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RESUMEN

La Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) es una enfermedad pu!monar
intersticial difusa, de etiologia desconocida, caracterizada por la proliferacion de
fibroblastos y acumulacion excesiva de moléculas de matriz extracelular en el
parénquima pulmonar, principalmente colagenas fibrilares. En este contexto la
enfermedad refleja un desequilibrio entre la sintesis y degradacion de los
componentes de la matriz extracelular, donde estan involucrados las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) y sus inhibidores (TIMPS).

El objetivo principal de este trabajo fue analizar la expresion del
Inhibidor Tisular de Metaloproteinasas tipo 4 ( TIMP-4) en tejido pulmonar de
pacientes con FPI. Por hibridacion /i sifz e inmunohistoquimica, se observo que
TIMP-4 es expresado principalmente por células plasmaticas, macréfagos y
células epitelio-alveolares en los pulmones fibréticos, mientras que los
experimentos realizados en pulmon normal resultaron negativos. Por PCR se
observo que TIMP-4 se expresa en los pulmones fibréticos, mientras que en
pulmén normal no se detectd resultado positivo.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo y en conjunto con
estudios realizados simultaneamente, en los cuales se analizé la expresion de
TIMP-1, 2y 3, y de las colagenasas 1, 2 y 3 en Fibrosis Pulmonar Idiopatica
(64, 71), se puede concluir que existe una elevada expresion intersticial de los 4
inhibidores en comparacion con la expresion de colagenasas.

El papel que desempefia TIMP-4 en el desarrollo de la Fibrosis
Pulmonar Idiopatica se desconoce, sin embargo, debido a que se encuentra
altamente expresado en los pulmones fibréticos por 3 tipos celulares diferentes,
es probable que TIMP-4 participe activamente como inhibidor favoreciendo la
estabilidad y depodsito de las fibras de coladgena, contribuyendo asi en el
remodelaje inapropiado de la matriz extracelular.




Introducciorn

Matriz extracelular (MEC).

Los tejidos no estan formados unicamente por células, un porcentaje
considerable de su volumen lo constituye el espacio extracelular, el cual esta
ocupado por una compleja red macromolecular (denominada matriz extracelular)
a la cual las células se adhieren, ya sea a través de receptores especificos o por
medio de ligandos. En diferentes drganos y tejidos existen variaciones en la
composicién y organizacion de los diferentes tipos de macromoléculas de la
matriz extracelular lo que contribuye a determinar las propiedades de cada tejido
en particular; por ejemplo en la piel, cartilago, tendon y hueso es un
componente muy abundante mientras que en el cerebro y médula espinal es
mas escaso (1, 2, 4).

La matriz extracelular es importante para el mantenimiento de la
integridad estructural de los organismos multicelulares, pero ademas también
desempefia un papel compilejo y activo en la regulacién del comportamiento de
las células que se encuentran en contacto con ella, afectando su desarrolio,
migracién, diferenciacion, proliferacion, forma y funciones metabdlicas. Las
conecciones de la matriz extracelular con las células a través de sus receptores
(integrinas) determina la organizacién del citoesqueleto y la localizacién y
activacion de moléculas de sefializacion que guian funciones celulares tejido-
especificas unicas (1, 2, 3).

Componentes de la matriz extracelular.

ta MEC estd constituida por una gran variedad de moléculas y su

composicion estructural basica comprende, entre otras, a las colagenas que son

las responsables de la resistencia mecanica de los tejidos conjuntivos, la elastina



que le confiere cualidades de flexibilidad y elasticidad, y los proteoglicanos que son
esenciales para la adhesividad (1, 4).

Colagena.

Es el componente estructural mds abundante de la MEC, la colagena es una
molécula homo o heterotrimérica, cuyas subunidades, las cadenas o, son
productos de genes distintos, algunos de los cuales estan sujetos a un splicing
alternativo. Hasta ahora han sido clonadas y secuenciadas 34 cadenas o
diferentes. En una colagena fibrilar clasica mas del 95% de su estructura
secundaria es de triple hélice. Este tipo de estructura helicoidal es posible porque
cada tercer aminoacido lo ocupa la glicina, el aminoacido mas pequefio, y por lo
tanto cabe en el centro de la superhélice. La estructura primaria de la colagena es
repetitiva, teniendo la secuencia de aminodcidos Gly-X-Y, donde 30 % de las
posiciones X y Y estan ocupadas por prolina e hidroxiprolina respectivamente,
estos aminoacidos le confieren estabilidad v rigidez a la molécula (1,2, 5, 8).

Los diferentes tipos de coldgena (I- XIX) tienen funciones y organizacion
diversas, incluyendo la formacién de fibrillas, microfibrillas y membranas basales.
Las colagenas tipo 1, I, II1, V y XI constituyen la clase de coldgenas fibrilares

(1).

Las colégenas tipo IX, XII, y XIV participan en la formacion de fibras junto
con las colagenas fibrilares, sin embargo no son capaces de formar agregados
supramoleculares y no forman fibras por si mismas. A esta clase de moléculas se
les ha llamado coligenas asociadas a fibras con interrupcion en triple hélices
(FACIT: Fibril- Associated Collagens with Interrupted Triple helices) (1).

Las colagenas tipo IV, VIII y X que forman laminas se encuentran en
membranas basales (1,2).




En el pulmdn las colagenas tipo I y III se encuentran en el intersticio
pulmonar, en las paredes de las vias aéreas y en los vasos sanguineos, y junto con
la coldgena tipo II, que se localiza en el cartilago bronquial, constituyen el 95% de
‘a coldgena del pulmdn. La colagena tipo IV se encuentra en membranas basales
que separan el epitelio del intersticio y a éste del endotelio (1,2).

Glucosaminogiucanos.

Estan constituidos por largas cadenas de polisacaridos no ramificadas,
compuestos de unidades repetidas de disacaridos, se distinguen cuatro grupos

principales (2, 4):

a) acido hialurdnico

b) condroitin sulfato y dermatan sulfato
¢) heparan y heparina

d) queratan sulfato.

Proteoglucanos.

Estdn compuestos por largas cadenas de glucosaminoglucanos unidas
covalentemente a una proteina central. Los proteoglucanos se clasifican

principalmente en dos grupos (2, 4):

a) Proteoglucanos pequefios ricos en leucina (decorina, biglucano,
fibromodulina, lumican).

b) Proteoglucanos modulares con sitios de unién para acido hialurdnico o

lectinas (perlecan, agrecan, versican).



Proteinas no colagenicas.

El principal componente de las fibras elasticas es la eiastina, rica en prolina
y glicina, pero a diferencia de la colagena, presenta un bajo contenido de
hidroxiprolina y carece de hidroxilisina. Las moléculas de elastina son secretadas al
espacio extracelular, donde forman filamentos y ldminas, y crean numerosos

puentes cruzados, dando lugar a una extensa red (2).

Una de las glicoproteinas que contribuye a la adhesién de la céluia a la
.atriz extracelular es fa fibronectina. La fibronectina es un dimero compuesto por
2 subunidades unidas entre si mediante enlaces disulfuro situados cerca del
extremo carboxilo terminal. La tenascina, también es una glucoproteina adhesiva
extracelular pero presenta una distribucién mas reducida que la fibronectina y es
mas abundante en los tejidos embrionarios (5).

La laminina es el principal componente de las laminas basales, junto con la
coladgena tipo IV, esta proteina esta formada por la asociacion de tres polipéptidos
genéticamente distintos (¢, By v) (3, 6, 7, 10).

