienen un número variable de 

repeticiones Gly-X-Y (dominio COL), donde cerca del 30% de las posiciones X y Y, 

están ocupadas por prolina e hidroxiprolina. 

A la fecha se han identificado en vertebrados 19 tipos diferentes de colágenas las 

que se pueden clasificar en dos principales grupos: las colágenas formadoras de 

fibras (colágenas 1, 11, 111, V y IX); y el heterogéneo grupo de las colágenas no 
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fibrilares. En las colágenas fibrilares casi todo el largo de la cadena (300nm) está 

constituido por un simple dominio COL, mientras que las moléculas de las 

colágenas no fibrilares contienen varios dominios COL y NC (no colagénicos) de 

tamaño ,variable. En base a esto, se han descrito varias subfamilias, tales como 

las colágenas formadoras de redes (colágenas de membranas basales, IV, VIII y 

X); colágena microfibrilar VI; colágenas asociadas a fibras con interrupciones de 

triple hélice (FACIT: IX, XII, XIV, XVI, XIX); y las multiplexinas (dominios múltiples 

de triple hélice e interrupciones) XV y XVIII (7) . 

En el intersticio del parénquima pulmonar se encuentran principalmente las 

colágenas fibrilares tipos 1 y 111, y en menor proporción las colágenas de tipo V y 

IX. En cuanto a las no colagénicas, la más abundante es la colágena de tipo IV 

que es el principal constituyente de las membranas basales; en menor proporción 

se encuentran las colágenas tipo VIII y X (7) . 

Otras moléculas que forman parte de la MEC, son los proteoglicanos, los cuales 

están compuestos por cadenas laterales de glicosaminoglicanos y una proteína 

central; ejemplos de ellos son la decorina, el biglicano, versican, agrecan, y 

perlecan. Otros importantes componentes de la matriz intersticial pulmonar son la 

fibronectina y la elastina que le proporciona su peculiar elasticidad. En las 

membranas basales, además de la colágena tipo IV se encuentran laminina, 

entactina, y algunos proteoglicanos, entre otros (7). 

Metaloproteinasas de la matriz extracelular (mmps). 

Las MMPs son una familia de endopeptidasas relacionadas 

estructuralmente, que requieren calcio y zinc para su funcionamiento, y son 
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capaces de digerir matriz extracelular y componentes de las membranas basales 

(104) . Las MMPs tienen sus homólogos en otras especies tanto de animales como 

de plantas (16). 

De acuerdo a su especificidad por el sustrato, estas enzimas han sido 

subclasificadas en los siguientes grupos funcionales: 

-Colagenasas. con actividad sobre colágenas fibrilares. En este grupo se 

encuentran 3 enzimas: colagenasa 1 (MMP-1) que es expresada entre otras 

células por fibroblastos y macrófagos; colagenasa 2 (MMP-8), expresada por 

neutrófilos; y colagenasa 3 (MMP-13) descubierta en humanos en células 

derivadas de cáncer de mama. Los roedores como rata y ratón en estado adulto, 

solo expresan los correspondientes homólogos de MMP-8 y MMP-13, y 

únicamente en estado embrionario, expresan MMP-1 ( 11). 

-Gelatinasas A y B {MMP-2 y MMP-9. respectivamente). Estas MMPs 

tienen gran actividad sobre colágenas desnaturalizadas (gelatina), elastina y 

colágena tipo IV, que como se mencionó es un componente fundamental de las 

membranas basales. 

-Estromelisinas {MMP-3. MMP-10 y MMP-11): presentan actividad sobre un 

amplio espectro de componentes no colagénicos de la matriz extracelular como 

por ejemplo fibronectina y laminina. 

-Matrilisinas: Este subgrupo está formado por MMPs que sólo tienen 3 

dominios, necesarios para su secreción, latencia y actividad catalítica. En este 

subgrupo se encuentran la matrilisina (MMP-7) y la recién clonada matrilisina 2 

(MMP-26). 
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-MMPs asociadas a membranas (MT-MMPs). Estas son MMPs 

transmembranales, con una pequeña cola citoplásmica y un dominio tipo furina. 

Comprende a 6 miembros diferentes que son: MT1-MMP (MMP-14), MT2-MMP 

(MMP-15), MT3-MMP (MMP-16), MT4-MMP (MMP-17), MT5-MMP (MMP-24) y 

MT6-MMP (MMP-25). Tienen actividad contra algunas moléculas de la MEC, pero 

se le ha dado mucha relevancia a su papel en la activación de otros miembros de 

la familia de MMPs, como la MMP-2. 

-Otras MMPs: que por sus propiedades no se pueden clasificar en los otros 

subgrupos, como la metaloelastasa de macrófagos (MMP-12), RASI (MMP-19), 

enamelisina (MMP-20) y epilisina (MMP-28). 

Con excepción de las MT-MMPs, las MMPs son secretadas como proenzimas 

inactivas, requiriendo el corte de un propéptido para su activación. Una vez 

activadas en el espacio extracelular, son reguladas por una familia de proteínas 

conocidas como inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) (16, 102). 

lnhibidores tisulares de metaloproteinasas (Timp). 

Existen 4 miembros (TIMP-1, -2, -3, y -4), los cuales están compuestos por 

2 dominios, el dominio N-terminal, que consta de 125 aminoácidos y el dominio C­

terminal de 65 residuos; cada dominio es estabilizado por 3 puentes disulfuro. 

Estas proteínas regulan la degradación de la matriz extracelular y membranas 

basales por las MMPs durante la remodelación tisular (16). Los TIMPs pueden 

formar complejos estables con las MMPs, generalmente en una proporción molar 

1: 1, aunque la fuerza de la unión varía y hay diferencias en las propiedades 

inhibitorias sobre MMPs y otras enzimas relacionadas; así por ejemplo, TIMP-2 y 
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TIMP-3, pero no TIMP-1, son inhibidores efectivos de las MT-MMPs; mientras que 

TIMP-3, pero no TIMP-2 o 4, es un buen inhibidor de la enzima convertidora del 

TNFa (TACE) (4, 16). 

Es importante destacar que los TIMPs también participan en otros procesos 

biológicos, los cuales en la mayoría de los casos son independientes de sus 

actividades de inhibición de metaloproteinasas; por ejemplo TIMP-2 se une 

fuertemente al zimógeno pro-MMP-2 formando un complejo en la superficie celular 

con MT1-MMP, que activa a proMMP-2 (89). Por otro lado, la sobre-expresión de 

TIMP-2 en un modelo en ratón de cáncer pulmonar, ha mostrado que esta 

molécula es también capaz de disminuir la angiogénesis e inhibir el crecimiento 

tumoral y la formación de metástasis, (46). TIMP-2 también se ha reportado como 

inductor de apoptosis en linfocitos T (47). De manera interesante, TIMP-1 parece 

inhibir la muerte celular programada en células epiteliales de mama (50); también 

se ha demostrado que participa en rutas que permiten la supervivencia de células 

eritroides (43), en la inhibición de apoptosis de células mesangiales (48), y en la 

inducción de proliferación y morfogénesis de células epiteliales, durante el 

desarrollo mamario en ratón (25). En cuanto a TIMP-3, se demostró que su sobre-

expresión induce apoptosis en células de músculo vascular liso de rata (8) y en 

células de melanoma, por estabilización de los receptores de muerte celular (2); 

asimismo, se ha asociado con muerte neuronal por isquemia-reperfusión (100) . . 
En relación al TIMP-4, aunque menos estudiado, se ha reportado que induce 

apoptosis en fibrobroblastos transformados procedentes de tumores de miocardio 

(93). En resumen, las actividades de estas proteínas son más complejas de lo que 
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se había pensado cuando se describieron, ya que además de sus propiedades 

inhibitorias sobre MMPs desempeñan otras funciones que en conjunto pueden 

participar en los procesos de acumulación de la matriz extracelular que se observa 

en la fibrosis pulmonar. 

Factores de crecimiento 

Varios factores de crecimiento participan en la regulación de los 

componentes de la matriz extracelular, en la proliferación de fibroblastos y 

miofibroblastos y en la expresión de MMPs y TIMPs y a continuación se 

presentan brevemente aquellos que fueron investigados para esta tesis. 

Como se mencionó previamente, el TGF-~ 1 y el PDGF desempeñan un papel 

primordial en la fibrogénesis. El TGF-~ 1, es un polipéptido homodímero de 25 kD 

que participa en un amplio espectro de actividades biológicas incluyendo el 

desarrollo y la cicatrización y regula múltiples funciones celulares como por 

ejemplo el crecimiento, diferenciación y muerte celular (40). El TGF-~1 estimula la 

acumulación de colágenas fibrilares a través de varios procesos implicados en la 

síntesis y degradación de las mismas. En este contexto, incrementa la 

transcripción del gen de la procolágena, y la estabilidad del RNA mensajero de la 

cadena q de colágena, inhibe la expresión de MMP-1, y estimula la producción de 

TIMP-1 (56,75). 

Por otro lado, el PDGF es un potente mitógeno para células mesenquimatosas, 

principalmente miofibroblastos y ha sido implicado eh fibrosis experimental y 

humana (6, 13, 49). Los PDGF son dímeros de cadenas A y/o B, y ejercen sus 
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funciones a través de dos receptores de tirosin cinasa, a y b. PDGF-A desempeña 

un papel crítico en el desarrollo del pulmón participando en la diferenciación de 

miofibroblastos alveolares y en la alveogénesis (19, 30). 

El factor de crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF), es inducido por TGF-p1, y 

participa en la proliferación de fibroblastos y en la inducción de la secreción de 

proteínas de matriz extracelular; este factor es un péptido rico en cisteínas de 36-

38 kD y tiene un potente efecto mitogénico y de quimiotaxis para fibroblastos. 

Asimismo, induce en fibroblastos un incremento en la expresión de mRNA de la 

cadena a(I) de colágena, fibronectina, e integrina a5 (40, 44). De manera 

importante, la expresión de este factor está incrementada en fibroblastos y en 

células del epitelio alveolar de pacientes con FPI (66). 

Angiotensinogeno 

La angiotensina 11, es un péptido vasoactivo del sistema renina­

angiotensina, que puede desempeñar un importante papel en fibrogénesis tisular. 

Entre otros efectos profibrosantes, este mediador induce proliferación de células 

mesenquimatosas, incluyendo fibroblastos pulmonares humanos, y aumenta la 

expresión de moléculas de MEC (53, 60, 82). 

Algunos de estos efectos parecen ser mediados por la acción autocrina/paracrina 

del TGF-p 1 (82). Por otro lado, la angiotensina también parece estar involucrada 

en la apoptosis de células del epitelio alveolar (26, 54, 104). En nuestro laboratorio 

hemos demostrado que miofibroblastos pulmonares aislados de pacientes con 
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fibrosis pulmonar expresan angiotensinógeno y que este factor parece ser el 

responsable de la apoptosis del epitelio alveolar inducida por estas células (104). 

Paraquat e hiperoxia. 

El modelo experimental en el que se exploraron los mecanismos de 

fibrogénesis pulmonar en esta tesis se realizó con la combinación de paraquat e 

hiperoxia, la cual hemos demostrado que produce un grave daño en el 

parénquima pulmonar con el consecuente desarrollo de fibrosis (79, 80). 

El paraquat ( 1, 1 '-dirnethyl-4,4 • -bypiridinium dichloride) es un herbicida de contacto 

ampliamente utilizado en la agricultura el cual ha causado muchas muertes debido 

a su ingestión intencional o accidental. El daño primario en mamíferos ocurre en el 

pulmón, ya que el paraquat se acumula selectivamente en células epiteliales 

alveolares tipo 1 y 11 y en células de Clara en los bronquíolos respiratorios. La 

toxicidad del paraquat esta asociada con su capacidad para ser metabolizado a su 

radical libre (PQ+ •) de manera dependiente de NADPH, vfa citocromo P-450 con 

la consecuente producción de anión superoxido (61, 64). Este anión puede formar 

peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo; este último radical es muy reactivo y 

daña la membrana celular, provocando la destrucción de la red capilar y la 

membrana alveolo-capilar. Este daño ocurre principalmente en el epitelio alveolar 

y/o el endotelio capilar lo cual incrementa la permeabilidad microvascular del 

pulmón, provocando un edema alveolar agudo rico en proteínas e hipoxemia 

sistémica (12, 61). Por estudios in vitro, se ha demostrado que el paraquat 

provoca apoptosis en células epiteliales A549 y en células Hela (41). 
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En cuanto a la hiperoxia, se ha demostrado que el daño oxidativo al pulmón, está 

caracterizado por alteraciones de la barrera alveolo-capilar, en la cual se 

incrementa la permeabilidad a solutos, lo cual lleva a edema intra-alveolar e 

intersticial y falla respiratoria (37, 41, 68, 69). Aunque la toxicidad a oxígeno es 

atribuida a un incremento en la producción de especies de oxígeno reactivas, los 

mecanismos patogénicos no han sido completamente esclarecidos. Los procesos 

patológicos pueden involucrar la participación de las MMPs, ya que en ratas 

expuestas a 100% de oxígeno, se ha observado un incremento en la expresión de 

gelatinasas A y B (68). Adicionalmente, se ha demostrado in vitro que la hiperoxia 

mata a las células epiteliales por un proceso independiente de apoptosis (41 ). 
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JUSTIFICACIÓN 

Las enfermedades fibrosantes del pulmón agrupan a un extenso y 

heterogéneo conjunto de padecimientos respiratorios que se caracterizan por 

comprometer difusamente al parénquima pulmonar, afectando primordialmente al 

intersticio y a los espacios alveolares. 

Existen más de 150 diferentes enfermedades y/o agentes agresores que son 

capaces de producir fibrosis pulmonar, las cuales comparten el hecho de 

responder morfológicamente, después del daño inicial, con un proceso inflamatorio 

difuso o con activación epitelial persistente el cual puede ser seguido por fibrosis y 

destrucción de las unidades alveolo-capilares. 

A pesar de múltiples estudios en modelos experimentales y en la enfermedad 

humana, los mecanismos patogénicos responsables de la respuesta fibrosante 

pulmonar no se conocen con precisión. Asimismo, es importante señalar que a la 

fecha no existe tratamiento curativo para este proceso, y en términos generales, 

cuando la fibrosis se desarrolla los enfermos presentan insuficiencia respiratoria 

progresiva, irreversible y letal. 

En este contexto, es importante desarrollar estudios tanto en el área clínica como 

básica que permitan revelar los mecanismos por los cuales se desarrolla y 

progresa la fibrosis pulmonar. Un mejor conocimiento de la secuencia de los 

eventos patogénicos redituará en el hallazgo de medidas terapéuticas mas 

adecuadas para mejorar el tiempo y la calidad de vida de los pacientes. 
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OBJETIVOS 

Generales: 

A) Desarrollar el modelo de fibrosis pulmonar en ratas con la combinación 

de paraquat e hiperoxia. 

B) Determinar la expresión secuencial de colagenasas 2 y 3 (MMP-8 y 

MMP-13), gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9), TIMP-1, -2 y -3, TGF-p1, CTGF, 

PDGF y angiotensinógeno durante el desarrollo del modelo experimental. 

C) Determinar el tiempo de aparición y la localización de apoptosis en el 

tejido pulmonar, durante el desarrollo del modelo experimental. 

Específicos: 

a) Inducir fibrosis pulmonar en ratas mediante inyección intraperitoneal de 

paraquat y exposición permanente a una atmósfera de 80% de oxígeno durante 

todo el tiempo experimental. 

b) Determinar el contenido de colágena pulmonar mediante la cuantificación 

de hidroxiprolina y el grado y tipo de lesión en cortes histológicos pulmonares 

teñidos con hematoxilina-eosina y tricrómica de Masson. 

c) Analizar la expresión génica de las moléculas seleccionadas por medio 

de transcripción inversa (RT) y PCR en tiempo real. 

d) Evaluar las moléculas que se encuentran incrementadas a nivel génico 

por ELISA o inmunohistoquímica. 

e) Determinar la actividad gelatinolítica de MMP-2 y MMP-9, por zimografía 

en extractos de tejido pulmonar. 
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f) Localizar la presencia de células apoptóticas en cortes histológicos 

pulmonares por detección de fragmentación de DNA in situ. 

Material y Metodos 

Modelo experimental. 

El modelo experimental de fibrosis pulmonar difusa fue desarrollado como 

se describió previamente (80, 81 ). Ratas Wistar macho adultas, con un peso de 

200-250 gramos recibieron 2.5 mg/Kg de paraquat (1, 1 ·- dimethyl -4, 4-

bipyridinium) tres veces a la semana durante 6 semanas. La droga fue 

administrada en 1.5 mi de solución salina por vía intraperitoneal. Durante estas 6 

semanas las ratas experimentales fueron sometidas a hiperoxia continua. Para 

este propósito, los animales fueron colocados en cámaras de acrílico de 160 cm3
, 

las cuales fueron ventiladas de manera permanente con una mezcla de aire y 

oxígeno manteniendo una concentración constante de oxígeno del 80%. En estas 

cámaras los animales tenían el espacio suficiente para moverse libremente así 

como acceso a comida y agua sin restricciones. Los animales control recibieron 

inyecciones de solución salina intraperitoneal y fueron expuestos a aire 

atmosférico durante todo el experimento. 

