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RESUMEN 

Se cree que la replicación de fibroblablastos de pulmón está controlada por factores de 

crecimiento exógenos, secretados principalmente por macrófagos y células epiteliales. Sin 

embargo, en condiciones de cultivo, los fibroblastos de pulmón son capaces de producir 

varios factores de crecimiento sugiriendo una ruta autócrina de proliferación. 

La síntesis de factor de crecimiento derivado de plaquetas cadena A (FCDP-A) ha sido 

mostrada en los fibroblastos de pulmón de rata, pero no ha sido demostrada la presencia de 

FCDP-A o FCDP-B en fibroblastos de pulmón humano. En el transcurso de un experimento 

con el medio condicionado (MC), obtenido de fibroblastos de pulmón derivados de 

pacientes con Fibrosis Pulmonar ldiopática (FPI), fue observada actividad semejante al 

FCDP sobre las células blanco BALB/cJTJ. Para explorar este hecho, fue examinada la 

expresión del mensajero del FCDP-B por los fibroblastos obtenidos de 4 lineas celulares de 

pulmón nonnal y de 4 con FP!. 

El análisis con la hibridación de tipo Northem mostró que los fibroblastos derivados de 

FP! y nonnales, 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 (UZ­

OS), la cual predominantemente expresa el mensajero de 4 kb del FCDP-B. En algunas 

lineas celulares fibroblásticas el mensajero de 4 kb es observado, pero como una banda 

menor. El MC de fibroblastos de pulmón normal o con FPI estimula la incorporación de 

timidina tritiada en las células BALB/cJTJ, la cual es inhibida significativamente por el 

anticuerpo anti-FCDP. Estos resultados muestran que in vitro, los libroblastos producen una 

proteína con actividad biológica semejante al FCDP, y ellos expresan el mensajero alterno de 

2.8 kb. Este meusajero truncado en el extremo 5', ha sido caracterizado en células 

endoteliales. lnteresantemente, se ha sugerido que esta forma posee un nivel de traducción 

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

El pulmón es wt órgano estructural y funcionalmente muy estable e lo largo de le vide 

adulta y paradójicamente se caracteriza por wte gran actividad metabólica, así como, por su 

rápida proliferación celular y remodelación tisular. Las proteínas del pulmón maduro se 

recambien en promedio cede 4 e 5 dios y este alta actividad biosintétice incluye wte 

regulación rigurosa que permite preservar le arquitectura y función del pulmón normal 

(1,2). 

Bajo condiciones normales, la conservación de le composición tisular está regulada, entre 

otras cosas, por interacciones célula-célula, regidas a su vez, por la producción y secreción 

de mediadores celulares solubles o citocines. En condiciones patológicas, perturbaciones del 

sistema pueden provocar wta producción aberrante de citocines que a su vez pueden inducir 

alteraciones irreversibles de le arquitectura del tejido (3). De aquL le importancia 

fisiopatológica de las citocines, también conocidas como factores de crecimiento o 

modificadores de le respuesta biológica (4). El estudio de tales modificadores se remonta el 

trabajo pionero de Alex Carrel (5); él notó que ciertas "sustancies contenidas en los jugos 

embriónicos" esteban dotadas con le propiedad de activar grandemente la velocidad de 

proliferación celular in vitro. Por ello, originalmente el término factor de crecimiento es 

alusivo a la propiedad mitogénica de le molécula; sin embargo, su papel es entendido ahora, 

en términos más amplios como señaladores celulares externos que inducen wta variedad de 

respuestas tales como diferenciación, cambios de forma, locomoción, inhibición del 

crecimiento celular, así como proliferación (6). 

Las citocinas llevan a cabo su efecto biológico mediante interacciones célula - célula ya 

sea a través de wta vía autócrina o perácrina (7). En la rute parácrine, wta célula especifica 

(efectora) produce y secreta el factor de crecimiento, modificando el comportamiento de 

otro linaje celular (célula blanco). En cambio, en el evento autócrino le célula efectora y la 

blanco son le misma. 



La presencia de ciertas proteínas citocínicas o sus rcspcclívos mensajeros, ha sido· 

demostrada en el pulmón, donde modulan aspectos críticos relacionados con el crecimiento 

y remodelación del tejido. Estas cítocioas incluyen al factor de crecimiento derivado de 

plaquetas, FCDP (8), el factor de crecimiento transfonnante beta, FCT-13 (9). y In 

interleucina-1, JL-1 (10), entre otras. Se ha sugerido que estos factores contribuyen para la 

homeostnsis del pulmón, ya que en condiciones nonnales sus genes se expresan en niveles 

bajos, controlando la estructura pulmonar ( 11 ). Estudios para identificar a las fuentes 

celulares de fas diferentes cítocinos en pulmón han demostrado que, entre otras, las células 

inmunes y los macrófagos alveolares son capaces de producir algunas de ellas. 

Específicamente, los macrófagos sintetizan y secretan FCDI', un mitógeno importante para 

fas células de origen mesenquimatoso. 

Por otro lado, se ha sugerido que los fibroblastos intersticiales, células estructurales del 

pulmón, no pueden ser vistos simplemente como células blanco pasivas cuyo 

comportamiento fenotípico esté determinado exclusivamente por células efectoras a través 

de w1 mecanismo parácrino. De hecho, se ha demostrado que los fibroblastos pulmonares 

producen algunas cítocinas como por ejemplo, la interleucina-6 JL-6 ( 12), el factor .de 

crecimiento semejante a insulina FCSI (13) y el factor estimulante de colonias dé 

grnnulocitos-macrófagos FCEGM ( 11 ). Estos hallazgos demuestran · qu·e.: las· células de 

origen mesenquimatoso son fuente importante de citocinas, y sugiermiqú~ p~éden interyenir'. 

en el proceso proliferativo por w1 mecanismo parácrino y/o nutócri1io 

FIBROSIS PULMONAR DIFUSA 

Bajo el término de FPD se agrupan un conjúnt9 de: padecimientos' intersticiolcs del . 

pulmón ·que. se caracterizan por producir infla~cíón idifu;a.:.y< de
0

pÓsiÍo,exag~~ádo .de 

colágenos ·intersticiales ( 15). Estas· enfermedad~s·: .s·;;n {h.abitÚ~~en;~~. :. progresivas, 

incapacitantcs y letoles en un plazo relativamente b~eve(i6). /:' • 

~ ,:;· 

. La pato génesis de las enfennedades fibrosantes del p~bi1óú incluye una' cmnpl~ja ·serie 

cie eventos que actualmente son el foco de numerosas :·in~estigác·i~ne~~; tiini~:.·en, la 

enfcnnedad humana como en modelos experimentales· rcÍacicinadcis ;T(J.7;fÍí,ig') .. Sin 

en.1bargo, a pesar de múltiples estudios realizados tanto in viva c~ino ·;,/ i~Ítrd·,,-Ja::~d~ucnciu 
de las alteraciones celulares y moleculares que ocurren duraiité el .cl~sa,;:oUo. ·dé: csla 

enfermedad se desconocen (20). La proliferación anormal de fibrÓbl~st~s', parece ser una 

de las piezos más importantes en el enloce entre la inflamación i la fibrosis (21,22). y. de 

2 



hecho la expansión exagerada de: esta población celular _se encuentra siempre presente en 

los estadios intermedios de la ~~~luciÓn de la fibrosis pulmonar difusa, así como en In 

de diferentes modelos animales y suele preceder al depósito anormal de colágenas (23). 

Los mecanismos: responsables· de inducir la proliferación de fibroblastos in vivo en 

condiciones fisiológicas; al. igual que durante el desarrollo de la fibrosis no se conocen con 

precisión, pero. exiS!e. un: creciente cuerpo de evidencia experimental que sugiere que la 

liberación··. de: diferentes· factores de crecimiento por parte de células inflamatorias, en 

espeCiaL· lós: m_~crófagos pulmonares, puede desempeñar w1 papel importante en este 

fenómeno (4). 

. ' . 

. . : En la _fibrcisis pulmoiiar se han descrito varios factores de crecimiento que afectan J,1 

repliéación :de fibroblastos; la mayoria de. ellos secretados por. células del sistema 

fagociticó n{ononucl;,ar, EiÍtre estos/destacan el factor de crecimiento derivado de 

piaquetas, el factor. de • necrosis tumoral, .la interl~ucina-1; lll fibronéctina, y •el factor de 

crecimiento fransfonnante beta .(3). · .,,. ·' . ·.~;: :, .- .·;:,:; 

..... · ... [(-~ . ·. :. .. : /{ ':~: :. :-:_;·~::·<·~J:~--··/<'·°f'.~-\. <~.::·· .·:··~- ;'-.:~ .~:\·:,':~.::· .. i~~<·.,:L~.\)>:~. ~: - ·. 
Por otro ·lado,: algw10~. ~stud,•os > han · suge~d_o que 'en : la fibrosis ··pulmonar pueden 

:::~:is~:!Y~u:1.~::t1~1~szb~:~lª:~t;:~;"¡~·~tr:~~~i~tl~~ii~~~t c~::::e::e:e: ::~ 
capac~~ d;, ¡irod~cir .·a¡g;.n~. r~billr~i d~ c:i~in;i~~t~, ~~~ 'c~~I~~ ~ tr~vés de un mecanismo 

autócri~o pued~n co~~udr ~u prÜ~i.·d~pÚéaéió~'ex~g:eráda (24) ... } '. . 
,~~:. ¡::~: ... :··~::.-:-~, ~·-~-:~·;_:~.t)·c .. :~;: .. :'::.., .-.~~~~-}~). 3~:A~·:~:;~;: ~~.jy~,;:,;'. ,.~ :-:;·:: .. ,,.1,·" 

.En este.cohie~o }';démanerá ~~;¡ siín~itiílle~:;_Riigbu.yc~ls . .;(zsj yJordana y cols; (26) 

describÍer~n.·_qJe .• IÍbr~bl~stcis o~t~nido~';d~ 'íi~1~ó{cÍ~;pacientes,céin . fibf~~is · 1rnl~onnr 
idiopátiea pr0Hferaba11·/11~riiro ,siiiii~c~ii~~in~ñíe lll~s ~ápirloq~e:fib~~IÍl~stos··_dé. pulmó;,_ .. 
norn;al, •. bnj~;í.5 :·,;;is1l1~s/í:~;.dii:i¿,;~5 ; de ;·c~hiJ~; y~~~; ~u~~;.ci~ \ d~. ~tras•cél;dús ·. <1uc 
infl~enciur~Íi s"ti cré~ir~Ú~~i~.:·~-<;;J::; ·;?-~' ';. ~ .{~:~:~/.~\·~\y_:: .. ~:: ~.·':· ·~:: ··.·: ;·~:.:: }~·' ·:i·, ;:,. ; : 

· '> · .. , • · "i.< :::. -.,,::;,-... ~ .. ; '.; .. : -·;·F~: ·. ii~::· .. :': -~_·, ·.J •• ,. ,;: :.' ._ .. ,· ·º. · -·--.-~·-· 

Pór,_otr~'l~d~:'~~t~.J¡~¡/reiíí:tJl.ío;~n: ~rt~~oe~cl~~~~is npoynÍ1 indi;<lct~mente l_a.posiblc 

existeudl1 de iin m~canisnio ~utóc[ino én_ln replicación e~~g~rad~ .• de' e:é1uias de orig~n 
mesenquirnato~.i' durani;;c'¿í désarroUo de in fibrosis (27,ZS). En : e:sia. enfcmiedad existe 

una prolife~ació.i ~;1onnal dé ~éhilas in~sciulares ·lisas ·y rei:ientem~nte. se h'a' dC;nostrado 

que· el-'· medió_.• de•• cultÍ~o, · condi~ionado de estas células;·. obt_énida~:.•de •,placas 

arteriocscleróticas, ~stirnulan signÚicativamente la proliferación ile' células· .;;us~ul~ics··¡¡sns 
normales (29). Mediante la técnica de hibridación tipo northem· y en~ayos. deéol1i1ÍéteÍiciH 



se ha demostrado que 'cuando menos uno de los factores de crecimiento expresados es el 

FCDP (30,31 ). 

FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVAD.O DE PLAQUETAS 

PROPIEDADES BIOQUIMICAS . 
,,> 

. . 

. Primeramente, el FCDP fue obs~f\/ado en e;culÍi~~ de fib;~blastos de embrión de pollo. 

El crecimiento de lalirica füe. inaiite~ido, ai'htilih:r; medi<Í ~~~l~m~~tado cói1 ~uciro (32,33); 

Posterio'~enté~·. ·el. término • fact.cir de·. ~r~ciR'.¡ietltci 'd~rlv~d~ de' ~laq'uetas fue,•'introducido. • 

siníultárieani~nte po~· Ro~~ }; cÓI: (29)y KoÍ~er ·; Úpto{(J1 ). E,110/dernostra~~n que el · · 

~~,;;z~:~r:.riii~~~flt~~~~J~~~.te 
( 1 OOºC). La níciléc.~I~ del FCDf; Íie;1e wj'p~sci 

0

?Jol~cul~r de 30 koa' aproxi~1ádamente;. se · 

::n
1 
~d~~:~li:~t: ;e::~;~~~~=hl~~~#as ~ª~~ºª "/\ · Y,.,~··:°~" .• tÍn • pe~~~cii~~ú1ái'ap~o~imado 

, .. -·.:_•-; -.. - '-'" ':/,', ',.·,__ -.~~,'::·- --~·---:~~~-

El m1áiisis'cl~ '1~'esÍruct~~~ p~rh~ria r~vela qh'll ~rnbis. d~d.en~s ~~s~éri ~proxlmadamente 
60cVo desi~ilit~1(Óadá p~Úpé¡iÍÍd~ pÓsee'~riiii'riú~erii de ~.~11ícies

0

di~ü1fii~~·y, le unió,; entr~ 
las dos•cadfu~s·esi~' d~ila"po~ pue;1te~dis1.1fu.:ci int~i'ii. hitr~~~d~na; rcifuiádcis•·· ~on úi1 total 

de 16 r~~idu~s~~~~•e,fni;~~~s-~JS): ·'· .. •; . ,; " .. . ', ) 

A pesa/de la ;ela~iÓ,n lxistent~'•mt;~ ~mbas cadenas; ~u loc~l~cibn~rotno~Ó~ica en los 

h~manos' e~ diferenté.: El ge? d~I FCDP·A' se exti~nd e de 22-24 kb sob~e el bra~o fo~go del 

cromosoma número 7 (36)~ del FCOP'.e. abár~a una región de ú kb qu~ ie enc~entra en 

el c'romóso;;,a ií~ITI.ii~ 22 (37;J8) .. 

. Por.otro lado, se ha demostrad.o similitud entre la cadena By. una porción del. prnduclo 

génico v·s.i(déÍ virustransformantc de sarcoma de simio; SSV (39,40,41 )'. Ln .~e~i1enci1; V· 

sis éodiflcá ¡iará una prot~i;1a (p2ssis¡, fo miada por 160 residuos de aminoácidos,: con un 

peso•m~Íecular"de IS kD~. ese1icialmente el mismo tamaño de Ía cadeíui s'; estimado por 

electroforesis en geles de poliacrilamida-·SDS. La discrepancia encontrada. enJa litcrátura, en 



relación al peso asignado al FCDP-B, puede deberse a modific.aciones postraduc~ionales 
(glicosilación, rompimiento proteolitico, entre otras.}, que puede sufiir . la ·molécula 

precursora ( 42). 

Las células transformadas con SSV producen p2ssis, la cual sufre una serie de 

procesamientos que incluyen la formación de dímeros y rompimiento proteo lítico ( 43 ), 

generando la fonna biológicamente activa (p2ssis), reconocida por el anticuerpo anti~FCDP 

( 44 ). Por las similitudes estructurales e inmunológicas, la cadena B del FCDP es llamada c­

sis, representando la contraparte protooncogénica del v- sis (45). 

Al igual que la p2ssis, el FCDP para ser considerado biológicamente activo debe estar 

ensamblado, fonnando horno. o heterodimeros, las 3 isoformas conocidas son: AA,
0 

BBy AB 

( 46 ). . La reducción de los puentes disulfuro destruyen irreversiblemente. la . actividad 

biológica de lo~ dí~~ro~ (47). 

Los evetltos :elulares que d~sencadena elFCDP, son el rei;uítado ~e'Iá iÍIÍeraédón d~I 
di1t1ern c~nr~c~pÍ~r~;espe~ífi~~s (FCDP-R)

0 

que- están p;esertte¿~~· ¡~;~perllcÍ~ c~lui~r 
(48). El i~c~pto~ émá formad~ d~ :r iíd.ciru~s: el e~racelular~~~' S,;.;.icÍ~d~s ;~petidas, .~I 
dorni~io · hÍ<Ír~fÓbi~~ q~~ ~e ~;diénde 'en I~ me~biiíoa)~~;r y pcfr' plii,;;~'L'8 ~~;.;¡;,~ 
iútr~celulár que posee actividad de tirosin.á ~ina~á (4~). __ . ,,,, , , () ;§., .;· 

,; :.\~:·.-:. 

Los FCDP-R se sintetizan como protefoas pr~cursoras de i~ó~16o)ci>ll, q\Je ,1ma vez 

m~duras alcanzan un tamaño final de 170-1 so kó~;' cóni~' ~dsúJtadÓ de m~difi6acÍo;iés 
postraduccionales (50). · . " ., . -~'·" ,.··.-'.~ · ·~ ·:. '· 

Por estudios de clonación y de enlace de ligando radiactivo, se Íum\dcmtiflcad~ 2 clases 

de receptores: ex y f3 (51 ). El modelo propuesto pa~a lá i~t~~;~~ÍÓ~ r'~c~~ior~Ügando, 
involucra la asociación de dos subunidades receptoras: cxa, cxf3 y f3f3-' o~· a~u·~~do a este 

modelo, el receptor a reconoce y enlaza a las cadenas A o. B,. mientras eL ;~ceptor. f3. 
reconoce solamente a la cadena B, por lo tanto, el receptor cxa reconoce' las 3. isofo,.;,,as del 

FCDP (52,53). 

Grotendorst y col. (54) demostraron que los fibroblastos dérmicos humanos poseen 

únicamente receptores del tipo f3, por lo tanto, no encontraron respuesta celular al adicionar 

FCDP-AA recombinante, en cambio estas células responden igualmente bien a la adición de 

los dimeros recombinantes AB o BB. En contraste, los fibroblastos de pulmón humano, 



responden a la adición de .las 3 isofonnas recombinantes del FCDP, con una incorporación . 

similar de' timidina,3H: (SS). La aparente contradicción entre ambos ésiudios. se ha 

interpre1ado cóÍno Cure~éitcias tejido-específicas de los fibroblastos. 

PROPIEDADES BIOLOGICAS 

La inÍéra'cción FCDP/receptor inicia una serie de eventos intrac~luJares, q~e ·c~min.in en 

lasíntesis'd~loNÁ: El FCDP es conocido por su actividad mitogénic·a sob;e fibr~bl~stos, 
células de(~úsdulo liso~ ~éhúas gliales y condrocitos (56). 

· Para qué:. la 'mitosis ocurra, las células deben pasar por una serie de eventos 

perfe~Ía¡;,~,;¡~. ordeii~dos, conocidos como fases del ciclo celular. La sin tesis del DNA se 

lle~a.a ca·b~'en I~' f~~e S, pero las células deben pasar previ~ente por la fase .de .transición 

G~ÍCÚ; ~~¡;.¡;¡~· d~ .Ía fase G2 (57,58,59). Para evaluar la actividad biológica del FCDP en 

medios c.oiidTci~iliidos,' se ha empleado el modelo ahora clásico, de la incorporación de 

ti~idina.3°tt' ¡;ci~.células blanco BALB/c3T3 (60). Con el empleo de este método, se 

dem~stró ~·ue''el,FCDP és el prototipo de los factores de crecimiento llamados factores de 

corÜpet;ncia; :cu;á caracteristica es disparar los eventos tempranos del ciclo celular. Los 

facto«e~.· d,e. ce>'llivetencia inducen la transición Go/G 1, requisilo indispensable pero no 

suficiente p·ara la realización de la mitosis. Para avanzar en la fase G I, es necesaria la 

prese~éi~ Ú ~tra clase de citocinas complementarias llamados factores de progresión. La 

fuenie de éstos factores, utilizada en el sistema BALB/c3T3, es el plasma pobre en plaquelas 

(61). Los procesos posteriores para la síntesis del DNA y la mitosis son automálicos, esto 

es, no están sujetos a control citocínico (62). 

La interacción del FCDP y su receptor induce una cascada. de event.os qu~. incl.uy~~' In 

aclivación de fosfolipasas membranales con el consecuente rompimiento de.foSfolipidos de 

la membrana celular, principalmente el fosfatidilinositoi. , El• ~Ó~1phirle1;io: de··'fu~fulipidos 
induce la fonnación de diglicéridos, que por 1111 lado acthiana l~:cinasa ,C. C6J)y po~ el olro, 

provocan un incremento del calcio inlracelular. Otros ~~1~bio~. ~,;· losÍ:c,ne·s, i1;1;abelulares 

son; el incremento en la actividad antiporte Na+·H~ e .in.érelllenl~ én. I~ a~ÍivÍdad de la 

bomba Na+-K+ (64). También se estimula el tra~sp~rt~ de· ~.;¡noÓcidos. (65) y el 

reordenamiento de los filamentos de actina (66,67). 
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Algunos estudios indican que las diferentes fomtas diméricas del FCDP no son 

iguahnente activas (62). Por ejemplo, el heterodímero AA presenta menor actividad en 

estimular quimotaxis, mitogénesis, reorganización de los filamentos de actina y 

autofosforilación del receptor del FCDP en comparación con el homodímero AB. Ambos 

dímeros fueron aislados de una línea celular de glioma (68). 

En otro estudio, se encontró que el medio condicionado obtenido de células transfectadas 

con el cDNA del FCDP-B resultó más mitogénico que cuando la transfección fue realizada 

con FCDP-A, a pesar d.e haber encontrado niveles semejantes de proteina, en ambos casos 

(42). 

Igualmente, Grotendorst y col. (54) encontraron diferencias en las diversas respuestas 

bio.lógicas atribuidas al FCDP, en tres líneas celulares analizadas. El homodímero AA no 

presenta actividad mitogénica ni quimotáctica para células del músculo liso derivados de 

aorta bovina ni para fibroblastos de piel humana. En cambio, en células transformadas de 

embriones de ratón (NIH/3T3) están presentes ambas actividades, provocadas por el 

FCDP-AA. En cuanto a la capacidad de hidrólisis del bifosfato de fosfatidil inositol (Pll'z), 

las isoformas AB y BB fueron estimuladoras de la hidrólisis en las tres líneas mencionadas, 

mientras el dimero AA únicamente fue efectivo en la linea NIH/3T3. Los 3 dimeros fueron 

igualmente eficientes en estimular 111 autofosforilación del receptor en las tres lin.i:as 

probadas, sin embargo, solamente las formas conteniendo cadena B, fueron activas en· 1.os 

fibroblastos y células del músculo liso. En la determinación de los niveles relativos de. los 

receptores tipo a y J3 en los tres tipos celulares, fue reportado que las células:NIH/3T3 .· 

presentan los dos tipos de receptores, mientras los fibroblastos de piel humana y células de 

músculo liso de bovino se encontró únicamente receptores del tipo 13. Por lo tanto,'• la · 

presencia de receptores alfa son esenciales para que las células respondan al FCDP-AA. 

Aparente.mente, la respuesta celular al FCDP puede estar determinada ya sea. por la 

expresión. de l~s 'diferentes. tipos de receptores en las células blanco, o por: diferenciás 

inhe~ent~s a la potei1Cia del FCDP-A o FCDP-B (69). Es decir, todas las formas d~I FCDP 

son mitogénic~s':'ri~ra células que posean el complemento apropiado de rec~ptores aflncs . 

