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Resumen

La fibrosis pulmonar idiopdtica (FPI) es una enfermedad pulmonar progresiva y
usualmente letal de etfiologia desconocida, caracterizada por la proliferacion de
fibroblastos y la remodelacion anormal de la matriz extracelular (MEC), que conlleva a
una distorsion irreversible de la arquitectura pulmonar. 23 La matriz extracelular es una
estructura dindmica que desempena un papel crucial en la arquitectura y homeostasis
pulmonar, proporcionando la mayoria del andamiaje necesario para la regulacion del
comportamiento celular. El recambio bien controlado de la matriz extracelular es
crucial en el mantenimiento de la morfostasis pulmonar. Por lo tanto, la fibrosis
pulmonar se puede conceptualizar minimamente como el resultado de la pérdida de
la regulaciéon de la sintesis y degradacion de moléculas de la matriz extracelular. 1131 Los
mecanismos moleculares detrds de esta remodelacién anormal son poco
comprendidos, pero involucra, al menos en parte, a dos familias de proteinas: las
Metaloproteasas de Matriz (MMPs) vy los Inhibidores Tisulares de Metaloproteasas de
Matriz (TIMPs). 291 Ha sido reportado que diferentes MMPs y TIMPs estdn altamente
expresados en la FPI, entre ellos la MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 vy TIMP-1. '3l Por ofro
lado es importante mencionar que uno de los modelos experimentales mds utilizado
para el estudio de la fibrosis pulmonar es el modelo de bleomicina, el cual ha sido
ampliamente caracterizado. ['7-18 E| objetivo del presente trabajo de tesis fue analizar la
expresion de MMP-7, MMP-8, MMP-14, MMP-19 y TIMP-1. Utilizando el modelo de fibrosis
pulmonar inducida por bleomicing, se estudié el curso temporal hasta un periodo de 4

meses y se explord por PCR en tiempo real la expresion de éstas enzimas.
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I. Infroduccién
1.1 Fibrosis Pulmonar Idiopdatica.

Las neumonias intersticiales idiopdticas (NIl) son un grupo de enfermedades
pulmonares intersticiales (EPI) de causa desconocida. [l La fibrosis pulmonar idiopdatica
(FPI, también llamada alveolitis fibrosante criptogénica) es la forma mdas comun de las
NIl y es la mds agresiva de todas las EPI, representa una afeccidn pulmonar crénica,
progresiva y usualmente letal. [24 No tiene predileccion por raza o etnia, y usualmente

se presenta en personas entre 50 — 70 anos de edad.

Con respecto a la secuencia de eventos patogénicos, generalmente se estd de
acuerdo en que las EPI comienzan por una lesion al epitelio que provoca el desarrollo
de una respuesta inflamatoria, que si no se resuelve adecuadamente, es seguida por la
activacioén y proliferacion de fibroblastos y finalmente por la acumulacion exagerada

de proteinas de la matriz extracelular (MEC). B

El dano al epitelio alveolar del pulmdn constituye un factor de suma importancia en el
desarrollo de esta enfermedad. El epitelio alveolar estd constituido por dos células
epiteliales distintas; cerca del 90% estd cubierto por células epiteliales tipo 1, planas y
enormemente expandidas. La geometria de estas células es ideal para el intercambio
gaseoso. El 10% restante de la superficie alveolar es cubierto por neumocitos tipo 2
cuboidales que se proyectan dentro del lumen frecuentemente ocupando un nicho en

las esquinas de 1os alveolos. [341]

Anteriormente se asumia que la inflamacién era un evento crucial que precedia el
desarrollo de la fibrosis pulmonar. Sin embargo, recientemente se ha propuesto que la
inflamacion juega un papel importante para la mayoria de las EPI pero no para la FPI,
en la cual la fibrosis parece tener un proceso patoldgico independiente de Ia
inflamacion, ya que diferentes lineas de evidencia sugieren fuertemente que la
inflamacion no es un evento patogénico importante en la FPI. La evidencia incluye la
presencia de alveolitis leve/moderada, similar tanto en la etapa temprana como en la
etapa tardia de la enfermedad, y la falta de respuesta al tratamiento con

antiinflamatorios potentes a largo plazo. 'l Ademds, algunas enfermedades humanas y
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modelos experimentales han puesto en evidencia que es posible presentar fibrosis

independientemente de la inflamacidn. 29

Esta propuesta mencionada anteriormente, asume que la FPI podria deberse a micro-
lesiones en el epitelio alveolar junto con la activacion de las células epiteliales
alveolares y una reparacién anormal del dano. Ya que durante la reparaciéon normal
de una herida de la piel, las células epiteliales se mueven rdpidamente a través de la
herida para restablecer la cubierta cutdnea. Durante el proceso posterior de
reparacion fisular, los fibroblastos se dirigen hacia el espacio de la lesidn donde se
transforman en miofibroblastos, contraen la herida vy sintetizan nueva MEC. Después de
eso, se ha propuesto que la muerte celular programada debe ocurrir para mediar el
decremento de las células mesenquimales. Finalmente, las células epidérmicas se
diferencian para restablecer la barrera de permeabilidad. De una manera similar, el
complejo proceso de la reparacion normal del pulmdn después de una lesidon requiere
de los esfuerzos en colaboracion, de diferentes linajes celulares, que deben incluir, por
una parte, la migracion, proliferacion y diferenciacion de células epiteliales y por otra
parte la transformacidon en miofibroblastos, y la apoptosis de éstos. En afecciones
fibroticas progresivas incluyendo la FPI, sin embargo, un grupo de evidencias recientes
sugiere que ocurre lo opuesto, incrementa la apoptosis de las células epiteliales y toma

lugar un decremento de la apoptosis de fibroblastos/miofibroblastos. !

Un marcado descontrol en la integridad del epitelio alveolar con la presencia de
diferentes fenotipos alterados es una caracteristica distintiva en pulmones con FPI. Estos
cambios morfolégicos también van acompanados por modificaciones en la expresion
de citoqueratinas especificas que reflejan especializaciéon funcional, diferenciaciéon y
alteraciones patoldgicas, sugiriendo que no solo las células epiteliales son alteradas en
su forma, sino que también en su estado de diferenciacion y funcion. Ademads la
disfuncién epitelial podria aumentar la diapédesis de los componentes sanguineos que
en cambio aumentan la tension superficial en el espacio alveolar, permitiendo la
aposicidn y la fusibn de las membranas basales expuestas y consecuentemente

causando el colapso alveolar vy fibrosis.
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Por lo tanto, uno de los eventos criticos en el curso de la FPI es un profundo defecto en
el desarrollo de una re-epitelizacién apropiada. La membrana basal es una estructura
compleja y juega un papel dindmico en el mantenimiento de la integridad vy
diferenciacién del epitelio alveolar y su alteraciéon es importante en la patogénesis de
la fibrosis pulmonar. Se sabe que las células epiteliales alveolares son capaces de
producir diversas moléculas de la MEC (por ejemplo: coldgena tipo IV, lamining,
fibronectina, perlecano, entactina y frombospondina; directamente relacionadas a la
formacion de su propia membrana basal). En etapas tardias de fibrosis, las membranas
basales epiteliales se encuentran frecuentemente onduladas y alteradas, y los
fibroblastos migran a través de huecos en las membranas basales epiteliales vy

continUan proliferando y produciendo MEC en los espacios alveolares. [

Una caracteristica esencial en el desarrollo de la fibrosis pulmonar es la activaciéon de
fibroblastos, que es seguida por la remodelacién anormal de la MEC vy la subsiguiente
destruccion de la arquitectura pulmonar. La proliferacién y activacion de los
fibroblastos extensamente dispersos a través del parénguima pulmonar, usualmente
preceden a la acumulacion de moléculas de la MEC en los alveolos danados, y se
considera un paso clave en la tfrasformacion de una afeccidon potencialmente
reversible en una progresiva e irreversible. Bl La proliferacién de los fibroblastos ocurre
en un intenfto por reparar los alveolos danados. ¢ Ciertamente, la cantidad de focos
de fibroblastos/miofibroblastos son considerados el principal factor de prondstico en

pacientes con FPI. B

De acuerdo con la informacién generada recientemente se propone que los
fibroblastos primero adquieren un fenotipo migratorio, después un fenotipo proliferativo,
y finalmente un fenotipo profibréotico de miofibroblasto, durante el cual, producen
abundantes cantidades de MEC, principalmente coldgenas fibrilares, provocando la
alteracion de la membrana basal y la apoptosis de las células epiteliales alveolares,
perpetuando el dano y evitando la adecuada re-epitelizacién. El resultado final es el
depdsito excesivo de matriz extracelular junto con la destruccidn de las unidades
alveolo-capilares y la formacion de “panales de abeja” (tabiques engrosados de

coldgena que rodean a los espacios aéreos limitados por el epitelio bronquial). 1]
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1.2 Matriz Extracelular (MEC).

Los tejidos no estdn formados Unicamente por células. Una buena parte de su volumen
lo constituye el espacio extracelular, el cual estd ocupado por una intrincada red

macromolecular que constituye la matriz extracelular. 7]

La MEC estd compuesta por polisacdridos y proteinas muy diversas, secretados
localmente y ensamblados en una red compleja en intfima asociacion con la superficie
celular. En el tejido conjuntivo, la matriz es mdas abundante que las células, rodedndolas
completamente y determinando las propiedades fisicas del fejido. Los tejidos
conjuntivos constituyen el esqueleto arquitecténico del cuerpo de los vertebrados,

pero su cantidad presente en los diferentes érganos varia considerablemente. I7]

Las variaciones en cuanto a la participacion relativa de los diferentes tipos de
macromoléculas de la matriz asi como los patrones de organizacién de estas
macromoléculas en la MEC dan lugar a una sorprendente diversidad de formas, cada
una de las cuales estd altamente adaptada a los requerimientos funcionales de cada
tejido en particular. En la interfase entre un epitelio y un tejido conjuntivo, la matriz
forma una Idmina basal, estructura extremadamente delgada pero que juega un

importante papel en el control del comportamiento celular. 7]

La MEC desempena un papel mucho mds activo y complejo en la regulacion del
comportamiento de las células que entran en contacto con ella, afectando a su
desarrollo, su migracién, su proliferacion, su forma y su funcién. La MEC presenta una

compleja composicidn molecular que corresponde a estas funciones. 7]

Las macromoléculas que constituyen la  matriz  exiracelular  proceden,
fundamentalmente, de una secrecidon celular de cardcter local. En la mayor parte de
los diferentes tipos de tejido conjuntivo, estas macromoléculas son secretadas

fundamentalmente por los fibroblastos. 7]
Las dos clases principales de macromoléculas que conforman la matriz son:

1) Cadenas de polisacdridos del tipo de los glucosaminoglucanos (GAG), los
cuales normalmente se hallan unidos a proteinas mediante enlaces covalentes

en forma de proteoglucanos.
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2) Proteinas fibrosas, pertenecientes a dos tipos funcionales: las de caracteristicas
fundamentalmente estructurales (por ejemplo, coldgena y elastina) y las

adhesivas (por ejemplo, fibronectina y laminina).