Los animales se inspeccionaron diariamente para observar sus condiciones 

generales y el peso corporal se registró cada tercer día. Las ratas expuestas a 

paraquat e hiperoxia fueron sacrificadas a las 1, 2, 3, y 6 semanas de exposición. 

Se utilizaron 8 ratas en cada tiempo. Los animales controles fueron sacrificados a 

intervalos iguales que los experimentales. Como no se observaron cambios 

21 



significativos en el contenido de colágena ni en la histología, se seleccionaron al 

azar dos de cada tiempo para constituir un solo grupo control de 8 animales. 

Alrededor del 80% de los animales experimentales mostraron una disminución 

progresiva de peso corporal junto con insuficiencia respiratoria manifestada por 

bradipnea y/o cianosis. Estas ratas fueron denominadas susceptibles. El 20% 

restante subió de peso y no mostró evidencia de insuficiencia respiratoria durante 

las 6 semanas del experimento. Al sacrificio, el estudio morfológico reveló 

ausencia o mínimas lesiones pulmonares. A estas ratas se las denominó 

resistentes y 8 de ellas también fueron estudiadas. 

Después del sacrificio, los pulmones fueron extraídos y el izquierdo se utilizó para 

morfología, inmunohistoquímica, localización de apoptosis y determinación de 

colágena y el pulmón derecho se utilizó para zimografía, ELISA, Northern blot y 

RT-PCR. 

Moñología. 

Los pulmones fueron instilados con paraformaldehido al 4% en PBS a 20cm 

de H20 de presión constante y posteriormente se continuó la fijación por 2 horas 

en la misma solución para terminar con tres lavados de 15 minutos en PBS. Los 

tejidos se deshidrataron en concentraciones crecientes de alcohol 30, 50, 70, 80, 

96% y finalmente en etanol absoluto, 30 minutos en cada paso, luego en xilol por 

30 minutos, y finalmente se incluyeron en parafina. Se utilizaron cortes de 3µm los 

cuales se tiñeron con hematoxilina & eosina y tricrómica de Masson, como se ha 

descrito previamente (85). 
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Detección de fragmentación de DNA in situ (Apoptosis). 

La muerte celular por apoptosis fue explorada en los tejidos pulmonares con 

un estuche de detección de fragmentación de DNA (Klenow-FragEL™, Oncogen, 

Darmstadt, Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Los cortes histológicos del pulmón fueron montados en portaobjetos, 

desparafinados y rehidratados, e incubados con 100µ1 de 20µg/ml de Proteinasa Ka 

temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente, los tejidos se lavaron con 

TBS 1X y se incubaron con 1 µg/µI de DNAsa 1 en TBS 1X/1mM MgS04 a 

temperatura ambiente por 1 O minutos. La peroxidasa endógena fue inactivada en 

una solución de H20 2 al 3% en metanol (Sigma Chemical, St. Louis, MO) por 30 

minutos a 20ºC. Los especímenes fueron cubiertos con un amortiguador de 

equilibrio a temperatura ambiente por 30 minutos, y posteriormente se agregó 60µ1 

de una mezcla de reacción de marcaje que contiene Klenow. Las laminillas fueron 

incubadas en una cámara húmeda a 37ºC por 1.5 horas. Finalmente, los tejidos 

pulmonares se cubrieron con 100 µI de una solución amortiguadora de bloqueo a 

temperatura ambiente por 1 O minutos, y entonces se incubaron con 100µ1 de 

diaminobencidina a temperatura ambiente por 15 minutos, y se contratiñeron con 

100µ1 de verde metilo. 

Cuantificación de Hidroxiprolina 

Después de hacer los cortes histológicos que se utilizaron para morfología, 

detección de apoptosis e inmunohistoquímica, el tejido restante se desparafinó y 

se utilizó para analizar el contenido de hidroxiprolina como un estimado del 

23 



contenido de colágena. Los tejidos fueron puestos a secar en una estufa a 80ºC, 

pesados diariamente hasta obtener un peso constante, y posteriormente se 

hidrolizaron en 12 N HCI por 24 horas a 110ºC. El contenido de hidroxiprolina se 

midió por un análisis colorimétrico descrito por Woessner (102), el cual consiste en 

filtrar las muestras hidrolizadas, llevarlas a sequedad, resuspenderlas en 2 mi de 

agua y llevarlas a pH 7.0 con NaOH, y posteriormente a un volumen de 10 mi con 

agua desionizada. Para la determinación se preparó una curva patrón con 

concentraciones conocidas de hidroxiprolina, desde 200µg hasta 1 mg. De las 

muestras experimentales se utilizaron 100µ1, que se llevaron a un volumen de 1ml; 

posteriormente se agregó 1 mi de solución de cloramina T 0.05M por 20 minutos a 

temperatura ambiente y enseguida se agregó 1 mi de ácido perclórico 2.5N y 

finalmente 1ml de de una solución de para-dimetilaminobenzaldehído al 20% en 

metilcelosolve con lo que las muestras se dejaron incubando durante 20 minutos a 

60ºC. Transcurrido ese tiempo se leyó la absorbancia a una longitud de onda de 

560nm en un espectrofotómetro (DU-6, Beckman). Los resultados obtenidos se 

expresaron como microgramos de hidroxiprolina por gramo de tejido seco. 

lnmunohistoquímica para TIMP-1. 

La proteína TIMP-1 inmunoreactiva se identificó en los tejidos pulmonares 

siguiendo un método que hemos descrito previamente (72). Después de rehidratar 

los tejidos montados en las laminillas, éstos fueron bloqueados con H202 al 3% en 

metanol, seguido por la incubación de las laminillas en amortiguador de citratos 

1 OmM pH 6.0 durante 5 minutos en horno de micro-ondas a máximo poder para 

facilitar la revelación del antígeno. Los tejidos fueron tratados con un diluyente de 
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anticuerpos que está compuesto de sustancias reductoras de fondo (Dako, 

Carpinteira, CA) diluido 1: 100 en PBS y posteriormente se incubaron con el 

anticuerpo primario anti-TIMP-1 (Santa Cruz, CA) diluido 1: 1000 en PBS, por 16 

horas a 4ºC. Después de ese tiempo las laminillas se incubaron con el anticuerpo 

secundario biotinilado, anti-inmunoglubulina (Santa Cruz, CA), seguido por un 

conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rábano (Biogenx, San Ramo CA), 

. utilizadas de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el fabricante; como 

sustrato se utilizó 3-amino-etilcarbazol (AEC, BioGenx) en amortiguador de 

acetatos con 0.05% de H202. 

Para mejorar la visualización de los tejidos, las laminillas fueron contrateñidas con 

hematoxilina. Para los controles negativos se reemplazó el anticuerpo primario por 

suero no inmune. 

Zimografía de tejidos pulmonares. 

Aproximadamente 50 mg de pulmón de los animales experimentales y 

controles fueron homogenizados en una solución de 1 OmM de CHAPS (3-(3-

Cholamidopropyl)dimethylammonio] 2-hydroxy-1-propanesulfonato; Sigma 

Chemical Co., St Louis, Mo), HEPES 20mM pH 7.5 y NaCI 150mM utilizando un 

homogenizador (polytron, PT 10/35, Kinematica). Las muestras se centrifugaron a 

12,000g por 30 minutos, después de lo cual se separó el sobrenadante y se 

cuantificaron las proteínas totales con el método de Bradford. 

Posteriormente se prepararon geles para zimografía como previamente hemos 

descrito (68, 71) los cuales están compuestos de acrilamida al 8.5%-SDS 0.1 % y 

contienen gelatina al 1 % como sustrato. En estos geles se cargaron 1 Oµg de 
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proteína de cada muestra mezclados con amortiguador de carga (glicerol 10%, 

azul de bromofenol 0.05% y Tris 62.5mM). Como control positivo para gelatinasa A 

(MMP-2) se utilizó medio condicionado de fibroblastos humanos, y para gelatinasa 

B (MMP-9) medio condicionado de células U2-0S estimuladas con PMA. Los 

geles se corrieron durante 2 horas a 150mV, y luego se incubaron 2 veces con 

50ml de tritón al 2.5% en H20 durante 15 minutos, con agitación constante y a 

temperatura ambiente; enseguida se dejaron incubando en 100 mi de 

amortiguador de sustrato (Glicina 0.1 M, CaC'2-2H20 5mM y ZnC'2 0.25mM) 

durante 24 horas a 37°C. Transcurrido ese tiempo los geles se tiñeron con una 

solución de tinción (azul de coomassie R-250 0.3mM, metano! 40% v/v, ácido 

acético glacial 7% v/v, en agua desionizada) durante una hora en agitación 

constante. Posteriormente esta solución fue eliminada y se agregó una solución 

desteñidora (metano! 10%, ácido acético glacial 10%, en agua desionizada), 

durante 2 horas o hasta observar las bandas de actividad gelatinolítica. 

Para comprobar que las bandas observadas se debían a la actividad de 

metaloproteinasas de matriz, se corrieron geles en paralelo, los cuales fueron 

incubados con amortiguador de sustrato que contenía 20mM de EDT A, un 

quelante de cationes divalentes como zinc y calcio que inhibe la actividad de las 

MMPs; en estos geles no se observó actividad gelatinolítica. Las bandas de 

actividad fueron cuantificadas utilizando un software de análisis de imágens ID 

Eastman Kodak Rochester, NY), considerando el área y la intensidad de las 

bandas de lisis. Los resultados fueron expresados como unidades relativas 

(intensidad neta/1 Omg de proteína de tejido pulmonar). 
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Cuantificación de TGFp1 por ELISA 

Se utilizaron alícuotas de los extractos pulmonares que se hicieron con 

CHAPS para zimografía. Para determinar la cantidad de TGFp 1 nativamente 

activo se analizó cada muestra directamente, y para determinar el TGFp1 total, se 

tomaron alícuotas a la par, las cuales se activaron con 1 µI de HCI 1 N por cada 

50µ1 de muestra utilizada diluida previamente en DPBS (Dulbecco's PBS) 1:5, de 

15 a 20 minutos, seguido por neutralización con 1 µI de NaOH 1N. Posteriormente 

se procedió a cuantificar el TGFp1 con un estuche comercial (Promega, Madison, 

WI), de acuerdo a las instrucciones del fabricante de la siguiente manera: Se 

agregaron 100µ1 del anticuerpo primario monoclonal previamente diluido 1 :2 en 

amortiguador de carbonatos a la placa de ELISA, e incubaron 12 horas a 4ºC; se 

retiró el anticuerpo y enseguida se bloquearon los sitios no específicos con 200µ1 

de un amortiguador de bloqueo 37ºC por 35 minutos; se retiró el amortiguador de 

bloqueo y se agregó la curva estándar a los pozos destinados (100µ1 por pozo) en 

diluciones seriales, por duplicado (1000, 500, 250, 125, 62 y 15.6 pg/ml); de igual 

manera se hicieron las diluciones de las muestras problema (1 :25) y se pusieron 

100µ1 por duplicado; enseguida la placa se incubó a temperatura ambiente por 1.5 

horas con agitación, se lavaron 5 veces con amortiguador de lavado, se colocaron 

100µ1 del anticuerpo secundario (anticuerpo policlonal anti-TGFp1) y se incubaron 

por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron 5 veces y se 

agregaron 100µ1 de un conjugado TGFp1 -HRP (peroxidasa de rábano) dejando 

en agitación por 2 horas y después de 5 nuevos lavados se agregaron 100µ1 por 

pozo de TMB durante 15 minutos a temperatura ambiente sin agitación; por último 
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la reacción se detuvo agregando 100µ1 de HCI 1 N y se procedió a leer la placa a 

una longitud de onda de 450nm en un lector de ELISA. Se graficó la absorbancia 

obtenida de los estándares versus las concentraciones de los mismos y se 

interpolaron las datos procedentes de las muestras problema para obtener sus 

concentraciones respectivas. 

Northem blot. 

Se obtuvo el RNA total de una fracción del pulmón por el método de Trizol 

(Life Technologies, Grand lsland, NY), de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. La cantidad del RNA fue determinada utilizando 2µ1 de RNA en 50µ1 de 

H20-DEPC (agua tratada con dietil pirocarbonato) y leyendo a longitudes de onda 

de 260nm/280nm en un espectrofotómetro (Perkin Elrner, MBA 2000), tomando en 

consideración que 1 D.O. de una solución de RNA equivale a 40µg/ml; la pureza 

se determinó obteniendo una proporción de las lecturas 260nm/280nm, ya que a 

280nm se leen las proteínas. La integridad del RNA se determinó de la siguiente 

manera: 2 µg de RNA se mezclaron en una solución de 50% de formamida, 6.5% 

de formaldehído y 10% de amortiguador de corrida (0.1 M de MOPS, 40mM de 

acetato de sodio y 5mM de EDTA pH 8.0; esta solución se calentó a 65ºC por 15 

minutos y se colocó inmediatamente en hielo; posteriormente la mezcla se resolvió 

en un gel de agarosa al 1% en condiciones reductoras (con formaldehído 2.2mM, 

20% de amortiguador de corrida) y finalmente se tiño con bromuro de etidio. En el 

gel se deben observar los RNAs ribosomales 28s y 18s lo cual demuestra una 

buena integridad. 
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Para realizar el Northern blot se utilizaron 15µg de RNA y se procedió como se 

hemos descrito previamente (13). Después de la electroforesis, el gel se lavó 2 

veces con SSC 2X durante 15 minutos, y se puso en contacto con una membrana 

de transferencia Nytran (NEN Life Science Products lnc., Boston, MA) para 

transferir el RNA por capilaridad a la membrana, la cual se lavó brevemente con 

SSC 6X, se secó al aire por 30 minutos y se colocó a 80ºC por 2 h para fijar al 

RNA. 

La prehibridación se llevó a cabo a 42°C por 18 h en una solución amortiguadora 

de hibridación que consiste en: 5X SSC, 50% formamida, 5X de solución de 

Denhardt, 0.5% SOS, 100 µg/ml esperma de salmón desnaturalizado, fosfato de 

sodio pH 7.0 50mM y lauroilsarcosina al 0.1%, en una bolsa de hibridación con 

2ml del amortiguador por cada 1 O cm2 de superficie de membrana. 

Posteriormente se eliminó la solución de prehibridación y se agregó la solución de 

hibridación que contenía el cDNA de la cadena a2(1) de colágena o de TIMP-1, 

en 50% de sulfato de dextrán, el cual se habla marcado con 32P dCTP con una 

actividad específica de 200 x 106 dpm/µg usando un estuche de marcaje de DNA 

(Dupont NEP-103, Wilmington, DE). El tiempo de hibridación fue de 18 horas a 

42ºC. Después de la hibridación, las membranas, se lavaron con SSC 2X, SOS 

0.1 % a 42°C por 25 minutos, seguido por 2 lavados a 55° C por 15 minutos, con 

SSC 0.1X y SOS 0.1 %. Las membranas se expusieron con un film Kodak BIOMAX 

MS a -70 ºC, en una pantalla intensificadora. También se hizo un monitoreo de la 

expresión de mRNA del gen constitutivo gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH), para normalizar la expresión de TIMP-1 y cadena a(2)1 de colágena 
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tipo l. 

RT y PCR en tiempo real. 

Un microgramo de RNA fue tratado con una unidad de DNAsa (Lite 

Technologies, Grand lsland, NY), durante 15 minutos, posteriormente se le agregó 

1 µI de EDTA 25mM y se incubó a 65ºC para inactivar la DNAsa. El cDNA se 

sintetizó por medio de transcripción reversa, utilizando el estuche Advantage RT­

for-PCR (Clontech, Palo Alto CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante que 

a continuación se describen: 1 µg de RNA previamente tratado con DNAsa, fue 

mezclado con una solución que consiste en amortiguador (KCI 75mM, MgCl2 

3mM, y Tris-HCI 50mM, pH 8.3), 20pmol de hexámeros iniciadores, una mezcla de 

nucleótidos de concentración 10mM de cada uno (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 20 

unidades de inhibidor de RNAsas recombinante y 200 unidades de la enzima 

transcriptasa reversa (Moloney-Murine Leukemia Virus reverse transcriptase) y 

llevada a 20µ1 de solución final con H20-DEPC. Una vez sintetizado el cDNA se 

procedió a realizar PCR en tiempo real, utilizando el sistema i-Cycler iQ Detection 

System (BioRad, Hercules, CA). La reacción de amplificación se llevó a cabo en 

un volumen de 25µ1, el cual contenía: 3µ1 de cDNA o 1 µI del estándar, 20mM Tris­

HCI pH 8.3, 50mM de KCI, 2mM de MgCl2, una mezcla de nucleótidos 200µM de 

cada uno, 1µM de cada iniciador especifico (tabla1), 1.25 unidades de la enzima 

Taq Gold PCR (Roche, Branchburg, NJ), 10nM de fluoresceína, 1X de SYBR 

GREEN 1 (Molecular Probes, Eugen, OR) y se llevó a 25 microlitros con agua 

estéril filtrada. Se construyó una curva estándar para cada gen con cada producto 

específico de PCR, lo cual se realizó de la siguiente manera: se amplificó con los 
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iniciadores específicos de cada gen de interés, los productos se corrieron en 

geles de agarosa al 1.5%, y las bandas específicas fueron cortadas del gel y se 

purificaron con el estuche de Quiagen 11 gel extraction (Quiagen, Valencia, CA). 