(70). ·. Esto.hásido' elégiint~mente demostrado, a través de. estudios· de· trnrisfoc~ión~ en 

do1ide ;~sp~~sta 'al FCDP ¡ll;~de ser establecida en las lineas celulares 'que nomalnrentc 110 

responden al factor, por la_ introducción de cDNA para receptores tipo a~· fl (71 ). 
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- . . . . . 

En franca oposiciót1 a lo anterior, se encuen.t~a el ést~dio realizado·córi laUnea celular 

AKR-2B de fibroblastos de rátó;; ~ue pos~e 'ia expresión ~imil~r de receptorbs a y ll (72), 

así cÓmci. ~I im¡Í~rtante .. i1echÓ q~e . el i1úmero de receptores a no es modificado 

significativamente dlirante .él cultivo cel~lar (73). Ambas carncteristicas fueron' ap~o~ecÍ1adas . 
por Simm y coi. (74), qui~~es d~rnostrar~n diferencias en los efectos biológicos por i~ 
adición de ,.las;isofon'üas;reco;;;b-inantés en éste sistema celular, ya que la protei~a 
recombinan!~ d~i.FCDP~A';{~FCDP-AA) es incapaz de inducir la incorporación'de timidin~: 
3¡~ Íniénta~ >el:crFCD¡>'.es-, y AB estimularon la división celular en , un 90% , . 

Sorpreridé'ót~me~te;,-el i:'rFCDP-AA estimula 25% la autofosforilación en tirosi~a <fo sú · 
receptor, eit corÜpa~~ciini'l!on el rFCDP-AB y BB. Además, seguido de la autofÓsforil~~ión · 
del receptor;exíste'.un :;in¿~emento en la actividad cinasa, resultando en la fosforilación'dé 

las proteínas é~1U'1ar~~.'E~ este sentido, las tres isofom1as provocaron un patró'n 'riiii.Y sin1i1ái":. 

de füsforilació1;, lndican'ii~' que existen proteinas blanco comunes. Sin embargo,' ~I pát~ón de 

fosforilación para el 'rFCDP-BB presentó mayor grado de fosforllación. También' en la 

fosforilación de fosfolípidós' marcados con 32p, fue establecido un resultadó'"senÍejant~: e( 

rFCDP:BB efectÍvame~te: incrementa los niveles de_ fosfatidilhlositoi'.~2p, 'de\icido' 
fosfatídic~-32p y alg~·del fosfato de fosfatidilinositol'32p, En ~~mlÍio;\los;~¡,CDP-AA y 

AB solamente causaronin~~eménto moderado en el niveld_é .los ~is;,;o~'ÍhsfoÍíp,idos.· En 

suma; la aut'orosforilación d;I ~ecéptor entirosina no ~stá ~orr~Í~~ionad~ c.~n ÓtrÓs eÍeblos, . 

:s::::~~t~111tr.:~~1;~~~-~~1~Dtq¡t.:·t· · 
:;:::iv~~~r~··J~d1:cf ~~!l1:~t~;r:Jci;p::Lrl,~j:%:~º~t~ó~·i:!~:iir~i~r}~f ;:~i~:~~ 
proteica toial y ~í~tesis Ú fcisfolípídos~32p, ~~g¡~~e'. ~u~ al~;n¡'~~ d~ l~s év~nt~~ -t~;,1pr~nos . 

pueden esta'c i,n v:~lu!ér~;\~~~.'/"~J:c~~c;tt~e:,ii '_~1 iTI;ª~te'#,;!,~I;:;· ~~111'ori:<:¡>.;i~)\.' • ~,- .· 

· Por otró lad~. ~IFCDP se I~ habí¿ atrlbuÍdo pro~iedade~ va;oconstri~t~ra~ y ;,ctividad 

quimotáctica para ~o~~·cÍi~s' y ;n;,cróf~go~;, Sin emb~;go, Grnves'y ~oí. (78) deinostraron 

que el. homodíí~eró< BB, prÜdu~id¿. iÍ/ ,;it;,; p~~ ·la exJlrc~ió;; d~I "geii e-sis, "' no posee 

actividad quimoátráyent~ para la~ Í:éiúla~:n1ononuclear~~ ni propiedad . vasocm1stri~t~ra. Las 

~bservaciones •• i¿í~iale~ • ·. fu~ron . probablemente el ·resultado ·de ·contaminación "en las 

preparaciones del FCDP. 



Por último, los estudios a nivel genético indican que el FCDP iuduce la e><presión de un 

grupo de genes: c-myc, c-fos y c-jun (79,80), cuyos productos proteicos están localizados 

en el núcleo celular. Fos y Jun funcionan aparentemente juntos como reguladores de la 

transcripción (62), formando heterodímeros que pueden enlazar los sitios AP-1 (81 ). 

La inducción 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 ratón estimulados con 

el FCT-f3. La e><presión del e-sis fue observada a los 20 min de la estimulación y la e><presión 

de c-myc y c-fos fue detectada 4 horas después de la inducción. Cuando la misma línea 

celular se estimuló directamente con el FCDP-B purificado, el RNAm c-myc se detectó 1 hr 

después de la inducción. Con este estudio cinético, fue observado que el FCDP estimula la 

e><presión de proteínas nucleares indispensables para la sintesis del DNA, demostrando la 

acción directa de este factor en la rnitogénesis. 

PROPIEDADES GENETICAS 

Los mecanismos que regulan la transcripción del FCDP no se conocen con precisión y se 

ha sugerido la existencia de interacciones complejas entre reguladores positivos y negativos. 

Probablemente la expres_ión basal e inducible del gen del FCDP, es controlada por factores 

treos y elementos cis.: La clonación del gen del FCDP-B ha hecho posible la localización y 

análisis de su regió;r' p~~mntora (83, 84 ). En este sentido, se han realizado estudios 

estructurales de.! gen .d~Í FCDP para identificar los puntos de regulación, dados por las 

secuencias de DNÁ y la interacción con proteinas nucleares (85). 

El gen de I~ c~d~n~ ~,· ~~I •· FCDP ha sido identificado en el cromosoma 22 humano y 

está ordenado ~n ieX:ón~~ eXtendidos a lo largo de 23 kb (86). Los elementos reguladores 

de la tra~scirlpción -~~[en~u.,;,'tran distribuidos. en la región promotora, exón 1 y hacia el 

extremo 3'd~Ígenc'~~¡~ (s7;sS:S9Ú :): '\. 
< ' •• ~:~.::'.;:~:<-<:.:, ,,_-,>.: .:~:· ,::·.. ;~- ~ <~: : :~" 

Regulación 1·~~~sc!ri~~i·~nal: '°'" ·,,.;'": ;;:, .:::,, .•: 
De -1~~ ·• el~~e;1Ío~ ck que iúterac~ioirnn "con p~oteínas nu~i~ar~s;,, se,. han.· identificado la 

secuencia TÁ"Í'Á }\dO~ slti~~ p~tcn~l~l~s c(:cciccC) ~nl~zado;~s d~I ~ací~r Sp'. I (90,91 ). 'La 

secuencia i:orisenso peÍfectá (TGANTCA) para enlazar á"AP-1 está localizada en la posición 

.294s (92,93J Aunque ema .secuencia no ha. sidd indiSpensable en 10 ~ctivación de1 promotor 
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e-sis, se sabe que los elementos potenciadores (enhancers) son capaces de funcionar a pesar de 

las grandes distancias a las que se encuentran de sus promotores (94 ). 

Por ensayos de supresión de la región promotora del e-sis, se han establecido las 

secuencias indispensables en la transcripción del gen. Pech y col. (87) demostraron la 

existencia de otra secuencia (TGANTCC), localizada en la región -102-96, difiriendo de la 

secuencia perfecta para AP-1 por UD cambio de base (A por C) establecida en SV40 (95). 

Sin embargo, estudios de mutación y actividad del gen reportero CAT, revelaron que la 

supresión completa de la secuencia semejante a AP-1 no tuvo influencia sobre la actividad 

del promotor, en la diferenciación de las células eritroleucémicas, linea KS62 (96), a 

megacariocitos por 12-miristato-13-acetato de forbol; TPA (97,98). En contraste, la 

supresión del promotor -145 -140 disminuye la expresión del e-sis (Fig.l). La secuencia 

mínima para que se lleve a cabo la transcripción del gen e-sis, incluye 42 pb anteriores a la 

caja TATA, en el sistema KS62-TPA. 

Fig. 1 Representación esquemática de elementos cis/trans del gen del FCDP. 

Sp-1 Sp·I AP-1 

GC GC TGANTCC __ TATAA_ 
----1-45-14_0 __ -102-96 +l 

N= Cualauier nucleótido. 

Recientemente, se ha identificado UD elemento cis, formado por 2 secuencias repetidas 

(TCTC y CACC), en configuración ABBA. Se le ha denominado SPE (elemento próximo a 

sis), localizado en la posición -58 -39 relativo al sitio de inicio del RNAm del e-sis. El 

elemento provoca la activación transcripcional (SO veces mayor) del gen de la cadena B, en 

el sistema KS62-TPA. Utilizando el ensayo de cambio en la movilidad electroforética, se 

demostró que SPE enlaza específicamente factores nucleares, aún no identificados. La 

secuencia SPE está altamente conservada ( 19/20 nt) en diversos genes: humano, gato y 

ratón (99). También, SPE está presente en dos sitios (-585 y +722) de la región promotora 

del FCDP-A humano ( 100). 
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Extremos S' y 3' 

La secuencia no codificada del extremo 3', incluye regiones ricas en AU, implicadas en 

desestabilizar los mensajeros de las citocinas {101). Específicamente se ha demostrado que 

el RNAm de e-sis posee una vida media corta de 70 a 120 min., lo que posiblemente se 

relaciona con el efecto de la región rica en AU { 102, I 03). 

El extremo S' se caracteriza por su alto contenido en GC. Rao y col. {84) encontraron 

que la supresión de parte del extremo S' incrementaba 40 veces la eficiencia de la 

traducción del FCDP-B. Esto sugería que el extremo 5' del mensajero posee un efecto 

inhibidor a nivel de la traducción, posiblemente por la formación de una estructura 

secundaria en el RNAm, cercana al codón de iniciación AUG. 

Interesados en el efecto inhibidor de la traducción del extremo S' , Fen y Daniel { 104) 

identificaron y caracterizaron los RNAm de 3.8 y 2.8 kb del e-sis, en células endoteliales. 

La diferencia entre ambos mensajeros fue encontrada, sorprendentemente, en el primer exón 

del gen. El mensajero pequeño retiene solamente 80 ni de los 1088 ot establecidos en la 

secuencia del exón l. Por lo tanto, el RNAm de 2.8 kb no posee el efecto inhibidor para 

realizar la sintesis de proteinas. El mensajero de 3.8 kb posee 3 sitios potenciales para 

iniciar la traducción del RNAm e-sis, localiz.ados en las posiciones +582, +751 y +870. 

Estos marcos de lectura abierta podrían codificar péptidos de 5, 42 y 12 aminoácidos, 

respectivamente. La exclusión de los 3 codooes AUG del mensajero de 2.8 kb, puede 

mejorar la eficiencia por eliminar iniciadores de la traducción no productivos. 

El nivel tan bajo (2-3%) del transcrito de 2.8 kb, respecto al completo de 3.8, puede 

representar niveles equivalentes de proteína del FCDP-B, independientemente del 

mecanismo por el cual sea lograda la eficiencia traduccional { 104 ). 

CELULASPRODUCTORAS 

Se han reportado varios tipos celulares capaces de producir el FCDP y con excepción de 

las plaquetas que lo almacenan, las otras células lo secretan al medio extracelular. Por ello, 

es posible la inmunovaloración en los medios condicionados, utilizando antisuero anti-FCDP 
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y/o los ensayos de competencia del receptor, 1dicionaudo el FCDP-1251, En la Tabla J se 

muestran los origenes celulares del FCDP. 