La MEC es una estructura dindmica que desempena un papel crucial en la
arquitectura y homeostasis pulmonar, proporcionando la mayoria del andamio
necesario para la regulacion del comportamiento celular. La MEC del parénguima
pulmonar comprende diferentes moléculas, incluyendo coldgenas (principalmente tipo
Iy lll), elastina, proteoglicanos y fibronectina. Mientras estructuras especializadas de la
MEC como las membranas basales del epitelio alveolar y del endotelio estdn
constituidas junto con ofras proteinas por lamininas, entactina, y coldgena tipo V. El
recambio bien controlado de la MEC es crucial en el mantenimiento de la morfostasis
pulmonar. Por lo tanto, la fibrosis pulmonar se puede conceptualizar minimamente
como el resultado de la pérdida de la regulacion de la sintesis y degradacion de

moléculas de la MEC. 7]
1.3 Metaloproteasas de Matriz (MMPs).

La familia de enzimas metaloproteasas de matriz (MMPs), también llamadas matrixinas,
son endopeptidasas dependientes de zinc. 89 Y gracias a la disponibilidad de la
secuencia completa del genoma humano se ha podido definir el grupo que
comprende a las MMPs producidas por las células humanas. [19 Por lo tanto, estudios
gendmicos recientes han revelado que existen 24 genes (incluyendo al gen 23 que se
encuentra duplicado), que codifican para los 23 miembros de las MMPs. 812 (Ver Tabla
1) La principal funcién de las MMPs es la degradacién de moléculas de la MEC del
tejido. No obstante, se ha constatado que el rompimiento de moléculas de la MEC o
moléculas de la superficie celular altera las interacciones célula-matriz y célula-célula,
participando ademds en la liberacidon de factores de crecimiento que estdn unidos a
la MEC, permitiendo que estos estén disponibles y puedan interactuar con sus
receptores especificos. Ademds, un nUmero de moléculas que no pertenecen a la

MEC son también, sustratos potenciales de las MMPs. 8131
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1.4 Clasificacion de las MMPs.

Antes de que se conociera la secuencia completa del genoma humano, se
acostumbraba dividir a las MMPs en: colagenasas, gelafinasas, estromelisinas,
matrilisinas, MMPs tipo membrana (MT-MMP) y otras; en base en la organizaciéon de los
dominios y especificidad al sustrato. [0 También fue adoptado un sistema de
numeracion secuencial, vagamente basado en el orden de descubrimiento de cada
MMP. & Sin embargo, recientemente se ha analizado el diseno estructural de estas
enzimas, lo que ha permitido un nuevo sistema de clasificacion basado en la estructura
de las MMPs en vez de hacerlo por su especificidad al sustrato: MMPs arquetipicas,

matrilisinas, gelatinasas y MMPs activadas en el sitio furina 19 (ver Tabla 1).
1.5 Diversidad estructural de las MMPs.

La mayoria de las MMPs consisten de un péptido senal que dirige la secrecidon de estas
enzimas fuera de la célula, un propéptido de aproximadamente 80 aminodcidos, que
mantiene a la enzima en estado de latencia; un dominio catalitico altamente
conservado de aprox. 170 aminodcidos (aa), un péptido de unién (linker) de longitud
variable (también llamada region bisagra) y un dominio hemopexina C-terminal (Hpx)
de cerca 200 aa., que contribuye en la especificidad al sustrato y con interacciones

con inhibidores enddgenos. 911121 (ver Figura 1)
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Figura 1. Diversidad de MMPs de humano. Clasificacién estructural de las MMPs basdndose en la
organizacioén de sus dominios. Figura tomada y modificada de Folgueras AR (2004). [10]

El motivo de unién a zinc HEXXHXXGXXH en el dominio catalitico, y el motivo “switch de
cisteina” PRCGXPD en el propéptido son etiquetas estructurales comunes, donde 3
histidinas coordinan en el motivo de unién a zinc y la cisteina en el propéptido
coordina al zinc catalitico. Esta coordinacion Cys-Zn2* mantiene a la pro-MMP inactiva,
previniendo la unién de una molécula de agua, esencial para la catdlisis, con el dtomo
de zinc. Por lo tanto ocurre la activacién cuando esta unidn es quimicamente

interrumpida. #1121
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El dominio catalitico también contiene una metionina conservada, formando un “Met-
furn” ocho residuos después del motivo de unidn a zinc, que mantiene la integridad del

sitio de unidn a zinc. ]

MMPs arquetipicas. Estdn organizadas prdcticamente como se menciond
anteriormente: un dominio esfructural catalitico con un sitio conservado de unién a
zinc. Incorporado en este sitio, hay un péptido senal que destina a la proteina al
reticulo endopasmdtico, un propéptido amino terminal que mantiene al zimdgeno
inactivo hasta que sea activado por protedlisis, y un dominio hemopexina carboxilo
terminal. Este diseno arquetipico de las MMPs estd presente en el subgrupo de
proteasas secretadas, compuestas por las tfres colagenasas humanas (MMP-1, MMP-8, y
MMP-13), las dos estromelisinas (MMP-3 y MMP-10), y cuatro MMPs adicionales con
caracteristicas estructurales Unicas (MMP-12, MMP-19, MMP-20, y MMP-27). 1101

Matrilisinas. Ademds de la conformacion arquetipica, las dos matrilisinas (MMP-7 y

MMP-26) carecen del dominio hemopexina. [#-10

Geldtinasas. Las dos gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) incorporan tres médulos tipo Il de

fibronectina que proporciona un dominio de unién a coldgena compacto. [10

MMPs activadas en el sitio furina. Ademds de estas MMPs secretadas, hay seis MMPs
tipo membrana (MT-MMPs) localizadas en la superficie celular a través de un dominio
transmembranal C-terminal (MT1-, MT2-, MT3-, y MT5-MMP) o ancladas por GPI
(glicosilfosfatidilinositol) (MT4- y MT6-MMP). Las MT-MMPs también tienen una insercién
adicional de residuos bdsicos entre el propéptido y el dominio catalitico, que es roto
por proteasas serina tipo furina permitiendo la activacion intracelular de las pro-
enzimas. Este sitio de ruptura tipo furina también estd presente en tfres MMPs de
secrecion (MMP-11, MMP-21 y MMP-28) que no encajan en ninguno de los subgrupos
anteriores y dos MMPs transmembranales inusuales (MMP-23A y MMP-23B), que estan
ancladas a través de un segmento N —terminal y muestran una secuencia de

aminodcidos idéntica, a pesar, de ser codificadas por 2 genes humanos distintos. [10]
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Proteasa NUmero Localizacién Sustratos de la MEC Sustratos bioactivos
de MMP cromosoémica
(humano)

MMPs Arquetipicas

Colagenasa-1; MMP-1 11922-923 Coldgenas nativas tipo: llI>1>Il, | MCP-1, MCP-3, MCP-4, Stromal cell-
VI, X; Gelatina, Agrecano, Link | derived factor (SDF), Pro-1L-1f, 1L-1-B,

colagenasa intersticial protein, Entactina, Tenascina, | IGF-BP-2, IGF-BP-3, Perlecano, Pro-TNF-
Perlecano. o, Pro-MMP-1,Pro-MMP-2, a.1-proteinase

inhibitor,  al-anfichymotrypsin,  a2-
macroglobulin.

Colagenasa-2; MMP-8 11921-922 Coldgenas nativas tipo: [>lI>lll, | MCP-1, Pro-TNF-a, L-selection, IGF-BP,
VI,  X; Gelatina, Entactina, | Pro-MMP-8, al-proteinase inhibitor, a2-

colagenasa de neutréfilo. Agrecano, Tenascina. | macroglobulina.

Colagenasa-3 MMP-13 11922.3 Coldgenas nativas tipo: lI>llI>l, | MCP-3, SDF, Pro-TNF-a, Pro-MMP-9, Pro-
VI, X; Gelatina, Entactina, | MMP-13,  al-antichymotrypsin,  a2-
Tenascing, Agrecano. | macroglobulina.

Estromelisina-1; MMP-3 11923 Agrecano, Laminina, | MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, SDF, Pro-

proteoglicanasa. Fibronectina, Regiones no en | TNF-a, L-selectina, Pro-HB-EGF, Pro-IL-1P3,
tfriple hélice de coldgena nativa | Perlecano, Decorina, Plasminogeno, E-
fipos: I, I, 1V, V, IX, X, Xl; | caderina, IGFBP-3, Pro-MMP-1, Pro-
Gelatina, Entactina, Perlecano, | MMP-3, Pro-MMP-7, Pro-MMP-8, Pro-
Decorina, Tenascina, | MMP-9,  Pro-MMP-13,  al-proteinase
Vitronectina, Fibrina/fibrinbgeno, | inhibitor, al-antichymotrypsin, a2-
Link protein, Elastina. macroglobulin.

Estromelisina-2 MMP-10 11922.3-923 Gelafina  tipo I, Il IV, V; | Pro-MMP-1, Pro-MMP-8, Pro-MMP-10.
Fibronectina, Proteoglicano.

Metaloelastasa;  elastasa  de MMP-12 11922.2-g22.3 Elastina, Fibronectina, Laminina, | Plasmindgeno, Pro-TNF-a, al-proteinase

macréfago. Proteoglicano, inhibitor.
Fibrina/fibrinogeno, (proteina
bdsica de mielina)

RASI; MMP-19 12914 Coldgena natfiva  fipo IV,

Estromelisina-4. Laminina, Fibronectina,
Tenascina, Entactina, Agrecano,
COMP, Fibrina/Fibrinbgeno.

Enamelisina MMP-20 11922.3 Amelogenina, COMP,
Agrecano.