" ~mo de la matriz extracelular, metaloproteinasas de matriz.

El equilibrio de la MEC en diferentes condiciones fisioldgicas es una
consecuencia del balance entre la sintesis y degradacion de los componentes de ia
misma. En contraste, un desequilibrio en el metabolismo de la MEC ha sido
asociado con diferentes procesos patologicos. Numerosas evidencias sugieren gque
las metaloproteinasas de matriz (MMPs del inglés matrix metalioproteinases) son
las enzimas responsables de la degradacion de las macromoléculas de la matriz
extraceiular (12, 14, 15).




Las MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes de zinc que
comparten varias caracteristicas funcionales incluyendo:

a) La habilidad para degradar por lo menos un componente de la matriz
extracelular.

b) La activacion extra o intra celular de las proenzimas, ya que son
sintetizadas como zimoégenos.

) La inhibicién de su actividad por inhibidores especificos de las MMPs,
TIMPs ( del inglés Tissue Inhibitor of Metalloproteinases).

Las MMPs han sido clasificadas en varias subfamilias diferentes (tabla 1),
esta clasificacion se ha basado en la especificidad por el substrato y en
caracteristicas estructurales de los dominios (esquema 1), (10, 11, 13):

Colagenasas: Este subgrupo re(ne a 3 distintos miembros: La
colagenasa-1 (MMP-1) expresada en un gran numero de células, preferentemente
fibroblastos y macrofagos, la colagenasa-2 sintetizada principalmente por
neutrofilos (MMP-8), y la colagenasa-3 (MMP-13) derivada originalmente de
carcinoma de mama y que es expresada por una gran variedad de células. Estas
enzimas degradan preferentemente colagenas fibrilares tipos I, II, y III (10, 11,
13).

Gelatinasas: La gelatinasa A 6 colagenasa tipo IV de 72 kDa (MMP-2) y la
gelatinasa B de 92 kDa (MMP-S) degradan predominantemente colagena tipo IV y
V, elastina. Estas enzimas reciben el nombre de gelatinasas por su habilidad de
degradar gelatina (colagena desnaturalizada), (10, 11, 13).



Estromelisinas: Las estromeolisinas 1, v 2 (MMP-3, MMP-10). Estas
enzimas actian principaimente sobre fibronectina, laminina, y colagena tipo IV
(10, 11, 13).

Matrilisinas: Este subgrupo relne a proteasas que contienen solo los tres
dominios necesarios para la secrecién, latencia y actividad catalitica. Esta
representado por la matrilisina (MMP-7) y la recién clonada matrilisina-2 (MMP-26),
(10, 11, 13). |

MMP tipo membrana (MT-MMP): Estas proteinas tienen un dominio de
membrana y una pequeiia cola citoplasmica y adicionalmente tienen un motivo
furina. Comprende 6 miembros diferentes, la MT1-MMP (MMP-14), MT2- MMP
(MMP-15), MT3-MP (MMP-16) y MT4- MMP (MMP-17), MT5- MMP (MMP-24), y
MT6- MMP (MMP-25) Son capaces de activar otras MMPs como la MMP-2, MMP-
13, y pueden degradar numerosas proteinas de la matriz extracelular (10, 11, 13).

Otras: Reline a un grupo de enzimas cuyas propiedades estructurales o
funcionales no les permite clasificarse en los subgrupos mencionados con
anterioridad como por ejemplo la metaloelastasa de macrofagos (MMP-12) la
estromelisna- 3 (MMP-11), y la MMP-19 (10, 11, 13).




Tabla 1. Clasificacion de la familia de las metaloproteinasas.

Subfamilia MMP Nombre
Colagenasas MMP-1 Colagenasa 1 o colagenasa
intersticial
MMP-8 olagenasa 2 o colagenasa
e neutrdfilo
MMP-13 Colagenasa 3
Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa A o colagenasa
tipo IV de 72 kDa
MMP-9 Gelatinasa B o colagenasa
tipo IV de 92 kDa
Matrilisinas MMP-7 Matrilisina 1 0 PUMP1
MMP-26 Endometasa o matrilisina 2
Estromelisinas MMP-3 Estromelisina 1
MMP-10 Estromelisina 2
MMP-11 Estromelisina 3
MMPs tipo membrana MMP-14 MT1-MMP
MMP-15 MT2-MMP
MMP-16 MT3-MMP
MMP-17 MT4-MMP
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MTE6-MMP
Otras MMP-12 Metaloelastasa de macrdfago
MMP-19
MMP-20
MMP-23 Enamelisina
MMP-27
MMP-28 Epilisina




Estructura de las MMPs.

La cadena polipeptidica de estas enzimas empieza con una secuencia lider
hidrofdbica en el amino-terminal (N-terminal), la cual dirige la proteina a la via
secretoria. Esta secuencia lider, que es eliminada antes de la secrecion esta
seguida por un propéptido. El propéptido (de ~ 80 aa) tiene una secuencia
conservada PRCG(V/N)PD , la cisteina que se encuentra dentro de esta
secuencia forma un enlace coordinado con el zinc presente en el sitio catalitico
manteniendo la latencia de ias MMPs. La remocion del propéptido por proteolisis
resulta en la activacion del zimégeno (12 - 15).

El dominio catalitico (de ~ 170 aa) contiene un ion de zinc el cual esta
Jnido a 3 residuos de histidina que se encuentran dentro de la secuencia
conservada HExxHxxGxxH. El dominio catalitico tiene un ion de zinc estructural
adicional y de 2 a 3 iones de calcio los cuales son requeridos para la estabilidad y
la expresion de actividad enzimatica (12 - 15).

En el carboxilo terminal se encuentra el dominio tipo hemopexina
(de ~ 210 aa), denominado asi por su homologia con la proteina plasmatica
hemopexina ( este dominio no lo presentan las matrilisinas). El dominio tipo
hemopexina es requerido para la actividad de triple helicasa, tiene una forma de
disco elipsoidal con una estructura de hélice con cuatro aletas. Una secuencia de
aproximadamente 5 a 50 aminoacidos rica en prolina une al dominio hemopexina
“an el dominio catalitico. Ha sido mostrado que el dominio hemopexina juega un
papel funcional en la union al sustrato y en interacciones con los TIMPs (12 — 15).

En suma a estos dominios basicos, la familia de las MMPs involucra
diferentes dominios estructurales y funcionales. Por ejemplo la MMP-2 y la
MMP-9, conocidas como gelatinasas,  incorporan 3 modulos homdlogos al
mddulo tipo II de la fibronectina en el dominio catalitico, éstos se encuentran



involucrados con el sitio de unién a gelatina (coldgena desnaturalizada). Un

dominio transmembranal (de ~ 25 aa) es encontrado en las MT-MMPs, este
dominio hidrofébico ancla a estas enzimas en la membrana plasmética (13,15,
67).

Esquema 1. Dominios de las metaloproteinasas.

A O
s o I
c DN i e
o [N | N | s |
e OO0 ]
F I 0 P
o LI ()
[] Péptido seiial [ Furina
] Propéptido il Linker
[J Dominio catalitico
i} Dominio tipo hemopexina
[J Dominio fibronectina tipo II
J] Dominio tipo vitronectina
Dominio transmembranal

Tomado de Nagase H y Woessner, 1999.

Regulacién de la actividad de las MMPS.

