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RESUMEN 

La respuesta biológica de Jos fibroblastos. puede ser modulada por diversos factonts de 

crecimiento. Alteraciones en las funciones fibroblásticas, como un aumento en su ~ón 

y en la síntesis de colágena, así como una alta concentración pulmonar de algunas citocinas. 

se han reportado en padecimientos fibróticos pulmonares. Las teorías mas recientes en la 

patogénesis de la fibrosis pulmonar, postulan que mediadores polipeptidicos producidos por 

células presentes en el pulmón, activan a los fibroblastos pulmonares. y éstos se reproducen y 

producen mayores cantidades de colágena. El principal objetivo del presente trabajo, tu• 
determinar la posible modulación fibroblástica, inducida por 3 factores de crecimiento 

diferentes: la a-Trombina. el Factor de Crecimiento Transfonnante J3 (TGF13) y tres de sus 

diferentes fonnas estructurales. y el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF). Se 

empleó un ensayo basado en el uso de un sustrato cromogénico de la trombina (S-2238), para 

cuantificar su presencia en lavados broncoalveolares (LBA) de pacientes con esclerosis 

sistémica (ES), fibrosis pulmonar idiopática (FPI). sarcoidosis y en voluntarios sanos. Mediante 

el empleo de un ensayo calorimétrico basado en el uso da azul de metileno, se ev•luó la 

capacidad de los diferentes factores en estudio, para inducir un incremento en la proliferación. 

Mediante cromatografía HPLC fase reversa, se evaluó su efecto en el metabolismo de la 

colágena de fibroblastos normales, y usando microcámaras modificadas de Boyden se ensayó 

su capacidad para atraer a fibroblastos de pulmón humano nonnal o de pacientes fibróticos. 

Los resultados obtenidos demostraron que la trombina está presente en altas concentraciones 

sólo en LBA de pacientes con ES. Aunque todas ras muestras de LBA de pacientes con 

fibrosis indujeron un incremento en la proliferación de fibroblastos de pulmón humano, sólo la 

proliferación inducida por los LBA de pacientes con ES fué inhibida hasta en un 60o/o por 2 

inhibidores específicos de la trombina. La trombina pura tu• capaz de inducir un incremento 

del 200% en fa síntesis y producción de procolégena y un aumento en la expresión del gene 

de procol8gena a.(1)1. Para TGFP1-3 se demostró que a dosis bajas se inducia una estimulación 

de la proliferación, efecto contrario al observado a dosis altas. En cuanto al metabolismo de 

col•gen• los 3 TGFJ3s, en fonna semejante, incrementaron la producción de cot•gena y una 

disminución en su degradación. Ninguno de éstos indujo quimiotáxis en fibroblastos nonnales 

o de pacientes con fibrosis pulmonar. Finalmente se investigó I• modulación de ta expresión y 

secreción de POGF por macrófagos alveolares de rata expuestos a partículas de hierro 

carbonilo y el efecto inducido por los dímeros del PDGF (AA, AB y BB) en la quimiotéxis de 

fibroblastos pulmonares. El gene que codifica para ta cadena B del PDGF. se expresó 

inmediatamente después de la exposición de los macrófagos a partículas, mientras que el 

• 



gene que codifica para la cadena A del POGF, se expresó hasta una hora desp1.;és, 

alcanzando un malximo después de 4 horas. La secreción del POGF se incntrnento despuas 

de 2 horas de exposición a particulas. En cuanto a los resultados de quimiotáxis. el POGF :- .~. 

no indujo mayor estimulación quimiotáctíca mientras que AB y BB indujeran un efecto 

considerable. Estos resultados demuestran que los diversos factores en estudio. modulan Ja 

respuesta fibroblástica de diferente forma y que esta modulación podría tener repercusiones 

importantes en padecimientos fibróticos. Además los resultados sugieren que la moch.llM::i6n 

inducida por cada factor de crecimiento es aparentemente selectiva, hecho que contribuye al 

mejor entendimiento de los mecanismos de patogénesis de Ja fibrosis pulmonar. 
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ABSTRACT 

Fibroblast activity is up-regulated by growth tactors. AbnormaJities in the proliferative and 

synthetic characteristics of the fibroblast may lead to pufmonary fibrosis. a disorder 

characterized by an alteration on collagen deposition as well as high levals of growth factors 

levels within the lung parenchyma. The current theory for the pathogenesis of pulmonary 

fibrosis is based on the hypothesis that polypeptide mediators produced by cells present in the 

lung, activate fibroblast to either proliferate or produce more collagen. The aim of this thesis 

was to determine the possible growth factor-induced up-regulation of human pufmonary 

fibroblasts activities by a.-thrombin, three isoforms of the Transfonning Growth Factor p (TGFP1-

3), and the Platelet-Oerived Growth Factor (POGF). Using a chromogenic assay. measunnents 

of thrombin leveJs in bronchoalveolar lavage fluids (BALF) from patients with systemic scJerosis 

(SSc), cryptogenic fibrosing atveolitis (CFA). sarcoidosis and nonnaf controls were made. lts 

contribution to BALF-induced fibroblast proliferation was also assessed. Proliferation of human 

lung fibroblast in response to growt.h factors was assessed using a spectrophotometric assay 

basad on the uptake and subsequent elution of the dye methylene blue. In paralell. 

maasurments on thrombin ability to induce changas in fibroblast collagen metabolism ware 

assessed by an HPLC technique using hydroxiproline as an index of procollagen synthesis. 

The median thrombin concentration in BALF from SSc patients was four-fold higher than levels 

measured in controls. BALF from all patients stimulated fibroblast proliferation compared with 

controls, however the use of two thrombin inhibitors, only attenuated the proliferation induced 

by BALF from patients with SSc. Also has been shown that thrombin increase genic expression 

of procollagen a.(1) l. and the synthesis and production of procollagen. In relation to the effects 

induced by TGFp isoforms1.:s on proliferalion, chemotaxis and collagen metabolism on normal 

human pulmon•ry fibroblast and fibroblast from patients with pulmonary fibrosis, low dosis of 

each TGFp isoform induced an estimulation on fibroblast prolifaration which changed to 

inhibition at higer dosis. All TGFj3 isoforms induced an increase on collagen production and 

decnt•ses its degradation. Nona of the tested TGFp isoforms induced chemotaxis on normal 

fibroblasts or from patients with pulmonary fibrosis. Chemotaxis induced by PDGF dimers C-AA. 

-AB, and -88) on pulmonary fibroblast was assessed. In parallel expression and secretion of 

PDGF on alveolar macrophages (AM) that were stimulated in vitro with iron particles were 

assesaed. Oifferential induced chemotaxis were observad depending on the PDGF dimer used. 

PDGF-AA did not stimulate fibroblast chemotaxis, meanwhile PDGF-BB an -AB induced an 

increase in flbroblast chemotaxis. lron particles estimulated PDGF gene expression on AM. The 

PDGF B chain was expressed inmediatley atter particle exposure, while PDGF A chain 

10 



expression was tumed on untiJ ona hour later, with a maximat expression after four hours. 

POGF secration was maximum 2 hours after iron·panicie exposition. All togethel" these data 

support !he hypolhesis that differant growth factors up-ragulate fibroblast aetivity in differant 

ways, and that these up-regulations could be relevant for pulmonary fibrosis. Also thes9 data 

suggest a selectiva modulation induced by each gowth factor. These facts could be impoftant 

on the understanding of the pathogenesis of pulmonary fibrosis. 
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Introducción 

INTRODUCCION 

Los fibrobfastos son células derivadas del mesodermo embrional, que se encuentran 

ampliamente distribuidas en el tejido conjuntivo fibroso. Se sabe que particip-. en plO(:eSOS 

normales de reparación como Ja cicatrización y que probablemente, estén involucrados en el 

establecimiento de algunos procesos patológicos como Ja f1brosis pulmonar (Avary, 1966). La 

importancia de los fibroblastos en el establecimiento de un proceso fibrótico pulmonar, se ha 

atribuido a que una de sus funciones principales, es la producción de algunos companentes de 

Ja matriz extracelular. Dichos componentes como la colágena, la Jaminina y la fibronectina, son 

fundamentales en este tipo de padecimientos, ya que se acumulan en grandes cantidades en 

el paritnqima pulmonar (Wilkie, 1995, McAnully, 1995). 

Numerosos mediadores del tipo polipeptidico, denominados factores de crecimiento o 

citocinas que influyen Ja función fibroblástica han sido descritos (Argelli, 1986, Goldst•in 1986, 

Crouch, 1990), cabe mencionar que en el caso de diversas lesionas pulmonares, el estudio de 

dichos factores, se ha documentado ampliamente (Kelley, 1990, Kovacs. 1994). 

Específicamente se sabe que algunos de éstos estimulan a Jos fibroblastos a sintetizar 

mayores cantidades de colágena. como el Factor de Crecimiento Transformante p (TGF-13 1 ) 

(Varga, 1988, McAnulty 1991, Overalt, 1989), mientras que otros estimulan su proliferación y 

quimiot~xis a sitios especificos, como el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) 

(Seppa, 1982, Osomio, 1990, Bonner, 1990), la trombina (Gray, 1990, Dawes, 1993, Bar

Shavit, 1992). la endotelina-1 (ET-1) (Cambray, 1992, Peacock, 1992) y el Factor de 

Crecimianto Semejante a Insulina (IGF-1) (Goldstein, 1989, Philips, 1987, Cambrey, 1994), etc. 

De lo anterior se deduce que la respuesta de los fibroblastos, pueda ser modulada por 

diversos factoras de crecimiento, al menos en tres niveles diferentes a saber. el metabolismo 

de la colágena, la regulación de su proliferación y su quimioatracción a un sitio de lesión 

específico. Debido a que los fibroblastos constituyen cerca del 40% de la población celular del 

pulmón, y a que en pulmones de pacientes fibróticos, se han reportado aftas concentraciones 

de algun•s citocinas, y alteraciones en las funciones celulares antes mecionadas (Richards, 

1991, McAnulty, 1995); el fibroblasto y su modulación inducida por citocinas. cobran particular 

importancia en el establecimiento de los mecanismos tempranos de la patogénesis en la 

fibrosis pulmonar. 

12 



fntrOducción 

La fibrosis pulmonar es el estadio final de una serie de desórdenes heterogéneos. que 

en apariencia tienen en común la acumulación de colágen• (McAnulty, 1995). El depósito 

excesivo dti! esta proteina de matriz extraeelular, se ha atribuido al desequilibrio entre su 

síntesis y su degradación (Laurent, 1986, McAnulty, 1995). Una da las hipótesis que --..ian 

explicar el desarrollo de la fibrosis pulmonar, postula qua factores de crecimienb son 

secretados por células pulmonares (fibroblastos. células epiteliales y endotefiales), o por 

células de la circulación presentes en le pulmón (macrófagos, neutrófifos, Hnfocitos), y qu9 son 

éstos quienes atraen a fos fibroblastos al sitio de lesión pulmonar y estimulan su duplicación y 

la síntesis de excesivas cantidades de colágena (Hartison, 1991, Roberts, 1993 McAnulty, 

1995). 

Durante el desarrollo de un fenómeno fibrog&nico, mas de un factor de crecimiento está 

involucrado, por lo tanto la secuencia de eventos que suceden en estas fases tempranas de fa 

fibrogénesis podrían estar reguladas por el o los Upos da factores d• crecimiento secretados, 

fa secuencia de su aparición, la interacción entre ellos, su concentración en el micrcambiente 

celular, fas características y concentración de sus receptores en la superficie celular, el tipo de 

agente que inicie la lesión, etc. (Kelley, 1990. Crouch, 1990). 

Considerando la complejidad de un sistema in vivo y el gran número de variables que 

se tendrían que manipular in vitro para determinar el papel de cada uno de los factores antes 

mencionados en el establecimiento de un fenómeno fibrótico pulmonar, el presente trabajo se 

limitó al estudio de tres factores de crecimiento: la a-trombina, el TGF-P (se consideraron tres 

de sus diferentes fonnas estructurales TGFp,.3), y el PDGF. Todos ellos conocidos como 

moduladores de la respuesta fibroblástica y por tanto posiblemente implicados en el desarrollo 

de un padecimiento fibrótico pulmonar. 

En el presente trabajo y con el fin de ampliar nuestro conocimiento acerca de la 

modulación fibroblástica potencialmente inducida por los factores de crecimiento antes 

mencionados, y establecer sus posibles consecuencias en fenómenos fibróticos, se detenninó 

su efecto a nivel de la proliferación celular, la quimiotáxis y el metabolismo de fa colágena de 

fibroblastos de pulmón humano. Cabe destacar que estos procesos se han reportado como 

esenciales en el establecimiento de una fibrosis pulmonar (McAnulty, 1991, McAnulty, 1995). 

A fin de facilitar la interpretación del presente trabajo, se incluyó una sección de 

antecedentes, en la que en forma general se revisan conceptos básicos, esenciales para el 
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Introducción 

entend;miento de los resultados obtenidos en el mismo, y que permitirán una mejor eva1.._ -;ón 

del alcance de •stos. La presentación de los materiales, métodos y resultados se subdi\·r: · ,, 

capítulos diferentes, en cada uno de los cuales se incluyó el estudio de un facrr. 

crecim;ento diferente. 

El primero de estos. se enfoca al estudio del efecto biológico inducido in vitro por la a

trombina en fibroblastos de pulmón humano. a diferentes niveles: proliferación celular y 

metabolismo de colágena. Asi mismo. se incluye la determinación del efecto inducido por la 

trombina, presente en los lavados broncoafveolares de pacientes con diferentes tipos de 

fibrosis pulmonar (asociada a esclerosis sist9mica. fibrosis pulmonar idiopática y sarcoidosis). 

en fa proliferación de fibrobfastos de pulmón humano nonnal y fibrótico. 

En ef segundo capítulo, se muestra la detenninación del efecto biológico inducido in 

Vitro. por tres de fas diferentes formas estructurales del Factor de Crecimiento Transfonnante 13 

(TGFJ31,3), en fibrobfastos de pulmón humano nonnaf, a nivel da proliferación celular, 

quimiotáxis y metabolismo de colágena. También se incluya una comparación entre el efecto 

inducido por los TGFIJs en fibroblastos de pulmón normal y de pacientes con fibrosis pulmonar 

(idiopática y asociada a esclerosis sistémica). 

El tercer capitulo, se destinó a dilucidar el efecto inducido por POGF. a nivel génico. se 

empleó la exposición de MA a partículas inorgánicas y se evaluó el patrón de expresión génica 

de cada una de las cadenas polipeptidicas del PDGF (A y B) a través del tiempo (0-20 hrs). En 

paralelo se intentó~ establecer una correlación entre dicha expresión y la secreción de la 

proteína al medio y Ja detenninación del efecto de cada una de fas fonnas estructurales del 

Factor da Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), como quimioatrayentas de fibrob/astos 

pufmon•res. 

En el presente trabajo entonces, se consideraron una diversidad de factores de 

crecimiento implicados en diferentes sistemas biológicos como son los presentes en los 

lavados broncoafveolares de pacientes con distintos tipos de fibrosis pulmonar, el efecto de 

éstos en distintos tipos de fibrobfastos (nonnales y de pacientes fibróticos) y la secreción de 

dichos factores por distintos tipos célulares, como pueden ser los fibrobfastos o los macrófagos 

afveol•res, en respuesta a estímulos extemos desconocidos o conocidos. 
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La conjunción de estos resultados y la comparación del componamiento inducido por 

los diferentes factores da crecimiento en los sistemas estudiados. permitió un rr.e1or 

entendimiento de la modulación de la respuesta biológica inducida en fibroblastos por dichos 

factores de crecimiento. Adicionalmente, el anc:ilisis de los resultados, pennitió desarroUar 

nuevas hipótesis acerca de los eventos esenciales en fenómenos específicos en los que esta 

modulación fibroblástica pudiera ser relevante, tal es el caso de algunos tipos de fibrosis 

pulmonar. 

Cabe destacar que debido a que se trabajó con diferentes sistemas que semejan 

diferentes tipos de fibrosis, una en la que se conoce el agente causal (inducida por la 

inhalación de partículas inorgánicas) y otras en los que el agente etiológico es desconocido 

(Fibrosis pulmonar idiopatica, asociada a escierosis sistémica, y sarcoidosis), se pudieron 

establecer correlaciones interesantes entre los mecanismos celulares tempranos observados 

in vitro y que posiblemente pudierán ser comunes a todos estos padecimientos in vivo. Debido 

a la semejanza en las respuestas observadas a nivel de la modulación de la actividad 

fibroblástica, esto podría ser válido al menos en fases tempranas del desarrollo da este tipo de 

padecimientos. 
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l. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS FIBAOBLASTOS 

Los fibroblastos son células de origen masenquimatoso, que están ampliamente 

distribuidos en la naturaleza. Estos son generalmente ahusados, es decir con forma alargada, 

y pos-n un núcleo elíptico con uno o más núcleos (Avery, 1966). Su citoplasma se 

caracteriza por la presencia de un abundante retículo endoplásmico, numerosas mitocondrias 

y cuando están estimulados presentan una apariencia granular y basófila (Wilkie, 1995). 

La proteínas sintetizadas por los fibroblastos desempeñan un papel muy importante en 

los procesos de reparación. Además se sabe que estas células expresan en su superficie 

celular receptores denominados integrinas, que reconocen secuencias de aminoácidos que 

contengan arginina-glicina-ácido aspártico (RGD). y que están presentes en la mayoría de las 

proteínas de Ja matriz extracelular (Wilikie, 1995). Esto permite suponer que existen 

interacciones entre las proteínas de la matriz y los fibroblastos, lo que facilita la contracción de 

la cicatriz y probablemente represente uno de los mecanismos de acción más importantes en 

la cicatrización normal y a su vez puede que sea relevante en procesos patológicos como la 

fibrosis. 

QUIMIOTAXIS 

Los fibroblastos son células capaces de migrar in vivo e in vitro bajo la influencia de 

factoras quimíotácticos (Chang, 1981. Fallar, 1994). Un gran numero de agentes 

quimiotácticos para fibroblastos han sido caracterizados, algunos de estos son: el Factor 

Quimiotáctico para Fibroblastos Derivado de Linfocitos (LDCFF) (Postlethwaite, 1976), los 

tripéptidos y dip•ptidos de las colagenas tipo 1, 11 y 111, (Postlethwaite, 1978), y los fragmentos 

de la fracción 5 del complemento (Postlethwaite. 1984). 

En pacientes con fibrosis pulmonar diversos mediadores han sido implicados en el 

reclutamiento de fibroblastos al pulmón, entre otros la endotelina-1 (Giaid, 1993), el PDGF 

(Martinet, 1987, Osomio-Vargas. 1990). y la fibronectina (Kinsella, 1989. Seppa, 1982). Una 

vez que los fibroblastos son atraídos al sitio de lesión, éstos pueden ser secuestrados en este 

lugar por el mediador derivado de células T que se libera en el sitio de lesión y que 

selectivamente inhibe la migración de los fibroblastos a cualquier otra localización celular 

(Rola-Pleszczynski, 1982). 
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PROLIFERACION 

La proliferación celular desemperla un papel muy importante en et desarroMo de ~ 

normal. la reparación de tejido dafiado y el desarrolfo de diferentes padecimieotos con 

pneumonitis, la bronquitis crónica, la fibrosis y el cáncer. La proliferación ~en regiont::.:. 

alveolares está muy bien documentada, especialmente en procesos en los que eJlislm lesión 

tisular (Hakomar, 1975). 

1) CICLO CELULAR 

La proliferación de fibrob#astos involucra una sene de eventos génicos y bioquímicos 

que poseen una secuencia ordenada y específica (Koshland, 1994). Aunque este proceso es 

continuo, para su estudio, puede ser dividido en cuatro fases (figura 1). 

.------. w 

e,· 

"' 

Figura 1. Represenración esquemática del ciclo celular 

La fase G1 (Gap1} es un periodo que precede a la sintesis de DNA, en esta fase se 

elevan la síntesis de proteína nuclear y ciroplasmát;ea. La fase S es un periodo de sintesis de 

ONA, mientr.s que la fase G2 es un segundo periodo en el que se incrementa la síntesis de 

proteína nuevamente y se expande el citopfásma. la fase M o mitótica es el periodo de dhlisión 

celular. A las fases G1. G2 y S en conjunto se les denomina interfase, ya que la célula no está 

· en división activa. M es la fase más corta del ciclo celular, generalmente no dura más de 60 

minutos, periodo después del cual Ja célula puede entrar nuevamente al ciclo o bien iniciar su 

participación en diversas funciones tisulares. Las células altamente diferenciadas pierden su 

capacidad de división. 
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La fase S es similar en diferentes tipos celulares, usualmente dura entre 6 y 8 horas. 

Las mayores diferencias entra los ciclos celulares de células distintas, se encuentran en las 

fases G, y G2 del ciclo (O'Connel, 1994). Específicamente para los flbroblastos, éstas fases 

tienen una duración aproximada de 8 a 10 horas, sin embargo. varían considerablemente en 

otros tipos celulares. Una quinta fase def ciclo celular es la fase Ga. ésta es donde las células 

se encuentran en un periodo de descanso y no entran al ciclo celular. 

Las células pueden salir de Ja fase Go e iniciar el ciclo celular en fase G, si reciban la 

sena1 bioquímica apropiada. Esta senat puede estar dada, por ejemplo, por factores de 

crecimiento. Por otro lado se sabe que existen substancias diversas que inhiben la 

proliferación celular. Los mas estudiados son los chalanes, substancias solubles que inhiben la 

proliferación por mecanismos de retroalimentación. es decir que cuando se encuentran en afta 

concentración actúan como inhibidores, mientras que a bajas concentraciones no tienen esta 

función (Murray, 1994). Aunque la presencia de tales chalanes es controversial, la influencia 

de factores de crecimiento es ampliamente aceptada. 

11) FACTORES DE CRECIMIENTO, REGULADORES DEL CICLO CELULAR 

Se sabe que diversos factores de crecimiento, inician una serie de eventos bioquímicos 

asoci•dos con fa dupUcación de fa masa celular y la síntesis de ONA. El mecanismo mediante 

el cual dichos factores de crecimiento inducen el reinicio del ciclo celular no está muy bien 

entendido, aunque se piensa que éstos actúan vía receptores de membrana especificas 

(Wrann, 1980, Heldin, 1984, Heldin, 1989, Wharton, 1982, Bowen-Pope, 1983, Collins. 1983), 

los cuales a su vez. inducen señales de transducción y fosforilación de diversas proteínas 

reguladoras de la función biológica (Cohen, 1980). 

Los factores de crecimiento pueden ser clasificados de acuerdo al tipo de actividad 

biológica que ejercen en el ciclo celular en: factores de crecimiento por competencia o por 

progresión (Stiles, 1979). Los primeros actúan en células que se encuentren en fase Go y las 

inducen a reiniciar la fase G, del ciclo celular. un ejemplo de éstos es et POGF. Los factores de 

crecimiento de progresión, como el Factor de Crecimiento Semejante a Insulina (IGF-1). son 

neces•rios para que las células continuen el ciclo celular a través de la fase G,. 

Aunque algunos factores de crecimiento pueden actuar como factores de competencia 

y de progresión, llevando a una célula desde su estado de reposo hasta la mitosis, en la 

mayoría de los casos se requiere de mas de un factor de crecimiento para inducir la 
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proliferación celular máxima (Pledger, 1977). Por ejemplo el PDGF y el Factor de Crecimiento 

Epldénnico (EGF) actúan principalmente al inicio de la fase G1. regulando el número de células 

que entra al ciclo celular desde G 0 y sólo ejercen un efecto parcial en el periodo de transición 

entre la fase G1 y S. El IGF-1 en cambio, actúa en el periodo de transición entre G1 y S. sólo 

unas cuantas horas antes de que se inicie ta síntesis de DNA. 

El período de acción de los factores de crecimiento por competenci•. tiene una 

duración aproximada de 18 horas. Aunque el mecanismo mediante el cual la inducción por 

competencia se lleva a cabo, es desconocido, se sabe involucra interacciones moleculares 

que resultan en cambios en la expresión génica. Al respecto, se sabe, que el POGF induce la 

expresión de genes concomitantes mediadores de la proliferación (Baserga, 1985). 

Además de la modulación del ciclo celular inducida por factores de crecimiento por 

competencia y por progresión, cabe destacar que se han identificado dos clases de genes 

relacionados con la regulación del ciclo celular. La primera clase incluye a aquéllos genes cuya 

expresión es modulada a través del ciclo y son denominados ciclo celular dependientes, 

algunos ejemplos de éstos son los genes que codifican para las histonas, la timidin cinasa y la 

calmodulina (Oenhardt, 1985). Los productos de este tipo de genes son requeridos por las 

células durante el ciclo celular. y aparentemente no están regulados por los factores de 

crecimiento. 

La segunda clase de genes que es suseptible de regulación por factores de 

crecimiento, está constituida por genes de respuesta temprana. e incluye a proto-oncogenes 

celulares como el c-myc y el c-fos (Krujier, 1984, Muller, 1984). La transcripción de esta clase 

da genes se incrementa cuando las células en estado de reposo son estimuladas a entrar al 

ciclo celular y dividirse. Se sabe que los productos proteicos de los genes c-myc y c-fos, se 

unen al nUcleo y actúan como reguladores de la transcripción (Curran y Franza, 1988), aunque 

tambi•n se h• demostrado que la expresión de e-fas puede ser necesaria pero no suficiente 

pa,. iniciar et proceso de división celular. Algunos factores de crecimiento que se ha 

comprobado son capaces de estimular la acumulación de mRNA de los genes c-myc y e-fes. 

son el POGF. el EGF y el Factor de Crecimiento para Fibroblastos (FGF) (Bravo, 1985, Kruijer, 

191M y Muller, 191M). 

En la mayoría de las lineas celulares de fibroblastos, la progresión tiene una duración 

aproximada de 12 horas y sólo puede ser detenida en dos diferentes puntos del periodo G, 
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(Murray, 1994, Newport, 1995) El primer punto está regulado por la disponibilidad d• 

nutrientes, •• decir que en ausencia da aminoácidos suficientes, I• progresión de fase G 1 a S 

se detiene en G,; a este punto de restricción en af ciclo celul•r. se fe denomin• punto v. Este 

punto se localiza aproximadamente 6 horas antes de que inicie S (Stiles, 1979). El segundo 

punto susceptible de control dentro del ciclo celular, es llamado punto W, y se encuentra antes 

de que ocurra la sintesis de ONA (Wharton, 1982). 

Una vez que las células entran en fase s. la síntesis de ONA inicia y los factoras de 

crecimiento parecen ya no ser necesarios. En este momento. el DNA se duplica y se inicia la 

síntesis de histonas, después de la síntesis de DNA fas células entran en fase G2 del ciclo 

celul•r. durante Ja cual fa célula se prepara a mitósis. En este período existe nuevamente un 

punto especifico de control, en el cual la OOJula puede ser detenida y no continu•r el ciclo 

celular hacia fase M o mitótica. Específicamente se sabe que la mitosis puede ser regulad• por 

una proteína denominada ciclina (Dulic, 1994). ésta a su vez regula a una cdc2 cinas• que 

probablemente es la responsable final de la inducción de la mitosis (Weinstein, 1994). El 

mecanismo de control de la fase G2 no es conocido, sin embargo, se ha identificado una 

chaJona que actúa especificamente en la fase G2 de fibroblastos provenientes de tejido 

pulmonar (Murray, 1995). 

Como puede verse, estas observaciones contemplan aspectos diferentes a los 

propuestos en el modelo más simple, da progresión y competencia y sugieren por tanto, una 

nueva perspectiva de los efectos regulatorios ejercidos por los diferentes factores de 

crecimiento. Este hecho apoya de alguna manera, la interdependencia entre la célula y estos 

mitógenos qua pueden regular los indices de crecimiento neto. 

PROLJFERACION DE FIBROBLASTOS Y FIBROSIS PULMONAR 

Estudios de proliferación llevados a cabo en fibroblastos provenientes de lesiones 

fibróticas tempran•s diversas. han sugerido que estos fibrobtastos poseen un potencial 

proliferativo mayor que el de los fibroblastos nonnales (Jordana, 1988). Esto podría ser 

resultado de la activación policlonal de tales células, o bien da la presencia de ciertas 

subpoblaciones de fibroblastos con diferentes características de crecimiento. 

Aunque se sabe que los fibrobJastos poseen funciones heterogéneas dependiendo de 

su edad, sitio de origen. y especie de donde provengan (Kom, 1985), en fibroblastos de 

pacientes con fibrosis pulmonar, se ha reportado una gran heterogeneidad en sus 

21 



Antecedentes 

características de crecimiento. Específicamente se ha demostrado que algunas clonas, poseen 

una capacidad proUferativa aumentada comparada con clonas control (Jordana. 1988). 

Estas observaciones sugieren la posibilidad de que en condiciones de inflamación, el 

microambiente pulmonar permitiera el surgimíento da clonas de fibroblastos de crecimiento 

rápido, que no sólo pudieran estar involucradas en el desarrollo de un fenómeno de tipo 

fibrótico, sino que además pudieran ser las responsables del desencadenamiento de este tipo 

de padecimiento. 

En estudios in vivo en los que se han proporcionado condiciones semejantes a las que 

podrían estar presentes en una lesión pulmonar crónica, se ha observado, que toma 

relativamente poco tiempo a un grupo particular de clonas, alcanzar una masa celular que 

altera el comportamiento proliferativo de los fibroblastos en forma semejante a lo encontrado 

en tejido fibrótico. La presencia de fibrobfastos con una gran capacidad profiferativa, en loa 

pulmones de pacientes con fibrosis pulmonar entonces, podría ser el resultado de 

anormalidades en la respuesta de estas subpoblaciones celulares a factoras da crecimiento 

especirrcos o bien, al desbalance entre ciertas se,,ales inhibitorias y estimulatorias p•ra la 

proliferación de fibroblastos en el microambiente pulmonar. 

Muchos estudios han demostrado evidencia experimental, qua sugiere alteraciones en 

la modulación de diversos factores de crecimiento en los pulmones de pacientes con fibrosis 

pulmonar. Por ejemplo, se sabe que los macrófagos alveolares obtenidos de pacientes con 

FPI, poseen niveles incrementados de los mRNAs de POGF (Nagaoke, 1990) y secretan 

concentraciones muy elevadas de PDGF e IGF-1 (Martinet, 1987, Rom, 1988). Así mismo, se 

ha demostrado por ensayos de hibridación in .situ e inmunohistoquimica. que en fas biopsias 

pulmonares de estos p•cientes poseen niveles aumentados del mRNA de PDGF (Antoniades, 

1990. Viganud. 1991). En un modelo experimental de fibrosis pulmonar, se ha demostrado que 

loa macróragos alveolares, secretan grandes cantidades del mRNA de la cadena B del POGF 

(Kovacs, 1985). y del homodimero POGF-BB (Fabísiak, 1989, Han, 1992). Por otro lado, 

también se ha demostrado que los macrófagos alveolares de pacientes con FPI, secretan 

grandes cantidades de IGF-1 y Fibronectina (Martinet, 1987, Rom, 1988). 

Además del efecto inducido por los factores de crecimiento más conocidos, cabe 

mencionar que existe evidencia experimental, que sugiere fa acción de otras moléculas no 

caracterizadas como factores de crecimiento. Se sabe por ejemplo, que en los pulmones de 
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pacientes con algunos tipos da fibrosis pulmonar, exista un depósito de fibrina en co

localización con acúmulos de colágena (Fukuda, 1987). Este hecho apoya la hipótesis de la 

acción de algún factor, presente en la cascada de la coagulación, en el incremento de la 

sintesis de la colágena. Al respecto se ha demostrado en un modelo animal de fibrosis 

pulmonar (Tani, 1991), que el crecimiento fibroblástico inducido por lavados broncoalveolares 

de ratas con pulmones fibróticos, era atribuible al menos parcialmente, a la trombina, factor 

clave en la cascáda de la coagulación y encargado de convertir fibrinógeno en fibrina (Fenton, 

1993). 

Aunque se ha estudiado más ampliamente el posible efecto estimulador, inducido por 

los diversos factores de crecimiento en la función fibroblástica (proliferación quimiotáxis, 

metabolismo de colágena. etc.), se han identificado algunos factores inhibidoras del 

crecimiento fibroblástico, presentes en lavados broncoalveolares de ratas con fibrosis 

pulmonar inducida con bleomicina (Tani, 1990). Por otro parte en pacientes con FPI, se ha 

demostrado que" células mononucleares muestran una secreción aumentada de TGFJ!, 

conocido como inhibidor de la proliferación fibroblástica (Khalil, 1991). 

Aunque se conoce el efecto de diversos mediadores en la modulación de la 

proliferación de fibroblastos en algunos padecimientos de tipo fibrótico pulmonar, existen muy 

pocos estudios en los que se ha investigado el efecto de las combinaciones de estos 

mediadores en la proliferación de los fibroblastos. Aunque esto podria resultar muy complejo, 

seria muy intersante dilucidar los mecanismos de interacción entre citocinas, estableciéndo 

posibles fenómenos de competencia o cooperatividad. Además, probablemente nos 

acercaríamos más a Jos fenómenos celulares qua suceden realmente. 

El estado fibrótico resultante de estas anomalías en la proliferación de los fibroblastos 

modulad• por diferentes factores de crecimiento, resulta en una desorganización de la 

estructura del parénquima pulmonar asociada con desarreglos y cambios en la localización, 

fonn• (Bassett. 1987) y tipo de las colágenas pulmonares (Seyer, 1976). Estos cambios se 

han atribuido, a una reducción en el índice de degradación de las colágenas recien 

sintetizadas (McA.nulty, 1991), o bien a una reducción en la degradación extracelular de las 

colágenas de la matriz extracelular (Edwards. 1987, Overall. 1989, Shi, 1990). 

En esta sección se revisaron algunos conceptos básicos sobre los fibroblastos y los 

mecanismos involucrados en el control de su proliferación celular, demostrando que algunos 
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factores de crecimiento pueden tener una influencia importante en ra proliferación y 

quimioatracción de fibroblastos. En la siguiente sección, se revisarán generalidades acerca de 

las diferentes citocinas conocidas y que influencian la función biológica de los fibroblastos. Asi 

mismo se mencionarán algunas observaciones recientes, acerca del papel de tales factores de 

crecimiento en el control de la proliferación fibroblástica en la fibrosis pulmonar. 

11. MEDIADORES DE ACTIVIDAD FIBROBLASTICA 

En la presente sección se revisan brevemente las propiedades de algunos mediadores 

polipeptidicos, también llamados factores de crecimiento, relevantes en padecimientos tales 

como la fibrosis pulmonar (Gauldi, 1993, Kovacs, 1994). Estos ya han sido mencionados en fa 

sección anterior, misma en la que se documentó su capacidad como moduladores de una gran 

variedad de funciones fibroblásticas. Cabe mencionar que debido a que en el presente trabajo, 

se evaluara el efecto biológico inducido en fibroblastos por la trombina, el TGFP y el POGF, se 

hará especial énfasis en los antecedentes, hasta ahora conocidos, de estos tres factores. Esto 

proporcionar• el marco de referencia óptimo. para el mejor entendimiento del planteamiento de 

fas hipótesis y al mismo tiempo facilitará la evaluación de los resultados obtenidos. Un gran 

número de mediadores han sido caracterizados (Cuadro 1 ), la mayoría son de origen 

ptipeptidico y afectan la producción de la colágena. estimulando directamente su producción o 

bien induciéndo la quimiotáxis y la proliferación de fibroblastos. 

CUADRO 1 

EFECTO DE FACTORES DE CRECIMIENTO EN FIBROBLASTOS. 

PROLIFERACION QUIMIOTAXIS, Y SINTESIS DE COLAGENA. 

MEDIADOR EFECTO BIOLOGICO REFERENCIA 

EGF ..!.. Sintesis de colágena Kurata y Hata, 1991 

ET-1 i'Proliferación, Í'Quimiotáxis Cambrey,1992 Peacock,1992 

Factor Activador Fibroblastos i' Proliferación Wahl, 1978 

Corticoesteroides .... Síntesis de colágena Coci<ayne1986, 01kannen 987 

..!... Proliferación McCoy, 1980,Postlethwait1981 

Fibronectina i'Proliferación, iQuimiotáxis Bitterman, 1983, Potts, 1994 

J. Disminución T Incremento 
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MEDIADOR EFECTO BIOLOGICO REFERENCIA 

IGF-1 iSintesis de colágena Goldstein, 1989 

iProliferación Phillips, 1987, Baserga 19!M 

rnterferón a .J..Sintesis de colágena Jiménez, 1984 

J.. Proliferación Duncan y Barman, 1987 

lnterferón p J.. Proliferación Tominaga y Lengyel, 1985 

IL-1 (a y Pl iSíntesis de colágena Kahali, 1987, 

1"Proliferación Fresheney !M Singh, 1988, 

lnterferón y J..Sintesis de colágena Jiménez, 1984 

t Proliferación Hunninghake, 1986 

Insulina .!.Síntesis de colágena Mauviel, 1991 

PDGF iProliferación Oliver, 1989 

'tQuimiotilxis Seppa, 1982 

Prostaglandina Et J..Sintesis de colágena Baum, 1980 

Prostaglandina E2 J..Sintesis de colágena Saltzman, 1982 

..t. Proliferación Olivar, 1989 

Acido retinoíco ,,¡,.5;ntes1s de colágena Oikarinen, 1987, Dawes, 93 

':"Proliferación y 'tOuimiotáxis Gray 90 Peppelenbusch 95 

TGF-p, iSíntesis de colágena Varga y Jiménez, 1987 

.!.Quimiotáxis McAnully, 91, Osomio, 1993 

TNFa i Proliferación Mauviel, 1991 

,¡,.síntesis de colágena Vilcek, 1986 

Incremento • Disminución 

Los mediadores polipeptidicos son producidos por diferentes tipos de células tales 

como los macrófagos, los monocitos, los linfocitos, las células epiteliales y endoteliales y los 

mismos fibroblastos. Estos pueden funcionar como mitógenos solubles, esenciales en los 

procesos normales de cicatrización y en ciertas patologias como la fibrosis pulmonar. 

FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF) 

El POGF es un mediador de la proliferación y quimiotáxis de los fibroblastos, que ha 

sido estudiado ampliamente en relación a procesos fibróticos y de cicatrización (Stiles, 1979, 

Seppa, 1982). Aunque originalmente el PDGF fué aislado de los gránulos u de las plaquetas. 
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que constituyen su prinicipal sitio de almacenaje. actualmente se sabe que también puede ser 

sacret•do por muchas otras células. incluyendo los monocitos (Martinet, 1986), los macrófagos 

(Shimokado, 1985), las ce/u/as endoleliales (DiCorteto y 80-n-Pope, 1983), las céfufas 

vascufants de músculo liso (Wafker, 1986) y fos fibroblaslos (Leof, 1986, Hefdin, 1984, Hefdin, 

1989, Ross. 1990). Las células que poseen receptores para PDGF y que por tanto constituyen 

células blanco de este factor de crecimiento, son las células del tejido cojuntivo, c:omo los 

fibroblastos, los condrocitos, las células vasculares def músculo liso, las células endotefiales y 

algunas epiteliales, las células de la glia y algunas células tumorales (Golub, 1994, Heldin, 

1993). 

/) ESTRUCTURA 

El POGF es una glucoproteína catiónica y dimérica, que tiene un peso molécular de 30 

KOa, está compuesto por dos cadenas polipeptídicas homólogas, unidas entre si por múltiples 

puentes disuffuro y denominadas A y B. Aunque algunos hallazgos experimentales han 

demostrado que el PDGF puede ser encontrado en forma de monómero (Pencev, 1988), 

generalmente el POGF se encuentra en cualquiera de tres diferentes fonnas estructurales: dos 

homodimeros (PDGF-AA, PDGF-88) y un heterodimero (PDGF-A8) (Heldin, 1989, 1993). 

11) GENES DEL PDGF 

Las dos cadenas polipeptidicas del PDGF A y B, son codificadas por dos genes 

diferentes, mapeados en direrentes cromosomas y cuya expresión es regulada 

independientemente (Hefdin, 1984, 1989). El gene que codifica para fa cadena A. se 

encuentra en al cromosoma 7 banda q -11.23. posee 7 axones y dos transcritos de 2.8 y 2.3 

Kb respectivamente. EJ gene que codifica para la cadena B es el proto-oncogen e-sis, 

localizado en el cromosoma 22 banda q12.3 -q13, tiene 6 axones y dos transcritos de 2.8 y de 

4.2 Kb (Fen, 1991, Rao, 1988, Hefdin, 1993, Rojas-Valencia, 1995). 

111) RECEPTORES DE PDGF 

· Se conocen dos diferentes tipos de receptores para el POGF el a y el p, cada uno 

difiere en su afinidad por las diferentes formas estructurales del PDGF. El receptor a posee 

una afinidad únicamente por el PDGF-AA, mientras que el receptor p interactúa con todas las 

formes estructurales def PDGF (Matsul, 1989, Heldin, 1989, 8onner, 1993). Los receptores del 

PDGF poseen dominios intracelulares con actividad de tirosin cinasa, que se estimula con la 

unión de POGF y genera una compleja cascáda de señales de transducción (Franke, 1995). 
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La unión de los diferentes dímeros del PDGF con sus receptores. resulta primeramente en una 

dimerización y autofosforifación del receptor prerT'equisito para la asociación y activación de la 

fosfolipasa C-y, el fosfatidil inositol 3 cinasa. la proteína activadora de GTPasa, el RAF-1, la 

moviUzación de calcio y la activación de fa protein cinasa C (Faller, 1994). Así mismo se activa 

la expresión de genes de respuesta temprana como el c-myc. c-fos, JE, c-jun, erg-1 y e-ras y 

una gran variedad de respuestas celulares asociadas a la función del POGF, como son la 

estimulación de la proliferación y quimiotáxis de fibroblastos, la inducción de la expresión de 

otros factores de crecimiento, etc. (Heldin. 1993) 

/v) EFECTO BIOLOGICO DEL PDGF 

Aunque los péptidos del POGF estéin muy relacionados. inducen un efecto biológico 

diferente. Estas diferencias se explican en parte, por una mayor concentración de los dímeros 

y heterodimeros del PDGF. Ejemplo de esto es la actividad quimiotáctica inducida por el 

POGF-BB en células de músculo liso (Martinet, 1987), fibroblastos (Seppa, 1982), monocitos y 

neutrófilos (Deuel, 1982). y la actividad mitogénica inducida en fibroblastos por el dímero AA 

(Heldin, 1984. Clark, 1989). Además debe considerarse, que cad• uno de loa diferentes tipos 

celulares, expresan diferentes concentraciones de receptores en su superficie celular, lo que a 

su vez, induce respuestas diferentes a cada dímero. 

Considerando Ja importancia de la actividad biológica del PDGF, cabe mencionar la 

existencia de Jos posibles mecanismos de regulación de su actividad. La a-2-macroglobulina 

liberada por MA, es una proteina multifuncional que sirve como inhibidora de endoproteasas y 

que se caracteriza por su afinidad a citocinas tales como el PDGF, la IL-1p, el bFGF. eJ TGFP y 

el NGF. Estas observaciones sugieren que la a-2-macroglobulina podría ser un importante 

modulador de la cantidad de PDGF disponible en el microamabiente celular, ya que podría 

regular las concentraciones locales de este factor de crecimiento (Bonner, 1989, 1995). 

v) PDGF MEDIADOR DE CICATRIZACION Y FIBROSIS 

Como resultado de su papel como potente mitógano y quimioatrayente para células. el 

POGF se ha ligado a los procesos de cicatrización (Senior, 1983, Stiles, 1979, Seppa. 1982). 

Debe considerarse además que las plaquetas, principal fuente del PDGF. y los MA, que 

expresan mRNA de las dos cadenas del PDGF (MarineUi, 1991), son unos de los primeros 

tipos celulares que llegan al sitio de lesión vascular. Así mismo se sabe ºque los fibroblastos y 
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las células endoteliales, secretan diferentes formas estructurales del PDGF. capaces de 

inducir respuestas parácrinas y autócrinas en los mismos fibroblastos (King, 1989). 

Por otro lado, existe suficiente evidencia experimental que confirma, que el PDGF 

desempel'la un papel critico en la patogénesis de un gran número de padecimientos de tipo 

fibrótico. En modelos animales de fibrosis pulmonar, se ha demostrado que Jos MA secretan 

grandes cantidades de PDGF (Kovacs, 1985, 1994). Así mismo, se han observado niveles 

elevados de PDGF-8 y del mRNA del receptor í3 del POGF, en el intersticio pulmonar 

(Fabisiak, 1989, Han, 1992). Además se sabe que MA de pacientes con fibrosis pulmonar 

idiopática (FPIJ, expresan altas concentraciones del mRNA del POGF-B (Nagaoka, 1990), y 

secret•n cantidades elevadas de POGF-BB (Martinet. 1987). Asi mismo, en biopsias de 

pacientes con FPI, se ha observado mRNA de PDGF-8 en las células epiteHafes, Jos 

macróf•gos alveolares. intersticiales y en las células endoteliales de capilares (Antoniades, 

1990, Viganud. 1991). 

Debido a que uno de los capitulas de la presente tesis, se enfocará al estudio de Ja 

modulación de la actividad quimiotáctica inducida por el PDGF en fibrobfastos de pulmón, y de 

la expresión diferenciat de los genes del POGF induc;da en MA, estimulados in vitro por 

particulaa inorgánicas, resulta de gran utilidad conocer las bases de ta estructura, genes y el 

efecto biológico del PDGF, hasta ahora documentado. El conocer ros antecedentes y la 

importancia que tiene el PDGF, en fenómenos de cicatrización y fibróticos. facilitará el 

entendimiento de Jos diseños experimentales planteados y fa valoración del alcance de los 

resultlldos obren;dos. 

FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE ll (TGFIJ) 

El TGFp es un homodimero de 25 KDa fonnado por dos cadenas pofipeptidicas. 

Generalmente se secreta como una molécula precursora, constituida por el dimero unido a un 

p6ptido latente asociado al TGFIJ, formando un complejo (TGFIJ-LAPJ, que requiere ser 

activado, por ejemplo por ptasmrna o por alglin cambio de pH, para ejercer algUn efecto 

biológico (Massague, 1990). 

El TGFJ3 es secretado por plaquetas. macrófagos, monocitos y fibroblastos. Aunque el 

TGFp1 es eJ más estudiado, se sabe que al menos existen 5 diferentes formas estructurales 

del TGFP (TGFP1•5 ). de las cuales sólo el TGFJ3., no se ha encontrado en mamíferos (Khalil. 
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1991, Assoian, 1987). Aunque el TGF¡J2 y el TGFIJ3 se han identificado en el pulmón, su efecto 

en flbroblastos no se conoce bien, sin ert:lbargo. debido a su localización, ambos factores 

podrían ser relevantes en la patogénesis de la fibrosis pulmonar (Santana, 1995). El TGFp 

afecta un gran número de fuciones celulares, por ejemplo, actúa como un regulador de la 

síntesis de proteínas del tejido conjuntivo, aumenta Ja síntesis de colágena, fibronectina (Fine, 

1987), los glucosiaminoglicanos e inhibe la degradación proteolítica de algunas proteínas de la 

matriz extracelular (Broekelman, 1991). 

Específicamente se sabe que el TGFP, es un potente estimulador de Ja síntesis de 

colágena (Roberts, 1986, lgnotz, 1987, Varga, 1986), que actúa aumentando la producción 

neta de ésta proteína, y afecta diferentes puntos en las vías de su síntesis y su degradación. 

Se ha postulado que existen diferencias fundamentales entre el receptor tipo 1 del TGFP. y los 

receptoras proteín cinasa de las otras citocinas (Wrana, 1992). Además se sabe que estimula 

la transclipción del gene de procolágena (Raghow, 1987, lgnotz, 1987, Varga, 1987, 

Pentinnen, 1988, Arribas, 1995), incrementa la estabilidad de su mRNA (Raghow, 1987, 

Pentinnen, 1988), disminuye la degradación intracelular de procolág•n• y limita la degr•dación 

de colBgena extracelular por inhibición de la producción de colagenas• (McAnulty, 1991). 

estimulando la producción del inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP). el inhibidor del 

activadordel plasminógeno, y la a2-macroglobulina (Overall, 1981, Shi, 1990). 

Además se sabe, que el TGFP estimula la producción de inhibidores de 

metaloproteinasas tales como el inhibidor tisular de mataloproteinasas (TIMP), el inhibidor del 

activador de pl•sminógeno, y la a-2-macroglobulina (Edwards, 1987, Ovenlll, 1989, Shi, 1990). 

El TGFP se ha encontrado presente en los fluidos cicatrizales y se sabe, es responsable de 

diferentea funciones celulares involucradas en los procesos de cicatrización (Broekelman, 

1991, Assoian, 1987). 

