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|nstilacion intratraqueal de elastasa en larata:
Cambios electrofor éticos de la a1-antitripsina
en el lavado broncoalveolar
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Intratracheal instillation of elastase in the rat: Electrophoretical changes of
alphal-antitrypsin in bronchoalveolar lavage fluid

I ntroduction: Endogenous alphal-antitrypsin (o1-AT) isthe main inhibitor of the intratracheally
instilled elastase in experimental animals. Objective: To evaluate by electrophoresis and
immunodetection using western blot analysis, the different forms of o1-AT in bronchoalveolar
lavage fluid (BALF) of Sorague Dawley rats after intratracheal instillation of elastase, with the
hypothesis that the previously observed increment in antielastase activity is due to high levels of
active o1-AT. Results: In the first hours after elastase instillation the concentration of ol1-AT
increases more than seven times due to an increase in alveolar-capillary permeability. o1-AT in
BALF is found as the native protein (~ 52 kDa), as complexes of different molecular sizes (> 75 kDa
and > 100 kDa) and as a proteolytic product (< 40 kDa). Conclusion: In spite of a high proportion
of al1-AT in the inactive form as part of different complexes, the increase in alveolar-capillary
permeability after elastase treatment contributes to maintain high levels of active o1-AT. These
results could be of importance in other inflammatory lung processes.
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Resumen

Introduccién: La antiproteasa alfal-antitripsina (a1-AT) constituye el principal inhibidor
endégeno de la elastasa instilada por via intratraqueal en modelos experimentales. Objetivo:
Evaluar mediante electroforesis e inmunodeteccién por western blot, las distintas formas en que se
encuentra la o1-AT en el lavado broncoalveolar (LBA) de ratas Sprague Dawley después de la
instilacion de elastasa, con la hipdtesis de que el aumento en la actividad antielastasa previamente
encontrada se acompafa de niveles altos de o1-AT activa. Resultados: En las primeras horas post-
elastasa la concentracion de o1-AT en €l LBA aumenta mas de 7 veces, debido al aumento de la
permeabilidad alvéolo-capilar, encontrandose tanto como proteina nativa (~ 52 kDa), como parte
de complegjos de mayor tamafio (> 75 kDa 'y > 100 kDa) y como producto de protedlisis (< 40 kDa).
Conclusién: A pesar de existir una alta proporcion de o1-AT inactiva formando complejos, el
aumento de la permeabilidad alvéolo-capilar contribuye a mantener niveles altos de o1-AT activa.
Estos resultados podrian ser extrapolables a distintos procesos inflamatorios pulmonares.
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Introduccion mon radica en la antiproteasa alfal-antitripsina
(a1-AT), una glicoproteina de 52 kDa, que si

La principal defensa contra las proteasas ca- bien es capaz de inhibir a distintas proteasas, es
paces de destruir la matriz extracelular del pul-  atamente especifica parala elastasaliberada des-
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de los macréfagos y polimorfonucleares neutré-
filos en distintos tipos de procesos inflamatorios
pulmonares agudos y crénicost3. Mas del 90%
de la elastasa producida por estas células en €l
pulmén es inhibida por esta antiproteasa®. Dada
su ata constante de asociacion en su reaccion
con la elastasa, forma complejos estables en
una “reaccion suicida’ que impide el dafio
elastolitico de los componentes de la matriz
extracelular®.

Diversos estudios han mostrado que la defi-
ciencia de al-AT se acompafia de una inade-
cuada proteccion del tracto respiratorio inferior
contra las proteasas, |0 que favorece la destruc-
cion de los tabiques aveolares®. En animales de
experimentacion por otra parte, la instilacion
intratraqueal (IT) de elastasa ha sido amplia-
mente utilizada para estudiar las consecuencias
de un exceso de proteasas las que sobrepasan a
laprincipal defensa antielastasa, favoreciendo la
destruccion tisular’.

En un estudio previo, utilizando €l modelo de
instilacion IT de elastasa en la rata Sprague
Dawley, encontramos que la actividad de al-
AT en el lavado broncoalveolar (LBA) no dismi-
nuye como se esperaria debido a la formacién
de complejos con la elastasa instilada, sino que
aumental. Basado en |o anterior, nuestra hipote-
sises que s bien la o1-AT existente en €l pul-
mon es utilizada en la formacion de complejos
elastasa-a1-AT, existen mecanismos que favo-
recen lallegada de nueva o.1-AT desde la circu-
lacion alos espacios aéreos, aumentando su con-
centracion y actividad.

