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ABREVIATURAS

AP-1: Proteina activadora 1

ATS: Sociedad Americana de Torax

CD44: Glicoproteina de membrana

ChIP: Inmunoprecipitacion de cromatina
CoREST: Co-represor transcripcional

CT: Ciclo umbral

DNA: Acido desoxirribonucleico

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

EPID: Enfermedad Pulmonar Intersticial Difusa
ERK: Cinasa regulada por sefiales extracelulares
FPI: Fibrosis pulmonar idiopatica

Gly: Glicina

GNATS: N-Acetiltransfersa emparentada con Gen5
HATSs: Histona acetiltransferasa

HDACSs: Deacetilasa de histona

HMT: Histona metiltransferasa

HP-1: Proteina de heterocromatina-1

IGFBP: Proteina de unién al factor de crecimiento parecido a la insulina
IL-1: Interleucina-1

IP-10: Proteina de 10KDa inducida por Interferén-gamma.
MAPK: Cinasa activada por mitdgenos

MEC: Matriz extracelular



Mi2/NuRD: Complejo con actividad de deacetilasa de histona y ATPasa
MMP: Metaloproteinasa de matriz extracelular

MMP-1: Colagenasa intersticial-1

MT-MMP: Metaloproteasas de membrana

MYSTS: Moz, YBF2/SAS3, SAS2 and Tip60.

N-CoR: Co-rrepresor nuclear

NF-kb: factor nuclear kappa 3

P300/CBP: Co-activador transcripcional

Pb: pares de bases

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas

SDS: Dodecilsulfato sodico

SNP: Polimorfismo de nucleétido sencillo

SUV39H1: enzima metiltransferasa de histonas

SWI/SNF: Complejo remodelador del nucleosoma (SWItch/Sucrose Non Fermentable)
TGF-pB: Factor de crecimiento transformante-beta

TIMP: Inhibidor tisular de metaloproteinasas

TNT-a.: Factor de necrosis tumoral-alfa

TSA: Tricostatina A

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial



RESUMEN

Una caracteristica de la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es la formacion de focos de
fibroblastos y el deposito exagerado de fibras de colagena en el intersticio del pulmén. La
MMP-1 es la enzima responsable de la degradacion de la colagena y existen reportes de que
los fibroblastos de estos focos no expresan esta enzima. Una posible causa de que la MMP-
1 no se exprese en estas células es que la cromatina se encuentre en un estado compactado
que impida el acceso a la maquinaria de transcripcion. La organizacion de la cromatina via
modificacion de histonas tiene impacto directo en la expresion y o represion de genes. En
general, la acetilacion de las histonas se asocia con un ambiente propicio para la
transcripcion mientras que la deacetilacion reprime la transcripcion. El objetivo de este
trabajo fue investigar si la expresion de MMP-1 en fibroblastos de pulmon se encuentra
regulada por la acetilacion de histonas. Se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos de
pulmon de un paciente diagnosticado con FPI y un cultivo de fibroblastos normales. Las
células se mantuvieron durante 24 horas en medio de cultivo solo o con Tricostatina A (300
nM), un inhibidor de deacetilasas de histonas. Se analizo la expresion de MMP-1 por PCR
en tiempo real y por inmunoblot. Se utiliz6 un ensayo de ChIP y posteriormente una
amplificacion por PCR para determinar si la region del promotor de la MMP-1 se asocia 0
no a histonas acetiladas. Los niveles de expresion génica de MMP-1 fueron menores en los
fibroblastos de FPI en comparacion con los normales; sin embargo en los fibroblastos de
FPI1 el nivel de MMP-1 aumenta casi 2.5 veces al ser tratados con Tricostatina A. A nivel
de proteina estos resultados se mantienen ya que se encontré que a nivel basal los
fibroblastos de pacientes con FPIl secretan menos MMP-1 en comparacion con los
normales. El tratamiento con TSA incremento la produccién de MMP-1 pero en FPI el
incremento fue del 61% mientras que en los normales es de 13.2%. La amplificacion por
PCR de las muestras que fueron inmunoprecipitadas muestra que la mayor parte del
promotor de la MMP-1, que corresponde a los nucleétidos que van de -571 a -3533, se
encuentra en estado deacetilado en los fibroblastos de FPI. Los resultados sugieren gque en
los fibroblastos de FPI la disminucion de MMP-1 puede ser debida en parte a que en la
region donde se encuentra este gen predomina un ambiente de represién transcripcional
generado por histonas deacetiladas.



INTRODUCCION

Matriz extracelular pulmonar.

Se denomina matriz extracelular (MEC) al complejo de proteinas y carbohidratos que se
encuentran fuera de la célula en los tejidos de organismos multicelulares. La MEC funciona
como un medio de soporte mecanico y estructural para las células que conforman un tejido
y debido a que interacciona con diferentes moléculas como factores de crecimiento,
moléculas de anclaje y reconocimiento, desempefia un papel importante en procesos
celulares como la proliferacion, la diferenciacion, la migracién y la muerte celular. La
cantidad y composicion de MEC varia de acuerdo con el érgano en el que se encuentre; asi
en la piel, cartilago, tendén y hueso es un componente muy abundante, mientras que en el
cerebro y la médula espinal es muy escaso. En los animales, las proteinas mas abundantes
de la MEC son las colagenas, que confieren resistencia mecanica y en menor medida la
elastina que le confiere cualidades de flexibilidad y elasticidad. También se encuentran
otras proteinas como fibronectinas, tenacinas, laminina, entactina y proteoglicanos que son

esenciales para la adhesividad (1).

En el pulmén, la MEC esta formada principalmente de colagena y elastina en forma de
fibras y las colagenas representan el 20% del peso seco. El 75% de las proteinas que
forman la MEC del intersticio pulmonar son colagenas fibrilares tipos | y I11. En esta matriz
se encuentran varios tipos celulares incluyendo fibroblastos, mio-fibroblastos y pericitos.
La membrana basal del pulmén es un tipo especializado de MEC y estd compuesta
principalmente de colagena tipo 1V, ademas de laminina, heparan sulfato, fibronectina,

nidogeno y otros proteoglicanos. En la zona alveolo capilar donde ocurre el intercambio de



gas, la matriz extracelular estda formada por colagenas de tipo | y Ill, elastina,

proteoglicanos y fibronectina (1, 2).

Fibroblastos.

Los fibroblastos representan el tipo celular mas abundante en los tejidos conectivos no
cartilaginosos, tienen forma fusiforme o de huso, con un diametro pequefio de 26 um y se
distinguen porque en su citoesqueleto expresan vimentina y actinas F, By y. Tienen a su
cargo la produccion de moléculas y el remodelado de la matriz extracelular. En cuanto a las
moléculas que sintetizan se encuentran varios miembros de la familia de las colagenas,
principalmente los tipos | y |Ill, fibras elasticas, proteoglicanos, fibronectina vy
glicoproteinas. Los fibroblastos también producen proteasas de la familia de las
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs), tales como la colagenasa intersticial
(MMP-1) y la gelatinasa A (MMP-2), ademas de los inhibidores tisulares de estas enzimas,

llamados TIMP’s.

Los miofibroblastos son una subpoblacion de fibroblastos con prolongaciones que le
confieren una forma estrellada, son méas grandes que los fibroblastos, presentan un didmetro
de 38um y en su citoesqueleto expresan proteinas como a-actina de musculo liso, desmina
y miosina. Los mio-fibroblastos presentan un fenotipo de célula secretora activa, con
abundante reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, mitocondrias, vacuolas y ribosomas.
Secretan diferentes MMPs, como la MMP-1 y 3, TIMP’s y son células que producen

grandes cantidades de colagena, en particular la colagena tipo I (3,4).

Los fibroblastos y mio-fibroblastos interactian con las diferentes células locales e

inflamatorias a través de mediadores quimicos como las interleucinas, quimosinas,



neuropéptidos y diversos factores de crecimiento, ademas de que mantienen una estrecha

relacién con la MEC por medio de contactos membranales focales via integrinas.
Metaloproteasas de matriz extracelular (MMPS).

Las MMPs conforman una sub-familia de enzimas proteoliticas dependientes de zinc y
calcio que pertenecen a la super familia de enzimas agrupadas como metzincinas. Las
MMPs son secretadas como zimdgenos en estado inactivo y se encargan de la degradacion
de las proteinas que conforman la MEC asi como de otros sustratos que no son de la matriz.
Las MMP’s participan en numerosos procesos bioldgicos relacionados con el desarrollo
embrionario, morfogénesis de drganos, angiogénesis, reparacion de tejidos, y colaboran
activamente en procesos celulares fundamentales como la migracion y apoptosis (5,6). En
el humano se han descrito 24 genes pero solo 23 proteinas, sin embargo no son exclusivos
de vertebrados ya que se han descrito en erizo de mar, Drosophila melanogaster, hidra,
virus, bacterias, nematodos y en plantas. Todos estos genes son similares en estructura,
mecanismos de catalisis y regulacion; presentan un alto porcentaje de homologia y se

piensa que divergen de un solo péptido sefial y de ahi evolucionaron (7).