Aunque el TGFP1 se conoce clásicamente como un inhibidor de la proliferación de las 

~lula• mesenquimatosas (Mases, 1990) y como un agente quimiotáctico para monocitos y 

fiobroblastos (Postlethwaite, 1987, Laiho, 1992). existe evidencia experimental que demuestra 

que este factor de crecimiento, pueda ejercer un efecto bifuncional en fibroblastos y 

condrocitos. Así éste puede también estimular in vitro, la proliferación dependiendo de las 

condiciones del cultivo y la concentración empleada (Battergay, 1990, Lyona, 1990). Esta 

efecto du•I del TGFp, ha sido atribuido a una modulación indirecta en la expresión del gen c-
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sis clel PDGF, quien es en este caso particular, el responsable real de la duplicación 

fibroblollislica (Battergay, 1990, Bonner, 1995). También se sabe, que no induce quimiotáxis en 

fibroblastos de pulmón de rata y humanos (Osomio-Vargas, 1993). Esta aparente discrepancia 

demuestra el requerimento de mayor información acerca del efecto inducido por TGFfJ1, y su 

comparación con el efecto inducido por cualquiera de las otras formas estructurales conocidas 

y menos estudiadas. 

Pese a que no se conoce el papel especifico del TGFp en el establecimiento de un 

proceso fibrótico, si se ha demostrado en pulmones ele animales con fibrosis pulmonar, que los 

niveles del mRNA del TGFj3, están muy elevados (Raghow, 1985, Kelly, 1985, Hoyt y Lazo, 

1988, 1989). Así misrno se sabe que en lesiones tempranas, el TGF/31 se localiza en la matriz 

subepitelial, mientras que en lesiones más avanzadas cambia de localización a macrófagos y 

a bordes de las án11as de reparación asociadas a hipercelularidad y al depósito de Ja colágena 

(Khalil, 1989). Por otro fado, en pacientes con fibrosis pulmonar idiop8tica, se ha detectado por 

hibridación ln situ. la presencia del mRNA del TGF13, en áreas da enfennedad activa temprana 

asociada a macrófagos cercanos a fibrcblastos que expresan activamente los mRNA de la 

procalágena tipo 1 (Broekelmann, 1991), mientras que en areas de fibrosis densa. el TGFp, se 

ha localizado en las células epiteliales peribronquiales y de músculo liso vascular (Khalil. 

1991), en comparación con la expresión de este factor en pulmón normal (Broekelman, 1991). 

Ante esta cáscada de efectos biológicos, resulta preponderante mencionar los posibles 

mecanismos modulatorios de su actividad. Af respecto se sabe que la u-2-macroglobulina es 

la principal proteína del plasma que se une al TGFp (Bonner, 1995). Se piensa que actúa 

eomo proteína acarreadora de TGFp en suero, liberándolo antes de entrar en contacto con la 

superficie celufar o microambientes celulares ricos en heparán sulfato y proteoglicanos. 

betaglicanos, flbronectina, colágena tipo IV, decorina y otros componentes de la matriz 

extraceJular que pueden almacenar al TGFp en forma activa (McCarfrey, 1989). La liberación 

del TGFfl de Ja matriz extrace/ular puede realizar1a la trombina o la pfasmina (Taipafe, 1992). 

Todos estos antecedentes sugieren la importancia del TGFP en la modulación de Ja 

respuesta fibroblástica a nivel del metabolismo de colágena, proliferación celular y qu1miotéixis 

inducida en los fibroblastos pulmonares con repercuciones obvias en padecimientos tales 

como fa fibrosis pulmonar. Considerando que uno de los capitulas del presente trabajo se 

enfocará aJ estudio del efecto de tres de fas diferentes fotntas estructurales del TGFp. en 
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cuanto al metabolismo de colágena, la quimiotáxis y Ja proliferación de flbroblastos normales y 

fibróticos, resulta esencial conocer los antecedentes, del TGFP1 antes expuestos al respecto y 

su efecto en fibroblastos normales. Esto permitirá abordar con mayor facilidad los 

planteamientos realizados y el análisis de tos resultados. 

LA a TROMBINA 

La trombina es una proteasa de serina clave en la cáscada de la coagulación. Esta 

actúa en el último paso del proceso de la coagulación y se encarga de convertir al fibrinógeno 

en fibrina (figura 2) (Fenton, 1993, Ashton, 1995). Además de su actividad como factor 

esencial en procesos homeostáticos. se ha demostrado que la trombina estimula la quimiotáxis 

de monocitos (Bar Shavit, 1983), y macrófagos (Bar-Shavit, 1992). que activa a las plaquetas 

(Martin, 1985, Hartwing. 1995), y que altera algunas funciones de las células endoteliafes y las 

células del músculo liso (Ber1<. 1991. Murray, 1995). Por otro lado, se ha demostrado su efecto 

modulador sobra fibroblastos de pulmón humano, potenciando su proliferación (Chen, 1975, 

Gray, 1990) y estimulando su quimiotáxis (Dawes, 1993). Además la trombina es capaz de 

catatizarla 

c. ,. ·iu. 

Figura 2. La cáscada de la coagulación 

31 



Anlecedenles 

ruptura de dos péptidos (fibrinopéptidos A y B) liberados del amino tenninal de los dos 

pares de las cadenas del fibrinógano A a y B p (Furi, 1990, Esmon, 1987), mismos en los que 

se ha demostrado una capacidad estimuladora de proliferación fibrobfástica (Gray, 1993). 

Debido a que en el presente estudio, se pretende analizar el papel de la trombina como 

modulador de la respuesta fibroblástica en la patogénesis de la fibrosis pulmonar. A 

continuación se enfatizarán algunos aspectos generales de la trombina, mismos que 

evidencian su capacidad de promover la proliferación de células mesenquimatosas y que 

consecuentemente. detenninan su intervención en procesos fibróticos y cicatrizales. 

1) MODULADORA DE LA RESPUESTA FIBROBL.ASTICA 

Aunque la a-trombina se sintetiza a partir de la protrombina an las células parenquimatosas del 

hígado, asta proteasa de serina, también puede ser generada an su fonna activa a través de la 

acción concertada de varias proteínas de la coagulación en la superficie de las células 

endoteliales {Fenton. 1993. Bar-Shavit, 1992). 

El plasma humano normal. contiene suficiente protrombina para generar 150 000 

unidades de a-trombina por litro. Pese a que nonnarmanta hay un consumo de más del 80% 

de 1• molécula precursora, sólo al 10o/o de la concentración potencial de a-trombin• es 

activada alguna vez (Ashton, 1995). Este aparente inbalance entre la enzima activa y el 

consumo de su precursor ha sido explicado por varios procesos. Algunos de estos son por 

ejemplo, el hecho de que la trombina es secuestrada en su forma activa en los coágulos de 

fibrina, de donde es liberada en fonna activa durante los procesos fibrinolíticos (Lui, 1979), la 

inac:t.vmción de la trombina por inhibidores naturales, presentes en el plasma tales como la 

antitrombina 111 y finalmente la unión de la trombina a la matriz de células endoteliales, en 

donde puede pennanecer en forma activa almacenada y protegida de la inact1vación de 

antiproteasas {Bar-Shavit, 1989, 1987). 

11) INDUCTORA DE PROLIFERACION FIBROBLASTICA 

Como se mencionó anteriormente. se piensa que la a-trombina desemert• un papel 

muy importante en diversos procesos, tales como las enfermedades inflamatorias del pulmón, 

la arterioesclerosis, el ramodelado vascular y la cicatrización normal. Aparentemente la 

habilidad de la trombina como mediador da tales eventos radica, en su capacidad para 
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promover Ja proliferación de fibroblastos (Chen, 1975), las células del müscufo Jiso y ros 

macróragos (Bar-Shavit. 1990). 

Otra evidenc;a experimental qua apoya Ja hipótesis de que Ja trombina esta involucrada 

en patofogias como la f;brosis pulmonar, via la inducción de la proliferación de los fibroblastos, 

es el hecho de Que pueda ser generada crónicamente en eJ sitio de lesión, ya sea por la 

liberación de fa enzima secuestrada en el coágulo de fibrina o bien. por la activación continua 

de las vias de Ja coagulación en presencia de un endotelio activado (Fenton, 1993, Bar~Shavit, 

1992). Ef mecanismo mediante el cual la a.~trombina inicia fa proliferación de fibrobJastos, no se 

conoce por completo. Sín embargo, existe evidencia experimental que sugiere que la 

proliferación de fibrobfastos requiere que el receptor celular para trombina est• ocup•do vía 

sus dos sitios activos; el de proteolisis y otro sitio de unión de alta afinidad (Bar-Shavit. 1992). 

Algunos estudios en los que se ha intentado demostrar et posibfe mecanismo de 

induc:eión de ta proliferación fibrobfS:stfca por trombina, muestran que ef di ... isopropilflurofosfato 

de trombine (análogo de la trombína, proteofiticamente inactivo), no es capaz de estimular la 

proliferación de fíbrobfastos. sin embargo, si es capaz de competir con fa a·tromb;na activa 

par• unirse con su receptores membranales. Al bloquear a la trombina con mol.-Culas mas 

grmnde• que ef análogo antes mencíonac:lo, se ha observado una ;nhibición del fenómeno de 

competenci•, hecho que sugjere que et sitio de unión de alta afinidad se encuentra muy 

cercano aJ sitio activo de la mofécuta de trombina (Bar-Shavít, 1986). 

Por otro lado. se ha postulado la hipótesis de la doble señal de fa trombina. Esta 

sostiene que la primera señal se genera en el momento en el que la trombina se una al sitio de 

unión de atta afinidad 'i ta segunda, via la ruptura proteotitiea de un sitio alteranativo del 

receptor (Fenlon, 1991, 1993). Además, se ha demostrado que la adición de la y-lrombina a 

cultivo• de fibroblastos no es estimulo suficiente para promover la proliferación celular. Sin 

embargo, I• •dieión de y-trombina en combinación con di-isopropil-trombina estimula un efecto 

semejante al inducido por Ja a-trombina sola. lo que comprueba el efecto complementario de 

ambos sitios. 

Cabe mencionar que Jos Ultimos estudios realizados en relación con Ja inducción de 

set\•Je• de transducción por la trombina. sugiere que se requiere de ta activación de más de 

un ntceptor para inducir fa proliferación de fibroblastos. Estos receptores se han caracterizado 
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en dos grupos, dependiendo de la naturaleza del sistema de segundos mensajeros que 

empl-n para su activación. El primer grupo comprenda a aquéllos receptores que se activan 

vía la actividad de protein cinasas inducidas por agonistas tales como el PDGF, el EGF y el 

bFGF y el segundo est• compuesto por receptores que son activados vía proteínas G, 

inducidas por agonistas como la bombesina, Ja vasopresina y la trombina (Vaouret-Craviani, 

1992, Pouyssegur, 1992). 

111) QUIMIOTAXIS INDUCIDA POR LA a-TROMBINA 

Por otro lado se sabe que la a-trombina es quimiotáctica para monocitos (Bar-Shavit, 

1983), macrófagos, nautrófilos (Bar-Shavit, 1992) y fibroblastos de piel de rata y de prepucio 

humano (Dawes, 1993). Esta capacidad de la trombina para atraer a células sanguineas al 

sitio de lesión vascular, enfatiza el papel de esta proteasa en procesos de iniciación y 

mantenimiento de la respuesta inflamatoria y probablemente su relevanica en la patog•nesia 

de la fibrosis pulmonar. 

Los mecanismos mediante los cuales la u-trombina ejecuta esta respuesta de tipo 

quimiotáctico parece no ser enzimática, ya que se ha comprobado que las fonnas 

catalíticamente inactivas de la trombina retienen su actividad quimiot8ctica. Los receptores de 

membrana que median la respuesta quimiotáctica da los neutrófilos, los monocitos y los 

macrófagos, no se concocen exactamente, aunque se ha detenninado que son receptores 

diferentes a los que median la quimioatracción inducida por los péptidos del tipo F-met·leu

fenil-OH (Bar-Shavit, 1983). 

OTROS FACTORES DE CRECIMIENTO 

FACTOR DE CRECIMIENTO SEMEJANTE A LA INSULINA (IGF-1). El factor de 

crecimiento semejante a la insulina (IGF-1) es un polipéptido de 7.6 KDa. Este es producido 

por diferentes tipos celulares como macrófagos, fibroblastos, células epiteliales y endoteliales 

(Stilea, 1990, Atkinson, 1980). Se ha demostrado que el IGF-1 regula funciones celulares tales 

como el crecimiento, la diferenciación y el metabolismo, actuando como un factor parácrino, 

aut6crino y de progresión (Baserga, 1994). 

Así mismo, se sabe que el IGF-1 es un potente estimulador de la síntesis de colágena 

(Goldstein, 1989, Sara, 1991) y de la proliferación de fibroblastos (Phillips, 1987, Stiles, 1979). 

Se sabe además, que es secretado por macrófagos de pacientes con FPI (Rom, 1988, 
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Bitterman. 1983) y asbestosis (Rom, 1987) y que se encuentra en concentraciones elevadas 

en los lavados broncoalveolares de pacientes con esclerosis sistémica (Harrison, 1994, 

Cambray. 1992). 

La actividad biológica del IGF-1 puede ser modulada, por proteínas de unión 

denominadas IGFBP. Se han caractoizado seis tipos diferentes de IGFBP (1-6); tres de éstas 

(IGFBP 3-6) son secretadas por fibroblastos de pulmón fetal humano. Aunque el IGF-1 se 

encuentra en concentraciones altas en circulación, se encuentra unido generalmente a Ja 

IGFBP-3 (complejo de 150 kOa). Esta IGFBP es el principal acarreador del IGF-1 en 

circulación y consecuentemente el responsable de modular la actividad del JGF-1 manteniendo 

activa a la molécula en circulación (Price, 1995). 

FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO Y TRANSFORMANTE a (EGF Y TGFa). El 

factor de crecimiento epidénnico es un polipéptido de 6 kOa. El EGF es producido por 

macrófagos y monocitos a partir de un precursor y es un potente mitógeno para células 

epiteliales y mesenquimatosas (Carpenter, 1979, Arribas. 1995), actúa sinergisticamente con 

al IGF-1 (Pladgar. 1977), el PDGF (Laof, 1982), y la ET-1 (Brown, 1989) promoviendo la 

proliferación de fibroblastos pulmonares. 

El TNFa es un polipéptido de 17 KOa, que es secretado por monocitos y macrófagos. 

tambi•n como molécula precursora (Beutler, 1987, Sherry, 1988, Pennica, 1985). Su 

producción puede ser inducida por endotoxina y es uno de los factores citotóxicos más 

potentes que afectan a diferentes lineas celulares tumorales (Sugarman, 1985). Aumenta la 

adhesión de neutrófilos. su actividad fagocítica y quimiotáctica (Ming, 1987) e induce una gran 

variedad de otras actividades biológicas incluyendo Ja modulación de ras células endoteliales 

(Brody, 1988), la función granulocitica, la activación de los macrófagos, etc (Phillip 1986). 

El EGF y el TGFa, pertenecen a la misma familia da factores de crecimiento 

polipeptidicos, ya que poseen una gran homología en su secuencia de aminácidos. Cada 

miembro de esta familia se activa vía receptores tirosin cinasa. El papel da estos péptidos 

como mediadores de los procesos de cicatrización se ha confinnado con evidencia 

experimentaJ, en la que se ha observado que queratinocitos de piel y células endoteliales 

expresan receptores para éstos. En eJ caso especifico del TNFa, incluso se ha demostrado 
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que el empleo de anti-TNFa es capaz de inhibir el proceso fibrótico pulmonar inducido por la 

silicio (Piguet, 1989, 1990). 

Además de actuar como estimuladores de la proliferación celular, ambos factores son 

capaces de iniciar y mantener fenómenos de quimiotá>ds y angiogénesis (Schreiber, 1986, 

Postfethwaite, 1990, Kohase, 1987). Se ha documentado una cierta interacción entre ambos 

factores, ya que el TNFa. es capaz de aumentar el número de receptores para EGF en 

fibroblaslos de piel humana (Palombella, 1987). 

FACTOR DE CRECIMIENTO BASICO PARA FIBROBLASTOS (bFGF). El factor da 

crecimiento básico para fibroblastos es un polipéptido de 17 KDa, se ha encontrado en 

macrófagos alveolares (Kjellen, 1991), y se sabe que es producido por fibroblastos. El bFGF 

puede ser secuestrado por componentes de la matriz extracelular, como el heparán sulfato y 

los proteoglicanos. mismos que lo protegen de su degradación catalítica y lo almacenan en 

forma activa por períodos relativamente largos (Benezra, 1993). 

Existen dos diferentes formas estructurales del factor de crecimiento para fibroblastos 

(FGF), el básico y el ácido. Estas se caracterizan de acuerdo a su capacidad' para migrar 

electroforéticamente a través de un gradiente de pH. Aunque cada ptiptid'o es codificado por 

diferentes genes, poseen cerca de' 55% de homología (Cardo, 1990). Ambos péptidos son 

mitogénicos para diferentes líneas celulares de fibroblastos o células endotefiales y son 

capaces de inducir la síntesis de colágena (Vigny, 1988). 

La fuente primaria de bFGF y aFGF es el tejido normal, aunque se ha demostrado que 

los macrófagos involucrados en procesos de cicatrización son también capaces de liberar1os. 

El papel fisiológico del FGF no ha sido determinado totalmente (Wiedfocha, 1994). sin 

embargo, debido a que es un potente mediador de la proliferación de las células endoteliales y 

fa neovascufarización, podria estar involucrado en los procesos de cicatnzación y fibrosis 

(Gospodarowicz, 1987). 

GLUCOCORTICOIDES ADRENALES. Algunas hormonas esteroidaas son empleadas 

en el tratamiento de diversos padecimientos fibrótieos, ya que disminuyen selectivamente la 

síntesis de colágena, vía la reducción de los niveles de los mRNA traducibles a procolagena 

(Cutroneo, 1988, Oikarinen. 1987) y además son capaces de reducir la actividad de la 
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colagenasas . Cabe mencionar que se han descrito un gran número de agentes capaces de 

disminuir la producción de colágena por mecanismos de regulación transcripcion•I o post

traduccional (Laurent. 1988, McAnulty, 1995). 

ENDOTELINA-1 (ET-1). La endotelina-1 es un péptido de 21 aminoácidos, sintetizado 

por las células endoteliafes (Yanagisawa, 1988), epiteliales (Giadi, 1993), macrófagos 

(Ehrenreich, 1990) y fibroblastos (Zeballos, 1991). Se han identificado tres diferentes péptidos 

de la andotelin• I• ET-1, la ET-2 y la ET-3. Diferentes factores de crecimiento, inciuyendo al 

TGFp y la trombina, inducen la producción da ET-1 en las células endoteliales (Cambrey, 

1992, , 1994). La endotelin&-1 es un mediador que se ha encontrado en concentraciones 

relativamente altas en et pulmón, y recientemente se ha demostrado que es mitog•nico par• 

fibroblastos (Brown. 1989, Takuwa, 1989, Cambrey, 1992. 1994, Peacock, 1992), y células de 

músculo liso (Komuro. 1988). Tambi8n se ha reportado como potente agente quimiohlletico 

par• fibroblastos (Peacock, 1992) y como inductor de Ja producción de colágena (Kahaleh, 

1991). 

En los LBA de pacientes con fibrosis pulmonar asociada a esclerosis sistémica, en 

donde existe el antecedente de lesión vascular endotalial, se h• demostrado una alta 

concentración de endotelina-1 (Harrison, 1991). Más aún se ha demostrado que la endotelina-

1, aparentemente cotribuye al incremento de la actiVidad mitogénica inducida por los LBA de 

estos pacientes (Cambray. 1992, 1994). 

FIBRONECTINA. La fibronectina es una glucoproteína de 440 KDa sintetizada por una 

gran variedad de células. incluyendo a los fibroblastos, a las células epiteliales y las 

endoteliales (Gimeiner, 1995, Potts, 1994). La fibronectina es mitogénica (Bitterman. 1963, 

Rennard, 1982) y quimiotáctica (Tsukamoto, 1961, Postlelhwaite, 1981) para fibroblastos. 

Adem•• en mOdelos animales de fibrosis y en pulmones da pacientes con escierosis 

sist•mk:a, se h• demostrado qua la expresión y la síntesis de esta proteína están elevados 

(Raghow, 1985, Kelley, 1985, Hoyt y Lazo, 1988, Lazenby, 1990, Wallaert, 1988, Kinsella. 

1989). 

INTERLEUCINAS. Las inter1eucinas IL-8, IL-113, IL-4 y IL-10 son glucoproteinas 

liberadas por las células T, los fibroblastos. células tumorales y los monocitos (Gauldie, 1993. 

Sato, 1994). Estas glucoproteinas son capaz de aumentar la producción da imnunoglobulinas 
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de las células B (Baumann. 1990) y de inhibir o estimular la prohferación de los fibrcblastos 

(Kohase, 1986). Además se sabe que su producción influye indidrectamente en la protiferación 

fibroblástica, vía la acción de otros factores de crecimiento y la activación de diversas 

cascadas de transucción (Gauldie, 1993, Lindros, 1995, Freshney, 1994). 

INTERACCION ENTRE CITOCINAS 

Como se ha demostrado a lo largo de este capítulo, muchos de los factores de 

crecimiento o citocinas, muestran efectos inhibitorios en la proliferación de ciertos tipos 

celulares, en tanto que promueven el crecimiento de otros, de esta capacidad de control 

bidireccional que presentan fas citocinas para modular ciertas funciones celulares, se deduce 

fa impartancia de su capacidad moduladora en fa función fibroblástica y probablemente en el 

establecimiento de procesos patológicos como la fibrosis pulmonar. 

La interacción entre diferentes citocinas es muy compleja, y no se puede predecir su 

actividad biológica a partir de su comportamiento individual (Tanaka, 1993). Al combinar 

diferentes citocinas se sobreponen sus efectos. compitiendo por los receptores d• membrana 

de sus células blanco. a fas que se unen con afta afinidad y especificidad (Goldstein, 1986). 

Ce ahí que actualmente surga una nueva área del conocimiento, dedicada al estudio de la 

intermcción d• diferentes factores de crecimiento y sus posibles implicaciones en la modulación 

de la respuesta celufar y en patologías especificas como la fibrosis pulmonar (Robinson, 1993, 

Tanak•. 1993, Carley, 1993). Algunos ejemplos relevantes de dichas interacciones son la 

inducción de factores tales como PDGF, TGFp, y el bFGF lograda con trombina (Ohba, 1994, 

Taipale, 1992). y la muy bien documentada interacción entre PDGF y TGFIJ (Battergay, 1990, 

Bonner, 1995). 

111. LAS COLAGENAS 

Las colágenas son un grupo de proteínas relacionadas que forman la matriz 

extracelular (Kiviriko, 1993, Procl<op, 1995). Estas protelnas se agrupan en grandes 

estructuras supramofeculares que interactúan a su vez. con otros componentes de la matriz 

extracelufar como fa fibronectina, los proteogficanos, la faminina y ef nidogen (Ffeischmajer. 

1990, Vourio, 1990, Van derRest, 1990). Los diferentes tipos de colágena proprocionan fuerza 

tensif •integridad a los tejidos conjuntivos como son el hueso, fa piel, el tendón, el eartilago, y 

la comea (Niller, 1987, Deak, 1991, Amanta, 1988, Keene, 1988). A la fecha se han 

identificado 19 tipos diferentes de colágenas, y 30 genes que están involucrados en Ja 
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codificiación de sus cadenas constitutivas u (Prockop. 1995, Marchant, 1991, Li, 1991, Pan, 

1992, Thomas, 1991, Mays, 1992). La organización de la estructura fisieoquímica de cada 

colágena, le confiere funciones especificas (van der Rest, 1991, Shaw, 1991, 1992. Kivirikko, 

1993, McAnulty, 1995, Prockop, 1995). 

DISTRIBUCION DE COLAGENAS EN EL PULMON 

Varios tipos de colágenas constituyen el principal grupo de proteínas en el pulmón, éstas 

representan entre el 60 y 65% del tejido conjuntivo en el pulmón humano normal (Timple, 1981, 

Yamaguchi, 1991, Yoshioka, 1990). Estas proteínas fonnan una red tridimencional con otras 

proteínas de ta matriz extracefular como fa elastina, los glucosiaminogticanos, la fibronectina y fa 

laminina. Estas mantienen la integridad estnJctural del pulmón y desemplertan un papel critico en la 

regulación det factor fenotípico celular. Aproximadamente el 90o/o de fas colágenas presentes en el 

pulmón son del tipo 1 y 111 (Kirt<, 1984, Carter, 1991, Cheah, 1982). Estas se encuenlran en una 

razón de 2:1 y se distribuyen principalmente en et intersticio, bronquiolos y en los vasos sanguíneos 

(S.yer, 1976, L.aurent. 1981, Reiser y L.ast, 1981). En las reacciones de tipo librótico en el pulmón, 

la colágena tipo 1 es ta colágena predominantemente sintetizada. 

La col¡ígena tipo VI fomia en el intersticio, filamentos finos asociados con las colágenas 

tipos 1y111 (Amenta. 1988). El tipo 11 de colágena es sintetizado por condrocilos y se localiza en la 

tráquea y en los bronquiolos. Los tipos IX y XI de colágena, se asocian a la coll9Qen• tipo 11. La 

colágena tipo IV constituye el principal componente de las membranas basa~s en alveolos y vasos 

capilares (Tlmpl, 1981, Yurachenco, 1964). La colá9ena tipo V. también se encuentra en 

membranas basales y se asocia con la colágena tipo 1 en intersticio (Madri, 1979). El fibroblasto 

reprasanta un 40% de las células pulmonares y es el principal productor de las ~s tipo 1 y UI 

en el pulmón. Sin embargo, otras células como las endoteliaJes, las epiteltaJes, las alvedares tipo 11 

y l•s aMu ... de músculo liso también son capaces de sintetizar a las colágenas tipo 1 y 111 (McAnulty, 

1995, Amenta, 1988). 

METABOLISMO DE COLAGENAS 

Aunque los primeros estudios desanoJlados en el metabolismo de colágena no se 

enfocaron en el pulmón, éstos sugerían que las tazas de recambio de colágena en la mayoría de 

los tejidos eran extremedamente bajas (Neuberger, 1951, Neut>erger & Slacl<, 1953, Gerber, 1960, 

Kao, 1961, Popenoe, 1962, Metivier, 1980). Sin embargo, dichos estudios subestimaban el 

recambio de colágena, ya que empleaban rrnitodos basados en la medición de aminoácidos 
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radioacti"YOS y no consideraban fa reutilización de isotopos. A partir de estudios en donde se 

empfaron isotopos reutilizables como ef 1111 0 ~. se sabe que et recambio de °"ágena es mas rápfdo 

que lo que se creía anterionnente (Jaci<son, 1974, Molnar, 1986, Laurenl, 1986, Mc:Anulty, 1987). 

Dicho proceso de modulación en la cantidad de °"ágena que se depoSita en el pulmón, es 

controlado mediante un balance entre su síntesis y su degradación. La síntesis es regulada a nivel 

transaipcional. traduccional y post-traduecional. mtentras que la degradación se regula por medio 

de enzimas del huesped y sus inhibidores (Mays, 1992, Sandell. 1990, Yamada, 1980, Thomas. 

1991 ). El inapropiado control de este balance. puede incrementar el depósito de colágena, e iniciar 

el establecimiento de un proceso de tipo fibrólico (Laurent, 1986, Kom, 1989, McAnulty, 1995)). 

Cualquier alteración en cantidad, estructura. geometria o ditnbución de las colágenas puede alterar 

la función pulmonar. 

/) SINTESIS 

Las cadenas a de la colégena tipo 1 y otras colágenas no fibrilares, son sintetizadas como 

moléculas pnocursoras (pnt - pro- a) , que sufren un proceso post-traduccional muy oomplejo. 

Dichas moléculas contienen un péptido señal, una región central helicoidal y dos dominios 

globuleres NH2 y COOH terminal conocidos como propéptidos N y C. Dos .,_,,.s pro a 1 ( 1) y 

una cadena pro a.2(1). íntertactúan a nivel del C-propéptido y fonnan una triple hélice. 

Postenonnente la hélice sufre una ruptura extracelular con peptidasas especificas, 

desprendiéndose la mayor parte del propéptido N - terminal y el C - tenninal. La función del N -

P"?PéPtido no se conoce completamente, sin embargo, se piensa que puede tener algún papel en 

Ja regulación del diámetro de la fibra de colágena o bien. estar involucrado en la modulación por 

retroalimentación de Ja síntesis de procolégena (Van der Rest, 1991). 

11) DEGRADACION 

Cuando las moJéculas de coliigena dejan a la célula, sus uniones intramohiculares son más 

estables y por tanto, son menos susceptibles a la degradación. Contrariamente a esto. las 

moléculas de procoláQena son mas susceptibles. Las vías de degradación de colágena son muy 

comp4ejas y todavía no han sido entendtdas compkttamente, sin embargo, se han identificado 

varios sitios potencialmente importantes de ruptura Cintra y extracelufamiente). 
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DEGRADACIONINTRACELULAR 
En algunos tejidos, incluyendo al pulmón, se ha observado una degradación intracelular 

rápidll de las colégenas recién sintetizadas (Bienokowski, 1978a, Laurent y McAnulty, 1983, 

McAnulty y Laurent, 1987, Dehm y Proci<op, 1972, 1973, Grant, 1972). EstUdios in vitlt> han 

demostrado que entre el 10 y el 40% de la procolágena sintetizada pQ<' los fibn>blastos, es 

degradada intracelularmente en pocos minutos, dependiendo de las condiciones del cultivo 

(Rennartl, 1982, Bienkowski, 197Ba, 1978b). Por otro lado en estudios in "'"''" se ha demostrado 

que en animales jóvenes se degradan cerca det 30o/o de las colágenas pulmonares, mientras que 

en animales viejos, donde se sintetiZa una mayor proporción de colágenas inestables o 

defectuosas, se incrementa la degradación hasta en un 80% (Mays, 1989, Berg, 1986). 

Estudios desarrollados para dilucidar el mecanismo mediante ei cual la pnx:olágena es 

degradada intracelularmente, han sugerido la existencia de dos vias de degrad.aón. Una en la que 

se lleva a cabO la degradación de las moléculas de procol~ defectuo,..s, denominada 

degradación aumentada, y otra denominada degradación basal (Berg, 1986). En la primera de 

éstas actúan difentntes enzjmas (lisosimas, catepsinas B, O y L) capaces de degradar a moléculas 

de procolágena no helicoidales (Berg, 1986, Bienkowski, 197Ba, 1978b). En la vía de degradación 

ba .. I en cambio, se sucede una degradación intracelular continua de procol8genas de triple héUce 

por proteasas; probablemente el sitio celular de este tipo de degradación esté entre el reticulo 

endoplásmico y el aparato de Gol9i, en su región trans-Golgi (Bloblel, 1977, Sanie, 1990). 

DEGRADACION EXTRACELULAR 
Se piensa que este bpo de degradación es mediada por matafoproteinasas de Ja matriz 

(MMPs). Quince MMPs han sido identificadas (Abramson. 1995) incluyendo tres formas de 

colagenasas (Freije, 1994). tres gefatinasas que incluyen a la más recientemente descrita, que se 

encontró asociada a membrana (Sato, 1994) y vanas estrcmelisinas (Murphy, 1992, Woessner. 

1991). Laa coCágenas intersticiales producidas por los fibroblastos son las más especiftcas para la 

ruptur"ll de i. b1ple hétk:e en fonna nativa y actúan entre las uniones glicina - leucina y glicina -

iSOfeucinai (Harria, 1984). 

La susceptibilidad de la colágena a Ja degradación colagenolitica es influenciada por su 

tipo, localiz9ción anatómica, Ja edad del tejido, la presencia de proteogJicanos y hiaJuron1dasa 

(HarTis. 1984). Algunas otras condiciones que también afectan la degradación de colágena son; fa 

secreción de substancias que estimulen la producción de cofagenasas, o bien que compitan con los 
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sitios de unión de las MMPs. La acti\lidad da las MMPs es regulada por inhibidoras tales como la 

a-2-macroglubuüna y los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) (Matnsian, 1990). 

REGULACION DEL METABOLISMO DE COLAGENA 

Las anomalías en el depósito de Ja col8gena, han sido atribuidas al desbalance entre su 

síntesis y su degradación (Laurent 1986, McAnulty. 1995). En la fibrosis pulmonar 

específicamente, este desequilibrio se ha atnbuído a la cantidad de colágena producida en exceso 

ya sea por las células en forma individual o bien por un decremento en Ja degradación de la 

colágena (McAnulty, 1995). 

Para entender la regulación del metabolismo de esta proteína de matriz: extracelular, deben 

considerarse dos aspectos importantes, el que incluye a los cambios en las células que sintetizan a 

la colágena en el pulmón, es decir ros fibroblastos pulmonares. principales productores de la 

corágena pulmonar. y Jos cambios en la m<>dulación de la biosintesis y degradllción de la proteína 

en si misma. En cuanto a los fibroblastos, se ha postulado que éstos son quimtoatraídoa al sitio de 

lesión pulmonar, y que al aumentar su número, aumenta la fuente potencial de col8gena en el 

pulmón. Otras teorías sugieren que el aumento en Ja proliferación fibrcblástica, inducida por la 

presencia de diwtlSOS factores de crecimiento, o bien la seJección clonat de una subpoblación de 

fibroblastos con fenotipo especifico de replicación rápida, redunda en una afta producción de 

col&gena (McAnulty, 1995). Al respecto debe destacarse el hecho de que normalmente, se ha 

estudiado el papel que desempeñan los estimuladores de la proliferación fibrobtástica en la fibrosis 

pulmonar, sin embargo, podría resultar importante el estudio de de,.tciencias en la regulación de un 

inhibidc>r que se exprese constitutivamente, hecho que practicamente no se ha considerado y que 

podría resuttar relevante en investigaciones futuras. 

En cuanto a Ja biosintesis de Ja colágena. en Jos últimos años se ha dado especial enféisis 

al estudio de las enzimas involucradas en la sintesis de las colágenas y que modifican post

traduocionalrnente a esta proteína de matriz extracelular. Debido a su especificidad, estas podrían 

ser et blanca ideal para inhibir et depósito de coléigena en la fibrosis pulmonar, tal es el caso de la 

profif.-4-htdroxilasa, la c-proteinasa y las UsiJ...oxidasas y JisU-hidro>Olasas (Prockop, 1995). Aunque se 

ha identificado al 2,4-dicartlo>dlato de piridina como inhibidor de la 4-hidroxilasa. éste no es capaz 

de atrawtzar la membrana celular. En cuanto a Ja c-proteinasa que debe cortar a la procolágena 

parw que pueda ser ensamblada en fibras, se han sintetiZado mutantes de procolágena que no 

poseen sitio de ruptura para la c-proteinasa. sin embargo estas mutantes. no han sido capaces de 

g.,,.,..,. et ensamblaje de las fibras de colágena (Prockop, 1990). En cuanto a los inhibidores de la 
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lisif-hidrcxilasa y la Jisik>xidasa, se han identificadO inhibidores tales como el minoxidil y el P
aminoprapionitrilo como potentes inhibidores de sus actividades enzimáticas y de la síntesis de sus 

mRNA, sin embargo se desconoce su mecanismo de acción. 

Por esto existe un gran interés en dilucidar los mecanismos de regulación de la expresión 

de los genes estn.Jcturales de la procolágena. Al raspeco cabe mencionar que existe evidencia 

e>Cpertmental que sugiere la importancia de los factores cis--reguladores, y de diV"8f'SOs factores de 

transcripción implicados en la biosíntesis de colágena. aunque todavía existe un conflicto entre los 

resultados obtenidos en diferentes construcciones génicas y las pruebas realizadas en ensayos 

con ratones transgénicos (Procl<op, 1995). 

Como sitios potenciales de inhibición o modulación de la síntesis de coléigena, se han 

estudiado ampliamente la transcnpción génica y la traducci6n de Jos mRNA (McAnulty, 1995). 

Especial enfásis se ha dado a dos estrategias de estudio, el empleo de oligonudeotidos anti

senlido (Olsen, 1991), y genes antisentido (Vitto, 1989). que inhiben especificamente la síntesis de 

colágena. Sin embargo, no se ha logrado una inhibición mayor del 50o/o, y estos hallazgos resuttan 

controwrsiales al compararlos con respecto a lo que se ha observado in vdro y en ratones 

tran~nicos que tienen delatado el minigen de la COL 1A 1 (Prockop, 1989). Debido a esto se 

requiere una mayor profundización en esta área det conocimiento, a fin de dilucidar como se lleva a 

cabo realmente la regulación del metabolismo de colágena a nivel génico. 

COLAGENA Y FIBROSIS 

Aunque en cultivos de fibroblastos de pacientes fibróticos, se ha observado una 

acumulación aumentada de cojágena, los índices de la sintesis de colágena se han encontrado 

nonnales. En pacientes con fibrosis pulmonar, este hecho se ha explicado de dos dtferantes 

fonnas, por una disminución del ni"'91 de colagenasa. comprobado en fibroblastos y LBA de estos 

pacientes (Sefman, 1986, Selman, 1991) Sin embargo, controversialmente también se ha reportado 

un incremento en la capacidad de degradaaón exógena de la colágena, en LBA de pacientes con 

FPI (G-. 1979). Por otro lado, se ha demostrado una reducción en la degradación de las 

col8genas recién sintetizadas (Laurent, 1983, McAnutty, 1991). y un incremento de las actividades 

de las enzimas prolil-hiclroxilasa y lisil-oxidasa (Kelley, 1980). 

Esta información, sugiere que ei incremento en la producción de colaltgena atribuible a los 

fibroblastos, es uno de los mecanismos mediante el cual la colágena se deposita en exceso en los 

pulmones de los pacientes con fibrosis pulmonar. Sin embarga, debe considerarse ademas, la 
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infuencia de diversos factores de crecimiento, potencialmen~e moduladoras del metabolismo de las 

colágen•• in~ como el TGFP (McAnulty, 1995), entre otros. Debido que en dos de los capítulos 

def presente trabajo, se evaluara fa modulación del metabolismo de colágena, inducido por dos 

factores de crecimiento. y en uno de los dos casos se evaluará la modulación inducida a nivel 

génico. la infomiación anterionnente proporcionada será de gran utilidad. 

IV. FIBROSIS PULMONAR. 
DEFINICION. La fibrosis pulmonar es el estadio final de un grupo de padecimientos, 

que tienen en comUn alteraciones cuali y cuantitativas en el depósito d• colágen• dentro del 

parénquima pulmonar (Madri y Furthmayr, 1980, Seyer, 1976, Fulmer. 1979). En el pulmón 

normal la pared alveolar es muy delagada, mientras qua durante un padecimiento fibrótico, 

esta pared se engruesa debido a Ja gran cantidad de colágena que se deposita en forma 

desorganizada en este tejido. 

Las causas de la fibrosis pulmonar pueden ser diversas. ésta puede resultar de 

lesiones pulmonares especificas como la característica del síndrome de insuficiencia 

respiratoria progresiva del adulto, de la inhalación de partículas inorgánicas (asbestosis, etc.), 

o bien, puede ser inducida por sustancias químicas (el paraquat, la bfeomicina. el metrotexate, 

etc.), por irradiación, o por dano oxidativo pulmonar. Altemativamente, la causa de la fibrosis 

pulmonar puede ser desconocida, tal es el caso de la fibrosis pulmonar idiopática, también 

llamada alveofitis fibrosante criptogénica, y la fibrosis pulmonar asociada a esclerosis sistémica 

y la sarcoidosis. Cabe destacar que en la mayoría de ros casos, el padecimiento fibrótico 

tenninaJ es muy semejante en todas las enfennedades pulmonares intersticiales (Crystal. 

1981. 1991. McAnulty, 1995). 

Debido a que durante el desarrollo del presente trabajo se analizará la modulación 

fibroblástica inducida por agentes con actiVldad de factor de crecimiento. presentes en 

muestras de LBA de pacientes con diferentes tipos de fibrosis (FPI, asociada a ES y 

sarcoidosis), •continuación se revisarán brevemente algunas de las principales caracteristicas 

de dichos padecimientos. 

FIBROSIS PULMONAR INTERSTICIAL 

Aunque se han identificado mas de 130 diferentes enfermedades pulmonares de tipo 

intersticial (Fulmer y Crystal, 1979), éstas se pueden subdividir en dos categorias, de acuerdo 

a su etiología. En las primeras se desconoce al agente etiológico, constituyen cerca de un 
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65%, e incluyen padecimientos tales como la esclerosis sist•mica, la displasia 

broncoplumon•r. la alveolitis fibrosante criptogénica o fibrosis pulmonar idiopática (FPI), ta 

sareoidosis y algunas otras enfermedades vasculares que o:1fectan la sintesis de co1ágena en 

el parénquima pulmonar. El segundo Upo de enfermedad pulmonar intersticial, lo constituyen 

aquéllos padecimientos en los que se conoce su etiología. Comprenden aproximadamente el 

35% e incluyen a la mayor parte de las fíbrosis ocupacionales causadas por la inhalación de 

partículas inorgánicas. microorganismos infecciosos u otros agentes tóxicos ambientales. 

IJ FIBROSIS INDUCIDA POR INHALACION DE PARTICULAS INORGANICAS 

Las enfermedades fibróticas pulmonares intersticiales, inducidas por la inhalación de 

partículas inorgánicas, también llamadas neumoconiosis, están ampliamente documentadas 

en exposiciones de tipo ocupacional (Mosman, 1989). Al respecto se sabe claramente que 

algunas de las partículas inorgánicas que se depositan en el pulmón, tienen efectos mínimos 

(hierro). mientras que otras prasentan diferentes grados de patogenicidad (asbesto, cuarzo, 

etc}. Sin embargo, cabe mencionar que se han reportado algunos casos, en donde Jas 

neumoconiosis se relacionan con exposiciones no ocupacionales a polvos naturales 

(Brambilla. 1979, Sherwin, 1979, Osomio-Vargas, 1980, y 1991). 

En los casos en los que se tiene una clara evidencia del potenicaf citotóxico de 

partículas especificas, los mecanismos iniciales en fa génesis de este tipo de padecimientos, a 

nivel celular o subcelular, no han sido detenninados completamente. Sin embargo, a partir del 

des•rrollo de modelos experimentales, se ha establecido la importancia de los macrófagos 

alveolares en ef desarrollo de este tipo de padecimientos (Adamson. 1995). Específicamente 

se sabtl que estas células se acumulan en el sitio de depósito de las particul•s. y se activan 

secretando potentes factores de crecimiento que pueden tener un papel fundamental en el 

establecimiento y progresión del proceso inflamatorio, quien finalmente desencadenará en una 

fibrosis pulmonar. Algunos ejemplos de los factores de crecimiento producidos por los 

mac:róf,agos alveolares, después de su estimulación in vitro con partículas inorgánicas, son 

los metabolitos del ácido araquidónico que estimulan fa síntesis de colágenas I y 111, el PDGF y 

algunas inter1eucinas que estimulan la duplicación fibrobléistica, etc. 

11) FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA (FPI) 

La fibrosis pulmonar idiopática. se caracterizan por una al\180litis muy temprana y 

persistente que precede a la acumulación intersticial de componentes de fa matriz extracelular, 
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principalmente colágena, lo que finalmente conlleva a la destrucción de Ja estructura alveolar 

culminando en una fibrosis (Harrison. 1991). 

Una de las características principales de fa FPI, es la infiltración celular a espacios 

alveolares e instersticiales, donde predominan los linfocitos, Jos eosinófilos, fas células 

plasmáticas, los fibroblastos y otras células de origen mesenquimatoso. Una de las 

contribuciones más importantes a nuestro entendimiento del incremento en el número de 

células mesenquimatosas. en las fases tempranas de la FPI, lo constituye indudablemente. el 

descubrimiento de que los macrófagos alveolares de pacientes con FPI, liberan 

espontáneamente diversos factores de crecimiento y mediadores de actividad biológica como 

el PDGF, el bFGF, la fibronactina, el IGF-1, etc. (Martinet, 1987, Anton1ades, 1990, Peakoci<. 

1992). 

111) FIBROSIS PULMONAR ASOCIADA A ESCLEROSIS SISTEMICA 

La esclerosis sistémica (ES) es una enfermedad sistémica de etiología desconocida. 

Esta se caracteriza por el incontrolado depósito de colágena y otros componentes del tejido 

conjuntivo, asociado a una lesión arterial que produce obstrucción vascular y atrofia isquémica 

en la piel y órganos internos. La esclerosis sistémica se manifiesta principalmente, en Jos 

sistemas vascular, cutáneo, músculo-esquelético, gastrointestinal, pulmonar, cardiaco y renal. 

Al padecimiento cutáneo de la esclerosis sistémica, se le denomina comunmenta 

escierodenna. La ES se asocia muy frecuentemente aJ fenómeno de Raynaud, que se 

manifiesta como una palidez episódica de los dígitos, nariz, y oídos (Harrison. 1990, Harrison. 

1991). En el 80% de los pacientes con ES, los pulmones están involucrados en el 

padecimiento, lo que da,=,a severamente su función fisiológica y explica el hecho de que la 

fibrosis pulmonar asociada a Ja esclerosis sistémica, sea Ja principal causa da muerta en estos 

pacientes (Le Roy, 1988). A diferencia de otros tipos de fibrosis. la asociada a ES se 

diagnostica •nt•s de que las anonnalidades pulmonares se hagan aparentes (Steen, 1990). 

Esto se debe a que la manifestación en piel y el fenómeno de Raynaud, se presentan en 

fonna temprana. Este hecho brinda Ja gran oprotunidad a los investigadores de estudiar en 

estos pacientes, Jos eventos tempranos asociados a un fenómeno de fibrosis pulmonar 

(Medsgar, 1971, Kur1and. 1969, Michet, 1985). La información obtenida de tales estudios. es 

relevante no solamente para los pacientes con ES, sino también para los pacientes con 

fibrosis pulmonar idiopiitica, ya que las ano1n1alidades estructurales que se presentan en 

ambos padecimientos son indistinguibles (Harrison, 1991). 
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El mecanismo de patogénesis de la ES se desconoce, sin embargo, las observaciones 

de que la lesión vascuJar y el infiltrado de células inflamatorias acompafta al depósito de 

colágena en la piel, ha permitido la elaboración de dos diferentes hipótesis para explicar la 

patogenia de la ES (LeRoy, 1988). En Ja primera de éstas, se considera Ja activación 

fibroblástica como un evento clave y es denominada hipótesis vascul•r y propone 

concretamente, que una lesión vascular precede e inicia la activación fibroblástica y Ja 

infiltración de células del sistema inmune. La segunda hipótesis denominada inmune propone 

que una anormalidad inmunológica inicia la activación fibroblástica e induat la lesión vascular. 

La hipótesis inmunológica, se apoya en el hecho de que comunmente se detectan auto

anticuerpos contra factores anti-nucleares en ES (Sifver, 1988). Sin embargo, también se ha 

sugerido que las anormalidades celulares reportadas pueden ser el resultado de la 

enfermedad más qua su causa. 

Debido a que se ha sugerido que eventos tempranos en Ja fibrosis pulmonar asociada 

a ES involucran a las células endoteliales, y conducen al trasudado vascular, pennitiendo el 

influjo de células inflamatorias en el área de lesión específica (CampbelJ, 1975). se ha 

propuesto una tercera hipótesis que incorpora a las dos anteriores (Claman, 1989). En ésta se 

ha sugerido que los mastocitos que se observan en fenómenos de hiperplasia en pacientes 

con esclerodenna, se activan y son éstos Jos responsables de la liberación de mediadores que 

pueden estimular Ja migración y proliferación de Jos fibroblastos (Hawkins, 1985). Al respecto 

se ha demostrado que las células T y los macrófagos, están activadas en los pacientes con 

escleroderma (Kahaleh, 1989) y que pueden secretar al medio activadores de mastocitos tales 

como Ja interleucinas 1, 3 y 4 (Brown, 1989), el TGFj3 (Kehrl, 1986). y el factor de crecimiento 

finrocitico para fibroblastos (WahJ y Gately, 1983, Lobb, 1988, Thueson, 1979). Por otro lado 

se sabe que Jas plaquetas también pueden interactuar con el endotelio dafiado secretando 

PDGF y TGFfl. A partir de esto se puede concluir entonces, que las células T, los macrófagos 

y Jas plaquetms pueden influenciar el comportamiento de las células endoteliales y los 

mastocitos, y que éstos a su vez pueden modular subsecuentemente el comportamiento de ras 

fibrobl•stos a través de factores de crecimiento. 

IV) FIBROSIS PULMONAR ASOCIADA A SARCOJDOSJS 

La sarcoidosis es un padecimiento multisistémico y de etiología desconocida, que se 

caracteriza por Ja presencia de lesiones granulomatosas, células gigantes multinucleadas y Ja 

infiltración de linfocitos y fagocitos mononucJeares en los tejidos afectados. (Scadding, 1985). 
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Aunque el pulmón está involucrado en Ja progresión de la respuesta inflamatoria inicial hacia la 

fibrosis pulmonar, y en algunos pacientes constitutye un factor preponderante en la morbtlidad 

y mortaUdad de este padecimiento (Harrison, 1991, Thomas, 1987), debe mencionarse el 

hecho de que este padecimiento, es menos fibrosante que la FPI y la fibrosis pulmonar 

asociada a ES (Harrison, 1991). 