Después, con el producto purificado se construyó un rango dinámico de 

amplificación con diluciones seriales que iban desde 1x108
, 1x106

, 1x104 y 1x102 

número de copias; tanto los estándares como los cDNAs fueron amplificados por 

triplicado. Las ecuaciones de las curvas estándar fueron calculadas refiriéndose al 

ciclo umbral (Ct), el cual esta definido como el ciclo en el cual todas las muestras 

están en la fase de amplificación exponencial; este ciclo umbral se graficó versus 

el logaritmo base 10 (log10) del número de copias de cada estándar, obteniéndose 

la pendiente de la recta (m) y la ordenada al origen (b) de la curva estándar la cual 

está definida como: x=(y-b)/m es decir log10 número de copias=(Ct-b)/m, y el 

número de copias de cada muestra problema. Los resultados se expresaron como 

el número de copias de cada gen normalizado con el número de copias del RNA 

ribosomal 18s (78, 88). Algunos iniciadores usados para las reacciones de PCR se 

tomaron de secuencias publicadas (24,62,78, 101) y el resto fueron diseñadas con 

un software perteneciente al Instituto Pasteur, al cual se tuvo acceso por medio de 

la siguiente dirección electrónica: "http//bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces 

/eprimer3.html". Para evitar amplificaciones inespecíficas derivadas de la probable 

homología de los iniciadores con secuencias de otros genes, la homología de los 

iniciadores se verificó en el BLAST (Basic Local Alignment Search). Todos los 

iniciadores fueron obtenidos de Gibco BRL (Life Technologies, Grand lsland, NY). 

Las condiciones de ciclaje para las amplificaciones de MMP-2, MMP-9, MMP-13, 

CTGF, PDGF-A y angiotensinógeno fueron llevadas a cabo utilizando el siguiente 
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protocolo: 95°C/7 min.; 40 ciclos de 3 pasos cada uno: desnaturalización a 

95ºC/30s, alineamiento de iniciadores a 58ºC/30s y un paso de extensión a 

72ºC/30s. Después de esto se corrió un protocolo para confirmar amplificación 

específica denominado curva de fusión (me/t curve), el cual consistió en un paso 

inicial a 95ºC/15s, un segundo paso a 60ºC/20s y por último un incremento de 

0.5ºC cada 30s de 60ºC a 95ºC, con monitoreo de la fluorescencia; la 

especificidad fue confirmada por la presencia de un solo pico en las gráficas 

correspondientes. Adicionalmente los productos de PCR fueron analizados en 

geles de agarosa al 1.5%. Para la amplificación de TIMP-1, -2, -3, y TGFJ31, se 

utilizaron las mismas condiciones excepto que la temperatura de alineación de los 

iniciadores fue de 60ºC. 

Análisis estadístico. 

Para el análisis estadístico se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y como 

prueba post hoc, se utilizó la prueba de Dunnett. Se consideró significativo el valor 

de p~0.05. 
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RESULTADOS 

Características generales 

Las ratas que recibieron el tratamiento de paraquat e hiperoxia se 

caracterizaron por presentar dos tipos de respuestas clínico/morfológicas. Los 

animales a los que se les denominó susceptibles mostraron constante pérdida de 

peso corporal y datos de insuficiencia respiratoria; algunas de estas ratas sufrieron 

una grave pérdida de peso e intensa, falla respiratoria entre la primera y segunda 

semanas de exposición. Por otra parte, aproximadamente el 20% de los animales 

expuestos no presentaron pérdida de peso, aunque no crecieron en la misma 

proporción que los controles (Tabla 2) y no mostraron síntomas respiratorios que 

los distinguieran de los animales control durante las seis semanas de exposición; 

a estos animales se les denominó resistentes. 

Tabla 2 
Peso corporal al sacrificio (g) 

Ratas O semanas 1 semana 2 semanas 3 semanas 6 semanas 
Control 198 .±. 13 207 +4 252 .±. 16 278 .±. 14 291 .±. 15 
Susceptibles 207 .±. 11 190 .±. 18 185 .±. 9 170 .±. 10 165 .±. 16 
Resistentes 202 .±. 9 205 + 11 223 .±. 14 236 + 17 264 + 15 
Los valores están expresados como media :!:. error estándar. 

Cambios morfológicos 

Un ejemplo representativo de la evolución histopatológica del parénquima 

pulmonar en cada tiempo, se muestra en la figura 2. Los animales control 

exhibieron una arquitectura alveolar normal (figura 2A). Durante la primera 

semana de exposición a paraquat e hiperoxia, se observó inflamación multifocal 
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intersticial y alveolar, así como cuboidalización del epitelio alveolar por hiperplasia 

de neumocitos tipo 2. La inflamación se caracterizó por la presencia de células 

mononucleares y numerosos polimorfonucleares (figura 28). A las 2 y 3 semanas 

de exposición, el proceso inflamatorio fue predominantemente mononuclear, con 

linfocitos y macrófagos intersticiales e intra-alveolares; desde este tiempo se 

encontraron también fibroblastos intersticiales densamente agrupados (figura 2C 

flecha). A las 6 semanas de la doble agresión, el infiltrado celular fue similar, pero 

se observó un deposito de colágena más extenso que en las semanas previas, así 

como una grave pérdida de la arquitectura del parénquima pulmonar (figura 20). 

Los animales resistentes exhibieron estructuras alveolares normales con mínima o 

ninguna presencia de inflamación o fibrosis, y en general mostraron características 

similares a los controles (figura 2E). 

Expresión y contenido de colágena 

Este estudio corroboró los hallazgos morfológicos de fibrosis. Las ratas 

susceptibles mostraron un progresivo incremento de colágena pulmonar a lo largo 

del experimento, comparado con los animales control. En la figura 3A, se observa 

que el contenido de hidroxiprolina (el cual refleja el contenido de colágena) 

aumenta aproximadamente un 50% sobre el grupo control , a las tercera y sexta 

semana de exposición a paraquat e hiperoxia (P<0.05). Como puede apreciarse, 

el grupo de las ratas resistentes se comportó como el grupo control. 

Similares resultados se obtuvieron a nivel génico. Como se observa en la figura 

38, los niveles de expresión del transcrito de la cadena pro-a1 de colágena tipo 1 

se incrementaron en la tercera y sexta semanas de evolución. 
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Figura 3: Cuantificación de hidroxiprolina de tejido pulmonar pulmonar y 
expresión génica de colágena .. 

Panel superior: Contenido relativo de hidroxiprolina por peso seco. Se puede observar 
un incremento significativo de hidroxiprolina en la tercera y sexta semanas de 
exposición a paraquat e hiperoxia. Los animales resistentes se comportaron como los 
controles. *P<O. 05. 
Panel inferior: Análisis por Northen blot, el cual muestra una sobre-regulación de la 
expresión de la cadena a (1) de colágena en la tercera y la sexta semanas. 
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Fragmentación de DNA in situ (Apoptosis) 

Este estudio mostró la presencia de células apoptóticas desde la primera 

semana hasta el fin del estudio. La apoptosis fue distribuida difusamente en el 

parénquima pulmonar y fue principalmente observada en el epitelio alveolar y en 

células del epitelio bronquiolar (figuras 4A, 48 y 4C). Asimismo, se observaron 

áreas intra-alveolares con células inflamatorias apoptóticas a lo largo de todo el 

experimento. A las 6 semanas de exposición a paraquat e hiperoxia, numerosas 

células intersticiales también mostraron signos de apoptosis (figura 40). Las ratas 

resistentes se comportaron como los controles (figura 4E) y en términos generales 

se encontraron escasas o ninguna célula apoptótica pulmonar. 

Cuantificación del RNA ribosomal 1 Bs por PCR en tiempo real 

En la figura 5 se muestra un ejemplo de un experimento con PCR en tiempo 

real para la cuantificación del RNA ribosomal 18s, el cual fue tomado como control 

interno de expresión génica, es decir como gen de expresión constitutiva. En la 

figura SA se grafica fluorescencia (CF RFU) eje de las abcisas contra número de 

ciclos, eje de las ordenadas; cada línea describe a una muestra. Como puede 

observarse figura 58, donde se grafica el ciclo umbral (Threshold) vs el logaritmo 

inicial del número de copias, la reacción fue lineal sobre 9 órdenes de magnitud de 

la amplificación de las diferentes concentraciones de los estándares, con una 

sensibilidad de detección de hasta 10 moléculas y una eficiencia del 93%. El 

coeficiente de correlación fue de 0.99. La figura se ilustra la gráfica de la curva de 

fusión (melt curve), de los cDNAs amplificados (figura SA), la cual demuestra la 
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amplificación de un solo producto específico, ya que solo se observa un pico para 

cada línea. 

Como se analiza a continuación, los niveles de expresión de los diferentes genes 

analizados en este trabajo, fueron selectivos y mostraron diferencias temporales. 

Cuantificación de la expresión génica para metaloproteinasas de matriz 

(MMP) por PCR en tiempo real. 

En relación a las 4 MMPs estudiadas, el efecto mas marcado fue una 

reducción significativa en la expresión de mRNA de ambas colagenasas MMP-8 y 

MMP-13. Esta observación fue evidente desde la primera hasta la sexta semana 

en ambas enzimas alcanzando diferencias significativas que oscilaron entre P< 

0.05 a P< 0.01 (figuras 6A y 68). El comportamiento de las ratas resistentes en 

relación a la expresión de las dos colagenasas fue similar a las ratas control. 

Por el contrario, la expresión del mRNA de las gelatinasas A y 8 (MMP-2 y MMP-

9) no mostró cambios significativos entre el grupo control y los experimentales 

(figuras 7 A y 78). 

Detección de la actividad gelatinolítica en tejidos pulmonares. 

A pesar de no haberse observado cambios en la expresión génica de las 

gelatinasas A y 8, decidimos realizar zimografía para detectar si había cambios en 

la actividad gelatinolítica, como previamente se había demostrado en otros 

modelos experimentales de inducción de daño pulmonar por hiperoxia (69, 72). 

Para este estudio se utilizaron 10µg de proteína de sobrenadantes de extractos de 

41 
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tejidos pulmonares. La figura 8A muestra un zimograma representativo que 

enseña dos muestras tisulares de cada periodo temporal. En esta figura se puede 

apreciar que, en relación con los animales control, los animales experimentales 

mostraron, desde la primera semana, un incremento en pro-MMP-2 y en especial 

de su forma activa, representada por una banda de menor peso molecular 

(62KDa). El análisis densitométrico de la superficie y la intensidad de las bandas 

de lisis, derivado del análisis de 5 diferentes animales en cada grupo determinó 

que este incremento es de alrededor de 2 a 3 veces (figura 88 gráfica inferior 

izquierda). Los animales resistentes se comportaron igual que los animales 

control. 

Asimismo, se observó un incremento en la banda correspondiente a MMP-9, 

principalmente a las 3 y 6 semanas (figura 88 derecha). En esos periodos, la · 

cuantificación densitométrica confirmó un incremento al doble comparado con los 

controles. Al igual que en los otros ensayos, los animales resistentes no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas comparado con los controles. 

Cuantificación de la expresión génica para los lnhibidores tisulares de 

metaloproteinasas (TIMP) por PCR en tiempo real. 

Por PCR en tiempo real se observó un incremento significativo del RNAm del 

TIMP-1 desde la segunda semana hasta el final del experimento, con respecto al 

grupo control (figura 9A, P< 0.05 en la segunda semana y P< 0.01 a las tercera y 

sexta semana). Este incremento fue corroborado por Northern blot, aunque en 

este caso el incremento se apreció ocasionalmente desde la primera semana 
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Figura : 9 Cuantificación de la expresión génica para TIMP-1. 

A: PCR en tiempo real para TIMP1 .Se observa un incremento en la expresión 
génica, la cual es significativa desde la segunda hasta la sexta semana de 
exposición.*P < 0.01 ;**P<0.05. 

B: Northern blot para TIMP-1 . Se observa un incremento en la expresión génica 
desde la primera hasta la sexta semana de exposición; se tomó como control de 
niveles de expresión al gene constitutivo GAPDH. 
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como se ilustra en la figura 98. Los animales resistentes no mostraron diferencias 

significativas con respecto a los controles. 

En contraste con el TIMP-1, los niveles de expresión de TIMP-2 y TIMP-3 no se 

modificaron (figura 1 O A y B). 

Localización de TIMP-1 por inmunohistoquímica 

Con el objeto de analizar a nivel proteíco la expresión de TIMP-1, este 

inhibidor fue analizado por inmunohistoquímica. Como puede observarse en la 

figura 11A, este inhibidor no fue detectado en pulmones normales. En contraste, 

los pulmones de ratas expuestas a paraquat e hiperoxia, mostraron la presencia 

de TIMP-1 desde la primera semana en adelante, principalmente en macrófagos 

alveolares (figura 11 D) y ocasionalmente en células epiteliales alveolares y 

bronquiolares (figuras 11 By 11 C). No se observaron diferencias en la localización 

de TIMP-1 con el progreso de las lesiones pulmonares, pero el inhibidor estuvo 

principalmente presente en áreas dañadas. Los controles negativos incubados con 

suero no inmune no presentaron ninguna señal (figura 11 E). 

Cuantificación de la expresión génica para los los factores de crecimiento y 

el péptido angiotensinógeno por PCR en tiempo real. 

El único factor de crecimiento que se modificó durante el curso del experimento 

fue el TGFp1. Este mediador se incrementó significativamente desde la primera 

hasta la tercera semana, regresando a los valores normales en la sexta semana. 

Por el contrario, en el grupo de los animales resistentes los niveles de 
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Figura 13: Cuantificación de la expresión génica para CTGF , PDGF y 
Angiotensinógeno , por PCR en tiempo real. 
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expresión de este gen no mostraron cambios con respecto al grupo control. (figura 

12A). 

En relación a la expresión génica de PDGF-A, CTGF y angiotensinógeno, ésta no 

se vio modificada por las condiciones experimentales. (figuras 13 A, B y C). 

Niveles pulmonares de TGFp1 medidos por ELISA 

Para corroborar el aumento de la expresión del gen de TGFJ31 a nivel 

proteico, la proteína se cuantificó por ELISA. El análisis del extracto proteico de los 

homogenados pulmonares mostró un incremento en los niveles de TGFJ31 total 

(activo más inactivo) a las 2 y 3 semanas de exposición a paraquat e hiperoxia 

(p<0.01 y 0.05, respectivamente); (figura 128). La mayor parte de esta proteína se 

encontraba en forma latente (inactiva), la cual pudo ser medida después de su 

activación con ácido clorhídrico. La cantidad de proteína activa espontáneamente 

fue baja (5-1 O ng/ml) y se encontró elevada solamente en los animales 

experimentales a las 2 semanas de exposición (p<0.05; figura 12C). Los niveles 

de TGFJ31, en los animales resistentes no mostraron cambios con respecto al 

grupo control. 
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DISCUSIÓN 

A pesar de múltiples estudios realizados tanto in vitro como in vivo, 

incluyendo modelos animales y la enfermedad humana, los mecanismos 

patogénicos que operan en la fibrosis pulmonar no se conocen con precisión. Uno 

de los problemas más importantes es la escasez de modelos experimentales 

satisfactorios, que realmente se aproximen a lo que ocurre en el humano. El 

modelo más usado es el de lesión pulmonar inducido con bleomicina, pero este 

produce lesiones focales, peribronquiolares y/o subpleurales que en genral no 

progresan (18). 

Como hemos sugerido previamente (80, 81), un modelo experimental aceptable de 

fibrosis pulmonar intersticial difusa, debería reunir las siguientes características: 1) 

ser progresivo y potencialmente letal; 2) desarrollar datos clínicos y funcionales de 

insuficiencia respiratoria; y 3) representar las características histológicas de la 

enfermedad humana. 

En este contexto, datos previos tanto morfológicos como bioquímicos, han 

demostrado que el modelo utilizado en este trabajo, el cual consiste en doble 

agresión pulmonar inducida con paraquat e hiperoxia, cumple adecuadamente 

esos criterios (80, 81 ). Un aporte adicional importante que se hizo en el presente 

estudio, fue la confirmación de la presencia de animales resistentes. Así, mientras 

los datos derivados de la observación clínica, el análisis histológico y la 

acumulación de colágena demostraron que la mayoría de los animales son 

susceptibles a esta doble agresión, otros animales sobrevivieron a 6 semanas del 

tratamiento con pocas o ninguna lesión pulmonar. Estas ratas resistentes, 
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obtuvieron ganancia en peso y no mostraron signos de insuficiencia respiratoria, a 

través del periodo de exposición. 

En el presente estudio, analizamos un conjunto de variables morfológicas y 

moleculares, tanto en animales susceptibles como resistentes y controles, con el 

objeto de dilucidar algunos mecanismos que pudieran desempeñar un papel 

patogénico en la fibrogénesis pulmonar. 

