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RESUMEN

Se cree que Ia replicacién de fibroblablastos de pulmén esté controlada por factores de
crecimiento exdgenos, secretados principalmente por macréfagos y células epiteliales. Sin
embargo, en condiciones de cultivo, los fibroblastos de pulmoén son capaces de producir
varios factores de crecimiento sugiriendo una ruta autocrina de proliferacion.

La sintesis de factor de crecimiento derivado de plaquetas cadena A (FCDP-A) ha sido
mostrada en los fibroblastos de pulmoén de rata, pero no ha sido demostrada la presencia de
FCDP-A o FCDP-B en fibroblastos de pulmén humano. En el transcurso de un experimento
con el medio condicionado (MC), obtenido de fibroblastos de pulmon derivados de
pacientes con Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI), fue observada actividad semejante al
FCDP sobre las células blanco BALB/c3T3. Para explorar este hecho, fue examinada la
expresion del mensajero del FCDP-B por los fibroblastos obtenidos de 4 lineas celulares de
pulmén normal y de 4 con FPI.

E! anélisis con la hibridacion de tipo Northern mostré que los fibroblastos derivados de
FPI y normales, expresaron el mensajero de 2.8 kb. Este mensajero fue observado como una
banda menor en una linea de osteosarcoma humano, utilizada como control positivo (U2-
08), la cual predomi e expresa el jero de 4 kb del FCDP-B. En algunas
lineas celulares fibroblasticas el mensajero de 4 kb es observado, pero como una banda
menor. EI MC de fibroblastos de pulmén normal o con FPI estimula la incorporacién de
timidina tritiada en las células BALB/c3T3, la cual es inhibida significativamente por el
anticuerpo anti-FCDP. Estos resultados muestran que /n vitro, los fibroblastos producen una
proteina con actividad biologica semejante al FCDP, y ellos expresan el mensajero altemo de

2.8 kb. Este meusajero truncado en el extremo §', ha sido caracterizado en células
doteliales. Interesant se ha sugerido que esta forma posee un nivel de traduccién

mayor en comparacion con el mensajero completo de 4 kb.
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INTRODUCCION

El pulmén es un érgano estructural y funcionalmente muy estable a lo largo de la vida
adulta y paradéjicamente se caracteriza por una gran actividad metabdlica, asi como, por su
rapida proliferacién celular y remodelacién tisular. Las proteinas del pulmén maduro se
recambian en promedio cada 4 a 5 dias y esta alta actividad biosintética incluye una
regulacién rigurosa que permite preservar la arquitectura y funcién del pulmén normal

(1,2).

Bajo condiciones normales, la conservacion de la composicion tisular estd regulada, entre
otras cosas, por interacciones célula-célula, regidas a su vez, por la produccién y secrecion
de mediadores celulares solubles o citocinas. En condiciones patoldgicas, perturbaciones del

sistema pueden provocar una produccion aberrante de citocinas que a su vez pueden inducir
alteraciones irreversibles de la arquitectura del tejido (3). De aqui, la importancia
fisiopatologica de las citocinas, también conocidas como factores de crecimiento o
modificadores de la respuesta biologica (4). El estudio de tales modificadores se remonta al
trabajo pionero de Alex Carrel (5); él noté que ciertas "sustancias contenidas en los jugos
embridnicos" estaban dotadas con Ia propiedad de activar grand la velocidad de
proliferacion celular in vitro. Por ello, originalmente el término factor de crecimiento es
alusivo a la propiedad mitogénica de la molécula; sin embargo, su papel es entendido ahora,
en términos mis amplios como sefialadores celulares externos que inducen una variedad de
respuestas tales como diferenciacidn, cambios de forma, locomocion, inhibicién del

crecimiento celular, asi como proliferacion (6).

g2 s =

interacci célula - célula ya

Las citocinas llevan a cabo su efecto bi
sea a través de una via autdcrina o paracrina (7). En la ruta pardcrina, una célula especifica
(efectora) produce y secreta el factor de crecimiento, modificando el comportamiento de
otro linaje celular (célula blanco). En cambio, en el evento autdcrino la célula efectora y In
blanco son la misma.



La presencia de ciertas proteinas citocinicas o sus respectivos mensajeros, ha. sido
demostrada en el pulmén, dende modulan aspectos criticos relacionados con el crecimiento :
y.remodelacion del tejido. Estas citocinas incluyen al factor de crecimiento derivado de
plaquetas, FCDP (8), el factor de crecimiento transformante beta, FCT-f (9), y I
interleucina- 1, IL-1 (10), entre otras. Se ha sugerido que cstos factores contribuyen para Ia
homeostasis del pulmén, ya que en condiciones normales sus genes se expresan en niveles
bajos, controlando la estructura pulmonar (11). Estudios para identificar a las fuentes
celulares de las diferentes citocinas en pulmon han demostrado que, entre otras, las células
inmunes y los macrofagos alveolares son capaces de producir algunas de ellas,
Especificamente, los macrofagos sintetizan y secretan FCDP, un mitégeno importante para

.

las

de origen meseng

"Por otro lado, se ha sugerido que los fibroblastos intersticiales, células estructurales del
pulmoén, no pueden ser vistos simplemente como células blanco pasivas cuyo
comportamiento fenotipico esté determinado exclusivamente por células efectoras a través
de un mecanismo paracrino. De hecho, se ha demostrado que los fibroblastos pulmonares

producen algunas citocinas como por ejemplo, la interleucina-6 IL~6 (12), el factor de
crecimiento semejante a insulina FCSI (13) y el factor estimulante de colonias-de
granulocitos-macréfagos  FCEGM (11). Estos hallazgos demuestran qu las’ celula% de

origen mesenquimatoso son fuente importante de citocinas, y sugleren que pueden’ mlervcmr -

en el proceso proliferativo por un mecanismo paracrino y/o 1utocnno (19)

FIBROSIS PULMONAR DIFUSA

Bajo el término de FPD se agrupan un conju icia cs"dé! o

pulmén-que se caracterizan por produclr mﬂama

exagerado - de
ogresivas,

colagenns “intersticiales * (15). Estas. enfermedade!
: mcapacnantcs y letales en un plazo relativamente breve ( 16

enfermedad se desconocen (20). La prohferacmn anormal de ﬁhrqblast arcee ser una -

de las piczas mas importantes en el enlace entre la inflamacién y" la fibros 5(21.22), y. de



hecho la expansion exngerada de estn poblacmn celular_se encuentra siempre presente en
los estadios .intermedios de la evoluclon ‘de la- fibrosis pulmonar difusa, asi como en Ia
de diferentes modelos animales y suele preceder al deposito anormal de coldgenas (23).

Los nis : “ de mduclr la proliferacion de ﬁbroblnstos invivo en

lares llsas y reci

de culﬁVd '/601idiéioniido “de estas celulas,. dbiéhldn




se ha demostrado que cuando menos uno de los fnctores de crecnmlento expresados es el
FCDP(303]) R R S

FACTOR DE CRECIM[ENTO DERIVADO DE PLAQUE T. AS
,PROPIEDADES BIOQU[MICAS S s

peso molecular dei 8. kDa, csencmlmente el mismo. tamaiio de Ia cadenn: gslllmadofpof )
clectroforesns en geles de pohacnlamldﬂ -SDS. La discrepancia uncontmda

la literatura, ¢n



S IS

relacién al peso ssxgnado al FCDP-B puede deberse a modlﬁ jon pum
(glicosilacién, romplmlento protcolftxco, eatre otras.), “que puede suﬁ'lr Jda” molecula .
precursora (42).’