Algunas teorias que han intentado explicar la patogen9sis de fa sarcoidosis, postulan 

que durante las reacciones inflamatorias inducidas por algUn agente antigénico desconocido, 

se estimula a macrófagos y linfocitos a liberar factores de crecimiento como la IL-2 (Saltini, 

1988). Las células T de pacientes con sarcoidosis, que presentan receptores especificas para 

esta citocina muestran un incremento en su proliferación. Estas células T activadas liberan a 

su vez factores quimiotácticos para monocitos (Hunninghake, 1980) y factores inhibidores de 

la migrmción de macrófagos, tal como el IFNy (Robinson, 1985), y el TNFcr. que modulan fa 

expresión de la colágena (Elias, 1988). Aunque estas interacciones explican la apariencia 

morfológica de las reacciones inflamatorias en las lesiones de sarcoidosis, el mecanismmo que 

explique el depósito excesivo de colágena es desconocido. Estos datos sugieren que existe un 

balance a favor de la secreción de mediadores que estimulan fa proliferación de fibroblastos y 

la producción de colágena (Harrison. 1991). 

PATOGENESIS. 

Independientemente de que el agente etiológico causante de la fibrosis pulmonar sea o 

no conocido, se piensa que los mecanismos de patogénesis, son comunes en los diferentes 

tipos de fibrosis, ya que en fa mayoría de éstos, se presenta una reacción inflamatoria con 

edema, I• presencia de un infiltrado celular asociado a lesión celular endotelial y epitelial, as; 

como la libermción de algunos factores de crecimiento, como eventos que preceden al 

desal'T'Ollo de una fibrosis (Harrison, 1994). 

Las teorlas actuales c9n respecto a la patogénesis de la fibrosis pulmonar, postulan 

que •xi•t• un• serte de mectiadores polipeptídicos, que desencadenan el fenómeno fibrótico. 

Estos mediadores son secretados por células residentes del pulmón (flbroblastos, células 

epiteli•fes y endoteliales), o bien por células provenientes de la circulación (macrófagos, 

neutrófilos, linfocitos, etc). Dichos mediadores polipeptidlcos modulan una gran variedad de 

funciones biológicas en los fibroblastos, como su atracción al sitio de lesión especifico, su 
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protiferación y fa produción de cantidades excesivas de colágena (Crystal. 1981, Laurent, 

1988, Elias, 1985, Bittennan, 1982, Wahl, 1978, Jimenez, 1979, Richards, 1991, Phan 1995). 

Estas teorías concuerdan con hechos tales como que, los fibroblastos comprenden 

cerca del 40% de las células del intersticio pulmonar y son los principales productores de 

colágena en et pulmón (8rad#ey, 1980). Además existe evidencia experimental que apoya esta 

hipótesis, ya que es característico de algunos tipos de fibrosis pulmonar, la gran penneabilidad 

microvascular asociada a lesión celular endotelial, hecho que permite el flujo de ~lulas y 

mediadoAts polípeptidicos al pulmón (Laurent, 1986, McAnuity, 1995). Sin embargo, no debe 

descartarse el hecho de que algunos mediadores pueden ser producidos focalmente (Crystal, 

1981, 1990). El incremento en el depósito de colágena puede ocurrir por diferentes 

mecanismos. Como ya se mencionó anteriormente, Jos fibroblastos det pulmón son tos 

principales productores de colágena, asi que indirectamente el aumento en fa sintesis de 

colágena. puede atribuirse aJ incremento en el número de fibrobfastos o bien al aumento en su 

prolifer•ción o bien por alteraciones en la regulación del metabolsimo de colágena. 

Por análisis bioquimico y técnicas inmunohistoqulmicas, se ha identificado en tejido 

fibroso colágena del tipo 1, sin embargo, en éireas de fibrosis temprana el tipo 111 de colágena 

es el predominante (Bateman. 1981, Seyer, 1976, Last, 1983, Kirk, 1984). Este incrwmento en 

la concentración de colágena pulmonar se ha observado en diferentes tipos de padecimientos 

fibróticos como el síndrome de insuficiencia respiratoria progresiva del adulto (Zapcl, 1979, 

Collins, 1984), y fa fibrosis pulmonar idiopética (Kirk, 1986, Salman, 1986). Indirectamente, 

también ha sido determinado el incremento en la síntesis de colágena, ya que se han. 

observado concentraciones elevadas de péptidos de procoJágena en los LSA de pacientes con 

FPI (Low, 1983, Cantin, 1988, Bjenner, 1989), esclerosis sistémica (Hamson, 1990) y 

sarcoidosis (Low, 1983, Bjenner, 1986). 

Sin embargo, se ha observado que los fibroblastos de pacientes con FPI o ES no 

sintetiZaln una m•yor cantidad de colágena en comparación con controles (Raghu, 1989, 

Hanison, 1991). Esta aparente discrepancia entre la evidencia experimental y las teorías antes 

expuestms, se podri• explicar por la existencia de una activación local, que induce la expresión 

de los genes de colágena en áreas especificas. Este hecho explica el porque los fibroblastos 

provenientes de algunas biopsias de pacientes con FPI, sintetizan grandes cantidades de 

colágena y otros no (Broekelmann, 1991). 
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Las alteraciones en Jos procesos de degradación de la colágena han sido menos 

estudiados en humanos, sin embargo, se han reportado niveles altos de colagenasa en LBA 

de pacientes con FPJ (Gadek, 1979) y controversialmente una disminución de la actividad 

colageolitic. en LBA de pacientes con FPJ pero con un incremento en el indica 

TIMP/coJágenasa en fibroblastos de pacientes fibróticos (Pardo, 1992). Por otro lado se sabe 

que los macrófagos de pacientes con sarcoidosis activa, son capaces de secretar grandes 

cantidades de colagenasa para colágena tipo IV (Agostini, 1989); y que en pacientes con FPI, 

el incremento en el contenido de colágena pulmonar se relaciona, al menos en parte, con el 

decremento de la actividad colagenolitica (Salman, 1986). 

so 
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Hipótesis v Objetivos 

Como se mencionó en la sección de antecedentes, en estudios previos se ha 

demostrado que Ja actividad biológica de Jos fibroblastos, puede ser modulada por diferentes 

factores de crecimiento. Estos son clave durante Ja patogénesis de Ja fibrosis pulmonar. ya 

que se ha observado su presencia en áreas fibróticas, y se han determinado sus posibles 

fuentes generadoras en el pulmón. Debido a esto, se ha postulado la existencia de un posible 

nexo entre dichos factores v la actividad biológica inducida por /os fibroblastos, lo que podría 

entenderse entonces, como fundamental durante Jos mecanismos del establecimiento de una 

fibrosis pulmonar. 

Pese a que la evidencia experimental. señala a la modulación biológica inducida por 

diferentes factores de crecimiento, como esencial para eJ entendimiento de un fenómeno 

fibrótico, no existen estudios en los que se investigue la presencia de mediadores, 

relativamente .. nuevos .. como la trombina, en muestras del tfuido que cubre el epitelio pulmonar 

de pacientes con diferentes tipos de fibrosis y el posible efecto inducido por éstos en 

fibroblastos pulmonares. Cabe mencionar que tampaco se ha determinado el efecto de estos 

factores de crecimiento en fibroblastos de pulmón nonnaJ, comparando el efecto inducido en 

fibroblastos pulmonares provenientes de pacientes con fibrosis, o bien, se ha intentado 

establecer. si la modulación fibroblástica se lleva a cabo a nivel génico, en que tiempo, y si 

existe o no alguna correlación con la secreción de proteína y su actividad biológica. 

Por lo tanto como hipótesis general para el desarrollo del presenta trabajo se 

consideró, que mediadores polipeptidicos como la a-trombina, pura y presente en muestras de 

LBA de pacientes con fibrosis pulmonar, el TGFP1 y dos de sus fonnas estructuralres menos 

estudiadas (TGFp, y TGFP» y el PDGF. y sus tres dimeros -AA. BB y -AB. modulan la 

respuesta biológica de fibroblastos pulmonares, a nivel de proliferación, quimiotáxis y 

metabolismo de colágena. Así mismo se postula que si esta regulación es alterada por 

agentes extemos o bien agentes internos (desconocidos). esto podría repercutir en el 

establecimiento del proceso fibrótico pulmonar. 

A fin de facilitar el entendimiento del presente trabajo, la presentación del mismo, se 

subdividió en capítulos diferentes. En cada uno de éstos se incluyó el estudio de un factor de 

crecimiento diferente. El capitulo 3 se enfocó a la determinación deJ efecto biológico inducido 

in vitl'D por Ja a-trombina, pura y presente en muestras de LBA de pacientes con fibrosis 

pulmonar, en la actividad biológica de fibrobJastos de pulmón humano. En el capitulo 4 se 
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muestra la evaluación del efecto biológico inducido in vrtro por tres de tas diferentes formas 

estructurales del TGFp, en la activ9dad biológica de fibroblastos de pulmón humano normal y 

provenientes de pacientes con diferentes tipos de fibrosis. Finalmente el capitulo 5 se destinó, 

a la detenninación de la posible modulación diferencial inducida en la quimioatracción de 

fibroblastos pulmonares por cada una de los dímeros del PDGF. Así mismo y considerando 

que el PDGF puede ser secretado por MA. e inducir su expresión a nivel génico, se empleó un 

modelo e>cperimental in vitro, en el qua se evaluó el patrón de e>cpresión génica de cada una 

de las cadenas poJipepticas del PDGF en MA estimulados con partículas inorgánicas a través 

del tiempo. 

CAPITUL03 

MODULACION DE LA RESPUESTA FIBROBLASTICA INDUCIDA POR TROMBINA 

El 80 % de los pacientes con ES desarrollan fibrosis pulmonar. caracterizada por un 

incremento en la proliferación de los fibroblastos pulmonares y el depósito de proteínas de la 

matriz extracelular (Leroy, 1988). Para el desarrollo del presente trabajo, se consideró que el 

dai\o endotelial característico de este padecimiento (Silver. 1988, Harrison, 1990), permitía que 

mitógenos provenientes de la circulación, como la a.-trombina recientemente reportada como 

mitógeno y quimioatrayente de fibroblastos (Gray, 1990, Bar-Shav9t, 1992, Dawes, 1993, 

Cambrey, 1994), entren al pulmón y sean los responsables de la proliferación de fibroblastos 

pulmonares (Harrison, 1993). Los estudios se realizarón en pacientes con otros tipos de 

flbrosis: FPI, sarcoidosis y voluntanos nonnales que se emplearon como control. 

HIPOTESIS GENERAL. En la fibrosis pulmonar asociada a ES, la lesión pulmonar en 

endotelio penn1tirá la movilización de la a.-trombina desde la circulación hasta el intersticio 

pulmonar y ésta será la responsable de la proliferación de los fibroblastos y de su activación 

para producir excesivas cantidades de colágena. 

HIPOTESIS ESPECIFICAS 

- Si en los pacientes con esclerosis sistémica, sarcoidosis y fibrosis pulmonar idiopática, 

existe evidencia de lesión vascular y trasudado de Ja circulación, reponado por la presencia de 

edema e influjo celular. se esperaria encontrar trombina presente en ros LBA de estos 

pacientes. 
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- Si la trombina induce in vitro proliferación celular en fibrobfastos, se esperaría que los 

LBA de P•cientes con ES, sarcoidosis y F~I que contengan trombina. indujeran estimulación 

celular en fibroblastos de pulmón humano y que fuera la trombina la responsable, al menos en 

parte, de dicho efecto biológico. 

- Si se postula que la trombina puede ser importante en el establecimiento del proceso 

fibrótico pulmonar, se esperaría que ésta pudiera tener algún efecto in vitro en el 

metabolismo de la colágena de los fibroblastos pulmonares. 

08.JETIVOS ESPECIFICOS 

1. Determinar la presencia del mediador trombina en muestras de LBA de pacientes 

con diferentes tipos de fibrosis pulmonar (ES, FPI y sarcoidosts), empleando un método 

calorimétrico y un susbstrato especifico. Confirmar el resultado por lnmunoelectro

transferencia, empleando un anticuerpo específico dirigido contra este mediador. Comparar Jos 

resultados con la presencia de trombina en LBA de voluntarios sanos. 

2. Investigar la capacidad de la trombina pura y presente en muestras de LBA de 

pacientes con fibrosis pulmonar de diferentes tipos, para estimular la proliferación de los 

fibroblastos pulmonares, mediante un método que pennite evaluar in vitre a Jos moduladores 

del creciminero fibrobléistico. 

3. Evaluar la contnbución específica de la trombina presente en LBA de pacientes con 

ES, en la proliferación fibroblástica, mediante el empleo de bloqueadores específicos de la 

trombina (hirudina, PPACK y ATlll). 

4. Investigar el efecto inducido por Ja trombina pura en el metabolismo de Ja colágena 

de fibroblestoa, mediante cromatografia liquida de alta presición (HPLC). Corroborar el efecto 

inducido por Ja trombina empleando en el mismo sistema el inhibidor especifico de la trombina: 

hirudina. 

5. Oetenninar el efecto de la a-trombina pura sobre la expresión del gen de la 

procolágena tipo 1 de fibrobJatos de pulmón humano. 
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CAPITUL04 

MODULACION DE LA RESPUESTA FIBROBLASTICA INDUCIDA POR TGFp,4. 

El TGFp, es un factor de crecimiento. conocido como potente estimulador de la síntesis 

de colágena (Roberts, 1988, Varga, 1986) y que ha sido implicado en la patogenésis de la 

fibrosis pulmonar (Broekelman, 1991). Sin embargo, se sabe que al menos existen cinco 

diferentes formas estructurales de dicho factor y aunque los TGFp2 y TGFP3 se han 

identificado en pulmón humano, se desconoce su papel en la patogenésis de la fibrosis 

pulmonar (McAnulty. 1995). Por otro lado. existen reportes controversiales acerca del efecto 

del TGFp, como modulador de la actividad fibroblástica. Ya que se ha propuesto que este 

factor es capaz de inducir una estimulación y una inhibición en la proliferación (Battergay, 

1990, Moses, 1990) y quimiotáxis (Postlethwaite, 1987, Osomio-Vargas, 1993) de fibroblastos 

pulmonares, dependiendo de las dosis de trabajo. Por lo qua es motivo de aste trabajo, 

dilucidar el efecto diferencial de cada una de ras tres fonnas estructurales del TGFp (1-3) en la 

proliferación, quimiotáxis y el metabolismo de fa colégena de fibroblastos de pulmón humano, 

nonnal y de pacientes con fibrosis pulmonar. 

HIPOTESIS GENERAL. Si el TGFp, es capaz de estimular in vitre la proliferación, 

quimiotáxis y la síntesis de la colágena de fibroblastos dependiendo de Ja concentración 

empleada, se esperaria que las formas estructurales relacionadas, TGFP:z y TGFP;,. induzcan 

efectos biológicos semejantes a los reportados para TGFp 1 • 

HIPOTESIS ESPECIFICAS 

- Si el TGFp, activa a fib(oblastos de pulmón humano induciendo una excesiva 

producción de colágena, las fonnas estructurales relacionadas del factor de crecimiento 

transfonnanta beta el TGFP:z y el TGFJh , serán también capaces de inducir la síntesis de 

colágena. 

- Si el TGFp, induce la proliferación celular de fibrcblastos de prepucio humano, en 

fonna dosis dependiente, éste y el TGFP:z y el TGFP;,. podrán inducir proliferación en 

fibroblastos de pulmón humano en la misma forma. 
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- Si el TGFP1 no es quimiotáctico para fibrobfastos de pulmón de rata, tampoco 10 será 

para fibroblastos de pulmón humano. Se espera una respuesta semejante para el TGFJh y el 

TGFIJ3 . 

- Las diferentes formas estructura/es del TGFJJ responderán de fonna diferente en 

fibroblastos de pulmón humano normal y fibrob/astos pulmonares de pacientes con fibrosis. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Determinar el efecto inducido por tres de las diferentes formas estructurales del 

factor de crecimiento beta (TGFJJ 1-3) en la proliferación de fibroblastos de pulmón humano 

normal y de pacientes con fibrosis pulmonar. 

2. Determinar la posible quimioatracción inducida, por cada una de las formas 

estructurales del TGFP. en fibroblastos de pulmón humano normal y de pacientes con fibrosis 

pulmonar. 

3. Investigar el efecto inducido por cada una de las formas estructurales del TGFJ'.3 en el 

metabolismo de la colágena de fibroblastos de pulmón humano en cultivo. 

4. Comparar y correlacionar los diferentes efectos biológicos evaluados e inducidos por 

cada una de las fonnas estrucutrales del TGFJJ. 

CAPITUL05 

EXPRESION Y SECRECION DE PDGF EN MA ESTIMULADOS POR PARTICULAS 
INORGANICAS Y LA RESPUESTA QUIMIOTACTICA DIFERENCIAL DE FIBROBLASTOS A 
LOS CIMEROS DEL PDGF. 

El POGF es un potente mitógeno y quimioatrayenye de fibroblastos pulmonares, por lo 

que se ha ligado a procesos fibróticos (Senior, 1983, Seppa, 1982). Aunque los péptidos del 

POGF están muy relacionados, inducen un efecto biológico diferente en monocitos. células de 

músculo liso, neutrófilos y fibroblastos de piel (Martinet, 1987, Seppa, 1982, Heldin, 1985, 

Clark, 1989, Heldin 1993). Estas diferencias se han atnbuido en parte, al distinto número de 

receptores para cada dímero del PDGF presente en los distintos tipos celulares (Bonner. 

1993), sin embargo, también podría deberse a una expresión diferencial de estos dimeros. lo 
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que podría constituir un mecanismo da modulación da la actividad de este factor da 

crecimiento. Ejemplos de modulación semejante a la que se sugiere, se han demostrado en 

fibrobJastos de pulmón de rata estimulados con asbesto (Lasky, 1995) 

HIPOTESIS. Si cada uno de los dímeros del PDGF inducen una respuesta biológica 

diferente, se esperaría que cada uno de estos induzca una respuesta quimiotáctica diferente 

en fibroblastos de pulmón. 

Si la actividad biológica inducida por cada dímero del PDGF es diferente, se esperaría 

que la expresión de las cadenas palipeptidicas A y B del POGF ocurra en forma diferente. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Determinar si las diferentes formas estructurales del POGF (-AA, -AB, y -BB), 

inducen actividad biológica distinta a nivel de quimiotáxis. 

2. Identificar y cuantificar la expresión de los genes que codifican para fas cadenas 

polipeplidicas A 'Y B del PDGF. 

3. Seguir la expresión de los genes del PDGF a través del tiempo. 

4. Correlacionar la e><i>resión génica del POGF con la aparición de productos en el 

medio. 
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CAPITULO 3 

MODULACION DE LA RESPUESTA BIOLOGICA INDUCIDA EN 

FIBROBLASTOS DE PULMON HUMANO POR TROMBINA. 



l. MATERIAL Y METODO 

PACIENTES 

Materiales y Métodos: Trombjna 

Las muestras de lavado broncoalveolar (LBA) fueron referidas por fas doctores Carel 

Blacl< y Ronald duBois del "Royal Free Hospital" y del "Royal Brompton Hospital" de Londres 

en Inglaterra. Se trabajó con 10 muestras de LBA de pacientes que llenaron los requisitos de 

la Asociación de Reumatologia para el diagnóstico de esclerosis sist9miea (Medsger, 1986). y 

10 para el diagnóstico de fibrosis pulmonar idiopáUca (Salman, 1986) y 10 de sarcoidosis 

(Scadding, 1985). Así mismo, se trabajó con 12 muestras de LBA de voluntarios sanos que 

fueron usadas como control. 

Algunas de las caracteristicas clínicas relevantes d• los pacientes con ES son: que 

presentaron una edad promedio de 45 años, 9 de ellos fueron del sexo femenino, 1• duración 

promedio de su enfermedad fuá de 4 años, sólo 2 de ellos poseían hábito tabáquico y de los 

LBA se recuperó un número promedio de 1.5 x 10• células/mi. Los pacientes con FPI 

presentaron una edad promedio de 60 años, 9 de ellos fueron del sexo masculino y poseían 

un• duración de fa enfennedad promedio de 6 años; sólo 1 no tenia hábito tabáquico y el 

número de células recuperadas de sus LBA fué de 1.3 x 10• tml. Los pacientes con sarcoidosis 

con edad promedio de 41 años, fueron 50% mujeres y 50% hombres, con una duración 

promedio del padecimiento de 4 años, 9 de elfos fumadores y con un número de 0.97 x 10• 

células/mi en LBA. Los voluntarios sanos con edad promedio de 25 años fueron en un 50% 

mujeres. El número promedio de células recuperadas fué de 1.2 x 10• /mi, el 88% de éstas 

fueron macrófagos. No se observó diferencia significativa entre el control y los demás grupos. 

LAVADO BRONCOALVEOLAR 

Los lavados broncoalveolares se desarrollaron usando un broncoscopio de fibra óptica 

(Olympus), de acuerdo con el método descrito por Haslam (1980). Se administró a los 

pacientes atropina ('4%) y como anestésico local lidocaina al 2%. La punta del broncoscopio se 

ajustó en el subsegmento lateral del Jóbufo inferior derecho y 4 alícuotas de 60 mi de solución 

salina (pH=7.0) con 8.4% de bicarbonato. previamente precalentado se introdujeron y 

posteriormente se aspiraron suavemente. Los fluidos aspirados se colectaron en tubos 

estériles y se transportaron de inmediato, a fa Unidad de Enfemiedades Pulmonares del 

"'N•tional He•rt and Lung lnstitute" para su procesamiento. Este procedimiento fué aprobado 

por et camita de ética def "Royal Brompton Hospital" y también fué efectuado en 12 voluntarios 

sanos, no fumadores, que accedieron a la prueba y cuyas muestras se emplearon como 

control. 
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CUENTA CELULAR 

Los LBA se centrifugaron a 300 x g a 4ºC por 5 minutos. El botón celular se lavó 3 

veces con medio mínimo esencial amortiguado con Hepes (25mM, Gibco Bio-cult, Escocia). y 

posterionnenta se realizó la cuenta total de las células recuperadas del LBA, usando una 

cámara de Neubauer y violeta de metilo al 1o/o, preparado en ácido acético al 1% como 

colorante vital. Las preparaciones celulares para realizar la cuenta diferencial, se hicieron 

mediante el empleo de una citocentrífuga (Shandon) con alícuotas de 100 µI de la suspensión 

celular<~ 1.25 X 10• células/mi) y centrifugando a 300 X g por 10 minutos. Las preparaciones 

una vez citocentrifugadas, se fijaron con metanol y se tiñeron con el colorante de May 

Grunwald. Este procedimiento fué realizado por los doctores A. Southcott y P. Pantelides en la 

Unid•d de Enfermedad Pulmonar Intersticial del "National Hean and Lung Jnstitute", quienes 

amablemente proporcionaron la infof'TTlación correspondiente. 

PROCESAMIENTO DE LOS LBA 

A fin de prevenir cualquier degradación proteica, las muestras de los LBA se 

manipularon siempre a 4ºC. Se tomaron 5 mi del sobrenadante del LBA para realizar Ja 

determinación de proteínas totales y albúmina presentes en estas muestras. Posteriof'TTlente 

ést•s se almacenaron en alícuotas de 10 mi a - 40°C en tubos de polipropileno (Falcan, R & L 

Slaughter, Upminister, Essex). 

1) CONCENTRACION DE LOS LBA POR UL TRAFIL TRACION 

Debido a que la concentración de proteínas presente en el fluido epitelial se diluyó al 

momento da Ja toma de la muestra, primeramente se procedió a su concentración. Las 

aHcuotas de 10 mi se descongelaron a 4°C y se concentraron 10 veces (10x), empleando una 

céimara de ultrafiltración estéril (Amicon. Stonhouse, Gloucestershire, U.K.). Para llevar a cabo 

este procedimiento, se empleó una membrana de de ultrafiltración para retención de proteínas 

~ 1000 daltones (Amicon), aplicando una presión máxima de 5 Kg/cm2 da nitrógeno. 

Finalmente el LBA se centrifugó a 9000 x g durante 3 minutos a 4°C; el sobrenadante se 

separó en aHcuotas (50 µf) y se almacenó a -?OºC hasta inciar Jos experimentos. 

11) DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES EN LBA 

A fin de cuantificar la concentración· de proteínas totales presentes en los LBA se 

empJeó un sistema de pruebas disponible en forma comercial (BioRad, Hemel Hempstead. 

Herts, U.K.). que se basa en el uso del colorante azul brillante de Coomassie G-250 (CB G-
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250, Bradford, 1976). Este colorante reacc;ona con las proteínas formando una complejo 

estable que tiene una absort:Jancia máxima a 595 nm. Una solución estándar de albúmina 

sérica humana (1.4 mg/ml, Sigma Chemical Co. Ltd.), fué empleada para realizar una curva 

estándar, en la que se probó un amplio intervalo de concentraciones que comprendían fas 

usualmente presentes en los LBA: 0.2 - 140 mg/ml (Cambray. 1992). El colorante diluido 5 

veces se agregó a la muestras o estándares y se incubó a temperatura ambiente (10 min.). 

tiempo después del cual se cuantificó la absorbancia de cada muestra a 595 nm en un 

espectrofotómetro (Gilford 2600, Gilford lnstument Laboratories lnc., Obertin, Ohio, USA.). 

111) DETERMINACION DE ALBUMINA EN LBA 

La cuantificación da la concentración de albúmina presente en ras muestras de LBA se 

realizó usando un sistema comercial (Sigma Chemical Co. Ltd., Poole, Dorset). La 

determinación se fundamenta en el empleo del colorante verde de bromocresol que se une a 

Ja albúmina específicamente y forma un complejo muy estable. mismo que presenta una 

absort:Jancia máxima a 628 nm (Doumas, 1971). Una solución de albúmina sérica humana, 

(Sigma Chemical Co. Ltd.), se empleó para realizar una curva estándar en un amplio intervalo 

de dosis (O.OS - 0.5 g/dl). Alícuotas de 1ml de las diferentes diluciones del estándar o bien, de 

la muestra sin concentrar, se adicionaron con 1ml de verde de bromocresol. Se incubó a 

temperatura ambiente y su absorbancia se determinó espectrofotométricamente a 628 nm 

(espactrofotómetro Gilford 2600, Comng Ltd.Essex). 

lv) CUANTIFICACION DE TROMBINA EN LBA 

La determinación de la concentración de la trombina presente en las muestras de LBA 

se efectuó mediante el empleo de un substrato cromogénico especifico para esta proteasa de 

serina (ldell, 1989), denominado S-2238 (H-0-Phe-Pro-Arg-p-nitro-anilina. Chromogeneiux, 

Sweeden). Se mezclaron 40 µI del substrato (4mM) con 40 µI de las diferentes muestras de 

LBA concentradas (10x) y 160 µI de solución amortiguada de fosfatos. Después de incubar 

dos minutos a 37ºC, se detenninó la absorbancia a 405 nm. La concentración de trombina se 

calculó a partir de curvas estandar preparadas por duplicado usando a-trombina humana 

(Sigma Chemical UK) en un amplio intervalo de concentraciones (1.1 x 10 ·10 M a 3.5 x 10 ·9 M). 

CULTIVO CELULAR 

Se emplearon fibroblastos de pulmón humano fetal: IMR 90 y HLF-1 (American Type 

Culture Collection, RockV1lle, Maryland, USA). Las células se cultivaron en cajas de 10 cm de 
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diámetro (Nunc. Kamstrup, Dinamarca) y se mantuvieron en medio de cultivo Oulbecco 

modificado de Eagle (DMEM, Chester Beatty Laboratories, Londres. U.K.) suplementado con 

suero de temera recién nacida al 10% (NCS) (Imperial Laboratories, Andover Hampshire, U.K), 

atmósfera húmeda al 10% de C02 y 37°C. En todos los experimentos realizados, ambas lineas 

celulares se usaron entre los pasajes 15 a 20. Una vez por mes, se verifieó que los cultivos 

celulares estuvieran libres de micoplasma, empleando hibridación con una sonda de RNA 

ribosomal marcada radioactivamente (GeneProbe, lmpex. Ltd. Teddington, Middlesexd, U.K.). 

ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR 

Para detenninar el efecto de la trombina pura o presente en los LBA en la proliferación 

de los tibroblastos de pulmón, se trabajó con un método colorimétnco basado en el empleo del 

colorante azul de metileno (Sigma Chemical Co. U.K.), rápido y conveniente para contar 

células cultivadas en placas de 96 pozos (Olivar, 1989). 

Se trabajó con cultivos confluentes de fibroblastos de pulmón humano (IMR90), mismos 

que se sembraron (6 x 103 fibroblastos/por pozo) en DMEM suplementado con NCS al 0.8%. 

Después de 24 h de preincubación, para asegurar adherencia y su estado en fase G 0 , se inció 

el experimento adicionando a los cultivos 100 µI de las diferentes diluciones de la trombina 

pura (0.15 x 10·11 M - 1 x 10·10 M) (Sigma Chemical Co. Poole Dorset, U.K.), de los inhibidores 

específicos de la trombina puros: hirudin (0.7 x 10*9 M a 24 x 10-• M) (Sigma Chemical Co .. UK) 

(Fenton, 1991, Priestle, 1993, Grotter, 1990), PPACK (0.5 >< 10·11 M a 5 x 10-'º M), 

(Clabiocnem, Novabiochem Lid., Nottingham, U.K.) (Bode, 1989, Kettner, 1979) y ATlll (1.5 x 

10·12 M a 3 x 10·" M) (Sigma Chemical Co., U.K.) (Jordana, 1980, Richard&, 1993, Fenton, 

1993), de las diferentes diluciones de los LBA: 1/16, 1/32, 1184 y 1/128 (previamente 

concentrados, 10x), o bien, mezclas de éstos, preparadas en medio OMEM suplementado con 

antibióticos y 0.4% de NCS. En cada experimento realizado se probaron en paralelo 6 replicas 

de cada muestra, dilución de trombina o mezcla. Fibroblastos expuestos a DMEM 

suplementado con NC's al 0.4% ó al 10% se usaron como blanco y control positivo 

respectivamente. 

Para detenninar la contribución especifica de la trombina a Ja inducción de la 

proliferación de Jos fibroblastos IMR 90, se realizó el ensayo de proliferación antes 

mencionado, preincubando diluciones óptimas de las diferentes muestras de LBA (1164). con 

concentraciones óptimas de inhibición de cada uno de los inhibidores de trombina hirudin (6 x 

10"9 M) y PPACK (5 x 10"" M). 
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Una vez concluido el experimento, el medio de cultivo se eliminó y posteriormente se 

realizó un lavado sumergiendo la placa en ángulo de 60º en solución amortiguada de fosfatos. 

Una vez eliminada la solución amortiguada de fosfatos, fas células se fijaron con 100 µI de 

solución de fonnol-salina al 10o/o durante 30 minutos. Después de este tiempo, las células se 

tii'leron con 100 µI de azul de metileno (0.5 mM, Sigma Chemical Co. Lid. Poole, U.K.) 

preparado en solución amortiguadora de boratos (pH = 8.5). Postarionnente se eliminó el 

colorante, se enjuagó el exceso de éste sumergiendo fa placa en solución amor1ig•udora de 

boratos (0.01 M) y el colorante unido a las células se eluyó con 100 µI de alcohol ácido (etanol 

- HCI O. 1 M, 1: 1 ). Finalmente se determinó la absorbancia de los cultivos a 650 nm, empleando 

un espectrofotómetro para placas de 96 pozos (Titertek Multiscan MC. ICN Flow Laboratories 

Ltd., lrvine. U.K.). Los resultados se expresaron como el porcentaje de estimulación observado 

sobre las células control (expuestas solamente a OMEM suplementado con 0.4% de NCS). 
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A fin de validar el ensayo de proliferación celular, en al 

menos 3 placas de cultivo de 96 pozos de cada 

experimento (seleccionadas al azar), se contó bajo el 

miscroscópio (con la ayuda de una lente con 

cuadrícula) el número de céfulas/pozo. Este resultado 

se correlaconó con las absorbancias cuantificadas 

previamente. A continuación se muestra uno de los 

ejemplos de validación. Las correlaciones obtenidas 

presentaron coeficientes da correlación entre O. 97 y 

0.99, p < 0.05. 

IDENTIFICACION DE OTROS FACTORES DE CRECIMIENTO PRESENTES EN LBA 

Con el fin de identificar la presencia de otros factores de crecimiento, potencialmente 

presentes en las muestras de LBA, y que pudieran ser responsables del incremento en la 

prolife ... ción de los fibroblastos. se desarrolló el método del azul de metileno antes descrito, 

incubando en presencia de anticuerpos bloqueadores de la actividad de POGF (SOµg/ml), 

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), IGF-1 (1/4000), (Calbiochem, CO, San Diego CA, 

USA), y TGF-P (100 µglml), (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). A manera de control 

positivo, en paralelo se detenninó el efecto de cada factor de crecimiento puro y en presencia 

de su anticuerpo. 
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METABOLISMO DE COLAGENA 

Debido a que los fibroblastos de pulmón humano normal IMR-90, producen una 

cantidad muy pequeria de colágena (experiencia previa del laboratorio del Dr. Laurenr). se 

emplearón fibroblastos fetales de pulmón humano normal HFL-1. El mantenimiento de fas 

linea celular se realizó en las condiciones descritas previamente. 

1) ESTIMACION DE LA PRODUCCION DE PROCOLAGENA 

La determinación de la síntesis de procolágena. se realizó mediante la cuantificación de 

hidro>ciprolina en proteinas secretadas por cultivos de células HLF-1. Para este fin, se empleó 

la cromatografía líquida de alta precisión (HPLC). La estandarización de dicho método se 

desarrolló en el laboratorio del Dr. Laurent (Campa, 1990 y McAnulty, 1991). Brevemente. 1 >e 

10• fibroblastos HLF-1 por mi, crecidos en DMEM al 5% de NCS (ICN Flow, High Wyccmbe, 

U.K.). se sembraron en placas de cultivo de 12 pozos (1 mi/pozo). Los fibroblastos se 

incubaron a 37ºC, en una atmósfera húmeda y al 10o/o de C02 hasta la confluencia total 

(aproximadamente 5 días). Posteriormente, las células se incubaron por 24 h más, tiempo 

después del cual, ef medio se eliminó y se remplazó por 1 mi de medio de preincubación 

(OMEM suplementado con glutamina 4 mM. 50 µQ/ml de ácido ascórbico, 0.2 mM de prolina y 

1 o/o de NCS) incubándose 24 h más. Posteriormente se remplazó el medio de cuJtivo por medio 

de preincubación recien preparado sólo (control). adicionado con TGFf31 (British Biotechnology, 

Oxtord, U.K., 1 ng/ml) empleado como control positivo. o bien, con la substancia de pMJeba 

(trombina, trombina -r hirudina, LBA, LBA -r hirudina, etc.). La producción de procoJágena se 

detenninó 24 h después (tiempo durante el cual la cinética de la reacción sigue una tendencia 

lineal (Campa, 1990). Al fin del experimento, la monocapa celular se levantó mediante el uso 

de un gendanne de teflón. Cada pozo se lavó con 1 mi de solución amoniguada de fosfatos y 

se mezcló con el sobrenadante onginaJ. Debido a que una pequeria cantidad de procolágena 

pennanece latente en la monocapa celular y ademéis existe hidroxiprolina presente en el 

suero, éstas se cuantificaron estimando los valores de hidroxiprofina al tiempo cero .. t=o ... 

Estos valores se sustrajeron del valor de las muestras, logrando estimar la cantidad de 

hidroxiprolina real generada durante el periodo de incubación. 

Las proteinas presentes en el medio de cultivo, se precipitaron con etanol en una 

concentración final del 67º/o, durante 12h a 4°C. Después de este tiempo, fas proteínas se 

sep•rairon de los amino ácidos libres mediante filtración al vacio empleando una unidad de 

fiJtración Milfipore (filtros tipo HV con poros de 0.45 µm, Millipore, Watford, U.K.). Los filtros se 
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lavaron con etanol al 67%, y los sobrenadantes se evaporaron hasta sequedad total (Ori-Block 

Sample Concentrator, Techne DB-3, SC-3), eJ mismo procedimiento se siguió en las proteínas 

adheridas al filtro. Posteriormente, todas las muestras se hidrolizaron en 2 mi de HCI e M, a 

110ªC durante 16 h. Los hidroUzados se decoloraron con 30 mg da carbón activado (SDH 

Chemicals Ltd., U.K.) y se filtraron a través de filtros con poros de 65 µm de diilmetro (tipo DA, 

Millipore Lid. U.K.) a tubos de poliestireno (Sarstedt Lid .. Beaumont Leys, U.K.). donde se 

almacenaron hasta antes de realizar el análisis cromatográfico. 

11) OBTENCION DE AMINO ACIOOS CONJUGADOS AL CROMOGENO. 

Alícuotas de 100 µI del hidrolizado, se evaporaron al vacío y a 45ªC hasta sequedad, 

empleando un Speed Vac (MHlipore Ltd. U.K.). Los residuos se resuspendieron en 100 µI de 

agua y se amortiguaron con 100 µI de solución de tetraborato de potasio (0.4 M. pH = 9.5). y 

100 µJ de 7-cioruro de 4 nitrot>enzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-CI, 12 mM). preparado en metanol. 

La conjugación se realizó durante 20 minutos da incubación a 37°C en la obscuridad. Bajo 

estas condiciones la hidroxíprolina reacciona con el NBD-CI produciendo un cromógeno que 

absorbe a 495 nm. (Fgura 3). 
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Figura 3. Reacción def NBD-Cf con la hldroxiprollna (HYP) 

La reacción se detuvo, con la adición de 50 µI de ácido cforihidrico 1.5 M y 150 µI de 

acetato de sodio 167 mM (Fisons, Loughborough, U.K.), preparados en acetonitrHo al 26ºAJ. 

Después de esto, las muestras se filtraron a través de filtros con poros de 0.22 µm de diámetro 

(tipo GV de Millipore). Una alícuota de 100 µI de las muestras conjugadas se Inyectó entonces, 

en la columna del HPLC. 

111) INSTRUMENTACION Y CONDICIONES CROMATOGRAFICAS (HPLC) 

Las muestras conjugadas se separaron usando un sistema de gradiente de una sola 

boma (Phammiacia/LKB, Milton Keynes), acoplado a una columna de fase reversa 
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(LiChroCARTLiChrospher, 250 mm de largo x 4 mm de diámetro, y 5 µm de tamallo de 

partfcula, 100 RP-18, Merck/BDH, Poole, Dorset, U.K.), protegida por una pre-columna 

(LiChrosorb, 4 x 4 mm, 5 µm, 100 RP-18). Las muestras fueron eluidas con un gradiente de 

acetonitrilo, como se describió por Campa y cols. en 1990, y la detección post-columna se 

realizó monitoreando la absorbancia a 495 nm. Para llevar a cabo el anaílsis cuantitativo, Ja 

serial se procesó en una integrador computarizado de cromatografia Trio (Trivactor, Sandy). 

En esta sistema, la hidroxiprolina pura (Sigma Chemical CO, Ltd .. Poole Dorset, U.K.) eluye 

con un pico aproximadamente a los 5'/, minutos después de la inyección. 
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Figura 4. Cromatograma de la hidroxiprolina por HPLC 

El contenido de hidroxiprolina presente en cada muestra, se determinó por 

comparación de las áreas de Jos picos eluidos en los cromatogramas, con los picos de Ja 

solución estándar que fueron conjugadas y separadas en las mismas condicionas. Estas se 

probaron al principio y al final de cada periodo experimental. A los resultados obtenidos se 

sustrajo el valor de T 0 (concentración de hidroxiprolina presente en el medio de cultivo), para 

obtener el valor real de hidroxiprolina en cada pozo. 

lv) INDICES DE SINTESIS Y DEGRADACION DE PROCOLAGENA. 

La hidroxiprolina cuantificada en la fracción insoluble en etanol, se consideró como 

preveniente de Ja procolágena secretada en el medio de cultivo. La velocidad a la cual esto 
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ocurre provee un indice de Ja producción da la procolágena (Campa y cols., 1990) y se 

exprws.9 como pmol de hidroxiprolina/µg de DNA/h. La hidroxiprolina presenre en la fracción 

soluble a etanol (hidroxiprofina hbre) representa entonces, la hidroxiprolina derivada de Ja 

proeolágena sinretizada y subsecuentemente degrada durante el periodo de cultivo. El indice 

de procofágena sinretizada se obtuvo de la combinación de valores de fas fracciones solubles 

e insolubles en etanol. La proporción de procofágena degradada sa expresó como el 

porcentaje del total de procolágena sintetizada. 

v) ESTIMACION DEL CONTENIDO DE DNA EN CULTIVO 

Cultivos de fibrobfastos idénticos a los descritos anteriormente, se emplearon para 

determinar el contenido de DNA por pozo como un indicador del número celular. La estimación 

de DNA se fundamenta en un método previamente descrito, (Briton, 1956) al que se hicieron 

algunas modificaciones. que pennitieron la medición de pequeñas cantidades de DNA 

(McAnully y cols., 1991). 

Al rénnino del periodo de incubación, las células se resuspendieron en solución 

amortiguad• de fosfatos mediante el empleo de un gendanne de teflón. El "pellet" 

resuspendido se cetrifugó (12 000 rpm a 4ºC duranre 20 min.) y el "pallar obten;do se 

resuspendió nuevamente en 1 mi de solución amortiguada de fosfatos. mismo que se 

almacenó a - 40ºC hasra fa realización del ensayo. 

vi) ENSAYO DE DNA. 

Los "peUers" celulares fueron descongelados, centrifugados (12 000 rpm a 4ºC, 20 

min.), y resuspend;dos en 1 mi de ácido perclórico 0.5 M, solución en la que se incubaron 

dur.ante 10 minutos en hielo. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas (12 000 rpm a 

4ºC dur11nte 20 min.). Este paso se repitió 2 veces más y finalmenre los "pellers" se 

resuspendieron en 1.2 mi de ácido perclórico (O.a M) y se calentaron durante 45 minutos a 

70°C. Transcurrido este tiempo de incubación, las muestras se enfriaron en hielo durante 15 

minutos y se centrifugaron (12 000 rpm a 4°C por 3 min.) rescarando los sobrenadantes. Una 

alícuota de 1 mi se tomó para realizar eJ ensayo. 

Una curva estándar de DNA de timo de ternera (Sigma Chem;ca1 Co. Ltd.), (0 a 16 

µglml), se preparó en 1 mi de ácido perciórico o.a M ( r=0.98). ) y a partir de ésta se calculó Ja 

concentración de DNA/pozo/hora. Los estándares se procesaron al mismo tiempo que fas 

67 



Materiales y Métodos: Trombina 

muestras. Al mi de muestra o estándar se les adicionaron entonces 100 µI de una solución 

acuosa de acetaldehido (1.6 mg/ml) y 1 mi de difenilamina (4o/o) preparada en ácido acético 

glacial. Oespu•s de mezclar vigorosamente. las muestras se incubaron durante 12 h a 30ºC. 

Transcurrido este periodo de incubación, se determinó la absort>anci• de las muestras y 

estándares a 595 nm (espectrofotómetro Gilford 2600). La relación lineal entre la 

concentración de ONA da las soluciones estándar y la absort>ancia de las mismas a 595 nm 

permitió trazar una curva patrón, en la cual se interpolaron los valores de absorbancia de las 

muestras. y se determinó la concentración de DNA/pozo de las diferentes muestras problema. 

Las cantidades de DNA cuantificadas en los cultivos control, no fueron 

significativamente diferentes para los cultivos incubadas con trombina o con TGFf3, por lo que 

el contenido de DNA por pozo se consideró como 5.86 ± 0.3 µg/pozo. Una vez descrito el 

efecto inducido por trombina en el metabolismo de colágena, se intentó determinar si tal efecto 

era atribuible exclusivamente a trombina, empleando al inhibidor específico de la trombina: 

hirudin•. En este nuevo experimento los valores de DNA en los cultivos control y los cultivos 

Incubados en presenica de trombina, trombina + hirudin y TGFf3, tampoco fueron diferentes. 

Se consideró el valor promedio de DNA encontrado: 6.29 ± 0.5 µg/pozo. 

El efecto de la a-trombina en la síntesis de procolágena de los cultivos de fibroblastos 

HLF-1, se realizó siguiendo la metodología antes descnta y empleando diferentes 

concentraciones de a.-trombina (Sigma Chemical Co.). (10 ... M, 10·• M, 10·10 M. 10·11 M y 10·12 

M) sola o en presencia de su inhibidor hirudin (Sigma Chemical Co., 6 x 10·• M). Siempre se 

trabajó con TGFJh (1 ng/ml. British Biotechnology) como control positivo de inducción de 

síntesis de procolágena. En el caso de las muestras de LBA probadas se adicionaron 

diluciones 1 :4 de las mismas. 

SEPARACION DE PROTEiNAS PRESENTES EN LBA (SDS-PAGE) 

A fin de identificar los PM de las proteínas presentes en las diferentes muestras de los 

LBA, se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida de acuerdo al método de Laemmli 

(1970). Los geles se prepararon empleando concentraciones de 9% y 12.So/o de acrilamida 

(Integra Biosciences, Northumbria, U.K.). El gel de inicio siempre se preparó con acrilamida al 

3% y se trabajó con corriente de 25 mA para permitir el paso de las muestras por éste, 

posteriormente, la corriente se incrementó a 55 mA. La corrida del gel se terminó cuando el 

marcador de corrida (azul de bromofenol), alcanzó 20 mm antes del final del gel. El 
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calentamiento del gel durante fa corrida. se previno recirculando agua fria en la cámara de 

elctroforesis. 

/) PREPARACION DE MUESTRAS PARA SDS-PAGE. 

100 µI de las diferentes muestras de LBA concentrado (10x), se mezclaron con 100 µI 

de colorante de corrida para electroforesis (SOS al 3.1o/o, azul de bromofenol al 0.01o/o, 

solución amortiguadora de tris, 0.06 mM a pH=6.8). Posterio""ente se tomaron 25 µI de esta 

solución y se mezclaron en una proporción 1: 1 con 25 µI de solución amortiguadora adicionada 

con glicerol al 20% y de azul de bromofenol al 0.3%. A fin de observar la separación de las 

proteínas presentes en algunas de las muestras de LBA en condiciones reducidas, se adicionó 

P·mercaptoetanol a ambas soluciones de mezcla. El peso molecular aparente de las bandas 

de proteinas. presentes en las muestras de LBA, se determinó. empleando simultáneamente 

un marcador arcoiris, con intervalos de peso molécular de 14 a 200 KDa (Amersham 

lntemational PLC, Aylesbury, Bucks, U.K.). Las bandas de proteínas separadas por 

electroforesis en los geles de poliacrilamida, se visualizaron empleando el método da tinción 

de plata, aproximadamente 100 veces más sensible que la tinción con azul de coomassie 

R250. 

11) TINCION DE PLATA. 

El método fue ongmalmente descrito por Merril & Shifin (1979). En la realización del 

presente trabajo se empleó un sistema para tinción comercial (Bici Rad, Hemel Hempstead, 

Herts, U.K.). Brevemente, la fijación de proteinas al gel se realizó en metanol - ácido acético 

50% - 20%, preparado en agua. Posteriormente los geles se lavaron con agua desionizada. 

Los geles se tiñeron por 15 minutos en solución de AgN03 0.8%, NaOH 0.07% e hidróxido de 

amonio 0.16 M y se revelaron con 5 x 10-3 M ácido cítrico y 0.019% de formaldehido. 

Transcurrido el tiempo de tinción, la reacción se detuvo con metanol al 50%. 

INMUNOELECTRO-TRANSFERENCIA 

Para identificar la presencia de la trombina en los LBA. se separaron ras proteínas de 

las diferentes muestras de LBA de los pacientes con ES, en condiciones normales y de 

reducción, empleando el método antes descrito. Posteriomlente se transfirieron a una 

membran• de nylon-nitrocelulosa. La identificación de trombina se realizó mediante métodos 

de inmunodetección y con la ayuda de un método de quimioluminiscencia. La 

alectrotransferencia se realizó empleando una membrana de nylon-nitrocelulosa (Hybond-C 
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Super. Amersham, Aylesbury, U.K.), en solución amortiguadora de corrida (glicina 39 mM, tris 

48 mM. SOS 0.0375% y metanol 20%) durante 12 h con una corriente de 0.5 mA. La eficiencia 

de dicha transferencia se comprobó mediante la tinción de las proteínas inmobilizadas en la 

membrana con una solución de negro de amido al So/o preparado en metanol - ácido acético en 

proporción 25% - 10%, preparada en agua. Una vez verificada la transferencia, las membranas 

se desti1'eron inmediatamente con metanol - ácido acético (45% - 10%). 

1) INMUNODETECCION DETROMBINA EN LBA 

La inmunodetección es un método diser'\ado para la detección específica de bandas de 

proteínas inmobilizadas en una memebrana de nylon-nitrocelulosa. Los sitios de unión 

inespecifica presentes en la membrana, se bloquearon incubándoJa (1-2 hrs) en solución 

amortiguadora de fosfalos (Oxid, Basrngstock, Hampshire, U.K.) adicionada con feche 

semidescremada en polvo al 3% y tween 20 al 0.05%. Posteriormente. la membrana se incubó 

en presencia de un anticuerpo (lgG) poJicJonal, en concentración óptima, misma que fué 

previamente estandarizada (1:500). Este anticuerpo dirigido contra la trombina humana y 

obtenido en conejo, (America Diagnostica lnc .. Greenwhich, en. se incubó durante 1 h con la 

membrana y después se lavó con solución amortiguada de fosfatos y tween 20 al 0.05%. 