MMP-27 11924 Sustratos no definidos
Matrilisinas
Matrilisina-1; PUMP-1. MMP-7 11921-g22 Fibronectina, Laminina, | Pro-a-defensina, Cell surface bound

Segmentos no helicoidales de
coldgenas nativas tipo IV, V, IX,
X, XI;  Gelatina, Agrecano,
Entactina, Tenascina,
Vitronectina, Fibrina/fibrindgeno.

Fas-L, Pro-TNF-a., E-caderina, P4
integrina, Plasminégeno, Decorina, Pro-
MMP-1,  Pro-MMP-2, Pro-MMP-7, Pro-
MMP-9, al-proteinase inhibitor, a2-
macroglobulin.
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Matrilisina-2; endometasa. MMP-26 11p15 Coldgena natfiva  tipo IV, | IGFBP-1,  Pro-MMP-9,  al-profeinase
Gelafina, Fibronectina, | inhibitor.
Fibrina/Fibrinogeno.

Geldatinasas

Gelatfinasa A; gelatinasa de | MMP-2 16913 Colagenas desnaturalizadas | SDF, MCP-3, Pro-TGF-B1, Pro-TNF-a, Pro-

72-kDa; colagenasa fipo IV de (gelatina), Coldgenas nativas | IL-1p, IGFBP-3, IGFBP-5, FGFR-1, Big

72-kDa. fipo: I, IV, V, VI, X, XI; Elastina, | endothelin-1, Pregnancy zone protein,
Fibronectina, Laminina-5, | Sustancia P, Decorina, IGBP, Galectin-3,
Agrecano, Brevican, Neurocan, | Pro-MMP-1, Pro-MMP-2, Pro-MMP-13, a.1-
BM-40, Decorina, Vitronectina. | proteinase inhibitor, a2-macroglobulina.

Gelatinasa B; gelatinasa de 92- | MMP-9 20911.2-913.1 Coladgenas desnaturalizadas | SDF, Pro-IL-8, CTAP-IlI/NAP-2, GROa., PF-

kDa. (gelatina), Coldgenas nativas | 4, Pro-TNF-a, Pro-TGF-B1, Pro-IL-1B, Cell-
fipo: I, IV, V, VI, X, XI; Elastina, | surface IL-2Ra, FGF-R1, Plasmindgeno,
Fibronectina, Laminina, | Galectin-3, Pro-MMP-2, Pro-MMP-9, Pro-
Agrecano, Link protein, | MMP-13, al-proteinase inhibitor, o2-
Vitronectina. macroglobulina.

MMPs activables en furina

Estromelisina-3 MMP-11 22g11.2 Fibronectina, Laminina, | IGFBP-1, al-proteinase inhibitor, a2-
Agrecano. macroglobulina.

- MMP-21 Sustratos no definidos

Epilisina MMP-28 17g11.2 Sustratos no definidos

MT1-MMP MMP-14 14g11-g12 Coldgenas nativas fipo: I, I, lll; | MCP-3, SDF, Cell-surface CD44, Cell-
Gelating, Fibronectina, | surface tissue transglutaminase (tTG),
Vitronectina, Agrecano. | Pro-TNF-a, Pro-MMP-2, Pro-MMP-13, al-

proteinase inhibitor, a2-macroglobulina.
MT2-MMP MMP-15 16q13-g21 Proteoglicano. Pro-MMP-2, Cell-surface bound {T1G,
Pro-TNF-a.

MT3-MMP MMP-16 8921 Coldgena  nativa  tipo I, | Pro-MMP-2, Cell-surface bound {T1G,
Fibronectina. Pro-TNF-a.

MT5-MMP MMP-24 20911.2 Fibronectina, Proteoglicanos, | Pro-MMP-2
Gelatina.

MT4-MMP MMP-17 12924.3 Gelating, Fibrina/fibrindgeno. Pro-MMP-2, Pro-TNF-a..

MT6-MMP; leucolisina. MMP-25 16p13.3 Coldgena nativa  tipo IV, | Pro-MMP-2, Pro-MMP-9, al-proteinase
Gelafting, Fibronectina, | inhibitor.
Proteoglicanos (DSPG, CSPG),
Laminina-1,  Fibrina/fibrindgeno.

CA-MMP MMP-23 1p36.3 Gelatina
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1.6 Regulacion de las Metaloproteasas de Matriz.

A pesar de la complejidad de la regulaciéon de las MMPs, se pueden reconocer tres
niveles principales de contfrol enddgeno: transcripcion génica, activacion de la pro-
enzima, e inhibicidn de la actividad enzimdtica. Algunos mecanismos adicionales por
los que la actividad de las MMPs es controlada involucra la regulaciéon de la estabilidad
del RNAm, la eficiencia traduccional, compartimentalizacion, secrecion de la enzima,
reclutamiento en la superficie celular, sustratos blanco, endocitosis y degradacion
intfracelular, y rasurado de la superficie celular o shedding en el caso de las MT-MMPs.
38 Colectivamente, estos mecanismos deben confinar la actividad de las MMPs a
aquellos sitios donde es necesaria bioldgicamente. En general, los niveles de expresion
de las MMPs en los tejidos humanos de adulto, son usualmente bajos, en estado
fisioldgico, y con algunas excepciones, su produccidon y actividad son mantenidas a
niveles indetectables virtualmente. En cambio, su expresidon se eleva cuando existe un
reto para el sistema, como la curaciéon de heridas, reparacidon o procesos de
remodelaciéon en tejidos enfermos, e incluso en varios tipos celulares crecidos en

cultivos. [10.13]
1.6.1 Regulacién transcripcional.

La expresion de las MMPs, es especifica para los distintos tipos de células y tejidos, varia
tanto espacialmente como temporalmente y es compleja; hay diversos mecanismos
por los que las células regulan la expresion de las MMPs. Su expresion puede ser
inducida por varias senales, como citocinas y factores de crecimiento incluyendo
interleucinas e interferones, factor de crecimiento transformante-p (TGF-B), factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), diversos
factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs), factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
necrosis fumoral-a (TNF-a), efc. Ademds, la expresion de varias MMPs puede ser
regulada por senales derivadas de integrinas, proteinas de la MEC, estrés fisico, y

cambios en la morfologia celular. [ 10.13]

Muchos de los promotores de las MMPs son similares y de hecho, comparten diversos

elementos cis. La mayoria de los promotores de las MMPs tienen una caja TATA
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aproximadamente a -30 pb (relativo al sitio de inicio de la transcripcién) y un sitio de

unién a AP-l aproximadamente a -70 pb. 14
1.6.2 Activacion de la pro-enzima.

Las MMPs son sintetizadas como zimdgenos, y su estado de latencia es mantenido por
el grupo sulfhidrilo (SH) no acoplado de la cisteina cerca del carboxilo terminal del
dominio propéptido. Por lo tanto, la activacion de las pro-MMPs representa otro paso
en la regulaciéon de la actividad de las MMPs. A pesar de que la mayoria de las MMPs
son secretadas como zimégenos latentes, existen varias excepciones que contienen un
motivo tfipo furina entre el propéptido y el dominio catalitico y por consiguiente pueden
ser activadas directamente dentro de la célula por miembros de la familia de

convertasas de pro-proteinas tipo furina. -11. 131

La activacion extracelular de la mayoria de las MMPs es regulada por cascadas
proteoliticas y pueden ser iniciadas por otras MMPs ya activadas, o por diferentes
proteasas de serina que pueden romper uniones peptidicas dentro de los pro-dominios
de las MMPs. Frecuentemente, la activaciéon de las MMPs se lleva a cabo en el espacio
pericelular inmediato, en sitios de alta afinidad por los precursores enzimdticos
respectivos, como se ha visto para la activacion de pro-MMP-2 por las enzimas
metaloproteasas de maitriz fransmembranales tipo I. La activacion de pro-MMP-2 por la
MT1-MMP ha sido ampliamente documentada e involucra la formacién de complejos
de tres elementos consistiendo de MT1-MMP, TIMP-2, y pro-MMP-2 en una serie de

eventos altamente organizados en la superficie celular. [10.13]

Por otro lado, se ha propuesto que aunque la activaciéon in vitro de todas las MMPs
conocidas es llevada a cabo por procesamiento proteolitico del propéptido, otros

mecanismos también pueden participar. 16, 13]
1.6.3 Inhibidores endégenos.

La actividad de las MMPs también puede ser controlada por diferentes inhibidores
enddgenos. Algunos de ellos son inhibidores de proteasas generales como a2-
macroglobulina, que principalmente bloquea la actividad de las MMPs en el plasma y

en fluidos tisulares, mientras que otros inhibidores como los TIMPs (Inhibidores Tisulares de
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Metaloproteasas de Matriz) son mas especificos. Cuatro TIMPs han sido identificados en
vertebrados, TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-4 son proteinas de secrecion, mientras TIMP-3 estd
anclado a la MEC. Ademds de la accidn inhibitoria de los TIMPs, la funcion de las MMPs
también puede ser blogueada por diferentes proteinas recientemente descritas.
Algunas de ellas contienen secuencias con una cierta similitud al dominio N-terminal de
los TIMPs. Tomando en conjunto, todas estas observaciones, se refleja la diversidad de
inhibidores enddgenos de las MMPs y la complejidad que puede ser derivada de sus

actividades en condiciones fisiolégicas y patoldgicas, incluyendo la fibrosis. 1910 13]
1.7 MMPs y Fibrosis Pulmonar.

Durante mucho tiempo se ha aceptado que las MMPs juegan un papel importante en
la patogénesis de la fibrosis pulmonar, pero los mecanismos exactos no estdn bien
definidos. Existen diferentes procesos interrelacionados como: la remodelacion de la
MEC, la alteracién de la membrana basal, apoptosis de las células epiteliales,
migraciéon celular y angiogénesis; en los que las MMPs juegan un papel central, ya sea
rompiendo directamente componentes de la MEC o generando mediadores
bioactivos. Sin embargo, son tantos los sustratos de las MMPs que significativamente
han ampliado y complicado nuestro entendimiento sobre los mecanismos reales que
subyacen en su influencia como ejecutoras proteoliticas y reguladoras en la

patogénesis de la fibrosis pulmonar. [13]
1.7.1 MMP-7 en FPI.