Todas las MMP presentan una secuencia de péptido sefial, un pro-péptido y un dominio
catalitico. El péptido sefial contiene la secuencia para la secrecion de la enzima. El pro-
péptido tiene de 80-90 residuos de aminoacidos y un residuo de Cys dentro de una
secuencia altamente conservada PRCGXXPD vy se encarga de mantener a la enzima
inactiva. ElI dominio catalitico tiene un sitio activo con una secuencia conservada
HEXXHXXGXXH que contiene la regién de unién al Zn?*, caracteristica presente en todos

los miembros de la stper familia de las metzincinas. La mayoria de las MMPs poseen un



dominio tipo hemopexina en el extremo carboxilo-terminal que sirve como secuencia para
el reconocimiento del sustrato y para la interaccion con sus inhibidores y se conecta con el

dominio catalitico por una region rica en prolina denominada bisagra (5, 7,8).

Basados en su estructura, las MMPs se clasifican en varios grupos (Tabla 1). En el grupo de
las colagenasas se incluyen a la MMP-1, MMP-8, y MMP-13 las cuales pueden degradar
colégenas fibrilares (tipo I, Il, 111) con dominio de triple hélice. Las gelatinasas (MMP-2 y
MMP-9), degradan principalmente la colagena tipo IV en membranas basales y colagena
desnaturalizada. Poseen un dominio adicional con 3 secuencias similares a fibronectina en
el dominio catalitico que participan en el reconocimiento y la unién de la enzima con el
sustrato. Las matrilisinas MMP-7 y MMP-26 poseen afinidad por varios sustratos,
principalmente fibronectina. Se caracterizan porque han perdido el dominio carboxilo-
terminal y s6lo poseen el propéptido y el dominio catalitico. La MMP-3, MMP-10 y MMP-
11 conforman el grupo de las estromelisinas y entre sus sustratos se encuentran proteinas
como la fibronectina, laminina y agrecano entre otros. La MMP-11 presenta una secuencia
similar a furina entre el propéptido y el dominio catalitico lo que permite que la enzima se
pueda activar intracelularmente. Las metaloproteasas de membrana (MT- MMP): es un
grupo integrado por (MT1, MT2, MT3 y MT5) Su caracteristica es el anclaje de la enzima
a la superficie celular, tienen un dominio transmembrana y un motivo tipo furina el cual
permite que la proenzima se active intracelularmente. Presentan una gran variedad de
posibles sustratos, entre ellos se encuentran colagenas intersticiales, gelatina, fibronectina

(9,10).



Tabla 1. Clasificacion de las metaloproteasas de matriz extracelular.

Subgrupo MMP Nombre Sustratos
MMP-1 Colagenasa 1
Colagenasas MMP-8 Colagenasa 2 Coléggnas LI, 1, VI, X, gelatina, entactina, agrecano,
MMP-13 | Colagenasa 3 tenascina y perlecan
MMP-2 Gelatinasa A Coléagena 1V, V, gelatina, elastina, decorina, fibronectina,
Gelatinasas MMP-9 | Gelatinasa B pro-TGF B, pro- ILI-B, Pro-TNF- a
MMP-3 Estromelisina 1 Proteoglicanos, laminina, fibronectina, gelatina,
Estromelisinas | MMP-10 | Estromelisina 2 fibrindgeno, entactina, pro- ILI -B, pro-EGF, Pro-TNF-
MMP-11 | Estromelisina 3 o, IGFB
MMP-7 Matrilisina 1 Laminina, prodefensina, osteopontina, decorina, gelatina,
Matrilisinas MMP-26 | Matrilisina 2 fibronectina, colagenas IlI, IV, V, IX, X, XI, fibrindgeno y
proteoglicanos.
MMP-14 | MT1-MMP
MMP-15 | MT2-MMP
MT-MMps | MP-16 | MTS-MMP Gelatina, fibronectina, vitronectina, colagena IV
- S elatina, fibronectina, vitronectina, colagena IV,
MMP-17 | MT4-MMP oroMMP-2, CD44 g
MMP-24 | MT5-MMP
MMP-25 MT6-
MMP/leucolisina
MMP-12 | Metaloelastasa Elastina, plasmindgeno, fibronectina, tenascina,
MMP-19 | RASI fibronectina, amelogenina, agrecano.
Otras MMPs | MMP-20 | Enamelisina
MMP-23 [ CA-MMP
MMP-27
MMP-28 | Epilisina

Regulacion de MMPs.

La actividad de las MMPs se puede regular a nivel transcripcional y post-transcripcional, a

nivel de activacion de la pro-enzima y por su inhibicion local en el espacio celular por la

interaccion con los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP’s) (11).

Las MMPs se regulan a nivel de activacion transcripcional y elementos del promotor a

través de una variedad de factores estimuladores y supresores que influyen en varias vias de

sefializacion. Muchas MMPs no se expresan en condiciones normales; sin embargo, su

expresion se puede modificar debido a la accion de citosinas y factores de crecimiento

como TGF-B, IL-1, VEGF, PDGF y otras moléculas presentes en condiciones patoldgicas.
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A nivel de promotor, varias sefiales extracelulares y vias de transduccion convergen en el
factor de transcripcion AP-1 que incluye miembros c-jun y c-fos, los cuales modulan la
expresion y/ o activacion de genes cuando forman homo o heterodimeros. El sitio de union
de este factor se encuentra en la region promotora de la mayor parte de los genes de las
MMPs (11,12). Otro mecanismo de regulacion es a nivel de activacion debido a que estas
enzimas son secretadas en su forma inactiva. En esta forma de zimdgeno, el residuo de Cys
en el propéptido se encuentra unido al Zn catalitico. Para que estén activas, este enlace debe
separarse por un cambio conformacional o protedlisis y entonces el propéptido es liberado.
A este proceso se le conoce como “switch de cisteina” (11). Esta activacién también puede
ser por medio de otras proteasas in vitro y se puede inducir por la accion de agentes

quimicos con grupo tiol modificados o mediante la accion de detergentes como el SDS (5).

En el espacio extracelular, la actividad de las MMPs se puede regular por los TIMP’s. La
familia de los TIMP’s cuenta con cuatro miembros del TIMP-1 al TIMP-4. Son proteinas
pequefias de 20 a 29 KD que tienen caracteristicas similares en su estructura pero son
distintos en sus propiedades bioquimicas, patrones de expresion y preferencias de
asociacion con los diferentes miembros de las MMPs. Los TIMP’s tienen la capacidad de
inhibir a las MMPs formando un complejo enzima-inhibidor 1:1. TIMP-1 se une
preferentemente a la MMP-1 mientras que TIMP-2 tiene mayor afinidad con MMPs del
grupo de las gelatinasas (5, 11). Otro aspecto importante de la regulacién transcripcional es
a nivel de la organizacién de la cromatina que participa en la regulacion de la expresion de
un gen. La organizacién ultra-estructural del DNA vy las proteinas histonas determina en

gran medida la expresion de genes como los de las MMPs.



Cromatina.

En los eucariontes el DNA se almacena en el ndcleo y debido a que es una molécula muy
larga, es necesario plegarlo para almacenarlo en un espacio tan pequefio. Para ello, el DNA
se asocia con diferentes proteinas que permiten su compactacion en una estructura
denominada cromatina. Las caracteristicas ultra-estructurales de la cromatina fueron
dilucidadas en su totalidad en la década de los 70’s y en esos afios se consideraba como una
estructura esencialmente estatica, homogénea e inerte.Sin embargo, la cromatina no es una
estructura estéatica, sino variable y dindmica, que participa en la regulacion de los procesos

de replicacion, transcripcion y reparacion del DNA (13).

El nucleosoma es la unidad fundamental en la estructura de la cromatina y esta formado por
DNA gendmico (147 pb) que se enrollan en 2 giros alrededor de un octdmero de proteinas
béasicas llamadas histonas. Este octamero esta formado por dos moléculas de cada una de
las histonas H2A, H2B, H3 y H4. Los nucleosomas se unen entre si a través de 10-80 pares
de bases de DNA formando una fibra de 11nm o collar de perlas. La incorporacion de la
histona H1 en el DNA internucleosomal favorece la formacion del solenoide o fibra de 30
nm que constituye el estado de empaquetamiento mas abundante en interfase. El solenoide
(formado por 6 nucleosomas), se compacta en fibras de 300 nm llamadas asas hasta
alcanzar el grado maximo de compactacién cuando se forma el cromosoma metafasico. El
grado de compactacion de la cromatina determina en gran medida el acceso a la maquinaria

transcripcional y por ende puede regular la expresion de genes (14).