11) DETECCION DE TROMBINA POR QUIMIOLUMINISCENCIA (ECL) 

Complejos de antígeno-anticuerpo pueden ser identificados por quimioluminiscencia 

(Enhanced chemoluminiscence - ECL). En este trabajo se empleó un sistema comercial 

(Amersham, Aylesbury, U.K.), que se fundamenta en el uso de una reacción luminosa no 

radioactiva. para detectar el complejo trombina-ant1trombina. EJ sistema usa luminol de 

diacilhidracida cíclica, misma que se oxida en presencia del anticuerpo secundario obtenido en 

caballo y conjugado con peroxidasa, la que en presencia de peróxido de hidrógeno genera la 

emisión de luz. Las membranas previamente incubadas con los anticuerpos primario y 

secunadario, se incubaron con Juminof durante 1 minuto. Después de este tiempo la emisión 

de I• setl•I de luz se detectó exponiendo la membrana a placas de rayos X (Hyper Film ECL. 

Amersham, Aylesbury, U.K.). Los tiempos da exposición fueron variables dependiendo de la 

intensid•d de luz emitida, en general fluctuaron entre 15 segundos y 2 minutos. Las placas de 

rayos x se revelaron empleando un procesador de placas de rayos X automatizado (Fuji. 

Londres, U.K.). 
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ANALISIS DE NORTHERN BLOT PARA PROCOLAGENA INDUCIDA POR TROMBINA 

Cultivos de fibroblastos HLF-1 en condiciones idénticas a las descritas anterionnente 

para Ja valoración del metabolismo de colágena, se sembraron y se crecieron a confluencia y 

de éstos se obtuvo el RNA total de los fibroblastos incubados en presencia de a.-trombina (10-

a M a 10-12 M) pura, y adicionada con hirudina (6x10·• M). Medio de cultivo solo, o adicionado 

con TGFp, (1 ng/ml), se emplearon como blanco y control positivo respectivamente. La 

monocapa celular se lisó en presencia de isotiocianato de guanidina (Sigma Chemical Co. 

Poole, Dorset, U.K.) para la obtención del mRNA total, que fue extraído usando el método del 

cloruro de litio (Sigma Chemical Co. Poole, Dorset, U.K.) (Chomocznyski, 1987). 

30 µg de RNA total de cada muestra, se sometieron a electroforesis, en geles de 

agarosa al 1.2%, con fonnaldehído 2.2 M y se transfirieron por capilaridad a una membrana de 

nylon-nitrocelulosa (Hybond C-Super, Amersham, Aylesbury, U.K.). Para confinnar la 

integridad y el tamano de Jos RNA ribosomales 28s y 18s, se trabajó en forma simultánea con 

un marcador de peso molecular de RNA (RNA ladder de GIBCO-BRL, Gaithersburg, MO, 

USA). Se prehibridó durante 4 h a 42ºC en solución amortiguada de fosfatos (50 mM). ex 
SSC, SX de solución de Oenhardt, O. 1 % SOS y 100 µg de ONA de ·esperma de salmón 

desnaturalizado. Posteriormente la membrana se incubó durante 12h a 42ºC con la sonda Hf 

677 para procolágena a.2(1 ), que reconoce a la colágena tipo 1 y de la que se han descnto dos 

transcritos de 7.2 y 5.9pb respectivamente (Chu, 1982). Dicha sonda se marcó 

radioactivamente (5 X 108 cpm/ml de a.P32-DCTP) (Amersham, L1fe Sciences, Aylesbury, U.K.). 

Al final del periodo de hibridación la membrana se lavó 4 veces durante 5 minutos a 

temperatura ambiente en SSC 2X - SOS 0.1%, y dos veces 15 minutos con SSC 0.1X - SOS 

o. 1 %. Finalmente la membrana se expuso durante una semana a una placa de rayos X (Kodak 

X-OMAT, Londres, U.K.). Como control de la cantidad de RNA adicionado al gel, se hibridó la 

misma membrana con la sonda para Ja enzima glucosa 6-fostafo deshidrogenasa (GADPH, 

ATCC, Rocville, MA, USA). 

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS 

Los resultados obtenidos se expresaron en medianas e intervalos y se compararon 

mediante el uso de la prueba de U de Mann-Whitney. Además se empleó la prueba de "'t" de 

Student de dos colas para determinar diferencias significativas, un valor de P< O.OS se 

consideró como significativo, en ambos casos. En el caso de los datos parámetricos y no 

parámetricos valores de r=0.6 y 0.85 se consideraron como significativos respectivamente. 
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11. AESUL TADOS 

OETEAMINACION DE TROMBINA EN MUESTRAS DE LBA. 

i) CURVA ESTANCAR DE TROMBINA. 

Los niveles de trombina presentes en las diferentes muestras de LBA concentradas 

(10x), se determinaron mediante el ensayo cromog8nico, descrito en la sección de métodos. 

La concentración de trombina en las muestras, se calculó a partir de una curva estándar 

realizada con trombina pura en un intervalo de concentraciones de o.11x10·• M a 3.5 x 10·• M, 

El coeficiente de correlación obtenido fuá r:=O. 99. 

11) NIVELES DE TROMBINA EN MUESTRAS DE LBA 

~ .. 

ª _:____:., .. : 

Como se observa en la siguiente 

gráfica, la concentración de trombina 

se encuentra elevada en las muestras 

de los pacientes con ES. En todas las 

muestras se observó un valor superior, 

al valor más alto determinado en las 

muestras control. En Jos pacientes con 

ES, se observó una mediana de la 

concentración de trombina de 14.6 x 

10·• M (8.2 x 10·• M a 32.2 x 10·• M). 

mientras que para los pacientes con 

FPI y sarcoidosis las medianas fueron de 0.8Sx10·• M (0.42 x 10·• M a 4.63 x 10·• M) y 1.92 x 

10·• M (0.65 x 10·• M a 9 x 10·9 M), respectivamente. Estas últimas no presentaron ninguna 

diferencia significativa con respecto a los niveles de trombina encontrados en los LBA de los 

voluntarios sanos: 4.1 x 10·• M (3.3 x10"8 M a 5.8 x 10·• M). En cambio la mediana de la 

concentración de trombina de las muestras de los pacientes con ES, fuá aproximadamente 3 

veces mayor, comparando con fa de los controles (p...::: 0.02). 

PROLIFEAACION CELULAR 

DETERMINACIÓN DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DEL CULTIVO 

Debido a que la proliferación de fibroblastos es dependiente de la densidad celular 

sembrad• y de la concentración de suero empleada, como primer punto para el desarrollo del 

presente trabajo. se estandarizó la concentración óptima de suero a emplear. El número 

celular y et volúmen óptimo por pozo fueron estandarizados previamente por ta Dra. A.O. 
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Cambray (6x103 célu•as por pozo cultivadas en 100 id de DMEM en placas de cultivo de 96 

pozos). 

I) CURVA DOSIS RESPUESTA A NCS EN FIBROBLASTOS IMR-90 

A fin de asegurar que la proliferación fibroblástica observada, en respuesta al factor o 

factores de crecimiento adicionados (trombina. LSA, etc), fuera independiente de la 

contribución que pudiera ejercer el suero presente en el medio de cultivo, los fibroblastos 

fueron cultivados en ausencia de suero. Sin embargo, esta linea celular no soportó éstas 

condiciones de cultivo; por lo que se probaron diJuciones seriadas del mismo (0.15% a 2o/o), 

para determinar la concentración de suero a emplear. En paralelo se estandarizó eJ tiempo 

óptimo de incubación del cultivo (24h, 48h y 72h) y la concentración de suero a la que 

preincubarian las células antes de iniciar el experimento. asegurando su adhesión a la placa 

de cultivo, sin estimular previamente los mecanismos de proliferación celular. Se ensayaron 

dos condiciones de preincubación: 24h en presencia de 0.4% y 2% de NCS. 

Como puede observarse en las siguientes gráficas, el período de pre ·incubación de 24 

h a baja concentración de suero (0.4o/o), fue suficiente para asegurar que fas células se 

adhirieran adecuadamente, sin estimular la proliferación. Así mismo se encontró. que a esta 

baja concentración de suero obtuvo el crecimiento lento deseado y una absorbancia 

aceptable. Por lo que en experimentos posteriores se empleó un periodo de pre-incubación de 

24 h con NCS al 0.4%. Los experimentos se desarroUaron también con esta concentración 

bajadeNCS. 

~., .......... <!!!::;:.-~~~~~~~ .. ~~~~ 
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Pre-incubadas 24 h con NCS al 0.4%. 
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Pre-incubadas 24 h con NCS al 2%. 
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En paralelo se evaluó el efecto inducido por el control positivo (medio DMEM 

suplementado al 10% con NCS), se observaron valoras de 136.9%, 159.4% y 189.2% 

de estimulación en la proliferación fibroblástica sobre el medio control a las 24, 48 y 72 

horas respectivamente. En la curva dosis respuesta a suero en que fas células fueron 

pre-incubadas 24 h con NCS al 2o/o, el control positivo (medio OMEM suplementado al 

10% con NCS). indujo una estimulación de la proliferación fibroblástica de 309.5%, 

350o/o y 259% sobre el medio control a fas 24, 48 y 72 horas respectivamente (estos 

resultados no se muestran en la gráfica). 

11) CURVA DOSIS RESPUESTA A TROMBINA EN EL TIEMPO. 

T~MBI- 1•10º""1 

En las condietones antes descritas, se incubaron 

diferentes concentraciones de trombina (0.016 x 
10·10 M a 1 x 10·10 M) durante 24, 48 y 72 horas y 

al 0.4% de NCS para definir el tiempo de efecto 

óptimo de esta proteasa de serina. La trombina 

presentó un máximo de estimulación de Ja 

proliferación fibrobfástica a cualquiera de los tres 

períodos de tiempo probados (35.So/o para 24 h, 

55.6o/o para 48 h, y 68.4% para 72 h) a una 

concentración de 1x10·10 M. Sin embargo, en la 

curva de 24 h se observaron valores de 

estimulación relativamente bajos, las curvas de 48 

y 72 h son las que presentaron mejor porcentaje de estimulación. Debido a que a las 72 h 

podrían empezar a generarse otros factores de crecimiento que intervenieran en el sistema y 

que enmascararían por tanto, el efecto del factor a probar (Baserga, 1985). se seleccionó el 

tiempo de 48 h. como tiempo óptimo de la detenninación. El resto de los experimentos que se 

presentarán se desarrollaron en este periodo de tiempo. 

DETERMINACION DE LA DILUCION OPTIMA DE LBA. 

De acuerdo a ro descrito anterionnente, los fibroblastos de pulmón humano IMR 90, se 

sembraron en placas de cultivo de 96 pozos. Después de fas 24 h de preincubación se cambió 

el medio d• cultivo por medio nuevo, suplementado con NCS al 0.4% y diferentes diluciones 

de LBA (1/16, 1/32, 1164, 11128), preparadas en el mismo medio. Seis replicas de cada 

dilución y de cada muestra se probaron en forma simultánea. En experimentos previos. se 

trabajó con diluciones de LBA del 1/2 a 1/8, sin embargo, éstas indujeron un aparente efecto 

74 



Resultados: Tromblna 

tóxico en las células, por lo que en experimentos subsecuentes ya no se trabajó más con estas 

altas concentraciones de muestra. La proliferación celular inducida por Jos lavados da 

voluntarios sanos (1116) fué de 2.3% á 6.1% ± 10.9% y esto no resultó ser significativamente 

diferente con respecto al control. 

I) EFECTO DE LBA DE PACIENTES CON FIBROSIS EN PROLIFERACIÓN 

: ... 
: 

DI LUCIO!" LB• (ESI 

Como se observa en la figura, todas 

las muestras de LBA de pacientes con 

ES. indujeron un aumento en la 

proliferación de los fibroblastos de 

pulmón humano IMR-90. Con la 

dilución 1/16, se observó el efecto 

óptimo con una mediana máxima de 

estimulación del 50o/o; (17% a 83.8%) 

sobre el medio control. Este valor 

representa aproximadamente 1/3 del 

obtenido en el sistema con el máximo 

de estimulación posible (control positivo, medio suplementado con NCS al 10°A:i). Conforme se 

difuyó la concentración del LBA, disminuyó la actividad de proliferación (dilución 1/32 y 1164: 

39%; 9.5% a 57% y 23o/o; 9.4% a 46o/o de estimulación sobre medio control respectivamente), 

hasta que a la dilución 11128 (4.2%; 1.5% a 9.1%) no se observó diferencia significativa con 

respecto a la proliferación inducida por los LBA de Jos voluntarios sanos. Cabe mencionar el 

hecho de que para cada una de fas muestras de LBA evaluadas, la proliferación fibroblástica 

disminuyó conforme se diluyó la muestra. 

Las muestras de LBA de pacientes con FPI y sarcoidosis, también indujeron un 

incremento en la proliferación fibrobléistica. En el caso de los pacientes con FPI, la 

estimulación de la proliferación fué independiente de Ja dilución del LBA probada. En estas 

muestras, la mediana de la proliferación inducida por fa dilución 1116 fué del 26.8%; (0.7% a 

79.4%), mientras que las medianas de la proliferación inducidas por las diluciones 1/32, 1/64 y 

1/128 fueron de 32.9%; (2% a 67%), 22.3%; (2.1% a 50%), y 22.2%; (0.7% a 41.3%) 

respectivamente. Todas las diluciones probadas indujeron una proliferación significativa 

comparadas con el medio control (p< 0.05). 

75 



-~... ---·- .... 
a -,-... 

11111• 

DILUC!Of\I LBAi (FPIJ 

• a • 

Resultados: Trombina 

5~~ u: ~- t.."O¡ 

~ ;¡ "° ••• 
ü = -.--•• - -·-

• a • -..---

u-~ -~~------·-·_· __ =_i_=_ 
1111!1 1132 tld• 

DILUCION LS"' (SAiRCOIOOSISJ 

Para las muestras de LBA de pacientes con sarcoidosis la dilución 1/16 indujó una 

medi3na de la proliferación de 45.SºA:.; C-18% á 72'%), mientras que fas diluciones 1132. 1164 y 

1/128 Indujeron valores de medianas de proliferación del 29%; (1.4% - 105.3%). 32.9%; (3.5% 

á 49.8%), y 14.61o/o; (0.2o/o á 31o/o) respectivamente. 

11) CORRELACION ENTRE TROMBINA DE LBA (ES) Y PROLIFERACION 

Considerando que se detectaron altas concentraciones de trombina en las muestras de 

LBA de pacientes con ES. y que dichas muestras indujeron la proliferación celular de los 

fibroblastos de pulmón humano normal (IMR-90), en forma dosis dependiente de Ja dilución de 

LBA empleada, se intento establecer una correlación entre los niveles de trombina presentes 

en las muestras de LBA de estos pacientes, y la proliferación fibroblástica inducida por estos. 

~ 

:r 

""' 

PROLIFERAiC101' FIBROBL'ISTIC"' 
('' es11mul•c1on soD• meo•o control) 

Como se muestra en las siguiente figura. 

existe una correlación significativa (r-0. 72. 

P< 0.02) entre Ja capacidad mitogénica de 

las muestras de LBA de pacientes con ES 

y los niveles de trombina presentes en 

éstas. Por otro lado, no se encontro 

correlación entre Jos bajos niveles de 

trombina encontrados en fas muestras de 

LBA de pacientes con FPI y sarco1dosis y 

la proliferación celular inducida por estas 

muestras de LBA. 
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DETERMINACION DE LA CONTRIBUCION ESPECIFICA DE LA TROMBINA A LA 

PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS DE PULMON. 

A fin de determinar la contribución específica de la trombina presente en fas diferentes 

muestras de LBA, al incremento en la proliferación de los fibroblastos IMR 90, se trabajó con 

inhibidores específicos de la trombina: la hirudina (inhibidor altamente especifico y selectivo, 

de la trombina. obtenido de la saliva de sanguijuelas) (Fenton, 1993, Preistfe, 1993), el PPACK 

(inhibidor sintético de la trombina y depndiendo del tiempo de incubación, de algunas otras 

proteasas) (Kettner, 1979, Bode, 1989), y la ATlll (inhibidor natural de la trombina (Richards, 

1993). Primeramente se estableció el efecto que cada uno de éstos tenia en la proliferación 

celular por si mismo. Posterionnente. se estableció la dosis óptima de inhibición de cada uno 

de estos, con trombina pura en dosis de estimulación subóptima (2 x 10·11 M), y finalmente se 

intentó bloquear la proliferación inducida por las diferentes muestras de LBA. con los 

inhibidores de trombina empleando la dosis óptimas. 

En experimentos previos se estandarizó que la dilución 1164 era la concentración 

óptima de LBA a emplear, en presencia de los inhibidores de trombina, ya que la actividad de 

proliferación inducida por esta dilución podía ser bloqueada empleando la misma dosis de 

inhibidor que bloqueaba a la trombina pura en la dosis elegida (2 x 10·11 M). En todos los 

experimentos subsecuentes se trabajó con muestras de LBA en dilución 1164. 

1) EFECTO INDUCIDO POR HIRUDIN, PPACK Y AT-111 EN PROLIFERACIÓN 

pc:002 

T H 

Se trabajó con un amplio intervalo de 

concentraciones de hirudina (1.25x10·11 M 

á 24x10"9), en presencia de trombina. En 

todas ellas se observó una inh1bic1ón 

significativa del efecto inducido por la 

trombina en la proliferación fibroblilst1ca 

(98% - 100%, p< 0.02). Sin embargo, en 

ausencia de trombina, estas dosis de 

hirudina (Sigma Chemical Co) indujeron 

una inhibición (1.34% al 8.68%) o una 

estimulación en la proliferación (8.54o/o}, y 

no se consideraron. En cambio, Ja dosis de 
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6 x 10-• M, de hirudina (H) (se muestra en la gráfica), no indujo ningún cambio significativo en 

la proliferación fibroblástica con respecto al medio control (0.69%), e indujo una inhibición 

significativa (•) del 96% ± 0.6% sobra la proliferación fibroblástica inducida por la trombina (T) 

(p<0.02). En el resto de los experimentos, se trabajó con esta dosis como Ja de inhibición 

óptima. 

p<005 

T T+ p 

En el caso del inhibidor de 

trombina PPACK (P). se trabajó con Ja 

única dosis que no tuvo efecto 

significativo por si misma en Ja 

proliferación fibroblástica comparada 

con el medio control (5 x 10·'2 M) 

(observada en la gráfica). Las otras 

dosis empleadas (2x10- 11 M á sx10-1º 
M), aunque indujeron una inhibición en 

la proliferación celular inducida por Ja 

trombina (-14% á -23%), por si mismas, 

tuvieron diversos efectos en la proliferación. A dosis ba1as el PPACK indujó inhibición, 

mientras que a dosis aftas se observó una estimulación de la proliferación celular. La dosis 

seleccionada como óptima inhibió la proliferación fibroblástica induc;da por trombina (T) 

significativamente(*) en un 50% ± 0.8% con respecto al medio control (p<0.05). 

pe DOl5 

Pese a que la ATJIJ (3 x 10·• M) 

indujó una inhibición significativa e·> de 

hasta del 89% ± 0.5% (se muestra en la 

gráfica), sobre la proliferación fibroblástica 

inducida por Ja trombina (T) (p<0.05), esta 

misma dosis, indujó una inhibición de la 

proliferacaón (-13.24o/o). Las demás dosis 

de ATJJJ probadas (0.15 x 10·" M a 3 x 10·• 

M), indujeron inhibición en la proliferación 

inducida por trombina (20o/o al 97%) pero 

todas ellas mostraron to>Ocidad en el cultivo, al probarse en ausencia de trombina (62% al 

99%). Una vez estandarizadas las condiciones y concentraciones óptimas de inhibición, se 
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prosiguió a intentar inhibir fa proliferación celular inducida por fas diferentes muestras de LBA 

mediante el uso de Hirud;na y PPACK. No se trabajó más con AT 111 debido a fa toxicidad 

observada. 

//) INHIBICION DE LA PROLIFERACIÓN FIBROBLÁSTICA INDUCIDA POR LBA (ES, 

FPI Y SARCOIDOSISJ CON HIRUDIN Y PPACK. 

---·:. 

Como puede verse en la figura, Jos 

inhibidoras específicos de trombina: hirudina y 

PPACK inhibieron la proliferaC:ón inducida por 

las muestras de LBA de pacientes con ES. La 

hirudina inhibió la prolfieración de cada una 

de las muestras (19o/o al 99%), con un 

decremento significativo e·> promedio en 'ª 
proHferadón fibroblástica del 68% ± 9.8% -----·-· . . . ... (p<0.05). Por su parte el PPACK, también 

indujó reducción significativa (•) en la 

proliferación de cada muestra (43% al 68o/o), con una disminución en la proliferación promedio 

del 51.2% ±13.1% (p<0.05). En cada muestra de LBA la proliferación inducida por ésta fué 

disminuida por hirudina y PPACK. Ninguno de los inhibidores de la trombina disminuyeron en 

forma significativa la proliferación fibrobléistica inducida por las muestras de LBA de los 

pacientes con FPI o sarcoidosis. En muestras de LBA de pacientes con FPI, la hirudina 

disminuyó fa proliferación inducida por estas (22.36%), en un 51% (0% a 66%). Con PPACK 

se encontró una mediana de inhibición de la proliferación inducida por los LBA de un 19.So/o 

que tampoco resultó significativa. Hirudina indujó una inhibición media del 33% (0% éi 69%). 

mientras qua con PPACK se observó un valor del 19.95% (0% a 52.3) de inhibición. 

u:¡ " . ... .a:m 

li~ 
~i ~ 
... ~ 0 

--:-,.,-•• ,-,.,"'•°"n-,-.-.-.-"-"°""-'º-'"--,-:-:----,== 

Prolifeaclón inducida por LBA (FPI) 

·. 

Proliferación inducida por LBA (sarocidosis) 
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Debido a que se encontraron niveles bajos de trombina en las muestras de LBA de 

pacientes con FPI y sarocidosis ya que no se inhibió en forma significativa la proliferación 

inducida por las mismas con hirudina y PPACK, no se intentó establecer la correlación entre la 

concentración de trombina presente en estas muestras y la proliferación fibroblástica inducida 

por estos LBA. 

IDENTIFICACION DE OTROS FACTORES DE CRECIMIENTO PRESENTES EN LBA. 

Debido a que se detectó un incremento en la proliferación celular inducida por las 

muestras de LBA de pacientes con FPI y sarcoidosis. y ésta no pudo ser atribuida a trombina, 

se buscó la presencia de otros factores de crecimiento, a los que pudiera atribuirse el efecto 

de estimulación de la proliferación fibroblástica. Se buscó la presencia de tres factores de 

crecimiento reportados como estimuladores de la proliferación de fibroblastos de pulmón: el 

PDGF, el TGFP y el IGF-1, mediante el uso de anticuerpos neutralizantes de la actividad 

biológica da cada uno de éstos. En cada uno de los experimentos que a continuación se 

muestran, se trabajó con un control empleando el antígeno y el anticuerpo correspondiente y 

de los distintos factores de crecimiento y anticuerpos solos. 

El anticuerpo anti-IGF-1 (KabiGen, Sweeden) se empleó en una dilución 1 :4000, el 

anticuerpo anti-PDGF (British Biotechnology, Oxford, U.K.) se usó en una dilución de 50 µg/ml 

y el anticuerpo anti-TGFP (British Biotechnology, Oxford, U.K.) en una dilución de 100 µg/ml. 

Las concentraciones de factores de crecimiento empleadas fueron: PDGF 5 ng/ml, TGFP 1 

ng/ml, e IGF-1, 1x10-a M. Las concentraciones óptimas de cada anticuerpo así como las dosis 

óptimas de Jos tres factores de crecimiento empleados, fueron determinadas previamente por 

la Dra. A. Cambray. 

P "'oa:;z 
Como se observa en la figura, para los 

controles, se observó que el PDGF y el 

IGF-1 incrementaron significativamente(•) 

la proliferación fibroblástica en un 29.4% 

(p<ll.05) y 20.16%±0.8 (p<0.05) 

respectivamente, sobre el medio control. 

El TGFp, en cambio, indujo una inhibición 

en la proliferación de -4.1o/o ± O.So/o (P< 

0.05). Estos efectos fueron bloqueados 

totalmente en el caso del PDGF, 
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parcialmente en el caso del IGF-1 y revertido para el TGFP por sus anticuerpos específicos. 

Por su parte los anticuerpos del anti-PDGF (a.PDGF. 0.32% ± 1% ) y anti-TGFJl (a.TGFJl, 

3.07% ± 1.9o/o), no mostraron ningún efecto significativo en la proliferación de los fibroblastos 

IMR 90 por si mismos. Mientras que el anticuerpo anti-IGF-1 (alGF-1) indujó una estimulación 

en la ·proliferación fibroblástica (9.82º/o ± 1 evo). 

I ) PROLIFERACIÓN INDUCIDA POR LBA (ES , FPI, Y SARCOIDOSIS) EN 

PRESENCIA ANTICUERPOS ANTl-PDGF, ANTl-TGFp Y ANTl-IGF-1. 

En las siguientes figuras se observa el efecto de los anticuerpos neutralizantes de 

actividad biológica del POGF, IGF-1 y TGFp, en la proliferación fibroblástica inducida por 

muestras de LBA (1/64) de pacientes con ES y FPI. Ninguno de los anticuerpos empleados 

redujeron significativamente la proliferación celular inducida por los LBA. Las medianas de la 

proliferación observadas para las muestras de LBA de los pacientes con ES fueron en cada 

caso de 22.3% (0.56% á 60.1%), 24.3% (1.4% á 46.1%) y 34.3% (21.1% á 61.3%) 

respectivamente. El anti-IGF-1 incremento ligeramente la proliferación celular (no hubo 

significancia estadística), mientras que para las muestras de LBA de los pacientes con FPI, se 

observó que el anti-PDGF y el anti-TGFJ3 disminuyeron la proliferación fibroblástica con valores 

medios de 8.8% (-20% á 78.6%) y 13.6% ( -9.1% á 80.9%) respectivamente. El anti-IGF-1 

indujó en cambio un ligero incremento en la proliferación (51.630/o; -6.6o/o á 53.4o/o) . 

Lll.a(eS) 

Proliferación Inducida por LBA (ES) en 
presencia de anticuerpos 

·-·-... . . 

L!l.a("91} 

. . . . . -.... 

Proliferación inducida por LBA (FFI) en 
presencia de anticuerpos. 
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En er caso de fas muestras de pacientes con 

sarcoidosis, se encontró una disminución 

signíficariva (p<0.05) en la poliferación 

inducida por los LBA en presencia del 

anticuerpo antí·PDGF, con un valor medio de 

proliferación de B.71% (·3.62% á 30.04%). En 

cambio, en las muestras en las que se 

adicionó anti·TGF/31 y anti·IGF-1. no se 

observó ninguna disminución significativa de 

la proliferación celuJar, observándose valores 

medíos de 20.43% (4.61% á 34.02%) y 31.7% 

(9.08% á 44.32%) respectivamente. Cabe 

destacar el hecho de que para todos Jos experimentos realizados con anticuerpos 

neutralizantes de acthridad biológica (antl-POGF, antí-IGF-1 o antí-TGFp), los valores de 

disminución en la profiferación fibroblástica en cada muestra no dismJnuyen en fonna Jjneaf. 

MECANISMO DE PROUFERACION INDUCIDO POR LA TROMBINA. 

Considerando los hallazgos mostrados, en cuanto a la inducción de Ja profiferación 

inducid• por la trombina pura y la presente en tas muestras de LBA de pacientes con ES. y 

aún cuando esto no se contempló originalmente dentro de ros objetivos del presente trabajo. 

Se intentó dilucidar el meeantsmo de acción da la trombina para inducir un incremento en fa 

estimulación de la proliferación fibrobléistica. 

Algunos aulores (Benezra, 1992, 1993, Ohba, 1994, etc) han explicado el efecto de 

estimulación inducido por la tromt>ína en fibroblastos, vía la liberación de otros factores de 

crecimJento. Estos autores sostienen. que la trombina induce la expresión o la liberación de 

ractorea de crecimiento aetlvos, almacenados en forma fatente en la matriz extracelufar 

(PDGF, TGFIJ, etc.) y que éstos son los que estimulan la proliferación fibroblástica. A fin de 

dilucidar si fa tromt>ina estimula por si misma la prolireración de fibroblastos de pulmón, o bien 

lo hace vía otros factores de crecimiento, se siguieron dos estrategias. Primeramente se 

intentó inhibir fa estimufación de Ja proliferación inducida por la trombina pura. en Jos 

fibroblastos IMR 90 empleando anticuerpos anti·POGF y anti·TGFp. Después se realizó una 

cin•tica da proliferación celular con diferentes concentraciones de trombina con tiempos de 

reacción de menos de 24 horas, de tal manera que si se observara algún efecto, éste pudiera 
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ser atribuido estrictamente a la trombina y no a los factores de crecimiento liberados por éste 

después de cierto tiempo. 

I) PROLIFERACION INDUCIDA POR TROMBINA EN PRESENCIA DE ANTl-PDGF 

Y ANTl-TGFIJ. 

Como se observa en la figura, después de 48h 

de cultivo, el PDGF (5 ng/ml) y la trombina (T) 

(2x10· 11 M) por sf mismos, indu1eron una 

estimulación del 30.13% ± 1.3 º/a y del 18.69º/o 

± O. 9o/o respectivamente. Dicha estimulación fué 

significativa con respecto al control (p< 0.02). El 

anti-PDGF solo, no indujo ningún cambio 

significativo en la proliferación con respecto al 

medio control (0.96o/a ± O.So/a). Sin embargo. 

cuando se adicionó trombina en presencia da 

anti-PDGF (100 µg/ml). la proliferación celular inducida por trombina se redujó 

significativamente e·> en un 78% (p<0.02). Debe mencionarse que aunque en el control del 

sistema; PDGF + aPDGF se inhibió significativamtne Ja proliferación inducida por este factor 

de crecimiento. al adicionar trombina y PDGF juntos (estimuladores de la proliferación 

fibroblástica), se observó una aparente inhibición de la proliferación, lo que podría explicarse 

como una limitante del sistema de evaluación que tiene un aparente limita de saturación. 

En este caso Ja trombina (2x10·11 M) indujo un 

Incremento en la proliferación fibroblástica 

(12.64% ± 0.5%), mientras que el TGF¡J (1 

ng/ml) como se esperaba a la dosis probada, 

inhibió la proliferación (-19.16o/o ::t: 0.6%). El 

anticuerpo anti-TGFp no indujó por si sólo 

ningún efecto significativo sobre la 

proliferación (0.25% ± 1 o/o). Al adicionar la 

mezcla anti-TGFp - trombina (T) al cultivo. se 

observó un• disminución significativa e·> de la proliferación celular inducida por trombina del 

61.8% (p<0.02). 
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11) CURVA DOSIS RESPUESTA A TROMBINA EN DIFERENTES TIEMPOS 

Una vez comprobado que el efecto de estimulación en la proliferación fibroblástica 

inducido por la trombina era inhibido por anticuerpos anti-POGF y anti-TGFIJ, al menos en 

fonna parcial. se intentó con-oborar el efecto ejercido por esta proteasa de serina, realizando 

una cinética de proliferación a tiempos cortos. 

TIEUPO ("90r••J 

Independientemente de la dosis de trombina 

empleada (0.06 x10 •10 M a 1x10 ·10 M. 

cuadros, círculos y triéingulos abiertos, 

taches y cruces en la gráfica), en los 

diferentes tiempos (O, 4, 8 10, 12, 24, 30 y 

48 horas), se observó una tendencia 

semejante en todoas las dosis probadas. 

Destacó un punto de estimulación máxima 

en la proliferación fibroblástica inducida por 

trombma a las a horas. Este mostró 

diferencia significativa e•) con respecto a las absort>ancias observadas en el medio control (p< 

0.05). que se ejemplifica en la figura como los círculos cerrados. 

111) PROLIFERACION INDUCIDA POR TROMBINA (8 Hra) PREVIA INHIBICION CON 

HIRUDIN Y PPACK 

A fin de corroborar si el efecto de estimulación en la proliferación fibrobfástica obervado 

a las 8 horas era atribuible solamente a trombina, se realizó un experimento semejante al 

mostrado en al inciso i) de la presente sección, pero ahora a este tiempo de cultivo (8 h) y en 

presencia de hirudina y de anU·PDGF. 

Al tiempo de estimulación máxima de 8 

horas, la proliferación fibrobliistica inducida 

por trombina (T) a una dosis de 2 x 10·11 

M. se logró inhibir significativamente e•> (p< 

0.02). hasta en un 88.31
%1 en presencia de 

hirudina (HJ (6 x 10·11 M). como se observa 

en la figura. En cambio dicha proliferación 

fibroblástica no pudo ser inhibida por el 

anticuerpo anti·PDGF. 
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EFECTO INDUCIDO POR TROMBINA EN FIBROBLASTOS DE UN PACIENTE (FPI) 

Para finalizar con esta sección de dilucidación de los efectos inducidos por la trombina 

pura o presente en LBA de pacientes con fibrosis puJmonar, se planteó Ja hipótesis de que si 

bien se han demostrado algunos efectos interesantes inducidos por esta proteasa da sartna en 

fibroblastos de pulmón humano normal, sería interesante conocer su efecto en fibroblastos de 

pacientes con fibrosis. Se esperaba que éstos respondieran de fonna cualitativa o cuantiativa 

diferente a lo observado en las células normales. 

Debido a que sólo se contaba con algunos cultivos primarios obtenidos de biopsias 

pulmonares de pacientes con FPI y ES (obtenidos por el Dr. N. Kim Harrison previamente), 

solo se empleo el cultivo de un paQente con FPI (en el 4° pasaje) para el desarrollo de los 

siguientes experimentos. Se probó el efecto de Ja trombina pura en la proliferación celular de 

estos fibroblastos y su posible inhibición inducida por hirudina y PPACK. Ademas s• probó el 

efecto de la trombina presente en dos muestras de LBA de dos pacientes, uno con ES y otro 

con FPI en las mismas células del paciente con FPI. 

I ) PROLIFERACION INDUCIDA POR TROMBINA Y SU INHIBICION POR HIRUDIN Y PPACK 

EN FIBROBLASTOS (FPI). 

--~---
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Como se observa en la gráfica la tromb1na (T, 

indujo un incremento en la proliferación da 

los fibroblastos del paciente con FPI, 

semejante al inducido en fibroblastos fetales 

T(N), pero en este último caso la estimulación 

fué significativamente mayor (p<0.05). Esta 

proliferación celular inducida por trombina en 

fibroblastos provenientes del paciente con 

fibrosis pulmonar fue inhibida completamente 

por hirudina (T+H) y PPACK (T+P) (p<0.02). 

11) PROLIFERACION INDUCIDA POR LBA DE PACIENTES CON FPI Y ES EN 

FIBROBLASTOS (FPI) 
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El LBA del paciente con FPI, con baja 

concentración de trombina no indujó ningUn 

efecto significativo en la proliferación de los 

fibroblastos del paciente con FPI. En cambio 

el LBA del paciente con ES con afta 

concentración de trombina, indujó un 

incremento en la proliferación de los 

fibroblastos de pulmón de paciente con FPI 

superior al observado en los fibroblastos 

fetales (p< O.OS). Considerando estos 

resultados, se probó el efecto de todas las 

muestras de LBA de los pacientes con ES (10) en diluciones 1116, 1/32, 1~ y 11128 en los 

fibroblastos del paciente con FPI, a continuación se muestran los resultados. 

o! 

~i 
z~~ 

~: 

n~ 

///) PROLIFERACIÓN FIBROBlÁSTICA INDUCIDA POR LBA (ESI EN 

FIBROBLASTOS( FPI). 

... 
-.-• 

·· .. 
!L/ 

o ---------------

La figura muestra un efecto semejante al 

inducido por los mismos LBA en los 

fibrobfastos de pulmón fetal. Se observa 

un efecto dosis respuesta, donde a la 

dilución 1/16 se obtuvo un valor medio de 

estimu/ación máxima de la proliferación 

celular del 29.25%; (17.1% á 35.12%). 

Para las diluciones 1/32, 1164 y 1/128 se 

observaron medianas del 12.1 o/o;.3.5% a 

16.6%, 13.92%; 3.3% a 10.6%, y 4.9%; 
113.2 ,,., .. 

Dll..UCION 1..GA ¡ES) 

2.9% a 8.9% de estimulación de la prolíferación sobre el medio control respectivamente. 

Dichos valores de incremento en la proliferación celular son significativamente más bajos que 

los inducidos por las mismas muestras en los fibroblastos fetales (p< O.OS). 

MOOULACION DEL METABOLISMO DE COLAGENA INDUCIDO POR TRDMBINA 

1) EFECTO INDUCIDO POR LA TROMBINA EN LA SINTESIS Y OEGRAOACION 

INTRACELULAR DE COLAGENA 
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La modulación del metabolismo de la colágena inducido por la a-trombina (Sigma 

Chemical Co.). en cuHivos de fibroblastos HLF-1, se muestra a continuación. Se empleó TGFP1 

(1 ng/ml) como control positivo de inducción de fa síntesis de colágena. Así mismo se trabajó 

siempre con un control al que solo se le adicionó el medio de pre-incubación. Además se 

probaron diferentes concentraciones de trombina (1 x 10·12 M, 1 x 10·" M, 1 x 10-1º M, 1 x 10-• 

M y 1 x 10 .. M). A continuación se muestra el efecto inducido por la trombina en la (A) síntesis 

y (B) degradación de procolágena en los fibrobfastos HLF-1. Los resultados se expresan como 

pmol de hidroxiprolina/µg ONA/hora. En las gráficas que se mostrarán a continuación, cada 

barra representa el promedio ± el error estándar de seis réplicas. La diferencia significativa de 

los valores con respecto al control se indicó con un asterisco e·). 

A. 

HJ__,f ¡_,,, 
En la gráfica A se observa que la síntesis 

de procolágena en fibroblastos HLF-1, se 

incrementó en forma significativa e·> en 

presencia de todas las dosis empleadas de 

trombina (p < 0.01). Se observó un efecto 

dosis respuesta no muy marcado después 

de la dosis 1 x 10·• M de trombina. El 

efecto máximo de estimulación (45.6 ± 0.5 

pmol HYP/ µg DNA/h) en la producción de 

proeolágena por trombina, se presentó a una dosis de 1x10 .. M. Esta estimulación representó 

tres veces mayor estimulación que la inducida por el control positivo TGFP1, quien a su vez 

indujo una estimulación de la producción de la procolágena del 78% sobre el medio control (p< 

0.02). 

1rJ11 .. ¡··· 
En fa gráfica B se muestra el efecto de la 

trombina en la degradación intracelular de la 

procolágena recien sintetizada. Los datos se 

expresaron como un porcentaje de la 

procolágena total sintetizada. Se observó una 

disminución de la degradación intracelular de 

la colágena recien sintetizada, inducida por 

eº"''""º~ ta"""· 'º. ·::;¡ .. ~~.: .. . ~~ - •O. trombina a todas las dosis probadas. Este 

efecto en la degradación fué dosis dependiente. El control positivo (TGFP> no indujo ningún 

cambio significativo en fa degradación de fa procolágena con respecto aJ medio control. 
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11) INHIBICION DEL EFECTO INDUCIDO POR LA TROMBINA EN EL METABOLISMO 

DE COLAGENA. 

Ef experimento anterior se repitjó pero ahora en presencia de hirudin, el inhibidor 

especi,.rco de la trombina. En cuanto a la síntesis de procofágena, se observó que fa actividad 

inducida por trombina (1 x10.a M). se inhibió en un 77%, mientras que en fa degradación, no se 

observó ningún efecto significativo con respecto al control (estos datos no se muestran). 

IOENTIFICACION DE PROTEINAS EN MUESTRAS DE LBA 

I) CURVA ESTÁNDAR DE PROTEfNAS Y ALBÚMINA 

Primeramente se cuantificó la concentración de proteínas totales y albúmina en cada 

una de fas muestras de LSA de los diferentes pacientes, mediante la realización de curvas 

estándar de proteína y albúmina (r=1.0 y 0.99 respectivamente). Posterionnente fas proteínas 

presentes en fas diferentes muestras de LBA, se identificaron por peso molecular mediante el 

uso de geles de poliacnlamida. 

11) DETERMINACION DE PROTEINAS EN MUESTRAS DE LBA 

CUADR02. 

PROTEINAS TOTALES EN MUESTRAS DE LBA 

PACIENTES ES FPI SARCOJOOSIS NORMAL 

1 0.98 0.99 1.27 0.25 

2 1.53 2.6-4 1.68 0.33 

3 2.13 1.56 2.35 0.17 

• 1.28 1.35 3.50 0.57 

5 1.55 1.67 1.87 0.2-4 

6 1.35 2.3-4 2.69 0.45 

7 0.33 3.0-4 3.15 0.39 

8 2.69 1.03 2.89 0.25 

9 1.02 1.82 2.-48 0.78 

10 1.73 2.36 2.95 0.59 

11 0.63 

12 0.52 

Las concentraciones de protema tora• se expfesan en mg/ml. 
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Como puede verse en el cuadro 2. las concentraciones de proteína total cuantificadas 

en las muestras de LBA de los pacientes con ES, FPI o sarocidosis fueron mayores qua 

lasencontradas en los LBA de los voluntarios sanos (0.42 mg/ml: 0.17 a 0.78 mg/ml. p<0.05). 

Las medianas de la concentración de proteína encontradas en cada caso fueron de 1.45 

mg/ml (0.33 a 2.69 mg/ml), 1.75 mg/ml (0.99 a 3.04 mg/ml) y 2.58 mg/ml (1.27 a 3.5 mg/ml) 

respectivamente. No hubo diferencia significativa entre ras concentraciones de proteína 

encontradas entre los diferentes grupos de pacientes con ES, FPI y sarocoidosis. 

CUADR03 

CONCENTRACION DE ALBUMINA EN MUESTRAS DE LBA 

PACIENTES ES FPI SARCOIDOSIS NORMAL 

1 0.61 0.47 1.90 0.33 

2 1.45 2.82 4.29 0.77 

3 1.61 5.81 4.16 0.56 

4 0.93 0.49 6.38 0.54 

5 0.88 0.73 1.58 1.04 

6 1.10 0.21 3.51 0.85 

7 0.49 1.71 0.87 1.09 

8 3.46 0.81 1.49 0.52 

9 0.35 0.78 2.09 1.83 

10 1.35 1.00 2.93 2.32 

11 0.73 

12 0.52 

Las concentraciones de albumma se expresan (x 1 O M). 

La mediana de la concentración de albúmina en los LBA de los pacientes con ES 1.05 

x 10 .. M {0.35 a 3.46 X 10'9 M), FPI 0.79 x 10'9 M (0.21 a 5.81 X 10'9 M ), y Sarcoidosis 2.51 x 

10·• M (0.87 a 6.38 x10·• M), son semejantes a los encontrados en las muestras de LBA de los 

voluntarios sanos 0.75 x 10·• M (0.3 a 2.32 x 10·• M). Esta diferencia no resultó 

estlldisticamente significativa al comparar los grupos de pacientes con el grupo control. 

Los niveles de trombina (M) encotrados en las muestras de LBA de pacientes con ES 

se dividieron entra la concentración de albúmina (M) encontrada en cada muestra; Como se 

observa en la siguiente gréifica (escategrama) se encontró la misma tendencia antes 

observada. Como se observa en la gráfica, el mismo fenómeno se demostró al considerar la 

relación trombina/albúmina en relación a la proliferación celular inducida por cada muestra. La 

correlación observada en este caso fué aun significativa (r-0.72). 
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IDENTIFICACION DEL PESO MOLECULAR DE PROTEINAS DEL LBA ISDS-PAGE). 

Una vez cuantificada la cantidad de proteína total y albúmina presentes en las 

muestras de LBA, se procedió a identificar por peso molecular a las otras proteinas presentes 

en las diferentes muestras de LBA. Sólo se separaron por electroforesis en aclifamida una 

muestra de LSA de cada uno de los grupos de trabajo. En las cinco muestras evaluadas, se 

observaron bandas de aproximadamente el mismo peso molecular. (ver figura más adelante). 

INMUNOELECTAO-TAANSFERENCIA PARA IOENTIFICACION DE TROMBINA EN LBA 

Una vez identificado de modo general el peso molecular de algunas de las proteínas 

presentes en las diferentes muestras de LBA. se procedió a confirmar la presencia de trombina 

en algunas de las muestras de pacientes con ES mediante el uso de la inmunoefectro

transferencia. 

1) CONCENTRACIÓN ÓPTIMA DEL ANTICUERPO ANTl-TROMBINA. 

Diluciones del anticuerpo anti-trombina empleadas: 1) 1:100. 2) 1:500, 3) 1:1000, 4) 

1:1500. 5) 1:2000. 6) 1:2500, 7) 1:3000, 6) 1:3500, 9) 1:4000. 

• • ¡--. • • 
1 2 3 4 5 

• 
6 

• 
7 

• a g 
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Debido a que el anticuerpo anti-trombina distribuido en fonna comercial no había sido 

empleado para análisis de westem blot. primeramente se estandarizó la concentración óptima 

de anticuerpo a emplear. Como puede verse en el análisis de dot blot. incJuso las diluciones 

más bajas del anticuerpo probadas (1:3,500). produjeron una señal nítida. Sin embargo, se 

optó por trabajar con la dilución 1: 500 del anticuerpo a fin de asegurar una buena señal en el 

westem blot. 

11 ) INMUNOELECTRO-TRANSFERENCIA DEL ESTANCAR DE TROMBINA (SDS

PAGE 12.5%) 

1 2 3 

A fin de confinnar que el anticuerpo interactuaba con su antígeno (trombina), en forma 

adecuada se realizó un western blot de prueba, en el que se separaron por electroforesis en 

acrilamida diferentes diluciones de trombina (1: .0.6 U/mi, 2: 0.3 U/mi y 3: 0.15 U/mi). Las 

bandas se transfirieron a una membrana y se realizó la inmunodetección de trombina por ECL 

tal como se describió en la sección de métodos. Como se observa en la figura. sólo se logró 

obtener una señal nitida para las dos primeras concentraciones de trombina empleadas. 

Debido a que éstas se encuentran en el intervalo de concentraciones de trombina encontradas 

en las muestras de LBA. se prosiguió con la identificación de trombina en 4 muestras de LBA 

de pacientes con ES: 

111 ) INMUNOELKECTRO-TRANSFERENCIA PARA TROMBINA PRESENTE EN LBA 

(ES). 

A fin de verificar la presencia de la trombina en las muestras de LBA de pacientes con 

ES, se separaron por electroforesis en acrilamida (12.5o/o) 4 muestras de LBA de pacientes 

con ES. Estas muestras se separaron en condiciones normales (carriles 3-6 ). En el mismo gel 

se corrió un control positivo en el que se añadieron 0.3U/ml de trombina pura (caml 2) y un 

marcador de peso molecular de 14 á 200 Kda (carril 1 ). 
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SDS-PAGE 12.5% y tinción de plata 
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lnmunoelectro-transferencia 

PM 
(kDa) 

200 

97 

69 

46_ 

30_ 

21 _ 

14 -, 
1 Marcador de PM 
2. Trombina 0.3 U/mi 

2 3 4 5 6 

3. LBA de paciente con ES(Trombina 32x1 O 51M) 

4. LBA de paciente con ES (Trombina 17x1 o-eM) 

5. LBA de paciente con ES (Trombina 16x1 a·eM) 

6. LBA de paciente con ES (Trombina 15x1 O sM) 

La electroforesis en SDS, mostró que en la muestra de LBA del paciente con ES se 

identificaron bandas para productos de peso molecular de 2o 000, 26 ooo y 35 a 37 000 Da. 

mismas que no se observan con la misma intensidad en las demás muestras. 

Parala inmunoelectro-transferencia, puede verse, una banda con el peso molecular 

aproximado de la trombina (37 ooo KDa) sólo para la muestra 3, correspondiente a la muestra 

de LBA con la concentración más alta de trombina cuantificada. Cabe mencionar que aunque 

se emplearon las muestras con niveles más altos de trombina. las tres restantes contenian al 

menos la mitad de la pnmera. También se observaron bandas con un peso molecular 

aproximado de alrededor de 200 000 KDa que podrían corresponder a trombina unida a algún 

otro producto o bien a polímeros de esta proteasa de serina. 
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EXPRESION GENICA DE LA PROCOLAGENA a1(1) INDUCIDA POR TROMBINA 

A fin ele conf;nnar si el efecto inducido por la trombina en el metabolismo ele colágena 

de los fibrobfastos HLF-1 se regulaba a nivel la de expresión génica de la procofágena, se 

realizó un experimento idéntico al realizado para evaluar el metabolismo de colágena inducido 

por tromblna, peró en esta ocasión se extrajó el RNA total y se realizó un análisis por Northem 

blot para identifiacr la expresión génica de la cadena a(1) de la procolágena tipo l. 