Las células transformadas con SSV producen p28SiS, la cual sufie una serie de
procesamientos que incluyen la formacién de dimeros y rompimiento proteolitico (43),
generando la forma biologicamente activa (p285is), reconocida por e anticuerpo anlifFCDP
(44). Por las similitudes estructurales e inmunolégicas, la cadena B del FCDP es llamada c-
sis, representando la contraparte protooncogénica del v- sis (45). '

Al xgual que la p285is, el FCDP para ser considerado biologicamente activo debe estur

ensamblado, fonnando homo o heteradimeros, las 3 isoformas conocidas son: AA,BB yAB -

(46). . La reduccmn “de los puentes disulfuro destruyen mcversxblemente la. actlv:dnd_’:"
; (47) , ‘

blologlcn de os di

Los eventos celulares que desencndena el FCDP .son el resultado de ln teraccion del -

reconoce solamente a [a cadena B, por lo tanto, el receptor aa reconoce lns 3 oformas delv
FCDP (52,53).

Grotendorst y col. (54) demostraron que los fibroblastos dérmicos huma'nos‘ poseen:
iinicamente receptores del tipo 3, por lo tanto, no encontraron respuesta celular al xidiciouar
FCDP-AA recombinante, en cambio estas células responden igual e bien a la adicion de -
los dimeros recombinantes AB o BB, En contraste, los fibroblastos de pulmén humano,




responden a In BdlCIOII ‘de las 3 isoformas recombinantes del FCDP, con unn mcorporacxon
similar - de> txmxdma'3H ‘(55)." La ‘aparente contradiccién entre ambos cstudxos se ha
mterpremdo como dd‘e éncxas tedeo-especfﬁcas de los fibroblastos. a o

PRO"PI.E‘DADESRI"HOLOGICAS

La mternccwn FCDP/receptor inicia una serie de eventos mtmcelulares, que culmman en -
la’ sintesis del DNA El FCDP es conacido por su actividad mtogenxca sobre ﬁbroblastos
"" s del masculo liso,: célul gllalesycondrocltos (56)

ordenados, cbnocldos como fases del cxclo ce]ular La smtests del DNA se
: Ia t‘ase S pero las células deben pasar prevmmeme por la fase de tmnsncton

fa ores de competencla inducen la trausicion Go/Gl, requisito indispensable pero no
suﬁclente para Ia realizacién de la mitosis, Para avanzar en Ia fase Gl, es necesaria la
presencm de’ olra clase de citocinas complementarias llamados factores de progresion. La -
‘ l‘ueme de estos ﬁactores, utilizada en el sistema BALB/c3T3, es el plasma pobre en plaquetas
(6!) Los procesos posteriores para la sintesis del DNA y la mitosis son uutonmncos, csto
es, no estin sujetos a control citocinico (62). .

Ln interaccion del FCDP y su receptor induce una cascnda de eventos qu ncluyeu In.

brana celulnr, p- ', Imente el fosfandxhnosltol El B

n
bombn Na*-K* (64). También se estimula. el transpone dc anun ﬂcldOS (65) ‘yel
reordenamiento de los filamentos de actina (66,67).



Algunos estudios - indican que las diferentes formas diméricas del FCDP no son
igualmente activas (62). Por ejemplo, el heterodimero AA presenta menor actividad en
estimular quimotaxis, mitogénesis, reorganizacién de los filamentos de actina y
autofosforilacion del receptor del FCDP en comparacion con el homodimero AB. Ambos
dimeros fueron aislados de una linea celular de glioma (68).

En otro estudio, se encontré que €l medio condicionado obtenido de células transfectadas
con el cDNA del FCDP-B resultd mis mitogénico que cuando Ia transfeccion fue realizada
con FCDP-A, a pesar de haber encontrado niveles semejantes de proteina, en ambos casos
(42).

Igualmente, Grotendorst y col. (54) encontraron diferencias en las diversas respuestas
bxologlcﬂs atribuidas al FCDP, en tres lineas celulares analizadas. El homodimero AA no
v'presemn actividad mitogénica ni quimotactica para células del misculo liso derivados de
aorta bovina ni para fibroblastos de picl humana. En cambio, en células transformadas de
embriones de ratén (NIH/3T3) estin presentes ambas actividades, provocadas por' el
FCDP-AA. En cuanto a la capacidad de hidrolisis del bifosfato de fosfatidil inositol (PIP3),
las isoformas AB y BB fueron estimuladoras de la hidrélisis en las tres lineas mencionadas,
mientras el dimero AA tnicamente fue efectivo en la linea NIH/3T3. Los 3 dimeros fueron
igualmente cficientes en  estimular la autofosforilacion del receptor en las tres h'h"ehs_
probadas, sin embargo, solamente las formas conteniendo cadena B, fueron activas en'los
fibroblastos y células del misculo liso. En la determinacion de los niveles relatiVos’def}I‘bs\

receptores tipo o y 3 en los tres tipos celulares, fue reportado que las célulasZNlH/3T3"v E

presentan los dos tipos de receptores, mientras los fibroblastos de piel humana y* células"de
musculo liso de bovino se encontrd tnicamente receptores del tipo 8. Por’lo tanto,” Ia:‘
pr ia de r ptores alfa son iales para que las células respondan al FCDP AA.

Apun:"l ente, Ia respuesta celular al FCDP puede estar determinada ya_ sea por la
) expresnon dé los ‘diferenfes ‘tipos de receptores en las células blanco, o por: dlferencm
: mherentes a o’ polcncui del FCDP-A o FCDP-B (69). Es decir, todas las forma§ del FCDP :
para- L‘elulns que posean el complemento apropmdo de receptorcs afines
ld‘ clegamememe ‘demostrado, a través de csludlos de’ lrnns(ccuon en
CDP puede ser cstablecida en lns lineas celulares que nonnalmenlc no
respondcn al ﬁactor por In mtroduccmn de cDNA pnra receptores upo u [} [3 (71)

. son mllogemca
(70) E§lb" m'




obscrvucwnes -
preparaciones del FCDP




Por {iltimo, los estudios a nivel genético indican que el FCDP induce la expresién de un
grupo de genes; c-myc, c-fos y c-jun (79,80), cuyos productos proteicos estén localizados
en el niicleo celular. Fos y Jun funcionan aparentemente juntos como reguladores de la
transcripeion (62), formando heterodimeros que pueden enlazar los sitios AP-1 (81).

La induccion de los RNAm de c-myc y c-fos por el FCDP-BB, fue demostrada por Leof
y col. (82), quienes utilizaron células provenientes de embriones de raton estimulados con
el FCT-B. La expresion del c-sis fue observada a los 20 min de la estimulacién y Ia expresion
de c-myc y c-fos fue detectada 4 horas después de Ia induccién. Cuando la misma linea
celular se estimulé directamente con el FCDP-B purificado, el RNAm c-myc se detectd 1 hr
después de la induccion. Con este estudio cinético, fue observado que el FCDP estimula la
expresion de proteinas nucleares indispensables para la sintesis del DNA, demostrando la
accidn directa de este factor en la mitogénesis.

PROPIEDADES GENETICAS

Los mecanismos que regulan la transcripcion del FCDP no se conocen con precisién y se
ha sugerido ln'existencia' de interacciones complejas entre reguladores positivos y negativos.
Probablememe Ia expres' n basal e inducible del gen del FCDP, es controlada por factores
{ i6n del gen del FCDP-B ha hecho posible Ia localizacién y
andlisis de su regmn prpmotora (83 84) En este sentido, se han realizado estudios

trﬂns y

identificado 1a
5, . el factor Sp-“ (90 9l) La
secuencna cousenso perfec!a (TGANTCA) pura enlazar a AP-I csta locahzada en Ia posicion *
-2948 (92 93) Aunque esta secuencm no ha s:do mdxspensnble enla ncuvnclon del promotor _



Fr)

yres (enh 5) 501 cap de funci a pesar de

c-sis, se sabe que los elementos p
las grandes distancias a las que se encuentran de sus promotores (94).