En términos generales, la fibrosis pulmonar difusa puede ser considerada como un 

proceso de reparación patológico que ocurre después de un daño, y que se 

caracteriza por fibroproliferación descontrolada y acumulación excesiva de matriz 

extracelular. Aunque los mecanismos moleculares involucrados en la extensa 

remodelación estructural que se observa en la respuesta fibrótica no se conocen 

bien, existen datos recientes que sugieren fuertemente, que la expresión y/o 

actividad anormal de las metaloproteinasas de matriz extracelular y sus inhibidores 

TIMPs desempeñan un papel importante (28, 69, 71, 72, 83). En este contexto, los 

resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan esta hipótesis. Así, se observó 

una notable disminución en la expresión de las dos principales colagenasas 

presentes en las ratas en estado adulto junto con un incremento en la expresión 

de TIMP-1 . 

Las colagenasas de la rata son ortólogos equivalentes de la colagenasa de 

neutrófilos humana (MMP-8) y de la colagenasa 3 (MMP-13) y comparten la 

capacidad única de degradar a la hélice nativa de las colágenas fibrilares, que son 

las proteínas más abundantes en los tejidos fibróticos (10, 28). De hecho, la 

degradación de colágenas fibrilares en tejidos de rata y ratón ha sido atribuida 

fundamentalmente a la actividad de MMP-13, la principal colagenasa identificada 
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en estas especies. En humanos, esta metaloproteinasa de matriz fue identificada 

originalmente en carcinoma de mama (27) y está caracterizada por una potente 

actividad de degradación sobre un amplio espectro de proteínas de la matriz 

extracelular además de las colágenas fibrilares. Estudios recientes sugieren que 

MMP-13 desempeña un papel importante en la patogenia de la destrucción del 

tejido cartilaginoso en artritis reumatoide (73); sin embargo, estudios previos en 

nuestro laboratorio han demostrado que esta enzima no se encuentra presente en 

tejido pulmonar humano normal o fibrótico (84). 

La expresión del gen de MMP-13, ha sido previamente evaluada en fibrosis 

inducida por bleomicina en ratones, pero en contraste con los resultados obtenidos 

en este trabajo, no se observaron cambios en su expresión (91). En el presente 

estudio, se buscó también a la Mcol-A, el supuesto ortólogo de MMP-1 humano 

en murinos (11), pero su expresión génica se encontró sólo en embriones de ratas 

y no en los animales adultos ni en condiciones normales ni durante el desarrollo 

de fibrosis (datos no mostrados). 

En relación a la MMP-8, enzima que degrada de manera preferencial a la 

colágena tipo 1, es importante destacar que los estudios concernientes a su 

posible papel en el desarrollo fibrosis pulmonar son muy escasos. Nuestro 

hallazgo de una disminución de MMP-8 en este modelo experimental coincide con 

un estudio reciente en humanos donde se encontró que esta enzima es 

prácticamente inexistente en el parénquima respiratorio de pacientes con fibrosis 

pulmonar idiopática (84). De manera interesante, recientemente se ha sugerido 

que la sobre-expresión local de MMP-8 clonada en un vector adenoviral puede 

ayudar a revertir la~ lesiones fibróticas en cirrosis hepática experimental (29). 
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Adicionalmente encontramos que, en paralelo a la disminución de la expresión de 

las colagenasas y al desarrollo de la fibrosis pulmonar, hubo un incremento en la 

expresión del inhibidor tisular de metaloproteinasas TIMP-1. De hecho, la 

expresión génica de este inhibidor estuvo consistentemente sobre-regulada en las 

ratas que progresaban a la fibrosis. Por inmunohistoquímica encontramos que 

TIMP-1 se expresó fundamentalmente en macrófagos alveolares, pero también en 

células del epitelio alveolar y estuvo espacialmente restringido a áreas de lesiones 

pulmonares. En . este contexto, es importante enfatizar que TIMP-1 parece 

desempeñar un papel esencial en la fibrosis pulmonar en roedores. Este inhibidor, 

se encuentra notablemente sobre-regulado durante la fibrosis pulmonar 

experimental, y en particular parece estar selectiva y marcadamente incrementado 

en modelos murinos de fibrosis pulmonar inducida con bleomicina (51, 91). En 

estos modelos se ha observado que altos niveles de TIMP-1 se presentan desde 

el inicio de la lesión inflamatoria y persisten por semanas (51). Asimismo, 

recientemente hemos encontrado que en ratones deficientes de los receptores de 

TNFa., que muestran resistencia al desarrollo de fibrosis, la exposición a partículas 

de sílice no provoca cambios en TIMP1. En cambio, los ratones de la cepa 

silvestre (wild type) muestran un significativo incremento en este inhibidor con un 

desequilibrio en la relación TIMP-1/MMP-13 en paralelo con el desarrollo de 

fibrosis pulmonar (63). 

En apoyo al importante papel que TIMP-1 parece tener en fibrosis pulmonar 

experimental, recientemente se demostró que una diferencia crucial entre una 

cepa de ratones resistente a la fibrosis y una susceptible después de la expresión 
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transitoria de TGFp1, está asociada con la regulación de este inhibidor (42). Así la 

cepa de ratones C57BU6, susceptible a la fibrosis, demostró una fuerte sobre­

expresión del gen de TIMP-1 en sus pulmones in vivo y en sus fibroblastos in vitro, 

en contraste a una débil inducción en la cepa de ratones resistentes BALB/c, 

sugiriendo que las diferencias en la extensión de la fibrosis pulmonar, podrían ser 

en parte debidas a alteraciones en el metabolismo de la matriz extracelular 

provocado por la sobre-expresión de TIMP-1. Por otra parte, es importante señalar 

que TIMP-1, además de su papel como inhibidor de metaloproteinasas, participa 

en otros procesos como lo son proliferación y apoptosis; en particular, se ha 

publicado recientemente que TIMP-1 recombinante inhibe la apoptosis en células 

mesangiales de rata, inducida por ausencia de suero (48). En este sentido y 

aunque no se ha demostrado en fibrosis pulmonar, los datos en la literatura 

sugieren que TIMP-1 podrfa participar en la inhibición de la apoptosis de células 

mesenquimatosas como fibroblastos y miofibroblastos de tal manera que su sobre­

expresión podría estar favoreciendo el desarrollo de la fibrosis por varios 

mecanismos. 

En conjunto, estos hallazgos apoyan la hipótesis de que un desequilibrio entre el 

proceso de degradación de la matriz extracelular y la inhibición de la misma, 

participa activamente en el desarrollo de la fibrogénesis pulmonar y que la 

progresión hacia la fibrosis está asociada con la inhibición de la degradación de la 

matriz extracelular. En nuestro trabajo, la disminución de ambas colagenasas y el 

incremento en la expresión de TIMP-1 precedió a la acumulación de colágena en 

el parénquima pulmonar, sugiriendo que las proteínas de la matriz fibrilar están 
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depositándose en un micro-ambiente en el cual la degradación de la matriz se 

encuentra significativamente reducida; sin embargo, en este estudio no se evaluó 

la actividad colagenolítica. Es de particular interés señalar que en los animales 

resistentes no se apreciaron cambios en la expresión de colagenasas ni de TIMP-

1 en comparación con las ratas control. 

Los mecanismos que participan en la disminución de las colagenasas MMP-8 y 

MMP-13, asf como en el incremento de TIMP-1 no se conocen con precisión, pero 

podrían estar al menos parcialmente relacionados con la producción del TGFp 1. 

Este mediador se considera un prototipo de factor pro-fibrosante y en nuestro 

estudio lo encontramos elevado tanto a nivel de mRNA como de proteína durante 

las tres primeras semanas de evolución del modelo. El efecto fibrogénico de 

TGFp1 incluye varios niveles que implican la estimulación de la síntesis de 

moléculas de la matriz extracelular y una compleja regulación de la interacción de 

MMPs y TIMPs, incluyendo la estimulación de la expresión de TIMP-1 (35, 56, 79). 

En relación a las metaloproteinasas de matriz es importante enfatizar, que aunque 

TGFp 1 provoca un decremento en la expresión de MMP-1 y MMP-8, parece ser un 

potente inductor de la expresión de MMP-13, por lo menos in vitro (65, 97). Sin 

embargo, en estudios in vivo, usando ratones transgénicos que sobre-expresan 

TGFp1, se ha sugerido un efecto de regulación negativa (79). 

En relación a las gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9) nuestros resultados fueron 

paradójicos. Así, mientras no se observaron cambios en su expresión génica, se 

apreció un importante incremento en su actividad. En el caso de la MMP-2 se 

relacionó principalmente con la íorma activa y se observó desde el comienzo de la 
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doble agresión. Este resultado podría sugerir una sobre-regulación de la 

metaloproteinasa de matriz asociada a membrana MT1-MMP que participa en la 

activación de MMP-2. De manera similar, MMP-9 que no se incrementó a nivel de 

expresión génica, mostró un aumento en su actividad gelatinolítica como se 

mostró en los zimogramas. Este hallazgo puede ser atribuido, por lo menos 

parcialmente, al infiltrado leucocitario, ya que esas células almacenan y 

transportan en sus gránulos a enzimas de este tipo (69, 106). 

MMP-2 y MMP-9, tienen una amplia especificidad de sustratos, los cuales incluyen 

a la colágena tipo IV, el principal componente de las membranas basales; de esta 

manera, el incremento en sus actividades pueden contribuir a la destrucción de 

estas membranas. En este contexto, diferentes observaciones han sugerido que la 

integridad de la membrana basal epitelial desempeña un papel determinante en 

la reepitelización normal del pulmón evitando el desarrollo de fibrosis pulmonar 

(76). Asimismo, se ha observado ruptura de la membrana basal epitelial en fibrosis 

pulmonar idiopática humana y en modelos experimentales (71 ), y más 

recientemente se ha sugerido que este proceso patológico podría asociarse a una 

excesiva actividad de gelatinasas (84). Por ejemplo, en fibrosis pulmonar inducida 

con bleomicina, se ha encontrado una elevación significativa en la expresión y 

actividad de MMP-9 con la ruptura coincidente de la membrana basal del epitelio 

alveolar (108). En nuestro laboratorio, utilizando un ratón knock-out del gen 

gamma glutamil transpeptidasa, hemos encontrado que la susceptibilidad al 

desarrollo de fibrosis pulmonar intersticial difusa se acompaña, entre otros 

procesos, con un incremento en MMP-9 (70). De manera interesante, tanto MMP-2 

como MMP-9 han sido encontradas elevadas en fibrosis pulmonar humana (28, 
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84). Por otro lado, es importante enfatizar que las gelatinasas A y B tienen, 

además de los componentes de matriz extracelular, otros sustratos no 

relacionados con la misma, que pueden potenciar la reacción fibrótica. Así por 

ejemplo, la MMP-9 localizada en la superficie celular, es capaz de activar 

proteolíticamente a TGFj31 latente, proveyendo un mecanismo potencialmente 

importante para la activación de TGFj31 y la remodelación tisular (108). 

La pérdida del epitelio alveolar, supuestamente causada por apoptosis ha sido 

observada en fibrosis pulmonar humana y experimental y en este proceso, varios 

mecanismos parecen estar involucrados (26,34,36,99). En nuestro laboratorio 

hemos demostrado que fibroblastos de pulmón obtenidos de pacientes con fibrosis 

intersticial idiopática, inducen apoptosis de células del epitelio alveolar, lo que no 

se observa con fibroblastos derivados de pulmones normales (94). Esta actividad 

apoptótica parece relacionarse con la secreción de péptidos de angiotensina (99). 

Por otro lado, se ha encontrado que la vía de señalización de Fas se encuentra 

sobre-regulada en células epiteliales derivadas de fibrosis pulmonar humana y 

experimental (34,55). Aún más, se ha demostrado que una sola instilación de 

bleomicina provoca apoptosis en células del epitelio alveolar y bronquiolar la cual 

parece asociarse con la progresión de la fibrosis (33). 

En nuestro estudio, observamos la presencia de muerte celular por apoptosis del 

epitelio alveolar y bronquiolar desde la primera semana de exposición a paraquat 

e hiperoxia hasta el final del experimento, sugiriendo que también puede estar 

involucrada en el desarrollo de fibrosis pulmonar en este modelo, alterando la re­

epitelización normal del tejido dañado. Es importante señalar, que la mayoría de 
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las células epiteliales fuertemente positivas para el marcaje de DNA fragmentado 

se encontraban dentro de las áreas lesionadas, y que este proceso fue menos 

intenso en las regiones normales del parénquima, lo cual es consistente con el 

papel que puede desempeñar la apoptosis en determinar la tasa de reparación 

epitelial (96). Al igual como se observó con las moléculas evaluadas, las ratas 

resistentes se comportaron en general como los controles y presentaron escasas 

células epiteliales apoptóticas. 

También observamos durante todo el curso del experimento marcaje de DNA 

fragmentado en células inflamatorias intra-alveolares e intersticiales lo que puede 

estar señalando un proceso de eliminación de estas células por apoptosis. 

Además, las células apoptóticas intersticiales podrían corresponder a fibroblastos 

involucrados en el proceso de remodelación. 

En resumen, en este trabajo se encontró una fuerte correlación entre la 

disminución de la expresión génica de las colagenasas intersticiales y el 

incremento de la expresión génica de TIMP-1 y TGFp 1 con el desarrollo de fibrosis 

intersticial difusa. Asimismo, el incremento en la actividad gelatinolítica y la 

apoptosis epitelial fueron importantes características que precedieron y 

acompañaron a la respuesta fibrótica en este modelo. Estos hallazgos sugieren 

que la remodelación inadecuada de la matriz extracelular contribuye de manera 

importante a la fibrosis inducida con paraquat e hiperoxia. Las bases de las 

diferencias en susceptibilidad entre los animales expuestos a esta doble agresión 

es desconocida hasta ahora, pero constituyen un tópico de interés para trabajos 

futuros. 
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CONCLUSIONES 

1.- La exposición a paraquat e hiperoxia provoca graves lesiones en el 

parénquima pulmonar que evolucionan hacia la fibrosis. 

2.- Durante la evolución del modelo y el desarrollo de la fibrosis se observó 

una disminución en la expresión de las dos metaloproteinasas de matriz 

encargadas de la degradación de las colágenas fibrilares, MMP-8 y MMP-13. 

3.- Se apreció desde tiempos tempranos un incremento en la expresión del 

inhibidor TIMP-1, el cual era sintetizado principalmente por macrófagos alveolares 

y ocasionalmente por células del epitelio alveolar y bronquial. 

4.- En las primeras semanas de evolución del modelo, se observó un 

incremento en la expresión a nivel de gen y proteína del TGFp 1. 

5.- Durante toda la evolución del modelo, se encontró un incremento en la 

actividad gelatinolítica atribuible a MMP-2 y MMP-9. 

6.- Durante toda la evolución del modelo se observaron numerosas células 

apoptóticas; éstas fueron principalmente células epiteliales alveolares y 

bronquiolares y estuvieron distribuidas difusamente en el parénquima pulmonar. 

También se observaron núcleos apoptóticos en células inflamatorias, y 

presumiblemente en fibroblastos intersticiales. 
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Ruiz, Victor, Rosa Ma. Ordóñez, Jaime Berumen, 
Remedios Ramírez, Bruce Uhal, Carina Becerril, An­
nie Pardo, and Moisés Selman. Unbalanced collagenases/ 
TIMP-1 expression and epithelial apoptosis in experimental 
lung fibrosis . Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 285: 
Ll026-L1036, 2003. First published July 25, 2003; 10.1152/ 
ajplung.00183.2003.-In this study, we examined the sequen­
tial expression of severa! matrix metalloproteinases (.MMPs), 
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), and growth 
factors as well as the presence of apoptosis in a model of 
pulmonary fibrosis induced in rata with paraquat and hyper­
oxia. Animals sbowing neither clinical nor morphological 
changes with this double aggression were classified as "resis­
tant". Rata were killed at 1, 2, 3, and 6wk, and lungs were used 
for collagen content, gene expression by real-time PCR, gela­
tinolytic activity by zymography, apoptosis by in situ DNA 
fragmentation, and protein locali2ation by immunohistochem­
istry. Our resulta showed a significant decrease of collagenases 
MMP-8 and MMP-13, with an increase ofTIMP-1 and trans­
forming growth factor-~ . Immunoreactive TIMP-1 was in­
creased in experimental rata and primarily localized in alveolar 
macrophages. Expression of gelatinases MMP-2 and MMP-9 
mRNAs was not affected, but lung zymography revealed an 
increase in progelatinase B, progelatinase A, and ita active 
form. Epithelial apoptosis was evident from the first week, 
whereas at later periods, interstitial cell apoptosis was also 
noticed. Resistant animals behave as controls. These findings 
suggest that an imbalance between collagenases and TIMPs, 
excessive gelatinolytic activity, and epithelial apoptosis partic­
ipate in the fibrotic response in this experimental model. 

gelatinases; tissue inhibitor of metalloproteinases-1 

PULMONARY FIBROSIS is the final result of many severe 
lung injuries, and it is characterized by an initial 
diffuse inflammatory reaction or epithelial injury/acti­
vation followed by fi.broblast/myofibroblast prolifera­
tion and extracellular matrix accumulation (34). The 
molecular mechanisms involved in the extensive struc­
tural disorganization/remodeling that characterize the 
fibrotic response are not completely understood but 
probably involve disequilibrium of sorne matrix metal­
loproteinases (MMPs) and tissue inhibitors of metallo­
proteinases (TIMPs) (33, 36, 45). 