A. 

1. Control 

2. TGF[i, (1 ng/ml) 

3. Tromblna 1 x 10..a M 

"4. Tmmbi11a 1 x 10·9 M 

e 
1 2 3 4 5 6 7 

5. Trombina 1 x 10·10 M 

6. Trombina 1 x 10·11 M 

7. Trombina 1 x 10·1
: M 

A. Hf667. B. GADPH 

Como se observa en la figura. el control positivo (TGFfJ1. 1 ng/ml) indujo un aumento en 

la expresión génica de fa procolágena a(1)1 muy semejante al inducido por trombina a una 

dosis ele 1 x 10 ... M. La trombina indujo un incremento en la expresión génica de la 

procofágena en forma dosis dependiente. a dosis 1 x 10-12 M se observó un expresión muy 

semejante a la del control. Además se trabajó con un control de hibridación interna (hibridación 

con la sonda para el gene GAOPH), para venficar que todas las muestras poseían 

aproximadamente la misma cantidad de RNA total. 

RESUMEN DE RESULTADOS 

1. Se cuantificaron altas concentraciones de trombina en muestras de LBA de pacientes con 

ES. No asi en LBA de pacientes con FPI y sarco1c1osis. 
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2. Todas las muestras de LBA de pacientes con ES, FPI y sarcoidosis indujeron un incremento 

en fa proliferación de fibroblastos IMR 90. 

3. Se encontró una correlación significativa entre los altos niveles de trombina encontrados en 

las muestras de LBA de los pacientes con ES y la proliferación celular inducida por dichas 

muestras. 

4. La proliferación celular inducida por las muestras de LBA, fué bloqueada significativamente, 

sólo en las muestras de LBA de pacientes con ES por inhibidores especificas de trombina 

(hirudin y PPACK). 

5. Bloqueando con anticuerpo anti·PDGF, Se determinó indirectamente la proliferación celular 

inducida por estas muestras de LBA de pacientes con sarcoidosis. 

6. La trombina actúa por si misma, induciéndo proliferación fibroblástica en las primeras 8 h de 

cultivo. Después de este tiempo puede actuar mediada por POGF. 

7. La trombina indujo una mayor e><presión génica de la procoléigena a(1) fa una dosis de 

1x10• M. 

8. La trombina indujo un incremento en la síntesis de Ja procoléigena mientras y un decremento 

en la degradación intracelular de colágena. 
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CAPITULO 4 

MODULACION DE LA RESPUESTA BIOLOGICA INDUCIDA EN 

FIBROBLASTOS DE PULMON HUMANO, POR EL FACTOR DE 

CRECIMIENTO TRANSFORMANTE p Y TRES DE SUS FORMAS 

ESTRUCTURALES (TGFP 1-3) 



Materiales y Métodos: TGFii 

l. MATERIAL Y METODOS 

CULTIVO CELULAR 

Se trabajó con fibroblastos fetales de pulmón humano HLF-1 (pase 13-16, ATCC, 

Rockville, MD., USA), los procedimientos del cultivo y el mantenimiento de la linea, se 

efectuaron en las mismas condiciones mencionadas en el capitulo anterior. Además se trabajó 

con 6 diferentes tipos de fibroblastos de pulmón humano adulto, obtenidos por explante de 

pacientes con fibrosis pulmonar. Tres de éstos provenientes de pacientes con fibrosis 

pulmonar idiopática y tres de pacientes con fibrosis pulmonar asociada a esclerosis sistémica. 

Dichos explantes fueron obtenidos en el laboratorio del Dr. Laurent por el Dr. N. Kim Harrison y 

siempre se usaron entre los pasajes 3 a 5. 

ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR 

Para detenninar el efecto inducido por el TGFl31 (racombinanta, secuencia humana, 

Sritish Biotechnology, Oxford, U.K.), TGF132 (de origen porcino natural, British Biotechnology, 

Oxford, U.K.), y el TGF13 3 (recombinante, secuencia de pollo. British Biotechnology, Oxford, 

U.K.), en la proliferación de los fibroblastos de pulmón humano HLF-1, se trabajó con el mismo 

ensayo de proliferación, basado en el empleo del colorante azul de metileno, que se describió 

en el capítulo anterior. La homología entre el TGFJh y el TGFP:s empleados y su contraparte 

humana es mayor al 87o/o. 

En este caso, se uso un amplio intervalo de dosis de cada una de las diferentes formas 

estructurales del TGFP (0.03 a 5 ng/ml y 5 a 160 pg/ml). El primer intervalo de dosis de cada 

una de las formas estructurales del TGFjJ, resultó inoperante en el sistema; ya que no sólo 

indujo una inhibición de la proliferación celular (efecto ampliamente documentado para este 

factor de crecimiento, a altas dosis y en algunos tipos celulares como fibroblastos de piel y 

célul•a da musculo liso), sino que además, las células se desprendieron de la placa y fué 

imposible realizar la evaluación del ensayo. Debido a esto en lo sucesivo solo se trabajo con et 

segundo intervalo de dosis de TGFP 1.:s. 

La validación del ensayo de proliferación celular, se realizó como se mencionó en el 

capítulo anterior, por lo que en este capitulo ya no se repitió la presentación de este tipo de 

resultado. El mismo ensayo de proliferación antes descrito y empleando las dosis de TGFP 
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que se especificaron, se uso en los fibroblastos de pacientes con fibrosis pulmonar para 

detenninar así, su efecto en este tipo de fibrobfastos. 

Una vez detenninado el efecto de ras diferentes formas estructurales del TGFJ3, en Ja 

profiferación celular de fibroblasros normales y de pacientes con fibrosis. y aunque esto no 

estaba establecido en los objetivos particulares def presente trabajo, se intentó dilucidar el 

mecanismo de inhibición de la proliferación fibroblástica inducido por el TGFp. Se estableció la 

hipótesis de que ta acción del TGFfl y cada una de sus formas estructurales en estudio estaba 

mediado por PEG2 , así que realizando el mismo ensayo de proliferación celular, se incubaron 

fibroblastos HFL-1 a 3 diferentes dosis de cada TGFP 1-3 (160, 80 y 5 pg/ml. dos de ellas con 

efecto inhibitorio), y en presenica de un inhibidor de la PEG2: Ja indometacina en concentración 

1 µg/ml. 

Finalmente se realizaron algunos experimentos. en los que se intentó bloquear la 

actividad de inhibición inducida por fas diferentes formas del TGFp, en la proliferación 

fibroblástica. Con este propósito se empleó un anticuerpo anti-TGFP bloqueador de activida 

biológica. Se usaron las mismas dosis, mismos controles y mismas condiciones establecidos 

para los experimentos descritos en el capitulo 3 en los que se trabajó con el mismo anticuerpo. 

METABOLISMO DE COLAGENA 

EJ método para evaluar el metabolismo de colágena inducido por fas diferentes formas 

estructurales del TGFp 1.3, se describió en la sección de métodos del capitulo 3. En este caso, 

se emplearon dosis de TGFJJ ,_3 de 0.3 a 5 nglml. Estos experimentos fueron desarrollados por 

Ja Ora. R. Cocker, sin embargo los resultados se inciuyeron en el presente trabajo, ya que 

ademas de constituir parte de Jos objetivos incialmente planteados, permitierón establecer 

correlaciones interesantes entre fa actividad biológica del TGFP1-.J1 en fibroblastos. Dichas 

correlaciones podrian tener repercusiones interesantes en el establee.miento de procesos 

fibróticos. 

QUIMIOTAXIS 

Los fibroblastos fetales de pulmón humano (HLF-1), se crecieron en DMEM 

suplementado con NCS al 10º/o durante 72 horas (densidad 28 x10
8 

céluras/cm
2
). Una vez 

confluentes, se incubaron durante 1 h con medio OMEM sin suero y posteriormente se 

tripsinizaron y se resuspendieron en medio de quimiotáxis (DMEM + 1 o/o atbümina sérica 
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humana, Sigma Chemical Co. Ltd. Poole Dorset, UK), hasta lograr una concentración final de 

3.5 X104 c81ufas/ml. Los experimentos de quimiotáxis se realizaron en cámaras modificadas de 

Boyden de 48 micropozos (Neuro-probe, Cabin John MD., USA), empleando membranas de 

policarbonato con poros de a µm de diámetro (Nucleopore. Cabin .John, MD. USA), cubiertas 

previamente con colágena tipo 1 (Sigma ChemicaJ Co., Ltd. Poole Dorset, UK). Las cámaras se 

incubaron durante 5 horas para pennitir Ja migración cefular a 37°C en un ambiente húmedo y 

al 5% de C02. 

Se trabajó con un amplio intervalo de concentraciones de cada una de las diferentes 

formas estructurales del TGFP,.3 (2.5 ng/ml a 5 pg/mt). En cada experimento de quimiotáxis, se 

empleó medio de quimiotáxls y PDGF (British Biotechnology, Oxford, U.K., concentración 

previamente optimizada, ver sección de resultados) como control negativo y positivo 

repectivamente. Después de 5 horas de incubación, las células se fijarán con metanol y se 

titlerón con colorante Prodiff (Braidwood Lab., Beckenham, Kant. UK). 

Posterionnente las membranas se montaron en porta-objetos y se cuantificó el número 

de céJufas que migraron. contando 10 campos predetenninados a 100X (HPF, "high-power 

fields'"}. Al menos tres experimentos se realizaron con cada una de las formas estructurales del 

TGFp. En cada uno de estos se trabajó con cuadruplicados de cada punto. Los resultados se 

expresaron como el promedio de los experimentos x- la desviación estéindar. después de 

haber restado lel número de células que migraron en el control negativo (medro de cultivo 

solo). Generalmente entre 3 y 5 células/10 HPF. 

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS 

Los resultados se expresan como promedios y desviaciones estándar y las diferencias 

estadísticas entre los diferentes puntos, se determinaron empleando Ja prueba para datos 

paramétricos de t de Student. Un valor de p < 0.05 fué considerado como significativo. 
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11. RESULTADOS 

PROLIFERACION CELULAR 

EFECTO DE TGFp11 .. 1 EN LA PROLIFERCION DE FIBROBLASTOS (HLF-1 ). 

Se emplearon las condiciones de cultivo optimizadas en el capitulo 3. Es decir, se 

trabajó con 6 x 103 células sembradas en 100 ~11 de medio DMEM. suplementado con NCS al 

0.8%, mismas que se preincubaron por 24 horas. Posteriormente, se adicionaron las diluciones 

de los diferentes TGFP preparadas en DMEM suplementado con NCS al 0.4º/o. En este caso 

se trabajó en la mayor parte de los expenmentos a 24. 48 y 72 horas de incubación debido a 

los hallazgos encontrados. 

Debido a que tas dosis de O. 3 a 5 ng/ml de TGFp fueron aparentemente tóxicas, e 

indujeron que las células se desprendieran de Ja placa de cultivo, e imposibilitaron Ja 

evaluación del ensayo, sólo se trabajó con el intervalo de dosis de 2.5 á 160 pg/mt. A 

continuación se muestra el efecto de cada una de las tres formas estructurales del TGFP en Ja 

proliferación de Jos fibrobfastos HLF·1 a diferentes tiempos de incubación 24, 48 y 72 h. 

Como se observa en la figura A, las tres 

formas estructurales del TGFP indujeron un 

efecto semejante en la proliferación de los 

fibroblastos HLF-1 a las 24 horas de 

incubación. No se encontró ninguna 

diferencia significativa entre éstas, todas 

indujeron una inhibición de la proliferación 

celular a dosis altas (40 á 160 pg/ml), 

mientras que a dosis bajas, se observó una 

estimuJación con un pico máximo de 16.B ± 1.4%, 14.9 ± 0.5% y 21.5 ± 1.1°/c:i para TGFP 1. 2 y 

3 a una dosis de 5 pg/ml respectivamente. Dicha estimulación fué significativa con respecto al 

medio control (p < 0.05). Cabe mencionar que el TGFP 3 indujo un efecto de inhibición mayor 

al observado en cualquiera de fas otras dos formas estructurales del TGFp. Este efecto fué 

altamente reproducible. 
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En la gráfica B, se muestra el efecto de los 

tres TGFp en la proliferación de fibroblastos 

HLF-1 después de 48 h de incubación. En 

este caso, aunque se observa la misma 

tendencia antes mencionada a las 24 h, es 

decir, que Jos tres TGFP inducen una 

inhibición a dosis altas (40 - 160 pg/ml) y 

una estimulación de la proliferación celular a 

dosis bajas, si se encontró diferencia 

significativa (•)entre la estimulación inducida 

por cada forma estructural del TGFP en el punto de estimulación máxima: s pg/mf. 

concentración a la que se observó una estimulación en Ja proliferación fibroblástica de 13.9 ± 

0.9%, 20.0 ± 0.5% y 29.6 ± 0.6% para TGFJ3 1. 2 y 3 respectivamente, todas ést•s fueron 

significativas comparadas con el medio control (p < 0.05). Las diferencias entre los TGFP (1, 2 

y 3) fueron significativas con un valor de P< 0.05 respectivamente. 

En la gréifica C se observa. el efecto de las 

formas tres estrucurales del TGFP en la 

proliferación de los fibroblastos HLF·1 

después da 72 h da incubación. Como 

puede verse en la figura, después de 72 en 

cultivo los TGFJ3 1 y 2 indujeron un efecto 

inhibitorio en la proliferación fibroblástica, 

aún a dosis bajas. Mientras que en 

contraste el TGFp 3 , indujo una est1mulación 

del 29.7 ± 2º/o significativa con respecto al 

medio control ( P< 0.02). 

EFECTO DEL TGFJJ.,_.1 EN LA PROLIFERCION DE FIBROBLASTOS DE PACIENTES CON 

FIBROSIS PULMONAR (FPI, ES). 

Se trabajó con las 6 muestras de fibroblastos pulmonares de los pacientes con 

diferentes tipos de fibrosis pulmonar, 3 de ellos con FPI y tres con fibrosis pulmonar asociada 

a esclerosis sistémica. Cada una de estas lineas celulares, se sometió a un amplio intervalo de 
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dosis de TGFp,,~, (2.5 a 160 pg/ml mismo que se empleó en los fibroblastos HLF-1). En este 

caso, considerando las dificultades obvias del trabajo con cultivos primarios provenientes de 

pacientes con fibrosis, solamente se evaluó la proliferación celular inducida por TGFJ3 1. 2 y 3 

a las 72 de incubación. 

: 

TOF11 1 pglml 

: 

En la gráfica se muestra el efecto inducido 

por TGFP1 en la proliferación de 

fibroblastos de pacientes con fibrosis. Los 

círculos cerrados (•) representan ras 3 

muestras de fibroblastos de pacientes con 

FPI probados cada uno a diferentes dosis 

de TGFp1, los círculos abiertos (º) 

representan las 3 muestras de fibroblastos 

de pacientes con ES. En general puede 

decirse que el TGFp, indujo un pequeño 

Incremento en la proliferación celular de los fibroblastos de pacientes con FPI, sólo una 

muestra indujo un ligero efecto inhibitorio a dosis a partir de 10 pg/ml. En cambio en los 

fibroblastos de pacientes con ES, el TGFP,1. indujo una estimufación de la proliferación a todas 

las dosis probadas y en todas las muestras. Se alcanzaron estimulaciones máximas entre 40 y 

50% sobre el medio control. 

La proliferación fibroblástica inducida por 

TGFp2 en fibroblastos de pacientes con FPI 

(círculos cerrados, •) y pacientes con ES 

(círculos abiertos º) a todas fas dosis 

probadas, fué muy semejante a la inducida 

por TGFf3 1 • Nuevamente sólo una muestra 

de fibroblastos de un paciente con FPI 

indujo un pequeño efecto inhibitorio en la 

proliferación y en el resto de fas muestras 

(FPI o ES) el TGFp., incremento la 

proliferación independientemente de la dosis empleada. En este caso se observó una mayor 

disparción de datos y se obtuvieron estimulaciones en la proliferación con valores promedio 

máximos entre 30 y 40%. 
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En esta última gráfica se observa la 

proliferación celular inducida por TGFp, en 

fibroblastos de pacientes con FPI (círculos 

cerrados, •) y ES (círculos abiertos, ,,) 

después de 72 horas de cultivo. En este 

caso, se observó que en todas las 

muestras de fibroblastos (ES o FPI), el 

TGFJl3 indujo un incremento en la 

rGFr, pgt'"1 

proliferación celular, independientemente 

de la dosis de TGFp empleada, en 

ninguna muestra el TGFp, mostró un ereclo de inhibición de la proliferación. Contrariamente a 

Jo observado en las dos gráficas anteriores (efecto inducido por TGFIJ 1 y TGFP,2 en fibroblastos 

de pacientes con E~ y FPI), en los fibroblastos de pacientes con FPI el TGFp3 , indujo un 

incremento en la proliferación celular, mayor al inducido en los fibroblastos de pacientes con 

ES en este caso se observaron estimulaciones máximas con un promedio de 40 a 50%, 

invirtiéndose la tendencia observada en los dos casos anteriores. 

MECANISMO DE INHIBICION EN LA PROLIFERACION FIBROBLASTICA INDUCIDO POR 

TGFP 

Se ha propuesto que el efecto ihibitorio inducido por TGFP en la proliferación de 

fibroblastos de pulmón humano, podría estar mediado por la prostaglandina PGE:z (McAnulty, 

1995). Considerando esta hipótesis, se empleó un inhibidor de la PEG2 (indometacina). y se 

evaluó el efecto inducido por este inhibidor de prostaglandinas. en presencia de TGFP,1.3 , en la 

proliferación de fibroblastos HLF-1. 

Se emplearon 3 dosis de cada TGFP. que de acuerdo a los resultados antes 

mostrados, dos de éstas (160 y 80 pg/ml) inducían inhibición en la proliferación fibroblástica v 
una, la última dosis (5 pg/ml), que indujo la estimulación máxima observada a Jas 48 h de 

incubación para cada TGFP . Estos experimentos se realizaron a diferentes tiempos: 1, 2, 3, 4, 

6, 7 y 8 días, sin embargo sólo se presentan los resultados observados a las 24, 48 y 72 horas 

ya que éstos puntos, muestran la tendencia general de los resultados. 
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EFECTO DE TGFp,,_., EN LA PROLIFERACION FIBROBLÁSTICA.. EN PRESENCIA O 

ASUSENCIA DE INDOMETACINA 

I) TGFp,_., 180 pglml 

En la gráfica A. se observa el efecto inhibitorio de cada una de las fonnas estructurales 

del TGFp a la dosis alta de 160 pg/ml. Aunque este efecto se demostró en la sección anterior, 

se repitió en paralelo con este experimento como control. Cabe destacar que aunque hay 

variaciones en los datos especificas. la tendencia general se conserva y se repite el efecto de 

inhibición mayor inducido por TGFp 3 . En la gráfica A• se observa en cambio, que la 

indometacina indujo una reversión total, del efecto inhibitorio, inducido por cada una de las 

diferentes formas estructurales del TGFp. En este caso no se observó inhibición a ningún 

tiempo de incubación, ni aún después de 72 horas da cultivo. En cambio, se observaron 

estimulaciones máximas de 18.3 ±: O.So/a, 46.6 ± O.So/a y 57.9 ± 0.8% para TGFp,,-31 

respectivamente, y después de 72 horas de incubación. 

La reversión del efecto se observó desde las primeras 24 h de incubación, aunque la 

estimulaci6n máxima se logró hasta los 3 dias. Cabe mencionar que la estimulación en la 

proliferación de los fibroblastos HLF-1, siguió en aumento hasta los 5 días para TGFP2 y 

TGFfh. y hasta Jos 6 días para TGFp,. Después de este tiempo, se observó una disminución 

de la proliferación hasta alcanzar estimulaciones promedio de 10, 30 y 45% para TGFP ,,.31 
respectivamente (estos últimos datos no se muestran). 
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//) TGFjJ, 4 , 80 pg/ml 

En la gráfica B, nuevamente se observa el efecto da inhibición en la proliferación de tos 

fibroblastos de pulmón HLF-1. inducido por la dosis alta de so pg/ml de los TGFP (MI> a 

diferentes tiempos. El mayor efecto inhibitorio se observó a las 72 horas. Cabe destacar que el 

TGFJJ:J en forma muy reproducible indujo una inhibición de la proliferación mayor a fa inducida 

por las otras dos formas estructurales del TGFp. En Ja gráfica B', nuevamente se observó que 

la indometacina, indujo una reversión total del efecto inhibitorio. inducido por cada una de tas 

diferentes formas estructurales del TGFp ,,_3,. a ra dosis alta de 80 pg/ml. antes probada como 

inhibitoria de fa proliferación fíbroblástica. En este caso, tampoco se observó inhibición a 

ningún tiempo da incubación. En cambio, se observaron estimulaciones máximas de 15.98 ± 

1.6%, 29.4 ± 0.8% y 61.2 ± 0.4°/o para TGFPn-:J> respectivamente, y despu•s de 72 horas de 

incubación. 

B. 

~~. ···:· 
TQ ... , . . 

La reversión del efecto se observó desde las primeras 24 h de incubación, aunque la 

estimufación máxima se logró hasta los 3 dias. Cabe mencionar que la estimulación en la 

proliferación de los fibroblastos HLF·1, siguió en aumento hasta los 6 días para cada uno de 

TGFp. Después de este tiempo, se observó una disminución de la proliferación hasta alcanzar 

estimulaciones promedio de 7, 15 y 23o/o para TGFJ3c1'"'3) respectivamente (estos últimos datos 

no se muestran). 

111) TGFp.,4,. 5 pg/ml 

En la grSifica C, se observa el efecto de estimulación en la proliferación de los 

fibroblastos de pulmón HLF-1, inducido por la dosis baja de 5 pg/ml de tos TGFf3f,.3I a 
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diferentes tiempos (1 á 3 días). Cabe destacar que el TGFp3 en forma contrastante con su 

efecto inhibitorio a dosis altas, indujo un efecto distinto a las otros dos TGFp, en este caso, 

indujo un incremento de la proliferación mayor a la inducida por las otras dos formas 

estructurales del TGFj3. En la gráfica e· se observó que la indometacina, no indujo mayor 

efecto en el efecto inducido por cada una de las diferentes formas estructurales del TGFP11 •3,, 

a la dosis baja de 5 pg/ml, antes probada como esbmulatona de la proliferación fibroblásbca. 

Se observaron estimulaciones máximas de 11.78:::: 0.8%, 15.4 ± 0.4o/o y 61.2 ± 0.4o/o para 

TGFPct-31 respectivamente, y después de 72 horas de incubación. 

Nuevamente el efecto se observó desde las primeras 24 h de incubación, aunque la 

estimulación máxima se logró hasta los 3 días. Cabe mencionar que la estimulación en la 

proliferación de los fibroblastos HLF·1, siguió en aumento hasta los 6 días para cada uno de 

TGFp. Después de este tiempo, se observó una disminución de la proliferaetón hasta alcanzar 

estimulaciones promedio de 1, 4 y 3.8°/o para TGFp 11 •31 respectivamente (estos últimos datos 

no se muestran). Cabe destacar que la indometacina por si misma no indujo ningún efecto 

significativo en la proliferación fibrobJástica. 

EFECTO DEL ANTICUERPO ANTl-TGF13 EN LA INHIBICION INDUCIDA POR TGFp 

Debido a que las mayores diferencias observadas en el efecto de la proliferación 

fibroblástica inducido por los diferentes TGFps, se observó a las 72 horas, los siguientes 

experimentos se desarrollaron solo a este Ultimo tiempo de incubación. A fin de verificar que la 

inhibición en la proliferación fibroblástica, a dosis altas (40 éi 160 pg/ml) de cada uno de los 

TGFp era atribuible directamente a las diferentes formas estructurales de dicho factor de 
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crecimiento y no a algún otro factor generado in situ, se verificó la actividad inducida por 

TGFP empleando un anticuerpo bloqueador ele actividad biológica ele TGFp. Se trabajó en el 

amplio intervalo de dosis (2.5 a 160 pg/ml) que se había probado antes, a fin de comparar 

efectos. 

Como se observa en fas grcificas, el efecto de inhibición inducido por TGFP1 y TGFP2. 

en la proliferación de fibroblastos HLF-1 después de 72 horas de incubación, fué revertido 

totalmente por el anticuerpo anti-TGFp a todas las dosis probadas. Se observó un efecto dosis 

respuesta con una estimutación máxima de 24.7 ± 1.5°/o para 2.5 pglmt de TGFp,. y 39.8 ± 

1.5% para 2.5 pg/ml de TGFp,. 

En esta figura se observa, que el efecto de inhibición inducido por TGFJ3,, en la 

proliferación de fibroblastos HLF-1, después de 72 horas de incubación, fué también revertido 

totalmente por el anticuerpo anli-TGFp, a dosis altas (BO á 160 pg/ml). 

TOFlllPOlml) 

Cabe destacar que en este intervalo de 

dosis es donde el TGFp3 indujo una 

Inhibición de la proliferación. 

Nuevamente se observó un efecto dosis 

respuesta con valores de estimulac1ón 

máxima de 35.8 ± 1º/o para 5 pg/ml de 

TGFP->· Es importante hacer notar que a 

dosis bajas ele TGFP 3 (2.5 á 40 pg/ml) el 

incremento inducido en fa proliferación 

celular por esta forma estructural del 

106 



Resultados: TGFIJ 

TGFJ3 resultó significativa en el experimento original (comparando con ef medio control), y la 

adición del anticuerpo aparentemente no varió el efecto originalmente inducido por el TGFP 3 

par si mismo 

EFECTO INDUCIDO POR TGFP EN EL METABOLISMO DE LA COLÁGENA 

De acuerdo con los resultados obtenidos por la Dra. Cocker. las tres formas 

estructurales del TGFPt1~h estimularon la producción de procoléigena y redujeron su 

degradación intracelular. En cada caso se observaron efectos dosis dependientes en la 

producción colágena con respuestas máximas de estimulación a concentraciones de TGFp 11 •31 

de 0.25 ng/ml y mayores. No se encontró ninguna diferencia significativa en el efecto inducido 

por las diferentes formas estructurales del TGFP a fas 24 h a las que se desarrolló el ensayo 

de evaluación del metabolismo de colágena en fibroblastos de pulmón. 

QUIMIOTAXIS INDUCIDA POR TGFP11 -01 

Antes de inici8r los experimentos de quimiotaxis con las diferentes fonnas estructurales 

del TGFp, se estableció la dosis óptima de actividad, del control positivo a emplear en dichos 

experimentos (PDGF). 

Se trabajó con una amplio intervalo de dosis de este factor de crecimiento (0. 1 á 50 

ng/ml), bien conocido como quimioatrayente para fibroblastos. Una vez caracterizada la 

respuesta del PDGF en los fibroblastos HLF-1 y seleccionada la dosis óptima de acción, que 

se emplearla en los demás experimentos, se procedió a evaluar el efecto inducido por cada 

uno de los TGFfls en dichos fibroblastos de pulmón humano. 

"ºº"'""'"''J 

Como se observa en la gráfica, el PDGF 

indujo un efecto dosis respuesta en la 

proliferación de los fibroblastos HLF-1. La 

máxima migración estimulada por PDGF (26 

± 3.6 células / 10 HPF), se observó a una 

dosis de 25 ng/mt. Esta dosis se empleo en 

experimentos posteriores como control 

positivo, en esta linea celular. 
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I) QUIMIOTAXIS INDUCIDA POR TGFIJ,,_,1 EN FIBROBLASTOS NORMALES 

Ninguna de fas dosis probadas de fas diferentes formas estructurales del TGFp ,, • 3)• 

;ndujo quimiotaxis en los fibroblastos de pulmón humano (HLF·1). En cada caso se trabajó con 

ta dosis óptima de PDGF antes mencionada como control positivo. Este indujo una migración 

celular de 24 ± 3.5 células/10 HPF en la cámara de quim1otaxis en la que se ensayo la 

actividad quimiotáctica de TGFp,. de 31 ± 4.1 células/ 10HPF, en Ja cámara de quimiotaxis en 

la que se ensayo la actividad de TGF{h. y 25 ± 3 células/ 10HPF en la cámara de quimiotaxis 

en que se ensayo la actividad de TGFp3. Cabe mencionar que cada experimento de 

quimiotaxis se repitió un promedio de 1 o veces, con cuadruplicados de cada punto, 

observándose Jos mismos resultados negativos. 

11) QUIMIOTAXIS INDUCIDA POR TGFIJ11 -•I EN FIBROBLASTOS DE PACIENTES 

En fas mismas células de pacientes con fibrosis pulmonar, empleadas en la evaluación 

de fa proliferación celular inducida por TGFP (3 pacientes con FPI y 3 pacientes con ES), se 

evaluó el efecto quimiotáctico de las diferentes formas estructurales del TGFPc1 .31• 

Nuevamente se observó un efecto semejante al encontrado para los fibroblastos de pulmón 

fetal HLF-1. Ninguna de las dosis probadas (mismo intervalo que el empleado en proliferación) 

de las diferentes fonnas estructurales del TGFl)p.3 1 • indujo quimiotaxis en ninguno de los tipos 

de fibroblastos de pacientes con fibrosis. Cabe mencionar que en cada experimento se probó 

cada dilución de TGFP por cuadruplicado. 

Estos resultados son congruentes con resultados previos (Osomio, 1993), en los que 

se evaluó el efecto quimiotáctico del TGFp, (de origen porcino y humano) en un amplio 

intervalo de dosis (0.004pg/ml a 50 ng/ml), en diferentes tipos celulares. Los tipos celulares 

probados fueron fibroblastos de pulmón de rata, células Swiss 3T3, fibroblastos fetales de piel 

de rata (SK. ATCC, Rockvilfe, MD .. USA) y fibroblastos de prepucio humano (recién nacido) 

obtenidos por explante. Como control positivo de quimiotaxis inducida por TGFP se emplearon 

leucocitos mononucleares. 

RESUMEN DE RESULTADOS 

1. Los TGFp,, TGFP2 y TGFth indujeron un efecto dos;s respuesta en la proliferación de 

fibroblastos de pulmón fetal, muy semejante entre si, en periodos de incubación de 24 y 48 h. 

A dosis altas. se observó una inhibición de la proliferación celular mientras que a dosis bajas 

se observó una estimulación de la misma. 
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2. Después de 72 horas de cultivo, los TGFp,, TGFP2 Y TGFp, a dosis altas, indujeron un 

efecto inhibitorio de la proliferación. En cambio, el TGFp,, indujo una astimulación de la 

proliferación celular a dosis bajas en este mismo período da incubación. 

3. El efecto inhibitorio inducido en fibroblastos de pulmón humano por los tres TGFf3 (a dosis 

altas y en periodos de incubación de 72 horas). fué bloqueado completamente por el 

anticuerpo anti-TGFf3 y la indometacina (inhibidor de PGE2). 

4. Los TGFf3, y TGFf3 2 indujeron efectos similares de estimulación en la proliferación celular 

(72 horas}, independientes de la dosis en fibroblastos de pacientes con FPI y ES. Se observó 

una mayor estimulación en la profiferacíón de los fibroblastos (ES). 

5. El TGFf33 indujo un efecto diferente en ra proliferación célular (72 horas), de fibroblastos de 

pacientes con FPI y ES. También indujo un incremento en este parámetro biológico evaluado 

en fonna dosis independiente, sin embargo, en este caso se observó qua en los fibroblastos 

de pacientes con FPI se estimuló en mayor medida la proliferación celular que la observada 

para los pacientes con ES. 

6. Los tres TGFP. indujeron un incremento en la sintesis de la procolágena, y un decremento 

en su degradación intracelular en fibroblastos HLF-1 en un periodo de 24 horas. No se 

observó diferencia significativa entre el efecto inducido por cada TGFJ3. 

7. Ninguna de las diferentes formas estructurales del TGFP (1 -3) indujo quimiotaxis en 

fibroblastos de pulmón humano normal o de pacientes con fibrosis (ES y FPI). 
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CAPITULO 5 

EXPRESION Y SECRECION DE PDGF EN MA ESTIMULADOS POR 

PARTICULAS INORGANICAS Y LA RESPUESTA QUIMIOTACTICA 

DIFERENCIAL DE FIBROBLASTOS A LOS CIMEROS DEL PDGF 



PDGF 

l. MATERIALES Y METODOS 

El presente capítulo se dividió en dos partes, ya que se pretenden dos objetivos 

diferentes. En la primera de éstas, se busca la caracterización de la actividad biológica 

diferencial de fos diferentes dímeros del PDGF en fa químíotaxis de fibroblastos de pulmón y 

en fa segunda. se estudia el posible efecto inducido en macrófagos alveolares (células que 

producen POGF) a nivef de e>c:presión y secreción de este factor de crecimiento después de fa 

activación de dichas células por partículas inorgánicas. 

CULTIVO CELULAR 

Se desarrolló como se ha descrito en capítulos previos. Se empfearon tibroblastos de 

pulmón de rata (machos CD. Charles River Laboratories, Raleigh, N.C.), obtenidos por 

disociación enzimática (Kumar, 1988), células Swiss 3T3 (ATCC, Rockville. MD, USA) y 

macróragos alveolares de rata obtenidos como se indica más adelante. 

OBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES 

Los macrófagos alveolares. se obtuvieron de ratas macho {Wistar) con un peso de 200 

- 300 g (donados por el Instituto Nacional de Cardiologia. Ignacio Chávez). Los animales se 

s•crificaron por sobredosis con 1 mi de pentobarbital sódico (via ip.. 64 mg/ml) y 

posterionnente se canuló su traquea y se extra1eron los pulmones de la cavidad torácica. Se 

efectuó un Javado broncoafveolar (L8A) de acuerdo af procedimiento descrito (Osomio. 1991). 

Brevemente, se empleó solución amortiguadora de fosfatos libre de calcio y magnesio, y se 

aplicó un ligero masaje a los pulmones. Este lavado se repitió hasta colectar 50 mf. 

Las células presentes en el LBA se separaron por centrifugación (1500 rpm 110 mini 

4ºC). despucts de dos lavados con solución amortiguadora de fosfatos, fas células se 

resuspendieron en medio de cultivo DMEM (Gibco, BRL. Gaithersburg, MD. USA), 

suplementado con antibióticos (penicilina - estreptomicina 10000 u/mi, fungizona 25 µ.g/ml. 

Sigma Chemical Co. St. Louis MO., USA) y L-glutamina (200 mM, Gibco, BRL, Gailhersburg, 

MO., USA). Se realizó un conteo celular empleando una cámara de Neubauer y el colorante 

azul trlpano, mismo que permitió evaluar simufáneamente fa viabilidad de las Células, la cual 

siempre osciló alrededor del 95%. 
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Una peque/la alicuota de la suspensión celular se separó del total de Ja muestra y se 

dividió en dos partes. Una de éstas se empleó para realizar la prueba de la estearasa 

inespecifica (Stuart. 1978) y determinar el porcentaje de macrofágos presentes en el LBA y la 

otra, se uso para realizar una cuenta diferencial (tinción de wright) y detenninar el porcentaje y 

tipo de células presentes en la muestra. El resto de la suspensión celular se sembró en cajas 

de cultivo de 150 cm2 a una densidad de 25 x 105 células/caja. A fin de permitir Ja adhesión de 

las células al frasco de cultivo, éstas se incubaron 1 hora a 37ºC en un ambiente húmedo y en 

presencia de So/o de C02 . 

ACTIVACION DE MACROFAGOS ALVEOLARES POR HIERRO 

Una vez adheridas las células. se eliminaron las células remanentes del sobranadante 

y se procedió a la activación de los macrófagos con hierro carbondo (Partícula inorgánica no 

fibrogénica que induce respuestas inflamatorias tempranas, semejantes a las inducidas por 

partículas fibrogénicas como el cuarzo y el asbesto) (Craighead, 1982, Crouch, 1990, Crystal, 

1991). A seis de las éajas. se añadieron 30 mi de OMEM adicionado con 75 mg de esteras de 

hierro carbonilo con un diámetro de 0.3 - 0.4 µm y libre de endotoxina, homeado a 200°C/4 h 

(General Anilina, Linden. NJ, USA). La concentración final de hierro en cada caja de cultivo fué 

de 0.5 mg/cm2 . A fin de prevenir la adherencia de proteínas a la superficie de Ja caja de cultivo 

(libre de células), a cada una de las cajas de cultivo, se le ar'iadió albúmina sérica bovina (1 x 

10 .. M, Sigma Chem1cal Co., St. Louis, MO: USA). 

A fin de determinar el efecto inducido por las partículas de hierro en Ja viabilidad 

celular, a lo largo de Jos diferentes periodos de incubación, en paralelo se trabajó con 

macrófagos sembrados con la misma densidad en placas de cultivo da 24 pozos. En éstos se 

determinó la viabilidad celular durante el desarrollo del experimento. por dos métodos 

diferentes. Se cuantificó la liberación de la enzima citopJasméitica deshidrogenasa fáctica 

(DHL). mediante el empleo de un sistema comercial de Merck de México, y además se uso un 

método fundamentado en el empleo de un colorante de salas de azul de tetrazolio. MTT 

(Sigma Chemical Co., SI. Louis Mo., USA) (Mossman, 1983). que es reducido 

metabólicamente. 

Las células se cultivaron a seis diferentes tiempos: 1 y 15 minutos y por 1, 2. 4 y 20 

horas a 37ºC en atmósfera húmeda y al 5% de C02. En paralelo se incubaron 6 cajas en las 

mismas condiciones antes mencionadas, pero a éstas no se les adicionaron par1ículas de 
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hierro y se consideraron como control negativo de cada tiempo. Una vez conclufdo cada uno 

de estos periodos de incubación, se colectó el sobrenadante correspondiente y para eliminar 

las partfculas de hierro, cada medio condicionado se filtró empleando membranas con poros 

de 0.22 µm de diámetro (Millipore, Corp., Bradford, USA). Posteriormente los medios 

condicionados, se congelaron (-70°C) hasta su uso para la detección de POGF mediante un 

ensayo inmunoenzimático. Los macrófagos de la monocapa celular se emplearon para extraer 

RNA total e identificar la expresión de Jos genes que codifican para las cadenas polipeptidicas 

A y B del POGF. 

INMUNOENSAYO ENZIMATICO (EIA) PARA IDENTIFICACION DE PDGF 

Los sobrendantes colectados al término de los diferentes periodos de incubación, en 

presencia o ausencia de partículas de hierro carbonilo, y que contenían los productos de 

secreción de los macrófagos, se emplearon para Ja cuantificación de PDGF. Primeramente el 

sobrenadante se concentró aproximadamente 100 veces, empleando un aparato de 

ultrafiltración (Amicon, Danvers. MA, USA) y membranas YM·S con poros de retención de 

proteína de ~ 5000 Da. Posteriormente se realizó el EIA tal como se reporta por Kumar en 

1988. Antes de iniciar el experimento, ras muestras fueron acidificadas durante 1 hora con 

ácido acético 1 M a temperatura ambiente, tiempo después del cual, fueron neutralizadas con 

Tris 1M. 

Esta prueba se basa en el uso de un suero anti·PDGF de origen humano, que permite 

Ja identificación de PDGF·BB/AB. La realización de esta prueba es posible, gracias a que el 

PDGF secretado por los macrófagos de rata, comparte determinantes antigénicas con su 

homólogo de origen humano. Brevemente, la prueba se realiza mezclando 60 µJ de PDGF 

humano (estándares de 0.25 a 32 ng/ml) o bien, de medio condicionado concentrado (obtenido 

en presenci• o ausencia de partículas de hierTO carbonilo a los diferentes tiempos de 

incubación), con 60 µI del anticuerpo policlonal anti·PDGF humano, obtenido en cabra (1:500. 

CoUaborative Research, Lexington, MA, USA), a microplacas de cultivo previamente cubienas 

con una fracción cruda de una mezcla de las diferentes fomias estructurales del PDGF de 

plaquetas (4 ng/ml. R & D Systems, Minneapolis, MN. USA}. Después de una hora de 

incubación a temperatura ambiente, se eliminó el sobrenadante. la placa se lavó con solución 

amortiguadora de fosfatos adicionada con Tween 20 (0.2o/o, Sigma chemical Co., St. Louis. 

MO. USA} y se agregó el anticuerpo secundario, lgG obtenido en conejo contra lgG de cabra y 

se incubó la mezcla por 90 minutos. Este último conjugado a la isoenzima peroxidasa 
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(DakoPatts, Carpinteria, CA, dilución 1:1000). Nuevamente se practicó un lavado a fin de 

eliminar et exceso de anticuerpo secundario no unido y entonces, se agregó el sustrato de la 

enzima peroxidasa: o-fenifendiamina (Sigma Chemical Co., St. Louis MO .. USA), en presencia 

de H202 al 0.3%. El empleo de este sustrato pennitió que se desarrollara color en forma 

inversamente proporcional a la cantidad de PDGF presente en cada muestra, éste se 

cuantificó espectrofotométricamente leyendo Jas absorbancias a 405 nm. La concentración de 

PDGF se calculó a partir de la curva estándar. Se trabajó con triplicados de cada una de fas 

muestras (problema o control). 

ANALISIS DE NORTHERN Y DOT BLOT 

La identificación de la expresión de los genes que codifican para las cadenas 

polipeptidicas A y B del PDGF se realizó empleando el RNA total extraído de los macrófagos 

alveolares de rata, activados o no in vitro por partículas de hierro carbonilo a diferentes 

tiempos. La monocapa de macrófagos alveolares fué lisada con una mezcla de isotiocianato 

de guanidina 4M - sarcosil al 20% (Sigma Chemical Co., St. Louis MO .. USA) y el RNA total 

fué extraído por el método del cloruro de litio (Sigma Chemical Co. St. Louis MO., USA), 

descrito previamente por Chomoczynski en 1987. Para eliminar las partículas de hierro 

carbonifo, el lisado celular colectado en hielo con la ayuda de un gendarme de teflón, se 

centrifugó a 12000 rpm por 10 minutos y a 4ºC., inmediatamente despul!!ts las muestras se 

congelaron a -70ºC hasta iniciar el siguiente procedimiento. 

Una vez extraído el RNA de los diferentes cultivos celulares, se cuantificaron y se 

verificaron sus purezas. A fin de estandarizar fas condiciones de hibridación con las sondas de 

DNAc de PDGF-A (1300 pb, amablemente donada por la Dra. Christine Betsholtz. Oepartment 

of Pathology, University of Upsala, Suiza) y PDGF-8, sonda pSM1 de 1200 pb, (ATCC, 

Rockville, MA, USA), se realizó un dot blotting con dos diluciones de 5 y 2.5 µg de RNA total 

de cada muestra. 

Posterio""ente 30 µg de RNA total proveniente de cada muestra de macrófagos 

expuestos o no a las partículas de hierro carbonilo fueron sometidos a electroforesis 

empleando geles de agarosa al 1.2% (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA). y formaldehido 

2.2 M. En cada electroforesis se empleó un control positivo de expresión de PDGF: 30 µg de 

RNA total proveniente de la línea celular de osteosarcoma humano (U2-0S, A TCC, Rockv1lle, 

MD, USA) que expresa ambas cadenas polipeptidicas del PDGF, y un marcador de PM de 
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RNA (RNA Ladder, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD. USA). La integridad del RNA se verificó 

titlando tos geles con bromuro de etidio y verificando fa presencia de Jos RNA ribosomales 28S 

y 18S. 

El RNA, se transfirió por capilaridad (SSC 1 OX) a una membrana de nylon-nitrocelulosa 

(GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD. USA), y fué fijado a la misma homeándola al vacío a BOºC 

durante 1 hora. Posteriormente se procedió a prehibridar la membrana, durante 12 horas a 

50ºC en solución amortiguadora de fosfatos 50 mM, adicionada con SSC 6X, solución da 

Denhardt's SX, o. 1 o/o de SOS y 100 µg de esperma de salmón desnaturalizado. Las 

membranas fueron hibridadas durante 4 horas a la misma temperatura y en presencia de fa 

misma solución amortiguadora pero ahora, adicionada con Ja sonda de ONAc para PDGF - A 6 

POGF - B. marcadas con una actividad especifica de 5 x 108 cpm/ml. Las sondas se marcaron 

empleando un kit de random primer (Amersham, Aylesbury, UK) y a-32P-OCTP. 

Una vez transcurrido el tiempo de Ja hibndación, fas membranas se lavaron a 65ªC por 

5 minutos en SSC 2.5X - SOS 0.1%, después se practicaron 3 lavados en SSC 1.SX - SOS 

0.1 % a 50°C cada uno por 20 minutos. Finalmente la membrana se lavó tras vacas en SSC 

o.SX - SOS 0.1% a temperatura ambiente por 5 minutos. La señal autorradiográfica del DNAc 

marcado unido a su RNAm correspondiente, se visualizó exponiendo la membrana a una placa 

de rayos X (X-OMAT, KODAK. México) de 3 á 5 dias. Como control de que la cantidad de RNA 

que fué añadida a cada carril fué la misma, las membranas también se hibridaron en presencia 

de la sonda de DNAc del gen que codifica para la histona H4 (530 pb, ATCC, RockvilJe, MD., 

USA). La sei'\afes autoradiográficas obtenidas en los análisis de Northem blot, se evaluaron 

densitométricamente para determinar tendencias más especificas de expresión génica. 

QUIMIOTAXIS 

Se trabajó con el mismo método descrito en el capítulo anterior. En este caso las 

membranas de polieal"bonato, con poros de a µm de diámetro (Poretics Co., Livermore. CA., 

USA). se cubrieron previamente con gelatina tipo A (Bloom 275, Fisher Scientific, Fair Lawn, 

NJ.) al 0.07%. Se empleó PDGF-AA (Collaborative Research, Bedford, MA), PDGF-AB (Gibco

BRL, Gaithersburg, MD) y PDGF-BB (Collaborative Research, Bedford, MA) todos ellos 

recombinantes, en concentraciones de 0.125 á 64 ng/mt.Se realizarón estudios de quimiotaxis 

y quimiocinesis para corroborar que la respuesta obsrvada era realmente quimiotaxis. 
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS 

Los resultados se expresan como promedios y desviaciones estándar y las diferencias 

estadisticas entre los diferentes puntos, se determinaron emplando la prueba de t de Student. 

Un valor de p < 0.05 fué considerado como significativo. 

11. RESULTADOS 

ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL PDGF. 

I) INDUCCION DE LA EXPRESION Y SECRECION DE PDGF EN MA POR 

PARTICULAS INORGANICAS 

VIABILIDAD CELULAR 

Para verificar que las partículas de hierro carbonilo no afectaran significativamente la 

Viabilidad de los macrofagos en cultivo. se realizaron en papalelo dos ensayos de viabilidad. 

Los tiempos de evaluación de viabilidad, fueron los mismos del experimento original: 1 y 15 

minutos y 1, 2. 4 y 20 horas. Esto permitió atribuir directamente al hierro los cambios 

observados en la expresión génica del PDGF (A y B) y en su secreción, descartando el efecto 

inducido por la muerte de Jos macrófagos en cultivo, cuyo tiempo de vida media en cultivo es 

ligeramente mayor de 24 horas. 

' ' TIEMPO (MORASJ 

En la figura se muestra la viabilidad celular 

evaluada por el método de MTT. Los circules 

abiertos (º) representan la viablidad de los 

cultivos de macrófagos que no fueron 

expuestos a partículas y los círculos cerrados 

(•) aquéllos expuestos a partículas de hierro 

carbonilo. Como puede verse en la figura, la 

viabilidad celular no varió significativamente 

durante el período del experimento. Después 

de 20 horas, la viabilidad decreció en un 12o/o, sin embargo, se observó la misma tendencia 

entre las células expuestas o no a partículas de hierro carbonilo. El mismo resultado se 

observó en et experimento en el que se evaluó la viabilidad celular cuantificando la enzima 

DHL (los resultados no se muestran). 
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SECRECION DE PDGF A DIFERENTES TIEMPOS 

Se cuantificó la concentración de P.DGF-BB/-AB (por el método de EIA descrito en 

métodos). presente en los medios condicionados de los macrófagos expuestos y no expuestos 

a partículas de hierro carbonilo a los diferentes tiempos del experimento. 

La figura muestra que las particlas 

de hierro carbonilo. indujeron en los MA un 

incremento en la secreción de PDGF al 

medio (círculos cerrados. •). La mayor 

concentración de PDGF al medio. se 

observó entre los primeros 15 minutos y las 

2 horas de exposición a las panículas, 

alcanzando un máXJmo de 9.2 ng/ml, 

después de 2 horas de exposición. La 

concentración de PDGF-88/-AB disminuyó 

bruscamente después de 4 h hasta alcanzar aproXJmadamente 4 ng/ml, concentración que se 

mantuvo constante hasta el fin del experimento (20 h). Los macrófagos no expuestos a 

partículas (círculos abiertos, º). mostraron una tendencia semejante a ta observada en aquéllos 

expuestos a hierro carbonilo, es decir, se observó un pico de secreción de POGF a la hora del 

experimento. Sin embargo, éstos últimos secretaron PDGF en una concentración máxima de 

sólo 4 ng/ml. Las diferencias entre los macrófagos expuestos a las paniculas de hierro y las no 

expuestas durante la primera y segunda hora son significativas (p < 0.05). 