En el nucleo de la célula existen regiones donde la cromatina se encuentra en un estado de

mayor compactacion denominado heterocromatina. En estos sitios se dificulta la
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interaccion entre el DNA y los factores de transcripcion por lo cual son consideradas como
zonas de transcripcion inactivas. Por el contrario, la eucromatina que representa las zonas
donde la cromatina se encuentra en un estado mas laxo representan zonas
transcripcionalmente activas. Las variaciones entre un estado laxo o compacto se deben a
que los componentes de la cromatina pueden sufrir diferentes modificaciones generando
estados transitorios de “remodelacion de cromatina”, siendo las mas importantes aquellas
que ocurren a nivel del nucleosoma, en especial las modificaciones covalentes en las colas
(regiones N- terminales) de las histonas son de las més estudiadas y tienen un efecto directo
en la compactacion de la cromatina y por ende en la funcién de la maquinaria de
transcripcion (15). Adicionalmente, el estado de la cromatina también se regula a través de
alteraciones en la composicion y variantes de histonas, cambios en la composicién de
proteinas no histonas y alteraciones producidas por enzimas “remodeladoras de cromatina”
dependientes de ATP, a la cual pertenecen diferentes complejos multiproteicos de las

familias SWI/SNF, ISWI y Mi2/NuRD (16).

Modificacion de Histonas.

Las histonas son proteinas evolutivamente muy conservadas, pequefias y tienen un alto
contenido de residuos de lisinas y argininas, lo que les confiere un caracter fuertemente
basico. Desde el punto de vista estructural las histonas tienen dos dominios: el dominio
globular de la regién C-terminal y un dominio no estructurado de la regién N-terminal. El
dominio globular tiene el motivo histone fold, formado por unos 65 aminoacidos que se
estructuran en una hélice alfa corta seguida de un giro/hoja B, una hélice alfa larga, otro

giro/hoja B y una ultima hélice alfa corta (16, 17).
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En el nucleosoma, los extremos N-terminal de las histonas se disponen hacia afuera y estas
colas son susceptibles de diferentes modificaciones post-traduccionales incluyendo
acetilacion y ubiquitinacion de residuos de lisina (K), fosforilacién de residuos de serina (S)
y treonina (T), metilacion de residuos de arginina (A), entre otros. Estas modificaciones

también ocurren en la regién globular de las histonas pero estos estudios son escasos (17).

En histonas, la fosforilacion (adicion de un grupo PO,) es catalizada por cinasas especificas
y la relacién que este proceso guarda con la regulacion de la expresion génica es poco
comprendida. La fosforilacion de la histona H3 en la serina 10 es una de las mas estudiadas.
Esta se lleva a cabo por la cinasa-B-Aurora y desempefia un papel importante en la

activacion transcripcional y en la condensacion del cromosoma durante la mitosis (17).

La ubiquitinacién de histonas implica la union covalente de uno o0 mas mondémeros de
ubiquitina, una proteina de 76 residuos de aminodcidos altamente conservada en
eucariontes. Esta modificacion se ha reportado principalmente en los residuos K119, K120
y K143 de las histonas H2A y H2B, pero también se ha encontrado en H3 y H1. En
histonas esta modificacion regularmente corresponde a la adicion de solo un monémero de
ubiquitina, proceso que permite modificar la funcién de la proteina y de hecho se ha
reportado que varios genes transcripcionalmente activos tienen un alto contenido H2A con
residuos de K119 con mono-ubiquitina. También se ha reportado la poli-ubiquitinacién en

H2A y H2B lo cual marca a las proteinas para ser degradadas via el proteosoma 26S (17).

La metilacion de histonas involucra la adicion de uno a varios grupos metilo a partir de la
S-adenosil metionina por enzimas metil-transferasas de histonas (HMT) como SUV39H1 y

G9a. El proceso ocurre en &tomos de nitrégeno de las cadenas laterales de residuos de lisina
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y arginina. Usualmente, las argininas pueden ser mono (mel) o di-metiladas (me2) y
adicionalmente, solo los residuos de lisina pueden ser tri-metilados (me3). La metilacion de
histonas puede activar o reprimir genes dependiendo del sitio metilado y el nimero de
grupos metilo que se afiaden; asi, genes transcripcionalmente activos tienen mayor
proporcion de H3K9mel y H3K4me3, mientras que en genes que se encuentran reprimidos
predomina la H3K9me3. La presencia de H3K9me3 constituye un sitio de union para HP1,
la proteina de heterocromatina-1 que a su vez permite el reclutamiento de metil-
transferasas de DNA y deacetilasas de histonas (HDACs), cuya accién en conjunto

conducen la represion de genes (18).

Acetilacion de histonas.

La acetilacion de residuos de lisina en el extremo N-terminal de las histonas es la
modificacion post-traduccional mas estudiada ya que esta bien demostrado que existe una
correlacion entre la acetilacion de histonas y aumento de transcripcion, esto debido a que la
acetilacion neutraliza la carga positiva del aminoacido y por lo tanto su afinidad de union al
DNA cargado negativamente, afectando asi a la estructura de la cromatina, haciéndola mas

relajada y facilitando la accion de la maquinaria de transcripcion. (19).

Consiste en la adicién de un grupo acetilo proveniente de la acetil-CoA a las lisinas en la
region N-terminal de las histonas (H3, H4, H2B, H2A).La hiperacetilacion de las histonas
es considerada como una marca de regiones transcripcionalmente activas, también se sabe
que participan en otros procesos celulares como reparacion y replicacion del DNA. La
acetilacion es catalizada por enzimas acetiltransferasas de histonas (HATS) las cuales

presentan un dominio especifico “AT” con la secuencia de amino4cidos Arg/GIn-X-X-Gly-
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X-gly/Ala, que es reconocido por la acetil- CoA (20). La acetilacion de la histona H3 en los
residuos K9, K14, K18, K23, K36 y K56, asi como la acetilacion de los residuos K5, K8,

K12 y K16 en la histona H4, son de las mas estudiadas (14).

Existen dos clasificaciones de las HATSs, la primera se basa en su origen y funcion celular:
HATSs de tipo A y de tipo B. Las HATSs de tipo A son enzimas nucleares que catalizan la
acetilacion de histonas que ya estan depositadas en la cromatina. Por otro lado, las de tipo B
son citoplasmaticas y son las responsables de acetilar las histonas que son recién
sintetizadas y que necesitan ser transportadas del citoplasma al ncleo donde son necesarias

para replicar el DNA.

La clasificacibn mas aceptada considera criterios estructurales, como la presencia o
ausencia de cromo-dominios, bromo-dominios y dedos de zinc. En este contexto, las HATs
se dividen en GNATs, MYSTs, P300/CBP, factores generales de transcripcion y cofactores
de receptores nucleares (19).La superfamilia GNAT estd constituida por miembros
relacionados con Gcnb y se caracterizan por presentar cuatro regiones (A, B, C, D) con
diferentes grados de conservacion. El mas importante es el “A”, llamado AT y que lo
comparte con las demas HATs. Genb, PCAF, Hat 1, Elp3 y Hpa2 son los miembros mas
importantes de esta familia. La superfamilia MYST recibe este nombre por los miembros
que la componen: MOZ, Ybf2/Sas, Sas2 y Tip 60. También presentan el motivo A que es
reconocido por las acetil-CoA, un dominio dedo de zinc llamado C2HC (C-X2-C-X13-H-
X-C) y el motivo “E-R2” (Esal-Rpd3). Esta familia posee un cromo-dominio o un dedo de

zinc adicional conocido como dominio PHD (19-21).
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P300/CBP son dos proteinas grandes de aproximadamente 300 KDa que contienen mas de
2400 residuos. En su secuencia se han identificado cuatro dominios, entre ellos un bromo-
dominio que también se encuentra en otras HATS, como Gcn5 y PCAF. Estas proteinas
presentan especificidad en su actividad de acetiltransferasas. Asi, in vivo, CBP muestra
preferencia para acetilar H4 en la K12 mientras que p300 prefiere a la K8 (lisina nimero 8)
mientras que in vitro p300/CBP acetila preferentemente K12 y K15en la histona H2B, K14,

K18 y K56 en H3 y K8 en H4 (22).

El factor general de transcripcion TAF;250 es una sub-unidad de TFIID y constituye una
HAT cuya actividad depende de su asociacion con multi-complejos de proteinas. De entre
todas las HATs que forman complejos, las similares a SAGA (SAGA, SLIK, PCAF,

STAGA Yy TFTC) y miembros de GNAT contienen subunidades TAF (23).

Deacetilacion de histonas.

La deacetilacion o remocion de los grupos acetilo en las histonas se lleva a cabo por
enzimas denominadas deacetilasas de histonas (HDACS). Este proceso se asocia con la
compactacién de la cromatina y con pérdida o silenciamiento de la expresion génica. Las
HDACs son enzimas dependientes de zinc. En general las HDACs se encuentran formando
complejos de represion que se reclutan en los factores de transcripcion a través de
“factorespuente” como el NCoR (nuclear receptor corepresor), CoOREST (co-RE1-silencing

transcription factor) y mSin3a (mammalian SIN3 homolog A) (23, 24).