Address for reprint requests and otber correspondence: M. Sel­
man, Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, Tialpan 
4502, Col. Sección XVI, México DF, CP 14080, México (E-mail: 
rnselman@sni.conacyt.mx). 

The MMP family consists of 23 human enzymes that 
collectively degrade extracellular matrix components and 
exert selective proteolysis of cell surface receptors, adhe­
sion molecules, chemokines, cytokines, and growth fac­
tors (28, 30, 58). Human MMPs have been classified into 
six different subgroups of closely related members with 
rather distinctive but o:ften overlapping substrate speci­
ficities: collagenases, gelatinases, stromelysins, matril­
ysins, membrane type MMPs, and other MMPs. Collag­
enases (MMP-1, MMP-8, and MMP-13) degrade mainly 
fibrillar collagens, whereas gelatinases (MMP-2 and 
MMP-9) have, among others, substrate affinity for base­
ment membrane type IV collagen. The TIMP family is 
composed offour members (-1, -2, -3, and-4) that bind to 
the active site of MMPs. In addition to their inhibitory 
effects on MMPs, sorne of them show other properties, 
such as association with latent MMPs, cell growth-pro­
moting activity, cell survival-promoting activity, and apop­
tosis (3, 15, 16, 29, 58). 

lmportantly, modifications in MMP and TIMP ex­
pression or activity may participate in not only enhanc­
ing the exaggerated accumulation of extracellular ma­
trix, but also through the disruption of the basement 
membranes that seems to play a role in lung fi.brogen­
esis (13, 33, 39, 42). MMPs and TIMPs are regulated by 
a number of growth factora. Transforming growth fac­
tor (TGF)-(3 inhibits MMP-1 and stimulates TIMP-1 
production (19, 27, 38). Its downstream. gene transcrip­
tional activity includes an increase in connective tissue 
growth factor (CTGF) (49). Other important profibrotic 
or matrix modulating genes are platelet-derived 
growth factor (PDGF) and angiotensin, which have 
also been implicated in human and/or experimental 
fibrosis (2, 9, 24, 46). 

On the other hand, a considerable body of literature 
suggests that the integrity of the alveolar epithelium 
and alveolar apoptosis is a critical determinant in the 
pathways that initiate fi.brogenesis in the lung (1, 11, 
17, 18, 20, 51, 52). Alveolar epithelial cells expresa 
functional Fas, and activation of Fas in vivo induces 
epithelial cell apoptosis and lung fibrosis in mice (11, 
17, 18). Likewise, fibroblasts from human fibrotic lungs 
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induce epithelia'. apoptc:;is, and fibroblasL..; foci <.l·e 
usually found close to abnormal or denuded alveolar 
epithelium (51, 52). 

With these precedents, our aims were: 1) to deter­
mine the sequential expression ofMMP-8 and MMP-13 
(collagenases-2 and -3), MMP-2 and MMP-9 (gelati­
nases A and B), TIMP-1, -2, and -3, TGF-IH, CTGF, 
angiotensin, and PDGF-A in an established rat model 
of pulmonary fibrosis, and 2) to define the timing and 
location of cell apoptosis. We report here that progres­
sion to fibrosis is characterized by decreased expres­
sion ofMMP-8 and MMP-13, with increased expression 
ofTIMP-1 and TGF-fn, and persistent alveolar epithe­
lial apoptosis. 

MATERIALS AND METHODS 

Experimental TTWdel. The experimental model of diffuse 
pulmonary fibrosis W8B developed in rats as described previ­
ously (7, 44). Wistar male and female rats were obtained from 
the same source at the same time and reproduced in our 
animal facility by the simple rotation method of breeding. 
Because the Wistar rat is an outbreed strain, we used a 
breeding system known as "mínimum inbreeding for the 
bred" (4). Adult rats, weighing 200-250 g, received 2.5 mg/kg 
of paraquat (1,1' -dimethyl-4,4' -bipyridinium; Sigma Chemi­
cal, St. Louis, MO) twice week.ly for 6 wk through intraperi­
toneal injections. During ali 6 wk, rats were placed into a 
160-liter Plexiglas exposure chamber that was continuously 
ventilated with a mixture of oxygen and room air that main­
tained 0 2 concentration at 80%. In these chambers, the 
animals had sufficient space to move around and to drink and 
eat normally. Control animals received 1.5 ml of saline solu­
tion intraperitoneally and were exposed to room air during 
the experimental period. The protocol was approved by the 
Ethical Committee on Use and Care of Animals from the 
National Institute of Respiratory DiseBBes (Mexico). 

Animal body weights were recorded every week, and visual 
examination of animal health was made daily. Animals ex­
posed to 80% oxygen plus episodic administration of para­
quat were killed beginning at 1, 2, 3, and 6 wk of exposure. 
Control animals were exposed to the paraquat vehicle and 
room air. Eight animals were studied at each time interval. 
Animals displaying low body weight together with respira­
tory insufficiency manifested by bradypnea, nasal twitching, 
and/or cyanosis were killed at the earliest designated sam­
pling interval. Additionally, eight resistant rats were also 
studied. Resistant rats were defined as animals that received 
6 wk of paraquat plus hyperoxia but gained weight, did not 
develop signs of respiratory insuffi.ciency, and morphologi­
cally showed minimal lung lesions or no lesíons at all. 

After death, the left lungs were used for morphology, 
immunohistochemistry, and collagen determination, whereas 
the right lungs were used for Northem blot, real-time PCR, 
and lung tissue zymography. Because the model is charac­
terized by diffuse inflammatory lesions followed by wide­
spread fibrotic reaction involving both lungs (43, 44), we 
considered that lung sampling for all analyses represented 
the overall lesions. 

Morphology. For histology and immunohistochemistry, the 
left lungs were instilled through a tracheal cannula at a 
constant pressure of 7 cmH2Ü with 4% paraformaldehyde in 
PBS and embedded in paraffin. Sections were stained with 
hematoxylin-eosin and Masson's trichrome. 

Detection of DNA fragmentatwn in situ. Cell death was 
explored in control and experimental lung tissues with a 

DNA fragmenLlion det·: ction kit (Klenow-f'.agEL; C'nco­
gene, Dannstadt, Germany) following the manufacturer's 
instructions. Briefly, deparaffinized lung sections were incu­
bated with 100 µl of 20 µg/ml proteinase K at room temper­
ature for 20 min. Samples were rinsed with 1 X Tris-buffered 
saline (TBS) and incubated with 1 µg/µl of DNase I in l X 
TBS/1 mM MgS04 at room temperature for 20 min. Endog­
enous peroxidase was inactivated with 30% H2Ü2 in metha­
nol. Specimens were then covered with 1 x Klenow equilibra­
tion buffer at room temperature for 30 min, following with 60 
µl of Klenow labeling reaction mix. The slides were incubated 
in a humidified chamber at 37ºC for 1.5 h . Samples were 
covered with 100 µl of blocking buffer at room temperature 
for 10 min, incubated with 100 µl of diaminobenzidine at 
room temperature for 15 mio, and counterstained with 100 µl 
of methyl green. 

Hydroxyproline measurement. Lung fragments from con­
trols and paraquat plus oxygen-exposed rats were analyzed 
for hydroxyproline contentas an estimate of collagen content. 
Lung samples were dried and hydrolyzed in 1 ml of 12 N HCl 
for 24 h at llOºC, and hydroxyproline colorimetric analysis 
was performed as described by Woessner (57). All assays 
were done in triplicate, and data are expressed as micro­
grams of hydroxyproline per milligram of lung tissue. 

lmmunohistochemistry. Immunoreactive TIMP-1 was 
identified in lung tissue sections as previously described (36, 
45). Briefly, after deparaffinized tissue sections were rehy­
drated and blocked with 3% H2<h in methanol followed by 
antigen retrieval in a microwave in 10 mM citrate buffer, pH 
6.0, for 5 min. Tissue sections were treated with an antibody 
diluent with background reducing components (Dako, 
Carpinteria, CA) diluted 1:100 in PBS and then incubated 
with anti-TIMP-1 antibody (rabbit polyclonal; 200 µg/ml di­
luted 1:100; Santa Cruz, CA) at 4ºC overnight. A secondary 
biotinylated anti-immunoglobulin followed by horseradish 
peroxidase-conjugated streptavidin (BioGenex, San Ramon, 
CA) was used according to the manufacturer's instructions. 
3-Amino-9-ethyl-carbazole (BioGenex) in acetate buffer con­
taining 0.05% H202 was used as substrate. The sections were 
counterstained with hematoxylin. The primary antibody was 
replaced by nonimmune serum for negative control slides. 

Lung tissue gelatin zymography. Lung samples (20 mg/ml) 
from control and experimental animals were homogenized in 
10 mM 3-((3-cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-propane­
sulfonate (Sigma), 20 mM HEPES, pH 7.5, plus 150 mM 
NaCl. After centrifugation, aliquots of supematants contain­
ing 10 µg of protein were used to analyze lung tissue gelati­
nase activity in a gelatin substrate SDS gel as previously 
described (33). Serum-free conditioned medium from human 
lung fibroblaBts and from U2-0S cells stimulated with phor­
bol 12-myristate 13-acetate were used as MMP-2 and MMP-9 
markers, respectively. Like gels were incubated but in the 
presence of 20 mM EDTA. Gelatinolytic activities were quan­
tified using lD image analysis software (Eastman Kodak, 
Rochester, NY) considering the area and intensity of lysis 
bands. Results were expressed as relative units (net inten­
sity X 10- • per 10 µg of lung protein). 

Detection ofTGF-{31 by EUSA in lung extracts. Aliquots of 
supernatants obtained from lung homogenates were used to 
determine biologically active and total TGF-131 by using an 
immunoassay system (Promega, Madison, Wl). Activation of 
the latent form to detect total (active + latent) protein was 
performed by acid treatment following the manufacturer's 
instructions. 

RNA isolation and Northern b/.ot analysis. Total RNA was 
extracted from lung tissue using TRizol reagent (Life Tech­
nologies, Grand Island, NY). RNA quality was assessed by 
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Table l. Genes and primers for real-time PCR 

Gene Sense Primer (5' to 3') Reverse Primer (5 ' to 3') Product bp Reference or Accession No. 

Rl8S GTAAC CCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG 140 (40) 
M60616 
(56) 

MMP-13 CATCCATCC CGAGACCTCAT GCATGA CTCTCACAATGCGA 324 
MMP-2 CTATTCTGTCAGCACTTTGG CAGA CTTTGGTTCTCCAACTT 309 
MMP-9 AAATGTGGGTGTACACAGGC TCCTTGGGGCTCTCAATTTC 309 (56) 

L29512 
Ul4526 
NM000362 
(31) 

TIMP-1 GACCACCTTATACCAGCGTT GTCACTCTCCAGTTTGCAAG 333 
TIMP-2 CAACCCCATCAAGAGGATTC CGCAAGAACCATCACTTCTC 416 
TIMP-3 CAGT ACATTCACACGGAAGC TCTGTGGCATTGCTGATGCT 392 
TGF-IH TGG AAGTGGATCCACGCGCCC AAGG GCAGGAGCGCACGATCATGTTGGAC 242 
PDGF-A AAGCATGTGCCGGAGAAGCG TCCTCTAACCTCACCTGGAC 305 (10) 
CTGF CCGGATCCGAGCTTTCTGGCTGCACC GGCTGCAGTCTCCGTACATCTTCCTG 250 A gift from J . Lasky, Tulane Univ. 

Ml21112.l Angiotensin GTTTGTTTGGACACACTGGGGT ACAAGGGGACAGTGTGCATT 174 

resolution on denatured 1 % agarose gels and measurement of 
absorbance ratios at 260/280 nm. Total RNA ( 15 µ.g/lane) was 
fractionated on a 1 % agarose gel containing 0.66 M formal­
dehyde (8). rRNA was visualized with ethidium bromide, and 
the fractionated RNA was transferred onto a Nytran transfer 
membrane (NEN, Boston, MA) by capillary blotting over­
night. RNA was immobilized by being baked at 80ºC for 2 h 
and then prehybridized at 42ºC for 18 h in 5X SSC, 50% 
formamide, 5X Denhardt's solution, and 0.5% SDS contain­
ing 100 µ.g/ml of denatured salmon sperm DNA Hybridiza­
tion was carried out at 42ºC for 18 h in hybridization buffer 
containing 50% dextran sulfate plus heat-denatured 32J>­
labeled cDNA probes. Membranes were washed in 2X SSC, 
0.1% SDS at 42ºC, followed by 0.25x SSC, 0.1% SDS at 55ºC 
and O.l x SSC, 0.1% SDS at 65ºC. After being dried, mem­
branes were exposed to Kodak BIOMAX MS film at - 70ºC 
with an intensifying screen. Equal loading of RNA samples 
was monitored by assessing the mRNA level of glyceralde­
hyde-3-phosphate dehydrogenase. The cDNA probes were 
radiolabeled with (32J>)dCTP to specifi.c activity of 200 X 106 

dpm/µg using a multiprime DNA labeling kit (NEP-103; 
Dupont, Wilmington, DE). 

RT-PCR and quantitative real-time PCR amplification. 
One microgram of total RNA was reverse transcribed using 2 
µg of random primers and Moloney murine leukemia virus 
reverse transcriptase according to the manufacturer's proto­
col (Advantage RT-for-PCR Kit; Clontech, Palo Alto, CA). 

Quantitative real-time PCR amplification was performed 
using i-Cycler iQ Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA). 
PCR was performed with cDNA working mixture in a 25-µ.l 
reaction volume containing 3 µ.l of cDNA, 20 mM Tris · HCl, 
pH 8.3, 50 mM KCI, 2 mM MgC12, 200 µM dNTP, 1 µ.M 
specifi.c 5' and 3' primers, 1.25 units ofTaq DNA polymerase 
(Roche, Branchburg, NJ), and 10 nM fluorescein and dye 
SYBR green 1 1:50,000 (Roche, lndianapolis, IN). A dynamic 
range was built with each product of PCR on copy number 
serial dilutions of 1 X 108, 1 X 106, 1 X 104, 1 X 102, and 1 X 
10; ali PCRs were performed in triplicate. Standard curves 
were calculated referring the threshold cycle (the PCR cycle 
at which a specific fluorescence becomes detectable) to the log 
of each cDNA dilution step (40, 47, 54). Results were ex­
pressed as the number of copies ofthe target gene normalized 
to 188 rRNA. Results are shown as percent of controls. 

Sorne primers for PCR reactions were obtained from pre­
viously published rat sequences (10, 31, 40, 56), whereas the 
rest were outlined with http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/ 
interfaces/eprimer3.html and analyzed for specifi.city in Ba­
sic Local Alignment Search Tool (Table 1). All primers were 
obtained from GIBCO-BRL (Life Technologies). The cycling 
conditions for PCR amplification to MMP-2, MMP-9, MMP-
13, CTGF, PDGF-A, and angiotensinogen were performed 

using the following protocol: initial activation of Amplitaq 
QQld DNA polymerase at 95ºC for 7 min, 40 cycles of dena­
turation to 95ºC/30 s, annealing to 58ºC/30 s, and extension 
to 72ºC/30 s. For amplification ofTIMP-1, -2, -3, and TGF-fH, 
the anneeling temperature wa.s increased to 60ºC. Specifi.c 
amplification was confirmed by the presence of one single 
peak in the melting curve plots. Additionally, the PCR prod­
ucts were analyzed in agarose gel electrophoresis. 

Statistical analysis. Values are expressed as means ± SE 
of the mean. Differences between experimental groups and 
controla were analyzed by using Dunnett's test. P < 0.05 was 
considered statistically significant. 

RESULTS 

General characteristics. Two clinical/morphological 
responses were manifested in the animal group receiv­
ing paraquat plus 80% oxygen. 1) Animals termed 
"susceptible" exhibited constant loss of body weight 
and progressive respiratory insufficiency beginning at 
1 or 2 wk of exposure; sorne of these susceptible rats 
suffered acute weight loss and severe respiratory dis­
tress. 2) Approximately 20% of the exposed animals did 
not present weight loss, although they did not gain 
weight at the same rate as controls (Table 2) and 
showed no discernible respiratory symptom.s through­
out the 6 wk of exposure, when they were killed. These 
rats were named "resistant". 

Histology and in situ DNA fragmentation. Morpho­
logical changes ofthe lung parenchyma at each sam­
pling time are shown in Fig. l. Control animals at ali 
time points exhibited normal alveolar architecture 
(Fig. lA). At 1 wk of exposure, multifocal interstitial 
and alveolar infl.ammation was observed, as was 
cuboidalization of the alveolar epithelium. Infl.am­
mation included polymorphonuclear and mononu­
clear cells (Fig. lB). At 2 and 3 wk of exposure, 
the infiammatory process was predominantly mono-

Table 2. Body weight at death 

Control 
Susceptible 
Resistant 

O wk 

198 ± 13 
207± 11 
202±9 

1 wk 

207 ± 4 
190 ± 18 
205± 11 

2 wk 

252 ± 16 
185 ± 9 
223±14 

3 wk 

278 ± 14 
170± 10 
236±17 

6 wk 

291 ± 15 
165 ± 16 
264 ± 19 

Values are means ± SE. Body weight measured in grams. Eight 
susceptible animals were killed at each time point. Eight resistant 
rats were killed at 6 wk. 
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nuclear, with interstitial and intra-alveolar lympho­
cytes and macrophages. Foci of densely packed inter­
stitial fibroblasts were also found (Fig. lC, arrow). At 
6 wk, cell infiltrate was similar, but a more extensive 
collagen deposit was observed as was the severe 
loss of parenchymal lung architecture (Fig. W). Re­
sistant animals exhibited normal alveolar structures 
with minimal or no in:flammation or fibrosis , and, in 
general, resembled that of control animals (Fig. l.E). 