Nuestro objetivo fue estudiar en el LBA del
pulmon de la rata a distintos tiempos después de
lainstilacion IT de elastasa, 1a concentracion de
ol-AT y las formas en que ésta se encuentra,
utilizando técnicas de electroforesis e inmuno-
deteccion. El conocimiento de la dinamica de
los cambios experimentados por la o1-AT en el
pulmén frente a una sobrecarga de proteasas
contribuirda a una mejor comprension de la
fisiopatologia de diversas enfermedades pulmo-
nares en las cuales participa la liberacion de
proteasas.

Método

Modelo experimental de instilacién de
elastasa: El estudio se realiz6 de acuerdo a las
normas del Comité de Etica para el trabajo con
animales de la Pontificia Universidad Catdlicade
Chile. Ratas Sprague-Dawley machos de 270 +
10 g de peso recibieron una dosis Unica de
€lastasa pancredtica porcina (Sigma, 0,55 U/100 g
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de peso corporal en 0,5 ml de NaCl 0,15 M)
por via IT. La soluciéon de elastasa se prepard
bajo condiciones estériles, inmediatamente antes
de su administracion IT con una aguja hipodér-
mica 25G bajo anestesia con hidrato de cloral
(45 mg/100 g de peso corporal). Para ello se
realiz6 una pequeiiaincision en lapiel del cuello
para separar los muasculos cervicales y exponer
latrdquea. Luego del cierredelaincisiény dela
recuperacion anestésica, los animales fueron
mantenidos en el vivero, con un régimen de luz
de 12 horas diarias y aimentados ad libitum
con aimento estandar para roedores. Se estu-
diaron cuatro grupos de animales (4 horas, 24
horas, 4 dias, 7 dias, n = 5 por grupo, descon-
tando una letalidad del 20%). El grupo control
(n = 5) estuvo constituido por animales sin in-
tervencion, mantenidos en similares condiciones
gue los grupos experimentales y anestesiados a
momento del sacrificio.

Lavado Broncoalveolar: Inmediatamente des-
pués del sacrificio bajo anestesia con hidrato de
cloral (45 mg/100 g de peso), los pulmones
fueron resecados en blogue. El pulmén derecho
fijado en formalina se utiliz6 para andlisis
histol6gico mientras que € pulmén izquierdo se
utilizé para el LBA. Tres alicuotas de 2 ml de
solucion salina 0,15 M, fueron ingtiladas, inme-
diatamente aspiradas, mezcladas y amacenadas
a-80 °C hasta su utilizacion en la determinacion
del contenido total de proteinas por € método
de Bradford® y en la inmunodeteccion de o1-
AT por western blot.

Electroforesis para la separacion de las pro-
teinas del lavado e inmunodeteccion de ol-
AT: Con el objetivo de evidenciar las formas
electroforéticas de al-AT utilizamos geles de
poli-acrilamida a 7,5% tanto: a) en condiciones
nativas (en ausencia de SDS y B-mercaptoe-
tanol), lo que permite mantener la esctructura
tridimensional de las proteinas que se intenta
separar, como b) en condiciones desnaturantes
gue hacen desaparecer las estructuras terciarias
y los complgjos de a1-AT. Cada uno de los
geles contenia cinco muestras de 20 pL de LBA
sin diluir (una muestra control y una muestra
correspondiente a cada uno de los tiempos post-
elastasa) constituyendo un set. Concluida la
electroforesis, las proteinas de algunos geles fue-
ron tefiidas con azul de Coomasie (Coomasie R-
250 en 10%-acido acético/45%-metanol), mien-
tras las restantes fueron transferidas a membra-
nas de nitrocelulosa para la inmunodeteccion de
ol-AT.
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Inmunodeteccion de al-AT™. Luego de la
separacion de las proteinas mediante electrofo-
resis, éstas fueron inmovilizadas en membranas
de nitrocelulosa (PIERCE, tamafio de poro 0,45
pm), las cuales fueron luego incubadas con una
solucién de gelatina 1% en Tween-PBS previo a
lareaccion con el anticuerpo primario policlonal
anti o1-AT humana, (SIGMA, USA; con reac-
cion cruzada para ol-AT de rata, dilucidn 1:
1.000) y el anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa de rabanito (PIERCE, Rockford,
USA; dilucién 1: 5.000). Se utilizé quimiolumi-
niscencia (Amersham, Oakville, ON, Canada)
pararevelar e perfil de las bandas obtenidas. La
intensidad de las bandas se cuantificd mediante
densitometria utilizando el programa Image J de
procesamiento de imagenes desarrollado en The
National Institutes of Health, USA.