La actividad de las MMPs es regulada a varios niveles intta y
extracelulares incluyendo transcripcién, secrecién, activaciéon e inhibicién. Una
de las caracteristicas mas notables de las metaloproteinasas es que su
expresion puede ser regulada transcripcionalmente por factores de crecimiento
(EGF, bFGF, PDGF, TGFa, aFGF, TGFp, IGF-I), citocinas (IL-1a, IL-1f8, IL-6,
TNFa, MIP-1a, IL-4, IFNy) y hormonas (progesterona) (11,16,17,33).

No solo factores solubles, sino también interacciones célula-célula y
célula-matriz extracelular son claves en la expresidon génica de muchas
9




metaloproteinasas; estas interacciones ocurren a través de receptores de la
célula, integrinas, que son capaces de transmitir sefiales intracelulares que

conducen a la expresidn de genes particulares (11, 13, 14).

Las MMPs funcionan principalmente en la superficie celular o en el
espacio extracelular y sus actividades estan controladas a través de la
activacion del zimégeno e inhibicidn por inhibidores enddgenos, a2-
macroglobulina y TIMPs (14, 15,35).

Inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPS).

La familia de los TIMPs comprende cuatro miembros: TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 y TIMP-4. Los TIMPs desempefian un papel muy importante en el
control de 1a actividad de las metaloproteinasas y por lo tanto, en el balance
entre la sintesis y degradacién de los componentes de la matriz extracelular.
Aunque la actividad principal de los TIMPs es inhibir MMPs activas, estos
inhibidores tienen otras propiedades entre las que se incluyen el ser
moduladores de Ia proliferacién, promotores del crecimientd celular, inhibidores
de la angiogénesis, apoptosis, etc. (28, 29, 40, 56, 60).

TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-4 estan presentes en una forma soluble,
mientras que TIMP-3 se une a componentes de Ia matriz extracelular. Los
_1Ps forman complejos no covalentes con fas MMPs inactivandolas de manera
irreversible; los TIMPS no sdlo se unen ai sitio activo de las MMPs, sino
también a otros dominios participando en su activacion (37, 40).

10



Los cuatro miembros de la familia de los TIMPs comparten varias

caracteristicas estructurales:

a) Tiene 12 residuos de cisteina aitamente conservados, los cuales
forman 6 puentes disuifuro que son esenciales para su conformacion

nativa.

b) El dominio amino-terminal estd altamente conservado, en este

dominio se encuentra una secuencia consenso, VIRAK.

c) Un propéptido sefial de aproximadamente 29 aminoacidos que es

removido para producir la proteina madura.

Tabla 1. Localizacion cromosomica y tamafo de los 4 miembros de la familia TIMP.

mRNA (kb)

TIMP Localizacion cromosdmica Proteina (kDa)
TIMP-1 Xp11.23, Xp11.4 0.9 28.5
TIMP-2 17qg23, 17925 3.5,1.0 21
TIMP-3 22q12, 22q13 5.0, 2.6, 2.4 21
TIMP-4 3p25 1.4 22

Los TIMPs contienen regiones unicas que distinguen a cada miembro de
los otros. Aunque los diferentes TIMPs se unen a la mayoria de las MMPs,
existen diferencias en su afinidad por éstas, en sus propiedades inhibitorias y
en los tipos de complejos no inhibitorios que ellos forman, mediante su dominio
carboxilo-terminal. Asi, TIMP-2 se une con gran afinidad ai zimégeno de la
MMP-2 (proMMP-2) formando un complejo que es importante en la activacion
de la gelatinasa. A en la superficie celular, mientras TIMP-1 forma un complejo

especifico con la proMMP-9, activando a la gelatinasa B (40, 54, 60, 62).

TIMP-1 es una proteina glucosilada con un pI 8.0, a proteina no
glucosilada tiene un peso molecular de 20 kDa y tiene 2 sitios de unién a

carbohidratos. El gen de TIMP-1 humano es altamente inducible a nivel
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transcripcional en respuesta a muchas citocinas, factores de crecimiento y
hormonas (27, 40, 60).

TIMP-2 es una proteina no glucosilada, con un pI 6.45 . El gen TIMP-2
humano es expresado constitutivamente en muchos tejidos y se ha postulado
que se encuentra cerca del gene Sinapsina IV en el cromosomal7q23-25 (40,
60).

TIMP-3 es una proteina no glucosilada la cual fue originalmente
purificada de fibroblastos de pollo y se identificé como CHIMP-3. El gen TIMP-3
humano se encuentra dentro del intrén V del gen Sinapsina III en el
cromosoma 22q12-13 (40, 52, 64).

Caracteristicas del TIMP-4.

TIMP-4 es una proteina no glucosilada de 224 aminoacidos incluyendo al
propéptido sefial de 29 aminoacidos, es la proteina mas neutra (dentro de los
cuatro TIMPs humanos) en condiciones fisioldgicas, con un pI 7.34. Como los
otros TIMPs, TIMP-4 expresa actividad inhibitoria, uniéndose a la MMP-2, -3, -
1, -7 y -9 activas (41, 44). TIMP-4 se asocia con la MT1-MMP activa,
inhibiendo su proceso autocatalitico, sin embargo, el complejo MT1-MMP/
TIMP-4 no actlia como receptor para la proMMP-2. Al igual que TIMP-2, TIMP-4
se une al dominio carboxilo terminal de la proMMP-2, sin embargo, no participa
en su activacion (57, 68, 70).

Greene, et al, han sugerido que la expresion de TIMP-4 parece limitada,
encontrando un nivel de expresién alto en corazén, niveles bajos de expresion
en rifdn, pancreas, colon y testiculos, sin detectar transcritos en higado,
cerebro, puimoén, intestino, timo, y bazo. En base a lo anterior se ha sugerido
una expresion tejido especifica para TIMP-4 (41).
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Recientemente se ha demostrado que TIMP-4 tiene propiedad anti-
proliferativa y anti-invasiva en corazdn; bajos niveles de expresion de TIMP-4

han sido asociados con diferentes cardiopatias (69).

Los TIMPs humanos tienen una estructura intron-exon conservada. La
proteina TIMP-4 estd codificada por 5 exones, el tamafio del gen es de
aproximadamente 6 kb. Se ha especulado que el gen TIMP-4 humano podria
localizarse en el intron V del gen Sinapsina II en el cromosoma 3p25. El
tamafio de los exones es similar en todos los TIMPs y los sitios de corte y
empalme estan conservados. Por el contrario, el tamafio de los intrones varia
en los diferentes genes de la familia TIMP, TIMP-4 es pequefio mientras TIMP-
2 y TIMP-3 son considerablemente mas grandes ya que tienen intrones mas
grandes. TIMP-4 muestra 37% de homologia con TIMP-1, 72% con TIMP-2 y
51% con TIMP -3 (51-53, 58).

Importancia de las metaloproteinasas de matriz (MMPs) y sus
inhibidores (TIMPs) en la Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) .

La matriz extracelular juega un papel esencial que determina la
integridad estructural y funcional del pulmén bajo condiciones normales y/o
después de alglin dafio. Un desequilibrio entre 1a sintesis y degradacion de los
componentes de la MEC en el cual estén involucradas tanto las enzimas
responsables de la sintesis de las moléculas de la MEC como las MMPs y los
TIMPs, parece ser de central importancia en la patogénesis de la fibrosis
pulmonar (45- 48).

En términos generales, la fibrosis pulmonar se caracteriza por la
proliferacion de fibroblastos y la acumulacion de matriz extracelular,
principalmente, de coldgenas fibrilares en el parénquima pulmonar (bronquiolos
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respiratorios, conductos alveolares, sacos alveolares, alvéolos e intersticio),
(48, 72).

