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RESUMEN 

La cr.•trombina es un factor clave en la cascada de la coagulación, que convierte el 

fibrinógeno en fibrina, además se ha demostrado, su poder como agente rnitogénico y 

quimiotáctico para Fibroblastos letales. Sin embargo, algunos autores piensan que la 

proliferación inducida por la trombina es mediada por el Factor de Crecimiento Derivado 

de Plaquetas (PDGF). Pese a que se ha demostrado su importancia en la fibrosis 

pulmonar, se desconoce su efecto en fibroblastos de pulmón humano adulto. El objetivo de 

este estudio fue determinar la acción de la trombina en la proliferación de dichos 

fibroblastos y determinar si su acción esta mediada o no por la acción del PDGF. Se 

trabajó con el método colorimétrico del azul de metileno, basado en la penetración y 

posterior elución de este colorante a los fibroblastos (CCD 16 Lu). La contribución 

específica de la trombina y el PDGF a la proliferación fibroblástica, se evaluó empleando 2 

inhibidores de trombina la hirudina (Hi, 9x10.8  M), la Antitrombina-III 	6X10-8M y el 

anticuerpo especifico para PDGF (Anti-PDGF,100µg/m1). A las 48h la trombina, en una 

dosis de 5x10•>>M incrementó significativamente la proliferación de los fibroblastos 

(39%±0.2%, p<0.05). Se encontraron tres puntos de estimulación máxima de la 

proliferación; a las 8h (33.7%±0.2%), las 28h (23.3%±1%) y las 48h (32%±1%). Para 

corroborar la contribución específica de la trombina a la proliferación de los fibroblastos a 

estos tiempos de incubación, también se probó la actividad de la trombina en presencia de 

sus inhibidores Hi y AT-III y del Anti-PDGF. La proliferación inducida por trombina a las 8h 

fue inhibida en un 86.3% (p<0.05) por Hi y en un 86.2% por AT-III (p<0.05), mientrás que el 

Anti-PDGF no la inhibió significativamente. En contraste a las 2811, la proliferación inducida 

por trombina fue inhibida, en un 88.1%, y en un 86.6% por los inhibidores de trombina Hi y 

Al•III respectivamente, mientrás que el Anti-PDGF inhibió 51.7% (p<0.05). Finalmente a las 

48 h la proliferación inducida por trombina fue inhibida en un 97%, 86.6% y 93% por Hi, 

AT-III y el Anti•PDGF respectivamente. Estos resultados sugieren que la trombina 

incrementa por sí misma, incrementa la proliferación de los fibroblastos, a las 8h, después 

de este tiempo su actividad puede ser mediada por el PDGF. 
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INTRODUCCION 

Los tibroblastos son células derivadas del mesodermo embrionario, que se 

encuentran ampliamente distribuidas en el tejido conjuntivo fibroso. Se sabe que 

participan en procesos normales de reparación como la cicatrización y que probablemente 

estén involucrados en el establecimiento de procesos patológicos como la fibrosis 

pulmonar (Mc Anaulty, el al.1995) 

Numerosos mediadores de tipo polipeplídico, denominados factores de crecimiento 

o citocinas que influyen en la función fibroblástica han sido descritos (Crouch, et al.1990), 

cabe mencionar que en el caso de diversas lesiones pulmonares, el estudio de dichos 

factores, se ha documentado ampliamente (Kelley, et al. 1990, Kovacs, el a1.1985). 

Específicamente se sabe, que algunos de estos estimulan la proliferación y la quimiotáxis 

de tibroblastos, tal es el caso, del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF, 

Seppa, et al. 1982, Osornio, el al. 1990, Bonner, et al. 1990), la endotelina•1 (ET-1 

Cambrey, et al.1992), el Factor de Crecimiento Semejante a la Insulina (Philips, el al.1987, 

av 

	

	
Cambrey, et al. 1994), y la trombina (taray, el al.1990, Dawes, et al. 1993, Bar•Shavit, el al. 

1992). 

En cuanto a esta ultima, motivo de estudio en la presente tesis, se sabe que, 

además de su participación en la cascada de la coagulación, convirtiendo al fibrinógeno 

en fibrina (Fenton, el al. 1993), puede actuar como un potente agente mitogénico y 

quimiotáctico para tibroblastos (Bar-Shavit, et al. 1992, Dawes, et al.1993). Asi mismo, se 

ha demostrado que esta proteasa de serina está presente en alta concentración en 

lavados broncoalveolares (LBA) de pacientes adultos con fibrosis pulmonar (Hernández, el 

al. 1995) y que es capaz de estimular la proliferación y el metabolismo de la colágena de 

tibroblastos fetales de pulmón humano (Hernández, et al. 1995). 
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Estos antecedentes destacan la importancia que pudiera tener la wirombina, en el 

establecimiento de patologías pulmonares como la fibrosis pulmonar, sin embargo, a la 

fecha no se ha demostrado el electo inducido por la u-trombina en fibroblastos de pulmón 

humano adulto normal, objeto de estudio en la presente tesis. Al respecto, algunos autores, 

sostienen que la acción de estimulación que induce la trombina en la proliferación de los 

fibroblastos fetales, puede atribuirse a la liberación de otros factores de crecimiento 

(Benezra, et al. 1983, 1983, Ohba, et al. 1994) como el PDGF (Shankar, et al. 1994), el 

Factor de Crecimiento transformante beta (TGFI1), (Taipale, et al. 1992), el Factor de 

Crecimiento Básico para fibroblastos (bFGF), (Benezra, et al. 1983), etc. Estos pueden 

estar almacenados en forma latente en la matriz extracelular y ser liberados por la acción 

de proteasas como la u-trombina (Bar-Shavit, et al. 1990), o bien esta proteasa de serina, 

por si misma, puede inducir su expresión y secreción, tal es el caso del PDGF (Ohba, et al. 

1994). Cabe mencionar que, estudios preliminares desarrollados en el Instituto Nacional 

de Cancerología, con fibroblastos letales, sugieren que a tiempos previos a las 24 hrs de 

estimulación con trombina, el efecto inducido en la proliferación I ibroblástica, puede 

atribuirse solo a la a-trombina (Hernández, et al. 1995). 

Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se consideró como objetivo 

secundario la dilucidación del mecanismo de proliferación, inducido por la trombina, en los 

fibroblastos de pulmón humano adulto (CCD 16Lu). El esclarecimiento del mecanismo de 

acción de la trombina sobre la proliferación de fibroblastos pulmonares, cobra particular 

importancia, ya que estos constituyen el 40% de la población celular pulmonar (Me Anulty, 

et al. 1995), y debido a los altos niveles de esta proteasa de serina encontrados en lavados 

broncoalveolares de pacientes con fibrosis pulmonar (Hernández, et al.1995). Para el 

desarrollo del presente trabajo se consideró solamente al PDGF como posible responsable 

indirecto del aumento en la proliferación de los fibroblastos pulmonares inducida por la 

trombina. 
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A 1rn de facilitar la interpretación y el alcance de los resultados obtenidos en el 

desarrollo del presente trabajo, en el primer capitulo del mismo, se incluyó una sección de 

antecedentes, en que se revisan algunos conceptos básicos sobre la actividad biológica 

de los fibroblastos (estirpe celular en estudio) y su modulación inducida por diversos 

factores de crecimiento (la trombina y el PDGF entre otros). 

Para facilitar el seguimiento de la tesis, las secciones de material y método, y la de 

resultados se subdividen en capítulos diferentes, incluyendo cada una de éstas. desde la 

estandarización de las condiciones de cultivo y el efecto de la trombina en la proliferación, 

hasta la dilucidación de la intervención del PDGF en el mecanismo de acción de la 

trombina en la proliferación fibrobláslica. 

Los resultados experimentales obtenidos mediante el desarrollo de la presente 

tesis, permitieron cumplir los objetivos planteados y corroborar las hipótesis propuestas. 

Estos demostraron que in vitro, la proliferación de fibroblastos de pulmón humano adulto 

normal, es estimulada por la a-trombina en forma dosis-dependiente, a tiempos de 

estimulación previa a las 10 h, este efecto puede atribuirse exclusivamente a la trombina, 
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CAPITULO 1 



ANTECEDENTES 

I. Actividad biológica de fibroblastos 

A) Generalidades 

Los fibroblastos son células de origen mes.ienquimatoso, que se encuentran 

ampliamente distribuidas en el tejido conjuntivo fibroso; la morfología de éstos es 

generalmente ahusada, además tiene un citoplasma basófilo, con gran cantidad de retículo 

endoplásmico y varios nucteolos prominentes, lo que indica una activa síntesis proteica 

(Cormack, et al. 1987) 

Éstas células producen diversas proteínas de la matriz extracelular como la 

fibronectina, la laminilla, los proteoglicanos y diferentes tipos de colágena (I, 11,111,IV,V y V); 

además poseen receptores específicos, para una gran variedad de componentes de la 

matriz extracelular, éstos se denominan integrales y permiten el reconocimiento de 

secuencias de aminoácidos que contienen arginina-glicina-ácido-aspártico, que están 

presentes en la mayoría de las proteínas de la matriz extracelular (Wilkie, et al. 1995), La 

presencia de las integrales en la superficie celular de los fibroblastos, nos permite suponer 

que existen interacciones entre los libroblastos y las proteínas de la matriz extracelular, lo 

que favorece la contracción de la cicatriz, y probablemente represente uno de los 

mecanismos importantes en la cicatrización normal, esto a su vez, puede ser relevante en 

el establecimiento de procesos patológicos como la fibrosis. 

Los fibroblastos también sintetizan enzimas que degradan a la matriz extracelular y 

pueden elaborar citoquininas y enzimas de la cascada de la coagulación (Crouch, 1990). 
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En esta sección se trataron aspectos generales de la morfología y función biológica 

de los fibroblastos, a continuación se trataran con mayor detalle los paramétros biológicos 

que nos permiten cuantificar la función biológica de los fibroblastos como son: la 

proliferacción, la quimiotáxis y la síntesis de colágena. Así mismo, se considerara como 

éstas funciones (ibroblásticas, pueden ser moduladas por la trombina e intervenir en el 

establecimientos de procesos patológicos como la fibrosis pulmonar. 

S) Proliferación celular 

La proliferación de los fibroblastos es importante en el desarrollo del tejido normal y 

en la reparación del tejido dañado, también se ha demostrado que es fundamental en el 

establecimiento de padecimientos tales como el cáncer y la fibrosis. Aunque se sabe que 

los fibroblastos poseen funciones heterogéneas dependiendo de su edad, sitio de origen y 

especie de donde provengan (Korn, 1985), 

En estudios de proliferación realizados con fibroblastos provenientes de lesiones 

fibróticas tempranas diversas, se ha reportado una gran heterogeneidad en sus 

características de crecimiento, pero se sabe que poseen un potencial proliferativo mayor 

que el observado en fibroblastos normales (Jordana, et al. 1988) 

i) Ciclo celular 

El ciclo celular, es una serie de procesos bioquímicos y genéticos que poseen una 

secuencia ordenada y especifica, que permite la división celular (Koshland, 1994). Para 

facilitar su estudio se ha dividido en cuatro fases: la fase G1. G2, M, S (Fig 1) 
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FIGURA 1. Representación esquemática del ciclo celular 

V 

DIVISION CELULAR 

La fase G 1  (gap 1) es el período anterior a la síntesis de ADN, en esta fase se eleva 

la síntesis de proteínas nucleares y citoplásmicas; la fase S es donde se lleva a cabo la 

síntesis de DNA, la fase G2, es ea la que se sintetiza el RNA y las proteínas necesarias 

para la mitosis; la fase M o mitótica consiste en una serie de procesos mediante los cuales 

el material genético se distribuye a las células hijas (Roberlis, el al. 1988). 