El andilisis de la expresion génica por microarreglos en la FPI, ha mostrado que algunas
MMPs se encuentran entre las moléculas mds expresadas. Entre ellas la MMP-7 que es
codificada por uno de los genes mds distintivos entre pulmones fibréticos y normales. La
MMP-7 presenta una alta afinidad por la heparina y es capaz de degradar y procesar
diferentes sustratos de la MEC, asi como sustratos bioactivos. La proteina es expresada
principalmente por el epitelio anormal en pulmones con FPI y la forma activa de la
enzima se observa en extractos de pulmones fibrdticos. Recientemente, se ha visto que
la MMP-7 colocaliza con la osteopontina en células epiteliales alveolares de pulmones
con FPl. Algunos modelos han identificado una interaccion estadisticamente

significativa entre la osteopontina y la MMP-7, sugiriendo que las dos moléculas
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interactUan para afectar el fenotipo de la FPI. Este hallazgo es interesante, debido a
que el gen que codifica para la osteopontina es uno de los genes altamente
expresados en pulmones de pacientes con FPI, y ésta citocina multifuncional regula
diferentes funciones biolégicas, incluyendo la adhesion celular, quimiotaxis, vy
senalizacién, asi como procesos de reparacion tisular. Ademds, parece ser que existe

un mecanismo de retroalimentacion positiva entre la osteopontina y la MMP-7. 113.19]

Ratones knockout de la MMP-7 son normales en apariencia y es notable que
desarrollan una fibrosis pulmonar atenuada en respuesta a la bleomicina. Diversos
estudios han sugerido que la MMP-7 desempena un papel fisioldgico en la re-

epitelizacion, apoptosis, inflamacién, e inmunidad innata, entre otros. [20]
1.7.2 MMP-1 en FPI.

La expresidon de la MMP-1 es bagja en la mayoria de las células normales bajo
condiciones fisioldgicas y como otras MMPs, la MMP-1 no se detecta in vivo en un
pulmén normal. Estudios del comportamiento transcripcional de genes derivados de
células pulmonares durante FPl y de la expresion morfolégica local de la proteina han
mostrado invariablemente una alta expresion de la MMP-1. Este hallazgo en la FPI en
cierta forma es confradictorio ya que la principal caracteristica de una afeccidon
fiorotica es el depdsito exagerado de coldgenas fibrilares, que son el principal sustrato
de esta enzima. Sin embargo, esta contradiccion puede ser resuelta considerando que
la MMP-1 estd localizada principalmente en células epiteliales alveolares reactivas y en
células epiteliales bronquiolares delineando los espacios de panal de abeja, y estd
virtualmente ausente del compartimento intersticial donde la coldgena se acumula. Es
inferesente senalar que el factor de crecimiento transformante R1 (TGF-R1) vy la
osteopontina han mostrado efectos similares en fibroblastos, inhibiendo la transcripcion
de la MMP-1 y aumentando la expresion de la coldgena tipo |, y de TIMP-1. El papel de
la MMP-1 en el epitelio pulmonar en el presente se desconoce. Esta enzima parece
desarrollar un papel fundamental en la morfogénesis epitelial, que depende del
movimiento especifico de las células epiteliales. Como la MMP-1 no tiene un ortélogo
preciso en la rata o ratdn adulto, el posible papel patoldgico de esta enzima no ha

podido ser explorado en modelos experimentales. [13.17]
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1.7.3 MMP-2 y MMP-9 en FPI.

Las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) son el subgrupo de MMPs mas estudiado en las EPI del
humano y en modelos experimentales de fibrosis pulmonar. Ambas gelatinasas
contienen repeticiones de fibronectina tipo Il dentro del dominio catalitico permitiendo

una gran afinidad de unién a gelatina y elastina. 1319

La MMP-2 (gelatinasa A) degrada un amplio rango de sustratos de MEC vy sustratos que
no pertenecen a la matriz. Es efectiva principalmente contra coldgena tipo IV y otros
componentes de la membrana basal, aunque presenta una débil habilidad para
degradar coldgenas del estroma. Es relevante senalar que andlisis por microarreglos
reveld que se encuentra altamente expresada en tejidos con FPl y la MMP-2 se
encuentra usualmente aumentada en fluido de lavado bronquioalveolar. Ademds, se
ha reportado que la MMP-2 esta sobre-expresada en modelos experimentales de
fibrosis pulmonar. 131 Los principales activadores fisioldgicos de la pro-MMP-2 son
miembros de la familia de metaloproteasas de matriz tipo membrana. La MTT-MMP se
une con TIMP-2 y con pro-MMP-2 formando un complejo trimolecular. En FPI, se
encontré que la MMP-2 se localiza en células epiteliales bonquiolares basales, en
células epiteliales alveolares y en focos de fibroblastos. Interesantemente, algunos
activadores de pro-MMP-2 (MT1-, MT2-, MT3-, y MT5-MMP) se observaron en las mismas
localizaciones que MMP-2. Por consiguiente, la forma activa de la MMP-2 usualmente
se encuentra en fluidos de lavados bronquioalveolares de pacientes con FPl y podria

ser afribuida a la accidn de estas enzimas. 131

La MMP-2 (y la MMP-9) pueden provocar el descontrol de las membranas basales, que
parece ser un evento importante en la patogénesis de la FPl ya que aumenta la
invasion de fibroblastos dentro de los espacios alveolares. Ademds, el descontrol de la
membrana basal puede contribuir en la falla de una reparaciéon ordenada del dano a
células epiteliales alveolares tipo |, afectando la re-epitelizacion normal, y ademds,
puede tener un papel adicional deletéreo induciendo la apoptosis epitelial. De hecho,
la integridad de la membrana basal es requerida para detener la muerte celular

programada de células epiteliales. 1131
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La MMP-9 también llamada gelatinasa B, contiene adicionalmente un dominio tipo
coldgena fipo V que estd altamente glicosilado, y se ha sugerido que tiene un efecto
sobre la especificidad al sustrato. Se ha mostrado que la expresion génica de la MMP-9
y de la proteina estdn elevadas en pulmones y en fluidos de lavado bronquioalveolar
de pacientes con FPIl. La enzima ha sido localizada en células epiteliales, neutréfilos y
macrofagos con cierta fincidn en fibroblastos subepiteliales. Interesantemente se ha
asociado un incremento en la forma activa en lavado bronquioalveolar a un fenotipo
clinico acelerado. 40 Del mismo modo, se ha reportado en fibrosis pulmonar inducida
por bleomicina, un aumento de la actividad de la gelatinasa B y un frastorno de la
membrana basal del epitelio alveolar. '3 También se ha demostrado que ratones
transgénicos que sobre-expresan la MMP-9 por macréfagos alveolares desarrollan una
reaccion fibrética pulmonar menos intensa después de ser instilados con bleomicina. 211
A pesar del papel fundamental de la MMP-92 en la fibrosis pulmonar, los ratones que
carecen de MMP-9 desarrollan una fibrosis similar a la de los ratones wild-type después
de la instilacion con bleomicina. Sin embargo, los pulmones de ratones knockout de la
gelatinasa B han mostrado una minima bronquiolizacién alveolar, sugiriendo que la
gelafinasa B facilita la migracion de las células de Clara y de ofras células

bronquiolares dentro de regiones de dano alveolar. [13.19]
1.7.4 TIMP-1 en FPI

TIMP-1 es una proteina de 29 kDa sintetizada por queratinocitos, fibroblastos, células de
musculo liso y células endoteliales. Es capaz de inhibir la actividad de la mayoria de las
MMPs, aunque se sabe que prefiere a la MMP-1, y no inhibe significativamente a MT1-
MMP ni a MMP-19. 44 TIMP-1 es una molécula multifuncional que tiene el potencial para
modificar un niUmero de actividades celulares, ademds de su habilidad para modular
el recambio de MEC. Se ha demostrado que TIMP-1 estimula la proliferacion de
fibroblastos en cultivo e induce la secrecion de colagenasas en fibroblastos en cultivo.

También, se ha mostrado que TIMP-1 modula la inflamacién aguda in vivo. [3¢]

En pacientes con FPI, TIMP-1 usualmente se ha localizado en células intersticiales
aisladas, principalmente en macréfagos, y en fibroblastos. Este inhibidor fue observado

en dreas de densa cicatrizacion fisular, mientras que en pulmones control no se
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encontrd senal para TIMP-1. B71 También, mediante el andlisis por microarreglos se ha
observado que TIMP-1 se encuentra altamente expresado durante la FPI. 22
Tedricamente, la sobre-expresion de TIMPs favorece la acumulacion local de MEC,
debido a que son los inhibidores naturales de las MMPs, en realidad, modelos
experimentales de fibrosis pulmonar muestran que en etapas tempranas, TIMP-1 se

encuentra sobre-expresado y estd asociado con la respuesta fibrotica. 43
1.8 Modelo de Bleomicina para el Estudio de la Fibrosis Pulmonar.

Mucho de lo que actualmente conocemos sobre la patogénesis de la fibrosis pulmonar
proviene de estudios realizados en animales. Los métodos convencionales para inducir
fibrosis pulmonar experimental incluyen la instilacion directa de un agente fibrogénico
a través de la trdquea o la exposicidn a radiaciéon tordcica en un animal susceptible.
La instilacién intratraqueal de bleomicina es actualmente el modelo mds popular para
el estudio in vivo de la fibrosis pulmonar y el ratén (Mus musculus) es la especie mds

utilizada. (171

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la mayoria, si no es que todos los
modelos con animales experimentales para el estudio de la fibrosis, representan una
fibrosis pulmonar caracterizada por inflamacién y no desarrollan el patrdn tipico

progresivo y destructivo que caracteriza a la FPI. 1131

El modelo de FP inducida por bleomicina ha sido caracterizado por tener dos etapas
histopatoldgicas bien definidas: la inflamacién caracterizada por infiltracion de células
inflamatorias que ocurre entre los dias 3 y 7 post-instilacion y la fibrosis caracterizada
por la formacidn de cicatrices y el depdsito de fibras de coldgena que ocurre durante
los dias 21 y 28. 118!

La mayoria de los trabajos que han utilizado el modelo de bleomicina ha estudiado los
cambios morfolégicos hasta un periodo de 21-28 dias. Sin embargo, recientemente
Cabrera S. et al 2007, utilizaron un curso temporal post-instilacion hasta 4 meses.
Confirmando los estudios previos, observd que hay un incremento significativo de
hidroxiprolina (utilizada como indicador del depdsito de coldgenas fibrilares) en el
pulmén de ratones fratados con bleomicina después de 1 mes post-instilacion.