Fig. l. Histology and in situ DNA frag­
mentation in control and experimental 
lungs. Deparaffinized lung sections 
from animals killed at the indicated 
sampling intervals were prepared for 
hematoxylin and eosin and Masson's 
trichrome staining (le{t; A and C, 20X 
original magnification; B, 40X; D and 
E, lOX) or far in situ DNA fragmenta­
tion (right ; F and J, 20 x ; G-1, 40x ). A 
fibroblastic focus is indicated by the ar­
row in C. In G-1, brown nuclei represent 
apoptotic cells (arrows), wbereas green 
nuclei correspond to living cells. 

In situ DNA fragmentation showed apoptotic cell 
death from the first to the sixth week (Fig. lG). 
Apoptosis was diffusely distributed in the lung pa­
renchyma and was mainly noticed in alveolar epithe­
lial and bronchiolar cells (Fig. 1, G and H). At longer 
periods (6 wk), apoptotic nuclei were also observed in 
interstitial cells (Fig. U). Areas of intra-alveolar 
apoptotic in:flammatory cells were also seen through­
out the experiment. Resistant rats behaved as con-
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trols (Fig_ IF), and few, if any, apoptotic cells were 
fvund (Fig. lJ). 

Lung collagen expression and content. Paraquat plus 
oxygen-exposed rats showed a progressive increase of 
lung collagen when compared with control animals, 
paralleling morphological results . As illustrated in Fig. 
2A, lung collagen quantified by hydroxyproline was 
-50% increased over control levels at the third and 
sixth weeks (P < 0.05). Resistant rats showed normal 
values. Similarly, paraquat plus hyperoxia exposure 
resulted in a marked upregulation ofpro-a 1(1) collagen 
transcript levels that was also observed at the third 
and sixth weeks (Fig. 2B). 

Real-time PCR. An example of a real-time PCR ex­
periment is shown in Fig_ 3A. The reaction was linear 
over nine orders of magnitude of starting cDNA stan­
dards, with a detection sensitivity of 10 molecules and 
efficiency of95.3% (Fig. 3A). Correlation coefficients of 
such standard curves were consistently >0.99. Figure 
3B illustrates the melt-curve plot ofthe amplified PCR 
cDNAs shown in Fig. 3A, demonstrating the amplifica­
tion of one specific product. 

Levels of MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-13, 
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TGF-JH, PDGF-A, CTGF, 
and angiotensinogen gene expression were assessed by 
quantitative real-time PCR in aliquots from whole lung 
homogenates of experimental and control rats. The 
effect of paraquat plus hyperoxia treatment was selec­
tive and showed temporal differences. Regarding 
MMPs (Fig. 4), the most marked effect was a signifi­
cant reduction in the mRNA expression of both collag­
enases MMP-8 and MMP-13 from the first to the sixth 
week compared with controls (Fig. 4, A and B). Resis­
tant rats showed no significant changes compared with 
control animals. No significant difference in lung gela­
tinases A and B (MMP-2 and MMP-9) mRNA expres-

A 

* * 

e lw 2w 3w 6w R 

B 

a 1(1) Collagen 

- - ~----...-~, GAPDH - .. .. 

e 2n Jw 6" 

Fig. 2. Lung collagen quantification. A: relative content of hy­
droxyproline per dry weight. A significant increase ofhydroxyproline 
can be observed after the 3rd wk (w) of exposure t.o paraquat and 
hyperoxia. Tbe resistant (R) animals behave as unexposed animals. 
*P < 0.05. B: Northem blot analysis showing upregulation of a1(l) 
collagen expression at 3 and 6 wk. GAPDH, glyceraldehyde-3-phos­
phate dehydrogenase. e, controls. 

sion was found between controls and experimental 
samples (not shown). 

As illustrated in Fig. 5, TIMP-1 exhibited a signifi­
cant increase from the second week until the final 
period of the experiment. Resistant rats did not show 
differences with controls. By contrast, TIMP-2 and 
TIMP-3 showed no changes at any time (not shown). 

TGF-IH gene expression showed a significant in­
crease from the first- until the third-week interval of 
paraquat plus oxygen exposure (Fig. 6A). Likewise, 
analysis of lung homogenates revealed a significant 
increase of total (active and latent) TGF-IH protein 
levels at 2 and 3 wk (P < 0.01 and 0.05, respectively; 
Fig. 6B). The majority of this protein was in the latent 
(inactive) form, measurable in the bioassay only after 
acid activation. The amount of spontaneously active 
TGF-fH was low (5-10 ng/ml) and was found elevated 
in the experimental animals at 2 wk of paraquat plus 
oxygen exposure (P < 0.05; Fig. 6C). Levels ofresistant 
rats were similar to controls. PDGF-A, CTGF, and 
angiotensinogen mRNA levels showed no differences 
with control lungs (not shown). 

Lung localization ofTIMP-1 by immunohistochemis­
try. Immunoreactive TIMP-1 was not detected in nor­
mal lungs (Fig. 7A). By contrast, lungs from rats in­
jured with paraquat plus hyperoxia showed, from the 
first week on, increased TIMP-1 expression mainly 
localized in alveolar macrophages and occasionally in 
bronchiolar and alveolar epithelial cells and in smooth 
muscle cells from vessels (Fig. 7, B-D). No differences 
in TIMP-1 cell localization were observed with the 
progression of the lung lesions, but the inhibitor was 
primarily noticed in injured areas. Negative controls 
incubated with nonimmune serum were negative 
(Fig. 7E). 

Lung tissue zymography. Aliquots of lung tissue ex­
tract supematants from control and experimental an­
imals containing -10 µg of protein were used. A rep­
resentative zymogram showing two samples from each 
time period is represented in Fig. 8. Compared with 
control rats, experimental animals receiving the dou­
ble aggression showed from the first week on an in­
crease in pro-MMP-2 and its active forro represented 
by the lower molecular band of - 62 kDa. A two- to 
threefold increase was revealed by densitometric quan­
tification of the surface and intensity of lysis bands of 
zymograms derived from five different animals in each 
group (Fig. 8). Resistant animals behaved similarly to 
control. Likewise, an increase in the band correspond­
ing to MMP-9 was noticed mainly at 3 and 6 wk in most 
injured animals (Fig. 8). At these periods, densitomet­
ric quantification showed a twofold increase compared 
with controls. A mild increase was observed in sorne 
resistant animals, but no significant difference was 
observed when compared with controls. 

DISCUSSION 

As discussed earlier (43, 44), an acceptable experi­
mental model of d.iffuse interstitial pulmonary fibrosis 
should 1) be progressive and potentially lethal; 2) de-
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Fig. 3. A, top: amplification of R18S detected by changes in fluorescence (CF RFU) in a real-time PCR setting. 
Thirty-six samples in triplicate were assayed against 5 DNA standards spanning 8 logs. A, bottom: standard curve 
ofthreshold cycle against known quantities ofDNA standards. B: melt-curve plots representing products from the 
amplification shown in A. 
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velop clinical and functional data of pulmonary insuf­
ficiency; and 3) resemble the histological features ofthe 
human disease. Previous morphological and biochemi­
cal characterization of the model used here demon­
strated that each of these criterion is fulfilled (44). 

An important additional observation in the present 
study was the finding of resistant animals. Thus his-

tology an:d collagen accumulation data suggest that 
although most animals appeared to be susceptible to 
the combination of paraquat plus hyperoxia, others 
survived 6 wk with only minor or no lesions at all. 
These resistant rats displayed weight gain and com­
plete lack of respiratory insufficiency throughout the 
exposure period. Although it is theoretically feasible 
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Fig. 4. Quantitative real-time PCR. Gene expression of matrix me­
talloproteinases (MMP)-13 (A) and MMP-8 (B) normalized for Rl8S 
rRNA in 6-8 control and experimental lung cDNA samples. Resulta 
are expressed as percent of controls. *P < 0.01; **P < 0.05. 

that sorne animals surviving 6 wk had developed at 
earlier time points more severe lesions from which they 
recovered before death, a sequential analysis of body 
weights at earlier time points does not support such an 
interpretation. 

Lung fibrosis may be regarded as pathological wound 
repair after injury with excessive fibroproliferation and 
accumulation of extracellular matrix. Nevertheless, 
the molecular mechanisms involved in the extensive 
structural remcxleling that characterizes the fibrotic 
response are not completely understood. However, a 
growing body of evidence strongly suggests that abnor­
mal expression/activity of MMPs and TIMPs plays a 
role in this process (13, 33- 36, 45). In this work, a 
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Fig. 5. Comparison of tissue inhibitors of metalloproteinases 
(TIMP)-1 mRNA levels relative to 188 rRNA in control and experi­
mental rats using real-time PCR. A significant increase ofthe target 
gene is observed from the 2nd wk. **P < 0.05; *P < 0.01. 
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Fig. 6. A: real-time PCR for transfonning growth factor (TGF)-fH. 
An increased gene expression is observed in the first 3 wk. *P < 0.01; 
**P < 0.05. B and C: levels of active and total (active + latent) 
TGF-JH in lung homogenates. *P < 0.01; **P < 0.05. C, control. 

noteworthy decreased expression of the two major col­
lagenases present in adult rat, equivalent orthologs of 
human neutrophil collagenase (MMP-8) (5) and colla­
genase-3 (MMP-13) (12), was observed. These enzymes 
share the unique ability to cleave the native helix of 
fibrillar collagens, which are the most abundant pro­
teins in fibrotic tissues. In addition, we found that 
TIMP-1 expression was increased in parallel to fibrosis 
development. These findings support the notion that 
an imbalance between the process of matrix degrada­
tion and their inhibition actively participates in the 
development oflung fibrogenesis and that progression 
offibrosis is associated with inhibition ofmatrix break­
down. lnterestingly, resistant animals showed no 
changes in collagenases or TIMP-1 expression com­
pared with control rats. 

Studies regarding the putative role of MMP-8 or 
neutrophil collagenase in pulmonary fibrosis are lack­
ing. MMP-8 preferentially degrades type 1 collagen, 
and it has been recently suggested that this enzyme, 
when cloned in an adenoviral vector and delivered to 
cirrhotic rat livers, is able to markedly reverse the 
fibrotic lesion (14). Likewise, although high levels of 
MMP-8 have been found in bronchoalveolar lavage 
from patients with idiopathic pulmonary fibrosis, the 
presence of this enzyme in si tu is practically nonexist­
ent (21, 45). 
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Fig. 7. TIMP-1 i=unolocalization in experimental and control lungs. A: no signal is observed in normal lung. B: 
TIMP-1 immunoreactive bronchiolar epithelial cells after 2-wk exposure to paraquat and hyperoxia. C: immuno­
reactive signal in sorne inflammatory and alveolar epithelial cells. D: positive free alveolar macrophages. Inset: 2 
intensely stained interstitial macrophages. E : negative control omitting the primary antibody. 

On the other hand, remodeling of fibrillar collagen in 
mouse and rat tissues has been widely attributed to the 
activity ofMMP-13, the main collagenase identified in 
this species. In humans, MMP-13 was originally iden­
tified in breast carcinoma (12) and is characterized by 
a potent degrading activity against a wide spectrum of 
extracellular matrix proteins besides fibrillar collagen. 
MMP-13 has been suggested to play a major role in the 
pathogenesis of tissue destruction in rheumatoid ar­
thritis (37). However, its expression has not been re­
vealed in human normal or fibrotic lung tissue (45). 

MMP-13 gene expression has been previously eval­
uated in bleomycin-induced fibrosis in mice, but in 
contrast to our findings, no changes were found ( 48). In 
the present study, we also looked for murine collage­
nase-like A, the putative ortholog ofhuman MMP-1 in 
murines (6), but gene expression was found only in 
embryonic rat and not in adult normal or experimental 
lungs (not shown). 

TIMP-1 gene expression was consistently upregu­
lated in the injured rats evolving to fibrosis. The inhib­
itor was primarily expressed on alveolar macrophages 
but also in alveolar epithelial cells, and it was spatially 
restricted to areas of lung injury. In this context, it is 
important to emphasize that TIMP-1 seems to play a 
major role in lung fibrosis in rodents. This inhibitor has 
been shown to be markedly upregulated during exper­
imental lung fibrosis, and it even seems to be selec­
tively and markedly increased in a murine model of 
bleomycin-induced pulmonary fibrosis (25, 48). Fur-

thermore, high levels ofTIMP-1 are present early after 
bleomycin exposure and persist for weeks after the 
initial insult (25). Moreover, it has been recently dem­
onstrated that a crucial difference between a fibrosis­
prone and a fibrosis-resistant mouse strain after tran­
sient lung overexpression of active TGF-131 is associ­
ated with the regulation of TIMP-1 (22). Thus the 
susceptible C57BU6 showed a strong upregulation of 
TIMP-1 gene in their lungs in vivo and in their fibro­
blasts in vitro in contrast to a weak induction in the 
resistant BALB/c, suggesting that the differences in 
extent of lung fibrosis might be in part due to altered 
extracellular matrix turnover provoked by TIMP-1 ex­
pression. 

In our study, the increased expression of TIMP-1 
preceded increased accumulation of collagen, suggest­
ing that fibrillar matrix proteins are laid down into a 
microenvironment in which matrix degradation is al­
ready reduced. 

The mechanisms underlying the increase ofTIMP-1 
may be at least partially related to an upregulation of 
TGF-~, a prototype of a profibrotic factor found ele­
vated at the gene and protein level during the first 3 
wk. It is well known that the fibrogenic effect ofTGF-~ 
is not only caused by stimulation of matrix synthesis 
but also by a complex regulation of MMP and TIMP 
interaction, including stimulation of TIMP-1 expres­
sion (19, 27, 38). It is important to emphasize that 
although TGF-¡3 provokes a decrease of expression of 
MMP-1 and MMP-8, it seems to be a potent inducer of 
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Fig. 8. Lung tissue zymography. Sam­
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MMP-13 gene expression, at least in vitro (32, 53). 
However, in vivo studies using transgenic mice over­
expressing TGF-13 have suggested a downregulatory 
effect (41). 

MMP-2 did not display changes in gene expression; 
however, an important increase mainly in the lung 
active form was observed from the beginning of the 
double aggression. This finding would suggest an up­
regulation of membrane type 1 MMP (30, 58). Results 
regarding MMP-9 were to sorne extent paradoxical. 
Thus whereas no changes were observed at the gene 
expression level, an increase of MMP-9 protein was 
noticed in zymograms. This finding may be attributed, 
at least partially, to the leukocyte infiltrate since these 
cells carry the preformed enzyme in specific granules 
(30, 58). MMP-2 and MMP-9 activities have broad 
substrate specificity, which includes type IV collagen, 
the main component of basement membrane, and in­
creased activities of these enzymes may contribute to 
its disruption. In this context, it has been suggested 
that epithelial basement membrane integrity plays an 
important role in determining normal lung reepitheli­
alization or a fibrotic response (34). In bleomycin-in­
duced lung fibrosis, a coincidental increase of MMP-9 
activity and disruption of the alveolar epithelial base­
ment membrane have been found (59). Interestingly, 

both MMPs have been found elevated in human pul­
monary fibrosis (13, 44). Additionally, it is important to 
emphasize that gelatinases have other non-matrix sub­
strates that can enhance a fibrotic reaction. Thus, for 
example, cell surface-localized MMP-9 is able to pro­
teolytically cleave latent TGF-j3, providing a poten­
tially important mechanism for TGF-13 activation and 
tissue remodeling (60). 

Alveolar epithelial loss, putatively caused by apop­
tosis, is a com.mon finding in pulmonary fibrosis, and 
several mechanisms seem to be involved (11, 17, 18, 
52). Lung fibroblasts obtained from patients with idio­
pathic pulmonary fibrosis induce alveolar epithelial 
cell apoptosis by secreting angiotensin peptides (55), 
whereas Fas-signaling pathway has been found up­
regulated in epithelial cells from both human and 
experimental fibrotic lungs (11, 18, 26). Actually, it has 
been demonstrated that a single instillation ofbleomy­
cin leads to the appearance of apoptosis in bronchial 
and alveolar epithelial cells that in turn is accompa­
nied with a progression of fibrosis (18). In our study, 
increased apoptotic epithelial cell death was observed 
from the first week and continues for >6 wk of para­
quat plus hyperoxia exposure, suggesting that may 
also play a role in the development of fibrosis, altering 
epithelium self-renewing. Importantly, although epi-
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thelial cells within lesions undergo heavy labeling of 
fragmented DNA, this process was less intense in nor­
mal regions oí the parenchyma, which is consistent 
with a pivotal role for apoptosis in determining the rate 
of epithelial repair (50). lnterestingly, resistant rats 
mostly behave like control noninjured animals. 