Las fases G 1, G2 y S, constituyen la parte del ciclo celular denominada interfase, ya 

que durante este periodo las células no se están dividiendo activamente. Esto sucede en la 

mitosis, que es la fase más corta del ciclo celular y que en la mayoría de las células no 

dura más de 60 minutos. La duración de la tase S es muy constante generalmente es de 7 

horas (Robertis, et al. 1988). La duración de las fases G1  y G2 en cambio, es muy variable 

y es dependiente de los tipos celulares. Para los fibroblastos especialmente estas fases 

duran 8 horas aproximadamente (O'Connel, et al. 1994). La fase Go es en la cual las 

células se encuentran en reposo y no participan en el ciclo celular. Las células pueden 

salir de esta última e iniciar el ciclo celular si reciben una señal bioquímica apropiada. Esta 

señal puede estar dada, por ejemplo, por factores de Crecimiento (Kelley, et al. 1990). 
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ii) Reguladores del ciclo celular 

La proliferación celular está sometida a una modulación extrínseca por reguladores 

de crecimiento, entre los reguladores rnitogénicos se encuentran algunos factores de 

crecimiento, los cuales inician una serie de eventos bioquímicos asociados con la 

duplicación de la masa celular y la síntesis de DNA. El mecanismo mediante el cual, dichos 

factores de crecimiento inducen el reinicio del ciclo celular, no está bien establecido, 

aunque se piensa, que éstos actúan vía receptores de membrana específicos (Collins, et 

al. 1993), los cuales a su vez inducen señales de transducción y tosforilación de diversas 

proteínas reguladoras de la función biológica (Cohen, et al. 1980) 

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

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

progresión (Stiles, et al. 1979). Los primeros actúan en células que se encuentran en fase 

Go  y las inducen a iniciar la fase G1  del ciclo celular, un ejemplo de éstos es el PDGF. Los 

factores de crecimiento de progresión, como el factor de Crecimiento Semejante a Insulina 

(IGF-1) son necesarios para que la célula continúe el ciclo celular a través de la fase G1. 

Aunque algunos factores de crecimiento pueden actuar como factores de 

competencia y de progresión, llevando a una célula desde el estado de reposo hasta la 

mitosis, en la mayoría de los casos se requiere de más de un factor de crecimiento, para 

inducir la proliferación celular máxima (Pledger. et al. 1977). 

El periodo de acción de los factores de crecimiento por competencia, tiene una 

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

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

moleculares que resultan en cambios en la expresión genética. Al respecto, se sabe, que 

el PDGF induce la expresión de genes concomitantes mediadores de la proliferación 

(Baserga, 1985). 
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En la mayoría de las líneas celulares de fibroblastos, la progresión tiene una 

duración aproximada de 12 horas, y solo puede ser detenida en dos diferentes puntos del 

periodo G 1  (Newport, et al. 1995). El primer punto está regulado por la disponibilidad de 

nutrientes, es decir, que en ausencia de aminoácidos suficientes, la progresión de fase Gr 

a fase S se detiene en fase G 1 ; a este punto de restricción en el ciclo celular, se le 

denomina punto V. Este punto se localiza aproximadamente a 6 horas de que inicie S. El 

otro punto que se puede detectar dentro del ciclo celular, es el llamado punto W, y se 

encuentra antes de que ocurra la síntesis de DNA (Wharton, el al. 1982). 

Por otro lado, se sabe que existen substancias diversas que inhiben el ciclo celular. 

Los más estudiados son las chalonas, substancias solubles, histoespecíficas que inhiben 

la proliferación por mecanismos de retroalimentación, es decir, que cuando se encuentran 

en concentraciones altas actúan como inhibidores, mientras que a bajas concentraciones 

no tienen esa función (Cormarck, et al. 1987). 

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

competencia y por progresión, se han identificado dos clases de genes relacionados con la 

regulación del ciclo celular. La primera clase incluye a los genes cuya expresión es 

modulada a través del ciclo celular y son llamados ciclo celular dependientes, algunos 

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

calmodulina (Denhardt, et al. 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. 
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La segunda clase está constituida por los genes de respuesta temprana, que incluye 

a proto•oncogenes como el c-myc y el c-los (Muller, et al. 1904) La transcripción de esta 

clase de genes aumenta cuando las células en reposo son estimuladas a entrar al ciclo 

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

unen al núcleo y actúan corno reguladores de la transcripción (Curtan, et al. 1988). Esta 

clase de genes son susceptibles de regulación por factores de crecimiento, entre los que 

se encuentran el PDGF y el bFGF y la trombina (Bravo, et al.1905, Habier, et al. 1994). 

La información expuesta en esta sección puede ser de gran ayuda para entender a 

que nivel actúan los factores de crecimiento que pueden tener un efecto modulador dentro 

del ciclo celular, como es el caso de la a- trombina y el PDGF, que han sido ampliamente 

reportados corno factores mitogérricos para fibroblastos y que se emplearon para el 

desarrollo de esta tesis. 

C) Quimiotáxis 

Los fibroblastos son células capaces de migrar in vivo e in vitro hacia substancias 

quiomiotácticas a éstas. (Taller, et al. 1994). In vitro se han identificado numerosos agentes 

quimioatrayentes para fibroblastos, algunos ejemplos de éstos son la trombina (Dawes, et 

al. 1993), el PDGF (Osornio-Vargas, el al. 1990), el Factor Ouirniotactico para Fibroblastos 

Derivado de Linfocitos (LDCFF) (Postlethwarte, 1976), los tripéptidos y los dipéptidos de las 

colagenas tipo I, II, III (Postlethwaile, et al 1978), y los fragmentos de la fracción V del 

complemento (Postlethwait, et al. 1981). 

La quinnotaxis es importante en procesos normales como la iniciación y el 

mantenimiento de la respuesta inflamatoria y la reparación de tejidos dañados (Pierce, et 

al. 1991); se sabe que esta función biológica de los fibroblastos además tiene una 

participación importante en el establecimiento de padecimientos como la fibrosos 

pulmonar (Kovacs, et al. 1985). Al respecto existe una teoría que propone que el exceso de 

colágena y otras proteínas de matriz extracelular depositadas en el parenquirna pulmonar, 

durante las fases tempranas de este padecimiento los fibroblastos son quirnioatraídos 

hacía el pulmón y al aumentar su número, aumenta la fuente potencial de colágena. 
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En modelos experimentales de fibrosis pulmonar, se han identificado factores 

quimiotácticos para fibroblastos como: la fibronectina, la laminina y algunos péptidos 

derivados de la elaslina (Crouch, 1990,). Además en pacientes con fibrosis pulmonar 

intersticial se ha atribuido el reclutamiento de fibroblastos a la endotelina-1 (Giald, et al, 

1993), el PDGF (Martinet, el al. 1987, Osornio-Vargas, el al.1990) y la fibronectina 

(Kinsella, et al. 1989). 

D) Colágena 

i) Generalidades 

Las colágenas forman una familia de proteínas de la matriz extracelular. Hasta 

ahora se conocen 19 tipo diferentes Estas proteínas se agrupan en estructuras 

suprarnoleculares, que interactúan a su vez con otros componentes de la matriz 

extracelular como la fibronectina, los proteoglicanos y la laminina (Prockop, 1995). 

Una de las principales funciones biológicas de los diferentes tipos de colágenas es 

dar fuerza e integridad al tejido conjuntivo como son: el hueso, la piel y el tendón, entre 

otros. Las variaciones en la estructura fisicoquímica en cada tipo de colágena están 

relacionadas con su función específica (Prockop, el al.1995). 

Las moléculas de colágena están formadas por tres cadenas polipeptídicas 

llamadas cadenas a, las cuales están formadas por las secuencias repetitivas Gly-X-Y, 

donde aproximadamente una tercera parte de las posiciones X-Y, están constituidas por 

prolina e hidroxiprolina respectivamente (Prockop, 1995). La participación de estos dos 

aminoácidos restringe la rotación de la estructura de triple hélice, la cual se encuentra 

estabilizada por puentes de hidrógeno. La aparición repetitiva de la glicina cada tres 

aminoácida",.¡Termile la conformación de la triple hélice, ya que éste es un aminoácido 

pequeño, y por lo tanto, es el único que podría ocupar éste lugar (Prockop, et al. 1995). 
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Las moléculas de colágena miden aproximadamente 300 nrn de largo y 3 nin de 

diámetro y están empaquetadas en fibrillas, que llegan a medir hasta 100 nm (Kivikko, et 

al, 1993). 

ii) Tipos de colágenas 

Las colágenas se agrupan para su estudio en colágenas fibrilares, no fibrilares, y 

colágenas fibrilares asociadas (FACIT). Esa clasificación está de acuerdo a rasgos 

estructurales semejantes, corno son el tamaño de sus cadenas y la cantidad de regiones 

triple helicoidales que posee (Miller, et al.1987). 

A continuación en el cuadro 1, se enlistan los principales tipos de colágenas y su 

distribución en el tejido humano. 

CUADRO 1 Tipos de Colágenas 

COLAGENAS TIPO DISTRIBUCION EN EL TEJIDO 

F 

I Hueso, tendón, piel, tejido vascular, 

disco intervertebral 

I 

B II Cartílago, disco intervertebral 

R 

1 III Tejido vascular 

L 

A V Pulmón, piel. oso. hueso. placenta y 

R membranas letales 

E 

S X Cartílago articular 
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IV Membrana 	basal, 	glornerular 	y 

F 

i 

membrana basal del cristalino. 

8 VI Vasos, piel y disco intervertebral 

R 

N 	I VII Uniones derrnoepidérmicas 

O 	L 

A VIII Membrana 	del 	endotelio 	de 	la 

R cornea. 

E 

S X Placa del crecimiento epífiseal. 

IX Cartílago hialino y humor vitreo 

F 

A XII Tendón y piel de embrión, ligamento 

C peridental. 

I 

T XIV Tendón y piel fetal. 

La información presentada en esta sección es de importancia debido a que la 

producción de colágena es una de las principales funciones biológicas de los libroblastos, 

además se ha comprobado que la trombina, factor de crecimiento motivo de estudio de 

este trabajo, es un potente inductor de la producción de procotágela (Chambers, el al. 

1996). 
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II. Mediadores de la actividad fibroblástica 

En esta sección se revisarán brevemente las propiedades de algunos Factores de 

Crecimiento relevantes en funciones I ibroblásticas. Cabe mencionar que como en el 

presente trabajo. se evaluará el efecto biológico inducido por la trombina en fibroblastos de 

pulmón humano, se hará especial énfasis en los antecedentes, hasta ahora conocidos, de 

este factor. Esto proporcionará el marco de referencia ideal, para el mejor entendimiento 

del planteamiento de las hipótesis, y al mismo tiempo facilitará la evaluación de los 

resultados obtenidos. Un gran número de mediadores han sido caracterizados (Cuadro 2), 

la mayoría son de origen polipeptídico y afectan la producción de colágena, estimulando 

directamente su producción, o bien, induciendo la quimiotáxis y la proliferación de 

fibroblastos. 

CUADRO 2. EFECTOS DE FACTORES DE CRECIMIENTO EN FIBROBLASTOS 

MEDIADOR EFECTOS 	BIOLOGICOS 
...., 

REFERENCIA 

IGF•1 + Proliferación Philips, 	el al. 1987 

Interferón o. - Proliferación Duncan y Berman, 1987 

Interferón 8 - Proliferación Tominaga y Lengyel, 1985 

Interferón y + Proliferación Hunninghake, et al.1986 

III • o y 8 + Proliferación 

+Síntesis de colágena 
Sato, et al.1994 

Insulina - Síntesis de colágena Mauviel, 	et al. 1991 

PDGF + Prohferacíon Oliver, 	el a1.1989 
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Postaulandina El  - Síntesis (fe colagena Baum, et al. 1900 

Postaglandina E2  • Proliferación Oliver, 	et al.1989 

Acido retinoico + Proliteraciort 
- Síntesis de colágena 

Gray, 	et al.1990 

Oikarinen, et al.1987 

TGI:43 1 
+ Síntesis de Colágena 
+Degradación 	intracelular 	de 

colágena 

Varga y Jiménez, 1987 

Mcanully, el al. 1981 

Overalt, 	et al.1989 

TNF-rx 1 Proliferación Mauviel, 	el al.1991 

EGF --Síntesis de colágena Kurala y Hata, 1991 

ET-1 + Proliferación Cambray, el a1.1992 

Actor activador de 1- Proliferación Wahl y Gately 1983 

Corticoesteroides 
-Síntesis y producción de colágena 
+ Degradación de colágena 

Cockayne, el a1.1986 

-4- Aumento . 

- Disminución 

A) La (r-trombina 

La trombina es una proteasa de serbia, que es sintetizada por las células 

parenquirnatosas del higado (Ashton, et al. 1995, Roberts, el al. 1993)., la cual interviene 

en el último paso de la cascada de la coagulación y en otros procesos patológicos 

importantes corno enfermedades inflamatorias en el pulmón y la arterioesclerosis debido a 

su capacidad quimiotáctica y milogénica para un gran número de tipos celulares. 
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A continuación se enfatizarán algunos aspectos de la función biológica de la u- 

trombina, mismos que evidencian su capacidad de promover la proliferación de células 

mesenquimatosas y que consecuentemente, determinan su intervención en procesos 

fibróticos y de cicatrización. 

i) Estructura química. 