En humanos se han identificado 18 enzimas HDAC y se han subdividido en dos grandes
grupos, la familia de HDACs dependientes de NAD+ 6 familia SIR2, también conocidas

como HDAC de clase Il y la familia clasica de HDACSs que incluye a las HDAC de clase I,
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I1'y IV y que se han agrupado en base a la homologia con las levaduras. La Clase I incluye
alas HDAC 1, 2, 3, 8; son de 350-500 aminoacidos de largo y tienen homologia en su sitio
catalitico con la proteina RPD3 de levaduras. Estas enzimas se localizan en el nucleo y se
encuentran en la mayoria de tipos celulares; ademéas se sabe que modulan la proliferacion
celular. Las de Clase Il incluyen a las HDAC 4, 5, 6,7, 9, 10, que son mas grandes, con
cerca de 1000 aminoacidos y guardan una gran homologia con la HAD-1 de levaduras. Las
HDAC:s de Clase Il se encuentran en constante movimiento entre el ndcleo y el citoplasma
y estan involucradas en diferenciacién celular (21). La clase 1V solo esta formada por la
HDAC 11 que se encontrd sobre expresada en células de leucemia y es la mas reciente

HADC en ser identificada (25).

Los inhibidores de HDACs son moléculas que acttian sobre HDACs de clase | y Il porque
se unen al zinc en el dominio catalitico en diferentes modalidades, afinidades y sitios. Se
clasifican en base a su estructura en: acidos de cadena corta, como el butirato de sodio y
acido valproico; acidos hidroxamicos, como el inhibidor natural tricostatina A (TSA);

ciclo-tetrapéptidos no epoxi cetonas; benzamidas y moléculas hibridas.

El tricostatina A (TSA), fue el primer inhibidor natural de HDACSs en ser descubierto. Es
un metabolito microbiano aislado de Streptomyces hygroscopicus. Debido a que actla
como un potente inhibidor de deacetilasas de histonas, causa una marcada acumulacion de
histonas acetiladas, ademas de que afecta a diferentes factores de transcripcion y otras
proteinas que regulan procesos como la apoptosis y arresto del ciclo celular, en particular,
TSA induce la inhibicion del ciclo celular en la fase G1 y G2. Experimentos in vitro con
diferentes lineas celulares han demostrado que TSA es muy efectivo a concentraciones

nano molares. Debido a que TSA es un potente y especifico inhibidor de deacetilasas de
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histonas, se ha convertido en una herramienta importante en el analisis del papel de la
acetilacion de histonas en la regulacion de la cromatina, diferenciacion y ciclo celular (26,

27, 28,29).

ANTECEDENTES

Fibrosis pulmonar.

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) constituyen un grupo
heterogéneo de padecimientos que presentan manifestaciones clinicas, radiologicas y
funcionales semejantes, en las que se compromete el intersticio pulmonar, afectando al
epitelio, las paredes alveolares, el endotelio capilar, y el tejido conjuntivo. Segun el
consenso de American Thoracic Society (ATS) y la European Respiratory Society, se
distinguen tres grupos dentro de las EPID. En el primer grupo se incluyen a las neumonias
de causa desconocida, neumonias intersticiales idiopaticas. El segundo grupo incluye a las
EPID de causa conocida o asociadas a entidades bien conocidas (por ejemplo enfermedades
dela coladgena) y un tercer grupo que incluye enfermedades granulomatosas y otros
procesos que presentan una clinica e histologia bien definida; como aquellas ocasionadas

por farmacos y polvos organicos (30).

Dentro de las EPID, la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es la mas agresiva y de peor
pronostico, con una tasa de mortalidad del 50% entre los 3 y 5 afios después de haber sido
diagnosticada, siendo una enfermedad mas frecuente en varones mayores de 50 afios edad.
La FPI se caracteriza por la proliferacion y formacion de focos de fibroblastos en el
parénquima del pulmén asi como la acumulacién anormal de moléculas de matriz
extracelular, especialmente fibras de colagenas que destruyen la arquitectura pulmonar

(31).
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Los mecanismos patogénicos implicados en el desarrollo de la FPI no se conocen en su
totalidad y permanecen en constante estudio. Actualmente se considera que el
acontecimiento principal en el desarrollo de la FPI es una agresion en el epitelio alveolar
que desencadena una respuesta que conduce a la activacion de los fibroblastos,
favoreciendo su diferenciacion a un fenotipo mas agresivo llamado mio-fibroblasto e
incrementando su capacidad de migracion y proliferacion que culmina con la formacion de
focos de fibroblastos adyacentes a los sitios de lesion en el epitelio. Estos eventos, junto
con la constante produccién exagerada de matriz extracelular llevan a la destruccion del
parénquima pulmonar que limita la capacidad respiratoria y finalmente conducen a la

muerte del individuo (31,32).

Colagenasa intersticial (MMP-1)

La MMP-1 fue la primera MMP en ser identificada por Gross y Lapiere en el afio de 1962.
Es una molécula multifuncional que tiene un papel critico en el proceso de remodelacion de
la MEC y su estructura sirve como prototipo para describir al resto de las colagenasas. Se
encuentra expresada en una gran variedad de células, particularmente en fibroblastos,
macrofagos, queratinocitos, condrocitos, células endoteliales y células epiteliales. Participa
activamente en procesos fisiolégicos como desarrollo embrionario, la ovulacién y la
reabsorcion del Gtero después del parto. En el adulto su expresion se encuentra en niveles
muy bajos pero su expresion aumenta considerablemente en algunas patologias como en el
cancer, la artritis reumatoide, osteoartritis, aterosclerosis, angiogénesis y periodontitis. En
su estructura la MMP-1 cuenta con un propéptido que mantiene latente a la enzima, un
dominio catalitico, y un dominio tipo hemopexina que le da especificidad por su sustrato

(33-36).
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Esquema de la estructura de la MMP-1

La forma mas abundante de la MMP-1 no esta glicosilada y tiene un peso molecular de
aproximadamente 57KDa y en menor grado, también se puede encontrar en su forma
glicosilada de 61-67 KDa, dependiendo del grado de glicosilacion. La MMP-1 puede
degradar a la colagena tipo | en fragmentos de %2y % a pH neutro, pero también puede
digerir otro tipo de moléculas sustratos como el agrecano, versicano, perlecan, caseina,

nidégeno, serpinas y tenascina-C (33).

En el humano, el gen de la MMP-1 se localiza dentro de un grupo de varios genes de
MMPs en el cromosoma 11922.3, es de~10Kb y tiene una estructura conformada por 10
exones y 11 intrones (33,34). La region del promotor de la MMP-1 contiene una caja
TATA a -30 pb, un sitio de union AP-1 (Activation Protein-1) aproximadamente a -70 pb
(5"- TGAG/CTCA-3") en el que se unen factores de transcripcion de las familias Fos y Jun,
ya sea como homodimeros de Jun (c-Jun, Jun B o Jun C) o heterodimeros fos-jun, otro sitio
AP-1 (5°-TTAATCA-3’) se encuentra a —186pb.Adicionalmente, el promotor cuenta con
otros elementos de regulacién (Tabla 2) que incluyen sitios de unién a AP-2, Ets/PEA3,
Spl, NFkB y se ha reportado un polimorfismo la insercion de una guanina en la posicion -
1607 genera una secuencia 5’-GGA-3’ que es reconocida por factores transcripcionales de

la familia Ets (36, 37).
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Tabla 2.Elementos de regulacion en el promotor de la MMP-1 (34).

Elemento Secuencia Agente requlador
CONSEenso localizacion p. b.
TEAGTCALTZ
TTAATCALG] Positivo
TCAGTCALL3E TRPA,
AP TGAGTALLAE [L-1
TEAGTALLRD] THF
AGAGTCASIORZ
TEACTTALIRD2 Naat
Dexametasona TEACTTAL1955 A ,dEgat!wl
TGAGTGALIAT] FIEE TEHnetED
AGGATAEE
AGGEALL1F590 Fositivo
AGTGATA1608 TPA,
Feal AGGATAZ101 Megativo
ACGALASIT0G Acido retinoico
AGGALLIEIT
Megativo
TIE GAATTGGAGAL2LS TGF-B
e DiferZﬁcSiILIZi?jn de
CCAAT (C/EEP-b) CCAATAIIZE .
mohocitos
CACCC-/385
) CACCC-A182
Ell 2l CACCEA1937
TGACGA1540
CFEEB TGEACGA3187
Darsal ATGEASALALIREE Positivo: IL-1
5P-1 GECGGEA208
Motif QCTA, ATECALATIORD
TEGGEAS -950
AR-2 TEEGEGAL2E95

La transcripcion de MMP-1 se puede regular por la interaccion con citosinas, hormonas y
factores de crecimiento. Moléculas como TNF-a, TGF-B, EGF, PDGF, IL-1 son capaces

de aumentar o disminuir la expresion de MMP-1 a través de diferentes vias de transduccion
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de sefial como la regulacion via NFk B ¢ via MAPK cinasas. La activacion de la via ERK
por EGF puede activar simultaneamente multiples genes de MMP, incluyendo MMP-1. En
un estudio se demostro que IL-1-B estimula la transcripcion en condrocitos a traves de la
activacion de ERK vy el factor de transcripcion C/EBP- B. EI TGF-B, la vitamina A y los

derivados de &cidos retinoicos suprimen la transcripcion de MMP-1 (38-40).