Así mismo, ha sido encontrada actividad similar al FCDP en células transformadas con el 

virus del sarcoma de simio (SSV). Con la caracterización tanto del gen como del producto 

proteico causante de Ja trausfonnación, fue establecida la similitud existente entre FCDP/c­

sis y el gen transfonnante 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 tumores espontáneos y en 

diversos tipos celulares normales ( 114). 

Tabla l. Ct!lulas roductorH del FCDP 
Tipo celular 

Células no transfonnadas 

Células músculo liso 
Células endoteliales 
Citotrofoblastos 
Macrófagos Alveolares Humanos 
Monocitos activados 
Células epiteliales 
Fibroblastos de rata 

Tumores esoontáneos 

U2-0S ( osteosarcoma) 
Glioblastoma y sarcoma 
Tumor del músculo liso 

Referencia 

Scifert y col. ( J 05) 
DiCorleto & Bowen-Pope ( 106) 

Goustin y col. ( 107) 
•Momel<y col. (108) 
Martinet y col. ( 109) 

Antoniades y col. ( 110) 
•Fabisiak y col.( 14) 

Heldin y col. (111) 
•Eva y col. (112) 

•Norris y col. (113) 

La detección del FCDP se llevo a cabo por el ensayo de competencia del enlace por el 
receptor, utilizando FCDP- 1251, • Detección del RNAm e-sis. 

El FCDP está involucrado en procesos fisiológicos y/o patológicos de las células 

productoras. Eva y col. ( 112) demostraron que la producción aberrante de la cadena B, 

correlaciona con ciertos tumores de origen mesenquimatoso, específicamente fibrosarcoma y 

glioblastoma. 
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Asimismo, en la fihrosis pulmonar se ha reportado que la proliferación de fihroblastos y 

el incremento en la síntesis de colágena, son los camhíos fundamentalmente encontrados en 

esta enfermedad ( 115, J 16). Debido a la potente actividad mitogénica del FCDP, se le hu 

valorado como w1a molécula potencialmente ímportante en la pntogénesis de los desórdenes 

fibroproliferativos del pulmón. De hecho, se ha detectado por hibridación in si/11 el 

incremento en el RNArn y en la proteína del FCDl'-B en bíopsias de pacientes con Fl'I 

(117). Especificamente, ha sido establecida la liberación espontánea del FCDP por los 

rnacrófagos alveolares de pacientes con FPI ( 118). En cuanto a Jos fibroblastos de pulmón 

humano. han ·sido catalogados corno células capaces de responder rnitogénícamente, 

mediante el incremento en la incorporación de tirnidína-lH, a la adición de las isoformas 

rccombinantes del FCDP (55). Con éstos antecedentes eXJ1eri111entales, se ha demostrado 

que la respuesta prolifcrativa de los fihroblastos es ejercida mediante la rota pnrácrina. 

Tratando de identificar el RNAm o la actividad mitogénica semejante ni FCDP, en 

tibrohlastos de pulmón, Fabisiak y col. ( 14), establecieron la producción espontánea en 

fihrohlastos de pulmón: de rata. ímican.1cnte de Ja cadena A. Estos resultados sugieren una 

respuesta autócrina del FCDPcA en esta esp~ci~ animal. Sin embargo, en este estudio u~ fue 

posible determinar la ~,(presióu de ,;in~~na .de las dos cadenas del FCDP. en fibrnblastos . 

derivados de pulmónhumimo: 
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HIPOTESIS 

Los fibroblastos derivados de pacientes con fibrosis pulmonar producen 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 autócrina intervienen en este proceso patológico. 

OBJETIVOS 

l. Determinar si los libroblastos derivados de pulmón humano ex¡ÍreSrui las cadenasA 

y/o ll del factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP) y si lo sec·~~tan ·al· .~~dio . 

extracelular. 

2. Detem1inar si e><isten diferencias de e><pre~ión y produccióÍ1 del FÓlP c~den.Í A' .YI~ B 

entre los fibroblastos derivados de pulmón n.orrnal. en ·comp~r~ción i:on. a~uelÍos' ~btenid·o:s 
de pulmones libróticos: 
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MATERIALES V METODOS 

l. LINEAS CELULARES 

Se aislaron fibroblastos de pulmones normales (N2 y NA) y fibróticos ( HIPF-8, HIPF-

13, HIPF-19, HIPF-40) por el método de dispersión enzimática con tripsina. Se 

obtuvieron de la American Type Culture Colection (ATCC) dos lineas derivadas de pulmón 

normal: CCDI 1-Lu y LL-24 y una de pulmón fibrótico, la LL-29. 

Las células se cultivaron en medio FK 12 (Sigma) suplementado con suero fetal bovino 

(SFB) 10 ó 15% (Gibco, BRL) y antibióticos: IOOU/ml de penicilina, 10 ¡tg/ml de 

estreptomicina y 0.25 mg/ml de anfotericina B (Sigma). 

Además, se utilizó como control positivo la lútea celular U2-0S proveniente de 

osteosarcoma humano, dado que produce constitutivamente el FCDP. Estas células se 

crecieron en medio MacCoy suplementado con 2.2 gil de bicarbonato de sodio. <Sigll1a¡:, . 

20% de SFB (Gibco, BRL) y la mezcla de antibióticos antes mencionada. 

En términos generales el protocolo que se empleó para el cultivo de las célula~' fu~ ~i 
siguiente: 

Los crioviales que contenian los fibroblastos se descongelaron rápida~ente O aj· i.Ji~.) ~· 
37-40ºC. El contenido se vació a un tubo de 15 mi con medio y. lo-'is%:d~'iru'e~~ fot~l· 
bovino (SFB), desactivado previamente a 56ºC por JO min. Después de ceÍÍtrlfug~~:JÓ.~in·, 
a 300-800 rpm el sobrenadante se decantó y la pastilla se resuspendió en' n;edió'.~on'SFB.· 
La suspensión celular se sembró en una caja de 25 cm2 ó 75 cm2 (Falconn• !a's cél~Ías's~ 
incubaron a 37ºC en ambiente húmedo con una atmósfera de 95o/o oi/5%C02;.'EJ 'medio s~ 
cambió 2 ó 3 veces por semana hasta alcanzar confluencia. Parala obiencióÓ de:·n;~dio 
condicionado (MC), se lavó la monocapa celular con am~rtiguadÓr·d~·fosfatos 1'x p~I .7.'4 

(PBS) y se adicionó medio sin suero. Después de incubar 24 "· se c~le~tó el MC el cual se 

almacenó a -20ºC hasta su uso. 
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11. OBTENCIÓN DE LA SONDA 

1 )Transformación genética de Escherichia coll 

La cepa de Escherichia coli SFS (C600, Thr C, Leu 86, 111y A, hsd RK, hed MR) (119) 
se transformó con las siguientes clonas: · 

1) pSM-1 (ATCC) posee un ftagmento de 2 kb_ •que contien'e parte del gen del factor 

de crecimiento derivado de plaquetas cadena B, dicho inserto _se o,b.t~vo_ por l_a digestión con 

Bam HI (Gibco, BRL). 

2) PDGF-A (donada amablemente por M~rk w'. M~j~~~)'~~~e~ '~ fi.abn~rito de 1.3 kb 

que contien parte del gen del factor de crecimiento d~Íivado de,pl~q~ei~s cadena A. Dicho 

inserto se obtuvo por la digestión con Eco RI (Gib~o: BRL)~ •:'_ '.',j·' : . .. 

3) pHcGAD (ATCC) posee un ftagmento de 750 par~s deb~s~~ (pb)con,l~infoffilllCió~ 
genética para el gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. Par~, 1ii'~j,:~~-c}ó'ñ\1~f"intcrtíi" se 

utilizaron las enzimas Xba 1 y Pst 1 (Gibco, BRL). 

Para la transformación bacteriana se empleó el método del 

Hanahan ( 120). La metodología que se utilizó fue la siguiente: 

~· . :,<·<.'/.-:·.~:·_:: ·, .. .:· . 

· Ca~i;i r~~ortado por . 
·.~'.:.~'.::;~-';J.!<,-:~•:_-.:· 

Primeramente, se inoculó 3 mi de caldo LB con WIO colonia de E. c~Íi ':v se u;.;ubó 'aJ7°C 

toda la noche. Al día siguiente el cultivo se diluyó 1 :50 y se ,inc~bó dé 2.~·--3IÍa 37°C y se 

centrifugó a 3000 rpm 10 mina temperatura ambiente (TA¡. Lá'¡Ía~iÍlá!·:.se:~.;Siispenilió en 

10 mi de CaC12 50 mM a 4ºC, y se incubó sobre hielo 5 'mi1i. Despuis·d~ '~eiÜrlfugiir'a 3000 

rpm 10 mina 4°C, se resuspendió la pastilla en 1/15 ilel ~~líu~en'originiil .;riri 'c~_c12 50 mM 

a 4ºC. La suspensión celular se incubó en hielo 10 iniÍÍ. f>ost~riom;~n!'é,''~e iilicuotó 0.2 mi 

de la suspensión de células ya competentes; en tub~s c1iliend~ff. :Al~~iias niúestras se 

almacenaron a -70 ºC, para lo cual se· adi.;ionó n cada 'Ílibo l 5o/ó de 'gliÓerol .estéril. Para In 

trnnsfom1ació11 ,se tomó tina alícuota de o.2 ltd d~ célul~s ~om1;~1~n'ies, se incubó en hielo 

por 25 mió, junio con o: 1' mi' del.• DNA recornbinant~' ~~;.··~u~ c~ncentración de 0.1 ng 

diluido en Tris-Hci. 10_ mM .. EI choque ténnico 's'~rcalizó inc~bnndo lá i~ueStra a 42ºC 2 

ri1i11, 'seguido de ·10 min ·a TA,· .Para la recnJ>er~ción fisica "le la bacte_ria ·• los 0.3 mi de la 
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rne?.cla resultante, se le adicionaron 3 mi de cald.o' LB; y se incubó 1 h a 37 ºC, sin 

agitación. La centrifugación se realizó a 3000 rprn 10 rnin a TA. Después de decantar, la 

pastilla se resuspendió con el líquido residual de las: paredes y se sembró en agar LB más 
antibiótico, para seleccionar las colonias transfonnantcs. arnp' o tet', después de WJ periodo 

de incubación de 24 h a 37°C. Para la preseivacióri de la cepa transfonnada, se sembró una 

colonia en 20 mi de caldo LB, incubando a 37°C toda la noche. Para preseivar la cepa 

transfonnada, se tornó w1a alicuotn de 0.8 mi y se almacenó a -70ºC, en crioviales que 

contenían 20% de glicerol. 