La u-trombina tiene un peso molecular de 37 KDa, y consta de dos cadenas 

polipeptídicas unidas por puentes disulfuro (Fenton, et al. 1993). Existen otros tipos de 

trombina la p y la y éstas presentan modificaciones estructurales con respecto a la u- 

trombina. La j3-trombina posee dos cadenas polipeptídicas de menor peso molecular, 

mientras que la y-trombina posee tres cadenas polipeptídicas también de menor peso 

molecular, que las que constituyen a la a- trombina (Fenton, et al.1993). 

La a- trombina posee un sitio activo conformado por un lugar catalítico, que posee 

tres aminoácidos; asparfato. serina y glicina. Además la u-trombina también posee un 

exositio, el cual funciona independientemente del sitio activo y está involucrado en el 

reconocimiento del fibrinógeno por la trombina (Fenton, 1991). 

- Receptor de la u-trombina 

La a-trombina es reconocida por un receptor, que posee siete dominios 

transmembranales acoplados al sistema de proteínas G (Ve, et at.1991). Para la activación 

de éste, es necesario que la a-trombina fraccione un segmento del receptor. Esto permite 

la exposición de una secuencia nueva de aminoácidos, muy específica, misma que genera 

diversas señales de transducción, algunas de éstas, son la hidrólisis del fosloinositocido, el 
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incremento del Ca+2 citosólico, la formación de eicosanoides y las 105100m:ion de 

proteínas en residuos de serina, treonina y tirosina (aras s, et al.1994), asi mismo, la 

trombina pone en acción la cascada de proteinas cinasas, tales como la activación de la 

mitosis vía la proteina cinasa (MAP), necesaria para el crecimiento de algunas células 

estimuladas por trombina, como se ha demostrado en la línea de megacanoblastos 

humanos CCL 39. 

Existe evidencia experimental que sugiere que el efecto mitogénico y quimiotáctico 

de la trombina, requiere que el receptor celular de ésta, este ocupado via sus dos sitios 

activos, el de proteolísis y otro sitio de unión de alta afinidad (Coughlin, et al.1994). 

Algunos estudios en los que se ha tratado de demostrar el posible mecanismo de 

inducción de la proliferación fibroblástica por trombina, muestran que el di-

isopropilfluorofosfato de trombina (análogo de la trombina, proteolíticamente inactivo), no 

es capaz de estimular la proliferación de fibroblastos, sin embargo, si es capaz de competir 

con la u-trombina activa para unirse a receptores membranales (Bar-Shavit, et al.1986). 

Al bloquear a la trombina con moléculas más grandes que el análogo antes 

mencionado, se ha observado una inhibición del fenómeno de competencia, hecho que 

sugiere que el sitio de unión de alta afinidad se encuentra muy cerca del sitio activo de la 

molécula de trombina (Bar-Shavit, et al.1986). 

Además de los sitios activos antes mencionados, la trombina posee un exositio de 

unión aniónico, independientemente del sitio catalítico. Este exositio tiene la capacidad de 

adhesión a superficies cargadas negativamente (Fenton, et al. 1991). 

ii) Síntesis 

La u-trombina se sintetiza a partir de la protrombina, un zimógeno catalíticarnente 

inactivo, que se produce en las células parenquirnatosas del hígado (Ashton, el al.1995). 

La protrombina es una glucoproteína de cadena sencilla, que posee un enlace disulfuro 
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que une las regiones A y B de la molécula, cuyo peso molecular es de 72 KDa (Fenton, et 

al. 1993) 

La conversión de la protrombina a trombina se lleva acabo en las plaquetas, en 

presencia de tosfolípidos plaquetarios, Ca24, el factor Va y el factor Xa. Los fosfolipidos se 

unen al Ca24 y a la protrombina, en la región mino terminal que contiene residuos de 

carboxiglutamato. El factor Va es sintetizado en el hígado por los hepatocitos, su 

concentración en plasma es de 10 mg/ mi; este colador se une a la membrana de las 

plaquetas y actúa como cotutor para el factor Xa, que es una proteasa de serina que corta 

la parte inactiva de la protrombina y libera a la trombina activa (Roberts, et a1.1993) 

Cabe mencionar que la trombina puede ser también activada, en la superficie de 

las células endoteliales, vía la acción de algunas proteínas do la cascada de la 

coagulación, además la trornbina en su forma activa puede almacenarse en los coágulos 

sanguíneos (Liu, et al.1979) y en la matriz de las células endoteliales (Bar-Shavit, et al. 

1989), para ser liberada durante los procesos fibrinolíticos hemostáticos; esto puede 

explicar que el plasma humano normal, contenga suficiente protrombina para generar 150 

000 unidades de u-trombina por litro y pese a que hay un consumo del 80% de la 

protrombina, solo el 10% de la u-trornbina potencial alguna vez es activada (Ashton, el 

al.1995). 

iii) Función biológica de la trombina. 

La u-trombina es una proteasa clave en la cascada de coagulación que actúa en la 

conversión de fibrinógeno a fibrina (Fenton, 1993), y que cataliza la ruptura de dos 

péptidos (los fibrinopéptidos A y B) (Furia, 1990), los cuales pueden producir proliferación 

en fibroblastos (Gray, et al. 1993). 
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Además de su papel hemostático se ha demostrado que la trombina estimula la 

proliferación de fibroblastos de pulmón humano (Gray, et a1.1990), que es quimiotáctico 

para monocitos, macrófagos (Bar Shavil, el at1983), neulrófilos (Bizios, et al. 1986), es 

capaz de activar a las plaquetas (Hartwing, et al.1995) y altera algunas funciones de las 

células endoteliales (Berk, et al. 1991 y Murray, et al.1995). Esta capacidad de la trombina 

para atraer células sanguíneas al sitio de lesión vascular, enfatiza el papel de esta 

proteasa en la iniciación y mantenimiento de la respuesta inflamatoria y probablemente su 

relevancia en la patogénesis de la fibrosis pulmonar. 

Otra función relevante de la trornbina, que apoya la hipótesis de su intervención en 

padecimientos fibróticos en el pulmón, es su capacidad para aumentar la síntesis de 

procolágena en fibroblastos de pulmón humano (HLF-1) (Hernández, el al. 1995) 

- Proteasa de la cascada de coagulación 

La cascada do coagulación es un proceso enzimático constituido por una serie de 

reacciones proteolíticas, en la que en cada paso, un zirnógeno es convertido a su forma 

activa (Roberts, et al:1993). 

La principal función fisiológica de la cascada de la coagulación, es detener la 

hemorragia de los vasos lesionados; esta se puede activar por dos vías, la intrínseca que 

es el resultado de la interacción de sustancias presentes en la sangre llamados factores de 

la coagulación, y la extrínseca, que resulta cuando es activado un factor externo a la 

circulación denominado hístico (factor III, Ashton, el al.1995) 
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La a-trombina corno una de las proteasas de serina que actúa dentro de este sistema 

de la coagulación posee como función principal hidrolizar, específicamente ésta rompe 

cuatro enlaces peptídicos Arg-GIi, presentes en la molécula de fibrinógeno, lo que da como 

resultado, la liberación del rnonómero de fibrina y dos fibrinopéptidos de carga negativa, el 

fibrinopéptido A y el B (Gray, et al.1993). Además de convertir el fibrinógeno en fibrina, la 

trombina también convierte el factor XIII en (actor XIII activo, que es una transglutaminasa 

que realiza enlaces entre los monómeros de fibrina, produciendo polímeros de fibrina con 

enlaces cruzados, lo que le da estabilidad al coágulo sanguíneo. 
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Por medio de estudios de bioli5gía molecular realizados sobre el proceso de la 

coagulación, se han postulado nuevas funciones de la trombina (Roberts, et al.1993), 

entre algunas de estas se encuentra una activación de las plaquetas (Ruggon, et a1.1994 ), 

asi como una facilitación de la activación y el ensamblaje de los demás factores y los 

coladores sobre la superficie plaquetaria (Nurdon, et al. 1994). Cabe mencionar que en 

ambos casos se produce un incremento en la generación del factor Xa, la a-trombina y la 

fibrina (Roberlis, el al. 1993). 

- La a-trombina corno agente mitogénico. 

Por otro lado, se ha demostrado que la trombina es quimiotáctica y mitogénica para 

los fibroblastos fetales de piel de rata y los fibroblastos de prepusio humano (Dawes, et al. 

1983). También se conoce el efecto modulador de la trombina potenciando la proliferación 

de los fibroblastos de pulmón humano (Gray, et al.1990). 

El mecanismo mediante el cual la a•trombina inicia la proliferación en fibroblastos 

no es conocido plenamente, sin embargo, existen evidencias experimentales que 

muestran que la proliferación de libroblastos, requiere que el receptor celular para 

trornbina este ocupado, via sus dos sitios activos: el proteolítico y otro sitio de unión de alta 

afinidad (Bar-Shavit, et a1.1992). 

Por otro lado se ha postulado la hipótesis de la señal doble de trombina, la cual 

postula que la primera señal de la inducción de la proliferación se da cuando la trombina 

se une al sitio de alta afinidad, y la segunda, vía la ruptura proteolitica de un sitio 

alternativo del receptor (Fenton, et a1.1991,1993). Además se ha demostrado que la 

adición de la -y-trombina a cultivos de fibroblastos no es estímulo suficiente, para promover 

la proliferación celular. Sin embargo, la adición de la y-trombina en combinación con el 

diisopropilflourolostato estimula un efecto semejante al inducido por la a-trombina sola, lo 

que demuestra el efecto complementario de ambos sitios. 
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Se piensa que la lrombina juega un papel importante en procesos normales como: la 

cicatrización y el remodelado vascular y en procesos patológicos corno enfermedades 

inflamatorias del pulmón y la arterioesclerosis. Aparentemente la habilidad de la trombina 

como mediador de tales eventos radica, en su capacidad para promover la proliferación de 

fibroblastos (Cheng, et a1.1975), las células del músculo liso y los macrólagos (Bar-Shavit, 

et al. 1991). 

Otra evidencia que apoya la hipótesis de que la trombina está involucrada en 

procesos patológicos como la fibrosis pulmonar, via la inducción de la proliferación de 

fibroblastos, es el hecho que pueda ser generada crónicamente en el sitio de lesión, ya 

sea por la liberación de la enzima secuestrada en el coágulo de fibrina o bien, por la 

activación continua de las vías de la coagulación en presencia de un endotelio activado. 

Debido a la relevancia, de la trombina en el establecimiento de un proceso fibrótico, más 

adelante se tratara ampliamente el papel de esta proteasa en la fibrosis pulmonar. 

- La a trombina como factor quimiotáctico 

También se sabe que la a-trombina es quirniotáctica para monocitos, macrótagos (Bar 

Shavit, 1993) neutrófilos y fibroblastos de piel de rata (Dawes, et al. 1993). Esta capacidad 

de la trombina para atraer a células sanguíneas al sitio de lesión vascular, enfatiza el papel 

de esta proteasa en procesos de iniciación y mantenimiento de la respuesta inflamatoria y 

probablemente su relevancia en la patogénesis de la fibrosis pulmonar. 

Los mecanismos mediante los cuales la trombina ejecuta esta respuesta d a  tipo 

quimiotáctico, parece no ser enzimátiza, ya que se ha comprobado que las formas 

catalíticamente inactivas de la trombina, retienen su actividad quirniotáctica. Los 

receptores de membrana que median la respuesta quimiotáctica de los neutrófilos, los 

monocitos y los macrófagos, no se conocen exactamente, se ha determinado que son 

receptores diferentes a los que median la quimioatracción inducida por los péptidos del 

tipo F-Met-Leu-fenil-OH (Bar-Shavit, el al. 1993). 
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iv. Inhibidores de la actividad biológica de la trombina 

La actividad catalítica de la trombina puede ser inhibida por varias sustancias: estos 

inhibidores pueden ser naturales como la antitrombina III y la hirudina, o bien, sintéticos 

como el PPACK (D-Phe•Pro•ArgCH2CI, Fenton, 1993). 

- Antitrombina III 

La anti-trombina III (AT-III) humana tiene un peso molecular de 58 KDa. Un análisis 

de la estructura primaria de este inhibidor, demuestra que esta constituído por ciertos 

dominios como el sitio reactivo, sitios de unión potencial a la heparina, una conformación 

sensible a triptofano, así como algunos enlaces disulfuro S-S. La anti-trombina es capaz 

de neutralizar la actividad biológica de la trombina, formando con ella un complejo en 

relación estequiométrica 1:1, entre el sitio reactivo (arginina) y el centro activo de la 

trombina, serina (Rosenberg, et al. 1987). 