Andlisis estadistico: Los resultados fueron
examinados utilizando andlisis de varianza
(ANOVA) vy € test post-hoc de Tukey*?. Un
valor de p < de 0,05 fue considerado estadistica-
mente significativo.

Resultados

Evidencias de aumento de la permeabilidad
alvéolo-capilar luego de la instilacion de
elastasa.

La Figura 1 muestra, en un gel representativo
tefiido con azul de Coomasie, €l curso temporal
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de los cambios en la concentracién de distintas
proteinas en €l lavado (LBA) después de lainsti-
lacion de elastasa, en comparacion con una
muestra de suero (S) del mismo animal del cual
se obtuvo e LBA. Es posible observar que en el
grupo control la muestra de suero (S) y de
lavado (LBA) difieren en el contenido y movili-
dad de las proteinas. A las cuatro horas después
delaingtilacion IT de elastasa, el LBA presenta
un cambio en € perfil de las proteinas, € que a
las 24 horas es muy similar a del suero, como
reflgjo de un gran aumento de la permeabilidad
alvéolo-capilar. Por otra parte, a los siete dias,
el perfil de las proteinas del LBA difiere del
perfil del sueroy essimilar a del LBA basal.

En la Tabla 1 se muestra la concentracion de
proteinas totales en el LBA alos distintos tiem-
pos, medida por el método de Bradford (en ug
x mlY). Se puede inferir que el aumento de per-
meabilidad alvéolo-capilar es evidente, aunque
no estadisticamente significativo, ya a las 4 ho-
ras post elastasa, dado e aumento de 4 veces
en la concentracion de proteinas totales en com-
paracion con el grupo control. La concentra-
cion de proteinas en el LBA acanza un maximo
de 7 veces el valor del control a las 24 horas
(p < 0,001) y retorna a los niveles basales a los
4y 7 dias.

Aumento de la concentracion de al-AT en e
LBA post-instilacién de elastasa en relacion al
aumento de la permeabilidad alvéolo-capilar.

La Figura 2 ilustra la inmuno-reactividad en-
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100 kg —*
15 kg —=

50 kDa —» -

40 kDa —*

5 LBA %

LBA 5 LBA 5

LEA

control

4 horas

24 horas 7 dias

Figura 1. Curso temporal de los cambios en la concentracion de distintas proteinas en el LBA después de lainstilacion
de elastasa. Gel representativo tefiido con azul de Coomasie para una muestra de suero (S) y otra de lavado broncoal veolar
(LBA) proveniente de un mismo animal en condiciones basales y a distintos tiempos después de la instilacién de
elastasa. Las proteinas del LBA aumentan progresivamente hasta mostrar un perfil similar al del suero alas 24 horas,
lo cual reflgja el aumento en la permeabilidad alvéolo-capilar. A los siete dias, €l perfil de las proteinas del LBA es

similar al del LBA control.
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contrada frente a anticuerpo anti o1-AT de las
muestras y del LBA transferidas a una membra-
na de nitrocel ulosa después de una electroforesis
en condiciones desnaturantes. En A, €l grafico
muestra los niveles de al-AT inmuno-reactiva
en el LBA obtenidos mediante andlisis densito-
métrico a distintos tiempos después de lainstila-

cion de elastasa y expresados como veces de
aumento en relacion a control. En B se muestra
un gel representativo, en el que es posible ob-
servar un aumento en la intensidad de la banda
Unica de 52 kDa correspondiente al peso
molecular descrito para la al-AT. Este aumen-
to es evidente desde las 4 horas post-elastasa, y

Tabla 1. Contenido de proteinas totales en el LBA a distintos tiempos después
delainstilacion IT de elastasa

Control 4 horas 24 horas 4 dias 7 dias
Proteinas (g x mi™) 52+6,8 23,3+ 18 38,8 + 28,4** 29+25 54+31
(Promedio = DS)
** 1 p<0,01
T
A +
B E ns;
58
=8
Ef | = ~
g 1 —
S i i i b
£ ] Ll & Td
tiem po post-elastasa
B 130 kDa
100 KDa
75 kDa
- - .
S0 kEDa ‘
40kDa . i S
cantral 2R dd Td