2) Amplificación del Plásrnido 

Una. vez s~leccionada la bacteria transfonnada se realizó la amplificación; siguiendo una 
rnodifica.ción al método de lisis alcalina, reportado por Birbdim'y Doly (Úl).•:Pa~a ello, se 

inocular~n: 0.6ml de la cepa bacteriana en 250 mi de~aldo LB c~ÍI so;ígÍmi de ~mpicilina 
o 12.s ¡i¡ií~;I de t~traciclina. La bacteria creéió ioda;I~ ~~¡;¡;~ ·~~.¡. aSitación Vigorosa (250 

rpnÍ) ;. :i?•c: L~ ~uspe1isiiín se centriliígó ·a sóóo .p;n poi' i 5 mlíi; i~s~spen'díe~d~ '1a pastilia 
en 6 i11I de.Tris-HCI 25. Mm pH ·s; ÉDTA' JO rnM pH 8 y sacarosa ál 15'%.':Se adicionó 

lisozimá (2 ;;ig111l1¡; prep~rada 'justo ~tes de s~r u~áda/la';;;ezcla r~~o~ó enhielo 20 rnin, 
des11í1és ~e pasó ~ tu'bós.c'.lrex q'~¡; éó;iteúiaii htifrer d~' 1ísis/ii'rn1 de ÑáÜH 0:2 .M y sos. 
Jºio). Se mezcló pori:lve~siÓri y' s~i;1~ubo,¿~ h!el~ ~O fif : i ·· ·.· •· •~. 

inv;s~;:~ i:.~ttd?~i!1a7i~·=~:c~r;ltt;.;~~~fri~f t.,t:*i!i:~fü¿t.:! r:~;:~óap~~ 
ooo rpm: 1•<>r 3Ó. íiíiií.:EI' s;,br~n~danté se 'reiliovió'•cuid~do~íuri~t~ 'd~I "¡ubo;· e~ii~ndo . el 

precipitado bJarÍéo'. Panna rem~~iólí' deÍ. RNÁ c~nta.;iná~t~ 'e~:,~i·~r~arai:iÓü; se awegó 

RNasa l .. mg/ml.a ~aÚt~bó; i~cuba1ido · 30 nÍin a 37ºC.P~ra·Já ;~~ra~ió~deÍ ~Jásmid~, se 

adicionó 'un ~ol~rllende fe~~I/CHCl3 ( 1: 1), por voh1mende.fa~e á~u;~~F~~nÍrÍfüga;1do Ja 

mezcla a 10000 ri>m' 20 mh1, y Íafase acuosa se guardO mi 'oÍrot~b~;, P~~~ IÍ~tiicntar el 

rendinddnto del plá~mid~; es n~cesaria otra extracción, por Íoq1'íe ~', ¡~ 'rase prglíliica se .le 

agregaron 0.S_ vohiíncnes de Tris-HCI 0.1 M pH 7A, nuevá;nc¡¡~e ~~ c·~n;riÍhgÓ y comhhió. 

esta ;egu;;da 'rase a~uosá con ia primera. La con~cntnició"c del jiJAsÍi1idó'se ·;eá1;;.¿ c~n 1 . 

volu~1en de isopropanol a 4ºC, precipitando toda la no¿hc a ~ziré: EÍ m~tefial 1!rc~ipitndo 
se centrlfugÓ 'a JO 000 rpm 20 mina 4ºC. La pastilla se solubilizó, con L6ml de HzO, y se 

precipitó con 2 mi de polictilenglicoJ · J 3%, NaCI 400 mM, por. · J h sobre hielo: La mezcla 
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se centrifugó a 1 O 000 rpm 10 min a 4ºC, y la pastilla se resuspendió con 150-300 µI de 

agua. 

3) Digestión con enzimas de restricción~ 

La digestión de la clona pSM-1 con Bam HI genera 3 fragmentos: 2.7, 2.0 y 0.63 kb. 

El segmento de 2 kb posee· parte. del gen del factor de crecimiento derivado de plaquetas 

cadena B ( 122). 

La digestión de la clona pÚC~l3,DI con Eco RI genera 2 fragmentos: 2.7 y 1.3 kb. El 

segmento de 1.3 kb po'sé~,¡i~rt~ del gen del factor de crecimiento derivado de plaquetas 
cadena A (36).' · · .... -... , .. ,, :". 

La digestión de pHeGAD se realizó con Xba 1 y Pst 1 con la producción de 2 

fragmentos: 4.85 kb. y 750 pb. El 'inserto pequefio contiene la información genética 

necesárÍa pa~a reconocer al RNAm del gliéeraldehldo-3·fosfato deshidrogenasa (123). 

Para la digestión, se tomó una alicuot~ de la O:.u~stra de interés y se adicionó 1/ 1 O de 

volumen de amortiguador específico de la ~nZima, más la(s) enzirna(s); tomando en cuenta 

que 1 unidad de endonucleasa de restri.cci~n digiere 1 µg de lambda DNA. La mezcla se 

incubó 1 h a 37ºC. La reacción se paró . por la . adición del amortiguador de carga 

(bromofenol 2%, TAE SX, EDTA O. IM y glicerol 50%). A continuación, la mezcla se 

separó por electroforesis. Para ello, le mu.é~ra sedesn;turalizó durante 5 min a 65'C y un 

minuto en hielo. Las muestras fueron colocadas en ceda pozo del gel. 

4) Electroforesis del DNA plasmídi .. co •. 

La preparación del piásntldo. digerido ysin digerir, fue separada po~ electrofores.is 

horizontal utilizando. gel~s. de. ~g~ros~. ·reportado por Johnson y . Grossman , ( 124). ·El 

protocolo que se. util~ó fi¡e ~I siguiente: 
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Primeramente, la agarosa se fundió con TAE IX (Trizrna·base 40 mM, EDTA lmM y 

ácido acético glacial 20mM). La mezcla se vació al soporte de la cámara de electroforesis . 

. Se utilizó TAE 1 X como amortiguador de corrida y una corriente eléctrica de 60 volts. 

Se estimó el tamaño de los fragmentos geoerados en la digestión del plásmido, por 

comparación con las baodas de lambda DNA (Sigma, Tipo lll) cortado previamente con 

Hind 111 y Eco R 1 (Gibco, BRL). Las bandas se hicieron visibles, incubaodo el gel por 20 
min con bromuro de etidio 0,5 ¡1g/ml ( 119) y su exposición a través del Traosiluminador UV 

de onda media; JOO nm (Hoefer Scientific lnstruments). 

Una vez comprobado que el tamaño de las baodas corresponde a los reportados, se 

realizó la digestión 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 (gliceraldehído-J-fosfatodeslüdrogenasa). 

5) Obtención de los insertos. 

El método empleado para la obtención de los insertos a partir del gel de agarosa fue 

reportado por Dretzen y col. ( 125). El protocolo que se utilizó fue el siguiente: 

Primeramente, se cargó la digestión de la muestra a los pozos del gel de agarosa, 

controlando con lámpara de UV la baoda. de hiterés. Se permitió la separación de los 

diversos ftagmentos, después de lo cual se. realizchm corte longitudinal por abajo de la 

baoda, insertando el papel de DEAE·celulosa.(WbátmimDE-81) previamente equilibrado (el 

papel se saturó JO min con NaCI 2.5 M ·y.: se"l~vo ·~ vec6s con agua) . 
. . , ~-,. i ' 

'.·>':··,_:,_-··: ' .. · 

Se aplicó una corrieote al gel de IOO•·V/e(tiempo suficieote plÍra que la bando se 

adhiera al papel. El papel se pasó a un tubo eppend~rf y; la m~estra se eluyó con NaCI LS 

M en el amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM pH 7A :Y:EDTA'J mM pH S);>por espácio de . 

2 ha J7ºC. La solución resultante se traofinó a otr~ tub'o{íi~~a~nri~e~ealizó lll1 orificio.con 

una aguja en el fondo del primer tubo, introduciendo'feí prin1~r t~bo en el ~egu;1do, y ~e 
centrifugaron ambos tubos de JO a 40 seg. La 'e~~ª~.ciÓ'n <d~l ills¿rto .• sJ ~eali~ó . con 

volumenes iguales de feool/ CHCIJ ( 1: 1) y clorofomíot: a.lcoli~I Íso~mÍlfoo ( 4.9: i ): La fose 

acuosa se colectó y adicionó J mi de isopropaool a 4°c. L~·: precipiÍáciÓ~ sé realizo toda la 

noche, después se ceotrifugó a -IO°C lh a JO 000 rpm. Ei Ís~p;~pa~ói ~¿d~éaritó.cm1 sumo 
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cuidado, y se permitió la llbre eVapora~iÓndel solvente. La i>astilla invisible: s~ resuspendió 

con el volume~ remane~te.o agua adicional, para Wl volwíien.final de s.j(Í iii. Para Qsegurar 
la pureza de la prépa~aciÓ~. se corrió UÍ1 gel de agarosn coi; 1 µI del inserto purificado. 

- '' .. ,-· ',' .. _- - ... · , __ . ·-. ·,·: ' -. - - . 

·. ·. : .; . .'-..., ~I ~'.' :": .. L •,,.:·, · \• '·· -· ,· 
6) Marcaje radiactivo del inserto; · 

·¡- :,,'., ., 

Se tÍtiliziÍro'n;dé. 5ó:roó'rlii áproxlmadániente de DNA templador; por marcaje. La 

cuantificación se llevó a éab°' p?r teñir con .bromuro de etidio; llDa alícuota ,del inserto 
separado e1lel geÍ d~ ngar~sa; La brlUÍmtez.d~ IÓ banda del inserto ~e co~p~~ó .con otra de 

~~1~~l~f~~~~~;~j~~(,#!~1f ~t;:,¡~ 
!'rimero, 'se''r~~ti?"~n~~roÓ'd;i'.sJa;J oo :;;g d~I )üs~rto 'e11 ;-¡ tiz lir 'de''ainortiguador 

TE. El ÓNÁ sé de5n~;Ü~~l~Ó ¡;-.;¡.· c~J~nta;~i~íitó. ~ ~buírición·,/5 'n1in'y t!no en' hielo y se 

::~i:t::;;~~~:f~~*~~ritr~~IJk~irt:stil·~~füf~t~';~~~:j1ª~º7¿p:::~:::n~: 
se agregar~,; .5 iil d~ :CÍCTP(~,32P) (Aciivid~d~ e~p~·~ifi~~ ·6000 'cl/~inol). Por último, la 

~:ª;:~::i::·:l:~t :~¡:t~tª:fr~ ~~~Zi~~r~rti:rj~:;t:~t~~~~Üíó·. ~~now). La mezcla 

La reacción sé paró por la adición de 2 ~ll de Eri+A."o.5 ~ pH ~: Para la precipitación 

del in seno. marcado se agregaron 5 µI de acetÓto de ~~dio JJ\>1 pH 7:4, 1 O µI de ÓNA . 
esperma de salmón ( 5mg/ml) y 125 ~11 de etanol a 4°c: La m~z~la sé p~ecipiÍó durante 5 ·mi~ 
a témperatura ambiente. Para obtener la pastilla se centrifugó:ro mii{Cuidadosamcnie; se 

removió e) sobrenadante COJI WJa pipeta y el precipiÍ~do SC resu~iendiÓ ,CO~ ZOO ¡ll de 
amortiguador TE. Para medir Ja eficiencia del marcaje; se co;11ó I~ r~diacti~idnd :ile :t.ip.o 
Cerenkov, el cual consiste en colocar 1 µI de losmida marcada .. e1i. un t~bó·eppeí1dorf e" 
introducirlo a un vial de centelleo seco. La cfi~iencia del conteo de In radiaciÓ1i.Cére~kov.és 
del 27% (Tri-carb 4000 series Liquid Sciniillation Counte~). . . . . 
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11. OBTENCION DEL RNA TOTAL 

1) Extracción del RNA 

Se siguieron las recomendaciones reportadas en la literatura para la obtención del RNA 

total íntegro ( 119 ). 

Para la obtención del RNA lota~ se utilizó el método del paso único con la extracción 

de isotiocianato de guanidina y fenol /cloroformo, reportado por Chomczynski y Sacchi 

( 127). El protocolo que se utilizó fue el siguiente: 

Las lineas celulares una vez confluentes en cajas de 75 cm2, se sometieron a la 

extracción del RNA total. El medio gastado se removió y la capa celular se lavó con PBS 

a 4ºC. A cada caja se agregó solución D (isotiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25 

mM pH 7, N-laurilsarcosin 0.5% y el 2-mercaptoetanol O. IM se adicionó justo antes de 

usar la solución), lavando la caja con la misma solución que se pasó a un tubo corex. 

Ya en el tubo core><, se adicionó 1110 de volumen de acetato de sodio 2 M pH 4, 

volumen de fenol, más 1/20 de volumen de cloroformo /alcohol isoarn/lico (49: 1). Después 

de la adición de cada reactivo se mezcló perfectamente. Después se homegenizó la muestra 

con vortex 1 O segundos y se colocó sobre hielo 15 mín. 