41 	Según experimentos realizados in vitro, en presencia de heparina, ésta se une a los 

residuos de lisina, presentes en la AT-III, induciendo una alteración alostérica de este 

inhibidor específico de la trombina en el residuo de arginina, que hace a la molécula más 

accesible a la trombina. Se sabe que la heparina aumenta la formación del complejo 

trombina-AT-III, hasta en 1000 veces, esto es sobresaliente, ya que existen muchos 

mucopolisacáridos presentes en el organismo, cuya estructura es muy parecida a la de la 

heparina, por lo que podría esperarse, in vivo un comportamiento semejante (Rosenberg, 

et al.1987). 

Hirudina 

La hirudina es un inhibidor específico y altamente selectivo para la trombina. Este se 

obtiene de la sanguijuela medicinal europea Hirudo medicinalis, sin embargo, en estudios 

recientes se han encontrado residuos proteicos semejantes en otras especies más 

populares de sanguijuela. La hirudina tiene una estructura nuclear apelar, unida por tres 
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puentes disulfuro, y una parte final o cola aniónica. La hirudina y la o.-trombina forman un 

complejo no covalente con relación estequiométrica 1:1, en donde el grupo apolar de la 

hirudina se une a las regiones apolares cercanas al sitio cataltítico de fa proleasa y su 

exositio es ocupado por la parte final aniónica del inhibidor (Fenton, et al. 1991). 

- PPACK 

Se han sintetizado algunos péptidos derivados del arginil clorometil catana que 

inhiben a la trombina. Estos péptidos contienen una secuencia do aminoácidos semejante 

a la que contienen los sitios claves de los..sustratos fisiológicos de la trombina. En cuanto al 

mecanismo de acción de estos, se piensa que alquilan al centro activo de la trombina. 

Algunos ejemplos de estos péptidos son: ILe-Pro-ArgCH 2C1, Val-Pro-ArgCH2CI, así como 

también D-Phe-Pro•ArgCH2C1, denominado como PPACK. El PPACK también interactúa 

con la trombina en una relación estequiométrica 1:1 (Kether, et al. 1979). 

y) La a-trombina en la fibrosis pulmonar 

La fibrosis pulmonar es una patología con causa desconocida y cuyo desarrollo, 

oCasiona una insuficiencia respiratoria, que progresa hasta la muerte. La fibrosis pulmonar 

esta caracterizada por un incremento en la producción de proteínas de la matrix 

extracelular y una alteración en el número de espacios relacionados con las células del 

parenquima. Este aumento en la Producción de matriz, se a atribuído a la activación y 

proliferación de fibroblastos pulmonares, probablemente debido a la participación de 

diferentes citocinas y mediadores inflamatorios que se ha reportado, se encuentran en el 

lugar de la lesión pulmonar, corno la trombina (Crouch, et al. 1990). 

Algunos trabajos experimentales que apoyan la idea de que la trombina es la 

responsable de la proliferación de los fibroblastos pulmonares en padecimientos fibróticos, 

son los realizados por Tani y colaboradores (1991), en los cuales se reportó una 

concentración significativamente alta de trombina en los lavados broncoalveolares (LBA) 

de ratones con fibrosis; además se demostraró que dichos LBA, poseían poder mitogénico 
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para tibroblastos in vitro y que éste se podia atribuir a la trombina por lo menos 

parcialmente (Tani, et al. 1991). 

Corno ya se mencionó anteriormente, en trabajos realizados con LBA de pacientes 

con esclerosis sistémica, se ha demostrado un aumento en la concentración de trombina y 

de su capacidad para incrementar la proliferación en fibroblastos (Hernández, et al. 1995 

y Ohba, et al.1994). 

Con respecto a la via por la cual la trombina aumenta la proliferación de los 

tibroblastos, se han propuesto dos teorías, una que afirma que esta proteasa es la 

resposable directa de este aumento en la proliferación (Hernández, et al. 1995) y otra que 

sostiene que la trombina induce la liberación de otros factores de crecimiento, 

principalmente el PDGF, responsable de este aumento en la proliferación fibroblástica 

(Ohba, et al.1994). 

B) Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 

El PDGF como ya se mencionó antes, es un mediador de la quimiotáxis y la 

proliferación de fibroblastos, que ha sido estudiado muy ampliamente (Heldin, et al, 1993). 

Debido a que en el desarrollo del presente trabajo, se pretende determinar si el 

efecto mitogénico inducido por la trombina en fibroblastos adultos de pulmón humano, es 

mediado por él PDGF, en la siguiente sección se revizarán las principales propiedades de 

dicho factor de crecimiento, que permitirán comprender cabalmentetos objetivos y los 

resultados de este trabajo. 

En 1974, se caracterizó al PDGF como uno de los factores mitogénicos presente en 

el plasma sanguíneo. Debido a que éste es sintetizado en los gránulos a de las plaquetas, 

se nombró Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), sin embargo, 

actualmente se conocen numerosas células capaces de producirlo como los macrófagos, 

las células endotetiales, los trofoblastos, las células de músculo liso y esquelético, los 
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fibroblastos activados, células tumorales y algunas líneas celulares leucémicas 

(Ross,1987). Las células que poseen receptores para PDGF y que por lo tanto constituyen 

células blanco de este factor de crecimiento, son las células del tejido conjuntivo, como los 

fibroblastos, las células vasculares del músculo liso, las células epiteliales y algunas 

células tumorales (Gotub, et al. 1994). 

i) Estructura química 

La molécula del PDGF es una glucoproteína catiónica y dimérica, que consta de 

dos cadenas polipéptidicas (A y B) unidas entre sí por puentes disulfuro, estas dos 

cadenas poseen un 60% de homólogia (Heldin, et al.1993). El PDGF tiene un peso 

molecular total de 30 KDa, su cadena a tiene un peso molecular de 14 KDa y la cadena 13 

de 17 KDa (Ross, et a1.1987). 

ii) Receptores para PDGF 

Se conocen dos tipos de receptores para PDGF el a y el ís, cada uno difiere en su 

afinidad por las diferentes formas estructurales del PDGF. El receptor a tiene afinidad 

únicamente por PDGF-AA, mientras el receptor p, interactúa con todas las formas 

estructurales del PDGF (Bonner, et al.1993). 

Los receptores del PDGF, poseen dominios intracelulares con actividad de tirosin 

cinasa, que se estimula con la unión del PDGF, y genera una compleja cascada de 

señales de transducción (Franke, 1995). La unión de los diferentes Meros de PDGF con 

su receptor, resulta primeramente en una dimerización y autofosforilación del receptor, 

prerequisito para la asociación y activación de la fosfotipasa C-y, el fosfatidilinositol 3 

cinasa, la proteína activadora de GTPasa, el RAF-1, la activación del calcio y la activación 

de la proteín cinasa C (Faller, 1994). Así mismo, se activa la expresión de genes de 

respuesta temprana y una gran variedad de respuestas celulares atribuidas al PDGF, como 

la proliferación y la quimiotáxis (Franke, et al. 1995 y Heldin, et a1.1993). 
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iii) Actividad Biológica del PDGF 

Aunque las distintas formas estructurales del PDGF están muy relacionadas entre si, 

cada una de éstas induce diferentes efectos biológicos. Por ejemplo, el PDGF•BB induce 

un incremento en la actividad quimiotáctica de células de músculo liso, (Martinet, 1987), así 

como en fibroblastos, (Seppa, et al. 1982), rnonocitos y neutrófilos (Duel, et al.1982), El 

PDGF-AA, en cambio, induce en fibroblastos un aumento en la respuesta mitogénica 

Heldin, 1985, Clark, et al.1989) esta variabilidad en los efectos biológicos producidos por 

cada uno de los dímeros del PDGF, se puede explicar por la diferencia en la cantidad de 

receptores expresados por cada tipo celular, y por la concentración de cada dimero, 

presente en el microambiente celular (Bonner, et aI.1993). 

vi) Papel del PDGF en la cicatrización del tejido y la fibrosis 

Entre las funciones biológicas más importantes del PDGF se encuentra su 

participación en la cicatrización de heridas, por su poder quimiotáctico y mitogénico para 

diferentes tipos células como las rnesenquimatosas (Pierce, et al.1991). Otras evidencias 

que comprueban el papel del PDGF en la cicatrización y en la reparación de tejido es que 

las plaquetas, principal fuente de PDGF y los macrofagos que expresan mRNA de las dos 

cadenas del PDGF (Rappole, el al. 1988), son los primeros tipos celulares en llegar al sitio 

de lesión . 

Por otro lado, existen numerosas evidencias que confirman la importante 

participación del PDGF en los diversos procesos fibróticos. En modelos animales se ha 

demostrado que los macrófagos secretan grandes cantidades de PDGF (Kovacs, 1985). 

Así mismo, se han observado niveles elevados de PDGF-B y del mRNA del receptor B del 

PDGF en el intersticio pulmonar (Fabisiak, et al.1989). 

JUSTIFICACION.. Se ha demostrado que la u-trombina ejerce un efecto mitogénico 

en fibroblastos letales de pulmón humano (Hernández, et al.1995). En este trabajo, se 

busca comprobar si la trombina ejerce un efecto mitogénico en fibroblastos de pulmón 
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humano adultos (CCD 16 Lu), semejante al antes reportado en los fibroblastos pulmonares 

fetales. Como se mencionó anteriormente, existen varias propuestas que tratan de explicar 

si la proliferación celular inducida in vitro, por la trombina en fibroblastos pulmonares, se 

puede átribuír directamente ala acción de esta proteasa, o bien ésta es mediada, vía la 

liberación del PDGF. Por lo que en este trabajo se pretende también la dilucidación del 

mecanismo de proliferación inducido por la trombina en fibroblastos de pulmón humano 

adulto. El desarrollo de la presente tesis nos permitirá tener un modelo más cercano y con 

repercusiones a la realidad importantes en el estudio de padecimientos fibróticos en el 

pulmón. Debido a que se sabe que la concentración de trombina aumenta 

considerablemente, en LBA de pacientes con fibrosis pulmonar y considerando que a ésta 

se le a atribuído el aumento en la proliferación y la quimiotáxis de fibroblastos pulmonares. 
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CAPITULO 2 



HIPOTESIS 

Si la oc-trombina induce una estimulación en la proliferación de fibroblastos de 

pulmón humano fetal, entonces en fibroblastos de pulmón humano adulto, se esperaría 

observar un electo cualitativamente semejante. 

La estimulación de la proliferación inducida por la oc-trombina en fibroblastos 

pulmonares se ha atribuído a la acción del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 

(PDGF) a las 48 h. En períodos tempranos, (menores de 48h) se esperaría que la rx-

trornbina induzca proliferación sin la participación del PDGF. 
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OBJETIVOS 

1.- Determinar el efecto de la.  a-trombina en la proliferación de fibroblastos de 

pulmón humano adulto normal a diferentes tiempos. 

2.- Correlacionar la respuesta celular previamente reportada para fibroblastos de 

pulmón humano fetal, con la obtenida en los fibroblastos de pulmón humano adulto, 

3.- Determinar la contribución específica de la a-trombina en la estimulación de la 

proliferación celular, mediante el empleo de inhibidores específicos de esta proteasa de 

cerina: hirudina y anti-trombina III. 

4.- Determinar la contribución específica del PDGF a la estimulación de la 

proliferación inducida por la a• trombina, mediante el uso del anticuerpo neutralizante de 

actividad biológica: anti-PDGF. 
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CAPITULO 3 

1 



MATERIALES Y METODOS 

I. Cultivo celular 

Para el desarrollo del presente trabajo, se emplearon fibroblastos de pulmón 

humano adulto normal CCD 16 Lu, (American Type Culture Collection , Rockville, MD, 

USA). Estos fueron cultivados en medio de cultivo Eagte Modificado por (DMEM, GIBCO-

BRL, Gaithersburg, MD, USA), suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF, GIBCO-

BRL, Gaithersburg, MD, USA) y mantenidos en una atmósfera húmeda al 5% de CO2 y a 

una temperatura de 37 0C. El DMEM fue suplementado con los antibióticos: penicilina-

estreptomicina (10 000 U) (Sigma, ST Louis, MD,USA) y también glutamina (200 mM) 

(GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA), aminoácidos no esenciales (0..081 g / L) (Sigma, 

ST Louis, MD,USA) y vitaminas (Sigma, ST Louis, MD,USA). 