Por ensayos de supresion de la regién promotora del c-sis, se han establecido las
indispensables en la transcripcion del gen. Pech y col. (87) demostraron la
existencia de otra secuencia (TGANTCC), localizada en la region -102-96, difiriendo de la
secuencia perfecta para AP-1 por un cambio de base (A por C) establecida en SV40 (95).
Sin embargo, estudios de mutacion y actividad del gen reportero CAT, revelaron que la
supresion completa de la i jante a AP-1 no tuvo influencia sobre la actividad
del promotor, en la diferenciacién de las células eritroleucémicas, linea K562 (96), a
megacariocitos por 12-miristato-13-acetato de forbol, TPA (97,98). En contraste, la
supresién del promotor -145 -140 disminuye la expresion del c-sis (Fig.1). La secuencia
minima para que se lleve a cabo la transcripcion del gen c-sis, incluye 42 pb anteriores a la
caja TATA, en el sistema K562-TPA.

_|Fig. 1 Representacién esquemitica de elementos cis/trans del gen del FCDP.
Sp-1 Sp-1 AP-1 .
GC GC TGANTCC . TATAA
- -145-140 -102 -96 +1
N= Cualqui le6tido

Recientemente, se ha identificado un elemento cis, formado por 2 secuencias repetidas
(TCTC y CACC), en configuracién ABBA. Seleha d inado SPE (el préximo a
sis), localizado en la posicion -58 -39 relativo al sitio de inicio de! RNAm del c-sis. El
elemento provoca la activacion transcripcional (50 veces mayor) del gen de la cadena B, en
el sistema K562-TPA. Utilizando el ensayo de cambio en la movilidad electroforética, se
demostré que SPE enlaza especificemente factores nucleares, ain no identificados. La
secuencia SPE esta altamente conservada (19/20 nt) en diversos genes: humano, gato y
ratén (99). También, SPE esta presente en dos sitios (-585 y +722) de la regién promotora
del FCDP-A humano (100).




Extremos 5'y 3'

. _ La secuencia no codificada del extremo 3', incluye regiones ricas en AU, implicadas en
desestabilizar los mensajeros de las citocinas (101), Especificamente se ha demostrado que
el RNAm de c-sis posee una vida media corta de 70 a 120 min., lo que posiblemente se
relaciona con el efecto de la regién rica en AU (102,103),

El extremo §' se caracteriza por su alto contenido en GC. Rao y col. (84) encontraron
que la supresion de parte del extremo 5' incrementaba 40 veces la eficiencia de la
traduccion del FCDP-B. Esto sugeria que el extremo §' del mensajero posee un efecto
inhibidor a nivel de la traduccioén, posiblemente por la formacién de una estructura
secundaria en el RNAm, cercana al coddn de miciacion AUG.

Interesados en el efecto inhibidor de Ia traduccion del extremo 5', Fen y Daniel (104)
identificaron y caracterizaron los RNAm de 3.8 y 2.8 kb del c-sis, en células endoteliales.
La diferencia entre ambos mensajeros fue encontrada, sorprendentemente, en el primer exon
del gen. El jero pequefio retiene sol 80 nt de los 1088 nt establecidos en la
secuencia del exén 1. Por lo tanto, e}l RNAm de 2.8 kb no posee el efecto inhibidor para
realizar la sintesis de proteinas. El mensajero de 3.8 kb posce 3 sitios potenciales para
iniciar la traduccion del RNAm c-sis, localizados en las posiciones +582, +751 y +870.
Estos marcos de lectura abierta podrian codificar péptidos de 5, 42 y 12 aminoicidos,
respecti La exclusion de los 3 cod AUG del mensajero de 2.8 kb, puede

P
mejorar la 6n no productivos.

ficiencia por eliminar iniciadores de la trad

El nivel tan bajo (2-3%) del transcrito de 2.8 kb, respecto al completo de 3.8, puede
representar niveles equivalentes de proteina del FCDP-B, independientemente del
mecanismo por el cual sea lograda la eficiencia traduccional (104).

CELULAS PRODUCTORAS

Se han reportado varios tipos celulares capaces de producir el FCDP y con excepcion de
" Ias plag que lo al las otras células lo secretan al medio extracelular. Por cllo,

es posible {a inmunovaloracion en los medios condicionados, utilizando antisuero anti-FCDP




y/o los ensayos de competencia del receptor, adicionando ¢l FCDP-125], En la Tabla | se
muestran los origenes celulares del FCDP.

Asi mismo, ha sido encontrada actividad similar al FCDP en células transformadas con el
virus del sarcoma de simio (SSV). Con la caracterizacién tanto del gen como del producto
proteico de la transformacién, fue establecida la similitud exi entre FCDP/c-
sis y el gen transformante de SSV, llamado v-sis (40,41).

Por lo tanto, ha sido establecida actividad mitogénica similar al FCDP en los medios
condicionados de células transformadas con SSV, en células de t ponti y en
diversos tipos celulares normales (114).

Tabla 1, Células productoras del FCDP
Tipo celular Referencia

Células no transformadas

Células misculo liso Seifert y col. (105)
Células endoteliales DiCorleto & Bowen-Pope (106)
Citotrofoblastos Goustin y col. (107)
Macrofagos Alveolares Humanos *Momex y col. (108)
Monocitos activados Martinet y col. (109)
Células epiteliales Antoniades y col. (110)
Fibroblastos de rata *Fabisiak y col.(14)

Tumores espon

U2-08S (osteosarcoma) Heldin y col. (111) :
Glioblastoma y sarcoma *Evaycol (112) ;%
Tumor del misculo liso *Norris y col. (113)

La deteccion del FCDP se llevo a cabo por el ensayo de competencia del enlace por el
receptor, utilizando FCDP-125], * Deteccién del RNAm c-sis.

El FCDP estd involucrado en p fisiolégicos y/o patolégicos de las célul
productoras, Eva y col. (112) demostraron que la produccion aberrante de In cadena B,
correlaciona con ciertos tumores de origen quimatoso, especificamente fibrosarcoma y
glioblastoma. ’




Asimismo, en la fibrosis pulmonar sc ha reportado que la proliferacion de fibroblastos y
el incremento cn la sintesis de coldgena, son los cambios fundamentalmente encontrados en
esta enfermedad (115,116). Dcebido a la potente actividad mitogénica del FCDP, sc le
valorado como una molécula potencialmente importante en la patogénesis de los desordenes
fibroproliferativos del pulmon. De hecho, se ha detectado por hibridacion in situ cl
incremento c¢n el RNAm y en la proteina del FCDI-B en biopsias de pacientes con FPI
(117). Uspecificamente, ha sido estabiecida Ia fiberacion espontanea del FCDP por los
macrofagos alveolares de pacientes con FPL (118). En cuanto a los fibrablastos de pulmén
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humano, han -sido catalogados como
mediante el incremento en la incorporacion de tlmldma-JH a la adicion de las isoformas
recombinantes del FCDP (55). Con éstos antecedentes experimentales, sc ha demostrado
que la respuesta proliferativa de los fibroblastos es ejercida mediante la ruta paracrina;

‘Tratando de identificar el RNAm o Ia actividad mitogénica semejante al I'Cl)l’ en
fibroblastos de pulmon, Fabisiak y col (M) e!
| de.
'c_:ne ammnl Sm embargo, en éste estudio no fire: .

tablecieron la  produccio en

!
ol

fibroblastos de p «de rata, . i
respuesti nutounna del FCDP-/\ Lll e

A. Estos resultados’ suglcrw s

posible dclemnnar ln cxpresnon dc mm,una de Ias dos cadcnas del FCDP. en ﬁbroblnstos,ﬂ o

dcnvadm dc pul




HIPOTESIS

Los fibroblastos derivados de pacientes con fibrosis pulniqmir p'l;oducen y secretan el
factor derivado de plaquetas cadena A y B. Debido a su potente actividad mitogénica sobre
esta estirpe celular y actuando de manera autocrina intervicnen en este proceso patoldgico.