DNA fragmentation labeling ofinterstitial and alve­
olar inflammatory cells within lesions at all periods of 
the experiment was suggestive of clearance of these 
cells by apoptosis. Likewise, sorne interstitial apoptosis 
could also correspond to fibroblasts as part ofthe lung 
remodeling process. 

In summary, we found a strong correlation between 
decreased gene expression of interstitial collagenases 
and increased gene expression of TIMP-1 and TGF-~ 
with morphological and biochemical evidence of extra­
cellular matrix accumulation, suggesting that dysregu­
lated matrix remodeling is likely to contribute to the 
pathology of paraquat plus hyperoxia-induced pulmo­
nary fibrosis. Increases in gelatinolytic activity and 
epithelial apoptosis were also important features of 
this model that preceded the fibrotic response. The 
basis for differences in susceptibility among animals is 
at present unknown but will be an interesting topic for 
future inquiry. 
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To investigate repair mechanisms in bleomycin-induced pulmonary 
fibrosls, we used mice defident in 'Y-glutamyl transpeptidase (GGT+ ), 
a key enzyme In glutathione (GSH) and cysteine metabollsm. Sev­
enty-two hours after bleomycin (0.03 U/g), GGT- 1- mlce dlsplayed 
a different lnflammatory response to wild-type mice as judged by 
a near absence of neutrophlls in lung tissue and bronchoaiveolar 
iavage and a less pronounced rise in rnatrix metalloproteinase-9. 
lnflammatlon In GGT- 1- mice consisted mainly of lymphocytes and 
macrophages. At 1 month, lungs from bleomycin-treated GGr-1-

mlce exhiblted minimal areas of flbrosis compared wlth wild-type 
mlce(llght mlcroscopy fibrosis index: 510 :!: 756 versus 1975 :!: 817, 
p < 0.01). lung collagen content revealed a slgnifkant increase 
in bleomydn-treated wild-type (15.1 :!: 3.8 versus 8.5 :!: 0.7 µg 
hydroxy(OH)-prollne/mg dry weight, p < 0.01) but not In GGr-1-

(10.4 :!: 1.7 versus 8.8 :!: 0.8). Control lungs from GGr- 1- showed 
a slgnificant reduction of cysteine (0.03 :!: 0.005 versus 0.055 :!: 

0.001, p < 0.02) and GSH levels (1.24 :!: 0.055 versus 1.79 :!: 0.065, 
p < 0.002). These values decreased after 72 hours of bleomycin in 
both GGr- 1- and wild-type but reached thelr respective control 
values after 1 month. Supplementation with N-acetyl cysteine par­
tlaily ameliorated the effects of GGT deficiency. These findings 
suggest that increased neutrophOs and matrix metalloproteinase-9 
during the eariy inflammatory response and adequate thiol reserves 
are key elements in the flbrotlc response after bleomycin-induced 
pulmonary injury. 

Keywords: giutathione; matrix metalloproteinase-9; neutrophils; cysteine 

Puhnonary fibrosis, a common final pathway of numerous 
acute and chronic lung injuries, is characterized by fibroblast 
proliferation, extracellular matrix accurnulation, and distor­
tion of the parenchymal architecture (1). The pathogenic 
mechanisms underlying the fibrotic response have not been 
elucidated, but a nurnber of studies have implicated an imbal­
ance between reactive oxygen species and available antioxi­
dant defenses, principally glutathione (GSH) (2-4). 

-y-Glutamyl transpeptidase (GGT) is a membrane-bound 
enzyme that plays an essential role in the metabolism of 
GSH. Being involved in cellular processes dependent on the 
oxidation/reduction of GSH, GGT is markedly upregulated 
in response to a variety of lung oxidant injuries, including 
nitrogen di oxide, hyperoxia, ozone, and quinones (5--8). Like-
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wise, it has been shown that in type 2 epithelial cells, GGT 
activity is also increased during the inflammatory phase of 
the bleomycin-induced lung damage in rats (9). On the other 
hand, although not all of the functions of the -y glutamyl 
cycle are known, it has been suggested that one of the major 
functions of GGT is the amino acid supply through glutathi­
one metabolism, especially cysteine (10). 

Recently, a GGT-deficient mouse (GGT-1-) was gener­
ated (11); these animals appear normal at birth but grow and 
mature slowly and undergo premature death. The GGT-1-

mouse phenotype is characterized by glutathionuria and as 
a result became cysteine deficient (11, 12). Feeding N-acetyl­
cysteine (NAC) to replace lost GSH normalized growth and 
reversed most of the pathologic effects observed in GGT- 1

-

mice. 
Amino acid availability regulates collagen expression, and 

it has been recently demonstrated that human lung fibroblasts 
exposed to amino acid deprivation reduces type I collagen 
mRNA expression by decreasing both transcription rate and 
transcript stability (13). Moreover, in the absence or with low 
concentrations of cysteine, fibroblasts produce undetectable 
levels of al(I) procollagen protein (14). With these ideas in 
mind, we designed a study to examine the pulrnonary re­
sponse to a fibrogenic insult in GGT-deficient mice with the 
idea of evaluating the roles of decreased levels of lung GSH 
and low levels of cysteine in extracellular matrix turnover. 
We hypothesized that GGT null mice would develop Jess 
fibrosis than the wild-type (GGT+1+) mice because cysteine 
deficiency would impair extracellular matrix synthesis. Sorne 
of the results of this study have been previously reported in 
the form of an abstract (15). 

METHODS 

Anlmals 

The study was approved by the Ethical Committee at the National 
Institute of Respiratory Diseases. C57BU6/129SvEv-GGT-deficient 
(-/-) mice and wild-type ( +!+) littermates 7 to 8 weeks oid were 
used. GGT-deficient mice were generated as previously described (11 ). 
Additional detail is provided in the online supplement. 

Bleomycin Treatrnent 

Bleomycin (Bristol Laboratories, Syracuse, NY) was administered in­
tratracheaUy (0.3 U/10 g). Control animals were instilled with satine 
solution. Mice were killed at 72 hours and 1 month after bieomycin or 
satine instillation. In parailel experiments, cysteine intake was suppie­
mented with NAC. GGT_,_ and GGT+1+ mice were instiiled with bleo­
mycin, and 2 days after, they were fed with NAC by dissoiving it (JO 
mg/ml) in the drinking water (11). Animais were kiiled 1 month after 
bleomycin exposure. 

Unless otherwise specified, for every variable analyzed, six to eight 
control and experimental mice were used. 

Semiquantitatlve Evaluation of Lung Leslons 

Lung sections were stained with hematoxylin and eosin and Masson 
trichrome and were coded and scored blindly for severity and extent 
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of ' he lesions and percentage of fibro 0 ;, as previously described (16). 
Additional details are provided in the 0nline data supplemenl. A fibrosis 
score was determined by multiplying extent of the lesion x percentage 
of fibrosis. 

lmmunohistochemistry 

Sections were incubated with antimouse anti-matrix metalloproteinase 
(MMP)-9 (Chemicon, Temecula, CA) at 4ºC ovemight. A secondary 
biotinylated anti-immunoglobulin followed by horseradish peroxidase­
conjugated streptavidin (BioGenex, San Ramon, CA) was used accord­
ing to manufacturer. 3-Amino-9-ethyl-carbazole (BioGenex) was used 
as substrate (16). The primary antibody was replaced by nonimmune 
serum for negative control slides. Additional detail is provided in online 
supplement. 

Bronchoalveolar Lavage 

In a parallel experiment, bronchoalveolar lavage (BAL) was performed 
in control wild-type and GGT-1- mice and after 3 days after 1 month 
of bleomycin instillation. Lungs were lavaged by llushing with two ali­
quots of 250 µ.L of saline solution. Additional detail is provided in the 
online supplement. Hematoxylin and eosin stained slides were used for 
differential cell counting. 

Measurement of Hydroxyproline 

Lungs were analyzed for collagen content, as described by Woessner 
(17). Data are expressed as micrograms of hydroxyproline per milligram 
dry weight Additional detail is provided in the online supplement 

Lung Tlssue and BAL Gelatln Zymography 

Lung samples from GGT+1+ and GGT-1
-, both control subjects, and 

after 72 hours of bleomycin instillation were homogenized and superna­
tants containing 5 µ.g of protein were analyzed by sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis gels (8.5%) containing gela­
tin (1 mglml) and a final concentration of 0.3 mg/ml heparin (18). For 
BAL zymograms, fluid samples containing 5 µ.g of protein also from 
control subjects and 72 hours of bleomycin were used. Additional detail 
is provided in the online supplement. 

GSH and Cysteine Measurements 

GSH and cysteine levels of lungs from bleomycin-treated and control 
mice were determined as described by Kleinman and Richie (19} using 
HPLC equipped with an electrochemical detector (ESA, Boston, MA). 
Additional detail is provided in the online supplement 

Statistical Analysis 

Yalues presented here are mean:':: SD. Differences between genetically 
altered mice and littermates were analyzed by using the Tukey's test 
A p value of less than 0.05 was considered statistically significan!. 

RESULTS 

As previously described (11), GGT-deficient mice grew and 
gained weight slowly and by 6-8 weeks weighed significantly 
less than wild-type littermates (13.7 ::':: 3.7 versus 20.9 ::':: 2.9 g, 
respectively ). 

GSH and Cysteine Detenninations 

Both cysteine and GSH levels were significantly decreased in 
the lungs from control saline-instilled GGT-deficient mice in 
comparison to the control wild-type mice (Table 1). After 72 
hours of bleomycin instillation, GSH and cysteine levels were 
significantly decreased in both wild-type and GGT-1

- mice, but 
levels reached their respective control values at 1 month after 
bleomycin treatment (Table 1). With the exception of the GSH 
levels at 72 hours after bleomycin, mutant mice always had values 
that were significantly lower than their littermates. 

Lung Histology and BAL 

Normal nontreated lungs from GGT null mice were smaller but 
did not display any differences compared with normal lungs of 

TABLE l. THIOL LEVELS IN BLEOMYCIN-TREATED ANO 
CONTROL MICE 

Treatment Cysteine GSH 

Wild type 0.055 :': 0.001 •1 1.79 :': 0.0651 .. 

ccr1- 0.030 :': 0.0051 1 .24 :': 0.055" 
Wild-type + Bleo 72 h 0.036 :!: 0.001 1 0.74 :!: 0.034 
ccr1- + Bleo 72 h 0.01 7 :': 0.002 0.616 :!: 0.030 
Wild-type + Bleo 1 mo 0.064 :!: 0.00811 1.77 :!: 0.03911 
Gcr- 1- + Bleo 1 mo 0.030 :!: 0.002 1.38 :!: 0.057 

Definition of obbreviations: GGT = -y-glutamyl transpeptidase; GSH = gluta-
thione. 

Values presented here are mean :!: SD. 
• p < 0.02 compared with ccr- 1-. 

' p < 0.0003 compared with wild-type plus bleomycin 72 hours. 
' p < 0.05 compared with ccr- 1- plus bleomycin 72 hours. 
1 p < 0.01 compared with GGT-1- plus bleomycin 72 hours. 
11 p < 0.01 compared with GGT 1 plus bleomycin 1 month. 
' p < 0.002 compared with ccr-1- . 

•• p < 0.0004 compared with wild-type plus bleomycin 72 hours. 
" p < 0.001 compared with wild-type plus bleomycin 72 hours. 

wild-type animals (Figures lA and lB). At 3 days after bleomycin 
instillation, GGT-deficient mice and wild-type mice developed 
patchy areas of inflammation throughout the lung parenchyma. 
Figures lC and lD illustrate GGT_,_ and wild-type mice early 
response to bleomycin. As shown in Table 2, the severity and 
extent of the inflammatory response to bleomycin showed no 
significant differences among GGT- 1

- and wild-type at 72 hours 
after instillation. However, the type of infiammatory cell in­
volved was different. At 3 days after instillation, the inflamma­
tory process in the wild-type mice was primarily characterized 
by accumulation of neutrophils and lymphocytes (Figure lE). 
In contrast, infiammation in GGT- 1- showed a predominance 
of lymphocytes and macrophages with few polymorphonuclear 
cells (Figures 1F and lG). Similar results were revealed by the 
cell profile analysis from BAL fluid (Table 3). GGT-deficient 
mice displayed approximately half of the total cells recovered 
in BAL compared with the wild type, but in both, a similar per­
centage of increase was observed after 72 hours and 1 month 
after bleomycin instillation. The difference in cellularity proba­
bly corre lates with the GGT-null mouse phenotype, as it also has 
been reported that they present a 50% reduction in thymus and 
spleen cellularity (20). However, although an important increase 
of lymphocytes and neutrophils was observed in the wild-type 
after 72 hours of bleomycin instillation, GG11- exhibited a note­
worthy increase of lymphocytes (approximately 40% of the total 
cells recovered) with a mild increase of neutrophils (Table 3). 
This divergence cannot be attributed to a difference in circulating 
leukocytes as similar numbers are found in GGT+1+ and GGT_,_ 
per mm3 (5,498 ::':: 1,056 versus 4,750 ::':: 688, n = 5). 

At 1 month after bleomycin exposure, the lungs of wild geno­
type mice showed mostly a mononuclear inflammation with large 
areas of fibrosis characterized by young connective tissue rich 
in fibroblasts together with more dense bands of collagen replac­
ing the lung parenchyma, as observed by Masson trichrome 
staining (Figures 2A and 2C). In contrast, bleomycin-injured 
GGT-deficient mice showed usually minimal areas oflesion and 
scarce collagen accumulation (Figures 2B and 2D). The semi­
quantitative analysis of the histologic changes revealed a signifi­
cant decrease in the extent of the lesions in GGT- 1- mice com­
pared with wild-type littermate (Table 2). Likewise, the fibrosis 
score determined multiplying the extent of the lesion by the 
percent of fibrosis was also significantly reduced in the transgenic 
mice (510 ::':: 756 versus 1,975 ::':: 817 from wild-type mice, p < 



Pardo, Ruiz, Arreola, et al.: Lung Fibrosís in GGT :- Mice 927 

Figure 1. Photomicrographs of 
tissue sections from normal 
lungs and 72 hours alter bleo­
mycin instillation. (A and 8) 
Wild genotype and GGT-null 
lungs at baseline (hematoxylin 
and eosin, original magnifica­
tion XlO). (C and f) Wild-type 
mice 72 hours alter bleomycin 
(hematoxylin and eosin, X2.5 
and x 40). (O, F, and G) GGT­
deficient mice 72 hours alter 
bleomycin (hematoxylin and 
eosin, x 2.5 and x 40). 

Figure 2. Light micrographs of 
lung sections from bleomycin­
treated mice killed at 1 month. (A 
and C) Wild-type mice. (8 and O) 
GGT-deficient mice. (A and 8) he­
matoxylin and eosin staining, 
original magnification X2.5. (C 
and O) Masson trichrome staining 
x lO. The photomicrographs are 
representative of six to eight ani­
mals from each experimental 
group and were selected to illus­
trate the extent and pattern of 
lung fibrosis. 
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T.Al\LE 2. SEMIQUANTIT fl 11VE ANAl YSIS OF THE 
MORPHOLOGIC CHANCES 

Percentage of 
Extent Severity Fibrosis 

Wild-type 72 h 35.7 :: 9.8 1.2 :: 0.4 < 5 
ccr-1- 72 h 35.0:: 10.5 1.6 :: 0.5 < 5 
Wild-type 1 mo 43.8:: 10.6• 2.5 :: 0.5 44 .4 :: 11.21 

GGT 1 1 mo 13.3 :: 13.7 1.9 :: 0.7 26.7 :: 18.5 

Definition of abbreviation: GGT = -y-glutamyl transpeptidase. 
Values presented here are mean = SD. 
• p < 0.01 compared with ccr-1- 1 month . 
' p < 0.05 compared with ccr-1- 1 month . 

Fibrosis Score 

1,975 :: 817• 
510 :: 756 

0.01 ). BAL cell profile showed no difference, with macrophages 
being most of the recovered inflammatory cells (Table 3). 

Collagen Content of Normal and Bleomycin-treated lungs 

Lung collagen accumulation was quantified by measuring hy­
droxyproline content (Figure 3). Lung hydroxyproline in non­
injured wild-type and GGT-deficient mice did not show signifi­
can! differences (8.5 ± 0.7 and 8.8 ± 0.8 µg OH-proline/mg dry 
weight). At 72 hours after bleomycin instillation, a moderate 
but significan! increase in lung hydroxyproline was noticed in 
wild-type mice when compared with nonexposed littermates 
(11.7 ± 1.3 µg OH-proline/mg dry weight, p < 0.01). In contrast, 
no changes were observed in GGT-null mice. 

At 1 month after bleomycin exposure, lung hydroxyproline 
in wild-type mice was further increased as compared with 72-hour 
or saline-exposed animals (15.1 ::':: 3.8 µg of OH-proline/mg dry 
weight; p < 0.05 versus 72 hours, and p < 0.01 versus saline, 
respectively). In contrast, GGT-deficient mice showed a mar­
ginal but not significant increase of hydroxyproline content when 
compared with 72-hour or saline-exposed animals (Figure 3). 