Bajo el término de neumopatias intersticiales difusas (también
denominadas enfermedades pulmonares intersticiales difusas o enfermedades
fibrosantes del pulmén) se agrupa un gran numero de padecimientos
respiratorios que se caracterizan por comprometer difusamente al parénquima
pulmonar, afectando primordialmente al intersticio (espacio comprendido entre
la membrana basal del capilar y la membrana basal del epitelio alveolar) y a los
espacios alveolares (72).

Las enfermedades fibrosantes del pulmon generalmente comparten una
serie de eventos, que contribuyen al desarrollo de fibrosis pulmonar y entre los

cuales se incluye:

a) Dano inicial

b) Inflamacién

c) Fibroproliferacion

d) Acumulacion anormal de coldgenas

En general, después del dafio pulmonar se producen cambios
patolgicos que son rapidamente reparados, permitiendo al pulmon regresar a
su condicién normal. Si el dafio es severo o repetitivo o si ocurre en un
individuo susceptible, 1a lesion puede evolucionar a fibrosis pulmonar (72).

En particular la Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) es una
enfermedad de causa desconocida, generalmente progresiva, cronica e
irreversible que presenta una expectativa de vida promedio menor a 5 afios, es
considerada una de las neumopatias intersticiales difusas (NID) mas agresiva y

frecuente. La fibrosis pulmonar idiopatica probablemente no se trata de una
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enfermedad Cnica, sino que puede ser el resultado patolégico comun de
diferentes agentes causales desconocidos. Esta enfermedad conduce a la
destruccién de las unidades alveolo-capilares, responsables del intercambio
gaseoso, provocando insuficiencia respiratoria en los individuos Gue ia padecen
(72).

Aunque fos mecanismos patogénicos en FPI aGin no se han determinado,
la hipStesis que ha prevalecido sugiere que la fibrosis es precedida y provocada
por un proceso crénico inflamatorio que dafia al pulmén y modula la
fibrogénesis, sin embargo hay evidencias que sugieren que la inflamacion no
juega un papel central (71).

Recientemente Selman, et &/, (71) han propuesto que la FPI no es una
enfermedad inflamatoria y que el dafio epitelial en ausencia de alveolitis es
suficiente para estimular el desarrollo de fibrosis. Esta enfermedad representa
un proceso de reparacién anormal en el pulmén, que es caracterizado por la
migracion y proliferacion de fibroblastos y miofibroblastos y por una actividad
incrementada de citocinas fibrogénicas (TGF-B1, TNF-o, PDFG e ILGF) (71).

La ausencia de una apropiada reepitelializacién y un inapropiado
remodelaje de la MEC (incluyendo rompimiento de la membrana basal,
angiogénesis y fibrosis) podrian explicar el proceso anormal de reparacion (72).
Un aspecto importante del desarrollo de Ia fibrosis es el metabolismo alterado
de varios componentes de la matriz extracelular. El incremento en el contenido
de coldgena puede ser resultado de un aumento en la sintesis, un decremento

en la degradacion o la suma de ambos procesos (73).

La actividad colagenolitica disminuida probablemente esta relacionada a
niveles bajos de expresion y sintesis de colagenasas intersticiales o con una

sobreexpresion de TIMPs. Pardo y su grupo de investigacion han encontrado
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que la razon molar TIMP-1/colagenasa es mayor en fibroblastos derivados de
pulmones fibréticos que en lo que provienen de pulmones normales (64, 73).

Se ha observado que la actividad inhibitoria de los TIMPs es
significativamente mayor en el parénquima pulmonar de pacientes con fibrosis
pulmonar idiopatica, TIMP-1 y -2 se encuentran incrementados en areas de
fibrosis densa; TIMP-1 se localiza en células intersticiales asociadas a tejido
fibrético, TIMP-2 se encuentra en miofibroblastos entre focos de fibroblastos.
Estos antecedentes indican que la participacion de estos inhibidores en la
patogénesis de la enfermedad es importante (64, 71, 73).

Una hipdtesis de trabajo de nuestro grupo ha sugerido que en la FPI la
presencia de los inhibidores de metaloproteinasas desempefia un papel
preponderante en la patogénesis de dicha enfermedad. Dentro de este
contexto, en este trabajo se analizé por primera vez la expresion del inhibidor
tisular de metaloproteinasas tipo 4 (TIMP-4) tanto en tejido pulmonar de

pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica como en tejido pulmonar normal.
Este trabajo forma parte integral de un estudio en el que se analizé

ademas de la expresion de los TIMPs -1, -2 y -3, la expresion de las
colagenasas MMP-1, -8 y —13, y las gelatinasas A y B.
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Objetivoy

OBJETIVO GENERAL.

Analizar la expresion del gen 7IMP-4 en Fibrosis Pulmonar Idiopatica.

JBJETIVOS ESPECIFICOS.

Localizar por hibridacidn /n situ el mRNA para TIMP-4 en tejido pulmonar

normal y fibrotico.
Determinar la localizacién celular de la proteina TIMP-4 en tejido

pulmonar normal y fibrético por inmunohistoquimica.
Analizar fa expresion del gen TIMP-4 por PCR en en tejido pulmonar

normal y fibrético.
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Material y Métodoy

Poblacién de estudio.

Los tejidos utilizados para analizar la expresion del TIMP-4 fueron

proporcionados por el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

(INER). El tejido pulmonar fibrético se obtuvo de biopsias de pacientes a los

cuales se les diagnostic fibrosis pulmonar idiopatica, el diagndstico fue basado

en estudios clinicos, radioldgicos, tomogréficos e histoldgicos. El tejido

pulmonar histolégicamente normal se obtuvo de necropsias de individuos

adultos no fumadores, cuya causa de muerte no estuvo relacionada con una

patologia pulmonar.
1. Obtencion de ribosondas.

1.1 Descripcion del pldsmido.

Esquema 2. Plasmido pGEMhT4.

<DNA TIMP-4
950
- k pb .
:I '”""'_.l / SP6
Kpnl
pGEM-T

El pldsmido contiene promotores para la T7 y SP6 RNA polimerasas
DNA-dependientes flanqueando a la regién de clonacion multiple, ésta
contiene sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccién Nco i

(extremo 3') y Sa/ I (extremo 5).
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1.2 Transformacion bacteriana.

El cDNA de TIMP-4 humano fue clonado en el vector pGEM-T (Promega
Corp.), el cual fue donado por Suneel Apte (Cleveland Clinic Foundation). Este
plasmido, denominado pGEMhT4, fue utilizado para transformacion bacteriana.

Se utilizé el método de choque térmico y CaCl, (74) para obtener células
competentes, usando la cepa DH5a de Escherichia coli,

Protocolo:

1. Se cultivd una colonia de E.coli (cepa DH5«) en 30 ml de medio LB
(Luria Bertani, ver anexo) pH 7.4 a 37°C durante 24 hr en agitacion
constante.

2. Al término de la incubacion se cultivaron 400ul en 19.6 ml de medio LB
y se incubd durante 2-3 hr a 37°C en agitacion constante, tiempo en el
cual se alcanzd la fase exponencial de crecimiento de las bacterias a
transformar (5x10’ células/m!, D.0. 0.4-0.6 a 600 nm).

3. La muestra se enfrid en hielo por 5 minutos y posteriormente se
centrifugo 10 minutos a 1875 x g (Beckman TJ-6R) a 4 °C.