OBJETIVOS

1. Determinar si los ﬁbroblastos dcnvados de pulmon humano expresan lns cadenas A‘-’.
y/o B del factor de creclmlento denvado dc plaquetas (FCDP) y: si lo secretan al’ medlo“’

extracelular.

2, Determinar si existen dnferencms de ...' : ‘ cion del FCDP de A y/o B CLr
entre los ﬁbroblastos denvados de pulmon normal en' omparacnoh con aquellos obtcmdos

de pulmones ﬁbroncos



MATERIALES Y METODOS

I. LINEAS CELULARES

Sc aislaron fibroblastos de pulmones normales (N2 y NA) y fibréticos { HIPF-8, HIPF-
13, HIPF-19, HIPF-40) por el método de dispersion enzimitica con tripsina. Se
obtuvieron de la American Type Culture Colection (ATCC) dos lineas derivadas de pulmon
normal: CCD11-Lu y LL-24 y una de pulmén fibrético, la LL-29.

Las célu]as se cultivaron en medio FK12 (Sigma) suplementado con suero fetal bovino
(SFB) 10 6 15% (Gibco, BRL) y antibidticos: 100U/ml de penicilina, 10 pg/ml de
estreptomicina y 0.25 mg/ml de anfotericina B (Sigma).

Ademis, se utilizé como control positivo la linea celular U2-08proveniehte de
osteosarcoma humano, dado que produce constitutivamente el FCDP. Estas délu!xyéise [
crecieron en medio MacCoy suplementado con 2.2 g/l de bicarbonato de sodio (Sigtﬁ;i)':
20% de SFB (Gibco, BRL) y Ia mezcla de antibidticos antes mencionada, e

En términos generales el protocolo que se empled para el cultivo de las 'elu
siguicnte:
Los crioviales que c

La suspension ce]ular se sembro en una caja de 25 cm2 6 75 cm? (Falcon)
incubaron a 37°C en ambiente hiimedo con una atmésfera de 95% 02/5%C02. Bl medlo e .
confluencia, Para la- obtel )

las celulas se

cambié 2 6 3 veces por hasta
condicionado (MC), se lavé la monocapa celular con amoruguador de fosfatos X pH 7 4
(PBS) y se adiciond medio sin suero. Después de incubar 24 h, se colecto eI MC el cual sc

almacend a -20°C hasta su uso.



il. OBTENCION DE LA SONDA
1)Transformacién genética de Escherichia coli.

La cepa de Escherichia coli SF8 (C600, Thr C, Leu B6, Thy A, hsd R.K, hed MR) (119)
se transformoé con las siguientes clonas:

1) pSM-1 (ATCC) posee un fragmento de 2 kb "qu‘e é'ldntie‘xi:e pmé d‘elbgen del factor
de crecimiento derivado de plaquetas cadena B, dlChO mserto obtq'yo;pmj 1a digestién con
Bam HI (Gibco, BRL). )

Majesky) posee un fragm tob de 1.3 kb
ca nn A chho

2) PDGF-A (donada amablemente por vMaArk
que contien parte del gen del factor de crecnmnem de
inserto se obtuvo por la digestién con Eco R1 (G1bco, BRL).

3) pHcGAD (ATCC) posee un fragmento de 750 pu‘résq
genética para el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.”
utilizaron las enzimas Xba 1 y Pst 1 (Gibco, BRL).



mezcla resultante, se le adicionaron 3 ml de- caldo LB y- se mcubé 1 h a 37 °C, sin
agitacion. La centrifugacion se realizd a 3000 rpm 10 mm a TA. Despues de decantar, la
pastilla se resuspendio con el liquido residual de Ias pnredes v se sembré en agar LB mis
antibidtico, para seleccionar las colomas transf‘ormnntcs amp" [ telr después de un periodo
de incubacion de 24 h a 37°C, Para la preservacion dela cepa transformada, se sembré una
colonia en 20 mi de caldo LB, incubando a 37°C toda la noche. Para preservar la cepa
transformada, se tomé una alicuota de 0.8 ml y se almacend a -70°C, en crioviales que

contenian 20% de glicerol.

2) Ampliﬁcncién del Plasmido

Una vez selcccxonnda Ta bactena tmnsfommda se rcahzo la amphﬁcacmn"snguxendo una

esta seg| da’fase ac osn' con Ia primera, La cnuccnlmcnon del pla I

\'olumen dc lSOpl‘OpﬂllOl a 4"C preclpnando toda I nobhc a 20" Bl mntcrml pl'(.clpllad()’
se centnfugo 710 000 pm 20 min a 4°C. La pneulln se solulnlwo con L. 6 ml de Hy0, y se
precipitd con 2 ml de polietilenglicol 13%, . NaCl ,400 mM, P ,"l h sobre hxelo Ln mezcla




se ceutrifugd a 10 000 rpm 10 min-a 4°C, y Ia(pnstill'a'sg‘ resﬁépendji&‘con 150-300 pl de
agia. e e Ce

3) Digestién con enzimas de resti'iccién. '

La digestion de la clona pSM-l con. Bam HI ' genera 3 fragmentos : 2.7, 2.0 y 0.63 kb.
El segmento de 2 kb posee pmc del gen del factor de crecimiento derivado de plaquetas
cadena B ( 122)

JC 3-Dl.con Eco R1 genera 2 fragmentos: 2.7 y 1.3 kb. El

La digestién de la é‘lona
rte del gen del factbr de crecimiento derivado de plaquetas

segmento de 1.3 kb posce.
cadena A (36).

La dlgestlon de pHcGAD se rcallzo con Xba 1.y Pst 1 con Ia produccion de 2
fragmentos 4. 85 kb y. 750 pb. El inserto pequefio contiene la informacion genética
necesaria para reconocer al RNAm del ghceraldehldo-3 -fosfato deshidrogenasa (123).

Para la dlgesnon, se tomé una ahcuota de la I ’héstré de interés y se adicioné 1/10 de
volumen de amortiguador especifico de In enzima, mas la(s) enzima(s); tomando en cuenta
que | unidad de endonucleasa de restric qn digiere - 1 pg de lambda DNA. La mezcla se
incubé | h a 37°C. La reaccién se pard por la_adicion del amortiguador de carga
(bromofenol 2%, TAE 5X, EDTA O.IM" y glic;erdl 50%). A continuacién, la mezcla se
separé por electroforesis. Para ello, la muestra se desnaturalizé durante 5 min a 65°C y un

minuto en hiclo, Las muestras fieron colocadas en cada pozo del gel.

4) Electroforesis del DNA plaé.-ii i

La preparaclon del plnsmldo,dlgendo y sm dlgenr, ﬁle separadn por electroforesxs
horizontal utlhznndo gele“,de agﬂrosa reponado por Johnson Y Grossmnn (124) -El

protocolo que se utlhzo ﬁie el sngmentc o




Primeramente, la agarosa se fundi6 con TAE 1X (Trizma-base 40 mM, EDTA ImM y
acido acético glacial 20mM). La mezcla se vacid al soporte de la cimara de electroforesis.
Se utilizo TAE 1X como amortiguador de corrida y una corriente eléctrica de 60 volts,

' Se estimé el tamaiio de los fragmentos generados en la digestion del plasmido, por
comparacién con las bandas de lambda DNA (Sigma, Tipo III) cortado previamente con
Hind Il y Eco R1 (Gibco, BRL). Las bandas se hicieron visibles, incubando el gel por 20
min con bromuro de ctidio 0.5 pug/ml (119) y su exposicion a través del Transiluminador UV
de onda media; 300 nm (Hoefer Scientific Instruments).

Una vez comprobado que el tamaiio de las bandas corresponde a los reportados, se
realizé Ia digestion de la muestra. De esta manera, se obtuvieron los insertos de interés: 2
kb (factor de crecimiento derivado de plaquetas cadena B), 1.3 kb (factor derivado de
plaquetas cadena A) y 750 pb (gliceraldehid 0-3-fosfatodeshid ).