Para la separación de nuestro material de interés se centrifugó a 10 000 rpm por 20 

min a 4ºC, el RNA es encontrado en la fase acuosa, mientras las proteínas y el DNA se 

encuentran en la interfase. La fose acuosa se recuperó y mezcló con 1 volum.e.n ·de 

isopropanol a 4'C, se precipitó a -20º toda la noche o a -70ºC · I h. La pastiUaéon el RNA. 

se obtuvo por centrifugación a 1 O 000 rpm, 20 min ª. 4ºC .. El RNA se disolVió en ~00 ·µI de 

solución D, para ser sometido a una precipitación con f/10 de volum.en dey:etaío dé.sodio 

3M pH 5 y 2.5 volumenes de etanol fiío, dejando precipitar: t~da 1~ ~~che·~. -.i~~C.\ El RNA · 

total se obtuvó por centrifugación a ro 000: rpm 20 'mín a 4ºC, 'y se iesús¡ie~dió • con 

amortiguador TE. El material se almacenó a -70ºC hasta su uso·: . . 
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2) Cuantificación del RNA 

Se realizó la cuantificación espectrofotométrica del RNA con una longitud de onda de 

260 nm. Una D. O. equivale a SOµg/ml de RNA total. La núsma muestra se analizó a 280 

nm, para comprobar la pureza de la preparación. La relación obtenida entre 260/280 puede 

abarcar de 1. 7 a 2, asegurando una buena desproteinación de la muestra. 

3)Electroforesis del RNA total 

Una vez obtenido el RNA, se realizó la separación electroforética en geles 

desnaturalizantes por el método del formaldehido, reportado por Thomas (128). El 

protocolo que se utilizó fue el siguiente: 

Se fundió 1 g de agarosa en 75 mi de H20, y se adicionó 8.3 mi ~e amortiguador 

MOPS 12X (MOPS 0.24M, acetato de sodio 0,06M y EDTA-Na4 0.012M) y 16.25 mi de 

formaldehído 37% precalentado a 65ºC. La solución se mezcló y vació sobre el molde del 

gel. Se utilizó como amortiguador de conida MOPS IX. 

Para la preparación de las muestras se tomaron 1 O µg de RNA total y se llevaron a un 

volumen final de 25 µI con HiO. Se adicionó 23 µI de solución desnaturalizante (fom1amida 

al 50%, amortiguador MOPS IX y formaldehído 2M) y 3 µI de solución colorante (azul de 

bromocresol 0.25%, xilen-cianol 0.25% y glicerol 40%), mezclando perfectamente. Cada 

muestra se desnaturalizó a 65°C por 5 min y 1 min en hielo. Las muestras se cargaron al 

gel, aplicando una corriente de 1 O mA de 16-18 h. 

4)Transferencia del RNA 

El RNA total separado por electroforesis, se transfirió del gel a un soporte sólido; 

membranas de nylon, reportado por Khand)ian (129). El protocolo que se empleó para la 

transferencia fue el siguiente: 
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Se prepararon el sistema de transferencia por capilaridnd y la solución SSC 20X pH 7 

(NaCI 3M y citrato de sodio 0.3M). Sobre la placa de vidrio se colocó una tira de papel 

filtro (Whatman #1) de 16 x 26 cm prehumedecido en SSC IOX, 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 solución SSC 2X. La superficie de la membrana de nylon se alisó con lU1 

tubo para evitar posibles burbujas de aire. A continuación se apiló una torre de papel 

absorbente, una placa de vidrio y un peso de 200·300 g. Ln transferencia se realizó toda In 

noche. Al din siguiente la membrana se retiró y lavú con SSC 2X, secandola entre papel 

filtro. Se realizó la fijación del RNA total a la. membrana con horneado a 80ºC por 60 min. 

!) Hibridación de tipo Nortbern 

El protocolo de la hibridación del tipo Nortbem (RNA-DNA) se llevó a cabo de la 

siguiente manera: 

La membrana de nylon se colocó déntro de. l!Da:bol~~. d~.· plástico, . agregando 

amortiguador de prehibridación (50% de fo~cla~'ssc,)x~ soÍuciónDenliardt 5X, 

fosfato de sodio 50mM pH 6.5, SDS 0;1% y 100 µg/mÍ ;¡;cDNA d~~~e~ de salmón. 

La solución Denhardt 1 OOX se preparó con 2 g defü:ioÚ'.~oOo; Z 'g de ~olivinilpirrolidona y 

2 g de albúmina bovina). 

Las burbujas se eliminaron de.la b~lsa y dé'spúésse seUb,_El perjodo,de incubación duró 
de 2 a 18 h a 42ºC. ·.~ ·.~,: ,, 

Concluido el tiempo de prehibridación el amortiguador s~d~~cartó: adici~na~do ensu 

lugar la mezcla de hibridación. La cual se preparó' con ammtigÚadór d~ hibrdación (50% d.e 

forrnamida, SSC 5X, fosfato de sodio 50mM pH 6.5 y solución Denhardt-IX),:más lá 

sonda marcada con 32p y 400 µg/ml de DNA de esperrnn de salmón; pre~iamente 
desnaturalizados por calentamiento a ebullición durante 5 min y en hielo 1 min .. Por último, 

la mezcla anterior, se combinó con 4 mi de dextran sulfato al 50% . Nuevamente;.se elin1in~ 
cualquier presencia de burbujas de aire y se reselló la bolso. La hibridación se llevó a· cabo 

durante 16 a 20 h a 42 ºC. 
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6) Lavados de las membranas 

Concluído el tiempo establecido en la hibridación, la membrana se ·removió de la bolsa, 

para ser lavada por alguno de los dos métodos: 

La membrana hibridada con las sondas de FCDP-B y con la de··~~DP-~;se lavó 3 

veces con SSC 2X /SDS 0.1% durante 5 mina TA, seguido de 2 lávados'cori SSC o.25X 

/SDS O.lo/o durante 15 mio a 42º C y uno con SSC O.IX ISDS o~io/.·d~ante' ;1s niill a 

55°C. 
. . 

La membrana hibridada con la sonda del GAPD~'W'1~~ó,Jvécesºcon SSC 2X/SDS 

O. l % durante 5 min a 42°C, seguido de 2 lávados'~~~ SSC~··O.ZSX/SDS O. l % durante· 15 

mina 55ºC y uno con SSC O. lX/SDS o.1%:durante 15 mio a 65ºC. 

Por último, las membranas se lavaron con:ssc 2x; removiendo el exceso de SDS. .. . 
Cada membrana se secó con papel filtro y sé envolvió con Kleen-Pack, procurando dejar una 

superficie alisada. La membrana, una vez en~~ltÓ, se expuso a una placa de rayos X 

(Cronex, Du Pont) entre dos pantalla inteusificad~ras: El tiempo de exposición varió de 2-

15 días a • 70ºC. 

En el revelado, la placa de rayos X se sumergió en la solución reveladora (GBX, Kodak) 

durante 5 min, después de lo cual se enjuagó con abundante agua y la placa se pasó a la 

solución fijadora (GBX, Kodak) donde estuvo de 3 -5 min. El exceso de fijador se lavó con 

abw1dante agua. 
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IV. ENSA \'O DE ACTMDAD MITOGENICA 

La presencia de actividad biológica de FCDP se analizó en los medios condicionados 

obtenidos de fibroblastos de pulmón humano, valorando la actividad mitogénica por Ja 

estimulación de la síntesis del DNA y, por lo tanto, la incorporación de timidina-3H, en las 

células blanco; BALB/c3T3 ( 130). Dicha clona está disponible comercialmente (ATCC), y 

para su crecimiento se utilizó medio DMEM (Medio Eagle Modificación Dulbeco) y 10% 
de suero de ternera (Gibco, BRL). 

1) Concentración de los Medíos Condicionados. 

De los medios condicionados colectados de los fibroblastos de pulmón humano, se 

seleccionaron los provenientes de: CCDI 1-Lu p=7, LL-29 p=l2, U2-0S p=5 y HIPF-13 

p=3. 

El protocolo que se utilizó para la preparación del medio condicionado fue el siguiente: 

Un volumen de 5 -10 mi de MC se llevó a 0.2% con albúmina bovina (Sigma}, 

centrifugando a 2500 rpm de 15-20 min. El precipitado se descartó y el sobrenadante se 

liofilizó toda la noche. Después de lo cual, el liofilizado se reconstituyó en l/IO del volumen 

original con H20 desionizada y se dializó en membranas de 3500 mw (Spectra/Por 4 ), 

contra PBS a 4ºC durante 48-72 h. 

2) Preparación del Plasma Pobre en Plaquetas (PPP) 

El plasma se obtuvo del Instituto Nacional de Enfennedades Respiratorias y se P.rocesó 

según Bauman y col. ( 131 ). El protocolo fue el siguiente:. . · 

El plasma se centrifugó a 2500 rp~ 30 min, se desc~rtó el prec,ipitad~; el sobrenadante · 

se dializó en membranas de 3500 mw (Spectra/Por 4) ~o~tr~:PBS.~ 4;~C: duriuííe 72 h,. • 
Nuevamente, se centrifugó a 20 OOO· rpm .. El sobreniída~té se •fraccionó.en•alicuotas y 

almacenó a -20ºC hasta que fue usado. Se preparó ~a sÓluciónde:~pp al 5% co~ DMEM. 

25 

f'· 



3) Preparación del anticuerpo anti-FCDP 

Se empleó uo anticue!po anti-FCDP (lgG, R&D systcms) humano preparado en 

conejos. El anticue!po se resuspendió en PBS basta obtener uoa concentración de lmg/rnl. 

Se utilizaron 40 Y 200 µg/ml del anticue!po (Tabla 2), incubados a volumenes iguales con SO 

µI del MC Y la precipitación se realizó a 4°C durante 24 h. El sobrenadante se removió 

cuidadosamente del precipitado, después de centrifugar la muestra a 13 000 !pm s min. 

4) Incorporación de Timidina-3e en DNA de células BALB/c3T3 

En la determinación de la actividad similar al FCDP-B se utilizó DMEM suplementado 

con PPP al S % y alicuotas de 1 O, 2S y SO µI del MC de las líneas seleccionadas. 

Adicionalmente, SO µI del medio e>q1erimental se incubaron con anticue!po anti-FCDP (ver 

Preparación del anticue!po). También se emplearon muestras de control positivo que 

contenian 1, S y 10% de suero de ternera, asi como controles negativos consistentes en 

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

inco!poración de timidina-3H fue el siguiente: 

Se incubaron dos cajas de 2S cm2 con células blanco BALB/c3T3. Una vez alcanzada 

Ja confluencia Ja monocapa se dispersó enzimáticamente con tripsina 0.2S% y EDTA 

0.01%, resuspendiendo con 20 mi de DMEM/10% suero. Se sembró uoa alícuota de 200 µ 

1 de Ja suspensión celular en pozos de rnicrotitulación de 0.3 cm2, incubando a 37°C en 

humedad con atmósfera de 9S% o2tS% C02. El medio se removió y la capa celular se lavó 

2 veces con PBS, adicionando las muestras e>q1erimentalcs indicadas en la Tabla 2. De 

inmediato, las muestras se incubaron ±18 h a 37ºC. Después de lo cual, se adicionó 

timidina-3H ( SµCi/ml; 6.7 Ci/mmol. Du Pon!, NEN Research Products), incubando por se.is 

horas más. Tcnninado el tiempo de incubación, el medio se removió completameni~. 
lavando cada pozo J vez con PBS a 4ºC. A continuación, las células se fijaron con 200 ¡ÍI 

de ácido tricloroacético al J 0%. La solución ácida se descartó, Javw1do la capa remanente 2 

veces con agua destilada y descartando cada lavado. Por último, las células se solubilizaron 

con 300 µJ de SDS al J %, pasando Ja radiactividad insoluble en ácido a uo vial de centelle.o, 
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que contenía 10 mi de solución Bray. La cantidad de timidina-lH incorporada se midió en 

el Contador de Centelleo Liquido. 

Tabla 2. Incorporación de Timidina-3R. 

Muestra Suero de 
ternera 

1 
2 
3 1% 
4 5% 
5 10"/o 

6 
7 
8 
9 

10 

11 
12 
13 
14 
15 

16 
17 
18 
19 
20 

PPP 
S% 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+·· 
+ 
+. 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
.¡. 