Zymography of lung Tissue Extracts and BAL 

To analyze gelatinases behavior, lung tissue obtained from wild­
type and GGT-1

- mice in both control animals and 72-hour 
bleomycin-treated animals was examined. A lung tissue zymo­
gram showing two represen ta ti ve samples per group is illustrated 
in Figure 4A. ProMMP-9 band was significantly increased in 
lung samples f.rom bleomycin-injured wild-type as compared 
with bleomycin-injured GGT null mice. A twofold increase was 
revealed by densitometric quantification of the surface and inten­
sity of lysis bands of zymograms derived from five different 
animals in each group. Likewise, a twofold increase of MMP-9 
active form was also observed in wild-type bleomycin-treated 
mice as compared with GGT-null mice. When samples were 
treated with aminophenylmercuric-acetate, which promotes pro­
cessing of proMMPs to lower molecular weight active forms, it 
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Figur~ 3. Effect of bleomycin instillation on lung hydroxyproline in wild­
type (GGP 1+) and GGT-deficient (GGT+ ) mice at 72 hours and 1 roonth. 
**p < 0.01 . 

becarne evident that total MMP-9 was higher in bleomycin wild­
type compared with GGT_1_ mice (data not shown). ProMMP-2 
and MMP-2 seemed to be increased in sorne bleomycin-treated 
mice mainly in wild-type animals, but no statistical significan! 
differences were found. Lower molecular weight activity bands 
that could represen! MMP-13 because they run at the same level 
of MMP-13 standard (data not shown) were also increased in 
bleomycin treated wild-type aninlals as compared with both con­
trol and bleomycin-treated GGT-null mice (Figure 4A). Ali 
bands were inhibited when the gels were incubated in the pres­
ence of 20 mM of ethylenediaminetetraacetic acid (data not 
shown). 

BAL fluid samples were also examined by gelatin zymogra­
phy (Figure 4B). ProMMP-9 was not revealed in BAL from 
control GGT+1+ and GGT-1

-. After 72 hours of bleomycin in­
jury, wild-type exhibited an importan! increase of proMMP-9 
and its lower molecular weight active form. In contrast, bleomy­
cin-treated GG11

- mice displayed a small increase of proMMP-9. 
By densitometric analysis, an approximately ninefold difference 
was quantified (p < 0.01, n = 4; Figure 4B). MMP-9 active form 
was increased in bleomycin-injured animals both wild-type and 
GGT- 1

- mice as compared with respective control subjects. 
ProMMP-2 activity was increased in both wild-type and GGT- 1

-

as compared with control BAL. 

localizatlon of MMP-9 lmmunoreactive Protein in lung Tissue 

The cellular source of MMP-9 was examined by immunohisto­
chemistry on tissue sections from wild-type and GGT-1

- control 
subjects and after 72 hours of bleomycin injury. Positive staining 
wasalways more prominent in wild-type bleomycin-injured mice, 
and a strong signa) was observed in numerous macrophages as 
well as neutrophils and bronchiolar epithelial cells (Figure 5A). 
In GGT-null bleomycin-treated lungs, MMP-9 was found pri-

TABLE 3. BRONCHOALVEOLAR LAVAGE CELL PROFILE 

Total Cells 
Experimental Groups (x101

) Macrophages 

Wild-type saline 10.4 = 1.4 9.7 = 0.56 
ccr-1- saline 5.7 :: 0.9 5.36 ± 0.1 
Wild-type bleomycin 72 h 19.7 = 6.5 10.2:: 2.3 
ccr-1- bleomycin 72 h 10.1 :: 1.4 5.18:: 3.5 
Wild-type bleomycin 1 mo 38.6 :: 8.3 35.0 :: 3.2 
ccr-1- bleomycin 1 mo 23.5 :: 3.9 20.9 = 1.6 

Definition of abbreviation: GGT = -y-glutamyl transpeptidase. 
Values presented here are mean :: SD. 

Lymphocytes Neutrophils Eosinophils 

0.7 + 0.56 o o 
0.3 = 0.14 o 0.04 :: 0.05 
4.1 = 3.9 5.3 = 2.5 o 

4.17 ± 3.1 0.67 ± 0.8 0.07 = 0.1 
3.3 ± 2.0 0.19 ± 0.3 0.07 :: 0.15 

2.51 = 1.41 o 0.07 = 0.14 
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Figure 4. ldentification of gelatinolytic activities in lung tissues (A) and 
BAL fluid (8). Supernatants from lung tissue extracts and BAL fluid de­
rived from bleomycin-instilled wild-type ( + / + ), GGT -deficient mice (-/-), 
and control animals were resolved by sodium dodecyl sulfate-polyacryl­
amide gel electrophoresis gels (8.5%) containing gelatin (1 mg/ml) 
and a final concentration of 0.3 mg/ml heparin. Zones of enzymatic 
activity appear as _clear bands over a darle background. Densitometric 
analysis of tour to frve animals in each group is shown in the graphics. 
Results are expressed as activity in arbitrary units. (A) •p < 0.01; **p < 
0.05. (8) "p < 0.001; •p < 0.05 compared with the control wild type. 
••p < 0.05 compared with · the control GGT-deficient mice. 8-TG = 
Bleomycin, GGT-deficient mice; 8-WT = Bleomycin, wild-type mice; 
CTG = control, GGT -deficient mice; CWT = control, wild-type mice. 

marily in scattered alveolar macrophages (Figure 5B). Immuno­
histochemical staining for MMP-9 was negative in normal lungs 
of both wild-type and GGT-null mice (Figure 5C). Lung tissue 
samples incubated with nonimmune sera were also negative 
(Figure 5D). 

NAC Supplementation and Response to Bleomycin 

Supplementation of cysteine intake with NAC normalizes the 
growth curve and partially reverses the phenotype of GGT_,_ 
mice (11). Likewise, NAC supplementation of GGT-deficient 
mice reverses low GSH levels (21). On the other hand, because 
it has been claimed that NAC may decrease the lung fibrotic 
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response in no · mal rodf' 'lts (22), we fed wild-· j pe and GGT­
null mice with NAC starting 2 days after bleomycin instillation. 
Thus, GGT_,_ mice received bleomycin with their GGT-null 
phenotype, and after the initial lung damage, they received NAC. 
Results of this experimentare shown in Table 4. NAC supple­
mentation increased the extent of the lesion in the GGT_,_ mice, 
but the fibrotic index was still significantly lower 1 month after 
bleomycin than the wild-type plus NAC. 

Regarding collagen content, bleomycin injury in NAC-treated 
GGT_,_ mice provoked a significant increase of Iung hydroxy­
proline as compared with control saline-treated mice (11.8 :t 1.4 
versus 8.8 :t 0.8, p < 0.01). However, lung hydroxyproline was 
still significantly lower in NAC-treated GGT_1

_ mice compared 
with NAC-treated wild type (Table 4). 

DISCUSSION 

In this study, we compared the initial infiarnmatory and late 
fibrotic responses to bleomycin in GGT-deficient mice and wild­
type littermates. Bleomycin administration to wild-type mice 
caused an initial pneumonitis that evolved to fibrosis. In contras!, 
GG11

- developed a similar early infiammatory response as mea­
sured by severity and extent but appeared to be largely protected 
from the late fibrotic effects of bleomycin. 

Interestingly, the type of infiammatory cells observed at 72 
hours after bleomycin instillation exhibited importan! differ­
ences. Thus, although in the wild-type mice there was a neutro­
philic/lymphocytic inftammatory response, GGT-deficient mice 
displayed a predominantly mononuclear cell reaction with few 
polymorphonuclear cells. The early alveolitis noticed in wild­
type mice is similar to that reported in this and other species 
where a remarkable infiltration of neutrophils characterizes the 
initial infiammatory response to bleomycin (23-25). 

A prominent finding of this work was the demonstration that 
GGT-deficient mice develop a markedly lesser fibrotic response 
than the wild-type mice after 1 month bleomycin-induced lung 
injury. Thus, lung morphology in GGT_,_ mice showed only few 
small lesions with reduced collagen staining, and lung hydroxy­
proline content was similar to GGT-deficient nontreated mice. 

An oxidant/antioxidant imbalance has been proposed as a 
pathogenic mechanism contributing to lung damage and in­
ftammation in patients with pulmonary fibrosis. In this context 
and at least theoretically, GSH deficiency might enhance bleo­
mycin-induced fibrosis, as this molecule is the most importan! 
extracellular antioxidant in the lung. In fact, there is evidence 
suggesting that an increased oxidan! burden and a deficiency of 
GSH may play a role in the pathogenesis of fibrosing alveolitis 
(2-4). Moreover, there are severa! findings supporting that GSH 
can directly affect infiammation by inhibiting the production or 
function of severa! inftammatory cytokines and chemokines, such 
as tumor necrosis factor-a, monocyte chemotactic protein-1, and 
sorne chemokine receptors (26-28). In addition, the lack of GGT 
impairs the mouse immune system affecting the immune respon­
siveness, suggesting an importan! immunoregulatory role for 
GSH (20). Likewise, the use of exogenous antioxidants attenu­
ates the severity of the fibrosis and suppressed the increases in 
lymphocyte and neutrophil counts, in bleomycin-induced lung 
injury (29). Thus, according to these studies, it would be expected 
that GGT-deficient mice, in opposite to our findings, would 
develop a more aggressive fibrosis. 

Three different mechanisms may at least partially explain this 
paradox. In part, the reduced fibrotic response of the GGT_,_ 
mice might be related to the differences noticed in the early 
infiammatory response. As mentioned, wild-type mice displayed 
a neutrophilic reaction and showed more fibrosis. It has been 
suggested that persistence of neutrophils may enhance lung fi-
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brosis to a number of injuries. Thus, in experimental lung fibrosis 
induced by silica or bleomycin, the increase of neutrophils and 
duration of tissue neutrophil activation has been correlated with 
chronic alveolitis progressing to fibrosis (30). 

Likewise, an increase of BAL neutrophils has been found in 
a number of interstitial lung diseases that result in fibrosis (31 , 
32). Furthermore, neutrophil migration and activation are usu­
ally higher in patients with more aggressive and worse prognosis 
fibrotic lung disorder (33), and increased tissue neutrophils 
loaded with MMP-9 and collagenase-2 are implicated in the 
fibrotic reaction of patients with chronic hypersensitivity pneu­
monitis (15). 

Another potential fibrogenic mechanism that may also con­
tribute to the different fibrotic response found in this study is 
related with the participation of MMPs. Particularly, an in­
creased lung expression of MMP-9 has been demonstrated in 
experimental and human pulmonary fibrosis (15, 17, 34, 35). 
Excessive MMP-9 activity may con tribute to the loss of integrity 
of the basement membranes and subsequently plays a fibrogenic 
role. Thus, in bleomycin-induced lung fibrosis , a coincidental 
increase of MMP-9 activity and disruption of the alveolar epithe­
lial basement membrane has been documented (36). On the other 
hand, cell surface-localized MMP-9 proteolytically cleaves latent 

Figure 5. localization of MMP-9 
in wild -type and GGT- 1- lung 
samples. lmmunoreactive MMP-9 
was revealed by 3,3 '-diamino­
benzidine. (A) Numerous MMP-9 
staining cells are noticed in wild­
type lung (40 X). (8) An area of 
positive stained alveolar mac­
rophages in GGT+ lung (40 x ). 
(C) Wild-type control lung. No 
reactivity was observed in nor­
mal lungs of both wild-type and 
Gcr-1-. (D) Negativecontrol sec­
tion from a GGT- 1- in which the 
primary antibody was omitted. 
Samples were counterstained 
with hematoxylin. 

transforrning growth factor-~, a prototype of profibrotic growth 
factor, providing a potentially important mechanism for trans­
forrning growth factor-~ activation and tissue remodeling (37). 

The possible role of MMP-9 in lung fibrogenesis is further 
supported by experiments performed in MMP-~eficient mice 
that develop lesser fibrotic lesions compared with MMP-9+1+ 
litterrnates when exposed to bleomycin (38). Also, transgenic 
mice overexpressing interleukin-13 develop pulmonary fibrosis 
associated with MMP-9 upregulation and transforming growth 
factor-~ activation (39). Furthermore, in BAL fluid samples from 
rapidly progressive idiopathic pulmonary fibrosis, a noteworthy 
increase of neutrophil-derived MMP-9 activity has been charac­
teristically detected ( 40). 

In this context, our findings of a different MMP-9 expression 
in both BAL and lung tissues of wild-type compared with GG'r-1

-

mice support a possible role for this enzyme. GGT-deficient 
mice displayed a lower MMP-9 expression after injury and subse­
quently a slighter fibrosis than wild type. 

Additionally, reduced lung MMP-9 activity in GGT- 1
- mice 

can be related to the lesser neutrophilic response, as these cells 
are a major source of this enzyme. In this context, it has been 
shown that inhibition of LPS-induced airway neutrophilic infil-

TABLE 4. LUNG RESPONSE TO N-ACETYLCYSTEINE ADMINISTRATION 

Bleomydn 1 Month Extent of the lesion Percentage ol Fibrosis Fibrosis Score 

Wild-type 43.8 :!: 10.6 44.4 :!: 11.2 1975±817 
GGT I 13.3 :!: 10.6 26.7 :!: 18.5 510 :!: 756 
Wild-type plus NAC 40.0 :!: 21 .6 45.0 :!: 12.9 2,000 :!: 1,397' 
GGT + plus NAC 25.0 :!: 10.0· 22 O.O :t 11 600 :!: 561 

Definition of abbreviations: GGT = "Y-91utamyl transpeptidase; NAC = N-acetytcysteine. 
Values presented here are mean :!: SD. 
• p < 0.05 compared with GGT- 1- . 

' p < O.OS compared with GGT / 1 month plus NAC. 
1 p < 0.05 compared with GGT- 1- 1 month plus NAC. 

lung Hydroxyproline 

15.1 :!: 3.8 
10.4 :!: 1.6 
13.7 :!: 0.81 

11.8 :!: 1.4' 

1 p < 0.01 compared with levels obtained in saline-treated GGT-1- (8.8 :!: 0.8, µg OH-proline/mg dry weight; see Figure 3). 
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trati.·n in the g"inea pig reduced MMn 9 activi• ;• recovered from 
inflámed guinea pig aiiways (41). 

A third mechanism to consider for explaining the lower lung 
fibrotic response in GGT_,_ mice is related to the role of this 
enzyme in cysteine homeostasis. GGT catalyzes the first step in 
the extracellular hydrolysis of GSH and plays a critica! role in 
GSH recycling. GSH is synthesized de novo from an intracellular 
pool of glutamine, glycine, and cysteine and is degraded extracel­
lularly in a two step process catalyzed by GGT anda dipeptidase. 
As a result of this -y-glutamyl cycle, GSH can be degraded and 
its constituent amino acids reused. In this contexl, in normal 
conditions the extracellular space contain an available pool of 
cysteine that is the delimiting substrate for GSH biosynthesis. 

Actually, results obtained in GGT-null mice support the no­
tion that the cleavage of GSH is a major source of circulating 
cysteine (11). Without this source of reutilization of cysteine, 
normal dietary intake is insufficient to compensate its loss as 
GSH. Supporting this point of view, we found markedly de­
creased levels of lung cysteine in GGT_, _ mice either with saline 
instillation (control subjects) or after bleomycin exposure. In 
adclition, the increase of the fibrotic lung response after NAC 
supplementation in GGT-deficient mice supports this notion. 
GGT-null mice receiving NAC augmented hydroxyproline con­
tent after bleomycin injury compared with their nontreated lit­
tennates, although continued being lower than the wild-type 
mice as the fibrotic index did. 

A lack of cysteine may ha ve a profound effect on extracellular 
matrix tumover. There is evidence demonstrating that amino 
acid deprivation markedly decreases newly synthesized type I 
collagen by human lung fibroblasts, probably by intracellular 
degradation of improperly folded molecules ( 14 ). Moreover, this 
effect was shown to be specific for collagen as fibronectin levels, 
and total protein levels were not affected. In addition, it has 
been shown that depletion of amino acids also decreases al(I) 
collagen mRNA levels and repletion of amino acids induces a 
rapid re-expression of al(l) mRNA More importantly, this ef­
fect seems to be critically dependent on cysteine but not on 
other amino acids (42). 

Cysteine deficiency may also affect cysteine-rich proteins im­
plicated in connective tissue remodeling. For example, it has been 
shown that SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine )­
null mice exhibited attenuated collagen accumulation after bleo­
mycin injury (43). SPARC is a unique matricellular gycoprotein 
that has been implicated as playing an important role in tissue 
repair (44). SPARC is coexpressed with type 1 collagen, and it 
has been associated with tissues undergoing extracellular matrix 
remodeling and fibrosis (45, 46). Likewise, decreased cysteine 
may lirnit synthesis of cysteinyl leukotrienes, which may also 
contribute to the protection from lung fibrosis, as it has been 
recently demonstrated in the leukotriene-deficient mice ( 47). 

In conclusion, our results demonstrated that GGT_,_ mice 
develop a markedly decreased fibrotic response after bleomycin 
injury. This finding was related to a lower neutrophilic alveolitis 
and MMP-9 expression, and a deficiency of lung cysteine, sug­
gesting potential mechanisms for lung structural remodeling 
after a fibrogenic insult. 
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