§) Obtencién de los insertos.

El método empleado para la obtencion de los insertos a partir del gel de agarosa fue
reportado por Dretzen y col. (125). El protocolo que se utilizé fue el siguiente:

Primeramente, se cargé la digestion de la muestra a:los pozos del gel de agarosa,
controlando con lampara de UV la banda de: mte‘ rés,”Se permitié la separacion de los
diversos fragmentos, después de lo cual se réalizd un"corte longitudinal por abajo de la
banda, insertando el papel de DEAE-celulosé-(Whatm.m DE-81) previamente eqluhbrado (et
papel se saturé 30 min con NaCl 2.5 M :

centrifugaron ambos tubos de 30 a 40 seg. La‘
volumenes iguales de fenol/ CHCl3 (1:1) y clorofo
acuosa se colectd y adiciond 1 ml de isopropanol a 4




cuidado, y se permmo la Ilbre waporacwn del solvemc La pastllla mvnsxble se resuspendlo
ul pnrn un volumen final de 5 IO ul Para nsegumr
con I ul del mseno punﬁcado

agun ﬂdl i
¢ corrio un gel de_zlgnro

con el volumen remxm

Ia pureza de I preparaci

Cerenkov, el cunl consiste en colocnr 1 p.l dc la” qonda mnrcadn en 'un tubo ppendorl‘ c:‘
introducirlo a un vial de centelleo seco. La efi c:encm del conteo de In radmcxon Ccrenkov cs
del 27% (Tri-carb 4000 series quuld Scmtlllntlon Counter) ’ .
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Il. OBTENCION DEL RNA TOTAL

1) Extraccién del RNA

Sc siguieron las recomendaciones reportadas en la literatura para la obtencion del RNA
total integro (119).

Para la obtencion del RNA total, se utilizé el método del paso tinico con la extraccion
de isotiocianato de guanidina y fenol /cloroformo, reportado por Chomezynski y Sacchi
(127). El protocolo que se utilizo fue el siguiente:

Las lincas celulares una vez confluentes en cajas de 75 cm2, se sometieron a la
extraccion del RNA total. El medio gastado se removio y la capa celular se lavo con PBS
a 4°C. A cada caja se agregd solucion D (isotiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25
mM pH 7, N-laurilsarcosin 0.5% y el 2-mercaptoetanol 0.1M se adicioné justo antes de
usar la solucion), lavando la caja con la misma solucion que se pasé a un tubo corex .

Ya en el tubo corex, se adicioné 1/10 de volumen de acetato de sodio 2 M pH 4, 1
volumen de fenol, mas 1/20 de volumen de cloroformo /alcohol isoamilico (49:1) . Después
de la adicion de cada reactivo se mezclé perfectamente. Después se homegenizo la muestra
con vortex 10 segundos y se colocé sobre hiclol5 min, :

Para la separacién de nuestro material de interés se centrifugd a 10 000 rpm por 20
min a 4°C, el RNA es encontrado en la fase acuosa, mientras las proteinas y ¢l DNA sé S
encuentran en la interfase. La fase acuosa. se recupero y-mezclé con | volumen de- .
isopropanol a 4°C, se precipité a -20° toda la noche o a -70°C 1:hi'La pastilla’ con el RNA ;
se obtuvo por centrifugacion a 10 000 rpm, 20 min a 4°C..El RNA se dxsolvno en 300 pl de;
solucion DD, para ser sometido a una prempltaclon con l/ 10 (je ‘volu R

amomguador TE. El material se almnccno a -70"C hasta S uso,
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. 2) Cuantificacién del RNA

Se realizd la cuantificacién espectrofotométrica del RNA con una longitud de onda de
260 nm. Una D.O. cquivale a 50ug/ml de RNA total. La misma muestra se analizé a 280
nm, para comprobar la pureza de la preparacion. La relacion obtenida entre 260/280 puede
abarcar de 1.7 a 2, asegurando una buena desproteinacién de la muestra.

3)Electroforesis del RNA total

Una vez obtenido el RNA, se realizé la separacién electroforética en geles
desnaturalizantes por el método del formaldehido, reportado por Thomas (128). El
protocolo que se utilizo fue el siguiente:

Se fundié 1 g dc agarosa en 75 ml de H,0, y se adicioné 8.3 ml de amoﬁiguuddr:'
MOPS 12X (MOPS 0.24M, acetato de sodio 0.06M y EDTA-Nag 0.012M) y 16,25 mi'de '
formaldehido 37% precalentado a 65°C. La solucién se mezcld y vacié sobre el molde del
gel. Se utilizé6 como amortiguador de corrida MOPS 1X,

Para la preparacion de las muestras se tomaron 10 ug de RNA total y se llevaron a un
volumen final de 25 pl con H,0. Se adicioné 23 pl de solucién desnaturatizante (formamida
al 50%, amortiguador MOPS 1X y formaldehido 2M) y 3 pl de solucién colorante (azul de
bromocresol 0.25%, xilen-cianol 0.25% y glicerol 40%), mezclando perfectamente. Cada
muestra se desnaturalizé a 65°C por 5 min y | min en hielo. Las muestras se cargaron al
gel, aplicando una corriente de 10 mA de 16-18 h,

4)Transferencia del RNA

El RNA total scparado por e]ectroforesxs, se transfirio del gel a un soporte sohdo,
membranas de nylon, reportado por Khandjmn (129) EI protocolo que se empleo pura la

transferencia fue el siguiente:
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Se prepararon el sistema de transferencia por capilaridnd y la solucién SSC 20X pH 7
(NaCl 3M y citrato de sodio 0.3M). Sobre la placa de vidrio se colocd una tira de papel
filtro (Whatman #1) de 16 x 26 cm prehumedecido en SSC 10X, y encima de éste el gel de
agarosa invertido, inmediatamente después la membrana de Nytran (Schleicher & Schuell),
dos papeles filtro (Whatman #1) cortados con las mismas dimensiones del gel y
preequilibrados con solucién SSC 2X. La superficie de la membrana de nylon se alisé con un
tubo para evitar posibles burbujas de aire. A continuacion s apilé una torre de papel
absorbente, una placa de vidrio y un peso de 200-300 g. La transferencia se realizé toda Ia
noche, Al dia siguiente la membrana se retiré y lavd con SSC 2X, secandola entre papel
filtro. Se realizo la fijacién del RNA total a la membrana con homeado a 80°C por 60 min.

%) Hibridacién de tipo Northern

El protocolo de la hibridacion del tipo Nonhem (RNA-DNA) se llevé a cabo de Ia
siguiente manera:

La membrana de nylon se coloc& den

) v,-;:‘agregaindyo
amortiguador de prehibridacién (50% de}f h

lugar la mezcla de hibridacién. La cual se preparé cott amumgun or:

formamida, SSC 5X, fosfato de sodio 50mM -pH 6.5y soluclon Denhardt“1X)," ma Ia s

sonda marcada con 32P y 400 pg/ml de DNA de espermn de salmon, prevmmcme :
desnaturalizados por calentamiento a ebullicién durante 5 min y ‘en hielo | min, Por tiltimo,

Ia mezcla anterior, se combiné con 4 ml de dextran sulfato al 50%. Nuevameme ‘se chmmo !
cualquier presencia de burbujas de aire y se resellé la bolsa, La hibridacion se llevé a ‘cabo

durante 16 a20h a 42°C.
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6) Lavados de las membranas

s 1

Concluido el tiempo establ en la hibridacion, la membrana se removio de la bolsa,
para ser lavada por alguno de los dos métodos; e PRI

veces cont SSC 2X /SDS 0.1% durante 5 min a TA, seguido de 2 l“ \
/SDS 0.1% durante 15 min a 42° C y uno con SSC 0. IX 7SDS.0

0.1% durante 5 min a 42°C, seguido de 2 lavado
min a 55°C y uno con SSC 0.1X/SDS 0.1%

Por iiltimo, las membranas se lavaron: cﬁn' SSC: 2X‘ removiendo el exceso de SDS.
Cada membrana se secé con papel filtro y se envolwo con Kleen-Pack, procurando dejar una
superficie alisada. La’ membrana, una vez envuelta se ‘expuso-a una placa de rayos X
(Cronex, Du Pont) entre dos pantalla mteuslﬁcadorus El tiempo de exposicion vario de 2-
15 dias a -70°C.