Los polimorfismos de nucleotido sencillo (SNP), también alteran la expresion de MMP-1 y
en algunos casos, esta alteracion se ha asociado con el desarrollo de enfermedades como
por ejemplo, los sujetos con el genotipo 2G/2G y el alelo 2G del polimorfismo localizado
en la posicion -1607, tienen mayor riesgo de desarrollar FPI. Recientemente se encontrd un
nuevo SNP en la posicion -755 (G/T) que crea un genotipo (G/G) que puede ser blanco para
la unién de factores de transcripcion de la familia AP-1, lo cual podria favorecer la

expresion de MMP-1 y el desarrollo de FPI en pacientes fumadores (41).

JUSTIFICACION

A nivel del intersticio pulmonar, la proliferacion y formacion de focos de fibroblastos, asi
como la acumulacion desmedida de matriz extracelular principalmente fibras de colagena,

son tres de los eventos mas importantes que ocurren en la fibrosis pulmonar idiopatica.

Se ha reportado que laMMP-1, principal enzima encargada de degradar las fibras de
colagena, se encuentra altamente expresada en tejido de pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica (42), y también se ha encontrado aumentada en el suero de estos pacientes
(43).Sin embargo, existen evidencias de que la sobre-expresion de esta enzima podria estar
restringida a células delos epitelios alveolar y de los bronquiolos, pero en fibroblastos de

las zonas fibraticas esta practicamente ausente, lo cual representa una paradoja en el sentido
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de que son los fibroblastos los que deberian estar expresando la enzima para degradar la
coldgena depositada (44). Esto representa un problema ya que nos indica que existe una
deficiencia en los fibroblastos que secretan esta enzima el cual tal vez se deba a un

problema a nivel de regulacién genética.

En los ultimos afios se han desarrollado trabajos que se centran en la regulacion de la
expresion génica via mecanismos epigenéticos, como acetilacion de histonas pero su
estudio en la FPI es escaso. Asi mismo, existen pocos estudios enfocados en la acetilacion
de histonas y la regulacién epigenética en genes de MMP’s, por lo cual estamos interesados
en conocer si en fibroblastos de pulmon con FPI, la acetilacion de histonas ésta involucrada

en la regulacién de la MMP-1.

OBJETIVO

Investigar si la expresion de la MMP-1 en fibroblastos de pulmon se regula por acetilacion

de histonas.

Objetivos particulares:

e Comparar la expresion de MMP-1 en fibroblastos normales y de FPI.

e Analizar si el utilizar un inhibidor de HDAC como el TSA modifica la expresion de

MMP-1 en fibroblastos derivados de pulmdn de pacientes con FPI.

e Evaluar el estado deacetilacion de la histona H3 en el promotor de la MMP-1.

e Demostrar como afecta el estado de acetilacion de la histona H3 en el promotor de

la MMP-1 en la expresion del gen.
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METODOS

Cultivo de fibroblastos.

Se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos pulmonares previamente establecidos en el
laboratorio. Para este trabajo se analizaron una linea de fibroblastos de pacientes
diagnosticados con fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y una linea primaria de fibroblastos
considerados como normales. Los fibroblastos se aislaron de biopsias de pulmén mediante
un tratamiento enzimatico con tripsina-EDTA y se establecieron en cajas de cultivo de
25cm? con medio nutriente Ham F-12 (Gibco, BRL) suplementado con 10% de suero fetal
bovino, penicilina 10, 000 U/ml, estreptomicina 10 mg/ml y anfotericina B 25 ug/ml, a una
temperatura de 37°C y con una mezcla gaseosa de 5% de CO2/9% aire. Cuando los cultivos
alcanzaron un 90% de confluencia, estos se subdividieron, se cultivaron en cajas de 75 cm?

y se congelaron en varias alicuotas para su uso posterior.

Tratamiento de células.

Cultivos de fibroblastos normales y FPI se crecieron en cajas P100 con medio F12. Cuando
las celulas alcanzaron el 75% de confluencia, el medio se retir6 y se dejaron durante 18
horas en medio sin suero. Posteriormente, a cada caja se le adicionaron 10 ml de medio
nuevo sin suero conteniendo tricostatina A, a una concentracion final de 300 nM vy las
células se dejaron por un periodo de 24h. Como controles se utilizaron los mismos
fibroblastos a los cuales se les adiciono medio sin suero mas DMSO al 0.001% que se
utilizé como vehiculo. Todos los ensayos se realizaron por duplicado en dos experimentos

independientes.
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Obtencidn de medios condicionados y RNA.

Después de estimular a los fibroblastos con o sin TSA por 24hrs, se recupero el medio que
contiene los productos secretados por las células (medio condicionado). EI medio de cada
una de las cajas de cultivo se colocé en tubos de 15 ml, se centrifugaron a 2800g durante 10
min a 4°C. El sobrenadante se transfirio a tubos nuevos con inhibidores libres de EDTA y

se guardaron a -70°C para su uso posterior.

Para la extraccion de RNA, las células se lavaron con PBS frio y se cosecharon
colocandolas en tubos de 1.5 ml que se centrifugaron 3 min a 2500 g para obtener el pellet.
La extraccion de RNA se realizd re suspendiendo el pellet de células con 1 ml del reactivo
Trizol (Invitrogen). Después de agregar 200 pl de cloroformo las muestras se agitaron
durante 20 segundos y posteriormente se centrifugaron a 12000g durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante con la fase acuosa se transfirio a otro tubo de 1.5 ml y el RNA se precipit6
adicionando 500 pl de alcohol isopropilico. Después de centrifugar durante 15 min a
70009 y a 4°C, se elimind el isopropanol y el pellet de RNA se lavé con 1 ml de etanol al
75 % y despues se centrifugd por 5 min a 7000 g y a 4°C. Por ultimo, la muestra en el tubo
se dejo secar durante 10 min a T.A y se adicionaron 20 pl de agua libre de RNAsas. La

concentracion de RNA se determiné en un espectrofotometro (NanoDrop 1000).

Cuantificacién de proteinas.

Las muestras de los medios condicionados se liofilizaron y se concentraron a 10X. La
concentracion de proteina se determiné utilizando el principio del método de Bradford con
el reactivo Protein Assay (BioRad) y con una curva estandar de albumina de 0.05mg/ml a

0.5 mg/ml. El ensayo se realiz6 en placas de 96 pozos siguiendo el protocolo descrito por el
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fabricante. La concentracion de las muestras se obtuvo interpolando los datos en la curva

ajustada por regresion lineal.

Sintesis de cDNA.

Se realizo la sintesis de cDNA por transcripcion reversa con la enzima M-MLV y Oligo-dT
como cebadores. Para ello, 1 pg de cada uno de los RNA fue tratado con DNAsa y la
reaccion de transcripcion reversa se llevd a cabo con un estuche comercial (Monster cDNA,

Epicentre) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR).

Se determind la expresion de MMP-1 por PCR en tiempo real utilizando un termociclador
RotorGen (Quiagen). La reaccion de amplificacion se llevo a acabo utilizando sondas
Tagman Gene Expression Assays (Applied Biosystems) en una mezcla de reaccién de 20 pl
conteniendo 1 pM de la sonda marcada con FAM y 50 ng de cDNA que se mezclaron con
12.5 pl de un mix (Maxima Probe qPCR Master Mix, Fermentas) que contiene todos los
elementos necesarios para la amplificacion, siguiendo las indicaciones del fabricante. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion de
95°C durante 10 minutos seguido de 40 ciclos a 95°C durante 10 segundos y 60°C durante
15 segundos. EIl analisis de los resultados se hizo mediante cuantificacion relativa para lo
cual en cada muestra se amplificd el gen del RNA ribosomal 18s. Los resultados se trataron

-ACT
2

por medio del método comparando el CT de MMP-1 contra el gen de referencia. Los

resultados se muestran como el promedio de 2 experimentos independientes por duplicado.
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Western Blot.

Las medios condicionados se descongelaron y mezclaron con amortiguador Laemmli (Tris-
HCI 0.5 M pH 6.8, SDS 20% glicerol-azul de bromofenol 1%, 2B-mercaptoetanol 5%). Se
cargaron 30 pg de proteina total de cada una de las muestras y fueron separadas en geles
poliacrilamida-SDS al 10%, los geles se corrieron a un voltaje de 150V durante una hora.
Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham
Pharmacia Biotech, UK) que se equilibré con buffer de transferencia durante 10 minutos
junto con el gel. Las proteinas se transfirieron a 15V por 25 minutos en una camara para
transferencia semi-seca. Los sitios inespecificos de union en la membrana, se bloquearon
incubando la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con leche al 5% en buffer
TBS-T (10mM Tris base pH 8.0, 150mM de NaCl y 0.05% Tween 20). El anticuerpo
primario para MMP-1 (Abcam) se incubd 18 horas a 4°. Después de lavar con TBS-T se
afiadié el anticuerpo secundario especifico (1:2000) conjugado con peroxidasa de rabano y
se dejo incubando a temperatura ambiente por 1 hora. La marca se revel6 con el sistema de
deteccion de quimioluminiscencia ECL (Amersham Biosciences, Buckinghamshire)

utilizando una placa fotogréafica para rayos X (kodak).

Inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP).

Después de estimular a los fibroblastos con TSA como se describié anteriormente, las
células se cosecharon con tripsina y se pasaron a tubos de 15 ml. Se centrifugé para
eliminar la tripsina 5 minutos a 1500 rpm a 4°C. El pellet se lavo con 10 ml de solucion
salina de buffer de fosfatos (PBS) y nuevamente se centrifugé para eliminar el PBS. Para

fijar las interacciones “Cross-linking” del DNA- proteina el pellet de células se re
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suspendié en medio fresco con formaldehido al 1% y se incubd por 10 minutos en un
agitador a 300 rpm. Para detener la reaccion, se adicion6é 1ml de glicina (1.25 M) se mezcld
por agitacion. Las muestras se centrifugaron a 1500 rpm por 7minutos a 4°C, se deseché el

medio, el pellet se lavo con PBS frio y se centrifugd 5 minutos a 1500 rpm a 4°C.

En esta células se realiz6 la inmunoprecipitacion de cromatina para la histona H3 acetilada
con un estuche comercial (EpiQuik™ Acetyl-Histone H3 ChlP, Epigentek) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Brevemente, para obtener la cromatina, el pellet se resuspendid
en 100l de buffer pre-Lisis, se transfirio a tubos ependorf de 1.5 ml 'y se dejé en hielo por
10 min. Después de centrifugar a 5000 rpm por 5minutos se elimin6 el sobrenadante con
cuidado y se agregaron 100 pl de buffer de lisis, se incub6 por otros 10 minutos en hielo
agitando las muestras cada 2 minutos. Lo siguiente fue fragmentar la cromatina por
sonicacion. Cada muestra se sonico 10 veces con pulsos de 10 segundos y en frio. Después
se centrifugaron a 12500g por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo de 1.5 ml. Una vez fragmentado el DNA se incub6 con el anticuerpo anti histona H3
acetilada y se inmunoprecipitdé incubando a temperatura ambiente por 60 minutos en
agitacion. Ya que se fijaron las interacciones DNA- proteina H3 acetilada se degradaron las
proteinas inespecificas con proteinasa K por 15 minutos a 65°C para obtener solo el DNA
que interactud con las proteinas H3 acetiladas (reversion del “cross-linking”) y ya que se
obtuvo el DNA se purificd en columnas. Después de lavar las columnas con etanol al 70%
y al 90 el DNA fue eludido en 20ul de buffer de elucion (50mM tris-Cl, pH 7.5, 10 mM

EDTA y 1% SDS) y se cuantificd por espectrofotometria en un Nanodop 1000.
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PCR para el promotor de la MMP-1

El DNA que fue inmunoprecipitado se analizé por PCR utilizando iniciadores (primers)
para la region promotora de la MMP-1. Se disefiaron 6 pares de iniciadores (primers) para

analizar el promotor de la MMP-1 que fue subdividido en 6 regiones como sigue:

R15’- GGCATGCAAATCACCAAAA-3’ (sentido); 5’- ATCCTCCCCTTCAAGCTGT-

3’ (antisentido). R2: 5’-~ACAGCTTGAAGGGGAGGATT-3’ (sentido); 5’- TTCTTGGTT

GCTTCATGCTG-3’ (antisentido). R3: 5’-AAGCAACCAAGAAAACCACG-3’ (sentido);

5’- CACTGAGGCCTGGGAAACA-3’ (antisentido). R4: 5’-TGTTTCCCAGGCCTCAG
TG-3’ (sentido); 5°- TGGCTCTGTAATGAAAGATGTGTATTC-3’ (antisentido). R5: 5°-
CGGTCACCAGTACCCAAGACA-3’ (sentido); 5’- TTGTTAAGCTGCCTGGTACCCT-

3’(antisentido). R6: 5’- CCATGCCTGGCTCTGAGTAAA-3’ (sentido); 5°’- TGGCTAGA

TACATTTTGG GTGGA-3’ (antisentido). Para la reaccion de amplificacion se usaron 60
ng de DNA, 20 mM de buffer de Tris-HCI pH8.3, 2 mM de MgCI2, 200 uM de nucleétidos

(dCTP, dATP, dGTP y dTTP), 1uM de iniciadores (primers) y 1.25 U de Taq polimerasa.

Las condiciones de amplificacion para cada region, la ubicacion dentro del promotor y el
producto esperado se muestran en la Tabla 3.Los productos de PCR se analizaron en geles
de agarosa al 1 % pretefiidos con bromuro de etidio. La electroforesis se realizé durante 1
hora a un voltaje de 80 V en buffer TBE (Tris-borato-EDTA) y se observaron bajo luz UV
en un transiluminador. Para obtener la imagen, los geles se digitalizaron con una camara
digital Kodak DS120 utilizando el sistema de foto documentacion Kodak Digital Science

(Kodak).
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Tabla 3.

regon | el | ondmerde | s | prodct
R1 -3513a 4149 :;; :g; :;; 35 636 pb
R2 -2B92a -3533 g:;; gf‘; ;‘;; 35 641 pb
R3 -1980a -2905 250;3{:& iﬁ 35 925 pb
R4 -1300a -1999 :;; :;;};f; 35 699 pb
RS -571a-1372 :3; :é; ;;; 35 B01pb
RE -1a-644 3?:.' ::;; ;2{;& 35 Q00 pb
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RESULTADOS

Expresion génica de MMP-1 en fibroblastos de pulmédn normal y de pulmén con FPI.

Para evaluar si existen diferencias en la expresion basal de MMP-1 entre fibroblastos
normales y fibroblastos de pacientes con FPI y determinar si la inhibicion de deacetilacion
modifica este patron, las células se sembraron y se mantuvieron durante 24 horas en medio
sin suero en ausencia 0 presencia de TSA 300nM. La expresion de MMP-1 se cuantifico
por PCR en tiempo real y se hizo un andlisis relativo del gen de MMP-1 contra el gen 18s

ribosomal.

Como se observa en la Figura 1, en condiciones basales (Control) los fibroblastos de FPI
expresan aproximadamente 9 veces menos el gen de MMP-1 en comparacién con los
normales (0.2+0.08 en FPI1 vs 1.81+0.62 en Normales). Por otra parte, el estimulo con TSA
modifica la expresion basal de MMP-1; en el caso de los fibroblastos normales, el TSA
disminuy0 la expresion en aproximadamente 1.7 veces, de 1.81 en Control a 1.06 con TSA
y en fibroblastos de FPI el TSA increment6 2.5 veces la expresion de MMP-1, de 0.2 en

control a 0.5 con TSA.
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Figura 1.Expresion de MMP-1 en fibroblastos de pulmoén normales y fibréticos, sin
estimulo y estimulados durante 24 horas con TSA (300 nM). Los valores se expresan en
unidades arbitrarias del analisis de delta CT del gen de MMP-1 ajustado contra el 18s.

Niveles de MMP-1 en medios condicionados.

Para determinar si los resultados de expresion génica se ven reflejados a nivel de proteina,
los niveles de MMP-1 en los medios condicionados de los fibroblastos cultivados en
presencia o0 ausencia de TSA durante 24 h y se analizaron por inmunoblot. Los resultados
muestran que los fibroblastos de FPI secretan menor cantidad de MMP-1 en comparacion
con los fibroblastos Normales (Figura 2A). Sin embargo, un andlisis por densitometria
considerando los valores basales (Control) como el 100%, muestra que el TSA incrementa
la produccion de MMP-1 en ambos, normales y fibroticos aunque en normales el

incremento fue solo del 13.2% mientras que en los fibrdticos fue de 61% (Figura 2B).
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Figura 2. A) Inmunoblot de MMP-1 en medios condicionados de fibroblastos normales y
fibroticos sin estimulo (C) y estimulados con TSA. B) Analisis por densitometria.

Anélisis del estado de acetilacion del promotor de la MMP-1.

La acetilacion y deacetilacion de histonas son mecanismos que regulan la transcripcion de
genes, favoreciendo o dificultando la interaccién de factores de transcripcion con las
secuencias promotoras de los genes en el DNA. Para investigar si estos mecanismos estan
implicados en la expresion de MMP-1, los fibroblastos normales y de FPI se cultivaron en
ausencia o presencia de TSA durante 24 horas. Se utiliz6 un ensayo de inmunoprecipitacion
de cromatina (ChIP) con un anticuerpo contra la histona H3 acetilada para establecer si la

proteina se une o esta localizada junto a la secuencia del promotor de la MMP-1. Con esta
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técnica se precipita el DNA que se asocia a la histona H3 acetilada en residuos de lisina
(K9, K14, K18, K23, K36) y posteriormente mediante PCR se analiz0 si el promotor de la
MMP-1 amplifica en estas muestras. La Figura 3 muestra los productos de amplificacion
obtenidos para cada una de las 6 regiones en las que se dividio el promotor de la MMP-
1.En condiciones basales o Control (C), en los fibroblastos de FPI se logré amplificar las
regiones R1, R2, R5 y R6 del promotor mientras que en los fibroblastos normales no se
observé ningun producto. Sin embargo, cuando las células fueron estimuladas con TSA, se
logré amplificar las regiones R2, R3, R4 y R5 de los fibroblastos de FPI y R5 y R6 en los
normales. Estos resultados indican que es muy probable que en los fibroblastos de FPI, una
buena porcién del promotor de la MMP-1 (de R2-R5) que corresponden de -571 a -3533
pb se encuentren en estado deacetilado. No se observé amplificacién de productos

inespecificos.
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Figura 3. Geles de agarosa al 1% para los productos de amplificacion del promotor de la
MMP-1 en DNA de fibroblastos normales y de FPI en ausencia o presencia de TSA
(300nM) que fue inmunoprecipitado por ChIP con un anticuerpo contra la histona H3
acetilada. EI promotor fue dividido en 6 regiones (R1-R6).
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DISCUSION Y CONCLUSION.

La fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad crénica y letal. Los procesos celulares y
moleculares que participan en la aparicion y progresion de esta enfermedad, ain no se
conocen con precisién y permanecen en constante estudio. En un esfuerzo por entender los
mecanismos patogénicos de la enfermedad, Selman y col. (32) proponen que en la FPI el
dafio en el epitelio pulmonar podria desencadenar la proliferacién, migracion y
diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos. Estas células forman estructuras que se
conocen como focos de fibroblastos, donde se producen cantidades exageradas de
moléculas de la matriz extracelular que conducen a la destruccion del parénquima pulmonar

y finalmente a la muerte del individuo.

En condiciones normales, existe un equilibrio entre la produccion y la degradacién de
moléculas de matriz extracelular en el intersticio pulmonar. Los fibroblastos son las
principales células responsables de la produccion de colagena pero también de la enzima
responsable de su degradacion, la colagenasa intersticial 6 MMP-1.Existen reportes que
indican que la MMP-1 se encuentra sobre-expresada en pulmoén de pacientes con FPI (42)
pero esto resulta contradictorio en el sentido de que si esta sobre expresada, entonces no
deberia existir la acumulacion excesiva de colagena, caracteristica que distingue a la FPI
(44). Sin embargo, en este contexto existen estudios que han mostrado que los fibroblastos
de los focos no expresan la MMP-1, lo cual nos hace pensar que existe un problema en la
regulacién de este gen que impide que la enzima se exprese y que se degrade la colagena.
La acetilacion de histonas es un proceso clave en la regulacién transcripcional de varios
genes, debido a que la modificacién de las histonas puede alterar el arreglo de la cromatina,
Ilevandola de un estado denso o compacto a un estado mas laxo y accesible, facilitando la
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unién de la maquinaria transcripcional y favoreciendo la expresion del o de los genes
presentes en esos sitios (18). Sin embargo, existen pocos trabajos enfocados a establecer
qué papel desempefia la regulacion epigenética en la expresion de MMP’s y en particular de
la MMP-1. En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue investigar si la acetilacion
de histonas participa en la regulacion transcripcional de la MMP-1 en fibroblastos de

pacientes con FPI.

En primer lugar, al analizar los niveles de expresion de MMP-1 por PCR en tiempo real fue
evidente que los fibroblastos de FPI expresan menos MMP-1. Los resultados muestran que
tienen nueve veces menos expresion de MMP-1 comparado con los fibroblastos
normales.(Figura 1). Cuando las células se estimulan con TSA se inhibe la actividad de
HDAC:s lo cual aumenta la acetilacion y se favorece un estado en donde la cromatina se
encuentra mas accesible a la transcripcion. En el caso de los fibroblastos de FPI, el estimulo
con TSA provocd un incremento del 150% en la expresion de MMP-1. Este mismo
comportamiento también se observo cuando se analizé la presencia de la proteina en los
medios condicionados de las células (Figura 2) de modo que estos dos resultados sugieren
que probablemente en los fibroblastos fibréticos la expresion de MMP-1 esta disminuida

porque se encuentran en un ambiente de histonas en estado deacetilado.

El TSA es un inhibidor inespecifico de HDACs y en teoria, este inhibidor propicia la
acetilacion de histonas, lo cual deberia favorecer la expresion de MMP-1, tal y como se
observo en los fibroblastos de FPI. Sin embargo este fendmeno no se repite en los
fibroblastos normales en donde los resultados muestran que el TSA disminuyo la expresion
del mMRNA de MMP-1 y la produccion de proteina permanece practicamente igual. (Figura

1)EI uso de solo una linea de fibroblastos normales y una de FPI dificulta la explicacion de
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esta diferencia y para dar una conclusion més racional de este fendmeno se necesitaria
aumentar el nimero de muestras. Sin embargo, con todo y las reservas respecto al nimero
de muestras, una posible explicacion de esta diferencia podria estar en el hecho de que
existen evidencias que indican que los efectos de TSA pueden ser diferentes dependiendo
del tipo celular. En un estudio realizado por Young y colaboradores (45) se encontrd que en
condrocitos de la linea SW153, la expresién de MMP-1 disminuye cuando estas células son
tratadas con TSA. Martens y colaboradores (46)encontraron resultados similares, ellos
utilizaron células humanas de glioblastoma y observaron que el TSA aumenta la acetilacion
de la histona H3 pero que este suceso no es suficiente para observar un incremento en el
gen de MMP-1 por lo que sugieren que la acetilacion no es el Unico suceso implicado en la
transcripcion de MMP-1, sino que también estdn implicados otros procesos como
metilacion y fosforilacion de histonas y adicionalmente se ha sugerido que el TSA puede
interferir con factores de transcripcion especificos, como c-jun el cual se sabe esta

implicado en la expresién de MMP-1 (47).

Por el contrarid, los hallazgos reportados por Kim y colaboradores (48) muestran un
comportamiento similar a lo que nosotros encontramos en los fibroblastos de FPI. Estos
autores mostraron que en fibroblastos dérmicos humanos, la expresion de MMP-1se
incrementa cuando las células son estimuladas con los inhibidores de acetilacién TSA y
butilato de sodio en una manera dosis dependiente, esto debido en parte a que se incrementa
la acetilacion de la histona H3 ademas de que la actividad total de HDAC fue
disminuyendo, mientras que la actividad de las HAT fue incrementada. Entonces es
probable que en nuestro trabajo, el efecto diferencial en la expresiébn de MMP-1 en

fibroblastos normales y de FPI posiblemente se deba a la naturaleza misma de la
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enfermedad aunque esto solo es una especulacion y como ya se menciond, se deben

analizar mas muestras para verificar este resultado.

La MMP-1 no es el unico ejemplo de proteinas que son importantes para el desarrollo de la
FPI y que son reguladas porque el gen se encuentra en un estado de deacetilacion. Un
ejemplo es el de IP-10 6 CXXL10, una molécula que desempefia un papel importante en la
FP1 como inhibidor de angiogénesis. Un estudio reciente muestra que esta proteina se
encuentra disminuida en fibroblastos de pacientes con FPI y que la represion de esta
proteina es debida a que los fibroblastos mantienen un estado donde la deacetilacion se

encuentra incrementada (49).

Los resultados obtenidos en el analisis de ChIP refuerzan la idea de que en condiciones
basales la expresion de MMP-1 en los fibroblastos de pacientes con FPI es apagada o
reprimida porque en la region del promotor las histonas se encuentran en un estado
deacetilado y mantienen la cromatina compacta. Nuestros resultados muestran que una
buena proporcion del promotor de MMP-1 amplifica cuando en los fibroblastos se favorece
la acetilacion de histonas con TSA. En el promotor de MMP-1, los productos de
amplificacion que se lograron observar corresponden a la secuencia que va de -571 a -3533,
que representa aproximadamente el 75% de la longitud total del promotor y en la cual se
encuentran la mayoria de los sitios de regulacion de la MMP-1 (ver Tabla 2).La regulacién
de la expresion de la MMP-1 debido a factores que favorecen la acetilacién ya ha sido
demostrada y en particular se ha descrito que en este proceso, el ensamble y la participacion
de diferentes complejos como p300 y componentes de SWI/SNF tienen un papel

importante (46, 48).
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En conclusion, y con las reservas debidas al estudio de solamente una linea celular, los
resultados de este trabajo sugieren que en los fibroblastos de pacientes con FPI, la
disminucion de MMP-1 puede deberse en parte a que en esa region predomina un estado
donde las histonas se encuentran deacetiladas y por la tanto mantienen la region del

promotor de la MMP-1 inaccesible.

REFERENCIAS.

1. Pardo A, Selman M. (1996). Matrix metalloproteinases and lung injury. Braz J
Med Biol Res 29:1109-1115.

2. Chinoy R. (2003). Lung growth and development. Frontiers in Bioscience.
8:329-415.

3. Ramos C, Becerril C, Cisneros-Lira J, Montafio M. (2004). EI miofibroblasto,
una célula multifuncional en la patologia pulmonar. Rev Inst Nal Enf Resp Mex.
17: 215-231.