A) Cuenta Celular y determinación de viabilidad 

El canteo celular se realizó en una suspensión celular diluida 1:1 con el colorante 

vital azul trípán preparado al 0.05% con solución salina isotónica. Una fracción de esta 

mezcla, se colocó en la cámara de Neubauer y se contó el número de células que se 

encontraban en la cuadrícula empleada para el canteo de los glóbulos blancos, 

calculando. 

No. células/m1No. cekilas  x 2 x 15 xl.Q3  

8 

donde 
	

8 : Número do cuadros contados. 

2 : Dilución del colorante 

15: volumen total de la dilución 

103: transformación de mm3 a ml. 
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La viabilidad celular se determinó por exclusión del colorante azul de hipan , 

calculando: 

de viabilidad: = N.  de clulas teñidas  X 1$0.9 

No. células totales 

II. Evaluación del efecto inducido por trombina en la proliferación celular 

Como se mencionó anteriormente el principal objetivo de este trabajo, es determinar 

el efecto de la a-trornbina en la proliferación de fibroblastos de pulmón humano adulto 

normal a diferentes tiempos, para lo cual se uso un método colorimétrico basado en el 

empleo del colorante azul de metileno. Este se fundamenta en la penetración y posterior 

elución de dicho colorante en las células, permitiendo el canteo celular de fibroblastos 

cultivados en placas de 96 pozos (Oliver, 1989). 

Se trabajó con fibroblastos cultivados hasta la confluencia total en las condiciones 

antes descritas. Estos se sembraron en placas de 96 pozos (6x103  células por pozo) con 

DMEM suplementado al 0.4% con SBF y se preincubaron durante 24 hrs, para asegurar 

su adhesión al sustrato y su estado en fase G o  Después se inició el experimento 

agregando 100 tal de trombina a diferentes concentraciones (0.93 x10-11, 1.25 x10.11, 1.87 

x10-11, 2.5 x10-11. 3.75 x10.11, 5.x10-11, 10 x10-11  M ), preparadas en DMEM suplementado 

con 0.4% de SBF y se incubó durante 48 hrs más. 

Se emplearon como control del experimento tibroblastos a los que solo se les 

adicionó DMEM suplementado con SBF al 0.4%. mientras que como control positivo se 

trabajó con fibroblastos cultivados en presencia de DMEM adicionado con SBF al 10%. En 

cada experimento se probaron en paralelo 6 replicas de cada dilución. 
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Al término de este período se eliminó el medio cultivo de la placa de 96 pozos, y 

esta se lavó con solución amortiguadora de losfatos. las células se fijaron agregando 100111 

de solución formol- salina al 10%. Después de 30 minutos se eliminó la solución fijadora y 

las células se tiñeron con 100 ji I del colorante azul de metileno (Sigma, ST Louis, 

MD,USA) preparado al 1% en una solución amortiguadora de boratos (0.01M, pli=8.5). El 

exceso de colorante fue removido con cuatro lavados de la placa de 96 pozos en solución 

amortiguadora de boratos (0.01M). La elución del colorante de las células, se llevó a cabo, 

mediante la adición a cada pozo de 100 1rl de alcohol ácido (HCI 0.01 M) preparado en 

etanol absoluto (1:1 v/v). 

Finalmente se midió la absorbancia del colorante eluido a 650 nm utilizando un 

espectral otómetro para placas de cultivo de 96 pozos (Labsystem Multiskan MS, 

MCC/340). Los resultados se expresaron como el porcentaje de estimulación inducido por 

el factor a probar, en comparación con la estimulación observada en el medio control. 

A) Validación del ensayo de proliferación 

A fin de validar el ensayo de proliferación celular, en al menos tres placas de cultivo 

de 96 pozos de cada experimento (seleccionadas al azar), se cantó bajo el microscopio 

(con ayuda de una lente con cuadrícula) el número de células/pozo. Este resultado se 

correlacionó con las absorbancias cuantificadas previamente. 

III. Determinación de las condiciones óptimas del cultivo. 

A) Determinación de la concentración óptima de SBF 

Debido a que la proliferación de los fibroblatos depende de la densidad celular sembrada 

y de las concentraciones de suero a las que se cultiven, como primer paso en el desarrollo 

de este trabajo, se estandarizó la concentración óptima de SBF a emplear. 
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Para determinar la concentración a la que se deberia pieineubar las células pata 

asegurar su adhesión a la placa de cultivo, sin estimular previamente los mecanismos de 

proliferación, se realizó una curva dosis-respuesta con diferentes concentraciones de 

suero (0.125% a 2% en dobles diluciones). En paralelo se estandarizó el tiempo de 

incubación del cultivo (24, 48 y 72 h). 

Todos los ensayos que se describen a continuación, se realizaron en las 

condiciones óptimas estandarizadas; preincubación de 24h en DMEM al 2% de SBF. 

B) Determinación de la concentración óptimas de trombina 

Para determinar el efecto de la trombina en la proliferación se realizó una curva 

dosis-respuesta de trombina a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h), adicionando diferentes 

concentraciones de trombina (0.935 X 10-11,1.25 x 10.11, 1.87 x 10-11, 2.5 x 10.11, 3.75 x 

1011, 5.1 x 10-11, 10 x10.11  M ) a cultivos de fibroblastos en placas de 96 pozos, corno se 

describió anteriormente. En paralelo se estandarizó el tiempo óptimo de acción de la 

proteasa. (24,48 y 72 h) 

C) Curva dosis-respuesta a trombina en presencia de 1TS 

Para eliminar la presencia del suero durante el experimento, después de sembrar 

las células y preincubarlas 24 h con DMEM suplementado con 2% de SBF, se incuban las 

células 24 hrs más en presencia de un suplemento constituido por insulina, transfenina y 

Selenio, (ITS, Sigma, ST Louis, MD,USA), el cual le proporciona a las células los 

nutrientes indispensables para su crecimiento, pero elimina el ruido, que pudiera inducir la 

gran cantidad de factores de crecimientos presentes en el suero. 
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Para comprobar que este cambio no representaba modificaciones en la proliferación 

inducida por la trombina, se realizaron dos curvas dosis-respuesta a trombina a este 

tiempo, bajo las dos condiciones, es decir, con DMEM adicionado con 2% de SBF y con 

DMEM adicionado con ITS, en este caso, el medio control estaba constituido por 

libroblastos crecidos unicarnente con DMEM suplementado con ITS. 

IV. Determinación de la contribución específica de la trombina a la 

proliferación fibroblástica. 

A) Determinación de la concentración óptima de los inhibidores de 

trombina: la antitrombina III y la hirudina 

Para cuantificar la contribución específica de la trombina ala proliferación 

fibroblástica, en este trabajo, se utlizaron inhibidores, como la hirudina y la antitrombina III. 

A fin de determinar la concentración, a la cual los inhibidores de trombina no tuvieran 

efecto per se, en la proliferación de los fibroblastos y que inhibieran la actividad biológica 

de la trombina, se realizó una curva dosis respuesta, en las condiciones descritas en los 

ensayos anteriores, en la cual se probaron diferentes concentraciones de antitrombina III 

(Sigma, ST Louis, MD, USA) (0.375 X10-8  M a 12 X 10-8  M, en dobles diluciones) y de 

hirudina (Sigma, ST Louis, MD,USA) (0.562 X 10-9 M a 18 X 10.9  M, en dobles diluciones). 

B) Efecto inducido por la trombina en presencia de hirudina y 

antitrombina III 

Para verificar si la proliferación obtenida en presencia de la trombina, correspondía 

a la acción directa de esta proteasa, se realizó un ensayo donde se adicionó al cultivo 

mezclas, de la concentración óptima de trombina (5X10•i 1  M) y cada uno de las 

concentraciones óptimas de los inhibidores determinadas previamente (ver resultados). 
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V. Validación del ensayo de proliferación celular. 

A fin de valorar el ensayo de proliferación celular, en al menos 3 placas de cultivo de 

96 pozos de cada experimento (seleccionados al azar), se contó bajo el microscopio (con 

la ayuda de una lente con cuadricula) el número de células/pozo. Este resultado se 

correlacionó con las absorbancias cuantificadas previamente. 

VI. Mecanismos de proliferación celular inducidos por trombina 

A) Determinación de la concentración óptima del Factor de Crecimiento 

derivado de Plaquetas (PDGF) 

Existen reportes recientes en la literatura (Ohba, 1994) que sostienen que la acción 

de la trombina sobre la estimulación de la proliferación de los fibroblastos se produce 

através de la liberación de otros factores de crecimiento como el PDGF conocido factor 

mitogénico y quimiotáctico para fibroblastos (Seppa, 1982, Osornio, 1990, Bonner, 1990). 

Este trabajo tiene como objetivo probar que la proliferación inducida en presencia 

de trombina a tiempos cortos no se debe a la liberación del PDGF, sino a la acción directa 

de esta proteasa. Por lo anterior se estandarizó la concentración a la cual el PDGF induce 

una mayor proliferación para utilizarla como control en la cuantificación de la contribución 

específica de trombina a la proliferación. 

Para conocer la concentración óptima de PDGF en la proliferación libroblástica. se 

realizó el mismo procedimiento que en el caso anterior, pero ahora se trabajó con 

concentraciones de PDGF total y con cada una de sus diferentes formas estructurales (AA, 

AB y BB, R &D Systems. Minneapolis. MN. USA.) (4ng/ml a 128ng/ml, dobles diluciones). 

Los experimentos se desarrolladoron durante 48 hrs, tiempo después del cual se evaluó la 

proliferación celular, inducida por cada una de las diferentes formas estructurales del 

PDGF y el total, mediante el método azul de metileno. 
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B) Proliferación celular inducida por trombina en presencia de Anti-

PDGF 

Para comprobar si la proliferación inducida por la u-trombina se debia o no a la 

acción del PDGF, se realizó un experimento, donde se incubó durante 48 h, una mezcla de 

la dosis óptima de trombina (5 X 10-11  M) y la dosis óptima del anticuerpo neutralizante de 

la actividad del PDGF (100 lig / ml) (estandarizada previamente). Como control del 

experimento, se incubó simultáneamente una mezcla de PDGF (32 ng / ml) y la dosis 

óptima de anti-PDGF. 

C) Optimización del tiempo de acción de la trombina en la proliferación 

fibroblástica 

Corno los inhibidores específicos de la trombina, la AT-III y la hirudina tuvieron un 

efecto mínimo de inhibición sobre la proliferación inducida por la trombina en el ensayo 

realizado a las 48 h; (ver la sección de resultados). Se intentó comprobar si a tiempos más 

cortos, menores a 48 h (0, .2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 28 y 30) la trombina manifestaba algún 

efecto sobre la proliferación fibroblástica. 

O) Contribución especifica de la trombina a la proliferación 

fibroblástica en tiempos cortos 

Para determinar la contribución específica de la trombina en la proliferación de los 

fibroblastos a tiempos cortos, se realizó el mismo ensayo de proliferación efectuado a 48 h, 

pero ahora a 8 y 28 h (picos máximos de acción de la trombina, ver resultados), incubando 

mezclas de la concentración óptima de trombina, en presencia de la dosis óptima de cada 

uno de sus inhibidores (AT-111 y hirudina), y por otro lado la dosis óptima de trombina más la 

dosis óptima de anti-PDGF. 
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E) Análisis estadísticos 

Para el análisis estadístico se empleo la prueba paramétrica de t de "student" 

tomando una p > 0.05 como significativa. 
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CAPITULO 4 



RESULTADOS 

(.Determinación de las condiciones óptimas del cultivo. 

Debido a que la proliferación de libroblastos depende de la densidad celular 

sembrada y de la concentración de suero que se utilice para su cultivo, el primer paso en 

este trabajo fue estandarizar la concentración de suero que se utilizaría en el cultivo 

celular, ya que la densidad celular ya había sido estandarizada previamente (6x103  

células por pozo cultivadas en 100 pl DMEM en placas de cultivo de 96 pozos) 

(Hernández-Rodríguez, 1995). 

A) Curva dosis respuesta a SBF en fibroblastos CCD 16 Lu 

Con el fin de asegurar que la respuesta de los fibroblastos al agregar la a-trombina, 

fuera independiente de la contribución que pudiera ejercer el suero contenido en el modio 

utilizado para su cultivo y considerando que estos fibroblastos no se pueden cultivar en 

ausencia total de este suplemento (resultados no mostrados). Se determinó la mínima 

concentración de SBF que pudiera emplearse en el desarrollo de los experimentos y la 

concentración óptima de SBF para lograr la adhesión celular a las placas de cultivo. 