4. El pellet bacterial obtenido se resuspendié en 10 ml de CaCl; (50 mM)
frio y se incub6 5 minutos en hielo.

5. La muestra se centrifugo utilizando las mismas condiciones que en el
paso 3.

6. El pellet fue resuspendido en 1/15 respecto al volumen original en CaCl;
(50 mM) frio y se incubd en hielo durante 10 minutos.

7. A una muestra de 200u! obtenida del paso 6 se le adicioné ing del
plasmido pGEMhT4 disuelto en 100! de Tris (10mM pH 7.4).

8. Se incubd la muestra en hielo durante 25 minutos y posteriormente las

células fueron sometidas al choque térmico a 42 °C durante 2 minutos.
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9. La muestra fue cultivada en 3 ml de medio LB por 1 hr a 37°C sin
agitacion.

10. Al término de la incubacién se centrifugo la muestra a 1875 x g durante
10 minutos a temperatura ambiente.

11.El pellet obtenido fue resuspendido con el liquido residual del tubo y se
utilizé para cultivar en cajas de Petri con LB agar y ampicilina (50ug/ml).

12. Se seleccionaron al azar algunas de las colonias resistentes a
ampicilina, se cultivé en 20 ml de medio LB en presencia de ampicilina
(50pg/mi) y se incubd a 37°C toda la noche.

Se tomaron 3 ml del cultivo y se centrifugaron para obtener el pellet
bacterial y posteriormente se procedié a purificar el plasmido, con objeto de
comprobar si las bacterias contenian el plasmido pGEMhT4 y para amplificarlo.

1.3 Purificacion del plasmido.

Para purificar el plasmido pGEMhT4 se utilizd un kit comercial (QIAGEN)
basado en el método de lisis bajo condiciones alcalinas (74) seguido por la
unidn del DNA plasmidico a una resina de intercambio anidnico (QIAGEN-tip

El método consiste en resuspender el peliet bacterial en una solucién
que contiene RNAsa A, seguido de lisis con NaOH y SDS, la reaccion de lisis se
detiene adicionando acetato de potasio. El método de lisis alcalina causa que €l
DNA cromosomal de la bacteria se desnaturalice, sin embargo, el DNA

plasmidico, cerrado covalentemente, no se desnaturaliza.

El DNA plasmidico se adhiere a la columna ya que la resina se
encuentra cargada positivamente. Posteriormente el DNA plasmidico fue eluido
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de la columna, precipitado con isopropanol y favado con etanol al 70 %,
finalmente el DNA plasmidico fue resuspendido en 20 ul de H0.

El plasmido pGEMhT4 fue sometido a digestion con enzimas de
restriccion para analizar si el tamafio del inserto (cDNA TIMP-4) y el plasmido
(pGEM-T 3003 pb) correspondian a lo esperado. Para liberar el inserto (cDNA
de TIMP-4 humano) se utilizaron las enzimas de restriccion Nco I (GIBCO BRL)
que reconoce fa secuencia 5'-C{ CATG G-3 en la posicién 37 y la enzima Sa/ I
(GIBCO BRL) que reconoce la secuencia 5-G{ TCGA C-3’ en la posicion 75
del plasmido pGEM-T . La cantidad de enzima usada para la digestion se
determiné considerando que 1 unidad de endonucleasa digiere 1ug de A DNA
a 37°C durante 1 hr. Una muestra de 2pl de la microdigestion se corrié en un
gel de agarosa al 1% para analizar los tamarios del plasmido e inserto
liberado.

El tamafio del inserto y del plasmido fueron verificados comparando con
el marcador de peso molecular A DNA/ Hind III (GIBCO BRL).

Se realizé una macrodigestién usando la enzima Kpn I que reconoce la
secuencia 5-G GTACIC-3' en la posicion 683 del cDNA de TIMP4, para
linearizar el plasmido y utilizarlo como templado para transcripcion in vitro (119
de DNA). Después de la digestion se empled extraccion fenol-cloroformo (v/2v)
y precipitacion con acetato de sodio (3M pH 5.0) y etanol (2v/v), para eliminar

la enzima de restriccion y sales minerales contenidas en el buffer de la enzima.

1.4 Marcaje del RNA con digoxigenina por transcripcion in vitro.

El vector pGEM-T contiene promotores especificos para la SP6 y T7 RNA
polimerasas y se encuentran flanqueando al sitio de clonacion multiple y por lo
tanto al inserto. Para generar la ribosonda sentido (5'-3%), se utilizé la SP6 RNA
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polimerasa (Boehringer Mannheim) ya que el promotor para esta polimerasa se
encuentra adyacente al extremo 5' del inserto. Para generar ia ribosonda

antisentido (3'-5", se utilizé fa T7 RNA polimerasa (Boehringer Mannheim) ya

que su promotor se encuentra en el extremo 3.

Las ribosondas marcadas se obtuvieron utilizando el kit DIG-RNA
labeling mix (Boehringer Mannheim), que esta disefiado para su uso con las
RNA polimerasas SP6 y T7, donde, aproximadamente cada 20 a 25 nucledtidos

del transcrito, es incorporada UTP-digoxigenina por las enzimas mencionadas.
Protocolo de la reaccion:

1. A un tubo de microcentrifuga se adiciond:

1 ug de DNA recombinante linearizado

2 ul de DIG-RNA labeling mix (10x)

2 u! de buffer de transcripcion (10x)

18 ul de agua libre de RNAsas

2 ul de SP6 RNA polimerasa para la ribosonda sentido

2 ul de T7 RNA polimerasa para la ribosonda antisentido

2. Se mezclé y centrifugo brevemente. Se incubd durante 2 hr a 37°C.

3. Al termino de la incubacién se adicionaron 2ul de DNAasa I libre de
RNAsa para remover el DNA templado, se incubd durante 15 minutos
a 37°C.

4. Finalmente se agregd en hielo 2 ul de EDTA 0.2M, pH 8.0 para

detener 1a reaccién de transcripcion.
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1.5 Precipitacion del RNA con etanol.

Después de detener la reaccion de transcripcion se realizo el

siguiente protocolo:

1. Se adicionaron 2.5ul de LCl 4M y 75ul de etanol (-20 °C) a la
reaccion, se mezclé y se incubd durante 3 hr a -20°C.

2. Se centrifugo 15 minutos a 11 750 x g a 4°C.

3. Se lavd el pellet con 50ul de etanol al 70% y se centrifugo como en
el paso 2.

4. Se dej6 secar a temperatura ambiente y se resuspendié en 20ul de
agua estéril libre de RNAsas.

El RNA obtenido fue analizado en un gel de agarosa al 1%. Se realizé un
dot-blot para cuantificar la incorporacién de digoxigenina en ia ribosonda
utilizando varias diluciones y comparando con un control estandarizado del kit
comercial DIG control Test strips (Boehringer Mannheim). Las ribosondas asi
como la solucién de prehibridacidn, la cual es utilizada para bloquear uniones
inespecificas de la ribosonda (ver anexo), se calentaron a 65 °C durante 10
minutos antes de ser mezcladas para evitar la formacion de doble cadena en la
ribosonda.