Interesantemente, observd que la FP es progresiva hasta los 2 meses, encontrando |os
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niveles mds altos de hidroxiprolina durante este periodo. Después de un periodo de 3y
4 meses, observdé que ocurre una disminucion significativa en los niveles de
hidroxiprolina pulmonar, sugiriendo la posible reabsorciéon de la MEC. Estos datos fueron
apoyados por el andlisis histopatoldgico. 211 (Ver Figuras 2 y 3) Como se menciond
previomente, la familia de MMPs y TIMPs participan en el metabolismo de la MEC y por
lo tanto estdn involucradas en la FPI.  Existen diversos estudios que han explorado el
papel de las MMPs durante la fibrosis en humanos y en modelos experimentales. En el

modelo de bleomicing, sin embargo, no se ha explorado su expresion hasta 4 meses.

Figura 2. Microfotografia de cortes pulmonares de ratones wildtype. El panel A ilustra el corte
pulmonar de un ratén control wildtype (H-E, 10X). El panel B muestra el corte pulmonar de un
raton wildtype de 8 semanas después de haber sido instilado con bleomicina (H-E, 10X). El panel
C ilustra el corte pulmonar de un ratdn de 8 semanas wildtype, después de haber sido instilado
con bleomicina (Masson, 40X). Figura tomada de Cabrera S, et al. 2007. [21]
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Figura 3. Eiemplo del efecto de la instilacién de bleomicina en la hidroxiprolina del pulmdén de
ratones wildtype. Los niveles de hidroxiprolina aumentan al mes y es progresivo a dos meses, los
niveles de hidroxiprolina disminuyen a los 3 y 4 meses post-bleomicina. Figura tomada de
Cabrera S, et al. 2007. [21]
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Il Objetivo General

Analizar la expresion de MMP-7, MMP-8, MMP-14 (MT1-MMP), MMP-19 y TIMP-1 a nivel de
RNAmM en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en ratén (Mus

musculus) durante el curso temporal (0-16 semanas).
2.1 Objetivos Particulares
e Purificar RNA total de pulmdn de animales control y tfratados con bleomicina.
e Sintetizar cDNA a partir del RNA total.
e Amplificar por PCR la MMP-7, MMP-8, MMP-14, MMP-19, TIMP-1 y 18S rRNA.
e Purificar los productos para disenar curvas estandar.

e Cuantificar los niveles de RNAM de MMP-7, MMP-8, MMP-14, MMP-19 y TIMP-1

por PCR en fiempo real.
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lll. Metodologia.
3.1 Poblacion de Estudio.

Ratones (cepa C57BL/6) de 8 semanas fueron fratados con solucidén salina o
bleomicina (0.13 U/10g) y sacrificados en diferentes periodos de tiempo (7 dias, 1 mes,
2 meses, 3 meses y 4 meses). El pulmdn de estos ratones fue extraido. El pulmdn
izquierdo fue utilizado para la cuantificacién de hidroxiprolina, mientras que el pulmon
derecho fue utilizado para histologia (Cabrera S, et al 2007) y para la extraccion de
RNA total.

Cepa C57BL/6
< 0.13U/10g
Bleomicina
Sol.salina
| | | | | | >
[ I I I I
0 7d 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem

1 mes 2 meses 3 meses 4 meses

3.2 Extraccion de RNA.

Para llevar a cabo la extraccién de RNA se utilizd el reactivo Trizol (Invitrogen), el

procedimiento que se realizd fue el siguiente:

1. Homogenizacion.

Se homogenizaron de 50 a 100 mg de pulmdn en un 1ml del reactivo Trizol, utilizando un

homogenizador (Polytron).
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2. Fase de Separacion.

Se incubaron las muestras homogenizadas durante 5 minutos a temperatura ambiente
para permitir la disociacion completa de los complejos nucleoproteicos. Se adiciond
0.2 ml de cloroformo por cada 1 ml del reactivo Trizol. Se agitaron los tubos
vigorosamente por 15 segundos y se incubaron a temperatura ambiente de 2 a 3
minutos. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C.
La centrifugacion separd la mezcla en una fase inferior de color rojo (fenol-cloroformo),
en una interfase (proteinas), y en una fase acuosa superior. EI RNA queda

exclusivamente en la fase acuosa.

3. Precipitacion del RNA.

Se transfirid la fase acuosa a un tubo nuevo. Se precipitd el RNA de la fase acuosa
mezcldndolo con alcohol isopropilico. Se usaron 0.5 ml de alcohol isopropilico por cada
1 ml de reactivo Trizol utilizado en la homogenizacién inicial. Se incubaron las muestras
a temperatura ambiente por 10 minutos y se centrifugaron a 12,000 x g por 10 minutos a
4°C. El RNA precipitado frecuentemente es invisible antes de la centrifugaciéon. Después

de la centrifugacion, el RNA formd un pellet tipo gel en la parte inferior del tubo.

4. Lavado del RNA.

Se retird el sobrenadante. Se lavd una vez el pellet de RNA, con 1 ml de etanol al 75%,
por cada 1 ml de reactivo Trizol utilizado en la homogenizacidn inicial. Las muestras se

centrifugaron a 7,500 x g durante 5 minutos de 4°C.

5. Recuperacién del RNA.

Al final del procedimiento se dejé secar el pellet de RNA (al aire libre durante 10

minutos). Finalmente el RNA se disolvid en agua libre de RNasas.
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3.3 Sintesis de cDNA por transcripcion inversa (RT-PCR)

1. El RNA aqislado fue cuantificado en un espectrofotédmetro (nano-drop). En un
tubo estéril, se adiciond la cantidad correspondiente a 1ug de RNA junto con

agua tratada con DEPC, de tal manera que el volumen total fuera 8ul.

2. ElI RNA se tratd con 1yl de DNasa (Invitrogen, 1U/1yl), junto con 1ul de Buffer de
DNasa 10X. La mezcla se dejo incubar a temperatura ambiente durante 15

minutos.

3. Se agregd 1yl de EDTA 25mM para inhibir la actividad de la DNasa y se dejbé

incubando a 65°C por 10 minutos.

4. Se adiciond a la mezcla Tyl de hexdmeros al azar (random hexamer primer), y se
incubd a 70°C durante 2 minutos. Después el tubo se pasd rdpidamente al hielo

antes de comenzar con el siguiente paso.

5. Se anadié la siguiente mezcla de acuerdo a los voluUmenes indicados en la

tabla:
Reactivo Volumen
Buffer de reaccion 5X 4.0 ul
Mezcla de dNTP’s (10mM cada uno) 1.0 pl
Inhibidor de RNasa 0.5 ul
Transcriptasa Reversa 1.0 ul
H2O DEPC 1.5yl

6. Se mezcld porinversion y se centrifugd en la microcentrifuga.

7. Se incubd a 42°C durante 1 hora, seguido por una incubacion a 94°C por 5

minutos.



Pagina | 24
3.4 PCR

1. Se hizo una PCR para amplificar los productos de MMP-7, -8, -13, -14, 19, TIMP-1 y
18s rRNA, utilizando sondas TagMan especificas para cada mensajero (Applied

Biosystems) (ver tabla 2). La mezcla de reactivos que se ocupo fue la siguiente:

Reactivo Volumen
MgCl2 50mM 0.6 ul
PCR 10X Buffer 1.5yl
dNTP's 2mM 1.0 pl
Sonda TagMan 20X 0.5 ul
DNA polimerasa 0.15 ul
H20 7.25
cDNA 4.0 ul
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
94°C| 924°C 60°C | 4°C
2 |15 v o0
40X

2. Se prepararon geles de agarosa al 1.5% para verificar que los tamanos de los

productos de la PCR coincidieran con lo esperado (ver tabla 2).

Tabla 2. Sondas TagMan utilizadas en la PCR.

Sonda TagMan MMP Tamano
MmO1168387_m]1 MMP-8 8% pb
MmO00675904_g1 MMP-14 (MT1-MMP) 61 pb
MmO01159954 g1 MMP-19 71 pb
MmO1168420_m]1 MMP-7 78 pb
MmO01341359_gl TIMP-1 86 pb

18 rRNA-FAM 187 pb
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3.5 Purificacion de los productos de la PCR de los geles de agarosa (gene-clean).

Se exirajo la banda de DNA del gel de agarosa con un bisturi estéril. Se traté de
minimizar el tamano del gel quitando el exceso de agarosa. Se utilizé un tubo de 1.5 ml
para procesar 250 mg de agarosa. Se utilizd el Kit QIAEX (Chemicon); este kit esta

basado en la interaccién del DNA con una resina de carga positiva.

Se siguieron las siguientes instrucciones:

1) La agarosa se mezcld con la resina (30ul de QIAEX 1) y con 300ul de QIAEX | y se
incubd a 50°C durante 10 minutos para solubilizar la agarosa y unir el DNA a la

resing.

2) Se centrifugd la muestra por 30 segundos y cuidadosamente se quitd el

sobrenadante con una pipeta.

3) Se lavo el pellet con 500ul de Buffer QX1. Se centrifugd la muestra por 30 segundos y
se retird todo rastro de sobrenadante con una pipeta. Este paso de lavado quitd

contaminantes de agarosa residuales.

4) Se lavé el pellet dos veces con 500ul del Buffer PE (que contiene etanol). Se
resuspendio el pellet mezclandolo. Se centrifugd la muestra por 30 segundos vy
cuidadosamente se retird todo rastro de sobrenadante con una pipeta. Estos pasos de

lavado quitaron contaminantes de sales residuales.

5) Se dejoé secar el pellet al aire libre.

6) Para eluir el DNA, se adicionaron 20ul de agua y se mezcld con el pellet y se

incubo por 5 minutos a temperatura ambiente.
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7) Se centrifugd la muestra durante 30 segundos. Cuidadosamente se transfirié el

sobrenadante a un tubo nuevo. El sobrenadante contiene el DNA purificado.

8) Se repitieron los pasos del 6 al 7 y se combinaron los eluidos. Este segundo paso

de elucion fue para incrementar el rendimiento un 10-15%.

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En el primer carril (de izquierda a derecha) se
muestra el marcador de peso molecular (50 pb), y en los siguientes carriles se muestra el
producto obtenido de 78 pb (MMP-7). Las bandas correspondientes al producto de la PCR
fueron cortadas y purificadas como se menciond anteriormente. Se procedié de la misma
forma para los productos de la MMP-8, -13, -14, -19, TIMP-1 y 18s rRNA.