Se trabajo con dos diferentes concentraciones de SBF (0.4 y 2%) en las primeras 24 

hrs del período de preincubación. En el caso de la preincubación con SBF al 0.4% los 

porcentajes de estimulación sobre el medio control observados fueron muy bajos (datos 

no mostrados), lo que indicaba una adhesión celular insuficiente. 
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En cambio, para la preincubación realizada con SBF al 2%, se obtuvieron 

absorbancias aceptables. Por lo que ésta concentración de SBF, se empleo como óptima 

durante el desarrollo de todos los experimentos posteriores. En cuanto al efecto del SBF 

en la proliferación de los fibroblastos a diferentes tiempos, como puede verse en la gráfica 

1, el SBF indujo un efecto de estimulación de la proliferación celular dependiente de la 

dosis y del tiempo de incubación, a mayor dilución de SBF (2%) y mayor tiempo de 

incubación (72 hrs), se observa una mayor estimulación de la proliferación. 

Como control positivo, se trabajo con SBF al 10% y se obtuvieron porcentajes de 

estimulación de 58% ± 0.5%, 120% ± 0.5% y 148 ± 1% para 24, 48 y 72 hrs, 

respectivamente (resultados no mostrados en la gráfica). 
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13) Curva dosis-respuesta a la trombina a diferentes tiempos. 

En las condiciones antes descritas, se incubaron diferentes concentraciones de 

trombina (0.935 x 10.11, 1.25 x 10°- 1.87 x 10", 2.5 x 10 -11, 3.75 x 1011. 5.1 x 10 11, 10 

x10.11  M), preparadas en DMEM suplementado con SBF al 2%, durante 24, 48 y 72 h, para 

definir la concentración y el tiempo óptimo de acción de esta proteasa de serina. 

Proliferación Celular 

GRAFICA 2 

72h 

48 In 

24 h 

En la gráfica 2 se muestra, que la trombina indujo un efecto dosis-dependiente con 

un máximo de estimulación de la proliferación fibroblástica, en cualquiera de los tres 

periodos de tiempo probados (24.6 % ± 0.2% para 24 h, 39 %± 0.2 % para 48 h y 45 % 

0.1% para 72 h) a una concentración de 5 x 10 -11  M. Sin embargo, en la curva de 24 h se 

observaron valores de estimulación relativamente bajos. Por otro lado, considerando que a 

las 72 h podrían empezar a generarse "in sito" otros factores de crecimiento, que 

intervinieran en el sistema y que enmascararían por tanto, el efecto de la trombina 

(Baserga, et al. 1985), se seleccionó el tiempo de 48 fi. como tiempo óptimo para el 

desarrollo de experimentos posteriores. 
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En paralelo se trabajó con SBF al 10% como control positivo, los porcentajes de 

estimulación observados en este caso fueron 60% ± 1%, 98% J. 1% y 150% ± 1%, para las 

24, 48 y 72 h respectivamente (datos no mostrados en la gráfica). 

C) Curva dosis-respuesta a trombina en presencia de ITS 

Para eliminar la posible participación de factores de crecimiento presentes en la 

baja concentración de suero utilizada (2%), en la proliferación del cultivo, se probó trabajar 

con medio DMEM enriquecido con un suplemento compuesto de insulina, transferrina y 

selenio (ITS). En paralelo se utilizó medio de cultivo suplementado con SBF, a fin de 

comparar los resultados obtenidos, y verificar si había diferencia significativa entre ambos 

grupos de resultados. 

GRAFICA3 	 GRAFICA 4 
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Como se puede observar en las gráficas 3 y 4 en ambas condiciones de cultivo, es 

decir, en presencia de Hl' o ITS, la trombina indujo una estimulación de la proliferación 

celular de los fibroblastos CCD 16 l.0 en forma dosis dependiente, después de 48 h de 

cultivo, no se observó una diferencia significativa en la estimulación inducida por trombina 

entre ambos experimentos. El punto estimulación máxima para la curva dosis•respuesta a 

trombina con ITS fue de 36.55 % ± 0.5% mientras que para la realizada en presencia de 

SBF fue de 44% ± 0.1%. Considerando estos resultados, los siguientes experimentos se 

llevaron a cabo en medio DMEM suplementado con ITS. 

El control positivo (SBF 10%) en estos casos, indujo una estimulación de la 

proliferación tibroblástica de 97% ± 1% y 99% ± 1%, para la curva de SBF e ITS 

respectivamente (resultados no mostrados en la gráfica). 

II. Validación del ensayo de proliferación 

La gráfica 5 muestra un ejemplo de validación realizado en los experimentos principales. 
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La correlación obtenida presentó un coeficiente de correlación de 0.94 con p<0.05, 

lo que resulta muy alto y válida perfectamente el método indirecto utilizado para obtener 

los resultados en este trabajo. 

III. Determinación de la contribución específica de la trombina a la 

proliferación de fibroblastos de pulmón humano adulto. 

A fin de determinar la contribución específica de la trombina, al incremento en la 

proliferación de los fibroblastos de pulmón humano (CCD 16 Lu), se trabajó con dos 

inhibidores específicos de la trombina, la hirudina y la anti-trombina III. Primeramente se 

estableció el efecto que cada uno de éstos, tenía en la proliferación celular por si solo. 

Posteriormente, se estableció la dosis óptima de inhibición de cada uno de estos, con 

trombina en dosis de estimulación subóptima (3.75x10 -11  M), para asegurar que el 

inhibidor bloqueara plenamente la acción biológica (proliferación) de esta proteasa de 

serina. 

A) Determinación de la concentración óptima de los inhibidores de 

trombina 

Se trabajó con un amplio intervalo de concentraciones de hirudina (0.562 x 10-9  a 

18 x10.8  M) y de anti-trombina III (0.375 x10.8  a 12 x10-8  M), mismas que se adicionaron a 

la monocapa de fibroblastos mantenidos en las condiciones antes descritas, (placas de 96 

pozos, DMEM-F12 + ITS, 5% CO2, etc). 
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CUADRO 3 Efecto del inhibidor Antitrombina III 

Antitrombina 	III 
(M) 	' 

% Estumulación 
sobre medio control 

EEM 

0.375 x10.8  48.2 1.0 

0.75 x100  9.5 1,0 

1.5 x10.8  7.0 2.0 

3 x10-8  7.6 1.0 

6 x10.8  0.0 1.0 

12 x10.8  -29 0.5 

Como se observa en el cuadro 3, la AT-III indujo efectos diversos en la proliferación 

de los fibroblastos CCD 16 Lu, a dosis entre 0.375x10-8  y 3 x10•8 M estimuló la proliferación 

(48.2% ±1%, 9.5% ± 1% , 7.0% ± 2% y 7.6 1.-1% respectivamente), mientras que a la dosis 

de 12 x 10.8  M, aparentemente no sólo inhibió la proliferación, sino que fue tóxica (-29% ± 

0.5%). La única dosis donde la AT-III no afectó la proliferación fue 6 x 10.8 M. 

CUADRO 4 Efecto del inhibidor hirudina 

Hirudina 
(M) 

% estimulación sobre 
medio control 

EEM 

0.562 x10-8  7.5 1.0 

1.11 	x10.8  3.9 0.7 

2.25 x10•8  3.8 .0.5 

4.5 x10.8  10.6 2.0 

9 	x10.8  0.0 1.0 

18 x10.8  • -8.4 1.0 
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En el cuadro 4 puede verse que el efecto de la hirudina en la proliferación 

fibroblástica, en dosis de 0.562 x10-9  , 4.5 x10-9  fue de estimulación, mientras que a la 

dosis de 18x10-9  M fue de inhibición de la proliferación. Solamente la dosis de 9x10•9  no 

indujo ningún cambio significativo en la proliferación de fibroblastos con respecto al medio 

control. En los experimentos subsecuentes, se trabajó con estas dosis de AT-III (6x10.8M) y 

hirudina (9X 10.9  M) respectivamente como óptimas. 

8) Efecto de la u-trombina inducido en proliferación, en presencia de 

sus inhibidores 

Aunque es bien conocido que los inhibidores de la trombina, interactúan con ésta en 

una relación estequiométrica 1:1, las dosis de AT-III y hirudina, seleccionadas como 

óptimas representan más del doble de la concentración óptima de trombina (5x1011M), lo 

que asegura en un 100% la inhibición del efecto de la a-trombina.En este experimento de 

proliferación celular, se probó la dosis óptima de trombina en presencia de las dosis 

óptimas de hirudina y AT-III, a lin de corroborar la inhibición. 

GRAFICA 6 
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Como puede verse en la gráfica 6, la ATI!! indujo una inhibición significativa hasta 

del 83%, (1)4.05) de la estimulación de la proliferación inducida por trombina (45%± 0.9%, 

p<0.05) . Un efecto semejante se observo en presencia de la hirudina, quien inhibo en un 

93.0% la proliferación inducida por trombina a las 46 h.. 

Como control se trabajó en paralelo con AT-III y hirudina solas. Se corroboró que 

éstos per se no estimularon la proliferación fibroblástica significativamente (1°/0 ± 0.5% y 

2% ± 0.7% respectivamente). 

IV. Mecanismos de proliferación celular inducido por la trombina 

A) Curva dosis•respuesta al PDGF 

Como uno de los objetivos del presente trabajo, plantea dilucidar el mecanismo de 

acción de la trombina para inducir el incremento en la estimulación de la proliferación 

fibroblástica, es decir, determinar si la trombina actúa por si misma, o bien vía la acción del 

PDGF, primeramente se realizó un ensayo de proliferación, bajo las condiciones descritas, 

donde se determinó el efecto inducido por este factor de crecimiento a la proliferación de 

los fibroblastos de pulmón humano adulto (CCD 16 Lu). Se adicionó diluciones de las tres 

diferentes formas estructurales del PDGF (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-BB) (4 a 64 ng/ml 

en dobles diluciones). 
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La gráfica 7 muestra, el efecto inducido en la proliferación de fibroblastos CCD 16 

Lu por las tres formas estructurales del PDGF. Cada una de estas indujo un efecto dosis 

dependiente, aunque el PADGF-BB estimuló menos la proliferación celular, observándose 

una estimulación máxima de 57.2% ± 0.7% a una concentración de 32 ng/mi. El control 

positivo (SBF al 10%) indujo una estimulación de la proliferación sobre el medio control de 

117% ± 0.9%, 130% ± 0.7%, 138% ± 1%. para PDGF-BB, PDGF-AB y PDGF-AA 

respectivamente. 

Las formas estructurales AA y AB mostraron un comportamiento muy semejante, 

observándose puntos de estimulación máxima de 85.2% ± 0.6% y 66 % ±0.7% para PDGF 

•AA y PDGF-AB respectivamente a una dosis de 32 ng/ml. 

Por otra parte, se repitió el experimento antes planteado, pero ahora empleando 

diluciones de PDGF humano total. 
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Como puede verse en la gráfica 8 el PDGF total incremento la proliferación 

libroblástica en forma dosis dependiente, observándose un máximo de estimulación de 

85.9% ± 2%) con respecto al medio control, a la dosis de 128 ng/ ml. El control positivo 

(SBF al 10%) indujó una estimulación de la proliferación sobre el medio control de 164% ± 

2%. 

Debido a que la mayor estimulación de la proliferación fibroblástica inducida por las 

diferentes formas estructurales del PDGF, se observó con PDGF AA, a la concentración de 

32 ng/ml, este se uso como control adicional para los siguientes experimentos 

B) Proliferación celular inducida por trombina en presencia de Anti-

PDGF 

111 
PDGI- 

Ant1•1,1)61.  

GRAFICA 9 

En la gráfica 9 se observa que después de 48 hrs de cultivo la trornbina (5 x 10-11  

M), indujó una estimulación de la proliferación fibroblástica del 58 % ± 0.3%, dicha 

proliferación fue bloqueada significativamente (p<0.05) hasta en un 99% al incubar la 

trombina en presencia de anti-PDGF (100pg/m1). Como control del experimento se trabajo 

simultáneamente con PDGF-AA (32 nryint, concentración estandarizada previamente), anti- 

52 



PDGF solo y su combinación. El PDGF indujo una estipulación de la proliferación del 

69%± 1% misma que fue inhibida significativamente (p<0.05) hasta un 93% con el 

anticuerpo anti-PDGF. Este último a la concentración empleada, no indujo ningun cambio 

significativo en la proliferación fibroblástica (0.9 ± 0,5%). 