2. Hibridacion in situ.

La hibridacién i sitv de acidos nucleicos es el método mas poderoso
para localizar secuencias de DNA y RNA especificas en la célula. El método esta
basado en la hibridacién molecular por complementariedad de bases y
comprende basicamente el uso de un fragmento de RNA marcado in vitro
(ribosonda), la cual se une a su cadena de mRNA complementaria.
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Para localizar el mRNA de TIMP-4 se utilizé la ribosonda antisentido
(sonda que tiene una secuencia complementaria al mRNA de TIMP-4) y como
control negativo la ribosonda sentido (sonda que tiene la misma secuencia
nucleotidica del mRNA). La hibridacion in situ se realizo en cortes de tejido
pulmonar normal y fibrético de 4um de grosor montados en laminillas, usando
las ribosondas marcadas con digoxigenina. Para cada caso se utilizd un
duplicado como control negativo.

Se realizo el siguiente procedimiento:

1) DESPARAFINACION: Se incubaron las laminillas a 50 °C durante 5 minutos,
después se incubaron en xilol por 10-15 minutos.

2) REHIDRATACION: Los tejidos fueron sumergidos en soluciones graduales de
etanol (100%, 95%, 50%) en agua libre de RNAsas (agua tratada con
dietil-pirocarbonato) y finaimente se realizaron dos lavados en agua-DEPC,
todos ellos durante 5 minutos.

3) ROMPIMIENTO DE RIBOSOMAS: Se incubaron las laminillas en HCI 0.2 N
por 5 minutos a temperatura ambiente y se lavaron en agua estéril por 5

minutos.

4) DESPROTEINIZACION: Se incubaron los tejidos con 1pg/mi de proteinasa K
(GIBCO BRL) disuelta en Tris-HCl 0.05M pH 8.0 por 5 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se lavaron con agua-DEPC durante 10 minutos.

5) ACETILACION: Las laminillas se incubaron en una solucién de trietanolamina

0.1M pH 8.0 y anhidrido acético a una concentracién final de 0.25% (v/v),
durante 5 minutos en agitacion constante. Posteriormente las laminillas fueron
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lavadas durante 5 minutos en agua-DEPC y se aplicé a los tejidos una solucion
de equilibrio (ver anexo) durante 10 minutos.

6) PREHIBRIDACION: Se incubaron las laminillas con la solucién de
prehibridacion (ver anexo) durante 1hr a temperatura ambiente.

1)) HIBRIDACION: Se aplico a los tejidos la solucién de hibridacion (ver anexo)
que contiene la ribosonda marcada con digoxigenina y se incubd en camara
himeda durante toda la noche a 42 °C.

8) LAVADOS: Los tejidos fueron lavados varias veces en SSC a diferentes
concentraciones (2x, 1x, 0.5x) en agitacion constante.

9) DETECCION DEL HIBRIDO mRNA-RIBOSONDA: Las laminillas se incubaron
en Tris-HC! 100mM, NaCl pH 7.5 150 mM durante 1 minuto y posteriormente
con una solucién blolqueadora que contiene suero normal de borrego al 2% y
tritén X-100 al 0.3% durante 30 minutos. Se aplico el anticuerpo anti-
digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina (Boeringer Mannheim) y se incubd a
4 °C durante toda la noche. Al término de la incubacién, los tejidos fueron
lavados durante 10 minutos en Tris-HCl 100 mM, NaCl pH 7.5 150 mM.

10) APLICACION DEL CROMOGENO: Se incubaron los tejidos con el cromégeno
Fast Red (Biomeda) y fueron contratefiidos con hematoxilina de Mayer y
montadas en medio de montaje acuoso.

3. Inmunohistoquimica.

Para la localizacion de la proteina TIMP-4 se utilizo el anticuerpo
policlonal anti-TIMP4 donado por S. S. Apte ( Cleveland Clinic Foundation,
Cleveland, OH). Como control negativo el anticuerpo primario (anti-TIMP4) fue
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reemplazado por suero normal. El experimento fue desarrollado en cortes de
tejido pulmonar normal y fibrético de 4 pm de grosor. Para czia C2sC 2 utilizé

un duplicado como contrcl negativo.

Se desarrolld el siguiente procedimiento:

1) Para desparafinar, se incubaron las laminillas a 50 °C durante 5 minutos,

después fueron sumergidas en xilol varias veces durante 15 min.

2) Los tejidos fueron rehidratados en etanol 100%, 95%, 50%, 5 minutos en
cada uno de ellos. Posteriormente se hicieron 4 lavados, 2 de ellos en agua
estéril y 2 en PBS, cada uno de 5 min.

3) Se incubaron las laminillas en perdxido de hidrégeno al 3% en metanol
durante 30 minutos, para eliminar la peroxidasa endogena y se lavaron 2 veces
durante S minutos en PBS.

4) Las laminillas fueron incubadas en buffer de citratos 0.01 M, pH 6.0 ¥

posteriormente se hicieron 2 lavados con PBS.

5) Las laminillas se incubaron en cdmaras himedas con suero normal (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) diluido 1:20 en PBS por 30 minutos a

temperatura ambiente.

6) Después de quitar el suero normal, se aplic el anticuerpo primario anti-
TIMP4 (500 ug/ ml) a los tejidos utilizando una dilucion 1:1000, se incubd a
4°C durante toda la noche. Los duplicados de cada caso, utilizados como
controles negativos, no fueron incubados con el anticuerpo anti-TIMP4.

26




7) Al término de la incubacidn se hicieron 2 lavados en PBS de 5 minutos cada
uno y se aplic el anticuerpo secundario marcado con bioting, las iarminillas se

incubaron en camara humeda durante 30 minutos a temperatura ambiente.
8) Se hicieron 2 lavados de 5 minutos en PBS.

9) Se aplicé el conjugado estreptavidina-peroxidasa (BioGenex, San Ramon,
CA), 1as laminillas fueron incubadas en camara humeda durante 20 minutos a
temperatura ambiente, después se hicieron 2 lavados en PBS.

10) Finalmente se aplicé como sustrato de la peroxidasa 3-amino-S-etilcarbazol
(AEC) en buffer de acetato conteniendo H;0; al 0.05%. Los tejidos fueron
contratefiidos con hematoxilina de Mayer y montadas en un medio de montaje
acuoso.

4. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).
4.1 Extraccion de RNA.

Para extraer el RNA total del tejido puimonar normal y fibrético se utilizé
el reactivo TRIZOL (Life Technologies), este reactivo es una solucion de fenol e
isotiocinato de guanidina. El método desarrollado esta basado en la técnica de
extraccion de RNA de Chomczynsky y Sacchi y es el siguiente:

1) HOMOGENIZACION: Por cada 50 mg de tejido se agregd 1ml de TRIZOL y
se homogenizo.

2) SEPARACION DE LA FASE ACUOSA: Las muestras homogenizadas fueron
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Se adicionaron 0.2 mi de
cloroformo por cada ml de TRIZOL y se agitaron las muestras por 2 minutos
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para después incubarlas 3 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se
centrifugaron a 8,160 x g a 4 °C por 15 minutos. Después de la centrifugacion
se recupero la fase acuosa.

3) PRECIPITACION DEL RNA: La fase acuosa recuperada se transfirid a un tubo
nuevo, se adiciond isopropanol (0.5mi de isopropanol por cada mi de TRIZOL
utilizado para la homogenizacion) y se incubé 5 minutos a temperatura
ambiente. Las muestras se centrifugaron a 8,160 x g a 4 °C por 10 minutos.

4) LAVADO DEL RNA: Se decanto el sobrenadante y se adiciono al pellet 1 mi
de etanol al 75%. Se centrifugo nuevamente a 8,160 x g a 4 °C por 10
minutos y se decantd el sobrenadante, el pellet fue resuspendido en agua-
DEPC.