3.6 Elaboracion de Curvas Estandar para la cuantificacion de la expresion génica por
RT-PCR Cuantitativo (q-PCR).

Se cuantificaron los productos especificos de cada gen blanco que se obtuvo por

gene-clean en un espectrofotémetro (nanodrop) (ver tabla 3).
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Tabla 3. Cuantificacion de los productos obtenidos por gene-clean y nOmero de copias
de cada producto.

Gen Tamano del [1 del producto No. de copias/pl
producto
TIMP-1 86 pb 12.9 ng/ul 1.3686 X 10™!
MMP-8 89 pb 14.1 ng/ul 1.44552 X 10"
MT1-MMP (MMP-14) 61 pb 17.1 ng/ul 2.55778 X 10"
MMP-19 71 pb 16.0 ng/ul 2.05616 X 10"
MMP-7 78 pb 17.4 ng/ul 2.03542 X 10"
185 rRNA 187 pb 47.6 ng/ul 2.32254 X 10"

Se calculé el nUmero de copias del producto/ul utilizando el procedimiento que a

continuacioén se describe:

teniendo en cuenta que el peso molecular de un par de bases es igual a 660 Daltones,
y que cada mol contiene 6.022 X 102 moléculas, se utilizé la siguiente formula para

calcular la estimacién del niUmero copias presentes:
copias/ng = (n X MW)/NA X 1 X 107)

donde:

n = tamano del producto en pares de bases.

MW = peso molecular, 660 Da por cada par de bases.

NA = nUmero de Avogadro 6.022 X 1023

Se aqjustd el nimero de copias de cada producto a 1 X 10" copias y se hicieron

diluciones seriales 1:10 para obtener una curva estandar (1 X 10'10-1 X 107).
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Figura 6. Ejemplo de la curva estdndar de MMP-7 para ayudarnos a determinar el ciclo en el
que la fluorescencia alcanzé el ciclo umbral (Cr).

Las curvas de amplificacion fueron graficadas por el programa para ayudarnos a
determinar el ciclo al que la fluorescencia alcanzé un nivel de umbral (Ci). Se
determind el Cr de cada punto de la curva estdndar. Este valor de Cr es inversamente
proporcional a la canfidad de gen blanco en la muestra original. Ufilizamos la
cuantificacioén relativa y para esto utilizamos el gen constitutivo 18s rRNA (el cual se
espera que no cambie durante las condiciones experimentales por o que sirve como

un estdndar enddégeno conveniente).

3.7 Fundamentos tedricos de la cuantificacion por PCR en tiempo real utilizando sondas

TagMan.
Las sondas TagMan MGB (minor groove binder) contienen:

e Un fluorocromo o reporter (6-FAM) unido al extremo 5’ de la sonda.

e Un MGB (enlazante al surco menor). Los MGB’s incrementan la temperatura de
fusion (Tm) sin aumentar la longitud de la sonda; también permiten el diseho de
sondas pequenas.

e Un quencher (NFQ) en el extremo 3’ de la sonda.

La reaccion PCR explota la actividad 5’ nucleasa del sistema de la DNA polimerasa
para parfir a la sonda TagMan durante |la PCR. La sonda TagMan confiene un
fluorocromo unido en el extremo 5’ é reporter y ofro unido en el extremo 3’ 6 quencher.

Durante la reaccion, el rompimiento de la sonda separa el reporter y al quencher. Esta
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separacién provoca un aumento en la fluorescencia del reporter. La acumulaciéon de
los productos de la PCR son detectados directamente por el monitoreo del incremento

de la fluorescencia del reporter.

Polymerization R = Reporter
Foward {ﬁ\ @ Q = Quencher
5 Primer —"'J\ Probe g
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Figura 7. Actividad nucleasa 5'-3’ del sistema de la DNA polimerasa. (Figura tomada de TagMan
Gene Expression Assays Protocol).

Cuando la sonda estd intacta, la proximidad del reporter y el quencher provoca la
supresion de la fluorescencia del reporter, principalmente por la energia de
transferencia tipo Férster. Durante la PCR, si la secuencia de inferés estd presente, la

sonda especificamente hibrida entre los sitios de los primers sentido y antisentido.

La actividad nucleolitica 5’-3" del sistema de la DNA polimerasa rompe la sonda entre
el reporter y el quencher sdélo si la sonda hibrida con la secuencia de interés. Los
fragmentos de la sonda son desplazados de la secuencia de interés, y la polimerizacion
de la cadena continta. El extremo 3’ de la sonda estd blogqueado para prevenir la
extension de la sonda durante la PCR. Este proceso ocurre cada ciclo y no interfiere

con la acumulacién exponencial del producto.
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El incremento en la senal de fluorescencia es detectado sdlo si la secuencia de interés
es complementaria con la de la sonda y si es amplificada durante la PCR. Debido a
estos requerimientos, cualquier amplificacion no especifica no es detectada (ver Figura
7).

3.8 PCR Cuantitativo (q-PCR).

1. Se hizo una PCR en tiempo real para medir la expresion génica de los productos:
MMP-7, -8, -14, 19, TIMP-1 y 18s IRNA, utilizando sondas TagMan especificas para
cada secuencia de interés (ver tabla 1). La mezcla de reactivos que se

ocuparon fue la siguiente:

Reactivo Volumen
MgClz 50mM 0.6 ul
PCR 10X Buffer 1.5 ul
dNTP’'s 2mM 1.0 ul
Sonda TagMan 20X 0.5 ul
DNA polimerasa 0.15 ul
H20 7.25 ul
CcDNA 4.0 pl

Las condiciones de la PCR en fiempo real fueron las siguientes:

94°C
2!

924°C 60°C
]5!7 ‘I L

4°C

(S o]

50X

3.9 Andilisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como el cociente del gen blanco/18S rRNA. Los datos
mostrados en las grdficas representan el promedio + desviacion esténdar. Para analizar
diferencias entre los grupos se utilizd la prueba de Tukey y se considerd como

significativo una p<0.05.
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IV Resultados.
4.1 Andlisis de los productos de RT-PCR.

Se verifico si el tamano de los productos especificos para cada gen correspondia a lo
esperado mediante electroforesis en un gel de agarosa. Como se muestra en la Figura
8, el tamano de los productos coincide con el tamano esperado: MMP-7 (78 pb), MMP-
8 (89 pb), MMP-14 (61 pb), MMP-19 (71 pb), TIMP-1 (86 pb) y 18s rRNA (187 pb). Ademads
corroboramos que no hubiera amplificacion de productos inespecificos ya que

obtuvimos una sola banda en cada gen analizado como se muestra en la Figura 8.

MW MMP-7  MMP-8 MMP-14  MMP-19 MW  MMP-13  TIMP-1  18srRNA

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, donde se muestran cada MMP y TIMP-1 para
corroborar que la purificacion salié bien. En el primer carril (de izquierda a derecha) se muestra
el marcador de peso molecular (50 pb), en el segundo carril la MMP-7, en el tercer carril la MMP-
8, en el cuarto carril la MMP-14, en el quinto carril la MMP-19, en el sexto otra vez el marcador,
en el séptimo carril la MMP-13, en el octavo carril el TIMP-1 y en el Ultimo carril el 18s rRNA.

4.2 PCR Cuantitativo
4.2.1 MMP-7

Como ya se ha observado, MMP-7 es uno de los genes mds distintivos al ser analizado
por microarreglos de nucledtidos de DNA durante la FPl. También se ha visto que el
ratdén knockout de MMP-7 presenta una proteccidén contra la fibrosis en comparacion
con el ratdon silvestre al ser tfratados con bleomicina. Al analizar la expresion de MMP-7
por gPCR encontramos que incrementd significativamente durante los periodos de 1
mes (p<0.01) y 2 meses (p<0.05) post-tfratamiento; coincidiendo con la etapa de
fibrosis. Sin embargo su expresidon disminuyd en los periodos 3 meses (1 mes vs 3 meses;
p<0.05) y 4 meses post-instilacion. Los grupos confrol (0, 3m y 4m) no mostraron cambios

significativos. (ver Figura 9)
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Figura 9. Cuantificaciéon de la expresion de MMP-7 por PCR cuantitativo. Se realizé un gPCR con
la ayuda de sondas TagMan especificas para MMP-7, MMP-8, MMP-14, MMP-19 y TIMP-1 para
determinar los niveles de RNAmM de estas enzimas durante el curso temporal. Los datos estdn
representados en grdficas donde en el eje de las “y” se muestra la relacién del gen blanco
contra el 18s rRNA (usado como control enddgeno), y en el eje de las “x"”, en color blanco se
representan los grupos de ratones control y en gris los grupos de ratones tratados con
bleomicina.

Figura 9.1. Cuantificacion de la expresion de MMP-7 por PCR cuantitativo. Se muestra el nUmero
de individuos por separado en cada grupo (n=3).



GRUPOS control 7 dias Tm 2m 3m 3m 4m 4m
control control
control -1.14591 -6.21225 -5.39008 -1.11365 -1.58755 -1.66799 -1.01822
7 dias n.s -5.06633 -4.24417 0.03227 -0.44163 -0.52208 0.12769
1m p<0.01 n.s 0.82217 5.09860 4.62470 4.54425 5.19403
2m p<0.05 n.s ns. 427644 3.80254 3.72209 4.37186
3m n.s n.s p<0.05 n.s. -0.47390 -0.55435 0.09543
3m
control n.s n.s ns. ns. ns. -0.08045 0.56933
4m n.s n.s ns. ns. ns. ns. 0.64977
4m
control n.s n.s p<0.05 n.s. n.s. n.s. n.s

La expresion de
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Tabla 4. Prueba estadistica
de Tukey. Al compararse los
grupos se encontrdé una
p<0.01 en confrol vs 1 mes y
una p<0.05 en control vs 2
meses.

MMP-8 aumentd significativamente durante los periodos 7 dias

(p<0.01), y 1 mes (p<0.05); también tuvo un aumento no significativo a 2 meses post-

instilaciéon con respecto al control 0. Disminuyd su expresion a 3 y 4 meses post-

bleomicina. No hubo diferencias entre los grupos control (0, 3 y 4 meses). (Ver Figura

10)
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Figura 10. Cuantificacion de la expresion de MMP-8 por PCR cuantitativo. Se observa un
incremento significativo en la expresién a los 7d, Tm y 2m con respecto al contfrol y una
disminucion a los 3 y 4m post-tratamiento.
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Figura 10.1. Cuantificacion de la expresion de MMP-8 por PCR cuantitativo. Se muestra el
numero de individuos por separado en cada grupo (n=3).