C) Curva dosis-respuesta a trombina en tiempos cortos 

Una vez comprobado que el efecto de la proliferación fibroblástica inducido por la 

trombina, era inhibido totalmente por anti-PDGF a las 48 h, se intento corroborar el efecto 

ejercido por esta proteasa de serina, pero ahora a tiempos más cortos. Se realizó una 

cinética de proliferación a tiempos diferentes (0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 28, 30 y 48 h) en 

presencia de trombina, 

CUADRO 5 Proliferación inducida por trombina en el tiempo 

[Trombinn) 
(X10'11M) 

2 h 4h G h 8 h r 10 h 24 h 28 h 30 h 48 h 

0.935 8.6% 1.6% 9.4% 9,4% 2% 2% 15% 2% 47.3% 

1.25 •1.9% 
,.. 

14% 14.7% 14.7% 1% 1% 11.9% 2% 43.1% 

1.87 
. 

6% 12.2% 12.5% 12.5% 1% 1% 11.3% 3% 48.3% 

2.5  9.6% 11.5% 14.7% 14.7% 3.6% 3.6% 26.8% 5% 65.6% 

3.75 7.3% 11.8%  18.3% r  18.5% , 6.4% (3.4% 27.7%_ 6% 63% 

5 9.9% 
... . 

14.7% 12.8% 
- 

3 3. 7 % 15.1% 11.2% 
. 

29. 8 % 15% 6 G % 

10 5.7% 8.9% 31% 31% 10% 10% 28% 11.9% 44% 

Como se observa en el cuadro 5, independientemente de la concentración usada, 

se observó un efecto dosis respuesta a trombina muy semejante. Destacan dos puntos de 

estimulación en la proliferación fibroblástica inducida por la dosis óptima de trombina 

5x10.11M para 8 y 28 hrs con valores de 33.7% ± 2% y 29.8%3.. 2% respectivamente. 

Los valores de proliferación obtenidos para el control positivo en los tiempos de 8, 

28, y 48 h fueron 90% ± 2%, 89% ± 2% y 102% ±3, respectivamente. 
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En la gráfica 10 se observa que a la concentración óptima de trombina (5 x 10.1,  

M)destacan dos puntos de estimulación máxima en la proliferación tibroblástica, (adicional 

al de 48 hrs al que ya se había trabajado) 33.7 ± 1% y 29.8 ± 2%, a las 8 y 28 hrs 

respectivamente. Dicha estimulación en la proliferación fue significativa (p<0.05) con 

respecto a lo observado en el medio control. 

O) Proliferación inducida por trombina (8h) en presencia de hirudina, 

anti-trombina III y Anti-PDGF. 

Para poder observar, si el punto de estimulación de la proliferación encontrado a 

las 8 y a las 28 h se debía a la acción directa de la trombina, se realizaron dos ensayos de 

proliferación como los descritos para la gráfica 9 a 48 h, pero ahora incubando 8 y 28 h 

respectivamente. 
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GRAFICA 11 

Como puede observarse en la gráfica 11 la proliferación inducida por la trombina 

las 8 h (29.0%±0.3%), fue inhibida significativamente (p<0.05) hasta en un 86.3% por 

hirudina y en un 86.2% por AT-111, mientras que con el anticuerpo neutralizante de la 

actividad biológica del PDGF, el anti-PDGF, no se inhibió significativamente la acción de 

esta proteasa de serina(2% ± 0.4%). 

El PDFG-AA (32 ng/ml) estimuló la proliferación de los fibroblastos en un 13 	± 

0.4% en 8 h y dicha estimulación fue inhibida significativamente (p<0.05) hasta en un 

100% por el Anti-PDGF (100 ng/m1).. Este anticuerpo no indujo cambio alguno en la 

proliferación tibroblástica (-2% ±I%). Tampoco los inhibidores de trombina hirudina y AT-III, 

a las dosis probadas indujeron un efecto significativo en la proliferación de los fibroblastos 

CCD 161_u (5% ± 1% y 2% ±1 % respectivamente). 
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GRAFICA 12 

En la gráfica 12, se observan los resultados del ensayo semejante al antes 

presentado, pero realizado a las 28 de incubación, (otro de los puntos de estimulación 

máxima en la proliferación fibroblástica inducida por trombina). La trombina indujo una 

estimulacón del 27% ± 1%, después de 28 h. Esta estimulación fue inhibida 

significativamente (p<0.05) por hirudina, AT-III y Anti-PDGF con valores de inhibición del 

88.1%, 86.6 %, 51.2% respectivamente. 

El PDFG-AA 132 ng/m1) estimuló la proliferación de los fibroblastos en un 23.9 % ± 

1% en 28 h y dicha estimulación fue inhibida significativamente (p<0.05) hasta en un 

100% por el Anti-PDGF (100 ngirn1). Los inhibidores de trombina hirudina, AT-III y el 

inhibidor de PDGF (Anti-PDGF), per se, a las dosis probadas no indujeron efecto 

significativo en la proliferación fibroblástica (2% ±0.8%, 2.0 % ± 1 `Yo y -2% ± 1%, 

respectivamente). 
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F) Proliferación inducida por trombina (48 h) en presencia de hirudina, 

anti-trombina III y Anti-PDGF. 
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En la gráfica 13, se observan los resultados del ensayo realizado a las 48 h de 

incubación, a este tiempo, la trombina induje, una estimulacón del 45%± 0.9%,. Esta 

estimulación fue inhibida significativamente (p<0.05) por hirudina, AT-III y Anti-PDGF con 

valores de inhibición del 97 ±0,5%, 86.6 % ± 0.6%, 93% ± 0.6% respectivamente. 

El PDFG-AA (32 ng/mI) estimuló la proliferación de los fibroblastos en un 69.9 %.1  

1% en 48 h y dicha estimulacón fue inhibida significativamente (p<0.05) hasta en un 100% 

por el Anti-PDGF (100 ng/ml). Los inhibidores de trombina y el PDGF, per se, a las dosis 

probadas no indujeron ningún efecto significativo en la proliferación fibroblástica (1.3% 

±0.7%, 3%± 0.4 %, y -2 % ± 0.5%, para hirudina, AT-III y anti-PDGF respectivamente). 
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Los resultados observados en esta gráfica se habían presentado anteriormente por 

separado en las gráficas 6 y 9, por lo que se puede observar es que el comportamiento es 

reproducible. 
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CAPITULO 5 



Discusión 

Con el desarrollo del presente trabajo se determino el efecto de la u-trombina en la 

proliferación de fibroblastos de pulmón humano adulto (CCD 16 Lu). Estos resultados se 

correlacionan con los obtenidos en fibroblastos de pulmón humano fetal (IMR-90, 

Hernández, 1995), encontrando que la trombina induce un aumento significativo en la 

proliferación celular de los fibroblastos de pulmón humano adulto normal, con un 

comportamiento dosis-respuesta, y con un punto de estimulación de la proliferación celular 

máximo a la concentración de 5x10 -11M. El comportamiento de los fibroblastos de pulmón 

humano fetal, fue semejante, solo que en este caso la estimulación máxima se encontró a 

la dosis de 1x 10-10M. 

Otro objetivo de esta tesis fue dilucidar el mecanismo de acción de fa trombina para 

estimular la proliferación fibroblástica. En la literatura se ha reportado al PDGF como el 

factor de crecimiento responsable de la proliferación celular inducida por la trombina en 

fibroblastos. Sin embargo, con el desarrollo de este trabajo, se demostró que la trombina 

posee tres picos de estimulación máxima a diferentes tiempos (8, 28 y 48 h), encontrando 

que a 8 h, la trombina induce per se , a proliferación celular en los fibroblastos CCD 16 Lu, 

mientras que a las 28 h, se demostró una contribución significativa del PDGF al aumento 

en la proliferación y finalmente a las 48 ti, como ya se había reportado en la literatura, se 

determinó que el responsable de la proliferación celular inducida en los fibroblastos era el 

PDGF. 

I. Cuantificación de la proliferación fibroblástica 

Una de las mayores ventajas que ofrecen los experimentos realizados en cultivos 

celulares, como los empleados en el desarrollo de la presente tesis, es que brindan 

información sobre el comportamiento de poblaciones puras y además permiten la 

caracterización de mediadores que modulan diversas actividades biológicas. En este caso 

específico se estudió la modulación fibroblástica inducida a nivel de la proliferación celular, 

por la u.-trombina. 
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El nietud() colorimetticu, basado en el uso del colorante azul de metileno, que se 

empleo para la evaluación de la proliferación fibroblástica, durante el desarrollo del 

presente trabajo, es un sistema in vitro, que permite determinar el efecto de factores de 

crecimiento puros o presentes en fluidos biológicos, en la proliferación de dichas células 

(Oliver, 1989). Una de las ventajas del sistema, es que permite observar directamente el 

electo del factor de prueba en las células. Los ensayos convencionales utilizados para la 

determinación de la proliferación celular, se basan en el uso de isótopos radioactivos y 

evaluen la incorporación de timidina tritiada, sin embargo, éstos asumen que la cantidad 

de precursor radioactivo adicionado al cultivo celular en división será empleado en su 

totalidad, además son largos y llevan implícito el riesgo del trabajo con material 

radioactivo. En cambio el método del azul de metileno, es rápido, evita el uso de material 

radioactivo y permite la confirmación de los resultados por cuenta directa (Oliver, 1989). 

Cabe mencionar que en este estudio en particular, se estandarizaron las condiciones de 

trabajo (bajas concentraciones de suero, y el empleo de un sustituto del suero: ITS) de tal 

manera que la evaluación de la proliferación fibroblástica pudiera ser atribuida 

exclusivamente al factor de crecimiento a prueba (la a-trombina), descartando la 

contribución del suero presente en el medio de cultivo ya que fue imposible trabajar en 

ausencia del mismo. 

Aunque el ensayo colorimétrico desarrollado en placas de 96 pozos, permite la 

determinación rápida de la actividad de factores de crecimiento como la u.-trombina, debo 

mencionar que existen algunos problemas inherentes al sistema. Este implica el uso de 

cultivos celulares establecidos y poseen la desventaja de que la respuesta observada en 

los primeros pases, disminuirá 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 hace 

el ensayo muy especifico, puede llegar a inducir una sobre estimación del efecto de la 

citocina en estudio; Otra limitante del sistema incluye, el que no es posible la detección de 

actividad biológica latente (potencialmente activable durante el desarrollo del ensayo), o 

bien parcialmente activa (moléculas precursoras) presente en el sistema. Es importante 

tener en consideración las limitaciones del sistema que se utilizó durante el desarrollo de 

la presente tesis, a fin de determinar objetivamente los alcances y limitaciones de las 
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observaciones realizadas. Cabe mencionar sin embargo, que en un intento por disminuir 

estas 'imítenles, se controló el número de pasaje celular en el que se desarrollaron los 

experimentos y se empleo una concentración de anticuerpo anti-PDGF, que no saturara el 

sistema. Así mismo debe mencionarse que el sistema de prueba se válido (ver gráfica 5) 

mediante la correlación de la cuenta directa de algunos pozos de las placas de los 

experimentos más importantes del trabajo, con las absorbancias previamente obtenidas a 

650 nm, para estos mismos pozos (taray, 1991, Oliver, 1989). Corno se puede observar en 

la gráfica se obtuvo una buena correlación (r=0.94). 

II, Estandarización de las condiciones óptimas del cultivo 

Los fibroblastos de pulmón humano adulto normal (CCD 16 Lu) empleados para el 

desarrollo del presente trabajo, deben ser crecidos en DMEM-F12 al 10% de SBF. Estos 

como se puede observar en la gráfica 1, fueron sembrados con una densidad de 6X103 

células/pozo como se reporta en la literatura para otras líneas de fibroblastos (Hernández, 

1995). Los resultados de este trabajo, demostraron que se requería suplementar al medio 

DMEM•F12 con 2% de SBF, como concentración mínima para la preincubación de 24hrs; y 

asegurar de esta forma su adhesión a la placa de cultivo, su estado en fase G0  y al mismo 

tiempo evitar una estimulación en la proliferación celular, que enmascararía el efecto 

inducido por el factor de crecimiento a probar, la a-trombina, ya que corno lo muestra la 

gráfica 1, la proliferación inducida después de 48 y 72 hrs de incubación es muy alta. 

En un principio se intentó realizar la siembra a una concentración de SBF de 0.4%, 

reportada como óptima para trabajar con fibroblastos de pulmón humano fetal (Hernández, 

1995, Dawes, 1993, Grey, 1991, Cambrey, 1992), sin embargo. a esta concentración, los 

fibroblastos de pulmón humano adulto normal (CCD 16 Lo) , no se adherían a la placa de 

cultivo, por lo que se tuvo que aumentar la concentración del SBF al 2% para la siembra 

de las células. 