4. Ramos C, Montafio M, Garcia-Alvarez J, Ruiz V, Uhal BD, Selman M, Pardo
A. (2001). Fibroblasts from idiopathic pulmonary fibrosis and normal lungs
differ in growth rate, apoptosis, and tissue inhibitor of Metalloproteinases
expression. Am J Respir Cell Moll Biol 24:591-598.

5. Visse R, Nagase H. (2003). Matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of
metalloproteinases. Structure, function, and Biochemistry. Circ Res. 92:827-
839.

6. Page-McCaw A, Ewald A andWerb Z. (2007). Matrix metalloproteinases and
the regulation of tissue remodeling. NatRevMolCell Biol 8:221-33

7. Somerville R, Oblander S, Apte S. (2003). Matrix metalloproteinases: old dogs
with new tricks Gen Bio 4:216. 1-216.11.

8. Brinckerhoff C. y Matrisian L (2002). Matrix Metalloproteinases: a tail of a frog
that become a prince. Nat Rev Mol Cell Biol. 3:207-14

9. Selman M, Pardo A. (2004). Matrix Metalloproteinases and Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases in Pulmonary Fibrosis. En: Idiopathic Pulmonary Fibrosis.
Lynch J P. Ed. Marcel Dekker, U.S.A. P 416-442.

10.Fanjul-Fernandez, M., Folgueras A, Cabrera S, Lépez-Otin C. (2010). Matrix
metalloproteinases: Evolution, gene regulation and functional analysis in mouse
models.Biochim Biophys Acta 1803: 3-19.

39



11.Chakraborti S, Mandal M, Das S, Mandal A and Chakraborti T. (2003)
Regulation of matrix metalloproteinases: an overview. Mol Cell Biochem
253:269-85

12.Cascales M, Alvarez-Gomez J. (2010). Metaloproteinasas, matriz extracelular y
cancer. An. R. Acad. Nac. Farm.; 76:59-84.

13.Wolffe P, Gushin D (2000). Chromatin Structure Features and Targets that
regulate Transcription. J Struc Biol. 129:102-122

14.Felsenfeld G. & Groudine M. (2003). Controlling the double helix. Nature. 421:
448-453

15.Grunstein Michael. (1997). Histone acetylation in chromatin structure and
transcription. Nature. 389: 349-352.

16.Luger K. & Richmond T. (1998). The histone tails of the nucleosome. Curr
Opin Genet & Dev 8:140-146.

17.Strahl B. & Allis D. C. (2000). The language of covalent histone modifications.
Nature. 403: 41-45

18.Berger L Shelley (2002). Histone modifications in transcriptional regulation.
Curr Opin Genet & Dev. 12: 142-148

19.Kuo M and Allis C. (1998). Roles of histone acetyltransferases and deacetylases
in gene regulation. BioEssays. 20:615-626.

20.Fukuda H, Sano N, Mutuo S and Horikoshi M. (2006). Simple histone
acetylation plays a complex role in the regulation of gene expression. Brief funct
genomic proteomic 5: 190-208.

21.Gallinari P, Marco D, Jones P., Pallaoro M, Steinkuhler. (2007).HDACsS, histone
deacetylation and gene transcription: from molecular biology to cancer
therapeutics. Cell Res 17: 195-211.

22.Verdone L, Agricola E, Caserta M and Mauro D. (2006). Histone acetylation: in
gene regulation. Brief funct genomic proteomic. 5: 209-221.

23.Barnes P, Adcock | and Ito K. (2005). Histone acetylation and deacetylation:
importance in inflammatory lung diseases. Eur Respir J. 25: 552-563.

24 .Eberharter A and Becker B. (2002).Histone acetylation: a switch between
repressive and permissive chromatin. EMBO reports 3: 224-229

25.Xu W. Parmigiani R, Marks P. (2007). Histone deacetylase inhibitors: molecular
mechanisms of action. Oncogene 13:5541-52

40



26.Santini V. and Ferrari G. (2007). Histone Deacetylase Inhibitors: Molecular and
Biological Activity as a Premise to Clinical Application. Curr Drug Metab,
8:383-394.

27.Yoshida M, Kijima M, Akita M and Beppu T. (1990). Potent and specific
inhibition of Mammalian Histone Deacetylase both in vivo and in vitro by
Trichostatin A. J.Biol. Chem. 265:17174-17179.

28.Yoshida M,Horinouchi S and Beppu T.(1995). Trichostatin A and trapoxin:
novel chemical probes for the role of histone acetylation in chromatin structure
and function. 17:423-430

29.Recillas T y Escamilla A. (2004). Participacion de la estructura de la cromatina
en la regulacién de la expresion génica. Mensaje bioguimico, Vol XXVII. Depto
Bioquimica, Fac Medicina.

30.Ancochea J, Anton E., Casanova A. (2004). Nuevas estrategias terapéuticas en
la fibrosis pulmonar idiopatica. Arch Bronconeumol 40 (supl 6): 16-22.

31.Pardo A, Selman M, (2002). Molecular mechanism of pulmonary fibrosis. Front
Biosci 7: 1743-1761.

32.Selman M, King T y Pardo A. (2001) Idiopathic Pulmonary Fibrosis: Prevailing
and Evolving Hypotheses about its Pathogenesis and Implications for therapy.
Ann Intern Med. 134:136-151

33.Pardo A. Selman M. (2005). MMP-1: the elder of the family. Int J Biochem Cell
Biol. 37: 283-288.

34.Rutter J, Brinckerhoff C. (1999). Transcriptional Regulation of the Collagenase-
1 (Matrix Metalloproteinase-1; MMP-1) gene. In: Collagenases. W. Hoeffler ed,
R.G. Landes Company pp.55-71.

35.Arakaki P A., Marques M R, Santos M. C. (2009). MMP-1 polymorphism and
its relationship to pathological processes. J. Biosci. 34:313-320.

36.Vincenti M, Brinckerhoff C. (2007). Signal transduction and Cell-type Specific
Regulation of Matrix Metalloproteinase Gene Expression: Can MMPs be Good
for you? J. Cell. Physiol. 213:355-364.

37.Benbow U, Brinckerhoff C. (1997). The AP-1 Site and MMP Gene Regulation:
What is All the Fuss About? Matrix Biology 15: 519-526.

38.Winkler M., Fowlkles J. (2002). Metalloproteinase and growth factor
interactions: do they play a role in pulmonary fibrosis? Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol.283: L1-L11.

41



39.Vincenti M, Brinckerhoff C. (2002). Transcriptional regulation of collagenase
(MMP-1, MMP-13) genes in arthritis: integration of complex signaling
pathways for the recruitment of gene-specific transcription factors. Arthritis Res
4. 157-164.

40.Mauviel A. (1993). Cytokine Regulation of Metalloproteinase Gene Expression.
J Cell Biochem 53:288-295.

41.Checa M, Ruiz V, Montafio M, Velazquez R, Selman M, Pardo A. (2008).
MMP-1 polymorphisms and the risk of idiopathic pulmonary fibrosis. Hum
Genet 124:465-472.

42.Selman M, Pardo A, Barrera L, Estrada A, Watson SR, Wilson K, Kaminski N,
Zlotnik A.(2006). Gene expression profiles distinguish idiopathic pulmonary
fibrosis from hypersensitivity pneumonitis. Am J Respir Crit Care Med. 173:
188-98

43.Rosas |, Richards T, Konishi K, Zhang Y, Gibson K, Lokshin A, Lindell K,
Cisneros J, MacDonald S, Pardo A, Sciurba F, Dauber J, Selman M, Gochuico
BR, Kaminski N (2008). MMP-1 and MMP-7 as potential peripheral blood
biomarkers in idiopathic pulmonary fibrosis. PLos Medicine. 5(4):e93.

44 Pardo A, Selman M (2006) Matrix metalloproteases in the aberrant fibrotic
tissue remodeling. Proc Am Thorac Soc. 3:383-388

45.Young D, Lakey R, Pennington C, Jones D, Kevorkian L, Edwards D, Cawston
T, Clarck IM. (2005). Histone deacetylase inhibitors modulate metalloproteinase
gene expression in chondrocytes and block cartilage resorption. Arthritis Res
Ther. 7: 503-512.

46.Martens J, Verlaan M, Kalkhoven E and Zentena A. (2003). Cascade of Distinct
Histone Modifications during Collagenase Gene Activation. Mol Cell Biol. 23:
1808-1816.

47.Clark 1, Swingler T, Young D. (2007) Acetylation in the regulation of
metalloproteinase and tissue inhibitor of metalloproteinases gene expression.
Front Bios. 12:528-535.

48.Kim M, Shin J, Eun H, Chung J. (2009) The role of p300 histone
acetyltrensferase in UV-induce histone modifications and MMP-1 gene
transcription. Plos One. 4: e4864.

49.Coward W, Watts K, Feghali-Botswick C, Jenkins G and Pang L. (2010)
Repression of IP-10 by Interactions between Histone Deacetylation and
Hypermethylation in Idiopathic Pulmonary Fibrosis. Mol Cell Biol 12: 2874-
2886.

42



	Portada

	Índice

	Resumen

	Introducción

	Antecedentes

	Justificación

	Objetivo

	Métodos

	Resultados

	Discusión y Conclusión

	Referencias