4.2 Transcripcion inversa.

El RNA obtenido fue tratado con DNAsa I y se utilizo el kit Gene Amp
RNA PCR ( Perkin Elmer) para desarroliar la reaccién de transcripcion inversa y
sintetizar cONA (75). Se preparé un mezcla con un volumen final de 23 pul con

la siguiente composicion:

5mM MgCl

1X Buffer PCR II 10 X

1mM DCTP

imM dATP

1mM dGTP

imM drTP

1U/ul Inhibidor de RNAsas

2.5 Uful MulLV Transcriptasa
reversa

2.5uM Hexameros al azar

--------------- Agua con DEPC
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A esta mezcla se le afadieron 2 ul de la muestra experimental (RNA
extraido de los tejidos). Los tubos fueron incubados a temperatura ambiente
durante 10 minutos, donde los hexdmeros hibridan con el RNA templado,
después inicia la reaccion de polimerizacion por la transcriptasa reversa a una
temperatura de 42 °C . Finalmente se desnaturaliza la enzima transcriptasa
reversa a una temperatura de 99°C (75).

4.3 PCR

La amplificacién por PCR para TIMP-4 fue desarrollada utilizando una
mezcla con un volumen de 25ul por reaccion, conteniendo:

20 mM _ |TrisHCl pH 8.3

50 mM _|KCl

2mM__ | MgCl

200 uM |dNTP's

1uM Primers especificos (5-3"y 3'-5)

1U Taq Gold DNA polimerasa

Las muestras fueron estandarizadas utilizando la misma concentracion
de cDNA ( 5 pg/ul ) como se cuantificé por analisis de la amplificacion del gen
constitutivo GAPDH.

Los primers especificos para TIMP-4 (41, 44) fueron:

A. 5’ CCAGAGGTCAGGTGGTAA 3’ (antisentido)
B. 5 ACAGCCAGAAGCAGTATC 3’ (sentido)

Los primers utilizados generan tedricamente un producto de 446 pb. Las
condiciones de cada ciclo fueron:

95°C 95°C 58°C 72°C 72°C

10 min 30 seq 1 min 1 min 10 min

Para analizar el tamafio del producto amplificado se tomo una alicuota
de cada caso a los 40 ciclos y se corrié en un gel de agarosa al 1.5 %.
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Resultadoy

Transformacion bacteriana y amplificacion del plasmi:lo.

Las ribosondas para hibridacién /n sitv fueron generadas a partir del
cDNA de TIMP-4 humano clonado en el vector pGEM-T, como se describié en
material y métodos. Observamos que solo las células de £. Coli que contienen
el plasmido pGEMh-T4 fueron capaces de formar colonias cuando se plaqued
en agar el cual contenia ampicilina como agente de seleccién. Con objeto de
corroborar el éxito de la transformacién bacteriana y para amplificar el

plasmido, se realizé una miniextraccion, obteniendo 2 pg de DNA plasmidico.

Después de la digestidn con las enzimas Kpn I, Nco Iy Sal I, el DNA fue
analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1%, y los fragmentos
obtenidos fueron visualizados en un transiluminador UV. Las enzimas Nco Iy
Sal I producen un fragmento de ~ 990 pb correspondiente al inserto (CDNA de
TIMP-4) y otro de ~ 3003 pb correspondiente al vector pGEM-T (Fig.1). El
valor estimado (pb) para cada una de las bandas corresponde al tamafio
esperado tedricamente.

3003pb _,

990 pp —»

Fig.1 Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carrif 1: Vector pGEM-T e inserto
liberado (cDNA TIMP-4). Carril 2: Marcador de peso molecular ADNA/ Hind
I, Carrif 3: Plasmido pGEMh-T4 sin digerir.
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En la Fig. 2 observamos una banda de ~ 3993 pb que corresponde al
plasmido pGEMhT4 (vector + cDNA TIMP-4) linearizado con la enzima Xpn I,
el tamafio corresponde a lo esperado tedricamente. El tamafio en pb fue
calculado comparando con el marcador de pesos moleculares ADNA/ Hind III.

Fig.2. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carmil 1: Marcador de
peso molecular ADNA/ Hind III. Carrif 2: Plasmido pGEMh-T4 sin digerir.
Carrif 3: Plasmido pGEMh-T4 linearizado con la enzima Kpn 1.

El pladsmido pGEMh-T4 linearizado con Kpn I fue utilizado como
templado para transcripcion /n vitro, se obtuvieron la ribosonda sentido, de ~
436 bases , transcrita por la SP6 RNA polimerasa y la ribosonda antisentido de
~ 506 bases transcrita por 1a T7 RNA polimerasa, ambas ribosondas con UTP-
digoxigenina incorporada. Se obtuvieron -~ 400 pg/ul de RNA marcado con
digoxigenina en cada reaccion en base al resultado del Dot-blot. El tamafio de

las ribosondas corresponde a lo esperado tedricamente.

Localizacion del mRNA de TIMP-4 por hibridacion in situ.

Las ribosondas generadas por transcripcion in vitro fueron utilizadas
para hibridacién in situ. En los tejidos provenientes de fibrosis pulmonar

idiopatica, utilizando la ribosonda antisentido, se localizd el mRNA de TIMP-4
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i en células epiteliales (Fig. 3 A). En dreas intersticiales, se observa una intensa

sefial positiva en células plasmaticas y macréfagos intesticiales (Fig.3 B). En
pulmén normal no se observa sefial positiva utilizando 1a ribosonda antisentido
(Fig.3 D). En los tejidos hibridados con la ribosonda sentido, utilizados como
control negativo, no observamos sefial positiva (Fig.3 C).
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Fig.3 Hibridaclén in sty en tejido pulmonar norma!l y fibrdtico. A y 8 -
hibridacién in situ utilizando la ribosonda antisentido, se observa sefial positiva
en células epitefiales (flecha en foto 4), macrofagos interstidales (flecha inferior
en foto 8) y células plasmaticas (flechas superiores en foto B) en tejido
fibrético. C: hibridacién /n sitv utilizando la ribosonda sentido, no se observa
sefial positiva en el tejido fibrético. £: En pulmon normal no se observa sefial
positiva utilizando la ribosonda antisentido (40x).
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Localizacion del inhibidor por inmunohistoquimica.

Por inmunohistoquimica, utilizando el anticuerpo anti-TIMP-4, localizamos la
proteina TIMP-4 en céiulas epiteliales, macrofagos intersticiales y células
plasmaticas en los tejidos provenientes de fibrosis pulmonar idiopatica
confirmando los resultados obtenidos por hibridacion /n sitv (Fig. 4A4) . Tanto para
el pulmén normal como para los tejidos incubados sin el anticuerpo primario (anti-

TIMP-4), no observamos sefial positiva (Fig. 48, ().

33




Fig. 4. Inmunohistoguimica en tejido pulmonar normal y fibrético. A: utilizando el
anticuerpo policlonal ant-TIMP-4, observamos sefial positiva en células epiteliales,
macrdfagos intersticiales (flecha superior) y células plasmadticas (flecha inferior).
B no se observa sefial positiva en los tejidos que fueron incubados sin el
anticuerpo primario. C: no se observa sefial positiva en pulmén normal.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Por PCR, después de 40 ciclos utilizando primers especificcs para TIMP-
4, se obtuvo un fragmento de 446 pb que corresponde al tamanio esperado,
so6lo en los puimones fibroticos (Fig. 5 , carril F1 Y F,). En los pulmones
normales (Fig.5, carril N1 Y N,) no se obtuvo amplificacion utilizando la misma
concentracion de cDNA y las mismas condiciones. También observamos que la
reaccion fue especifica ya que nO hubo amplificacion de productos

inespecificos.