) En el revelado, la placa de rayos X se sumergi6 en la solucion reveladora (GBX, Kodak)
durante 5 min, después de lo cual se enjuagd con abundante agua y la placa se pasé a la
solucién fijadora (GBX, Kodak) donde estuvo de 3 -5 min. El exceso de fijador se lavé con

abundante agua,
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1V. ENSAYO DE ACTIVIDAD MITOGENICA

La presencia de actividad biologica de FCDP se analizo en los medios condicionados
obtenidos de fibroblastos de pulmén humano, valorando la actividad mitogénica por la
estimulacion de la sintesis del DNA y, por lo tanto, Ia incorporacién de timidina-3H, en las
células blanco; BALB/c3T3 (130). Dicha clona esta disponible comercialmente (ATCC), y
para su crecimiento se utilizo medio DMEM (Medio Eagle Modificacion Dulbeco) y 10%
de suero de temera (Gibco, BRL).

1) Concentracién de los Medios Condicionados.

De los medios condicionados colectados de los fibrobl de pulmén h se
seleccionaron los provenieutes de: CCD11-Lu p=7, LL-29 p=12, U2-O8 p=5 y HIPF-13
p=3.

El protocolo que se utifizé para la preparacién del medio condicionado fute el siguiente:

Un volumen de 5 -10 m! de MC se llevé a 0.2% con albimina bovina (Sigma),
centrifugando a 2500 rpm de 15-20 min. El precipitado se descartd y el sobrenadante se
liofilizé toda la noche. Después de lo cual, el liofilizado se reconstituy6 en 1/10 del volumen
original con HpO desionizada y se dializ6 en membranas de 3500 mw (Spectra/Por 4),
contra PBS a 4°C durante 48-72 h,

2) Preparacién del Plasma Pobre en Plaquetas (PPP)

El plasma se obtuvo del Instituto Nacional de Enfermedades Respi;n;oﬁa; yse p.r(jcgsé : e
segiin Bauman y col. (131), El protocolo fue el siguiente:.. <~ il :

El plasma se centrifugo a 2500 rpm 30 min, se deécané :él p'r
se dializo6 en membranas de 3500 mw (Spcctra/Por 4)’ ontm' B

Nuevamente, se centrifugé a 20 000" rpm. El sobre adant
almaceno a -20°C hasta que fue usado. Se prepnro unn solucxbn de PPP 41'5% con‘DMEM .
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3) Preparacién del anticuerpo anti-FCDP

Se empleé un anticuerpo anti-FCDP (IgG, R&D systems) humano preparado en
conejos. El anticuerpo se resuspendié en PBS hasta obtener una concentracién de Img/ml.
Se utilizaron 40 y 200 pg/ml del anticuerpo (Tabla 2), incubados a volumenes iguales con 50
ul del MC y la precipitacién se realizé a 4°C durante 24 h. El sobrenad. ser i
cuidadosamente del precipitado, después de centsifuger la muestra a 13 000 rpm 5 min.

4) Incorporacién de Timidina-3H en DNA de células BALB/c3T3

En la determinacion de la actividad similar al FCDP-B se utilizo DMEM suplementado
con PPP al 5 % y alicuotas de 10, 25 y 50 ul del MC de las lineas seleccionadas.
Adicionalmente, 50 ptl del medio experimental se incubaron con anticuerpo anti-FCDP (ver
Preparacion del anticuerpo). También se emplearon muestras de control positivo que
contenian 1, 5 y 10% de suero de temera, asi como controles negativos consistentes en

medio libre de suero (Tabla 2). En ténninos generales el protocolo que se utilizé para la

incorporacion de timidina-3H fue el siguiente;

Se incubaron dos cajas de 25 cm? con células blanco BALB/c3T3. Una vez alcanzada .’
la fl ia la pa se dispersd enzimiticamente con tripsina 0.25% y EDTA -
0.01%, resuspendiendo con 20 ml de DMEM/10% suero. Se sembrd una alicuota de 200 p ..~

| de la suspension celular en pozos de microtitulacién de 0.3 cm?, incubando a 37°C en
humedad con atmésfera de 95% 03/5% CO,. El medio se removié y la capa celular se IaVé

2 veces con PBS, adicionando las muestras experimentales indicadas en la Tabla 2.. De s

inmediato, las muestras se incubaron %18 h a 37°C. Después de lo cual, se adlclono

timidina-3H ( 5uCi/ml; 6.7 C¥mmol. Du Pont, NEN Research Products), incubando por seis’

horas mas. Terminado el tiempo de incubacion, el medio se removid completameme, -

lavando cada pozo | vez con PBS a 4°C. A continuacitn, las células se ﬁjaron con 200 ul ‘

de acido tricloroacético al 10%. La solucién dcida se descartd, I do la capa r ; 2 ;
veces con agua destilada y descartando cada lavado. Por {ltimo, lns células se solubilizaron

con 300 pl de SDS al 1%, pasando Ia radiactividad insoluble en dcido a un vial de cenlelle'n.i
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que contenia 10 ml de solucién Bray. La cantidad de timidina-3H incorporada se midi6 en
el Contador de Centelleo Liguido.

Tabla 2. Incorporacién de TimidinaSH.,

Muestra  Suero de PPP Meadio Anticuerpo
ternera 5% Condicionado anli-FCD
. (G (ng/ml)
2 - + - -
3 1% - - -
4 5% - - -
5 10% - -
CCD 11-Lu
6 - + 10 -
7 - + 25 -
8 - + 50 -
9 - + 50 -
10 - ik 50 . 250
N U2-08
11 - RN B - -
12 - + 25 = -
13 - c o+ 50 - .
14 - + 50 7 -
15 . L 50 . 150
16 - + i
17, ke ="
18- e s
197 ¥ -
20 - i i

Cada muestra expérivmenvt'al se corrid por triplicado.:”

5) Anilisis estadistico

En el bioensayo de I actividad metabélica, 1a significancia estadfstxca se determmo por '

ANOVA con la prueba "Post Hoc". Para la comparaclén de 2 gmpos se us
student” para grupos independientes. :

27

1 pmeba "t:'/v -



RESULTADOS

El presente trabajo fue disefiado para probar el potencial de los fibroblastos de pulmén
humano para producir el FCOP y determinar si se mostraban diferencias de produccién entre
los fibroblastos derivados de pulmén normal y fibrético.

Para ello, se seguieron dos estrategias: 1) La determinacion de la pr ja del o los
mensajeros del FCDP cadena A y B, mediante la hibridacién tipo northern. Para este
propdsito, el RNA total fue nislado de fibroblastos de pulmén humano normal o de pacientes
con fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y separado en geles desnaturalizantes de
formaldehido. Para la transferencia del RNA total, fueron utilizadas membranas de nylon. La
hibridacion fue realizade con el fragmento de 2 kb del cDNA del c-sis (clona pSM-1) y con
el fragmento de 1.3 kb del FCDP-A (clona pUC-13-D1). Ademas, fue incluido el RNA total
de la linea U2-0S (ost ) por ser productora del FCDP, cadena A y B, la cual se
utilizé como control positivo. Otro control empleado para determinar los niveles de carga
del RNA total entre las lineas celulares, consistio en rehibridar las membranas con el
fragmento de 750 pb del cDNA del gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,

2) La evaluacién proteica del FCDP, la cual fue probada en los medios condicionados (MC)

Tman h A3

provenientes de fibroblastos de | e el bioensayo estandar en células
BALB/c3T3, midiendo ¢l incremento en la incorporacién de timidina-3H al DNA. Para
evaluar la especificidad de este ensayo se uso, en experimentos paralelos el anticuerpo anti-

FCDP,

1. OBTENCION DE LA SONDA DE ¢cDNA

A) La cuantificacion espectrof‘otomemon del DNA plasmidico de pSM-1-o pHcGAP v

amplificados por el metodo de lxsls ‘alcalina y purificados con extracciones’ fenol/CHC]3,
mues!ra enla Tabln 3 donde 1 DO (densidad éptica) es equivalente & 40 ug del DNA
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Tabla 3. Rendimiento del DNA plasmidico

Plismido DO  Concentracién Total

260 nm pe/ul ul
pSM-1 0.399 9.8 500
pHcGAP 0.044 22 40
PDGF-A  0.09 3.6 50

La técnica utilizada para la amplificacion de los 3 plasmidos fue Ia misma,
excepto que el volumen utilizado para la clona pSM-1 fue cuatro veces mayor.