. + 

Medio 
Condicionado 

(µI) 

eco 11-Lu 
10 
25 
50 
so 
so 

U2-0S 
10 
2S 
so 
so 
so 

HIPF-13 
10 
2S 
so 

'so 
SO· . 

Cada muestra experimental se corrió por tri.p.licado.·. 

S)'Análisis estadútico 

Anlicuerpo 
anli-FCD 

(µ¡¡/mi) 

2SO 

ISO 

En el bioensayo de la actividad metabólica, la significancia estadística se deiermin.ó p~r 
ANOVA con la prueba "Post Hoc". Para la comparación de 2 grupos se u~ó' la)~rucba ''.t ·. 
student" para grupos independientes. 

27 



RESULTADOS 

El presente trabajo fue diseñado para probar el potencial de los fibroblastos de pulmón 

humano para producir el FCDP y determinar si se mostraban diferencias de producción entre 

los fibroblastos derivados de pulmón nonnal y fibrótico. 

Para ello, se seguieron dos estrategias: 1) La determinación de la presencia del o los 

mensajeros del FCDP cadena A y B, mediante la hibridación tipo nortbem. Para este 

propósito, el RNA total fue aislado de fibroblastos de pulmón humano nonnal o de pacientes 

con fibrosis pulmonar idiopática (FPI) y separado en geles desnaturalizantes de 

formaldehído. Para la transferencia del RNA total, fueron utilizadas membranas de nylon. La 

hibridación fue realizada con el fragmento de 2 kb del cDNA del e-sis (clona pSM-1) y con 

el fragmento de 1.3 kb del FCDP-A (clona pUC-13-DI). Además, fue incluido el RNA total 

de la linea U2-0S (osteosarcoma) por ser productora del FCDP, cadena A y B, la cual se 

utilizó como control positivo. Otro control empleado para determinar los niveles de carga 

del RNA total entre las lineas celulares, consistió en rehibridar las membranas con el 

fragmento de 750 pb del cDNA del gliceraldchido-3-fosfato deshidrogenasa. 

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

provenientes de fibroblastos de pulmón humano, mediante el bioensayo estándar en células 

BALB/c3T3, midiendo el incremento en la incorporación de tirnidina-3H al DNA. Para 

evaluar la especificidad de este ensayo se usó, en experimentos paralelos el anticuerpo anti­

FCDP. 

l. OBTENCION DE LA SONDA DE cDNA 

A) La cuantificación espectrofotométrica del DNA plasrnídico de pSM-1 o pHcGAP, 

amplificados por el método de. lisis alcalina y purificados con extracciones· fen~l/CHCl3, se 
muestra en la Tabla 3, don.de 1 DO (densidad óptica) es equivalente a 40 µg del DNA:.. · · 
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Tabla 3. Rendimiento del DNA plunúdico 

Plásrnido 

pSM-1 
pHcGAP 
PDGF-A 

DO 
260nm 
0.399 
0.044 
0.09 

Concentración 
µg/µI 
9.8 
2.2 
3.6 

Total 
µI 

soo 
40 
so 

La técnica utilizada para la amplificación de loo 3 plálmidos fue la misma. 
excepto que el volumen utilir.ado para la clona pSM-1 fue cuatro veces mayor. 

B) La digestión de pSM-1 con la enzima de restricción Bam HI produjó 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 

último 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 

y al gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, respectivamente. 

C) La separación electroforética de la clona pSM-1 con o sin digestión fue realizada en 

el gel de agarosa al 1 % (Fig. 2). En general, el plásmido sin digestión enzimática, presenta 

diferentes grados de enrollamiento y por lo tanto de movilidad electroforética. De esta 

manera, podemos detectar la forma superenrollada, circular cerrada y diversas fonnas 

multiméricas (Fig.2 carril 2). En contraste, el plásmido digerido con Bam HI genera 3 
fragmentos únicos, pudiendo determinar el peso molecular de cada banda, por comparación 

con lambda DNA, digerido con EcoRly Hind IIl. (Fig. 2 carriles 3 y I, respectivamente). 

Para determinar la eficiencia y rendimiento del proceso de purificación del fragmento de 2 

kb, que correspondía a el cDNA del FCDP-B más un segmento del extremo 5' del vector, se 

corrió 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 

(gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) fueron marcados radiactivamente con dCTP- ex 
32p (6000 Ci/mmol de actividad especifica en la fecha de calibración). 
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21.7 

5.15/5 
4.27 :::::= 
3.48 _,-

1.98/1.9-
1.59 .,,.,.,-

1.37 
0.94 ~ 

o.8:y-
o.5 a 

Fil• 2 Seplll'lldÓB eledro(orétiCL 
1) Lambda DNA digerido con Eco RJ/Hind 111. 2) Pllismido pSM-1 sin digerir 
3) pSM·I digerido con Ban1 HI. 4) I01erto de 2 kb del FCDP.B. 

JI. OBTENCION DEL RNA TOTAL. 

A) Las líneas de fibroblastos de pulmón humano, se cultivaron en cajas de 75 cm2, y 

cuando alcanzaron confluencia se procedió a la eirtracción de RNA total (Tabla 4). 

B) El rendimiento de la e><tracción del RNA total y la proporción RNNproteínas en 

cada muestra, se detenninaron espectrofotométricnmente a una longitud de onda de 

260/280 nm. (Tabla 4 ). 
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Tabla4. Rendimiento del RNA total. 

Linea DO Proporción RNAtotal 
Celular 260nm 260/280 (µg) 

NAp=5 .0.133 ; . 2.10 .· . 79 
N2 p=6 · .. ·.i.•.g:g~~.····· 1.91 . ·22'. 
LL-24 p=9 : ' '••·• 1.97 41' 

·CCDll-Luj?7:.: .'0.142 
,~.:;,~'. 

I:91 .:57 .. 
LL-29.J)=8•"•' ::'· 0.048 ~::{. 1.99 . 45 · .. _ 

HIPF-.8 JF4 ·: '. ' 0:056 ... :.?:' 1-90 22 
HlPF,13 p=I 0,036 .. . ·;;:::g .·.· : . 25 
HIPF'.19J>"'3 .; ·,: .~ 0.037: .: . 52 

" : 

I;-as cua1r.~ J?ri~1e~ ir~W c~·1-~i_ai~S SDr{O~iíuáJc~;·r~-k~~tes ,, 
son fibróti~as. La letra p irldica el_ ~-aje de cultivo a1·ruornenio· 
de realizar Ja extracción del RNA toÍaJ. ·' :- • 

;_, ·:: ;_:·.:_·~L, 

C) Se llevó a cabo la separación elect~of~~étlba<Íe' lo µg deRNA t~taipor línea ~elular, 
en geles desnaturalizantes de agarosa al ·1 %, t~d~·s~~~n broiuu'r"o d~ etidio. L~s bandas ·. 

fueron visualizadas por la exposicióii del ger'a Úavés' deltr~siÍuriúiiado~ UV, donde sólo 

fue posible apreciar las bandas de los RNA' rlb~~on;~l~s. 2ss. y 1 ss.'. La ~e&ición .de las 

bandas ribosomales mostró que la extrac~lón cÍ~I RNA t~taViisÍabá Ubr~ ded~g;:a·d-~ción, p~r 
lo que se transfirió ni soporte sólido (Fig. 3);: . ·· ,;:: :· .. . .. ' . '... '.' . . . ' . 

D) En el análisis de la hibridación tipo nortbero p~ra .el R]'.¡~ d·~¡ Fdb~-B; se d~mostró 
después de tiempos largos de exposición de la pl8ca' aut~rradi¿g~áÍibii'(i s~manlls) que los 

fibroblastos de pulmón humano expresaban bajos ;;iveles•def.ii Ír~~g~;;;d~:Z:s kb,. No se 
observaron diferencias de expresión entre las líneas celtilá;e~'decri~~d~sc~·~·púiro'ón ·ri~~alo 

' ·. ' ' :,. '• ·".~:t-,~-'.Yf~;~.,',..~,.'..'-{ ,,_¡_·o', •:. ' ', 
librótico. El RNAm de 2.8 kb, fue observado como .w1a bnnda,!11eJ1~r ~.:1~ .. hnea U2:0S, la 

cual expresa predominantemente el transcrito de 4 kb, Est~' tlltiníci' tianscritéi tam~iéu fue 

observado en algunas líneas de fibroblastos. La rehibridaciÓ,n,,_~~\1~~,'.'~erlibrana~ cÓ~ el. 
cDNA para GAPDH, muestra que la diferencia en la ex11resión del FCDP~Bi no se· debe a 

variaciones en In cantidad del RNA colocado por carril (FigA). · . . .. . . 
_,-.. ----... --.: 

,. - ·.,, '. 

E) Lo expresión del RNAm del FCDP-A no sedetcét6 con, el ~ciálisi~: de la hibridación 

tipo northero. 
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Fig. 3 Separación electroíoréticn del RNA total 
Una vez ~nfluentes en cajas de 75 cm2 Jas líne.as ccluJares. fueron sometidas a 

la extraccion del RNA total, utilizando el método de isotiocianato del paso único. 
Las membranas fueron preparadas con 1 O µg de RNA total por carril. 

'1 BS "' 

- --GAPOH" .... 

Fig, 4 Hibridación del tipo NortberlL 
El RNA total fue hibridado con el cDNA del FCDP-8, marcado con dCTP(32P¡. Las lineas de 

pulmón normal son: CCD 11-Lu, NA, LL-24 y N2. Las fibróticas son: LL-29, HIPF-8, HIPF-13 y 
HIPF-40. La línea U2-0S fue usada como control positivo. Las autoradiografias fueron expuestas 2 
semanas a -70ºC. La pane inferior muestra el nivel de RNAm del GAPDH, usado para monitorear la 
cantidad del RNA total en cada carril. 
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llJ. ACTIVIDAD MITOGENICA. 

La incorporación de timidina.:lH en el DNA de las células blanco BALB/c3T3, fue 

evaluada primeramente con 3 concentraciónes, diferentes' de suero de ternera: 1, 5 y 10%. 

La incorporación de timidina tritiada· s~ incrementó. proporcionalmente en relación ni 
porcentaje de suero utilizado (Fig.5): 

70000 

60000 

~ 50000 

" >: 
§ 40000 

.1 
~ 
~ 30000 

~ 20000 

1-····-· 
10000 

o ----
-1 

º 10 
•¡.SUERO DE TERNERA 

Fig. 5 Curva Dosis-Respuesto. 
La incorporación de T-JH al DNA de Ja línea celular BALB/c3T3 se incrementó al aumentar la 
concentración del suero de ternera. Cada muestra fue corrida por triplicado. La población celular 
utilizada fue de 1Q4 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 adición de 1 O, 25 y SO µl del MC provenientes de los fibroblastos de pulmón 

humano nonnal; CCDI 1-Lu, y fibróticos; LL-29 y HIPF-13, produjo un incremento en la 

incorporación de timidina tritiada que fue significativo con las dosis mayores del MC. Al 

comparar la dosis de 50 µI del MC de las líneas celulares con las muestras control, se 

produjo el incremento mayor de incorporación de timidina, obteniendo los porcentajes 

siguientes: 148(CCOll·Lu), 115(LL·29)y101%(HIPF·l3) (Fig. 6). 