Fig.5 Analisis de expresion del gen TIMP-4 humano por RT-PCR. Carril N;
y N observamos que no hay producto de amplificacion en tejido pulmonar normal.
Carril F; y F». observamos un producto de 446 pb en el tejido pulmonar fibrotico.
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Discusion y Conclusioney

La matriz extracelular juega un papel esencial tanto esiructurzl como
fisiolégico que determina la integridad del pulmdn bajo condiciones normales y
como parte de un proceso de reparacion seguido de un dafio al tejido. Un
equilibrio entre la sintesis y la degradacion de los componentes de la matriz
extracelular es necesario para mantener esa integridad estructural y funcional.

Las metaloproteinasas de matriz asi como sus inhibidores desempefian
un papel crucial en todo proceso que involucra el remodelaje de la matriz
extracelular, tanto en condiciones normales como patologicas (10, 11, 12). La
regulacién de las MMPs ocurre a nivel transcripcional, a nivel de activacion de
las proenzimas y a través de la interaccién con inhibidores especificos, los
TIMPs, asi, su actividad neta en la matriz extracelular depende completamente
del balance entre los niveles de enzima activa y los niveles de TIMPs. La
pérdida de este balance desempefia un papel importante en la patogénesis de
diferentes enfermedades como lo es {a Fibrosis Pulmonar Idiopatica (71, 72,
73).

Un aspecto importante en el desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopatica
es el metabolismo alterado de varios componentes de la matriz extracelular
como o es la colidgena lo que lleva a un remodelaje inadecuado de la matriz
extracelular. Un decremento en la degradacion de colagena es un mecanismo
esencial para su depdsito en el pulmén; existen numerosas evidencias que
indican que la actividad colagenolitica disminuida en fibrosis pulmonar
idiopatica esta relacionada con una sobreexpresion de los TIMPs (71, 73).

En base a lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue analizar la

expresion del Inhibidor Tisular de Metaloproteinasas tipo 4 en Fibrosis
Pulmonar Idiopatica.

36




Inicialmente se propuso que la expresion de TIMP-4 era tejido-
especifica, expresandose constitutivamente en corazén. En este trabajo se
muestra por primera vez la expresion de TIMP-4 en pulmon en condiciones
patoldgicas, especificamente en fibrosis pulmonar idiopatica,  utilizando
hibridacion /n situ, inmunohistoquimica y RT-PCR.

Observamos por hibridacién in situ e inmunohistoquimica que Ias
células epiteliales expresan TIMP-4, probablemente sea un mecanismo para
regular la sobreavtividad de las gelatinasas A y B, ya que TIMP-4 ademas de
ser un inhibidor especifico de la MMP-2 y -9, regula negativamente la
activacion de la pro-gelatinasa A en la superficie celular.

Los macréfagos intersticiales juegan un papel importante en la
patogénesis de la fibrosis pulmonar favoreciendo un aumento en la actividad
inhibitoria, sintetizando TIMP-1, TIMP-3 y como se ha mostrado en este
trabajo, TIMP-4, ademas de participar como productores activos de citocinas y
de factores de crecimiento que a su vez regulan la expresion de varias MMPs y
TIMPs.

Observamos que agregados de células plasmaticas (estadio final de
maduracién del linfocito B) sintentizan TIMP-4, mostrando que estas células
ademds de ser capaces de modular la respuesta inflamatoria produciendo
citocinas y anticuerpos, también tienen la habilidad de producir MMPs y TIMPs.

Por PCR, y confirmando los resultados obtenidos por hibridacién in situ e
inmunchistoquimica observamos que TIMP-4 no se expresa en pulmén normal,
mientras que es altamente expresado en los pulmones fibréticos, lo que
sugiere que hay un mecanismo que estimula la expresion de TIMP-4 en el
pulmdn en condicidnes patoldgicas.
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El papel que desempefia TIMP-4 en el desarrollo de la fibrosis pulmonar
idiopatica se desconoce, sin embargo, debido a que se encuentra altamente
expresado en los pulmones fibroticos por 3 tipos celulares diferentes, es
probable que TIMP-4 participe activamente como inhibidor favoreciendo la
estabilidad y depdsito de las fibras de colagena contribuyendo asi en el
remodelaje inapropiado de la matriz extracelular.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo y en conjunto con
estudios realizados simultdneamente, en los cuales se analizd la expresion de
TIMP-1, 2 y 3 en fibrosis pulmonar idiopatica (64, 71), se ha mostrado una
elevada expresion intersticial de los 4 inhibidores en comparacion con la
expresion de colagenasas.

TIMP-1 fue localizado en macrdfagos intersticiales y en células tipo
fibroblasto, TIMP-2 en focos de fibroblastos y miofibroblastos y en células
epiteliales y TIMP-3 fue observado principalmente en lamina elastica (64, 71).

La colagenasa intersticial {MMP-1) fue detectada principalmente en
macréfagos alveolares y células epiteliales, la colagenasa 2 (MMP-8) fue
observada en algunos neutrdfilos, mientras que la expresion de la MMP-13 no
fue detectada (64, 71) .

Estos resultados muestran que existen un notable desequilibrio entre
colagenasas (que son las responsables de degradar colagenas fibrilares) y sus
inhibidores, ya que no se observo su expresion en el intersticio mientras que la
expresion de los TIMPs fue principalmente intersticial, lo que indica que la
elevada expresién de los TIMPs en relacion a las colagenasas favorece el

deposito de fibras de colagena en el intersticio pulmonar.
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Se han realizado varios estudios de esta enfermedad tanto en humanos
como en modelos experimentales, sin embargo los mecanismos molsculares y
celulares que desencadenan la enfermedad, asi como los que ocurren durante
la respuesta fibrdtica aun no se conocen con precision, por ello se requieren
estudios mas detallados, en particular sobre la regulacion de la expresion de
TIMP-4 en la patogénesis de la FPI para contribuir asi al desciframiento de los
eventos que en ella ocurren.
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Anexo-

Medio LB (Luria Bertani)

Para 1000 ml

Triptona 10g
Extracto de levadura 59

NaCl 10g

* Se ajusta el volumen de la solucién a 1 litro con H,0 desionizada.
* Se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 5N,

Solucién de prehibridacion

Formamida desionizada 50%

SSC 4x
Denhardt’s 1x

DNA de esperma de salmén 10mg/ml
tRNA 10mg/ml
Dextran sulfato 50%

Solucion de equilibrio

Formamida 50%
NaCl 0.6M
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1mM
DTT 10 mM

Heparina S0ug/ul




Anexo
SP6 RNA Polimerasa

Enzima compuesta por una cadena polipeptidica de 96 kDa derivada del
bacteriéfago SP6, requiere DNA como templado y Mg** como cofactor para la
sintesis de RNA.

T7 RNA Polimerasa

Enzima compuesta por una cadena polipeptidica de 98 kDa derivada del
bacteriéfago T7, requiere DNA como templado y Mg** como cofactor para la
sintesis de RNA.

Taq Gold DNA Polimerasa

Esta enzima tiene un anticuerpo acoplado el cual inhibe la actividad de la
polimerasa y con un mecanismo temperatura-dependiente (95°C), el anticuepo es
desacoplado y se reestablece la actividad de la enzima, eliminando fa amplificacién

no especifica durante la reaccion.
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