B) La digestion de pSM-1 con la enzima de restriccién Bam H1 produjé 3 fragmentos:
de 2.7, 2 y 0.63 kb, respectivamente. El segmento de 2.7 kb representa el vector, el
fragmentos de 2 kb al cDNA del FCDP, el cual fue purificado a partir del gel de agarosa. El
iltimo fragmento contiene también parte del ¢cDNA del FCDP. Asimismo, fueron
purificados los fragmentos de 1.3 kb y 759 pb, que corresponden al gen del FCDP cadena A

3-fosfato deshid

y al gliceraldehido-. respecti

C) La separacion electroforética de la clona pSM-1 con o sin digestion fue realizada en
el gel de agarosa al 1% (Fig. 2). En general, el plasmido sin digestion enzimética, presenta
diferentes grados de enrollamiento y por lo tanto de movilidad electroforética. De esta
manera, podemos detectar la forma superenrollada, circular cerrada y diversas formas
multiméricas (Fig.2 carril 2), En contraste, el plismido digerido con Bam HI genera 3
frag| s (inicos, pudiendo determinar el peso molecular de cada banda, por comparacion
con lambda DNA, digerido con EcoRly Hind III (Fig. 2 carriles 3 y 1, respectivamente).
Para determinar la eficiencia y rendimiento del proceso de purificacién del fragmento de 2
kb, que correspondia a el cDNA del FCDP-B mis un segmento del extremo 5' del vector, se

corrio en el gel una alicuota del inserto (Fig. 2 carril 4).

D) Los insertos de ¢cDNA de 2 kb (FCDP-B), 1.3 kb (FCDP-A) y 750 pb
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) fireron marcados radiactivamente con dCTP- o
32p (6000 Ci/mmol de actividad cspecifica en la fecha de calibracién).

29



' Fig. 2 ‘Sepmdén electroforitica.

1) Lambda DNA digerido con Eco R1/Hind II, 2) Plasmido pSM-1 sin digerir
3) pSM-I digerido con Bam H1. 4) Inserto de 2 kb del FCDP-B.

II. OBTENCION DEL RNA TOTAL.

A) Las lineas de fibroblastos de pulmén humano, se cultivaron en cajas de 75 cm2, y
do al a

se procedié a la extraccion de RNA total (Tabla 4),
B) El rendimiento de la extraccion de! RNA total y la prop

cada muestra, se determinaron espectrofotométricamente a una longitud de onda de
260/280 nm. (Tabla 4).

RNA/p en
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Tnbln-t Reudmuento dcl RNA total,

Linea
- Celular

: Proporcmn RNAmfaI'
- 260/280 o ug)

ormales, las restantes
cultivo al i omento

son fibrdticas, La letra ¢ pindicael pasaje
de reahmr la extraccmn del RNA total,

E) La expresién de! RNAm del FCDP- A no sc detccto con el anahs:s 3 In hibridacién
tipo northern, : ) e U
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Fig. 3 Separacién electroforéticn del RNA total
Una vez confluentes en cajas de 75 cm2 las lineas celulares, fueron sometidas a
la extraccion del RNA total, utilizando el método de isotiocianato del paso tnico,
Las membranas fueron preparadas con 10 kg de RNA total por carril,
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Fig.4 Hibridacion del tipo Northern )

El RNA total fue hibridado con el ¢cDNA del FCDP-B, marcado con dCTP(32P). Las lineas de
pulmén normal son: CCD 11-Lu, NA, LL-24 y N2. Las fibroticas son: !.L—Z‘?, HIPF-8, HIPF-13y
HIPF-40. La linea U2-08S fue usada como control positivo, Las autoradiografias fueron expuestas 2
semanas a -70°C. La parte inferior muestra el nivel d¢ RNAm del GAPDH, usado para monitorear la

cantidad del RNA total en cada carril,
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1. ACTIVIDAD MITOGENICA.

< La incorporacién de tlmldma-3H en el DNA de las celulas blanco BALB/c3T3 fue

» evaluada primeramente con 3 concentracnones dlferemes de suero de temera: 1, 5y 10%.
La_incorporacién de timidina’ tritiada’ se mcrememo . proporcionalmente en relacion al
porcentaje de suero utilizado (Fxg 5)

70000
60000
2 50000 ’
B .
& 40000
g
2
§ 30000
gzoooo .
10000 -
0 1 5 10

* SUERO DE TERNERA

Fig. 5 Curva Dosis-Respuesta,
La incorporacién de T-3H al DNA de la linea celular BALB/c3T3 se incrementd al aumentar la
concentracién del suero de ternera. Cada muecstra fue corrida por triplicado. La poblacion celular
utilizada fue de 104 células/pozo. * En estas muestras la varianza resulto singnificativa comparada
por medio de ji-cuadrada con el grupo cero.
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Asimismo, la adicién de 10, 25 y 50 ul del MC provenientes de los fibroblastos de pulmén
humeno normal; CCDI11-Lu, y fibréticos; LL-29 y HIPF-13, produjo un incremento en fa
incorporacion de timidina tritiada que fue significativo con las dosis mayores del MC. Al
comparar la dosis de 50 pl del MC de las lineas celulares con las muestras control, se
produjo el incremento mayor de incorporacion de timidina, obteniendo los porcentajes
siguientes: 148 (CCD11-Lu), 115 (L1.-29)y 101% (HIPF- 13) (Fig. 6).

Por otro lado, 1a incorporacion de T-3H fue inhibida del 56 al 80%, al utilizsf 1a alicuota
de 50 jul del MC mas el antisuero anti-FCDP (Tabla 5). : R

150 4

100

50

 -eumin
5% PPP

3 H-THYMIDINE INCORPORATION (X 10°3}

ccon-iu HIPF-13 u2-08

Fig 6 Incorporacién de Timidina-3H
: La linea BALB /¢3T3 cniié en m,:iio DMEM/5% PPP. Las ah’cuota.s.de MC con: 10 p! (barras
negras), 25 ul (barras cruzadas) y 50 pt (barras b]ancas‘). Fucron utilizados MC provmlmss S:
CCD11-Lu (pulmén normal), LL-29 y HIPF-13 (de pulmén con FPI) ¥ U2-08 (o§te9§arcc;‘rf1 d‘:"
flecha indica el control can PPP 5%. Los resultados representan la media de la desviacion ef.(wn[i "
" determinada en las muestras por triplicado. * Indica las diferencias estadisticamente significativas,

por comparacién con el control de PPP 5% (P< 0.01).
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Tabla §. Anticuerpo anti-FCDP
" Linea celular MC  Anticuerpo  Incorporacidn

W ug/mi %

CcCD1l-Lu 50 - 100
: 50 250 19
U2-08 50 - 100

. 50 150 44

.-Se utilizaron sélo dos lineas en el ensayo por carecer de
mas anticuerpo anti-FCDP.
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DISCUSION

La regulacion de la proliferacion celular durante 1a remodelacion del te_||do es un proceso
complejo, mediado a través de controles positivos y negativos,

En los ultimos afios, la atencién ha sido enfocada hacla un conJunto de citocinas
conocidas como factores de crecimiento, involucrados en la divisién celular: y modulaclon
del fenotipo celular. En este sentido, el FCDP Tepresenta una: de las cntocmas mas
importantes para las células de origen mesenquimatoso, dada su potente ‘actividad
mitogénica sobre esta estirpe celular,

Diversos estudios han demostrado que los eventos intracelulares inicial prov d
por el FCDP, consisten en promover la transicién de la fase GO/G1, requnslto mdlspensuble
para la accion mitogénica de otro grupo de citocinas, llamadas factores de progreslon (60),
entre los que se encuentran el factor de crecimiento epidérmico y factor de crccumento

semejante a insulina entre otros.