11) EXPRESION GENICA DE PDGF (A Y B) A DIFERENTES TIEMPOS 

Como se mencionó en la sección de métodos, a fin de estandarizar las condiciones de 

hibridación, primero se realizaron pruebas de dot blot para las sondas de ONAc de PDGF-B y 

PDGF-A. Se hibridaron 2.5 µg RNA total de las diferentes muestras de macrófagos expuestos 

y no expuestos (no se muestran resultados) a partlculas de hierro carbonilo, a los seis 

diferentes tiempos de incubación. Se emplearon 2.5 µg RNA total obtenido de la linea celular 

U2-0S como control positivo. 
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ANALISIS DE DOT BLOT 

1 PDGF-B 

• • • • • • • 
2 PDGF-A 

• :t- • 
1 2 3 4 5 6 U2 

Como se observa en las figuras 1 y 2, a partir del dot blot, se deduce que las partículas 

de hierro carbonilo indujeron la expresión del PDGF B (1) y A (2) respectivamente en 

macrófagos alveolares expuestos a partículas inorgánicas a diferentes tiempos (1: 1 minuto, 2: 

15 minutos, 3: 1 hora. 4: 2 horas, 5: 4 horas, 6: 20 horas). Asi mismo, se corroboró la 

expresión de ambos genes del PDGF en la linea U2-0S a de RNA total 2.5 µg (control 

positivo). La expresión de cada una de las cadenas del PDGF fué diferente; la expresión de 

PDGF B se indujo inmediatamente después de la exposición de los macrófgagos alveolares a 

las partículas de hierro carbonilo, dicha expresión fue disminuyendo con el tiempo. 

En cambio, como se muestra en la figura 2, la expresión de POGF A mostró un 

aumento en su expresión hasta después .Je los primeros 15 minutos de exposición a las 

partículas de hierro carbonilo, observándose un máximo de expresión a las 4 horas de 

exposición de las células a las partículas. Las diluciones de RNA total de 2.5 µg fueron 

demasiado pequef\as para pennitir observar la expresión génica claramente. 
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ANALISIS DE NORTHERN BLOT 

Una vez estandarizadas las condiciones de hibridación, se procedió a realizar el 

análisJs de Northem blot correspondientes. 

1 

A 

a 

e 

1 2 3 4 5 6 7 (kb) 

•
• 2.8 
+2.3 

...... .-......... ~------_--:.;.;......i 

En la figura 1. se muestra la expresión de los genes del POGF-B (panel A) y A (panel 

8) en macrófagos alveolares no expuestos a particulas inorgánicas a través del tiempo (1: 1 

minuto, 2: 15 minutos, 3: 1 hora, 4: 2 horas, 5: 4 horas, 6: 20 horas). Se observó una expresión 

constitutiva de ambos genes del PDGF. Se evaluó por densitometría la expresión de estos 

genes, y se corrigieron estos valores de expresión en función de la expresión del gene de la 

hJstona H4 (panel C) y en relación a la expresión del control positivo (línea número 7, U2-0S). 
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Después de las correcciones que consideraron la 

cantidad de RNA adicionada en Jos geles y su relación 

con la expresión génica del control positivo (U2-0$), 

se observa que PDGF-B (barras cerradas) se expresa 

desde el inicio del experimento y esta expresión 

decae con el tiempo. La expresión del PDGF-A en 

cambio (barras abiertas), no presentó ninguna 

modificación significativa a lo largo de las 20 horas de 

duración del experimento. 
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En la figura 2 se muestra la expresión de los genes del POGF-B (panel A) y PDGF-A 

(P•net B) y del gene que codifica para la histona H4 (panel C) en RNA total obtenido de 

macrófagos alveolares expuestos a partículas de hierro carbonilo, a diferentes tiempos (1: 1 

minuto, 2: 15 minutos. 3: 1 hora. 4: 2 horas, 5: 4 horas, 6: 20 horas). Tambi•n se muestra la 

expresión de los genes del PDGF A (panel B) y del PDGF B (A) en la linea celular U2-0S, 

(control positivo, línea número 7). 

Se observaron Jas mismas tendencias antes descritas en el anáJisia por dot blot. Las 

partícul•• de hierTO indujeron un aumento en la expresión de los genes de PDGF A y a en 

m•crófagos alveolares. Se confirmó que la expresión d• ambos genes sucede a diferentes 

tiempos. El máximo de la expresión del PDGF-B, se observó después de 1 minuto de 

exposición de Jos macrófagos a las partículas. Se detectó claramente un transcrito de 4 kb 

(p•nel A), cuya expresión fué decreciendo en el tiempo. Para al gane del PDGF-A se 

detectaron 2 transcritos de 2.3 y 2.8 kb respectivamente. Estos se expresaron inicialmente 

hasta despu•s de una hora de exposición de los macrófagos a fas partículas y mostraron una 

expresión méixima después de 4 horas. 

En el panel C se observa que no hubo diferencias significativas en la cantidad de RNA 

total adicionada en los geles, sin embargo, a fin de considerar las peque.,as diferencias que 

pudiera haber habido, fas placas de rayos X se sometieron a un estudio densitométrico y los 

valores relativos de la expresión génica de los genes del PDGF se corrigieron en función de 

los valores de fa expresión de H4. 
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Aun corrigiendo los valores da la expresión 

génica de PDGF con la expresión de H4 y 

considerando ra expresión de PDGF en 

relación a la observada en el controf positivo 

(U2-0S). se observaron las mismas 

tendencias antes mencionadas para el 

análisis por dot blot. El PDGF-B (barras 

cerradas) se expresa desde el primer minuto 

de exposición de los macrófagos alveolares a 

hierro carbonilo y dicha expresión, se 

mantiene hasta fas 2 horas, observándose después una disminución de fa misma. En cambio 

la expresión de PDGF A (barras abiertas) se incrementó ligeramente hasta después de dos 

horas de exposición y se mantuvo alta hasta las 4 horas, luego inició el decremento. 

Al comparar los valores de fa expresión relativa del gene que codifica para fa cadena A 

y B del POGF, obtenidos en macrófagos alveolares expuestos a particulas inorgmnicas y los no 

expuestos, se observó que el hierro carbonilo indujo un aumento en la expresión relativa del 

PDGF-B hasta 2.2 veces mayor. Este incremento disminuyó con el tiempo del experimento 

hasta llegar a un valor de incremento en Ja expresión o. 9 veces mayor que el observado en los 

MA no expuestos a partículas. En cuanto a Ja expresión relativa del gene que codifica para fa 

cadena poJipetídica del PDGF-A en MA expuestos y no expuestos a partículas de hierro 

carbonilo, se observó una estimulación de Ja expresión del gene A del PDGF de solamente 0.5 

veces mayor en los MA expuestos a partículas. 

111) QUIMIOTAXIS INDUCIDA POR PDGF (AA, AB Y BB) EN FIBROBLASTOS 

A fin de detenninar si cada una de fas formas estructurales del PDGF, inducia un 

efecto biológico diferente en fibrobJastos de pulmón de rata, se realizaron estudios de 

quimiotaxis en las que se probaron curvas dosis-respuesta, empleando cada una de los 

dímeros del PDGF (AA, AB y BB). Como control positivo se trabajó con la linea celular Swiss 

3T3 cuya respuesta quimiotéictica al PDGF es bien conocida y en el que se ha determinado el 

número de receptores de membrana a y p que posee, Cada uno de estos receptores. posee 

una diferente afinidad para los dímeros PDGF (Bonner, 1993). 
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En Ja gráfica se muestran los resultados de 

la quimiotaxis inducida en fibroblastos de 

pulmón de rata por las diferentes fonnas 

estructurales del POGF. El POGF-AA 

(circules abiertos), no indujo mayor 

respuesta quimiotéctica, mientras que el 

POGF-BB (clrculos cerrados) y el POGF AB 

(cuadrados abiertos) indujeron una 

respuesta quimiotáctica dosis dependiente 

de la concentración del dímero de PDGF 

empleado. S• observó un pico máximo de 

acilivad quimloláclica, para ambos dímeros PDGF-BB y AB a los 8 ng/ml. 

r, --! 
,f'\ 

POOF (n¡r /mi) 

En esta segunda figura, se muestra la 

quimiotaxis inducida por los diferentes 

dímeros del PDGF en las células Swiss 

3T3. Aunque las tendencias en general 

son las mismas a las mostradas en Ja 

gráfica anterior, se observaron algunas 

diferencias cuali y cuantitativas. En este 

caso si se observó una respuesta 

quimiotáctica de las Swiss 3T3 al PDGF-

AA, con un• respuesta máxima a 8 ng/ml (98 células/10 HPF). Sin embargo, ésta respuesta 

ciertamente fué menor, que la inducida por PDGF-BB (228 células/10 HPF) y PDGF-AB (225 

cálulas/10 HPF) quienes indujeron una respuesta máxima a los 4 y 8 ng/ml respectivamente. 

RESUMEN DE RESULTADOS 

1. Cad• un• de las diferentes formas estructurales del PDGF, induce un efecto diferente en la 

quimiotaxis de fibrobfastos de pulmón de rata. 

2. Las partículas de hierro carbonilo, inducen la expresión y secreción da POGF en 

macrófagos alveolares. 
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3. Los genes de PDGF A y B se expresan en forma diferente en el tiempo. El gene que 

codifica p•rmi 1• cadena B del PDGF. se expresa inmediatamente después de la exposición de 

ros macrófagos a las partículas inorgánicas. El gene que codifica par• la cadena A del PDGF. 

se expresa hasta después de una hora encontrillndose el máximo a las 4 horas. 

4. La secreción de POGF inducida al medio por las particulas inorgainicas presenta un pico 

máximo de sec<eción (9.2 ng/ml) a las 2 horas. 
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MODULACION DE LA RESPUESTA FIBROBLASTICA INDUCIDA POR TROMBINA 

Se ha demostrado que la a.-trombina, ademas de ser un componente clave de la 

cáscada de la coagulación (Fenton, 1993), es in vitre, un potente agente mitogénico y 

quimioatrayente para fibroblastos de pulmón (Gray, 1990, Bar-Shavit, 1992, o._s, 1993). Por 

lo que uno de los objetivos del presente estudio, fué el determin•r la importancia de esta 

prot9asa de serina en la respuesta fibroblástica, y establecer sus posibles repercusiones. en 

patologías especificas como la fibrosis pulmonar. 

Buscando establecer un nexo entra la posible respuesta inducida por la trombina. en la 

actividad fibrobldlstica in vitro y su posible participación en Ja patogen•sis de la fibrosis 

pulmonar, se consideró el hecho de que LBA de pacientes con fibrosis pulmonar, poseen la 

capacidad de inducir un incremento en la proliferación de fibroblastos de pulmón humano 

(Cambrey, 1992). Este aumento en la proliferación fibrobl8stica se ha atribuido. a la presencia 

de mediadores polipeptídicos como la ET-1 (Cambray, 1992), el IGF-1 (Harrison, 1995), el 

PDGF (Martinet, 1986, Antoniades, 1990) y el TGFp, (Moreland, 1992). 

Tomando en cuenta los antecedentes antes mencionados y el hecho de que en 

trmb•jos previos se ha determinado que dichos eventos de prolifereración y quimioatracción 

fibrobl8stic. (como los inducidos in vitre por la trombina), son clave en la patogénesis de la 

fibroaia pulmon•r. se intentó demostrar la presencia de trombina en LBA de pacientes con 

diferentes tipos de fibrosis y establecer la contribución especifica de la trombina, presente en 

los LBA. • la proliferación fibroblástica. Una vez confinn•d• la presencia de trombina en LBA 

de pacientes con ES y detenninada su contribución al incremento de la proliferación 

fibrobl•aticai. se intentó identificar la posible modulación inducida por la trombina en el 

metaibolismo de la col.ligena. Se verificó si dicha modulación se regulaba a nivel de expresión 

g6nica, al menos P•ra la procolágena a(1)1. 

DETERMINACION DE TROMBINA EN LBA DE PACIENTES CON FIBROSIS 

En el presente trabajo se encontró que la a-trombina estaba presente en muestras de 

LBA de pacientes con ES. La concentración de trombina determinad• en estas muestras fue 

apraxim•d•m•nte 3.5 veces mayor que la concentración de trombina encontrada en muestras 

de LBA de pacientes con otros tipos de fibrosis pulmonar (FPI y sarcoidosis), y en los LBA de 

los voluntarios sanos. Estos resultados concuerdan con un reporte previo (Ohba, 1994), en et 

que se determinó trombina en LBA de pacientes con ES en concentraciones hasta 14 veces 
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mayores a las observadas en los controles, sin embargo, en este reporte, se atribuye el efecto 

mitogénico inducido por los LBA en fibroblastos de pulmón humano al PDGF inducido por la 

trombina. 

Una de las caracteristicas de algunos padecimientos fibróticos pulmonares, es el 

incremento en la penneabilidad microvascular asociada a lesión celular endotelial, que pennite 

el flujo de mediadores polipeptidicos, como ta trombina, desde la circulación al pulmón 

(Crystal, 1984), esto hace suponer que se podrfa encontrar a est• proteasa de serina en las 

muestras de LBA de cualquier paciete con fibrosis. Cabe destacar que en la fibrosis pulmonar 

asociada a ES, ta lesión vascular es más importante que en otras fibrosis (LeRoy, 1988). 

Hecho que se comprobó con los resultados del presente trabajo, en los que la trombina se 

encontró en concentraciones elevadas, exclusivamente en LBA de estos pacientes y no en 

LBA da pacientes con otros tipos de fibrosis como FPI y sarcoidosis. Cabe destacar que 

aunque la albúmina se ha usado clásicamente como marcador de penneabilidad a pulmón 

(Van Vyve, 1995), en este caso no se encontró diferencia significativa entre las 

concentraciones de albúmina pre:.entes en las muestras de LBA de pacientes o de los 

volunatrios sanos. Esto podría explicarse si la lesión pulmonar pennitiera una permeabilidad de 

molkul•s con peso molécular inferior a la albúmina. 

Debido a que se ha postulado que ta mayoria da los padecimientos fibróticos, poseen 

mecanismos similares durante su patogénesis (Crystal, 1981, Laurent, 1988, Elias. 1985, 

Richards, 1991, Hanison, 1990, Hanison, 1991), resulta relevante el hallazgo demostrado con 

1• realización del presente trabajo, en que se estableció una diferencia da,.. entre la fibrosis 

pulmonar asociad• a ES y otros tipos de fibrosis (concentración elevada de trombina solo en 

LBA de pacientes con ES). Cabe mencionar que al considerar el tiempo de desarrollo de la 

enfennedad en los pacientes con ES, de quienes se obtuvieron las muestras, la presencia de 

trombin• en concentración elevada, podría asociarse a fases tempranas de la patogénesis de 

este tipo de padecimientos. Esto ademas, sugiere la existencia de mecanismos, 

aparentemente selectivos. para la fibrosis pulmonar asociada a ES. 

Cabe mencionar que aunque en los diferentes tipos de fibrosis pulmonar se postula la 

existencia de lesiones a nivel pulmonar, sólo en la fibrosis pulmonar asociada a esclerosis 

sistémica, se ha documentado ampliamente la presencia de lesión vascular como mecanismo 

primario en la patogenia de este padecimiento (LeRoy, 1975). En estos pacientes ademas se 

ha demostrado la evidencia de lesión celular endotelial asociada a inflamación, disrupción de 
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las células en·doteliales (Fleischmajer. 1977) y la presencia de un infiltrado perivascular 

(Fleischmajer, 1990). 

una vez derterminada la presencia de trombina en altas concentraciones. sólo en 

muestras de LBA de pacientes con ES, se intentó confirmar su presencia en éstos LBA por 

inmundetección (Western blotting). Sólo se encontró la banda que correpondiara al peso 

molKular de la trombina pura, en la de la muestra de LBA del paciente con ES, en que se 

cuantificó la mayor concetraci6n de trombina (32x10-e M). Sin embargo, el anticuerpo anti

trombina empleado se unió a una proteína de peso molécular de aproximademente 170 a 180 

KD•, y a otra de peso molécular > 200 KDa, lo que podria explicarse si la trombina no s• 

encontrar• en fonna libre. Al respecto cabe mencionar que en reportes previos, en ros que se 

ha intentado identificar trombina el mismo m•todo, sólo se encontró una bada de 93 KDa, 

misma qua los autoras argumentan. es resultado de la combineción de trombina (37 KDa) y su 

inhibidor natural. la anlitrombina 111 (58 KDa) (Bar-Shavit, 1992). 

Sin embargo, en este caso se observaron bandas con un peso mol6cular mayor. 

Ninguna de éstas correponde a protrombina ya que dicho precursor pos- un paso molécular 

da sólo 72 KDa. pero si podría especularse al respecto de que estas bandas correpondieran a 

trombina conjugada con el inhibidor natural de protaasas la a-2-macroglobulina al que la 

trombin• se une avldamente (Léránt, 1990), y al complejo da protrombinasa pare las bandas 

176 KDa (Bonner, 1995). 

PROLIFERACION FIBROBLASTICA 

El ensayo calorimétrico, basado en el uso del colon1nta azul de metilano, que se 

empleo para la evaluación da la proliferación fibroblástica durante el desarrollo del presente 

trabajo, es un sistema in vitre, que pennite detenninar el efecto de factores de crecimiento 

puros o presentes en fluidos biológicos, en la proliferación da dichas células. Una de las 

ventajas del sistema, as que pennite observar directamente el efecto del factor a prueba en las 

célu•ls. Los ens•yos convencionales empleados para la detenninación de la proliferación 

celular, se basan en el uso de isótopos radioactivos y evaluan la incorporación de timidina 

tritiad•. sin embargo, éstos asumen que la cantidad da precursor radioactivo adicionado al 

cultivo celular en división será empleado en su totalidad, son largos y llevan implícito el riesgo 

del trabajo con material radioactivo. En cambio al método del azul de matileno, es rápido, evita 

el uso de material radioactivo y pennite fa confinnación de los resultados por cuenta directa 

(Oliver, 1989). Cabe mencionar que en este estudio en particular, se estandarizaren las 
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condiciones de trabajo (baja concentración de suero), de tal manera que la evaluación de la 

proliferación fibroblástica, pudiera ser atribuible exclusivamente al factor de crecimiento en 

prubea, descartando la contribución hecha por el suero presente en el medio de cultivo ya que 

fué imposible trabajar en ausencia del mismo. 

Aunque el ensayo calorimétrico desarrollado en placas de 96 pozos, permite la 

detennin•ción rápida de la actividad de dichos factores de crecimiento. debo mencionar que 

existen algunos problemas inherentes al sistema. Este implica el uso de cultivos celulares 

establecidos, y posee la desventaja de que la respuesta observada en los primeros pases, 

disminuiré con el aumento en el número de los mismos. Por otro lado, el empleo de 

anticuerpos neutralizantes de actividad biológica en el sistema. si bien hacen al ensayo muy 

especifico. pueden llegar a inducir una sobre estimación del afecto de la citocina en estudio. 

Otni limitllnte del sistema incluye el que no es posible considerar la detección de actividad 

biológica latente (potencialmente activable durante el desarrollo del ensayo), o bien 

p•rci•lmente activa (molécuals precursoras) presente en el sistem•. Es importante tener en 

consideración las fimitantes del sistema que se empleó durante el desarrollo de la presente 

tesis, a fin de detenninar objetivamente Jos alcances y limitaciones de las observaciones 

re•lizad••· 

En este trabajo se demostró, que todas las muestras de LBA de pacientes con 

diferentes tipos de fibrosis pulmonar (ES. FPI, sarcoidosis). indujeron in vitro un incremento en 

la proliferación de fibroblastos de pulmón humano, en contraste con los LBA de voluntarios 

sanos que sólo indujeron una estimulación fibroblástica no significativa con respecto a ta 

observada en el medio control. Cabe destacar que los LBA de pacientes con ES, indujeron un 

incremento en la proliferación fibroblástica dosis dependiente de la dilución del LBA, mientras 

que las otras muestras de LBA no disminuyeron significativamente el incremento en la 

proliferación fibrobl.6stica con la dilución de la muestra. Estos resultados son congruentes con 

observaciones previas, en las que se ha determinado un efecto dosis~respuesta inducido por 

muestnls de LBA de pacientes con ES (Hanison, 1994, Cambrey 1992, Mattoli, 1991), y 

sugieren que et balance neto de factores de crecimiento presente en las muestras de LBA 

probmd••· favoreció la activación de los fibroblastos a proliferar. 

Este balance positivo a la proliferación podría explicarse, por la existencia de un exceso 

de medi•dores estimuladores de la proliferación fibroblásatica o bien. debido a la ausencia de 

mediadores de la inhibición de la misma. En el caso específico de los LBA de pacientes con 
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ES, se encontró una concentración muy elevada de trombina presente en éstos. La adición de 

inhibidoras específicos de trombina (hirudin y PPACK, Kettner, 1979, Fenton, 1991) al sistema, 

permitieron atribuir a esta proteasa de serina, aproximadamente el 60% de la estimulación de 

la proliferación fibrobfástica inducida por los LBA. Cabe mencionar que no pudo empelarse 

ATlll, pese a que éste hubiera sido un control deseable a probar en el sistema, al representar 

el inhibidor natural de la trombina (Fenton. 1993). debido a que su presentación comercial 

contiene Tris, en concentración aparentemente tóxica para los fibroblastos IMR. Esto se 

dedujó a partir de experimentos. en los que se avaluó el efecto del Tris solo, y se encontró que 

éste, aún en dosis bajas. inducia el desprendimiento de ras células de las placas del cultivo 

imposibilitando la realización del ensayo 90 (estos resultados, no se muestran). 

Por otro lado es importante mencionar. que se estableció una buena correlación de los 

resultados, al observar que solo en aquellas muestras de LBA en las que se pudo detenninar 

trombina en altas concentraciones, fue posible inhibir la actividad proJiferativa inducida por las 

mismas. empleando inhibidores específicos de la trombina. esto permitió establecer la 

contribución específica de la trombina, presente en las muest,..s de LBA de pacientes con ES 

a I• proliferación fibroblástica. Además. se estableció una muy buena corTelación, entre los 

niveles de trombina presentes en las muestras de LBA de pacientes con ES y la proliferación 

fibrobllilstica inducida por las mismas. especialmente si se considera que sólo se contaba con 

un número reducido de muestras (10). Si bien esto no es detenninante en el establecimiento 

de la contribución de trombina a la modulación de esta actividad fibroblástica, sugiere 

fuertemente su participación, no sólo en este tipo de modulación, sino que además sugiere su 

implicación en la patogénesis de la fibrosis pulmonar asociada a esclerosis sist•mica. 

En las demás muestras de LBA (de pacientes con FPI y sarcoidosis), en las que no 

pudo detectarse trombina; pero si se observó un incremento en la proliferación fibroblástica 

dosia independiente da la dilución de LBA, se especuló al respecto de que la proliferación 

fibrobl41atica inducid• por éstas muestras. podria atribuirse a la gran cantidad de factores de 

crecimiento presentes en los LBA o bien, que con la dilución de las muestras, se permitió Ja 

activación d• factores de crecimiento cuyo efecto estaba enmascarado a dosis altas, por otros 

factores, o bien que a altas concentraciones de LBA. actuarán los inhibidores de factores de 

crecimiento, posiblemente presentes en las muestras. Estudios similares han detectado una 

actividad proliferativa incrementada, inducida por LBA de pacientes con FPI, sin embargo, en 

éstos no se ha hecho ningún intento por caracterizarlos (Cantin, 1988). En algunos otros, se 
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ha detenninado la presencia de PDGF (Martina!, 1987, Antoniades, 1990), TGFP (Laurenl, 

1993) e IGF-1 (Hanison, 1995, Cambray, 1992). 

Considerando el planteamiento anterior, se intentó detenninar la presencia de otros 

factores de crecimiento en los LBA de pacientes con fibrosis que explicar• el 40% de Ja 

actividad fibroblástica no atribuible a trombina • inducida por los LBA de pacientes con ES y la 

actividad de la actividad fibrolálstica inducid• por los LBA de paciente• con FPI y sarcoidosis y 

que no pudo ser atnbuída a trombina. Se emplearon anticuerpos bloqueadores de actividad 

biológic;., contra POGF, TGFP e IGF-1. Solo se detectó una disminución de la eslimulación de 

fa proliferación fibroblástica en muestras de pacientes con sarcoidosis en presencia de 

anticuerpos anti-PDGF. En ninguna de ras otras muestras de LBA, pudo ser disminuida 

significativamente la proliferación celular inducid• por los LBA por los anticuerpos 

bloqueadores d• activida biológica. Este hecho contrasta con ,..portes pntvios en ros que, 

como se mencionó anterionnente, se ha detenninado la presencia de PDGF en modelos 

animales de fibrosis y en LBA de pacientes con FPI (Fine, 1991, M•rtinet, 1986) y la presencia 

de IGF-1 en LBA de pacientes con ES (Hanison, 1995, Cambray, 1992). 

Esto solo puede ser atribuible a que en las muestras particulares en estudio, dichos 

factores de crecimiento no estuvieran presentes, o bien a que •stos se Pnt .. ntaráln sólo en 

est•díos clínicos direrentes a los estudiados previamente. Además debe considerarse, que 

para el caso especírico de algunas forms estructurales del PDGF. et TGFp, y el IGF-1, éstos 

no hubie,..n podido ser detectados, si éstos se hubieran encontrado unidos a la a-2-

macroglobulina (Huang, 1983, Bonner, 1992, Bonner, 1995, Webb, 1992, Oanielpour, 1990) ya 

· que. las muestras no se sometieron a ningún tratamiento ácido. para libenu1os de la a-2-

macroglobulina. En el caso del IGF-1 puede mencionarse que las diferentes preparaciones de 

anti-IGF-1 no son siempre homogéneas. y ademas frecuentemente es1*n contaminadas con 

formas que no pos-n fa estructura tridimencional correcta (Atkinson, 1980), lo que podria 

explicmr el no haber detectado JGF-1, al menos en las muestras de LBA de pacientes con ES. 

En cuanto a la naturaleza y posibles fuentes de los factores de crecimiento presentes 

en el liquido que recubre a la superficie pulmonar en pacientes con fibrosis, es importante 

discutir algunos puntos relativos a la celularidad y Jos niveles de albúmina encontrados en los 

LBA, que ayudanlln en buena medida. a la interpretación de los resultados. En este estudio se 

empleó un procedimiento estandarizado para la realización de los LBA y no se encontró 
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ninguna diferencia significaticiva en el porcentaje de recuperación de LBA de pacientes con 

fibrosis o de los voluntarios nonnales. Cabe mencionar que los LBA proveen de informacion 

adicional acerca de la patologia pulmonar (Wallaert, 1986, Harrison, 1991), ya que refleja la 

actividad secretora del pulmón, funciones celulares tales como producción de anticuerpos y 

eventos anormales como inflamación y formación de complejos inmunes en el pulmón 

(Haslam, 1980). 

La dilución variable del fluido que recubre al epitelio pulmonar durante el precedimiento 

de lavado, hace necesario encontrar un método para determinar este factor de dilución con 

objeto de estandarizar la determinación de los elementos proteínicos y celulares. La albúmina 

es una importante proteina plasmática, Ja cual no es sintetizada en los pulmones, ni se conoce 

ningún mecanismo de transporte especial que le pennita cruzar la barrera capilar alveolar. 

Esta proteina ha sido ampliamente usada como marcador de penneabilid.:t de la membrana in 

vivo. Aunque algunos otros han sido empleados (urea, calcio, potasio), el de mayor difusión es 

la albúmina con la única desventaja de que los niveles de este marcador pueden ser mal 

interpretados por contaminación sanguínea. Se sabe que las concentraciones de proteínas 

plasm8ticas presentes en LBA de voluntarios sanos. cuando se expresan como un porcentaje 

de Ja proteína total, en general se parecen mucho a la concentración presente en suro. 

Excepciones a esta regla 10 constituyen los fgG, lgA y la transfenina, que se encuantran en 

concentraciones mucho más elevadas, lo que sugiere producción local. Por otro lado, se sabe 

que proteínas de alto peso mofécular >300k0a como la a-2 macroglobulina, que se encuentran 

en muy baja concentración en las muestras de LBA, comparando con las concentraciones 

séricas, sugiere que la barrera capil•r alveolar es impenneable a moléculas de alto PM. 

Estas observaciones apoyan la hipótesis de que una mayor penneabilidad de la barrera 

epiteliaUendotelial, existe en el desarTOlfo temprano de la enfennedad pulmonar. y por lo visto, 

persiste durante el desarrollo de la misma. Esto a su vez refuerza la hipótesis de que 

mediadores polipeptidicos provenientes de la circulación (como la trombina), junto con la 

albúmina entre al pulmón y actúen sobre los fiobroblastos. Algunas observaciones 

experimentales que confirman esta hipótesis, corresponden a estudios en los que se ha 

obs•rvado que en presencia de epitelio capilar lesionado, como el que se presenta en 

pacientes con ES, hay edema pulmonar (Harrison, 1991). También existe alguna evidencia 

experimental que confirma esta hipótesis obtenida en modelos de fibrosis pulmonar en 

animales; en éstos se ha detectado el goteo de proteínas por las lesiones vasculares varios 
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días antes de que la fibrosis pulmonar se haga aparente y detectable por técnicas bioquímicas 

e histológicas. 

Es importante destacar, que no se sabe en que propoción el fluido que recubre af 

epitelio pulmonar, refleje lo que sucede en el microambiente de los fibroblastos presentes en el 

intersticio pulmonar de los pacientes con ES. FPI o sarcoidosis. sin embargo, existe alguna 

evidencia morfológica de lesiones celulares a nivel epiteliat del tipo 1, en ta que se ha 

caracterizado el estado de las membranas basales en estados tempranos de enfermedad 

fibrótica asociada a ES (Harrison, 1991). De acuerdo con estos estudios. si es posible que 

mediadores atraviesen de la vascutatura del intersticio pulmonar al fluido que recubre la 

supertcie pulmonar y viceversa. Estos mismos resultados se han confirmado en algunos 

modelos experimentales de asbestosis (Rom, 1991), ambos hallazgos confirman las hipótesis 

antes plant.,adas. 

TROMBINA COMO MODULADORA DEL METABOLISMO DE COLAGENA 

Los resultados obtenidos en el presente estudio, permitieron demostrar que 1• 

trombina, selectivamente incrementa la producción da procolágena. Esta hecho es relevante 

ya que nunc.- antes se habia reportado a esta proteasa de serina, como moduladora del 

metabolismo de colágena. Considerando que la trombina está presente en fas pulmones de 

pacientes con fibrosis pulmonar asociada a ES y que puede mediar la proliferación (Gray, 

1992, Bar-Shavit, 1992) y quimioatracción de fibroblastos pulmonares (Dawes, 1993). se 

deduce que la trombina está involucrada a diversos niveles en fa patogénesis de la 

enfennedad fibrótica pulmonar asociada a ES. La adición del inhibidor especifico de la 

trombina hirudin, al sistema de evaluación del metabolismo de la colálgena, pennitió atnbuir a 

esta proteasa de serina, el incremento neto en la producción y el decremento en la 

degrmdación de procalágena en los fibrobrastos de pulmón humano HLF-1. 

Una proporción del incremento neto en la síntesis de procolágena inducido por la 

trombina. podría atribuirse a una disminución en la proporción de procotágena degradada 

intracelufannente. Aunque este tipo de mecanismo no ha sido demostrado en fibroblastos 

pulmonares, sino que sólo ha sido propuesto para firboblastos de piel (Kahaleh, 1991), podria 

estar funcionando también es este tipo de células. El TGFl31 empleado como control positivo 

en el desarrollo del presente trabajo, es bien conocido como uno de los más potentes 

estimuladores de la síntesis de colágena y ha sido propuesto, que su mecanismo de acción 

está relacionado con la disminución en la proporción de procolágena degradada 
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intracelulannente (McAnuJty, 1991). Cabe hacer notar que la trombina indujo un incremento 

mayor en I• sintesis de procoJágena (hasta un 200% más) que el inducido por el control 

positivo, reportado como mas potente hasta ahora (Roberts, 1986, Varga, 1986). Esto aunado 

con los datos antes mencionados, remarca la importancia potencial de fa trombina en la 

patogénesis de la fibrosis pulmonar. 

Cabe mencionar que se realizó un estudio preliminar, en el que se evaluó el efecto del 

LBA de pacientes con ES en el metabolismo de colágena. Debido a los grandes volúmenes 

requeridos para el desatTOllo de experimentos en Jos que se prentede evaluar el metabolismo 

de Ja colallgena y a la limitada cantidad de muestra de LBA concentrado con la que se ccntaba, 

sólo se realizó el estudio en 3 muestras de LBA (con alta concentración de trombina). Las tres 

muestras indujeron un incremento selectivo en la producción de la procolágena, 

probablemente debido a un decremento en fa degradación intracelular de la procolágena. La 

adición de hirudin (inhibidor selectivo de la trambin•). a las muestras de LBA indujo una 

disminución en el incremento de la síntesis de la colágena inducido por los LBA. Estos 

resutt•dos combinados con el hecho demostrado en el presente trabajo, de que la trombina 

induce Ja expresión génica de fibrobfastos de pulmón humano, sugieren fuertemente que fa 

trombina ademáis del TGFP (modulador clásico del metabolismo de la colágena) contribuyen al 

efecto de fas muestras del LBA al metabolismo de la procofágena. 

Se sabe que la densidad celular del cultivo afecta el indice del metabolismo de 

colágena. Por fo que todos Jos experimentos en los que se estudió el metabolismo de fa 

colallgena se realizaron no sólo con la misma línea celular, sino con fa misma densidad y se 

cultivaron en NCS al 5% durante 5 dias hasta que alcanzaron confluencia total. Los índices de 

síntesis y degradación de procolágena se determinaron 24 horas después, una vez que se 

asumió que l•s ~lulas estaban en fase Go. donde el efecto de fa dendsidad celular es una 

inhibición del crecimiento celular por contacto. Las determinación de hidroxiprolina siempre se 

correlacionó con el número celular por determinación del contenido de DNA en la monocapa 

celular. La modulación ejercida por fa trombina pura en el matabolismo de la colágena de 

fibroblastos pulmonares, no sólo se confinnó mediante el uso del inhibidor específico de fa 

trombin•: hirudin, sino que además. se evaluó la capacidad de la trombina para estimular la 

expresión del gen que codifica para fa cadena a de Ja procolágena tipo l. Se encontró que la 

trombin• era capaz de inducir una expresión incrementada de la eJ(J>resión de dicho gen y que 

lo hacia en fonna dosis dependiente. 
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En resumen, en este estudio se demostró que Ja actividad fibrobléstica puede ser 

modulada por mediadores polipeptfdicos. Específicamente se demostró que el líquido que 

recubra la los alveolos pulmonares de pacientes con fibrosis asociada a esclerosis sist•mica, 

contiene trombina y que ésta induce un incremento de Ja proliferación fibroblástica, así como 

un aumento en la producción y una disminución en la degradación de colagena en fibroblastos 

pulmon•res. Estos datos sugieren que la trombina podria ser relevante en las fases tempranas 

del est..blecimiento de esta enfermedad (Hemálndez-Rodriguez, 1995). Si esto pude ser 

demostr•do, tomando en cuant• la especificidad de la trombin• p•r• 1• fibrosis asociada a ES 

ya que no está presente en muestras de LBA d• otras enfenned•d•• fibróticas (FPI y 

sarcoidosia), podría ser de particular trascendencia considerar a futuro a la trombina, como un 

marc.-dor útlJ en fa detección temprana de la enfermedad. 

En esta sección se discutió el efecto da fa trombina pura y presente en LBA de 

pacientes con ES como moduladora de la actividad fibrobfá~tica (proliferación y metabolismo 

de fa colágena), en la siguiente sección discutirW el efecto de otro factor de crecimiento más 

estudiado pero no rrienos reJevant•. en la patogenésis de la fibrosia pulmonar, el TGF63. 

MODULACION DE LA RESPUESTA FIBROBLASTICA INDUCIDA POR TGFp 

Otro da los objetivos del presente trabajo, fué determin•r el efecto de los TGF'32 y 

TGFJJ:s en la proliferación, quimiotáxis y metabolismo de la coJágen•. inducido en fibroblastos 

de pulmón humano y comparar su efecto con el ya reportado, por los parámetros biológicos 

antes mencionados, del TGFJ31. Adicionalmente se pretendió comparar los efectos inducidos 

por cada una de las tres formas estructurales deJ TGFp antes mencionadas, a los mismos 3 

niveles de actividad biológica, pero ahora en fibroblastos de pacientes con diferentes tipos de 

flbrosis pulmonar (FPJ y ES), postulando Ja existencia de una regulación cuali o cuantitativa 

diferente, inducid• en este diferente tipo de fibroblastos por TGFp y sus tres fonnas 

estrucutraJes. 

PROUFERACION CELULAR 

Aunque se ha trabajado ampliamente con la caracterización del TGFp,, es importante 

considerar que las diferentes fonnas estructurales del TGFp, (hasta ahora se conocen al 

menos 5 diferentes. Oerynck, 1988), son producidas por diferentes tipos celulares y podrían 

estar prwsantes en diferentes concentraciones y subtipos, dependiendo del estado de avance 
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de patologías como la fibrosis pulmonar. Esto es relevante, si además se considera que cada 

TGFp, podria ser capaz de inducir un erecto biológico diferente, 

Del TGFp, se sabe por ejemplo, que regula un gran número de funcionas celulares; 

además de ser el más potente estimuJador da la síntesis de colágena conocido. Cabe destacar 

que fa trombina, de acuerdo a los resultados obtenidos con el desatTOUo del presente trabajo, 

podrf• ser otro importante inductor de Ja síntesis de colégena. El TGFP además, aumenta fa 

síntesis de fibronectina, glucosiaminoglicanos, inhibe la degradación proteoJitica de poteina de 

Ja matriz extracelular (McAnulty, 1995). etc. En cuanto a su efecto en la proliferación celular, se 

ha reportado que ejerce un efecto dual en la proliferación de fibroblastos de prepucio humano 

(B•tergay, 1990). A concentr.ciones bajas induce una estimulación de la proliferación celular, 

mientras que a concentraciones altas induce una inhibición de la misma. 

En eJ presente trabajó se demostró que en fibroblastos de pulmón humano normal. 

cada una de las tres formas estructurales del TGFp estudiadas. indujeron un erecto diferente, 

dependiendo de la concentración empleada y del tiempo de exposición del cultivo a dichos 

factores de cntcimiento. Después de 24 horas de cultivo, se observó que Jos 3 TGFP indujeron 

un e'fecto muy similar en la proJiferación de fos fibroblastos de pulmón humano fetal HLF-1. Es 

decir, estimularon fa proliferación de éstos a dosis bajas e inhibieron su proliferación a dosis 

ali.a. Estos resultados son semejantes a reportes previos, en los que se ha observado la 

misma tendencia inducida por TGFP1 en fibroblastos da prepucio humano (Batergay, 1990). A 

las 418 ho,..s de exposición del cultivo de los fibroblastos pulmonares a las diferentes formas 

estructurales del TGFp, aunque se observó una diferencia significativa en la estimulación e 

inhibición inducida por cada forma estructural del TGFp, se conservó en general, la misma 

tendencia de efecto en fa proJiferación celular. estimulación a bajas dosis a inhibición a altas 

dosis, para cada uno de Jos TGFP en estudio. 

Contrariamente a lo observado a las 24 y 48 horas, después de 72 horas da cultivo, los 

TGFP1 y TGFP2 indujeron un afecto de inhibición da la proliferación fibrobfástica a todas las 

dosis probadas (muy semejante entre si). Este efecto se observó aún a dosis bajas a fas qua 

antes, se habi• observado una estimulación. En cambio el TGFJh a dosis bajas, conservó el 

efecto estimulador de fa proliferación fibrobJástica. 
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El efecto inducido en la proliferación fibroblástica por cada una de las formas 

estructurales del TGFp, pudo ser atribuido específicamente a cada una de las diferentes 

fonnas estructurales del TGFP en estudio, gracias el empleo del anticuerpo anti-TGFP. con el 

que se revirtieron Jos efectos de inhibición observados y descritos anterionnente para cada 

uno de los TGFP en estudio. 

Estos resultados confinnan la existencia de fenoménos de regulación, inducidos a nivel 

celular, dependiendo del TGFp con el que se trabaje. del tiempo de exposición a dichas 

citocinas y probablemente, est• implícita una modulación diferente, si se somete a Jos 

fibroblastos a una mezcla de éstas citocinas. Estos hallazgos podrian tener repercuciones muy 

importantes en el mejor entendimiento del establecimiento de padecimientos fibróticos. Cabe 

destacar que los datos anteriores contrastan con los obtenidos en fibrobl•stos de pacientes 

con fibrosis pulmonar. Si bien se trabajó con un número muy reducido de muestras, y esto no 

pennitiría llegar a conclusiones determinantes, se observaron tendencias ciaras y muy 

interesantes. A continuación se discutirán algunas de las posibles implicaciones de los 

resultados obtenidos (Adamson, 1995). 

En generml se observó que las células de pacientes fibróticos, independientemente de 

su origen (proveníentes de pacientes con ES o FPI), respodieron de forma muy diferente a las 

diferentes formas estructurales del TGFp (después de 72 horas de cultivo). en comparación 

con I• respuesr. observada antes descrita, para los fibroblastos nonn•les. En éstos 

flbroblastos "anormales", todas las formas estructurales del TGFp, a todas las dosis empleadas 

(altas y bajas), indujeron una estimulación de Ja proliferación. 

El TGFp1 y el TGFp2 indujeron un efecto muy semejante entre si, en la proliferación de 

éstos fibroblastos provenientes de pacientes fibróticos. Ambas citocinas indujeron un 

incremento mayor en la proliferación de fibroblastos de pacientes con ES, comparada con la 

estimul•ción inducid• en fibroblastos de pacientes con FPI. Estos resultados contrastaron 

import•ntemente con el efecto inducido por el TGFp3 con quien se observó una inversión total 

de fa tendencia antes descrita para las otras dos isofonnas del TGFJJ. es decir, que esta 

isoforma del TGFP indujo una efecto estimulatorio mayor en los fibroblastos de pacientes con 

FPI comp•rado al inducido en pacientes con ES. 
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Aunque estos resultados podrían ser reflejo de los diferentes estadios de fa 

enfennedad de cada uno de los pacientes de los que se tomaron las biopsias, rasultaria dificil 

establecer mecanismos comunes, considerando todos los problemas que implica el trabajo con 

muestras de pacientes. Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan el planteamiento 

establecido anterionnente, que postula fa existencia de una modulación inducida por las 

djferentes fomias estructurales del TGF13 en la prohferación fibroblástica. Al parecer ésta 

modulación, ademas es diferente en fibroblastos nonnales y fibróticos y depende del la 

isoforma de TGFJJ, del tipo de enfennedad fibrótica de la que se trate y de las concentraciones 

de TGFJJ empeladas. Estos resultados nuevamente confinnan el hecho de que aunque entre 

los diferentes padecimientos fibróticos existen algunos fenómenos comunes, los mecanismos 

de patogénesis son aparentemente diferentes en cada uno de éstos. 

Al respecto, en fa literatura se ha reportado (Moreland 1992). que LBA de voluntarios 

sanos poseen concentraciones más altas de TGFP1 que los LBA de pacientes con ES. Esto 

podri• explicar la mayor sensibilidad y diferente actividad fibrobl41stica, observada en los 

fibroblastos de los pacientes fibróticos (FPI y ES) a las diferentes formas estructurales del 

TGF13, a tr•vés del tiempo. Sin embargo, algo que es evidente a partir de nuestros resultados, 

es que existe una modulación de la acthridad inducida por TGFJJ, dependiendo de fa isoforma, 

de la concentración empleada, del tiempo de exposición a ésta y del origen del fibroblasto 

(sano o normal). 

Estas observaciones confinnan, el hecho de que de alguna manera existe una 

modul.ción fibroblástica diferente en los pacientes con fibrosis. El estudio de esta modulación 

diferente podría ayudar en el entendimiento de la enfermedad y la optimización o 

implementación de nuevos tratamientos. 

METABOLISMO DE COLAGENA 

El TGFp es un potente estimulador del metabolismo de la colágena en fibroblastos 

(Verg• y Jimenez, 1986). Este ha sido inmunolocalizado en áreas fibróticas de pulmones de 

pacientes con fibrosis (Harrison, 1993, Kulozik, 1990). Estas observaciones sugieren que 

podri• tener un papel fundamental en la patogénesis de la fibrosis pulmonar, enfermedad 

caracterizada por el excesivo depósito de colágena en el intersticio pulmonar. Por otra parte. 

en estudios previos se ha demostrado que TGFJ31 está presente en el liquido que recubre al 

pulmón fibrólico (Tani, 1988, Moreland, 1992, Khalil, 1991). Estos antecedentes remarcan la 
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importanica del estudio de la actividad de las diferentes fonnas estructurales del TGFp. ya que 

si cad• uno d• éstas ejerciera un efecto diferente, o bien, modulara la actividad de otros 

factores. podríamos entender mejor la patogénesis de la fibrosis pulmonar. 

En este trabajo, no se observó ninguna diferencia entre la actividad inducida por las 

diferentes formas estructurales del TGFp,,_31, en el metabolismo de la colágena en fibroblastos 

de pulmón humano normal (HLF-1). Cada una de estas citocinas. indujo un incremento en la 

síntesis y un decremento en la degradación de la proco1mgena, semejante a lo reportado para 

TGFP1 (Fine, 1987, Fine, 1991, Campa, 1990). 

Estos datos correlacionan con los resultados obtenidos en la proliferación celular de las 

mismas células inducida por los TGFps después de 24 horas de cultivo, (mismo tiempo en que 

se desarrolla el ensayo de evaluación del metabolismo de la colágena), donde tampoco hubo 

ninguna diferencia significativa en el efecto inducido por los tres TGFps. 

QUIMIOTAXIS 

Ni en los fibroblastos de pacientes con fibrosis (ES y FPI). ni en Jos fibroblastos 

normales, ninguna de las formas estructurales del TGFp, indujeron quimiotaxis. Estos 

resultmdoa son congruentes con otros obtenidos por nosotros y reportados previamente 

(Osomio, 1993), en los que se habia encontrado que el TGFP1 no era capaz de inducir efecto 

quimiotílctio en fibroblastos de pulmón de rata. Cabe destacar sin emabrgo, que si se ha 

encontrmdo actividad quimiotáctica inducida por LBA de pacientes con alveolitis fibrosante 

(Behr, 1993). 

En resumen, las diferentes formas estructurales del TGFih y TGFp3 tienen un efecto 

semejante al TGFp, en cuanto a proliferación fibroblástica se refiere, sólo a las 24 horas de 

cultivo. En gen•ral parecen ejercer una modulación de la proliferación fibroblástica 

dependiendo de el tJpo celular: normal o de pacientes fibróticos, del tipo de fibrosis, del tiempo 

de cultivo y de la concentración empleada. No se encontró ninguna diferencia significativa 

entre el efecto estimulador de la producción de procol•gena inducido por TGFP1 y el inducido 

por tos TGFf32 y TGFp3. Ninguna de las formas estructurales del TGFp indujo quimiotáxis en 

fibrobleatos normales ni de pacientes fibróticos. Estos resultados sugieren que los diferentes 

TGFsf3 estíln involucrados en la patog•nesis de la fibrosis pulmonar, en cuanto a la regulación 
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de fenómenos de proliferación y metabolismo de la colágena, pero no en cUanto a la 

quimioatracción de estas células a los sitios de lesión en el pulmón. 

EXPRESION Y SECRECION DE PDGF POR MACROFAGOS ALVEOLARES EXPUESTOS A 

PARTICULAS INORGANICAS 

Los hallazgos antes presentados, demuestran fa actividad fibroblástica inducida por fa 

trombin• pura y presente en LBA de pacientes con ES y del TGFJJ y tres de sus fonnas 

estructurales en fa proliferación celular y el metabolismo de colágena de fibroblastos 

pulmon•res. Sin embargo, una limitación del estudio es que, hasta este punto se h• dado poca 

importancia a la fuente potencial generadora de tales factores de crecimiento. Se sabe por 

ejemplo, que el TGFp y muchas de sus formas estructurales son producidas por los mismos 

fibroblastos, el IGF-1 es producido por macrófagos (Rom, 1988) y fibroblastos pulmonares 

(Atkinson 1980), la trombina sólo es producida en el hígado (Bar-Shavit, 1992) y el PDGF es 

producido MA (Shimokado 1985) y fibroblastos (Lasky, 1995). 

Por lo que en este capitulo, se trabajó con macrófagos alveolares de rabi, c6fulas 

producton1s de PDGF, y se investigó su capacidad de producir POGF in vítro a partir de un 

estímulo externo (partlculas de hierro carbonilo). La producción de POGF se evaluó 

empleando como parámetros de actividad, la expresión génica de cad• una de fas cadenas 

del PDGF A y B y la secreción del producto al medio. Por otrm parte. se evaluó la capacidad de 

cada una de los dimeros del PDGF, para inducir actividad biológica diferencial, empleando 

como parámetro biológico la quimiotáxis inducida en fibroblastos de pulmón de rata. 