Por otro lado, la incorporación de T·3H fue inhibida del 56 al 80%, al utilizar la alicuota 

de 50 µ1 del MC más el antisuero anti-FCDP (Tabla 5). · 

z 
o 
!i 
2100 

8 
;!; 
w z 
E 50 

~ 
:r ., 
:r 

n 

CC011-Lu LL-29 

llíg 6 lncorporadón de Tinúdina-311 
La J' BALB leJTJ creció en medio DMEM15% PPP. Las alícuotas de MC con: 10 µ1 (barras 

mea ) SO 1 (barras blancas) Fueron utilizados MC proveruentcs de 
nq¡ras), 25 µI (barras cruzadas Y µ . · FPI) Ul-OS (osteosarcoma). La 
CCDll·Lu (pulmón normal), LL-29 y HIPF-13 (de pulmon con y . .. . dar 

flecha indica el control con PPP 5% .. L1 . 0sdres~~nd~~i'::S:r~~~:i:":~~~s:~~:,;~:~i";i,':;.tiv~s. 
doterminada oo las muestras por tnp 1ca o. 
por comparación con el control de PPP 5% (P< O.O l ). 
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Tabla S, Anticuerpo anti-FCDP 
Linea celular MC AnticuelJlo Incorporación 

µI µglml % 

CCDll-Lu SO 
so 

U2-0S 50 
50 

2SO 

150 

100 
19 

100 
44 

Se utilizaron sólo dos líneas en el ensayo por carecer de 
más anticuerpo anti-FCDP. 
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DISCUSION 

La regulación de la proliferación celular durante la remodelación del tejido ·es un proceso 
complejo, mediado a través de controles positivos y negativos. · ; 

En los últimos aiios, la atención ha sido enfocada hacia un conj.unto de, citocinas 

conocidas como factores de crecimiento, involucrados en la división celular. y·· oiodulación 

del fenotipo celular. En este sentido, el FCDP representa una de las· Citocinas más 

imponantes para las células de origen mesenquimatoso, dada su potente actividad 
mitogénica sobre esta estirpe celular. 

Diversos estudios han demostrado que los eventos intracelulares iniciales provocados 

por el FCDP, consisten en promover la transición de la fase GO/GI, requisito indispensable 

para la acción rnitogénica de otro grupo de citocinas, llamadas factores· de progresión (60), 

entre los que se encuentran el factor de crecimiento epidénnico y factor de crecimiento 
semejante a insulina entre otros. 

Hace algunos años, la hipótesis dominante en relación a la replicación de fibroblastos 

era la de la vía parácrina. De acuerdo a esta hipótesis se consideraba que los libroblastos 

eran células blanco de factores de crecimiento como el FCDP, el cual eran producido por 

células inflamatorias, en especial los macrófagos alveolares. los que eran responsables de la 

estimulación parácrina de la fibroproliferación. Sin embargo, diversas evidencias 

experimentales recientes han sugerido que los propios fibroblastos pueden panícipar como 

células efectoras activas, dirigiendo la respuesta celular tanto propia como de otras células, a 

través de la elaboración de diferentes citocinas. Algunas de estas moléculas poducidas por 

fibroblastos de pulmón incluyen: interleucina-6 (12) y factor colonial estimulante de 

granulocitos-macrófagos ( 11 ). Asimismo, se ha demostrado la expresión del FCDP-A por 

células mesenquimales. En este contexto, Fabisiak y cols.( 14) observaron que fibroblastos 

derivados de pulmón de rata expresaban espontáneamente el RNAm de la cadena A del 

FCDP. En otro tipo de estudios, se ha podido inducir la expresión genética Y proteica del 

FCDP-A en los fibroblastos, por la acción de diversas citocinas como: factor de ~.recimiento 
transformante beta, factor de necrosis tumoral, interleucina-1 Y el mismo.FCDP (132-135). 

En conjunto, estas evidencias sugieren que el FCDP puede ser expresado por fibrciblaStos ya 
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sea de maner~ espontánea o mducida, y por lo tanto podria desernpeiiar un· papel en Ja 

re~:ulación· autócrina ~y/oparácrina ~e las funciones de estas células ( 132, J 33, 136): 

.. : .'· '• .. 
·.En. cuanto a la expresión del FCDP-B, del mensajero e-sis ha sido cncoiitrado en Jos 

fibroblast.os dénnicosd~ porcillo, despúés de un daño cutáneo ( 11 O). De manera interesante, 

la molécula del FCDP en p~rchicis cstafonnada del homodímero BB (137). También ha 

sido. demostráda la expresi.ón del FCDP-B, en fibroblastos de embrión de ratón por Ja 

inducción ·del factor de c~ecimiento transfonnante beta (82). Sin embargo a Ja fecha, Ja 

expresión del c-sis/PDGF~B por fibroblastos de pulmón humano no había sido demostrada. 

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

la literatura fue· el de 3.8/4.2 kb. Inicialmente y apoyados con Ja técnica de hibridación tipo 

Nonhem, nosotros también buscamos este mensajero, pero· detecÍám¿s: otra· banda de 

tamaño menor (2.8 kb) ~ue era hibridada con la misma sonda.'La)r~~~ll~ia de J~ banda 

podria deberse a una. hibridación inespecífica o representar ~tro, in~~sajero'td~I FCDP-B. 

Interesados en este hecho, ini~iain~s. la "caza"de inf~rmaciÓ;¡ shhre ·¡a bandíi'pequeña. El 

primer indicio ·alentador ·•fue r er;~o~irado ~~· b1 -r~port~d~~Mri~~ié ;; éoi. ( J o8i; ••".i1uienes 

obtuvieron el RNAm de 4.2 kb y, Jo qu~'ello-~ il~íúaio~;· .. ~,,~ !J¡Ü'da:'t~n)j~ de 2.6 kb" del 

:;:ª~~di:;:~~:ª~;: :;ii;:¡:;~;Kii:~:~: f ~iidi~~1~~ª~~~f :~t¡~t:!:~:{'"~b:::~: 
sin embargo, a panir de aquí empe~mos¡ á'~i:ií~íriir~I~i~o;~~J,ort~sen 10~ qtie·se hablab.a 

del RNAm de 2.6 kh, aunque de ~a diari;r~i~~¡;n;;t~~;d~eti (JJa;)39,ii4o).Finalmcnte 

llegamos al término del ca~i'!~; 1Íi.h~~d~cleZ~8·kh·'.efe~tiv~r.~.e~.te,'~ra oír.Ó;!lNÁmdel e-sis, 

más aún, ya había sido cára~teriz,{ilo eri iít~os siStemaS, é~'ulares/(84; 91,' 104). ¡ •. 

,, • •.'. ".;:·. \> \-::·.'.c.", ~--,~· ¡~».:- ·~:.:·.,/ .'; ::. :~~·~: 

Sorprendentemente,'. la íliferenci~ ap~~xiriia<f li de 1 kb en'tr~ ám~~srne1isajeros del e-sis: 

3.814.2 y 2.8 kb se debe a dif~;eri~ia~ en lar~giÓ~ del extre;n'o 5'. del gen. Esta 'región posee 

segmentos ricos en secuencias Ge, implicada; ~11 inhibir lá eficiencia traduccional de 

mensajeros, hecho demostrado p~r est~'di~s : réáJizáÍlos . Ú1 vi/ro ' (91) Y utilizando la 

técnfoa del gen reportero (84 ). · . '· 
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En la caracterización del extremo 5' se encontró que el transcrito de 2.8 kb retiene 80 111 
de los 1088 nt establecidos en el primer exón, por lo tanto, este RNAm care~e del efecto 

inhibidor de la traducción. De esta manera, se ha determinado al menos. en células 

endoteliales, que aunque el nivel de el<)lresión del RNAm de 2.8 kb sea tan bajo como 2-3% 

respecto al transcrito completo, puede ser relacionado con un nivel mayor sÚJtesis de 
proteína del FCDP-B ( 104 ). 

Con el hallazgo anterior, nuestros resultados demostraron que casi todos los fibroblastos 

de pulmón humano, tanto normal como fibrótico, expresan el mensajero de 2.8 kb del e-sis. 

El RNAm de 3.8/4 kb fue el<Jlresado ocasionalmente en algunas de las lineas celulares 
estudiadas. 

Además, con los el<)lerimentos de incorporación de timidina tritiada al DNA de las 

células BALB/c3T3 se demostró la presencia en los medios condicionados, obtenidos de 

fibroblastos pulmón humano, actividad estimuladora del crecimiento, sugiriendo que el 

RNAm del FCDP-B es traducido a proteina. Los MC incrementaron la incorporación del 

radioisótopo, la cual fue significativamente disminuida por el anticuerpo anti·FCDP. 

Tomando en consideración que casi todos las líneas celulares examinadas expresaron 

espontáneamente el mensajero de 2.8 kb y actividad promotora del crecimiento, sin 

diferencias aparentes entre los fibroblastos normales o fibróticos, resulta obvio que nuestra 

hipótesis es refutada, aunque es importante resaltar que nuestros hallazgos proponen al 

FCDP-B como una citocina involucrada en la fibroproliferación, actuando autócriuamente. 

Además, es importante establecer las fuentes celulares productoras del FCDP-B en el 

pulmón. En cuanto al significado biológico del FCDP-B, es posible sugerir que esie factor 

de crecimiento podria desempeñar un papel en la regulación fisiológica de l_a proliferación 

de los fibroblastos pulmonares humanos. 

En cuanto a la busqueda de posibles diferencias entre los fibroblastos · 11om1ales y 

fibróticos, podrian ser planteadas dos lineas de investiga_ci_bn.:: l~~er~·- co1is,i~e~or. la 

interrelación existente entre los fibroblastos y - otras esti~>é.s é~eluláres estoble~ida~ en el 

pulmón. Siguiendo esta línea de investigación'. p_odri~. s;< estU.diado_:~J ~~~c~ltixo de 

macrofagos alveolares y fibroblastos, ambas li~~as _~éri_~ad,as .'de ·paciente~ con ,fibrosis 

pulmonar idiopática (FPJ), y como se sabe pr~du_ct~ras del R~;<\m, d,~.Z:~ k~>' ~11 este 

sentido resultaria interesante encontrar Diveles(ÓUiyores de actjyjdad,_ P'.~m~to_ra del 
.. · '. '1· . d. fib .• bl "s' tos'normnles en cll-cultivo 

crecimiento en estos MC, que cuando fu_eran uu 1Zll os ro .. ª , , . . .· .. · 
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Obviamente, la actividad sobre el crecimiento deberá ser abolida por el anticuerpo anti 

FCDP-B. Segundo, establecer el efücto de otras citocinas, ya que se sabe que Ja 

combinación de éstas puede provocar reacciones antagónicas o potenciadoras, dependiendo 

de las citocinas específicas Y de la estirpe celular involucrada. Por ejemplo, el factor de 
crecimiento transfonnante-beta (FCT-Jl) puede estimular la proliferación de fibroblastos en 
presencia del FCDP, pero inhibe el crecimiento cuando el factor de crecimiento epidénnico 

está presente (4). Por otro lado, mediante estudios cinéticos se sabe que Ja adición del FCT-

13 a células embriónicas de ratón, induce en 20 min la expresión del RNAm del FCDP-B 

(82). Además, el FCT-13 incrementa la transcripción de genes de colágena y fibrooectinn, 
dando como resultado el aumento en la cantidad de proteinas de la matriz extra celular ( J 41, 

142). Por lo anterior, resultaria clave investigar la actividad del FCT-13 en los medios 

coudicionados de fibroblastos de pacientes normales y con fibrosis, ya que el depósito 

exagerado de colágenas intersticiales es caracteristico de la fibrosis pulmonar difusa ( 15). 

Por otro lado, en este estudio no se encontró el RNAm del FCDP-A. Esto podria 

deberse a que esta cadena no es expresada espontáneamente en los fibroblastos pulmonares 

humanos, o a que la cBlltidad de mensajero está por debajo de los limites de sensibilidad del 

análisis de la hibridación tipo northem. Alternativamente, prodria ser aplicada otra técnica 

muchísimo más sensible, como es el caso del PCR (reacción en cadena de la polimerasa), sí 

se cuenta con Jos recursos para realizarla. 

En conclusión, nuestros datos indic8ll que los fibroblastos derivados de pulmón humano 

normal y fibrótico, expresan i11 vitro, un tr8llscrito de 2.8 kb y ocasionalmente el transcrito 

de 4.0 kb de la cadena B del factor de crecimiento derivado de plaquetas. Además produce 

una proteioa con actividad de FCDP que induce.la incorporación de timidina tritiada en el 

DNA de células BALB/c3T3. 
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