3m 4m
Grupos control 7 dias Im 2m 3m control 4m control L
Tabla 5. Prueba estadistica de
Tukey. Al mpararse | r
control - -7.95315 -5.79070 -3.95726 -1.10487 -0.39910 -0.04130 -0.29796 ukey C,O pararse 1os grupos
se encontrd una p<0.01 en 7d vs
_ control, y una p<0.05 en control
7 dias p<0.01 - 2.16246 3.99590 6.84829 7.55406 7.91185 7.65519 vs 1 mes.
Tm p<0.05 ns. - 1.83344 4.68583 5.39160 5.74940 5.49273
2m ns. ns. ns. - 2.85239 3.55816 3.91596 3.65929
3m ns. p<0.01 ns. ns. - 0.70577 1.06357 0.80690
3m
control ns. p<0.01 p<0.05 ns. ns. - 0.35780 0.10113
4m n.s. p<0.01 p<0.05 n.s. n.s. ns. -- -0.25666
4m
control n.s. p<0.01 p<0.05 n.s. n.s. n.s. n.s.

4.2.3 MMP-14 (MT1-MMP)

La expresion de MMP-14 incrementd a partir de los 7 dias permaneciendo elevada
hasta los 2 meses post-instilacion (p<0.01). Sin embargo, su expresidon disminuyd a 3
meses post-bleomicina. No se encontraron diferencias entre el control 0 (8 semanas) y

los controles 3y 4 meses. (ver Figura 11).
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Figura 11. Cuantificacién de la expresion de MMP-14 por PCR cuantitativo. Se observa un
incremento en la expresion significativo a los 7d, Tm y 2m con respecto al control y una
disminucion a los 3 y 4dmeses post-bleomicina.

Figura 11.1. Cuantificacion de la expresidn de MMP-14 por PCR cuantitativo. Se muestra el
numero de individuos por separado en cada grupo (n=3).
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Grupos confrol 7d m 2m 3m 3m ctl 4m 4m ctl
- Tabla 6. Prueba estadistica de Tukey.
control - 212967 | -12.63047 | -17.78859 | -415702 | -0.47762 | -0.40503 | -0.51592 | Al compararse los grupos se encontrd
una p<0.01 en control vs 1 mes, y una
7d ns. - 1050080 | -15.65893 | 202735 | 165205 | 172464 | 161375 | P<0.01 en control vs 2 meses.
m p<0.01 | p<0.01 - 515812 | 8.47345 | 1215285 | 12.22544 | 12.11455
2m p<0.01 | p<0.01 0<0.05 - 13.63158 | 17.31097 | 17.38357 | 17.27267
3m ns. ns. 0<0.01 p<0.01 - 367940 | 375199 | 3.64109
3m ctl ns. ns. p<0.01 p<0.01 ns. - 0.07259 -0.03830
4m n.s. n.s. p<0.01 p<0.01 n.s. n.s. -- -0.11090
4m ctl n.s. n.s. p<0.01 p<0.01 ns. ns. n.s.

4.2.4 MMP-19

Al analizar la expresion de MMP-19, no se alcanzé apreciar una tendencia bien
definida, al parecer su expresidon se mantiene constante durante el curso temporal. No

se encontraron diferencias significativas en ningun punto. (ver Figura 12)

20 ul
101 |
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Figura 12. Cuantificacién de la expresidon de MMP-19 por PCR cuantitativo. No se distingue una
clara tendencia, se mantiene constante su expresion.
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Figura 12.1. Cuantificacién de la expresion de MMP-19 por PCR cuantitativo. Se muestra el
numero de individuos por separado en cada grupo (n=3).

3m 4m
Grupos control 7 dias Tm 2m 3m confrol 4m control
control - 0.46182 0.67668 1.48721 2.10539 | 2.17361 0.58537 1.88016
7 dias n.s - 0.21486 1.02539 1.64358 1.71180 | 0.12355 1.41834
Tm ns. ns. - 0.81053 1.42872 1.49694 | 0.09131 1.20348
2m ns. ns. ns. - 0.61819 | 0.68641 0.90184 0.39295
3m ns. ns. ns. ns. - 0.06822 1.52003 0.22523
3m - -
confrol ns n.s. n.s. ns. n.s - 1.58825 0.29346
4m ns n.s. n.s. ns. n.s ns - 1.29479
4m
control ns. ns. ns. ns. n.s ns. n.s -

Tabla 7. Prueba estadistica de Tukey. Al
compararse los grupos no se encontrd
significancia.
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4.2.5 TIMP-1

Como ya se ha observado en otros trabajos, se ha identificado que la expresion de
TIMP-1 se encuentra elevada en la fibrosis pulmonar. De la misma manera obtuvimos
datos que apoyan que la expresidon de esta enzima se encuentra aumentada durante
la etapa de fibrosis: durante los periodos 7 dias y 1 mes la expresion se elevd
significativamente (p<0.01), permaneciendo elevada hasta 3 meses post-tratamiento
con respecto al control 0. Y disminuyeron a 4 meses post-instilacion. Los grupos conftrol

(0, 3y 4 meses) no mostraron diferencias entre ellos. (ver Figura 13)

i

control 7d bleo 1m bleo 2m bleo 3m bleo control 4m bleo control
3m 4m
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Figura 13. Cuantificacion de la expresion de TIMP-1 por PCR cuantitativo. Se observa un
aumento significativo de la expresién a los 7d, Tm y 2m con respecto al contfrol y una
disminucion de la expresidn a 3y 4 meses.
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Figura 13.1. Cuantificacién de la expresion de TIMP-1 por PCR cuantitativo. Se muestra el nUmero
de individuos por separado en cada grupo (n=3).

3m 4m
Grupos control 7 dias Tm 2m 3m control 4m control
control -- -8.95363 -6.82878 -4.57678 -2.67050 0.02145 -0.13017 -0.04257
7 dias p<0.01 - 2.12484 4.37685 6.28313 8.97508 8.82346 8.91106
1 mes p<0.01 n.s - 2.25201 4.15829 6.85024 6.69862 6.78622
2 meses ns. ns. ns. - 1.90628 4.59823 4.44661 4.53421
3 meses ns. p<0.01 n.s. n.s. - 2.69195 2.54033 2.62793
3m
control n.s p<0.01 p<0.01 ns n.s - -0.15162 -0.06402
4 meses n.s. p<0.01 p<0.01 n.s. ns. n.s. - 0.08760
4m
control n.s p<0.01 p<0.01 n.s. n.s n.s. n.s -

Tabla 8. Prueba estadistica
de Tukey. Al compararse los
grupos  se encontré una
p<0.01 en 7d vs control y una
p<0.01 en 1 mes vs control.
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V. Discusion

La FPI es una enfermedad pulmonar devastadora, letal de etiologia desconocida y
hasta ahora intratable. Se caracteriza por la activacién y dano al epitelio, la formacioén
de focos de fibroblastos y una exagerada acumulaciéon de MEC con la consiguiente
destruccion del parénguima pulmonar. Aunque la fibrosis progresiva e irreversible en el
pulmdn sugiera una disminucién en la maquinaria degradativa pulmonar, un gran
cumulo de evidencias, principalmente obtenida por estudios de expresion global,
demuestran  una  sobre-expresion  significativa de  enzimas  degradadoras
(principalmente MMPs) en |la FPI. 91 El modelo de FP inducida por bleomicina en
ratones, aunque no representa el patrdn progresivo y letal de la FPlI es el modelo

actualmente mdas usado para el entendimiento de esta patologia.

MPP-7 (también conocida como matrilisina), es una metaloproteasa que
anteriormente no se habia asociado con la fibrosis pulmonar. Sin embargo, estudios por
microarreglos de oligonucledtidos han identificado a la MMP-7 como el gen mds
informativo de entre una amplia gama de genes incrementados en pulmones con FPI.
[20. 241 Ademds, se ha visto que los ratones knockout de la MMP-7 presentan una
proteccion a la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, por lo que esta
metaloproteasa juega un papel importante en el desarrollo de la fibrosis pulmonar. 20
También, se ha demostrado por inmunohistoquimica que ésta enzima es expresada
principalmente por epitelio anormal en pulmones con FPI y por zimografia se ha
mostrado que la proteina activa se encuentra en tejidos pulmonares con FPI. 13 En el
presente estudio, se encontrdé por PCR en tiempo real que hay un incremento en su
expresion a 1 mes y 2 meses post-bleomicina y una disminuciéon a 3 meses post-
bleomicina. Por lo que, en general, la matrilisina se mantiene altamente expresada en
fibrosis pulmonar. No obstante, diferentes estudios han sugerido que ésta enzima juega
un papel fisioldgico durante la apoptosis, inflamaciéon, e inmunidad innata, entre otros;
por lo que, probablemente ésta enzima se encuentra estrechamente ligada a la fibrosis

pulmonar. 131
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La MMP-8 (también llamada colagenasa 2), es producida durante la maduracion de
los neutréfilos y principalmente se localiza en los grdnulos secundarios que son
secretados en respuesta a una gran variedad de estimulos. Sin embargo, ha sido
reportado que en ofros tipos celulares, como los macréofagos y otras células producen
la MMP-8, por lo que ésta proteasa podria desempanar otros papeles ademds de
degradar coldgenas intersticiales. 29 La reciente disponibilidad de los ratones mutantes
deficientes en MMP-8 ha permitido investigar la contribucion individual de esta enzima
en el proceso de curacion de heridas. Tal es el caso del trabajo de Gutiérrez-Ferndndez
A, et al (2007), en el que se demostro la relevancia funcional de ésta colagenasa en
este proceso, utilizando ratones MMP8--, los cuales exhibieron un retraso significativo en
el cierre de la herida y en la re-epitelizacion. También se mostrd que este retraso estd
asociado con alteraciones marcadas en la respuesta inflamatoria, caracteristicas del
proceso de curacion. Ademds, observd que este defecto en la curacion puede ser
revertido con el transplante de médula 6sea de animales wild-type a ratones MMP8-/-,
poniendo en evidencia que la MMP-8 derivada de células inflamatorias, es necesaria
para el proceso de reparacion de heridas para proceder con normalidad. De hecho,
la pérdida de la MMP-8 resulta en un retardo en la reparacion de herida en piel,
indicando que su actividad es necesaria para que este proceso se dé con normalidad,
pero es prescindible para el cierre de la herida, ya que este proceso es completado en
animales MMP8-. 12¢1 Hasta ahora existen pocos estudios realizados con esta proteasa
en relacién a la fibrosis pulmonar, uno de estos trabajos explord la localizacién de MMP-
8 en pulmones con FPI, y encontraron que usualmente se encuentra en algunos
neutréfilos dentro de los vasos, y en dos pacientes con FPI la observaron en el intersticio.
En este trabajo de tesis se demostré que la expresion de MMP-8 aumentd a 7 dias post-
bleomicina manteniendo una expresion elevada hasta 3 meses post-tratamiento, con
respecto al control; y disminuyendo su expresidon a los 3 y 4 meses post-tfratamiento
concordando con la posible resolucién de la fibrosis. Todos estos datos mencionados
anteriormente indican que ésta metaloproteasa estd relacionada con el desarrollo de

la fibrosis pulmonar.