Trabajos previos han demostrado qua el PDGF es quimiotáctico para fibroblastos de 

plel y pulmón de rata (Seppa 1982, Osomio 1990). Asi mismo se ha reportado erecto 

diferencial de cada uno de los dímeros del PDGF en fa proliferación de fibroblastos de pulmón 

de rabi (Bonner 1990). Los resultados del presente trabajo, demostraron que los diferentes 

dímeros d•I POGF inducen una actividad quimiotáctica diferente en fibroblastos de pulmón de 

ratm. 

Se observó que los dímeros BB y AB del PDGF inducian un incremento en la 

quimiot*>cis de dichas células, mientras que el dímero AA, no indujo mayor efecto en ésta. Un 

efecto cualitativamente similar pero cualitativamente diferente se observó en células Swiss 

3T3. Esto sugiere la importancia del tipo celular y el número de receptores celulares para cada 
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dímero del PDGF, en la respuesta inducida por ésta citocina (Bonner, 1994, Bonner, 1995). 

Estos resultados coinciden con reportes previos en los que se había encontrado un efecto 

similar en células de músculo liso (Grotendorst 1982). 

En el modelo empleado para inducir la estimulación de PDGF en macrófagos 

alveolares de rata, se ha comprobado amphamente que estas células al ser expuestas in vitro 

a partículas inorgánicas (asbesto, cuarzo, hierro carbonilo, etc.) secretan PDGF (Bauman 

1990). En este caso particular se observó una expresión diferencial de las cadenas del PDGF 

A y e en el tiempo. Las partículas de hierro carbonifo, indujeron la expresión inmediata del gen 

del POGF que codifica para fa cadena B. Esta expresión fue disminuyendo conforme paso el 

tiempo de exposición de los MA a ras partículas. 

La expresión del gen de la cadena A en cambio, se expresó hastm después de una 

hora de iniciad• la exposición celular a las partículas y alcanzó un máximo hasta despu•s de 4 

horas. Estm expresión diferencial de los genes que codifican parm las cadenas del PDGF, 

sugie,.. la presencia de diferentes concentraciones de dímeros en el microambiente celular, a 
dife,..ntea tiempos, y debido a que cada uno de estos tiene un efecto biológico diferente, esto 

sugiere un mecanismo de modulación de la actividad biológica de est• citocina. dependiente 

de I• concentración y secuencia de aparición de los dímeros en cultivo. 

Estos resultados podrían tener implicaciones interesantes en padecimientos fibróticos, 

y de hecho se han encontrado algunas evidencias experimentales de esto, por ejemplo, se ha 

rwpol'hldo un• expresión génica incrementada de PDGF B en pulmones de ratas con hiperóxia 

crónica (Fabisiak 1989, Han 1992), en piel de pacientes con escleroderma (Gay, 1989). en 

mmcróf•go• •IV901•,.• de P•cientes con FPI (Martinet 1986, 1987, Vignaud 1991). Estos 

hechos detenninan no sólo la participación de PDGF en padecimientos fibróticos, sino qua 

adem.llls, apoy•n I• hipótesis de que una modulación diferente a fa nonnal puede ser el evento 

desencadenante de la fibrosis pulmonar. 

En cuanto a la secreción del PDGF al medio, se observó que fas partículas de hierro 

carbonilo increment.ron significativamente la secreción de POGF en los macrófagos 

alveol•res. Este incremento alcanzó un máximo (9.2 ng/ml) después de 2 horas de exposción 

de los MA a las partículas y representó aproximadamente el doble de la cantidad de PDGF 

secretmda constitutivamente (en células no estimuladas con partículas). Estos resultados 
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correlacionan con fas observac!ones hechas en cuanto a la expresión génica del PDGF, ya 

que se observó un máximo de expresión de PDGF B inmediatamente, y aunque el máximo de 

secreción de POGF total, se detectó 11asta 2 horas después, el incremento en la secreción de 

la proteina, que fué aumentando paulatinamente desda los primeros minutos da exposición 

celular a las partículas. 

Es importante destacar, que el anticuerpo empleado identifica principalmente a los 

dimeros BB y AB del PDGF, por lo que probablemente no estemos observ•ndo la secreción de 

AA al medio. Sin embargo, la caída en a secreción da PDGF al medio coincide con la máxima 

expresión del gen de POGF que codifica para la cadena A (esta inicia desde la primera hora 

de exposición de los MA a las partículas inorgánicas), lo que podría sugerir et papel de este 

dímero como modulador de la actividad de PDGF B. 

La disminución en la expresión génica del PDGF B o la caida en la secreción de PDGF 

observada despu6s de 4 horas, no pudo atribuirse al decremento en la viabilidad celular de los 

MA. Esta fué verificada durante los distintos tiempos del experimento y sólo se observó una 

disminución no significativa de la viabilidad (12 o/o), hasta después de 20 horas. Cabe 

mencionar que estos resultados, también dieron lugar a otra pregunta importante de resolver, 

en el estudio de la regulación de la actividad fibroblástica inducid• por PDGF y sus 

implicaciones en la patogénesis de la fibrosis pulmonar. Y es : ¿Cuál es el efecto de las 

mezcl•• de los dímeros de PDGF en quimiotáxis y prolif•r•ción de de fibroblastos 

pulmonares'!, misma en la que se trabajó y se reportó recientemente (Osomio, 1995). Los 

resultados de este trabajo apoyan la hipótesis de modulaión ente las diferentes fomias 

estructurales del PDGF. 

El trabajo tiene implicaciones importantes, desde el punto de vista de que plantea 

mecansimos altemativos de modulación fibroblástica, relevantes probablemente en otro tipo de 

fibrosis pulmonares, inducidas por la inhalación de partículas inorgánicas y diferentes a las 

antes mencionadas (FPI y ES) y en las que aparentemente panicipan factores de crecimiento 

diferentes que sufren una modulación diferente. 

Tomando en consideración toda la información antes presentada, se puede deducir 

que los factores de crecimiento, modulan diversas funciones biológicas de diferente forma. Los 

tres factores en estudio: la trombina, tres de las formas estructurales del TGFP (1, 2 y 3) y el 
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PDGF son importantes en la patogénesis de la fibrosis pulmonar a diferentes niveles y en 

diferentes padecimientos. 

La trombina parece ser relevante y especifica de padecimientos de fibrosis pulmonar 

asociados a esclerosis sistémica, y actúa aparentemente regulando la proliferación 

fibroblástica y el metabolismo de la colágena; mientras que cad• una de las isofromas del 

TGFP parecen tener una actividad diferente en el tiempo, dependiente de la concentración de 

dichas citocinas y del fenotipo celular (nonnal o proveniente de pacientes con fibrosis 

pulmonar). y del tipo de fibrosis (FPI o ES). Esto podría explicar el hecho de que algunos 

TGFps, sólo se han detectado en fases tempranas de padecimientos fibróticos. mientras que 

otros se expresan y secretarán sólo en fases tardías (Khalil. 1991). En cambio del PDGF 

induce efecto quimiotáctico diferencial en fibroblastos pulmonares de rata, dependiendo de fa 

concentración y el dímero con el que se trabaje e induce su expresión y secreción por agentes 

externos (partículas inorgánicas). 

EL FIBROBL.ASTO COMO CELULA EFECTORA 

Los fibroblastos de pulmón humano empleados para el desarrollo del presente trabajo 

(IMR 90 y HLF-1), requirieron un tiempo mínimo de 8 a 24 h para que el factor de crecimiento 

en cuestión (trombina 6 TGFp), interactuara con su receptor, e indujera probablemente la 

secreción de un segundo mensajero y se iniciará la división celular. La máxima respuesta 

prolifarativa observada para estos mediadores se encontró a las 48 y 72 horas. 

Sin embargo, estos fibroblastos requirieron de 48 h de exposición a Jos factores de 

crecimiento presentes en las muestras de LBA de pacientes con diferentes tipos de fibrosis 

pulmonar, antes de poder observar algua respuest•. Estos datos sugieren que la regulación de 

la actividad fibroblástica inducida in vivo, es más compleja y requiere de un mayor número de 

pasos antes de que se observe algún efecto biológico medible. El uso de LBA, si bien está 

lejos da mimetizar las condiciones del trabajo in vivo, nos acerca un poco más, a los eventos 

que suceden en los pulmones de pacientes con fibrosis. 

Los resultados obtenidos con muestras de LBA. pueden explicarse considerando 

cualquier• de 3 posibilidades: Primeramente debe considerarse que tal vez no hubiera un nivel 

suficiente de de factores de crecimiento en el LBA para activar a ros fibroblastos directamente 

a su división celualr, segundo, los factores de crecimiento modul•n la respuesta de 
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proliferación fibroblástica en fomla negativa y positiva, ambos moduladres podrían estar 

presentes en las muestras de LBA. 

Los efectos que evaluamos sólo son el resultado del balance neto entre estos efectos 

en los fibroblastos en el parámetro biológico a evaluar. la división cefuar. Esto puede ocurrir de 

una gran variedad de formas a) los reguladores negativos interactúan con 8' receptor, son 

intemalizados y degradados, b) estos podrían ser secuestrados en Ja matriz extracelu•r 

fibroblástica o e) los fibroblastos producen proteasas que degradan. inactivan o secuestran a 

diferentes proteínas, entre otras, dichos moduladores positivos y negativos de crecimiento 

fibroblástico d) proteínas "secuestradoras" ATIJI y a2-macroglobulina. 

Tercero los factores de crecimiento presentes en fluidos biológicos como los LBA 

estimulan al fibroblasto a producir factores de crecimiento autócrinos que a su vez estimulan fa 

división celul•r independientemente de los mediadores presentes en LBA, debido tal vez a los 

bajos niveles de los mismos o a su combinación con ellos. Los experimentos realizados en el 

presente trabajo no confinnan ninguna de las hipótesis planteadas, sin embargo, es muy 

probable que una combinación, o de hecho todos los mecanismos antes mencionados estén 

en operación. 

Por otro lado, es necesario mencionar que este tipo de modulación fibroblástica 

mencionada anteriormente, pude aplicarse para el caso del uso de factores de crecimiento 

puros como el TGFp, cuya regulación dependa de facores similarws. En este caso, es 

importante destacar que los diferentes TGFP indujeron un efecto muy diferente en células 

normales y provenientes de pacientes con fibrosis. También se observó una respuesta 

diferente dependiendo del tipo de fibrosis del que provenían los fíbroblastos. Esto apoya la 

hipótesis de que existe una modulación diferente en padecimientos específicos y 

probablemente nos acerque mas al entendimiento de la fibrosis pulmonar. Aseveraciones 

semejantes a las antes mencionadas para proliferación celular podrían estar implicadas en la 

modulación fibroblástica de la quimiohixis y el metabolismo de Ja colágena. 

MODUL.ACION DE LA RESPUESTA BIOLOGICA INDUCIDA POR FACTORES DE 

CRECIMIENTO 

Una de fas mayores ventajas que ofrecen Jos experimentos de cultivo de células, es 

que brindan infonnación acerca del comportamiento de poblaciones puras y además permiten 
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la caracterización de mediadores que modulan diversas actividades biológicas. En este caso 

específico se estudió fa modulación fibroblástica a nivel de proliferación celular. metabolismo 

de colágena y quimiotáxis. 

Es importante mencionar que existe evidencia experimental que sugiere, que fa 

modulación fibroblástica inducida por los diferentes factores de crecimiento, es resultado de la 

interacción entra ellos. Por ejemplo. se sabe qua la trombina induce la expresión, secreción y 

liberación de factores de la matriz extracelular como el PDGF (Ohba, 1994), Al TGFp (Taipaile 

1992), el bFGF (Benezra 1993), la endotelina-1 (Schini, 1989). etc. Por otro lado, se sabe que 

el TGFP induce la secreción de POGF (Leof, 1986) y que éste último puede a su vez. mediante 

el dímero BB inducir la expresión de TGFp. 

Todas estas complejas interacciones, que sólo incluyen a los tres factores de 

crecimiento estudi•dos en el presente trabajo, son una muestra de que la interacción entra 

diferentes citocinas debe ser la base de la modulación fibrobltllstica y que es mucho más 

complicada de lo que se piensa. Debe considerarse además, que no sólo las tres citocinas en 

estudio están involucradas, sino que existen muchas más, algunas de ellas no bien 

caracteriz•das todavía. Sin embargo, el estado del arte en ésta área del concocimiento, 

apenas nos permite empezar a entender Ja actividad de los diferentes factores de crecimiento 

puros. Esto servirá como base para profundizar en el concocimiento y el entendimiento de a 

interacción entre diver90s factores de crecimiento y su efecto en la modulación de diferentes 

tipos de actividad biológica. 

Aunado a todas las complejas interacciones entre citocinas, es indispensable 

consid•,..r. que cada una de éstas induce un diferente tipo de actividad biológica 

(proliferación, sintesis de colágena, quimiotáxis. etc.) y que entonces la evaluación que 

re•liz•mos en los P•nilmetros biológicos como proliferación, quimiotáxis, y el metabolsimo de 

la collilgen•. son el resultado da interacciones muy complejas y que estamos distantes de 

entender. 

METODOS PARA EL ESTUDIO DE LA FIBROSIS PULMONAR 

Los modelos in vitro (Bauman 1990) y modelos experimentales in vivo (Laurent, 1981, 

Phan, 1981, Brcdy, 1981, Fine, 1991,) han sido muy útiles en el estudio de la fibrosis 
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pulmonar, sin embargo los estudios con matrial proveniente de pacientes es más valioso (nos 

acerca más al fenómeno verdadero) pese a que posee algunas desventaj•s. Los estudios en 

humanos pueden realizarse de diversas maneras incluyendo estudios epidemiológicos, 

estudios de tejido pulmonar por biopsia, estudio de células pulmonares, secreciones y pruebas 

serológicas. La principal limitante de los estudios en humanos, es la dificultad de obtener una 

muestra adecuada, la reproducibilidad de los mismos y el hecho de que no se tiene fa 

seguridad de que ta muestra con la se cuenta, represente et proceso patológico del pulmón. 

Ad•m•s el estado clínico de cada paciente puede ser diferente. 

Con propósitos experimentales, fa biopsia pulmonar a pulmón abierto es una de las 

prueb•• máa útiles. pero solo puede realizase en un número reducido de casos en los que por 

indicación clínica es requerida. Las biopsias transbronquiales via broncoscopio de fibra óptica 

son realizados mas comunmente aunque solo una pequerla cantidad de tejido es obtenido. 

El pequeffo número de células recuperado de una biopsia. es una de laa mayores 

limit8intes de éste método; sin embargo esta técnica a sido ampli•mente us•d• en la 

determinación de ta proporción de diferentes subclases de linfocitos y fas funciones y 

caracteristicas de los macrófagos. Esta técnica también ha sido empleeda en el aislamiento de 

fibrobtastos, células epiteliales y endoteliafes para el estudio de agentes fibróticos in vitro. 

Los lavados bronco•lvaolaras son una técnica relativamente no invasiv•, con baja 

morbilidad y que se ha aplicado en el estudio de una gran variedad de enfermedades 

pulmon•re• intersticiales. Los LBA ofrecen la gran ventaja de poder ser realizables en estudio 

s•ri•doa. Estos también proveen una fuente de células Viable en la suficiente cantidad para 

dea•rroll•r una gran variedad de pruebas funcionales. Además también provee información 

sobre tipos de ~ful•• presentes en la parte baja del tracto respiratorio, y las cuentas celulares 

en LBA COIT81•cion•n muy cercanamente con aquéllas obtenidas histológieamente en Jos 

espacios ••reo• (OaVfs, 1976, Hanison. 1995, Cambray, 1995); aunque los indices celulares 

de los LBA no refl•j•n los indices del intersticio pulmonar (Davis, 1978). 

Algunos investigadores han encontrado que la técnica de LBA afecta al recubrimiento 

celular pulmonar. La fuerza con la que et fluido se introduce en el pulmón, el número de 

alicuot8ia de lavado que se usan, el volumen total de liquido introducido y ta presencia de 

aditivas, por ejemplo lidocaína, afectan la proporción y el tipo de cé:lulas que recubren la 

superficie pulmonar (Hoyt, 1988). Todos estos datos subrayan Jos problemas en la 
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interpretación de los resultados obtenidos a partir de las muestras de LBA, aunque la mayoría 

de los investigadores lo usan como procedimiento estándar. 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

En esta tesis se investigó la modulación fibroblástica inducida por factores de 

crecimiento: la trombin•. el TGFJl y el POGF. Dichos resultados permitieron establecer 

correlaciones al respecto de las implicaciones de estas modulaciones en la patogenésis de la 

fibrosis pulmonar. Se trabajó en tres sistemas biológicos distintos. En el primero de éstos se 

determinó el papel de la trombina presente selectivamente en LBA pacientes con fibrosis 

pulmonar asociada a esclerosis sist•mica y no a LBA de pacientes con FPI y sarocidosis. Se 

encontró que ésta indujo un incremento en la proliferación, en 1• sintesis y en la expresión de 

la procolágena, de fibroblastos fetales de pulmón humano, así mismo se observó un 

decremento en su degradación. 

En et segundo se detenninó el efecto de tres de las diferentes form•s estrucurales del 

TGFPc1""3J en la proliferación, quimiotáxis y el met•bolsimo de colágena de fibroblaatos fetales 

de pulmón humano normal y de pacientes con fibrosis pulmonar. S. encontró que en cuanto a 

proliferación celular, cada una de los TGFp induce un efecto diferente dependiendo de la 

concentración y el tipo celular empleado (normal o de pacientes fibróticos, y tipo de fibrosis). 

Ningún TGFP indujo quimiotáxis de fibroblastos normales o de pacientes con fibrosis y todos 

estimularon la síntesis de colágena en fonna semejante a la ya reportado para TGFJ31. 

Finalmente se detenninó que cada uno de los dímeras del PDGF induce un efecto 

diferente en fibroblastos de pulmón de rat•. Esto dió relevancia a la investigación de la 

potencial expresión, diferencial de Jos genes A y B del PDGF y a la secuencia de aparición del 

producto en el medio, por lo que se estudio la expresión y secreción de PDGF en células 

productorms de PDGF como los MA después de un estimulo con partículas inorgánicas. 

Los resultados demostraron que particulas inorgánicas de hierro carbonilo indujeron la 

exprwsión y secreción de PDGF. Esta expresión fue diferente para PDGF A y B, pnmero se 

expresó POGF B y luego (4 horas después) PDGF A, estos datos correlacionan con la 

secreción de .. proteína al medio que alcanzó un máximo después de 2h. Estos resultados 

tambi•n sugieren la modulación de PDGF B inducida por PDGF A. 
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Toda esta evidencia experimental apoya la hipótesis de que la modulación fibroblástica 

inducid• por los diferentes factores de crecimiento en estudio, podría ser relevante en la 

patogt!tnesis de la fibrosis pulmonar. Sin embargo, algunas preguntas muy concretas y que se 

derivan directamente de los resultados obtenidos con esta trabajo, y que marcan líneas de 

investigación futura son: 

- El uso de fibroblastos de pulmón humano adulto normal como control para comparar 

las respuestas reportadas en este trabajo y que fueron obtenidas en fibroblastos fet•fes de 

pulmón humano. Cabe mencionar que existe la gran desventaja de que éstas lineas 

provenientes probablemente de biopsias, es decir un cultivo primario, no permiten la 

evaluación rápida (éstas crecen más lento, menor número de pases en menos tiempo) y 

tambien envejecen más rápido, esto es que hay un menor número de pases viables para 

evaluación da actividad biológica, lo que dificulta el trabajo con ellas. 

- El trabajo con fibroblastos de pacientes con diferentes tipos de fibrosis pulmonar, la 

evidencia encontrada en el presente trabajo con unas cuantas muestras sugiere una 

modul•ción biológica diferente, inducido en estos fibroblastos que la observada en fibroblastos 

normales. Pese a las dificultades inerentes asociadas al trabajo con células de pacientes 

fibróticos, se sugiera continuar et estudio en éstas a fin de lograr un mejor entendimiento de la 

modulación fibrobl8stica inducida por diferentes factores de crecimiento en estos tipos 

celul•res y establecer su relevancia en padecimientos concretos. además al estar trabajando 

con células modificadas por el padecimiento, estañamos trabajando en un contexto más 

cercano a Ja realidad del padecimiento pulmnar. 

-Considerar otros factores producidos por células residentes del pulmón como ras 

célul•s endoteli•les (MecCumber, 1989, Hiroe, 1989, Yanagis-•. 1988), las epiteliales (Giaid, 

1991, Mattoli 1990, Springall 1991), los macrófagos alveolares (Ehrenreich, 1990) y los 

mismos fibrablastos (Gu 1991), que liberan factores como la ET-1, diferentes tipos da 

inter1eucinas en respuesta a lesiones tisulares (O'Brien, 1987) o bien. que responden a 

estimulo• como la presencia de trombina (Schini 1989, Kohono, 1990 ) y a otras citocinas 

liberadas de linfocitos o macrófagos activados (Yoshizumi 1991), o bien debido a la presencia 

de una alta activida proteolítica en estas muestras que pude dar por resultado la activación de 

precursores o factores latentes presentes o almacenados en la matriz extracelular. 
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- Estudios futuros en los que se podrían emplear combinaciones de antagonistas y 

anticuerpos neutralizantes de la actividad de Jos factores de crecirTiiento. podrían ayudar en la 

identificación de otros mediadores que contribuyen a la modulación def metabolismo de la 

colágena in vitro y pennitirán espectJlar acerca de como actúan concertadamente dichos 

factores. 

En otros estudios podrian emplearse LBA para medir citocinas e iniciar un intento de 

dilucid•r Jos mee.nismos de modulación fibrobJástiea a nivel de proliferación, metabolismo de 

colágena y quimiotaxis utilizando mezclas de anticuerpos y antagonistas de Jos receptores de 

diferentes factores de crecimiento a fin de determinar Ja contnbución de la interacción entre 

estos. Así mismo deberían desarrollarse estudios en los que se determine et efecto de los LBA 

en otros tipos celulares como fas células endoteliales y epiteliales que altemativamente 

podrían ser ca-cultivadas con fibrobfastos para determinar así ef efecto de sus productos en fa 

activación fibroblástica. 

Por otro fado, estudios futuros podrían encaminarse a dUucidar la fuente de diversos 

mediadores por hibridación in situ e inmunohistoquímica, tanto en modelos animales de 

fibrcsis pulmonar como en sujetos humanos. Estos estudios podrian encaminarse a modular la 

enfennedad, en modelos animales por lo pronto, usando antagonistas de receptores o 

anticuerpos de factores de crecimiento modeladores de la actividad fibrcblástica. Estos 

estudios no solo brindarían infonnación útil para el mejor entendimiento de los mecanismos en 

Ja patogénesis de la fibrosis pulmonar sino que además, podrían indicar caminos especificas 

en el mejoramiento de las estrategias terapéuUcas aplicadas a pacientes con este tipo de 

padecimiento. 

Estos resultados sugieren la existencia de complejas interacciones entre diferentes 

factores de crecimiento fibroblástico que podría estar involucradas en la patogenésis de la 

fibrosis pulmonar. Además puede deducirse que éstas pueden variar durante la progresión de 

la enfennedad. Considen1r estas reffexiones seria de crucial relevancia el estudio del efecto 

inducido por diferentes combinaciones de factores de crecimiento y tejido pulmonar. Esto. si 

bien complicaría los sistemas en estudio, ayudaría a la dilucidación de las interaciones entre 

éstos y probablemente nos acercaría al entendimiento de los sucesos in vivo 
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mutants. Uur tinJmg!o "upport the hypotheio1!> uf dcfccuvc 
fulatc mctabutism 10 al lcao;t a o;.ubsct uf mothcrs with 
:-..-ro offspr1ng.' • Thc gcnntypc"" •tf thc muthcr and of thc 
füthcr cuntnbutc tu tite r1 .. k nf havini; a chdd with -.pina 
b11ida. Sincc fohne adm1n1-.trat1on mn)" lWcrcomc thc 
clfocu;. of reduced ·'\Tl-IFR aCU\"it'\·, our findini;s prcn.-idc 
a mc~han1 .. m for 1hc J"'rn1c..:U\"C . role of folatc in thc 
act1nl.,1;:y uf "f"tna b11ida 1n 1nJ1\·1duab hontnZ)"gous ti.'lr thc 
hi7C-T mutauun. 
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Role of thrombln In pulmonary flbrosls 

Norma A Hernández·Rodriguez. Al1son O Cambrey. 
Nicholas K Harrison. Racnel C Chamoers. 
Andrew J Gray. Anne M Southcott. Roland M duBois, 
Carol M Bfack. M1chae1 F Scully. Room J McAnulty, 
Geoffrey J Laurent 

Pulmonary fibros1s comrnonly develops 1n sys1em1c 
scteros1s. We assessed the role of thromtnn m promotlng 
fibroblast prollferat1on 1n the lungs 1n th1s d1sorder. 
Bronchoalveolar ravage fluid (BALF) thrombin 
concentrat1ons were hrgher 1n ten pat1ents w1th system1c 
scleros1s than 1n 12 healthy controls ( 14·6 vs 3·6 nmol/L. 
p<0-02}. but values 1n pat1ents w1th cryptogemc f1brosmg 
alveolltts tn•l.0) ar sarco1dos1s \n .. 10) were not increased. 
BALF from all pat1ents 1nduced f1brOblast prol1feration. Th1s 
prollferat1on was attenuated by thromb1n 1nh1b1tors far 
BALF from s-ystem1c sc1eros1s pattents only. We suggest 
thrombm contributes to lung f1broblast proliferat1on 1n th1s 
d1sorder. 

Lancet l.995: 348: 1071-73 

Systcmic sclc:rosis is a multio;.y..rc:m disensc; a major 
charactcristic is the un1:ontrolled dc:pnsiuon oí 
extracellular matr1x compunc:nts in the o;.kin and intc:rnnl 
nrgans. 'l"he lungs are in\'C<lvc:d in muu patients, and 
pulmonary fibro<;is 1s a commnn c:nuse ,,f death.• One 
h~-pothe!>is fur th.: pathogc:nc:Ms ª"' that ::aftc:r endothelial 
in1ury, bh.,odborne medtaturs or thc1r precursors mo\•e 
from the circulaüun into ad1acc:nt tisr.ucs ::and acuvnte 
fibroblasts to prolifer::ate or produ..:c exccs-. c:xtraccllulnr 
mntrix.'·' One .:and1datc medrntor ¡,. thromb1n, a kcy 
cnZ)-mc in the coagulauon cascadc, "'hich is alsu a putcnt 
mttORCn nnJ chc:moanrac-tant for fibrublasts .... • 

To invcstigate thc: role ,,f thrombin tn promoting 
fibrobl..&st prohfcrauon in thc lungs, wc: mt:asurc:d 
thromb1n conccntrntinns in hrnnchonh-eular lavnge tlu1d 
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(RALF) from patu:nti. with "'Y"'lt:m1c .. dc:r•'''"'· hc:.11th"· 
controls, and rwo other ~roup.. of f".Jtlt."nt!> "uh 
pulmonary fibrosi!>-Cr)-'ptogcn1c lihro .. 1ni; .1l\"c••l1u .. ;tnd 
sarcoidos1s. "Tl"lc contnbuuon of thromh1n 10 BALF
induccd libroblast prolifcrat1on wa'> ;¡.,,c .... c:~t ,.,·ith .. pc: .. 1ti..: 
inhibi1nn of thrombin actn,ty, h1ru.hn. an..J PP.\CK 
( D-phc n)· la l .lni ne-pro 1 in e--' rgin in e - me: t h y l..: h l ••ri J.:,. 
"·hich block thc catalytic siu:. 

\'t"e .. 1ud1ed ten pan.,nu w1th <tyuem1c "'""-''""¡" r" uh"" d1n1..,.1I 
C\"tdcnce nf rulm'"'"ªr"}" hypcricn"•"n). len w11h ..:n·r1 ... .:.;:n1.;: 
tibro,.m¡c ah:eolit1s, ten wnh .. arcniJn.,t... .ind 1 ~ heuhh\' 
vnlun1ccn. BALF (from bronchn11lvenlur l:wa~e~ u.·a .. .;:en1n1ui:c:-J 0 

und the ..:ell-frec <1upcrnata.n1 c:11nccn1nned 1..:n-f••l,t tw 
uhnaliltration. ""Thromb1n was mc1t11ured .. re.:tr••rh•>1•t1nc:tr1..:.1!\-.· · 

Cell pruht"erutiun was ª"'scsscJ 1n hum.1n fc:1al unJ JJut1 lunit 
lihroblu1s by a rap1J "'Pc..,trophntomeir1c ól">""Y· <:.:11" ""re 
'\Ceded (tJ;.<.10' rer wcll) 1n Dulbecco'• nuh.hlicd l~agh:· .. mc:d1um 
plus 0·4% ncwburn calf serum. Alter ~-1 h m .. ut-<a1u'n .u 17 ·e u1 
hum1d1ficd a1r w1th 10':' .. carbon dl\ll'UJc, th'-" m..:.J1um fnin1 .:.ich 
wcll w1n. rcplaced ""llh fr.,l>h mcd1um plu11 B:\l.F .11 fin .. 1 J1luunn'> 
hctwccn 1 m lo anJ 1 m l~H ur purili.:,t hum.1n ••·lhr<•mt-1n ;U 
concen1ra11ons up to 1 nmul. L. F1bornhla'>t" c:xr., .. .;:J I<> m.:.tium 
plus newhorn calf .. erum alonc wc:n: u"eJ ª" .;un1ru\ ... l lp11murn 
concentranons uf thromb1n 1nh1h11utl> 'h1ruJ1n o nm"I L. 
PPACK 5 pmol. L) wcrc prc1ncuhated wnh AALF "' 1hr .. mt-m 
for ZO m1n bt:fort: 11dd1uun u• o:cll ... Chiln¡;c:-. 1n .;.,¡¡ r.u<nt">.:r "er.: 
IH1.CS'\cd 4H h later. Rc11ult'I wcrc c:xpre.,,.c:J 11" pc:rcc:nt.1i.::c: .. h.in"'e 
m mc-an 1tbsorbanco: .;:omparcd ...-11h .:untr1.•I" .:un1a1n1ni.: m ..... t1un1 
un!}·. Jmport:ont rel>uhs wc:rc contirmc:d hy darc:..:t c.;:11 .,; .. urll1n.: 

Gruup d:ola are cxpn:., .. c:J ª" n1edu1n .tnJ r.ini.::c: 111111.11 
'\tau .. uc-al 11naly51,. was t-y non-p.-ramc1n....- ••n.:·"·.1v .on.i1, .. , .. ,,f 
\"artancc (KTui.kal-\'t"ulh!i ten). lf tht" 1.: .. 1 ~ui:~c .. 1..:...t th.u thc: 
iiroups wcrc nut Jcrn·eJ írum populall•'"" wuh the .. .11nc n1c:...t1.1n. 
t'-lo'<.,·"amplc .,1.ann-"\X1t1tncy tcS.t'i i unk"" .. 1;11c:d "lh.:n.• 1~c ,,,:rc: 
u .. ed to 1dcnufy J1ffc:rcnccs. ,ñc ctrc:.:u. ni thru1nt->m .in .. t 
1nh1buo" on fibn..,hlast prohfern1ion weru c:ump.1rc:J t>•· t 1 .. ·~1 

""Iñrombin conccntracions tn BALF wcrc hu.:h.;:r 1h,1n 
thc highcst control vnluc in ali thc .. ,.- ... 1cm1c .. .:1.:r .... 1 .. 
paticnts (figure 1); this median valuc: ''".ª" f,,ur•Í•"'ld ¡.;:rc::.uc:r 
than that 1n controls (p<O·O:?). \\":'hc:n e'<f"r.: .... c:J w1th 
rcspcct to albumin thc diffcrcnct: ">\"il!> hn,-f.,ld 1 ,. ¡ 

DE ORIGEN 
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Figure 1: Thrombfn concentrM:kMHI In aALF from P9t'9nt• wttfl 
ayatemtc ec__,. 8nd fram IM..U.Y _.olunt.-n 
8ar•meai11n. 

(2·4-42·SJ vs S·S (J•ó-10·1) nmol pcr mg lllbumin; 
p<O•O.:?). By contrllst. thrombin conccntrations in paticnts 
with cryptogcnic fibrosing ah-colitis (0·9 (0·4-J·hJ 
nmol/L; 1·13 (0·6-3·6J nmol pcl"' mg albumin) or 
sarcoidosis (1·9 l0·6-9·0J nmol!L; (0·7 [0·3-::?·::?J nmol 
pcr mg albumin) wcrc not incrca5cd comparcd \\.'lth thoi.c 
in hcalthy voluntcers. 

Thrombin stimulatcd prulifcr:uion .._.,f human lung 
fibroblast Jines at conccntrations as fuw as h·25 pmol!L 
with mean stimulation of 9·6 (SE.'-1. 0·-1)"~• and 26·7 
(0·8) 0/..o in fetal and adult Jung fibroblasts (p<O·OO 1 for 
both). Tilcsc effccts wcrc: conct!'ntration dcpcndcnt, with a 
maximum stimulation at 100 pmul'L for both cc:ll linc:s 
(fetal 55·2 (0·4J~í.; adult 5b·3 fl ·71'~\,; p<O•OOI). 

BALF from ali putic:nts w1th sy<>tcmic sclc:rosis 
srimulatc:d prolifcnnion of luni: fibroblasts. For fetal lung 
tibroblasts a 1 in 16 dilution of BALF rroduccd median 
stimulation of 49.7•i1. (17·1-B3·B"~., p<0·0.2) .• \tito~emc 
acdvity dc:creascd as BALF wa .. dilutc:d' and at a dilution 
of 1 in 128, wa:. not s1gnificanrJ,.· diffcrcnt frum rhat uf thc 
mcdium control. By contrast, BALF from normal 
voluntccrs Jid not .. dmulatc: libroblust prohfcrauon 
signific;:antly (:?·J'~i. (-b·I to IU·'l)). 'Tñc pattcrn uf 
ac;:tJ'l."1ty with aduh Jung librublusts was s1m1lar, althnugh 
thc maximum stimulation obta1ncd was lo\1.-·cr (29· 3"/o• 
( 17· 1-36·0). p<0·02). BALF fn..1m paucms "·ith 
cryptogcnic fibro'ling alvc:l•lius and snrcoidu .. is also 
stimulatcd proliforat1on nf fetal lung libroblasU; thc: 
mcdian stimulation with a 1 m 16 dilution was :?6·8":, 
(0·7-79·4) and 45·5~~. (0-71 ·0), rcspcctwc:ly {p<0·05 for 
both). 

Hirudin and PPACK inhibitcd thc prulifrrati'l.•c 
response to thrombin (0• I nmol/L) by about 85% and 
93'V.• rcspccÜ'l.'c:ly in adult libroblasts and by 75'~•· and 
b.:?'V.., rc:spcctlvcly, in f.:tal flbrublai.ts (p<O·OO 1 for aJI). 
Ncithcr inhibitor alonc uff"cctcd fibroblast prohfcration. 
Hirudin rcduccd tibroblust prolifcrauon inducc:d by 
.. ystcmic sdcrosis BALF in ali la\·agc: samplcs by bctwcen 
19'M. and 99'!~ (mcdian 7S·ó'.V.•; p<O·O 1 ~"ikoxon sigm:d~ 
rank test; figure :?). Similar rei.uhs wcrc obtaincd w1th 
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BALF BALF ... h1ruatn 
Figure 2: Effect of hirudln on flbrobl-t prollf9ratton •timulmted 
by llALF' frOft1 pstlent:• wlth .,..1.mlc: acl•toSI• 
Po1n1s-mt1o111n ot ••• reP••care cunuros al hHal 11oro1>1as1s e•POMtd 10 
BALF al 1 •n 64 d1lut1on. wotn or Wt1hOU1f'UrUd1016 nmOl/LI. 

PPACK (mc:dfan inhibitiun bl·O f37-QR]%¡ p<O·Ol). 
Hirudin and PPACK did nut affccr fibroblast prolifcratinn 
inJuccd by BALF from thc nther J::roups nf paticnts. 

TI1crc was a highl)· '"iJ.rOilicant ct•rrcl:nion bct'\\·ccn 
mitogenic acu\·it)" of AALF fr1;1m puucnts "·ith S)·stcmic 
sclcroM!o und thc: thrnmbin concentrauun pcr L or pcr mg 
albumin (,. =0·7:?, p<0·02;,. =tl·71. p<tl·O:?). 

H1ghc:r than normal Cl.~nccntr:niuns of thrombin in 
BALF from paricnts with sy-;1c:m1c sclcro!ois may be duc to 
cndothdial cdl iniur,.", allnw1ng pas'>agc: of prothrombin or 
thrombin into thc lung. Such m1ury is an carly cvcnt in 
~y-.tcmic sdcrosis anJ is a!'isociatcd "·uh an incrcnscd flux 
of protdns from thc circulatiun. • 

BALF from pancnrs with pulmonary fibrosis stimuhncd 
flbroblasr prollfcrauon in cnmparison w1th BALF from 
normal controh. An incrcasc 1n fibroblast numbcrs is 
charac:rcristic of pulmonar)" fihro'ih•. and platclct•dcrivcd 
growth factor,• cndothelin·I ,'" und insulin·likc gro""th 
factor I' ha\'C hccn i111phcareJ. W'c havc shown that 
thrnmb1n alsu contributcs to this actl'l.'ity. BALF from 
paucnts w1th cryp1ugcn1c fibro'>1ng aJ\'c:ohtis and 
~arcnidusis abn <;timulatcd tihrnblaM prolifC"ratiun but 
thrnmb1n cunccnrrauons "·c:rc lu"• and thrombin 
1nhibuors had no o;;ígn11icant dTcct, which su~gests that 
thromh1n has llnle nr nu role: 1n thc: pathngcnc-s1s uf thosc 
tihrouc Jiscascs. D1ffcrc:nt mc:chanisms ma)' lcad to a 
c1.lmmun cndpoint in thesc: dtsurdc:rs. 
'tñ•!l ""'k ,,..,.,. "'uppor1..-J b)· 1hc." Sdc."ruJ..-rm .. Suc;1..-1y .,¡- 1.0.-.. .. 1 Bruoun. !he 
Anhrou' .. n.J IUu:umJtom c .. un-.11 Jnd d1..- llrtu .. h C"un.:11, rr••1Cnom11 
L'ru•·cr,uJn" Jo: ln•c.",u¡¡a.:111n <'n s .. !uJ JnJ 1">1rc.:.;h•n Ocncr¡¡I Je A1'unu"' 
Jd rc.-..un1&I A,;aJcmu.:" ,¡.,. IJ L•m,.:r .. 1JJJ S:i,;1<•nJI Au1on"m" Je: .\,c•u"º· 

R•fer•nc-
1 Le Rn•· t;C. s .... u,mo.: .. dcr""~ r .. ..i.,,..,J.,rmJI. In: u·,·n11;1r..tcn JB. 

Sm11h LH. c:J!l. Tc•uh11ok ,1(ni.·J1.:1nc. l'h1J:iJ..-lph1a· U'U Saum.t ........ 
l'>HH: 1211-Jtl. 
Harn'<>n SK. CJmbrc)·A •. \he,... A • .:r :il. Jn .. uhn·hkc." llfO"'"th (11.:1ur-I 
'" parually "''P"'""'bh: for tlht.,hl-'U pruhl<'raunn mJu.,.,J by 
hr,,n.:h,.qJ•..,.,lar IJ••agc lhuJ fr"m p1111cn" wnh "''"\lcm1" 1'cl..-ru .. 1!l. C/ur 
.... ,., )QQ.f¡ltfu 141-IH. 

t l"lóirn•un !"K. l..aurcn1 OJ .... lc."<.han1 .. m• l<>r thc r•Uho¡r.,ne!ll• .,f 
rulmunan· tlbn••••· In: UJrno:"• l'J • .:J. R.:•p1ra1un· m.:J1o;:1no:. re,,;o:n1 

Vul J.lb •C.l.:1ubo:r.2l, IQQ'5 
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Rapid Comrnunication 

Early-passage Rat Lung Fibroblasts Do Not Migrate In Vitrv to 
Transforming Growth Factor-13 
Alvaro R. Osornio-Vargas. Valerie G. Kalter. Annette Badgett. Norma Hernández-Rodríguez. 
lrma Aguilar-Delfin. and Arnold R. Brody 
Labor:ttory of Pulmonary P.:uhobiology, National Instiruu: of Environmcntal Health Scienccs. Rescarc!l Triana:lc Park. 
Nonh Carolina. and Davis1ón de ln\lestigac1ón Básica, Ini.tituto Nacional de Cancerología. Mc,Uco Cít)·, Meiuco 

Lung fibrosis has bcen posrulated to be mediatcd by the producrion ofmacropha9e-derived growth factors 
that are both mnogcnic and chcmotacuc for fibrnblasr.s. In ntro studics from our labor;uory dcm1.-~n .. cratcd 
that alveolar and inccrstniaJ macrophagcs trcated with iron and asbestos release platclet~crivcd growth 
factor (PDGF) and transfonning grD!Nth factor·d CTGF-6) into the media. This conditioned media \ltfBS 

capable of inducing proliferation and chemota.xis of pnmary rat lung fibroblans ( RLF). TGF-'3 is k.nown 
to be prescnt in the m:xlia. and RLF have high-otffiniry receptan for TGF-0. Hawever. wc found thal 
> 95 ~ of the chcmotaxis was blockcd by a polyclonaJ anti-POCiF antibody. whereas anti-TGF-i3 did no1 
change cell migration. TGF-P has becn Jescnbed previously as a potent chemoanractant for fibroblasts. 
Thus. we 1csted the potential of purified TGF-6 10 induce RLF chcmota.Jtis in an anempc 10 address this 
apparent contradiction in rcsuh.s. Four separate preparations of RL.Fs fronl four daffeTCnl rats. Swiss 3T3 
cells. hur.tan and rat fetal :.k.in fibrobl.1~u.. and human fore.sk.in fibroblasts IACte tcsted for chcmo1a:'l.1i. using 
purified porcine TGF-,B, as well as human TGF-13. Sone of these cclls :-espondcd chemotacucall)· ro 
TGF-0 overa broad range of concentration.s uscd (0.004 pg!ml to 50 na/mi). RLF pla1ed at ditfcrcnt densi
!ies also did not rcspond to TGF-6. On the other hand, all the fibroblast typcs m1&ra1ed vigorously to 
PDOF (4 ng/m.l). In addition. ali of the TGF-6 samples induced ,.., mononuclear leukocyte chemota.x...is 
(0.5 pg/ml optimal) and cle.arly inhibited ,H-thyrnidine i.Dcorporatioa by thc RLF as expected (0.005 
ng/m.J caused 50~ inhibition and 0.1 ng/ml ma.xirnaJ inhibition). Althouah no clear explanation can be 
offered far the apparent contradiction wilh current dogTJla. variables such as cell rype. sourcc of TGF·t3. 
and specific experimental condi1ions could be contnbutors to the TGF-0-mduced chemo1a.xis observed 
by others. Thus. RLF have high-atfiruty TGF-d rcceptors. yet they lack a chcmotactic response to this 
factor. suggesting that specific intracellular signaling mechanisms regulating b1ologic activities must be 
understood befare the role of grO\Nth factors as chemotacric agents can be clarified. 

Alveolar macropha¡es are thc first cells to rcspond 10 in~ 
haled particles deposited in the lung. This leads to the posru
late that they play a central role in the inHammatOry proc:css 
leadin& to fibrosis (l. 2). Macrophage secrctory products 

{Rlr:~:,wd in Dr1g11w.Jlfarnr ñb,_,-y 1, 1>19.J alMi 1n rr>is~d farm .t.fat'rh 4. 
199,J) 

.~tYSS C'orrrsporu!ttnC'r ID· Amo Id R. Brody. Ph. O , Oepanmenl of Palhol• 
•'IY· Tul;anc Un1..,cnuy Med1cal Ccnu:r. 1430 Tul.anc A ... c •• Ncw Orle.in,. 
LA 7011:?. 

Ahhrr'1ot101u: tx-1nc \.erum albunun. BSA; Dulbece.:o't. mod1fted Eoiglc·s 
metl1um. D!\1EM. fc1.al bov1ne s.:rum. FBS~ fonn)hne1hn1n,.lleu.,-...lphen" I· 
.ti.mane me1h~I e'rer. F"tLP. h1gh·rt-er fh:IJ, hpf. pho~ph.:Ue·btilferel1....i· 
!me. PBS. pl.ueh:l·Jerl\ed i;ruo.o.1h 1.1~·111r, PDGF, tal lung nbruhl.1 .. u .. 1. 
RLF. 1r:1nt.form1ng grr-1h f;actor·d TOF·d. 
Ant. "'· Rftptr. Cdl Mool. &Joql. \.C:>f. L pp. _.-471, IWJ 

such as plat.elet-derived gruwth fu.ctor (PDOF) and trans· 
form.ing growth factor-.B (TGF·O) have been proposcd as thc 
major mediators of cell attraction. proliferation. and ex
traccllular matnx deposition in the lun1 (1. 3). We ha.ve prc
viously demonstraled that al\ieolar macrophai;;es sttmulated 
in vitro with inorganic panicles secrete biologicaJJy acli\ie 
PDGF (4-6) and TGF-.8 (7). The culture med1um conca.in1ng 
thcsc two factors stimulatcd significant coni:cn1ration
dcpcndent rat lung fibroblast CRLF> chemota:us thac v.r.s~ 1n· 
hibiled> 95% by anti-PDGF (6). lnteresungl~· cnough. none 
of thc chcmotaxis was reduced to any measuri!ble ú.:grce b:!
a polyclonal ant1body knO\Nn to be etf<!C1t\-·e J~ a blnl."~ln~ 
agent of TGr·d bioloric acuvity. We !Ounú 1h1.., prd1m1n;.1r~ 
resuJc ditficult to undcrstand and upen re•dc.•.,., uf 1he l1tcr..i· 
tute found that the direct ev1úence fur TGF-.J-1nJu .. ·t!J 
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chemotax.is of fibroblasts is spane. In order to undenland 
~is apparen1 con1radiction. we tesled the chccnotaclic poten
taal of íour difrerenl batches oí acidified pu~ pon:ine TGF-tJ 
and onc oí purc human TOF-tl on four diff"crent preparauons 
of primary RLF, as -...ell as on 3T3 cclls, on íc1al skin fibro
blasts from ralS and humans. and on human foreskin fibro
blasts. A concenuauon ranae previously rq:ioned to be 
chemotactic for fibroblasts (8-11), neutrophils (12). and 
monocytcs (13. 14) was used. Wc found that aJI the TGF-P 
prcparalions used werc b1ologically active in 1ha1 thcy 
cause<I clcar suppression of fibroblast arowth and monocyte 
chemo1axis as e•pected. In contrast, none of the fibroblasl 
prepanuions exhibited chemo1axis to thc var1oui. lots of 
TGF·tl at any concentrauon res1ed. 

Materials ancl Metboda c.u.,..c_ 
Primary RLF were obcained by enzymatic diuociation from 
the lungs of male CD rats (Charles River Laboratorics. Ra
leigh. NC), as previously reponed (4}, Cclls from four 
dilrerent prepantions were aJwmys us.ed in these ellperimcnts 
at pasnae 3 or 4. 

Swiss 3T3 cclls (pas. 122 to 12•). fecal skin rat fibro
blasts CFR. pass 15 to 18). and human fetaJ stdn fibroblasts 
(~7 Sk. pass 7 to 9) wcre obtained from the ATCC (Rock
v1Ue. MD). In addition, human foreskin dennal ñbroblasts 
(pass 3) were obtained by eaplant (15) from a newbom. and 
were tcsted for chcmo1ax.is as prcviously described (8). 