Figura 2. Andlisis densitométrico en condiciones desnaturantes de los niveles de al-AT en e LBA a distintos
tiempos después de lainstilacién de elastasa. El grafico superior (A) ilustralos niveles de inmuno-reactividad para ol-
AT promedio (n = 5) obtenidos por andlisis densitométrico y expresados como veces de aumento en relacion a
control. Los valores corresponden a promedio + error estandar de los LBA obtenidos en 5 experimentos independien-
tes mientras que la linea punteada representa el valor basal. El panel inferior (B) corresponde a un blot representativo,

en condiciones desnaturantes.
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Tabla 2. Porcentajes relativos de las distintas formas inmuno-reactivas de al-AT en LBA después
de la instilacion de elastasa

Tamafio molecular Control 4 horas 24 horas 4 dias 7 dias
< 40 kDa (%) 75 20,5 37,4 28,7 3,2
~ 52 kDa (%) 439 36,1 25,0 38,9 49,1
> 75 kDa (%) 48,6 29,5 20,0 324 44,7
>100 kDa (%) 0,0 13,8 17,6 0,0 3,0
** 1 p<0,01
120 kDa—»
- | = 100kDa
BS kDa —»
1= 75kDa
. B 1 - 52kDa
49 kDa—» | = 40kDa
contral 4h 24h 4d Td

Figura 3. Fotografia de las bandas inmuno-reactivas a o1-AT de un western blot realizado utilizando las mismas
muestras de la Figura 2, para el cua se utilizaron condiciones no desnaturantes. Se ilustra un perfil electroforético
distinto. En el borde derecho de lafigura estan representados los tamafios moleculares de las bandas inmuno-reactivas
encontradas. a1-AT no solo se encuentra como una banda de 52 kDa sino que ademés formando complejos y como

producto de degradacion.

alcanza un méaximo de 7-8 veces el valor del
control a las 24 horas. Este méximo coincide
con el peak de aumento en proteinas totales
medidas con el método de Bradford, que tam-
bién esde 7 veces el valor del control (Tabla 1).

Distintas formas inmuno-reactivas de la o1-
AT en e LBA sometido a electroforesis en con-
diciones no desnaturantes.

A diferencia de lo descrito para los geles en
condiciones desnaturantes, cuando la electro-
foresis se realiza en condiciones no desnaturan-
tes, es decir sin modificar la estructura terciaria
o los complejos que formalaal-AT, seidentifi-
can bandas inmuno-reactivas de diferente movi-
lidad electroforétical®. En el blot representativo
mostrado en la Figura 3 es posible observar en
el control, dos bandas inmuno-reactivas a o/1-
AT; unamés intensa, de peso molecular 52 kDa
y otra de tamafio molecular mayor a 75 kDa,
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gue probablemente corresponde a un complejo
entrela o 1-AT y la elastasa (30 kDa)0*3.
Después de la instilacion de elastasa es posi-
ble distinguir dos efectos en las primeras 24
horas: a) un significativo aumento en la intensi-
dad de las bandas presentes en el control y b) la
aparicioén de dos nuevas zonas inmuno-reactivas:
e Una banda de tamafio molecular inferior a 40
kDa.
Una banda de tamafio molecular superior a
100 kDa.

La Tabla 2 muestra el promedio de los resul-
tados de 5 electroforesis en condiciones no des-
naturantes. En ella se muestra que la participa
cion de las distintas formas descritas en la
inmuno-reactividad total para cada tiempo post-
elastasa es variable y las principales diferencias
con € control se observan en las primeras 24
horas.

11



A. VECCHIOLA C. et dl.

Formacién de complejos
[a1-AT-elastasa] y otros
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(? permeabilidad alveolo-capilar)

|
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|
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Figura 4. Secuencia de eventos que involucran alaal-AT en respuestaalainstilacion intratraqueal (IT) de elastasay

que contribuyen alimitar el dafio pulmonar. N = aumento.

Si bien en laTabla 2 la proporcion de al-AT
libre (banda 52 kDa) es de 25% a las 24 horas,
valor inferior al 43,9% presente en e control,
debe considerarse que de acuerdo ala Figura 2,
el aumento en al-AT total es de ocho veces,
por lo que a pesar de encontrarse la o1-AT
formando distintos complejos y posiblemente en
parte degradada (< 40 kDa), la concentracién
de o1-AT libre (52 kDa) es varias veces supe-
rior aladel control.

Discusion

Los resultados de este estudio muestran que
mediante técnicas electroforéticas y de inmuno-
deteccion por western blot, es posible identificar
distintas formas de o.1-AT en los espacios aé-
reos del pulmén, las que varian dependiendo del
tiempo de evolucién del dafio inducido por la
instilacion de elastasa.