De enfre todas las MMPs, la MMP-19 presenta caracteristicas estructurales y de

distribucion tisular Unicas. El cDNA de la MMP-19 humana, fue inicialmente clonado de
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higado y gldndula mamaria. El dominio catalitico de ésta enzima es capaz de
degradar componentes de la membrana basal (laminina, coldgena tipo IV, nidogeno),
del tejido conectivo (fibronectina, gelatina tfipo 1), y del cartilago; pero no degrada
colagena tipo | en triple hélice. 271 Gracias a la reciente generacién de los ratones
deficientes en MMP-19 se ha tenido evidencia de la participacion de ésta proteasa
durante eventos de remodelacion tisular como aquellos que ocurren durante la
adipogénesis y la progresion tumoral. Aunque la falta de la MMP-19 no afecta la
viabilidad, fertilidad y desarrollo de los ratones, si permite una obesidad inducida por
dieta, y una disminucion en la susceptibiidad de tumores en la piel inducidos por
carcindgenos quimicos. 128 La expresion del RNAmM de la MMP-19 y la produccion de la
pro-MMP-19 por fibroblastos humanos se ha detectado in vivo en heridas de la piel y en
cultivos de fibroblastos. 271 Hasta ahora, son escasos los estudios en 1os que se relacione
a la MMP-19 con la fibrosis pulmonar; al estudiar su expresion por PCR en ftiempo real,
no encontramos una clara evidencia de que su expresion se encontfrara elevada o
disminuida en estos periodos, por el contrario, observamos que su expresion se
manfuvo constante durante el curso temporal. Por consiguiente, es necesario
profundizar en el estudio de la participacion de la MMP-19 durante la fibrosis pulmonar

para el entendimiento de esta patologia.

La MT1-MMP (metaloproteasa de matriz tipo membrana 1) degrada diferentes
componentes de la MEC incluyendo a las coldgenas tipo I, Il y IlI, fioronectina, lamininas
tipo 1y 5, vitronectina, fibrina y agrecano. La actividad colagenolitica de la MMP-14 es
crucial durante el desarrollo, ya que los ratones knockout de la MT1-MMP sufren severas
complicaciones en la remodelacién del esqueleto y tejidos conectivos, dando como
resultado la muerte temprana de los ratones. Hasta ahora, ésta enzima es la Unica
MMP gue se ha encontfrado que es esencial para la supervivencia. 18034 También se ha
observado que ésta proteasa tiene la habilidad para iniciar cascadas de activaciéon
de zimdégenos, incluyendo la activacion de pro-MMP-2, y pro-MMP-13, e
indirectamente de la pro-MMP-9. Ademds los fibroblastos de piel del ratén deficiente
en MMP-14 pierden completamente la habilidad para degradar coldgenas fibrilares in
vitro mientras que los ratones wild-type no. Como consecuencia éstos ratones knockout

desarrollan fibrosis severas y progresivas en diferentes tejidos. [ Se ha enconfrado por



Pagina | 43

PCR en tiempo real que entre las MT-MMPs la MT1-MMP es la enzima mds expresada en
pulmones con FPlI y confroles. Su localizacién celular ha sido examinada por
inmunohistoquimica y se encontré principalmente en células epiteliales alveolares
hiperpldasicas e hipertréficas. Ademds se observd en células endoteliales. Sin embargo,
en el epitelio de pulmones normales apenas fue detectada. De igual forma al medir la
expresion por PCR en tiempo real de ésta enzima en fibroblastos de pulmones sanos y
con FPI, presentd una expresion elevada. B3 En el presente estudio la expresion de la
MMP-14 por PCR en tiempo real se vio incrementada en los pulmones de ratones
tratados con bleomicina a los 7 dias, 1 mes, y 2 meses con respecto al control. Es muy
probable que la MT1-MMP participe activamente en la remodelacion durante la fibrosis
pulmonar, lamentablemente todavia no se conocen bien los mecanismos por los que
esta proteasa interactUa con otras MMPs y TIMPs para activar a otras moléculas, lo que

podria ayudar al entendimiento de la FP.

Los TIMPs son los principales reguladores enddgenos de las actividades de las MMPs en
el microambiente pulmonar. Cada inhibidor se une no covalentemente a una MMP
con una estequiometria 1:1. Los miembros de la familia TIMP se distinguen por las
diferencias en la inhibicion de las MMPs, en su regulacion transcripcional y en sus
patrones de expresion. Ademds, se ha demostrado que los TIMPs poseen funciones
bioldgicas que son independientes de su actividad inhibitoria de MMPs, incluyendo la
estimulacion de la proliferacién celular, induccidn o inhibicion de la apoptosis, e
induccidon de la expresion in vivo de MMPs. La senalizacion de TGF-p1 juega un papel
fundamental en el depdsito de la MEC en fibroblastos, estimulando la producciéon de
coldgenas y ofras proteinas de la MEC e inhibiendo la degradacion de la matriz. Los
efectos negativos del TGF-R sobre la degradacion de la MEC son mediados por la
inhibicion directa de la principal proteasa degradadora de matriz, la MMP-1 y por la
estimulacion de inhibidores enddgenos de la MMP-1, incluyendo a TIMP-1. 421 Se sabe
que el dano por bleomicina, prolonga e induce un incremento en la expresion de
TIMP-1 dentro del compartimiento alveolar. El RNAmM del TIMP-1 y la proteina se
encuentran marcadamente aumentadas en respuesta al dano pulmonar. La expresion
génica de TIMP-1 estd espacialmente restringida en dreas de dano pulmonar, y tanto

en células del paréngquima como células inflamatorias, se localiza dentro de zonas con
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dano tisular, y asimismo estas células sirven como fuentes in vivo de TIMP-1 en el pulmon
danado. TIMP-1 es una proteina temprana regulatoria e importante potencialmente en
las respuestas inflamatorias y fibroticas al dano pulmonar inducido por bleomicina.
Estudios previos con modelos animales y con pacientes con FP han sugerido que el
TIMP-1 puede estar involucrado en la patogénesis de la FP. Se ha enconfrado que los
niveles de RNAmM de TIMP-1 estdn aumentados durante las primeras tres semanas
después del dano con bleomicina en ratones. Sin embargo, los ratones deficientes en
TIMP-1 desarrollan un dano pulmonar agudo manifestdndose por una neutrofilia
pulmonar aumentada, hemorragia y exfravasaciéon de macromoléculas de suero. El
desarrollo del dano pulmonar agudo es especifico de la deficiencia en TIMP-1 vy sugiere
que este inhibidor funciona para preservar la barrera alveolo-capilar. Las células
parenquimatosas que carecen de TIMP-1 parecen ser las principales responsables en
desarrollar la respuesta de dano agudo, indicando que la expresion de TIMP-1 por
células estructurales pulmonares contribuye en limitar el dano agudo del pulmén. ]
Por hibridacién in situ se ha observado que los macréfagos pulmonares son la fuente de
este inhibidor después del dano con bleomicina. B¢  Similarmente, por
inmunohistoquimica de biopsias de pulmones obtenidas de pacientes con FPI
demostraron que la localizacién de la proteina TIMP-1 es en macréfagos alveolares.
También los fibroblastos pueden ser la fuente celular de TIMP-1 en pulmones fibréticos.
371 Asimismo se ha encontrado por PCR en tiempo real que la expresion de este
inhibidor se incrementa en el modelo de fibrosis inducida por paraguat e hiperoxia en
ratas. B8 En nuestro estudio, también observamos que la expresion de TIMP-1, en los
pulmones de ratones fratados con bleomicina, a los 7 dias, 1 mes y 2 meses, se elevo,
cabe destacar que esta expresion estuvo incrementada en paralelo con el desarrollo
de la fibrosis; y una disminucién de su expresidon claramente evidente a 3 y 4 meses,
coincidiendo con la fase de resolucidon de la fibrosis. TIMP-1 es un importante
modulador de eventos que permiten la remodelaciéon de la MEC de pulmones
danados por bleomicina. La acumulacién drdstica y prolongada de TIMP-1 podria
regular la respuesta inflamatoria asi como la remodelacion de los componentes de |a

MEC después de algin dano al pulmon.
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VI. Conclusion

La expresion de las metaloproteasas de matriz y de los inhibidores tisulares de
metaloproteasas se encuentra perfectamente regulada, ademds de ser compleja; por
lo que todavia no se comprenden con claridad los mecanismos en los que participan
éstas moléculas, incluyendo la remodelaciéon de la matriz extracelular, el cual es un
proceso intimamente ligado al desarrollo de la fibrosis pulmonar. En el presente trabajo
se midié por PCR cuantitativo la expresion de MMP-7, MMP-8, MMP-14, MMP-19 vy TIMP-1
en el modelo de FP inducida por bleomicina hasta un periodo de 4 meses, y

encontramos que:

La expresion de MMP-7 presentd un aumento a 1y 2 meses post-tratamiento. Sin
embargo, los niveles de expresidn de MMP-7 regresaron a los niveles basales a
los 3 y 4 meses post-bleomicina

e La expresion de MMP-8 aumentd después de 7 dias, 1 mes y 2 meses del
tratamiento con bleomicing; y fuvo una disminucion de su expresion a 3 y 4
meses.

e La expresion de MMP-14 se elevd a 7 dias, Tm y 2m post-fratamiento. Sin
embargo, su expresion disminuyd a los 3 meses post-bleomicina.

e No se enconfraron cambios en la expresion de MMP-19 durante el curso
temporal.

e La expresidon de TIMP-1 aumentd a 7 dias, 1 mes y 2 meses; y disminuyd durante
los periodos de 3y 4 meses post-instilacion.
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