Rat mononuclear lcukocytcs we:e obla.aned by dcnsary 
a~ent centrifuplion from hepuiniud vcnoua blood. 
diluud (1:1) with phosphate-bul&l-1 uline (PBS) and t.y
creicl on Ficoll-Paque (13). Monomaclear leukoc:ytes were 
washed rwice ir.. PBS and n:suspeaded U. chemocaais buffer 
("W'le belaw): · 

Cbe.....-U 
For fibroblast chemo1ax.is. cells ~ pla1ed a1 28 x 1 ()1 
ceUslcm' and cultural for 72 h (medium was not chanacd 
durina lhia period), trypsinized witb Q.5S tl')'psin (GlBCO. 
Grand lsland. NY) in PBS-1 mM EDTA. and c:oun&od. Thc 
trypsin was promptly inact:i-.ed l1'f dilwioa into a 7 x vol 
of Dulbecco's modified Eq.le'• modium (DMEM) (GIBCO) 

~=:~~~ .. ~~=~~~~= bu....- wu adjusted to pH 7.• Uld moaitored fDr 11.ability 
befDre eacb chcmotu.js e:xpinia.m. Cells were wuhed two 
times in Cbe cbemotax.is buft'er ami rauspended • a final 
coacentratioa ol 3.$ x 10' cella/mi. Chemotaa.ia apcri
rnents were perfonned uaina •8-micfCMlll&U chemotaxis 
ctiamben (Ncu.11>Probe, Cabin Jolln. MD) ;6). ft>lycar· 
bonat.c pllyvinylprov1lene-,..._ mcmbranea ""'iltl a mean 
porcdiameterm8,am (FbrcticsCo .• Livenno~. CA). previ
oualy coaled wilh O.<TT ~ aetatin (Type A. 27~ Bloom: Fishcr 
Scicntific. Fair Lawn, NJ) were uscd u pttYioualy dcscribed 
(16). Cclls wcre allowed to misrate fbr 4 h. Pbrcine TGF-
13, <> 97" purity: R&.D Systems. Minncapolis. MN) and 
purc human TOF·tl (Collaborativc Research. Bedford. MA) 
were used for RLF chcmota.xis in a concen1ra11on rangc from 
SO n&fml (2 nM) 100.004 PS/ml (0.16 fM). In order co eva.Juate 
the JM)SSible role of cell dcnsity in the chemotaccic response 
to TOF-.8, RLF were platcd at three diffcrent conccntrations 

(28.000, 14.000. and 7SKXJ RLF/cm'). harvcslod aftcr 72 h 
~ tested u ~iously described usins • TGF-8 conccnu-.· 
t1on betweea 32 and 0.004 palmL Tbc olhcr three ccll lines 

• wcre tesced at concentrations rangins becween 8 n&fm1 (320 
pM) and Q97 palmJ (38.8 fM>. Mononuclcar leukocytcs 
werc used al ~ntration of l.!'li x IC)" in RPMI CGr&cO), 
I~ mM Hcpes CS111ma>. l'X. BSA CRIA grade; Sipna) main
tained at pH 7.• and incubatcd íor l h. Five·micron mean 
porc diameaer membrancs were used. Onc m&1mJ TGF-,B 
'>tock sc:>lutions wc .. e madc accordingly to company recom· 
mcndauons in~ ~M HCl-1 matmJ BSA (Fraction V; Si&· 
ma). Funher dtluuons wcre madc with chcmotax.is bul!"er. 
Hu~ PIXiF C> 96'JE. punty: R&D SystcmsJ wa.s uscd as 
a pos1uve control ror fibroblast chcmota.xis a1 4 ns/m.l. Ten 
pcn:en1 zymosan-activated serum or 10 nM forrnylmethi· 
onyU~lpbenylalanine melhyl ester (FMLP) was used u 
a pos11.1w conuol ror rnononuclcar leukocyles. Cbcmolaajs 
bulfer 8"- wu uscd as a ncptive contn>l. Al Ir.asa ftve 
cxperimenla wcre done with cach cell type, and each experi
mcnt was perf"onned in tnphca1c. Al thc cnd of the incu
bation pcriod. the cclls on the membrancs ~re fiud in 
mcthanol and stained w1th Diff·Quik9 (American Scicntific 
Producu. MC'Gaw Parte. IL). mounted on alass sJides. and 
the cells OG lop of the rnembranea temoVed witb a we1 swab. 
Tbc number off misratina cells -.s detcnninai by counnna 
the cells that miarated to thc bottom of thc filter in 10 pre
detcmuned hiah-power ficlds IOOx (hpO and e&preued as 
mean ± SD after subu'actina the number m .:clls lhat mi· 
grated l<Nlel'd chemotaxis buffer alone. 

'IUF-8, E9lca oa 'H-Tbymidi.ne hlcof'piormlioa by R1S 
RLF werc t!Ywed. grown to near conftuencc: in DMEM + 
lOS fetal bowiae serum {FBS), trypsinizat, and pla&ed u a 
density ol 10.000 cells/weU in Coaar 12-well plut:ic disba. 
After 2• b al puwdl in lhis a.diwn, die cu.lluta ~ 
wasbm. twice whh PBS (Ca'"- and Mr•-fi'ee) .. and thcn 
grawn for '8 h in DMEM with I" FBS lo quielce die cella. 
Fresh DMEM + '" FBS was chien addcd in lhc presence 
of O 10 JO nafml (0 lo 1.2 nM) of porcinc TGF-0, (R4.D 
SyslelDS) fDr 2• h •• 37• C. Durina lhe last 4 h off incubation, 
'H-mcthyllbymidine (Amenham batch "3U7. specific activ
ity - 5 Ci/m.M) was added at a final concentration of 
1 1ACilweU. UnincorporateU thymidi.ne was ~ by cwo 
wasbea widt icc-cold PBS. and DNA wu pncipitaled by 
duee rin8m with ice-cold lO" aicbk>roK.ecic acid. The 
pncipi~ material wu solubiliz.ed by ~ with 
0.3 M N.OH + "' sod.iurn dodecyl sulfate lor •5 min at 
room tempenl\arc with aat1atioa. Tbe !K>lubiliz.ed malCrial 
was ~ to mini vials. 4.5 mi m Ecolwne CICN Bio
medicala. lrvine. CA) was addod as scintillaru. and lhe 
unoun1 off 1'8dioactivi1Y in the samplea was daennincd in a 
Becbnaa acintillalion counter Cllodcman LSl800). "lbe n:
sults were CKpressod in 1crms of perccnt control. with the 
&llW;)Unl ol 1H·thymidine incorporalion in the abscncc of 
TOF-a considcred as 1009'. Control RLF cultures incorpo· 
ra1cd 12.945 ± 523 cpm. 

Results 
RLF Chemoeu.is 10 TGF-.8 
Nonc of the four differen1 ba1ct:::s of porciate TGF-d or thc 
purificd human "IUF-.B 1cs1ed al different conccn1ra11ons 
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Fi.Mrw J. Ra& mononuclear leulrocyWs <MNL) ~to~ 
conc:entratioas of pu re TOF-8' edaibised • typical bell ........ dole· 
response chemouuus cul'Ve. Optima! activity was ..:hi~ widl 0.5 
palml. 

resulted in mipadon of RLF abcwe Cbe nepli• cuauol 
(chemoQWa bulfer -> ..i- (3 ± 2 llLF/10 llpt). O.. 
tbe ocber baDd. PDOF u..t u a poaitiws CIOMl'OI a&...,. in
duced mip"ation of _ ft_ (112 ± 161lLF/IOllpO. 
Cell densiry did ooc play any ro&e aiDce aoae o1-. ..... dea
siúes testecl resulled in chemocax.d. Tilc odler cella teseed 
(Swiss 3T3. FR. 27 Sk. and hu.man foresldn fibrublaM:a) al.lo 
SSYe neptiws resulm fUr TOF-8. whefeas lbcir ............ to 
4 na/mi PDOF wu 130 ± 17, 23 ± 2.& 35 ± Ll, -31 ± 
5. respectively. Checkcrboud &aAlysia demoGalnlmd 1bM die 
miaration induced by PDGF wu clcarly conciemnlioa de
penden1:. U previously rep:>ned (6). Ral moGOD~ iieullo
cytft ~ cbemotac1ically ID - k9 of TOP-6, 
U>d 0.5 PS/ml (20 IM> wu - .,._..._ • - .... 
timol octivity (21M ± 19 cclb/10 bpO --(F-
1). Ten perceat zymosan-activa&ed tenam OI' 10 aM FMLP 
induced similar """""1'M" (270 ± 20 colla/JO llpO. 

TGF-tf, Etllcl OD JH·"lllymidiDe IDc:orpmadoa ..,. llLF 
lncreasina: concentrations of p>rcine TClF-8, inb.ibited thc 
incorpontion of ,H-melhylthymidinc by RLF culrw. in a 
dose~cpendent manncr (Figure 2). Tbc concr:atratioa at 
which SOIJI. inhibition 'WilS obtained wu OD05 na/mi (ll2 
pM). Maximal inhibilion was obKrved al a TGF-tf, con
ccnlration of 0.1 ng/ml (4 pMl. 

Discussion 
Thc rcsuhs prcscnted hcre dcmonSlrate tlult in our hands 
TOF-13 does not induce lhc migra,iC'n of" early-pas.,..e RLF 
within a conccntration rangc previously reported as chcmo-
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F111u,. 2. lncrcasin1 inhibi1ion of ,H-~ (3H-Tdr) iacor
porauon by RLF was TGF-'3 conrentrauon dependen•. Halí inllibi
tion wu ott.erved a1 0.2 pM <0.005 nafmJ). aad total iahib1tioe ... 
ac:tdeved at 4 pM (0.1 ft9/ml). 

tactic for human fibroblast:a (8), bovine fibroblaslS (9, 10), 
human ncutrophils 02), and bwnaa ~ces (13, t•>- We 
also found that othcr fibroblastic cells froln mice, ram. and 
huma.ns (includina foresk.in fibroblasts) cüd not miara&e 10-
wards lhe TGF-fJ ulilld. Thia is in appuem contrast to P'W"i
ous repons describina TGF-0-induced c:bemocu.is ofbw:mn 
foresldn fibrobluts (8) at an opcimal CODCCDU'atioa ol 12.5 
palml. bavine lipmer.t ftbrobluts al .......0.5 pal'ml (9, 10) ..... 
embryonic chick limb bud m=ser.a,hymal cella and muKle
derivcd fibroblaslS at optimal concenU'alioaa of 0.5 DW'ml 
and 0.25 nglml. respectively (11). 

úur resulu were obtained wilh t"NO ditrerent soun:ea ...S 
rypes of TGF-'3. inclwhna four differeat lou from the samc 
soun:e. Caution in dilulin& and activati:fts lyupbilized TOF-0 
waa tallen. ln addition, wc fouod lhal die YIDS TOIYS dial 
waa unable to cause fibroblast chernouaUa waa cleuty C8F9-
ble of inducin1. within the sa..-nc conceauatioa ranp ....S. 
mooonuclear leuiuJcytc chemota.Ais ami inbibitioa ol Jfl
thymidine incorpxalioa by RLF. "Ibelw ill addi"'-1 eri
dence sugesti..aa tbM not ali rypea al fi~ ~ 
chemotactically responai°W' to TOF-/J. ForeakiD ftbn*lmata 
did not respoad chemotacticaUy to COllllllHCially ~ 
purifted hu.man 'IOF-tJ (17). ami 3T3 ceU. pve ~t 
resu.J.ts in comparison to CH23 fibroblab when teslilld fbr 
chemotax.is to a TGF-tJ-relatcd P"Plide from bovine .en&m 
(18). In addition. conuadictory results 1....-e becn publisbed 
using foreskin dermal fibroblasts CS. 17). and Kondo ..tas
sociatcs (19) found that a fibroblast line from human sitia was 
noc stimulated to mia:rate by TCiF-.8 purifted from hwnan 
platelets. Diffcrences in chemotaJLis could be related to cell 
rype. source of TGF-¡3, the time the cells ~e becn main
taincd in culture. ccll dcns1ty, and pcrhaps addiuonal van
ables. 'Ibis concept has been suggested to cxplain l.:k of 
PDCiF-induccd monocyte chcmotaxis (20). Small anmunts 
of substances capablc of inducing chemotaJLis could be prcs
ent in TCiF-.B purified fTom scrum. Hawever, recombinant 
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TGF-d has preven to be chemotactic for bovine ligament 
fibroblasts (9). suagcsung th.:ll contammation is unlikcly to 
plav a role in alJ cases. Other mcthodologic variables could 
be "postulated as rcsponsible for differcnccs in TOF-tJ-in
duccd fibrobla~l ct'lcmouuis. c.g .• the typc and concentra
tion of albumin u,.cd in the chcmotax.is buffer (9. 10). the 
presence of scrum in thc chcmotaxis media tl 1. 18>. and thc 
practic:c of prc-adhercnce of cells to thc polycarbonate mcm
br:mc tn thc prc:!>cncc of serum hours bctOn: the chcmo1ax1s 
cxperiment ""ªs pcrformcd ( 11). Our ncgafr .. ·e rcsults. and 
thosc obtaincd by othcrs. v.cre observed when low conccn
trations of highly punficd rsce MATEIU.11.LS ANO METHODS) 
or no BSA (171 wcre uscd in thc chcmotax1s buffer. In our 
hands, high BSA conccntralions causcd an increascd back
ground of fibroblast migrauon (unpublishcd observations). 
as notcd by othcrs (9). Jt is possiblc that trace contaminants 
of chcmoattractanl(s) present in the BSA could be pl~ing a 
role in TQF-,6-induccd chemotouis. In addition. ccll densiry 
is kn<™>n to atfect fibroblast chcmota11:is 161. E:itpcrimcnts 
perfonncd here were done ~ nh cclls obta1ncd from conHuent 
cultures at a dcnsity prevtously reponed as optima! for 
PDGF·induced RLF chcmotax1s t6J. However. none of thc 
threc ditrercnt dcnsttics tested resulted in RLF chemota.us 
by TGF-d. All of the vanablcs citcd abovc make it difficull 
to dircctly compare rcsults from ditferent laboratones and 
leavc open the poss1bility that experimental condnions may 
be playing an imponant role 1n whether or not therc will be 
induction of fibroblast chemotax1s by TGF-,6. 

7GF-.:3 also is capable of inductng apparently opposing 
cffects on fibroblast prohfcrauon. Reccnt cvtdencc sugests 
that such effccts are dosc rc!J.tcd and are due to an mdircc:t 
response modulated by a sccond molecule-PDGF-and its 
receptan (21. 22). A sunilar siruauon could be linked to 
7GF·.B-induced fibroblast chc:motaxis. and funher studies 
are on1oing to test this postulare. 

Finally. RLF posscss high-affinity TGF-B rcccptors that 
are very scnsitiYc to cxogcnous TGF·B <23). V."c have prcvi
ously dcmonsuatcd that TGF-'3, inh1bits RLF prolifcration 
with an ED~ of 0.003 ng/ml (0.12 pMl C.~3}. Thc prescnt 
rcsults indicate that TGF-B, also inhibits RLF DNA synthc
sis ata similar conc:cntration (0.2 pM) tFigurc: 2). Nev.- cx
perimcnts from our laboratory also show that samplcs of thc: 
TOF-13 uscd hcrc uprcgulatc lhc genes for fibroncctin and 
collagcn in thcsc sarne RLF (Dr. Audrcy Goodcll. unpub
lishcd observations and referencc 24). These biologic studics 
indicate thal the RLF rec:ep1ors for TGF-13 are cJurctnely scn
sidvc to both TGF-¡3, and TGF-.Bt (23). Thc lac:k of a chc
motac:tic response in a varicty of fibroblast-likc ccll cypes 
may indicatc that thc TOF-¡S reccptors are not providing thc 
signaling mcchanisms neccssary for chcmotaxis. Thus. it ap· 
pean as though not alt fibroblasuc cells migratc to ali lots 
ofTGr-l). and investigators should cK.erc1se appropriatc cau
tion in intcrprcting c:hcmota:it1s studics. Wc are continuing 
our search fer a TGF-.J that will actas a positivc chcmoat
tractant for carly·passagc RLF and are a.sk.Jng whcther or not 
this s>:stcm w11l be advantagcous 1n ~tudymg thc mcchanisms 
oí growth factor-induced ch~mota11¡1s. 
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Platelet-derived Growth Factor (PDGF)-AA, -AB, and -BB Induce 
Differential Chemotaxis of Early-~ge Rat Lung Fibroblasts In Vitto 
Alvaro R. Osomlo-Vargas. Audrey L. Goodell,' Norma A. Hernlindez-Rodri1111ez. 
Amold R. Brody,• Patric:k G. Coin, ..UU.lte Badgett, ancl .James C. Bonncr 
Laboratory of Pulmonary Pathobiology. National lnstirutc of Environmcntal Heahh Sciences. Research Triangle Park. 
North C.irolina. and Oivision of Clinic.al lnvcstigation. National Canccr Jns1i1u1e, Tlalpan. Mexico 

Platclet-derived growth factor (PIXiFl isofonns are cheinoattractanl!I and mitoa;ens for cells of mesen
chymal oriain that could be importanl maliators of pulmonary fibroaencsis. We ha'lfe prcviou1oly reponed 
that pan.icle-activated alveolar macrophaaa secrete homoloaues of PDOF thu are compo..s of ali throe 
POGF isofonns (PDGF-AA. -AB. and -88). This miluure of macrophmse..dc;rived PDGF. once dis
sociated from the PDCiF-ar-macroslobulin comple1. induces chcmotaxis ar rat tuna fibn>blasb (RLF> 
in the nanomolar rangc. In addi1ion, we have rcporteU thac PDGF i!)Ofonns induce dilfercn1ial proliícra1ion 
of RLF (PDGF-BB > PDGF-AB > PDGF-AA). In the prcscnl study. we souah1 to dclc~ine the relauve 
chcmot:actic potcncy of the lhrcc PDGF isoíonns and correlatc thcsc responses to lile rclative abundance 
of thc two types of PDGF ceU-surt.ce reccptors: PDGF-o receptor (Pcx:iF-Ra) and PDOF-8 receptor 
CPDGF·R8). Wc abo invesaiaa&ed the o..:hemo1ac1ic activity uf comblllabOns of two PDGF isofomu simul
taneously. lsolatcs of earJy-passaae RLF were .ssayc.d ror chcmo1aais 1n •8-microweU chambers. Swiss 
mousc 3T3 cclls were a.ssayed in parallel as a pos1frve con1rol cell Jine for PDGF-Rar and PDGF-R8 C•pres· 
sion. RLF responded ditrer::nrially to the PDGF isofonns: PDGF-A.8 and PDGF-BB werc pocent chcmoat
lractants a.-id stimulated maximal chemotactic responses berween 4 and 8 nafml PDGF, whereas 
PDGF-AA clicncd a weak chcmouc1ic response lha1 was rnax1mally IS% of thal ob1aincd 1A.·ith cithcr 
B-chain isofonn. PDGF-AB and PDGF-88 wcrc also the most pc>1ent chemoartractanis for Swiu 3T3 
cells, and their response 10 lhne B-chain isoforms was ""'40" areater than th.al obcained fOr RLF. S•iss 
3T3 cclls shawed a J·íold peatcr ~ to PDGF-AA when comparcd with RLF. Nonhcm IUULlysis 
demonscrated dial RLF suuasly eapresaed a s. 2 k.b PDGF--R8 tranSCripC and only a weak eapreuton for 
a 6.$ kb PDGF-Rcr tran-=ripl. In CODU"Ut, Swtss 3T3 cclls suonaiy eapreued both PDGF--Ra' ...S 
PDGF-Ra. Radioli- biadilw - tbr ('~l]PDGF-BB .-- RLF .,.,.- moinly PDGF-Ra 
at the cell surúc:e <8- - '""" 70 fmol/HP cells: K. - 0.1 nM). and pn:incubation wilh !§O na/mi PDGF-
AA prior to binding decreued recepor nwnber < 10%, indicalin9 a low level of cell-sur&ce PDOF--Ra. 
Swiss 3TJ cells aJso bound ('13l]PDGF-BB with a K. of 0.1 nM, but possessed a 8- of"" 175 fnml/10-
cclls, and prcincubation wich !§O nafml PDGF-AA rcduc:cd thc 8- 10 ""'80 ñnoUICJ" cells while increasing 
rccepcor affinity 3-tbld. Funher analysis of the radioligand binding data shawed lhal Swiss 3T3 cells pos
sesscd approxinultely cqu.aJ nwnben Oíl cell-surface PDGF-Rar and PDGF-R.6 subunitl. Finally. we obserwd 
that combinations of t'M> di&rent PDGF isoi>rms nux.od at equal concentrations produccd :addiuve 
chemot-=dc eft"clca,, "'J'he.e dMa iDdicale thal ali three PDGF isofonns are chemouuactants 6>r fibroblaM:a. 
and lhe chcrnotm:tic ~to PDGF--AA. as well u PDGF-AB and PDCiF-BB. depcnds on lhc abundance 
of ccll-surface PDGF-lla ..ia&i'llC to PDGF-R.B. 

Clflui,•d ¡,. on•tlldlfo-. "'ª" 4. /f1fU4AdU. ,..,.ur1>:u- JMl.v 27. /994') 
NJ"u r-orrrrpnrvhrft'r tD: lames C. Bo"ner. Ptl.D .• t..boralory o( Pulmo
~ry Pathob1ol09y, Nauon.I lnw11uie of E'"1rumnea1al H-llh Scicncei., 
Re-•Rh Tnan1le Park. NC 27709. 

""'""""'''"'"'~: bo.w1nc ...:rum 11lbumm. BSA; Oulbe•a.'U·'- mud1tiC\J E-tlllc',. 
mcoJ1um. D'1EM. ícli&I bov1nc ...:rum. FBS. h11h·~r h¡;ht m10.:r11....:n('lu.: 
hclJhl. HPF. plo11ch:1·Ji:ri·..,:J i::n-1h fac1nr. POOF; plóitelet•Jen"i:J 
11ri-1t. 1 .... 1.,r n:-.. er111r. PDOF-R; nu luny: lihn1hlil"ll'"I· RLF; ...:-rum·lri:e 
J.:tineJ 111i:J1um. SFDM; 1r11n .. fnrn11na lli"-'h '"'"tnr•d. TOF·J 
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Platele1-derived growdl factor (PDGF) and PIXiF homo
logues produced by macrophages are potent c:hcmoanrac
tants and mi1ogens íor fibroblasu (1--4) and smoo1h mu .. ..:lc 
cclls e S. 6) that func:uon as mcdiators in devclopmcnt JnJ 
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lissue rcpa1r. The •berr.mnt e•pmsion of luna tnltC~e
Jeriwcd PDGF hu been postul•led u a mectutnism t.ha1 
con1ribu1es 10 the prosn:sston seYeral pulmonary fibtolic 
diseases. incluJina 1diop11lhic pulmonary fibtosis (7-9> and 
asbes1osis (4. 10). 

T\ililO monomeric polypepcide chaina of PDGF. 1enncd A 
and B. are enc:oded by sepmira1e aenes and lhae ctt.ins 
dimerize via sulfhydryl bridacs to form bioactive PDGF
AA, -AD. and -BB isofonns (11). The dimeric isofunns 
bind ditferen11ally 10 h1gh-atfinüy cell-surface PDGF-a or 
PDGF·/3 recep1or subunits. resuhing m recepcor d1menza-
1ion ro fonn funcrional acr. at3and13tJ receprors (11-JJ). The 
Ptx:iF-8 c:hain bulds bolh a and tJ n:c~ptor subcypes, whereas 
lhe PDGF-A chain interacts only w11h lhc Q•rccepcor sub-
1ype (I:?). 

Previous.ly, we hDe shown lhal ra1 alw:olar macro
phaae-deriwd PDGF is chemocactic and mi1asentc fOr pri
mary rat ha .. ftbtublastl (RLF) (3, •>- Rae and human luna 
macrophases secrete a mixrure of all three PDGF isofOnns 
that is prirnarily composcd of lhc PDGF-88 homodimcr "' 
14). Fibrosenic: panicles such as chrysotile asbeslos fibr~ 
induce lhe sccretion of POGF isofbrms by ITIKTOpllages (4) 
and P°'.<JF·AA by RL.F (15). Tile m.ajority O# PDOF secf'Cled 
by pantc:lc·acli'1ated rat alveolar rnacrophmpa is c:omple..cd 
10 • hornotosuc o1 cr1·macroslobulin (a,M) (10). and dtis 
bindin& pro1ein inhibits PDGF-stimulated fibroblasl chemo. 
taxis (3). Thus. bindina proceins could sene an imponant 
rcaulatory runction íor controllina PDOF-slimula1ed 
chemolaJlis. 

h has also breen postulatod that chemot:axis induccd by 
one PDGF ilaktnn c:ouJd be modula&ed by .allOtMr PDGF 
isoform. PDOF-AB and PDOF-88 taave been shown 10 pro
moce che chemou.ais ol human dennal flbroblaaca. whereas 
PDGF·.'-A inhibirs chsmocu.is induced by PDOF-88 06. 
17) and PDOF-All (16). Funbcnnore. it hu beem reponed 
that ~F-AA aAoee ie ... a chemoM&mctalll (17). Thua. 
lhe rel•h• ratio O# PDOF-AA to PDOF-A.11 or POGF-88 
sccretcd by • cenain cell rype and the rela1ive abundance oí 
PDCiF·RQ and PDGF-R.B on lhc respondinc ccll dccennine 
the averall chemotactic: reaponae of fibrobluta. 

"tbe c:hemotactic activity ol uch ol die dlne PDGF iso
fonns fiDr putmonuy fibroblaac. hu noc been inwe:sti.plZd 
nor hawi pouible modulatory effecw ol mi•nares of ~ 
PDGF i9CJA>nns breen addreued. In lhe praeru Sludy we de· 

sclibe dw dillorea<ial - - al IÜ.F -Swiu 3T3 cella to lhe difrerem PDOF i90form.. We ~ 
~lso u.plored lhe pouib~lity lhat one PDOF i906:Jnn miaht 
1nftuence lhe chemotac:Uc Jmtc:llC'Y of anodtcr iso6>nn. We 
repon ~t aU .i~ are chemoc-.ctic for fibroblasts, yct 
the rclauw: act1v11y of PDGF-AA dcpends on lhc abundanc:e 
cf lhe PDGF-Ra. We suges1 thal a complex interac:tion of 
lhe difl"cren_t PDCiF isoli:Jrms and lheir recepcon could allow 
fo~ fine rumna of lhc chemotac:tic response duri,. 1iuuc rc
paar proccsses and that •n imbalance 1n lhis syslem could 
contribule lo pulmonary fibroa:enesis. 

Marerials and Merhods 
Fibroblasts 

Thc procedure and charac1eriza1ion of pnmary RLF ob-
1aincd by cnzyma11c d1ssoci•1ion írom the lungs of malc CD 

ra~ (C~rles Rivcr Laboralori-=~. Raleigh. NC) has becn de
scr1bed m detall clsewhere (18). Swiss 31"3 cells """Cft ob
tained from Alt=C (Roclr.ville. MDl. 

Che...,.._ is 

For chemocaais. sccond·passage RLF or Swiss 3T3 cells 
wcrc plated al :?8 x 10' cellslcm: and cultured for 72 h 
~rypsiniz.ed with 0.5 ';(. trypsin CGIBCO. Grand lsland. NY) 
m phospha1c-butrercd salme-! mM EDTA and counted using 
ól he':"OC)'lomcrcr. The trypo¡,1n ~as promp1ly inactivated by 
d1lu1_1on 1n10 chemo•axis ~u_tfer 1 Dulbccc:o"s modificd Eaale"s 
med1um IDMEMJ contammg 0.5 % bovme serum albumin 
(BSAJ (RJA grade, Sigma Chem1cal Co .• SI. Louis. MOJ). 
Cells were waahed 2 llmes m chcmotaJl.is buffer and resus
pcnded • a final concentration of 3.5 x 10" cells/mJ Che
mocaJlia ~n&a were perfonned usina 48·mac~U 
cllcmocaa.1• c:hamben (Neuro-Probe. Cabin John. MD> (19). 
Pol~se polyv1nylpropylene-free membranes with a 
mea':' pore diamecer of 8 µm t Porerics Co .• Livermon:. CA). 
prev•ously coated wnh 0.07<;; gelaun (Type A .275 Bloom· 
FisherScientilic. Fair Lawn. SJ) werc uscd (20). Cclls we~ 
aJICMed lo miara1e for 4 h ar 37ºC in 5~ CO,-hum&diftcd 
air. Ra:ombinant PDGF-AA 1Collabora1ive Research. lled
fi>rd. MA>. PDGF-AB (QIBCO-BRL. QaJthenbura. MD>, 
and PDGF-88 (CoJlaborali've Rescarch) and human PDGF 
(A.AD Sys&ems. Minncapolis. MN> were leHed for chemo
la.is aa dilferen1 concentrations (0.12.5 10 6• n&fml). Check~ 
erboud analysis was perfonned for eM:h PDGF isoíorm as 
prcviou.51y describcd (~J). In addition, mixtures ofdifferent 
PDGF iso6:>nns were also tes1ed íor chernotaxis. milu.,. 1. 
2_. and • na/mi PDGF·AA wilh equimolar c:oncentrations of 
eather PDG~-AB or PDGF-BB. At le.asa five cxperimertlS 
were dofte w1th each cell type. and each experiment -.. per
fi>nned in triplicale. Al the end of che incubacion period. the 
cells Oll lhe IDnnbranca were fiuid in melhanol and stai-s 
with Di•-Quik (American Scientific Products. M-=a.w 
Park. IL> and mounted on atass slides. and the cells oa top 
of llhe membranes were removed with • wet S"tlllab. Tbe nwn
bcr ol _lftiaratina uJJs was de1ennined by councina the cclls 
that m1paled to lhe bonom oíthc filler in 10 predetenruncd 
IOOx hiah-power fieJds (HPF) and expressed as mean ±so 
aft:er subuact.ina thc number of cclls that miarated loward 
chemota.is buffer alone ( 1 to 3 cells/10 HPF). In some u.
perimenta. an aJternative compu1erized method fi:ir eval1.aa1-
ina ce~ mipation was usod: Glass shdn widl sta.U.:I cite· 
~ membrana wcre digi•iz.ed with a ftatbed tcallller 
CMICIOlek_, 'lb~, CA>. and funher analysis was per
t:onn.t w1~ an 1maae analysis prosram CNIH-1.maae: N•
t1onaJ lnst.11~.Hes of Heallh. Bethesda. MD>. Tbe ..,.nac 
o~ic.al dens1ry ofth~ stained cells from eac:h well ~ deter
mmed from lhe dianized imagc. Thc density of an .tjacenc 
cell-fftie rea:iort of the chemotaJ11s membrane was sutttr.cted 
'':' yield che relative dcnsity value for ca.ch well. Rcl•tive de:n
suy measuremenis correlatetl well ,,..ith microscopic counts 
cr = 0.8.5: see Figure 7>-

NortMm An•lysis for PDGF-Rer and PDGF-Rt3 mRNA 
Rat lung ñbroblasb or 3TJ .. .:11 .. ""ere gn""'·n lo contlucnce 
in 1.50-<m: flaslr.s in 10~ te1al bo"ine .. crum <FBS>·DMEM 
and lhen rendcred qu1e"'.:c:t1 fnr :?4 h 1n "'crum-free medium 
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Free (1·125JPDGF-BB (nsfml) 
Flllu" 4. S•ruration ~indina o( (':~JJPDCiF-BB to conftuent cul
lures of RLF •nd Sv.us JT3 cella treo.red w1lh SFDM or SFDM 
supplcmented w1lh 50 ns.fml PDOF-AA for 2 h • 37•c 10 inrernal-
1u and deplece PDOF-Rar at the ccll sur&ce. Clm.ed c1rdes repre
sent rocaJ b1ndins. closed 1r1anales rep~nt nonspec1tic bmdin& m 
the presencc of !Sao n&fml POGF-BB, and open circles represent 
spectlic bindina. A. RLF. 8. RLF preu~ated with PDGF-AA. C. 
5,...¡55 3TJ cclb. D. Swi:i.s 3TJ .:clls prcnc.alcd w11h PDGF-AA 
Prerre.munem with PDGF-AA did not apprec1ably alfect 1he biOOins 
o( {'ªIJPDOF-88 ro RLF bul reduced bindilll: 10 Sw1ss .JTJ cclls 
ti)> appru•imately haJf. 

don data demonstta•ed rt!at RLF possess a m&Aim.1 number 
of ( 111IJPDGF-BB bindina sites (8-) of ~70 fmol/10" 
cclls with a dissoc:tation constan• (K..) o( 0.1 nM CFigune 
SA). PDCiF-AA preinc:uba1ion reduccd the numbcr of 
('"l)PDGF·BB bindina: sites on Swiss 3T3 cclls from 175 
cells 10 80 fmol/1()1 cclJs and increased bindina: affiniry 
3·fold (/G - Ul nM lo IG - 0.03 nM) (Figure 58). We 
calculated the numben of PDGF·Rar and POGF·R.B sub
units per million cclls (Figure 6), based on thc method de-
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!>Crlbc<l by Se1fcn and colleagucs (l.:?>. wh1ch as.sumes thal 
(',IJP{X]F-88 binds bo1h PDGF·Ra and PDGF-R.B sub· 
units. whcrcas PDGF·AA binds only PDOF-Ra. Thus. cclls 

• preincubatcd wilh e:11.cess PDGF-AA have only PDOF·R.B 
subunits for lº'l)PDGF·BB bindina:. The ditrerem:c be· 
1wecn lhese f""O mcasuremcnts (i.c .• cells 1rea1ed with or 
wnhoul SO natml PDCiF·AA) yiclds 1he numbcr of P[XiF. 
Ra. all<Nl'ins lhat PDGF receptor subunit modcl predicts the 
PDGF-BB isoform bmds d1meric o-a. uB. or 1313 reccprors. 
We found thal RLF posse~!>cd mainly PDGF·Ra. whcf"C4, 
Swb!> 3T3 cells h01d appro,ima1ely c4u01I numbcrs of both 
receptor subunits (Figure 6). Hawever. Swiss 3T3 cells 1NCre 
obscrved to spontaneously dawn-regula1e lhcir PDGF·Ra 
after scveral days m SFDM (dara nor shown). 

Ctwmoeaaú to Mistures oí Dlfreren1 PDGF 
bofonna AR AdcUIJw 
Chemot••is 10 mixn.sres of PDGF dimen was tcsted at con· 
centrarions belaw ma•imal ac1ivity 10 avoid lhe inh1bi1ory 
etfects thar are nonnally seen al h1ghcr concenrrauons. whcre 
lhc dcscendmg ann of a ryp1c.;aJ bcll-shapcd chcmota.Jlis curve 
is rcached (Figures 1 and :?J. In rhese chcmota•is e•per1· 
mcnts, we empJoyed a rapid computcr-assisted imaging u:ch· 
nique fur quan111ation of cells on the chemOfaxis tillen Cscc 
M4TEaiALS ANO METHODS). A reliable correlation cr -
0.85) wms obtaincd for the relationship bet..-een cell$/IO HPF 
and relauw opricaJ densacy 1n chemota.ius e•periment.s per
formed wilh incrcasin& concen1ra1ion of PDGF~BB CFiaure 
7). Mi.alU~ of dilferent recombinant P(X]F isofunns were 
IC!>led on RLF cwo ac a ume for chcmotacuc potcncy relauvc · 
10 the individual isoforms alone e Figure 8). In ali cases. mix
rures o( lhe ditrerent PDGF isofonns anduccd an addi1ive 
chemo1actic response for RLF. 

Dúcuulon 
TI1e tibf'Otic proccss in e.he luna: is charactertzed by mesen· 
chyma.J ccll accumuJation. prolifera1ion. and lheir produc· 
lion of eau-acellular ma1ri:111:. Scveral s1udies havc reponed 
that alveolar and mterstiuaJ lung macrophages are an impor· 
1ant source of POGF·B chain 1soforms and these molccules 
may play a role in ñbroblast rccruitmem and rephcation (4. 
26. 27). PDGF-8 chain gene e•prcssion by human alveolar 
macrophages is increased in idiopathic pulmonary fibrosis 
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Fi • .,,.. .$. Sc:Mchud analysia ~ lhe hin:tina dala 
presentid in Fipre 4. CI09ed cin::les ~reaent 
prerrea1men1 wu.h PDGF-AA and open circles l'TP" 
rcsen1 preu~atment wilh medium ato~. A. Pre-
1re.1men1 ~ RLF wilh PDOF-AA c•used only a 
sliatu reducuon in maaimal number ol bmdms 
!o.llCS (69 10 63 fmoll10" cclls). 8. ['nlJPDGF-88 
b1ndin1 10 3TJ ccl!s was markedly ahe~ (ln
creued atfini1y •nd decrcased number of b1nchng 
-.ncs) by PDGF·AA pre1rca1men1. Quan111•11on of 
1hc relat1,·e numbers of PDGF·RQ and PDGF-Rd 
for RLF u.nd S'-Wus JT3 i.::cll!> are 1ohawn 1n Figure b. 
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Figurr 6. Qu..nmacion o( lhe rel•ti,,,e nwnben ol PDOF-Ra and 
PDOF-R8 subtypes on RLF and Swiss 3T3 ceUs der1Wld from four 
scpar.aa experime'nu. one al whic;h is snc.n ia • ...,,. 5. RLF pos• 
sess buely detectable Jevels of PDGF-Ra .,.. 1.-e :an abundance 
or PDOF·R.8. Swiss JTJ cells have approw:inaat:ely equaJ number.1 
of PDOF·Rcw and PDOF-lt8. Numben al niceplor subunns wen: 
calcuJaaed basa! on thc model that predicts PCKiF-88 binds a and 
13 rer.etl'(or suhfypes, wherais PDOF-AA binds Oftly a receptor sub• 
l)'pes (5CC RuULTS). 
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cella/10 HPF 
Rgurr 7. Corrchnion o( chcmocads by direct counts oí Hained 
m1graring cclls in JO predclenninet.t HPF lo compurcr-assisted opti· 
cal dcnsny mcasun:mcnis of the 101al chem01a111is membrane ar-ca 
whcrc staincd c:clls from rhc same e•perimcnts were present. The 
comparu.on of din:ct cnunlS 10 n:fa1ivc DPlical dcnsi1y WMS de1cr· 
m1ncd O\ler a cnncentr:u1nn rans:c of PDCiF-BB f0.2.5 10 3l ng/mll. 
LinC'ar regre''"'" .. hrn.1.-e.J a gnnd curn:l.:u1on he1wecn 1hc:1oc 1wo 
mC'lh•lolf' ,,.: - OH.!'." ""-'HI. 1nd11.:.:.aun1,t lhal rc .. uh:1o ul'J4¡unC'd wuh 
c11hc:r mC'th•-.1 .are vall.J. Optlc.:.al dC"nsuy musurcmC"nl~ <1llOWC"d lhr 
.a more rap1d ª"'C!losmcnt of 1ihn1bla!iol chcmnl<1•is. 

(26). Ano1her invcsllgalion reponed thal PDGF-B chain c.a
pression in $ÜU is localizcd primarily in in1ers111ial m.cro
phases (27). In a ral modcl or asbes•os·induced pulmonery 
fibrosis (28), we prcviously reponed 1hal both •l"'eolar and 
in1crs1itial lung macrophagcs are sourccs of PCMJF·B c"-in 
homologues (4, 10). Thus. PDGF may pi.,- • role bolh in 
nonnaJ Jung 1issuc remodcling and in lhe palhogcnesis of 
fihrosis. 

We observcd a ditfercntial chcmotac1ic rcspon~ of ra1 
lung ribroblas1s lo PDGF-AA. -AB. and -BB U..1 w-.. s similar 
10 lhc d1tferen1ial m11ogenu: response thal ~ pre"\lious.ly 
~ned (4). D1tfcrcnual chcmotacuc responses o( nonpul· 
monary tibroblast cell linc'i ha\IC bcen dcscribed prc\liously 
t,,. Olher invcs1iga1ors <16. ~9-32). lndeed, slUdies ~ ~ 
pcrlOnned with nai"'e hcmacopoiclic cclls (33) or naive en· 
dodaelial cclls (34) lransfeclcd with lhe 1enes for eidler 
PDGF--Ra or PDOF·R8 dul1 demonstralCd boch subunies in· 
dcpendently induce clic~ocactic or miloeeaie resporuea 10 
PDGF. H~r. lhis is thc fine repon de9crib1na rhe ditfaen· 
1ial chemoracuc responses of carly-pass.a¡¡:e hmg fibroblaslS ro 
lhe ditrercnt PDGF 1sofonns. The5e luna fibn:>bl~ pos· 
seued s1a.inina cti.racteristics (i.c.. poaitive sr:ami,. for 
\'imcntin. actin. and fibronecrin) al" thc fibroblast!l'll)'Olibro. 
blast phenotype p~nr ;,, "'"° a1 sitcs of early fibrutk lesions 
in rab duit havc inhaJed asbcs1os (15. 28). Thus. ~ ~ .rud
ied die chemocactic ~sponses of fibrublasu U. a.Vru da.i: 
phcnotypically rcsemblc the fibroblas&lm)'CJfibroblast popula
tion ;,, 1.'iVO. Both PDGF-AB and -BB ""Cf'e p:>ICnl chernoM· 
lract&nlS and micogens for lhcsc luna fibroblasts. whereas 
PDGF-AA wa:i. .1n c:.uremcly wc.ak mitogcn and chc:inoa1-
1raaan1. Thesc findinas aaree wilh other srudics pcr10rmcd 
on nonpulmonary smooth musclc cells and fibrublasta lha1 
possess ditrcrcmial micogcnic and chernOl:aclic responaa 10 
lhc lhree PDGF isofonns in an idcnt.icaJ p911em (i.c .. 88 > 
AB > AA> (16. 29-~2). Thc Jack or RLF responaivenaa 10 
PDGF-AA is rclated 10 reduced sene aprnaioa al me 
PDGF-Ra. to which PDOF-AA binds. PDOILAll a.t ·88 
bind to rhis reccp1or as wcll, bu1 thcy allO bind 10 lbc 
PDGF-R.B. Thus. RLF mcdialc tbcir chemotact:ic resporwe 
10 PDGF-B chain isofonns ahnosc e.c!usivcly "'ia lbc 
PDGF·R/3. which dimcrizc ro form functioaal -tJ8 nic:cp
con. This is consish:nt wilh our pre,,.iou.s observation f'CSUd· 
in.a chcmotaxis of RLF 10 rat aJvcolar nwcroph .. e-dcriwd 
PDGF homologues. in which chcmota•is Wll~ blocked by a 
PDOF ancibody lhat rccognizcd lhc PDGF-AB and -BB iao-
funns. but nol PDGF-AA (3). Furthcr investiption drnM>n· 
su.1cd that lhe maJor1ty of macrophaae-derived PDOF was 
composcd of 8-chain-comainins isofonns <'). lAken IO· 
gethcr with lhc prcsenc study. we concJudc that acti"'91ed al· 
veolar macrophaaes signal RLF chc:motaxis by secrcting 
PDOF·B chain-likc molcculcs tha1 bind the PDGF-M. 

PDGF·AA is also a chemoanrac1an1 far cells thal pos. 
scss thc PDGF-Ra. Swiss 3T3 cclls c•prcsscd PDGF--Ra 
mRNA. po .. scs-.c=d abundant ccll-surfacc PDGF-Ra. and 
werc J rimes more rcsponsivc chcmo1ac1ically lo PDOF a~ 
comparcd w11h RLF. alchough lhc maAimal response of 3TJ 
cell'i to PDGF·AA .. ,,,.,, k!I.-. lh,m half lhal obscrved for 
PDGF·AB ur ·BB· .. 11muJ .. iccd chcmo1ou.is (Figure O. In 
Jl!rccm.:nt \\1lh ••lhcr 1n\1..• .. 11,g:a1nr.. fl:?. :?9}. wc foumJ 1h.i1 
.lTJ ccff, pu ..... c .... cLJ c4u.il numbo.=r.. uf PDGF-Ra and PDGF· 
Rd. Th..: rc.i..i1n lur 1hc ¡,,..".:r pc>t.:ncy uf PDGF-AA as ct1111 



Fi.i:urr B. Chemotnis of RLF 10 
cquirnolar concentr:mons of ''°"'° 
ditren:nt PDOF lsoforms. PDOF
AB mi~ wtth PDGF·AA did not 
induce a chemo1act1c dfe..:t ditrcr• 
enl from that une .,btamcd íor 
PDOF-AB alonc fAl. PDOF·BB 
mixed wilh PDOF-AA n:5uhed in 
an additive etreci whC'n compared 
w1th PDOF-AA ur PDGF-BB 
aJone (B). PDGF-BB m1.ed wilh 
PIXlF-AB abo resulted in an ad
dili\'e cffect (C), 
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SO 1 PDGF·A• (+AA) 
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pared with PDGF-AB or -BB for Swiss JT3 ccll chcmo1axis 
is presendy unknown. 

Thc data prescn1ed in thc pn:scnt study sugaest that 
PDOF-AA is not an imponant chcmoanractan1 far RLF. 
Howevcr. it is neccssary to considcr circumstanccs undcr 
which POGF·A.A could become a mediator of fibroblast 
chcmotaxis. Ahhough RLF normally have a low gene c"'
prcssion for thc PDGF-Ra and a low number of PDGF-Ra 
at the ccll surtace. we havc rccent.ly reponed that thc1r 
gene ex.pression and subscquent cell-surface appearance of 
PDGF-Ra is increased follD'INing CAposure ro asbestos ftbcrs 
in ~itro (23). Othcr investiplors have reponed that IL-10. 
tumor necrosis factor-a. transfonnin• Kruwth C.Ctor-0 
(J'OF-8>. and ftbroblast 9rowth factor up-~ulate this recep
tor on various connective tissuc cclls (35-37). TGF-tJ has 
also breen reponed to dO'INn-rcgulalc thc PDGF-Rcr on con
ncctivc tissuc cells (38. 39). Wc havc rcccntJy observcd that 
inicrleuk.in-10 trcaunent up-n:gulatcs PDCiiF-Ra on RLF 
and markedly increascs lhcir chemotactic response to ali 
three PDGF isofonns (401. Fibroblasts and smooth musclc 
cells mainly prcxiuce PDGF-AA. and its sccretion is in
creased by "TGF-0 anJ interlcuk..in-1 (38, 41). RLF produce 
PDGF-AA (42). and we havc shown thar asbestos-treated 
RLF incn:ase thcir secretion of PDGF-AA (15). Thus. a vari
cry of ditrerent endogcnous stimuli (cytokines> or e.asenous 
stimuli (inorganic paniclcs) could triger RLF in w'M> 10 be
come more rcsponsive to PDGF-AA-induced chemotaAis 
throuah PDOF-Ror up-rcgulation. Fibroblasts and smooth 
muscle cclls also produce PDGF-AA in nesp:mse to lhcsc 
same stirnuli. and thus ali ofthesc ;i¡gcnts havc breen proposcd 
to drivc mitogencsis via an autocrinc PDGF-AA loop. How
C\ler. i-f PDGF-AA .md PDGF-Rcr are up-regulatcd simul
tancously. then fibroblasts i;ouiJ inhtbit thcir own chcmo
taxis by establishing a relativcly high local concentration of 
PDGF in thc interstitial microcnv1ronmcnt. 

Othcr invc!<>ligaton. have ~unes1ed 1hat PDGF·AA is in
hibitory for POGF-BB- anJ PDGF·AB-mJuccd ..:hcma1a,i:. 
(16. 17). In thc~c ~tudics. increas1ng amnunt-. of POGF-AA 
wcrc miAcd wi1h opt1m<al ._hcmotac11c con .. ·cntr:u1ons (i.c .• 
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peak ofthe chemolactic bell-shapcd curve) of PDGF-BB (10 
nglml) or POGF-AB (5 na/mi). Undcr such carcumstam:cs. 
an additive ctrect coukl be mislakcn far an inhibitory cff'ect 
since toul Pl:XiF concen1ra1ions would be abovc optima! ac
tivity in the desccndiq pmn of the chcmotaAis curve (scc 
Figures 1 and 2). Our rcsuhs indicate that mixtures of cqual 
concentrations oí PDGF-AA and -AB. PDGF-AA and -BB. 
ur PDGF·AB and -ea resull in at least additivc RLF chcmo· 
taxis (Fiaure 8). PIXlF-AA mixcd whh an cquaJ conccntra
tion of PDGF-88 ..,..eared lo enhancc chcrnotax.is when 
compared w11h PDOF-BB alonc (Figure 88). althou&h lhis 
trcnd wu mic supponed by statiSlicaJ anaJysi• (paired Stu
dent's t tcsl) oC lhe cima. '1be toc•J conc:en1n11ion o( any mix
ture of PDOF tsotOnns in the9e cxperiments did not CACced 
the optim•l concemrarion for chcmot•xis observed in carlicr 
cxper1ments <Fiau~ 1 and 2). Howcvcr. 11 is ponible that 
dilfercnces 1n thc types oí fibroblaslS. smooth mu!>de cclls. 
and myofibroblasts could eaplain thc d1fferences 1n rcsults 
obtaincd far RLF in our studics and the fibrobl•sts uscd in 
othcr studics (16, 17). Funber s1udics should address thc re
sponses oí th~ various connecfrve tiS!'iUC cclls in p11rallcl. 

In summary. wc t..ve dcmonstra1ed that RLF respond 
chemotactica11y to a.U three PDOF isofonns (i.e •• -AA. -AB. 
and -BB>. bUI tbeir response to PDGF-AA is weak becausc 
of reduced gene Cllpttssion and cell-surf•ce appearancc oí 
the PDGF-Ra to which PDGF-AA binds. These cclls 
sll"DnSI)' expressed the PDGF-R8 gene, possessed mainly 
PDCiF-R.B cell-surt.ce rcccptors. and wcre 7 time!i more 
rcsponsive to Pl:XiF·AB and PDGF-BB isofonns as com
pan:d with PDGF-AA. Pairwisc combination~ oí the diffcr
ent PDGF isoforms causcd addiuvc chemotacuc responses 
of lung fibroblasts. Thcsc data suggest that POGF·B ch.un 
isoforms. such as those produccd by lung macrophages. are 
imponant for thc recruitment of lung fibroblasts and coulJ 
play a kcy role dunng thc progre-..,,1on of pulmonaf') tibrn .. 1 ... 
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