Hace algunos afios, la hipotesis dominante en relacion a la replicacion de fibroblastos
era la de la via paracrina. De acuerdo a esta hipdtesis se consideraba que los fibroblastos
eran células blanco de factores de crecimiento como el FCDP, el cual eran producido por
células inflamatorias, en especial los macrofagos alveolares, los que eran responsables de la
estimulacion paricrina de la fibroproliferacién. Sin embargo, diversas evidencias
experimentales recientes han sugerido que los propios fibroblastos pueden participar como
células efectoras activas, dirigiendo la respuesta celular tanto propia como de otras células, a
través de la elaboracion de diferentes citocinas. Algunas de estas moléculas poducidas por
fibroblastos de pulmoén incluyen: interleucina-6 (12) y factor colonial estimulante de
granulocitos-macrofagos (11), Asimismo, se ha demostrado Ia expresién del FCDP-A por
células mesenquimales. En este contexto, Fabisiak y cols.(14) observaron que fibroblastos
derivados de pulmén de rata expresaban espontinesmente el RNAm de Ia cadena A del
FCDP. En otro tipo de estudios, se ha podido inducir la expresion genética y proteica del
FCDP-A en los fibroblastos, por la accién de diversas citocinas como: ’factor de crecimiento
transformante beta, factor de necrosis tumoral, mterleucmn- y el nnsmo FCDP (l32-135)
En conjunto, estas evidencias sugieren que €l FCDP puede ser expresado por ﬁbrob]nstos ya
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_ sea de munern espomanen o mduclda, ¥ por lo tanto podria desempenar un papel en la
. regulaclon autocnna y/o pnmcnnn de las ﬁmcmnes de estas celulns ( 132, 133 I36)

3 En cuanto a8 lﬂ exp _de] FCDP B del mensajero c-sis ha sudo z.ncontrado en los
: 'ﬁhroblastos denmcos de'porcino, después de undailo cuténeo (110). De manera mteresante,
la molecula del FCDP en porcmos csta formada del homodimero BB (137). También ha
‘ 5|do dcmostradn la* expresmn del FCDP-B, en fibroblastos de embnon de ratén por la
: mducclon del factor ‘de crec:mlento transformante beta (82)." Sin embnrgo a 'la fecha, la
expreston ' del c-sldPDGF-B‘ por fibroblastos de pulmén humano no habm sndo demostruda

A principios de los ochenta el tnico mensajero  del FCDP-B buscado y reponado en

n‘ reglon poscc
trnducclounl de

os ricas e
mensajeros,’: hecho demostrado por estudlos renhzzdos m wlro v( ‘ ) y uuhzando la

lecmca del gen reportcro (84)
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En la caracterizacion del extremo 5' se encontré que el transcrito de 2.8 kb reuene 80nt
de los 1088 nt establecidos en el primer exén, por lo tanto, este RNAm carece del efecto
inhibidor de la traduccién. De esta manera, se ha determinado al menos - en . células

endoteliales, que aunque el nivel de expresién del RNAm de 2.8 kb sea tan bajo ¢omo 2-3%
respecto al transcrito completo, puede ser relacionado con un nivel mayor smtes:s de
proteina del FCDP-B (104),

Con el hallazgo anterior, nuestros resultados demostraron que casi todos los fibroblastos
de pulmén humano, tanto normal como fibrétice, expresan el mensajero de 2.8 kb del c-sis.
El RNAm de 3.8/4 kb fue expresado ocasionalmente en algunas de las lineas celulares
estudiadas.

Ademas, con los experimentos de incorporacién de timidina tritiada al DNA de las
células BALB/c3T3 se d 10 la pr ia en los medios condicionados, obtenidos de
fibroblastos pulmén humano, actividad estimuladora del crecimiento, sugiriendo que el
RNAm del FCDP-B es traducido a proteina. Los MC incrementaron la incorporacién del
radioisotopo, la cual fue significativamente disminuida por el anticuerpo anti-FCDP.

T do en consideracién que casi todas Ias lineas celulares examinadas expresaron
espontineamente el mensajero de 2.8 kb y actividad pr
diferencias aparentes entre los fibroblastos normales o fibréticos, resulta obvio que nuestra
hipétesis es refutada, aunque es importante resaltar que nuestros hallazgos proponen al
FCDP-B como una citocina involucrada en la fibroproliferacion, actuando sutécrinamente.
Ademis, es importante establecer las fuentes celulares productoras del FCDP~}3 en el
pulmon. En cuanto al significado biologico del FCDP-B, es posible sugerir que esip factor
de crecimiento podria d pefiar un papel en la regulacion fisiolégica de la proliferacion

a del crecimiento, sin

de los fibroblastos pulmonares humanos.

En cuanto a la busqueda de p05|bles dlferencms entre Ios i broblnstos nommles y

pulmén. Siguiendo esta linea de investigacién
macrofagos alveolares y ﬁbroblastos, nmbas
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Obviamente, la actividad sobre el crecimiento deber# ser abolida por ¢l anticuerpo anti

FCDP-B. Seguudo, establecer el efecto de otras citocinas, ya que se sabe que la
combinacién de éstas puede provocar reacciones antagonicas o potenciadoras, dependiend

de las citocinas especificas y de la estitpe celular involucrada. Por ejemplo, el factor de
crecimiento transformante-beta (FCT-B) puede estimular la proliferacién de fibroblastos en
presencia del FCDP, pero inhibe el crecimiento cuando el factor de crecimiento epidérmico
esta presente (4). Por otro lado, mediante estudios cinéticos se sabe que la adicion del FCT-
B a células embridnicas de ratén, induce en 20 min la expresion del RNAm del FCDP-B
(82). Ademis, el FCT-$ incrementa la transcripcién de genes de coligena y fibronecting,
dando como resultado e! aumento en la cantidad de proteinas de la matriz extracelular (41,
142). Por lo anterior, resultaria clave investigar la actividad del FCT-B en los medios
condicionados de fibroblastos de pacientes normales y con fibrosis, ya que el deposito
exagerado de colagenas intersticiales es caracteristico de la fibrosis pulmonar difusa (15).

Por otro lado, en este estudic no se encontré el RNAm del FCDP-A. Esto podria
deberse a que esta cadena no es expresada espontdneamente en los fibroblastos pulmonares
humanos, o a que la cantidad de mensajero esté por debajo de los limites de sensibilidad del
anglisis de la hibridacion tipo northern. Alternativamente, prodria ser aplicada otra técnica
muchisimo mAs sensible, como es el caso del PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), si
se cuenta con los recursos para realizarla,

En conclusién, nuestros datos indican que los fibroblastos derivados de pulmén humano
normal y fibrético, expresan in vitro, un transcrito de 2.8 kb y ocasionalmente el transcrito
de 4.0 kb de la cadena B del factor de crecimiento derivado de plaquetas. Ademds produce
una proteina con actividad de FCDP que induce la incorporacion de timidina tritiada en el
DNA de células BALB/c3T3, ’ Ll
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