61 



Debuto a que esta linea celular es incapaz de crecer sin suero, para eliminar la 

presencia del sucio, una vez que las células se adherían a la placa, se dejaron incubar 24 

hrs más con DMEM suplementado con ITS, que es un sustituto del suero, que provee a las 

células de los nutrientes mínimos para crecer, pero evita la presencia de los múltiples 

factores de crecimiento que están en el suero. La incubación con este sustituto nos 

asegura que las células no entrarán en contacto con otros factores de crecimiento, 

diferentes a la trombina que enmascararían el efecto de esta proteasa de serina, durante 

los experimentos. Mediante la repetición de experimento mostrados en la gráfica 3, pero 

ahora en presencia de ITS (gráfica 4) pudimos determinar que la proliferación inducida por 

la trombina en el sistema, no se ve afectada si se incluye en los experimentos la presencia 

de este sustituto del suero. En resumen, en este trabajo se demostró que esta línea celular 

de fibroblastos CCD 16 Lu, se debe mantener en DMEM-F12, sembrados con una 

densidad de 6 X103 células /pozo en DMEM-F12, preincubadas 24 hrs bajo estas 

condiciones y 24 hrs más con DMEM suplementado con ITS y posteriormente agregar el 

factor de crecimiento a probar, durante 48 hrs. 

III. Proliferación inducida por trombina en los fibroblastos de pulmón 

humano adulto. 

Los resultados obtenidos con el desarrollo de la presente tesis, muestran que la 

trombina es un factor mitogénico para los fibroblastos de pulmón humano adulto normal 

(CCD 16 Lu), utilizados para este trabajo. Estos resultados concuerdan con lo que ya habla 

sido reportado para fibroblastos de pulmón humano fetal (Hernández, 1995). En esta línea 

celular de fibroblastos, la trombina indujó una respuesta dosis-dependiente semejante a lo 

reportado para libroblastos de pulmón humano fetal (IMR-90) (ver gráfica 2), solo que la 

dosis a la que se encontró una estimulación máxima (56.6 % ± 0.1%) en esta línea celular 

de fibroblastos fetales fue 1x10.10  M mayor a la concentración a la que se encontró la 

estimulación máxima, inducida por trombina (44 %±0.1%) en los fibroblastos de pulmón 

humano adulto (CCD 16 Lu, 5x10-11 M). En la sección de antecedentes se explicó 

detalladamente el mecanismo de regulación del ciclo celular, inducido por diversos 

factores de crecimiento, entre los que se encuentran la trombina. Cabe mencionar que 
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dentro del sistema de proliferación in vitro, con el que se trabajó en esta tesis. seguramente 

existen moduladores positivos y negativos de la proliferación celular, por lo que los efectos 

de proliferación que se evaluaron, son entonces el resultado del balance neto del efecto de 

estos moduladores sobre la división celular de los fibroblastos. 

Las diferencias encontradas, en las concentraciones de estimulación óptimas 

inducidas por la trombina, en las dos lineas celulares de fibroblastos CCD 16 Lu y IMR-90,. 

se debe posiblemente, a que el número de receptores para trombina varia entre una línea 

celular y otra, dando como resultado que una linea celular sea más sensible a la presencia 

de esta proteasa de serina. (Coughlin, 1994). 

Con esta parte del trabajo se logró cumplir uno de los objetivos de la tesis, que era 

conocer el efecto de la trombina en los fibroblastos de pulmón humano adulto y 

correlacionar la respuesta observada en estos tiboblastos, con el efecto ya reportado para 

la trombina en fibroblastos de pulmón humano letal (Hernández, 1995). 

IV. Mecanismos de proliferación inducidos por trombina 

Existe evidencia experimental que sugiere, que la modulación fibroblástica inducida 

por los diferentes factores de crecimiento, es el resultado de la interacción entre ellos. Poi 

ejemplo, se sabe que la trombina induce la expresión y secreción de factores de 

crecimiento, o bien induce su liberación de la matriz extracelular, tal es el caso del PDGF 

(Ohba, 1994), el TGF(3 (Taipale, 1992), el bFGF (Benezra, 1993), la endotelina-1 (Shani, 

1989). Por otro lado, se sabe que el TGF (S induce la secreción del PDGF (Led, 1986) y que 

éste último puedo a su vez, mediante el dímero BB inducir la expresión del TGF(i. Es 

importante mencionar que se ha demostrado que cualquiera de estos factores son capaces 

de inducir una estimulación de la proliferación fibroblástica (Kelly, 1990). 

Todos estas complejas relaciones, en las que esta involucrada la trombina, factor 

de crecimiento estudiado en este trabajo, son una muestra de que la interacción entre 

diferentes citocinas, debe ser la base de la modulación fibroblástica y que es mucho más 
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compleja do lo que se piensa (Baltegan, 1990). Debe considerarse además, que existe un 

gran número de citocinas de las cuales se conocen poco y que no están bien 

caracterizadas todavía. Sin embargo, primeramente debemos entender la actividad 

moduladora inducida por los factores de crecimiento puros, para que posteriormente 

podamos integrar el conocimiento de las complejas interacciones que se establecen entre 

éstos y determinar su efecto en la modulación de los diferentes tipos de actividad biológica 

(Hernández, 1995). 

En esta parte del presente trabajo, se trato de dilucidar la modulación fibroblástica, a 

nivel de proliferación realizada por la trombina en los tibroblastos de pulmón humano 

adulto (CCD 16 Lu). Al respecto en la literatura se ha reportado (Ohba, 1994), que a 

tiempos de 48 hrs, la trombina induce la expresión, la síntesis y la liberación de diversos 

factores de crecimiento, principalmente el PDGF. Como ya se mencionó en la sección de 

antecedentes, este ha sido caracterizado como un potente mitógeno para fibroblastos 

(Heldin, 1985) y del que además se sabe que cada forma estructural produce diferente 

efecto sobre la misma línea celular (Bonner, 1993), Para determinar la, modulación 

inducida por este factor de crecimiento sobre la proliferación fibroblástica, en esta línea 

celular de fibroblastos, se realizó una cuerva dosis-respuesta para las diferentes formas 

estrucrurales del PDGF (AA, BB,,AB, ver gráfica7) y para el PDGF total (ver gráfica 8), 

observandose que la estimulación máxima de la proliferación fibroblástica fue inducida por 

la forma estructural AA, a una concentración de 32 ng/mf, lo que concuerda con lo sita en 

la literatura para otras líneas celulares de tibroblastos humanos 	1985, Clark, 

1989). 

Para cuantificar la contribución específica de la trombina y el PDGF a la proliferación 

fibroblástica, se emplearon inhibidores específicos para cada factor de crecimiento; para la 

trornbina (Huridina y AT-III, ver gráfica 6) y el anticuerpo neutralizante de la actividad 

biológica Anti-PDGF para el PDGF. 
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Los resultados obtenidos demostraron que la proliferación inducida por trombina a 

las 48 hrs. es producida por la liberación al medio del PDGF (ver gráfica 9). Estos 

resultados concuerdan con lo que había sido reportado por Ohba y Col. en 1994, sin 

embargo, debido a que la hipótesis planteada en este trabajo, es que a tiempos cortos la 

trombina puede actuar por sí sola, se realizó una curva dosis-respuesta a trombina en el 

tiempo. Esta hipótesis se apoya en hechos corno que el PDGF es un factor de crecimiento 

por competencia (Stilles, 1979), y el período de acción de este tipo de factores de 

crecimiento, tiene una duración de 18 hrs aproximadamente (Barsega, 1985), por lo que a 

tiempos más cortos no tendría tiempo de actuar. Con la realización de la curva en el tiempo 

(ver gráfica 10), donde se observó, que existían dos puntos de estimulación máxima de la 

trombina en el tiempo (previos al tiempo de 48hrs, en el cual ya se había estado 

trabajando) a las 8 y a las 28 hrs (gráfica 10). Con el desarrollo del presente trabajo, se 

demostró que la trombina es responsable del incremento en la proliferación fibroblástica 

inducida a las 8 hrs (ver gráfica 11) y solo parcialmente responsable a las 28 hrs (ver 

gráfica 12). La acción directa de la trombina a tiempos cortos, ya había sido reportada para 

fibroblastos de pulmón humano fetal por Hernández en1995, lo cual había implicado a la 

trombina como importante agente en el establecimiento de la fibrosis pulmonar, pero era 

importante verificar el comportamiento de los fibroblastos de pulmón humano adulto, ya 

que estos ofrecen un modelo más cercano a la realidad, en el caso de los padecimientos 

fibróticos. 

En esta tesis se investigó la modulación fibroblástica inducida en los fibroblastos de 

pulmón humano adulto (CCD 16 Lu), por la trombina, a nivel de proliferación celular. Estos 

resultados permitieron establecer que la trombina induce un incremento en la proliferación 

in vitro de esta línea celular. Con respecto a los mecanismos de proliferación que esta 

proteasa induce, se comprobó que existen tres picos de estimulación máxima de la 

proliferación fibroblástica en el tiempo, a las 8, 28 y 48 hrs; a las 8 hrs la estimulación de la 

proliferación se debe a la participación directa de esta proteasa, mientras que a las 28 hrs. 

ya existe una intervención importante del PDGF en la estimulación de la proliferación, 

finalmente a las 48 hrs, la estimulación de la proliferación se debe principalmente al PDGF 

liberado probablemente por la acción de la trombina. 
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CONCLUSIONES 

- Se determinaron como condiciones óptimas de cultivo, preicubación de 24 h con SBF al 

2% e incubación de 48 h en presencia de ITS. 

- La u-trombina indujo in vitro una estimulación de la proliferación fibroblástica, en forma 

dosis-dependiente. La dosis óptima de estimulación fue de 5 X 10.11 M. 

- A dicha dosis se detectaron puntos de estimulación máxima a las 8 y 28, y 48 h. 

- Mediante el empleo de inhibidores específicos de la actividad biológica de la trombina 

(hirudina y AT-I11), se determinó que la estimulación en la proliferación fibroblástica, 

inducida por esta proteasa a las 811, era atribuible unicamente a la acción de la trombina. 

- Mediante el empleo de inhibidores específicos de la actividad biológica de la trombina 

(hirudina, At-Ill), se determinó que la estimulación en la proliferación fibroblástica, inducida 

por esta proteasa a las 28 11, era atribuida parcialmente a la acción de la trombina 

- Mediante el empleo de un inhibidor específico de la actividad biológica del PDGF (Anti-

PDGF), se determinó que la estimulación en la proliferación fibroblástica, inducida por la 

trombina a las 48 h era atribuida a la acción del PDGF. 
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Perspectivas futuras 

El tipo de respuesta biológica evaluada en el presente trabajo (proliferación celular). 

podría ser explicada vía la actividad del receptor de trombina, el cual se sabe que posee 7 

dominios transmembranales y está acoplado al sistema de proteinas G (Vu, 1991). Las 

señales de transducción inducidas por éste, se propagan hacia el núcleo y otros 

compartimentos por dos vías, la adenilato ciclasa y el fosfatidil inositol-fosfolipasa C, este 

último genera dos segundos mensajeros, el inosito1-1,4,5-trifosfato y el diacil glicerol 

(Coughlin, 1994). Se sabe que estas señales de transducción inducidas por la trombina 

activan sistemas de protein cinasa de tirosina (ligadas a receptores de factores de 

crecimiento como el PDGF) y proteín cinasas a mitógenos (MAP cinasas), constituidas por 

la familia de serinaltreonina cinasas. Específicamente se ha demostrado que las MAP 

cinasas son importantes en la respuesta mitogénica inducida por la trombina en 

fibroblastos y células del músculo liso (Rabiet, 1994). 

Aunque se conoce, lo antes mencionado sobre el receptor de trombina, todavía 

permanecen sin contestar preguntas como: ¿cuál es el papel de la trombina en la 

activación del receptor, una vez que la ruptura proteolitica ha sucedido?. ¿Cuál es el 

número de receptores que pueden ser activados por una sola molécula de trombina?. 

¿Cuál es el mecanismo específico mediante el cual el dominio SFLLRN del receptor de la 

trombina, al quedar expuesto conduce a su activación?. Mismas que seria interesante 

considerar para investigaciones futuras. 

, Sobre el mecanismo de proliferación inducido por trombina el cual se trato de 

dilucidar en este trabajo, seria importante saber : 

¿Si la trombina es capaz de regular la síntesis del PDGF en el tiempo o solamente 

es capaz de liberarlo al medio?. ¿Si la trombina está modulando el número de receptores 

para PDGF en la superficie celular?. ¿Cómo actúa la trombina, en la regulación genética 

del ciclo celular?. ¿Cómo interactúa con otros factores de crecimiento?. 
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