Ademés de la banda de 52 kDa correspon-
diente ala al-AT nativa®*, encontramos eviden-
cias de la participacion de esta antiproteasa en la
formacion de complejos de distintos tamafios.
El complejo con mayor probabilidad de formar-
se es el de la a1l-AT con la elastasa instilada.
La banda de peso molecular > 75 kDa corres-
ponderia a este complegjo'®Y. Otras proteinas
con las que es capaz de reaccionar la al-AT
incluyen: a) proteinas propias del LBA como
por g emplo urokinasa®; y b) proteinas que apa
recerian en éste, debido a aumento de permeabi-
lidad alvéolo-capilar®2t. Por Ultimo, se ha des-
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crito quelaol-AT puede formar complejos con-
sigo misma (banda > 100 kDa*'°. De igual for-
ma identificamos bandas inmuno-reactivas de
menor tamafo, sugerentes de fendmenos de
protedlisis que afectarian ala o1-AT#24,

Lainstilacion IT de elastasa en distintos ani-
males de experimentacién produce un dafio
alveolar difuso caracterizado por € aumento en
la permeabilidad alvéolo-capilar con edema, he-
morragia e infiltracion de células inflamatorias,
el que tiene su méxima intensidad a las 24 ho-
ras®. En estas condiciones se espera que la al-
AT experimente diversas modificaciones tendien-
tes a contrarrestar €l dafio proteolitico disminu-
yendo su actividad. Entre ellas estén: la forma
cion de complejos con la elastasa instiladat?, la
oxidacion de su sitio activo por oxidantes libera-
dos desde las células inflamatorias reclutadas al
pulmoén?¢®, y la inactivacion proteolitica como
fue descrita por Banday cols?®24,

Sin embargo, en un estudio previo en nuestro
laboratorio encontramos que €l LBA de la rata
después de laingtilacion IT de elastasa presenta
un aumento en la actividad de al1-AT?, sugirien-
do la existencia de algiin mecanismo que contri-
buye a aumentar la concentracion de al-AT
activa en |0s espacios aéreos.

El estudio actual muestra (Figura 4) que la
concentracion de al-AT aumenta en e LBA
unas 7-8 veces, gracias a la llegada masiva de
proteinas séricas debido a aumento de la per-
mesabilidad alvéolo-capilar (Figura 1), que es parte
del dafio alveolar difuso inducido por la elastasa
instilade®.
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El aumento de permeabilidad es un fendmeno
conocido y es la base del dafio alveolar difuso
producido por distintos agentes. El curso tem-
poral del aumento de permeabilidad en nuestro
trabajo concuerda con los resultados publicados
por Schmid y cols® quienes encontraron que la
permeabilidad alvéolo-capilar en el hamster, me-
dida con marcadores radioactivos aumenta des-
de las primeras horas post elastasa, permanece
aumentada alostresdiasy se normalizaa quinto
dia

El curso tempora del aumento en la concen-
tracion de a1-AT coincide con €l curso tempo-
ral del aumento en la actividad de la ol-AT
mostrada por Salazar y cols, si bien las magni-
tudes respectivas no son las mismas.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la
electroforesis en condiciones no desnaturantes
(Figura 3), a las 24 h post-elastasa, mas del
74% de la o1-AT se encuentra formando com-
plejos de distinto tamafio o como fragmento
proteolitico. S6lo el 25% se encuentra como
una banda de 52 kDa, parte de la cua es res-
ponsable del aumento del 60% en la actividad de
01-AT descrito por Salazar y cols®. Estos re-
sultados sugieren que en el modelo de ingtila-
Cion IT de elastasa en larata, los fendmenos de
oxidacion que inactivarian a la o1-AT y que
han sido descritos principalmente en relacion a
dafio por humo de cigarrillo***8, son de menor
relevancia que los fendmenos de formacién de
complejos.

En conclusion, la llegada masiva de al-AT
desde la circulacion provee de defensa més que
suficiente para limitar € dafio inducido por la
elastasa en la rata. Fendbmenos como |los descri-
tos pueden participar en otros procesos infla-
matorios pulmonares. Se desconoce si |os fend-
menos encontrados en la rata se presentan tam-
bién en e hamster, una especie que se caracte-
riza por ser deficiente en ol-AT y por su ma
yor vulnerabilidad a dafio pulmonar inducido
por elastasa®. Es posible que diferencias inter-
especies en la respuesta de la al-AT en los
espacios aéreos post-elastasa se relacionen con
diferencias inter-especies en la magnitud del en-
fisema resultante®,
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