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EFECTO DEL SURFACTANTE PULMONAR SOBRE LA TASA DE
CRECIMIENTO CELULAR, APOPTOSIS Y EXPRESION GENICA DE
COLAGENA, COLAGENASA Y TIMP-1 EN FIBROBLASTOS
DERIVADOS DE PULMON HUMANO.

RESUMEN

La migracion de fibroblastos hacia los espacios alveolares, es un evento que
ocurre habitualmente después de un dafio pulmonar; en estas condiciones, los
fioroblastos quedan expuestos al surfactante. Se examiné el efecto de Survanta y
las apoproteinas del surfactante SP-A y SP-D sobre la tasa de crecimiento celular
y apoptosis, y sobre la expresién de proalfai(l) colagena, colagenasa-1y TIMP-1.
Material y Métodos. Se expusieron cultivos de fibroblastos normales de pulmén
humano a 100, 500 y 1000 microg/m! de Survanta; 10, 50 y 100 microg/mi de SP-
A, 500 mg/m! de Survanta mas 50 microg/ml de SP-A o 3 microg/ml de SP-D. La
tasa de crecimiento celular se evalud utilizando un ensayo, la apoptosis mediante
tincién nuctear, marcado distal de DNA y ELISA. La expresion de proalfai(l)
colagena, colagenasa-1 y TIMP-1 mediante Northern blot.

Resultados. Survanta indujo la apoptosis en los fibroblastos, aumento la expresion
de colagenasa-i y disminuyé aproximadamente 10 veces la expresion de
proalfai(l) colagena afectando la estabilidad del mRNA. La SP-A aumento
aproximadamente en un 80% la expresién de colagenasa-1, sin ningun efecto
apreciable sobre la expresion de colagenasa-1, TIMP-1 o la tasa de crecimiento
celular. La SP-D aumentd considerablemente la expresion de proalfat(l) colagena,
sin efecto aparente sobre colagenasa-1. Cuando los fibroblastos se expusieron
simultaneamente a Survanta y SP-A, los efectos de Survanta se disminuyeron.
Conclusiones. La fraccion lipida del surfactante indujo la apoptosis de fibroblastos,
e indujo un fenotipo profibrosante. La SP-A atenud estos efectos.



SURFACTANT EFFECTS ON HUMAN LUNG FIBROBLASTS
GROWTH RATE, APOPTOSIS AND COLLAGEN, COLLAGENASE
AND TIMP-1 GENE EXPRESSION

Abstract

Fibroblast migration into alveolar spaces is a common event following lung injury,
and under these conditions, fibroblasts can be exposed to pulmonary surfactant.
We examined the effect of Survanta and surfactant protein A (SP-A) on fibroblast
growth and apoptosis, and on alfa-1 type | collagen, collagenase-1 and TIMP-1
expression. Lung fibroblasts were exposed to 100, 500 and 1000 microg/ml of
Survanta, or to 10, 50 and 100 microg/mi of SP-A, or 500 microg/ml Survanta plus
50 microg/ml SP-A. Growth rate was evaluated by a formazan-based chromogenic
assay, apoptosis by nuclear staining, DNA-end labeling, and ELISA, and collagen,
collagenase-1 and TIMP-1 expression by Northern blot. Survanta provoked
fibroblast apoptosis, induced collagenase-1 expression and decreased ~10-fold
type | collagen mRNA affecting mRNA stability as assessed using actinomycin D.
SP-A increased ~80% collagen expression, and displayed no effect on
collagenase-1, TIMP-1 or growth rate. When fibroblasts were exposed
simultaneously to Survanta and SP-A, the effects of Survanta were partially
reversed. These findings suggest that surfactant lipids may protect against
intratuminal fibrogenesis by inducing fibroblast apoptosis, decreasing collagen and
increasing collagenase-1 expression.
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RESUMEN

Introduccién. La migracién de fibroblastos hacia los espacios
alveolares, ocurre habitualmente después de un dafio pulmonar;, en estas
condiciones, los fibroblastos quedan expuestos al surfactante. Se examiné el
efecto de Survanta y las apoproteinas del surfactante SP-A y SP-D sobre la
tasa de crecimiento celular y apoptosis, y sobre la expresion génica de
proat(l} colagena, colagenasa-1 y TIMP-1. Survanta es una preparacion
comercial de surfactante para administracion exégena, se prepara por
extraccién con solventes de pulmones de bovino y ofrece un compuesto
estéril, libre de endotoxinas y con una composicion quimica y caracteristicas

fisicas consistentes.

Material y Métodos. Se expusieron cultivos de fibroblastos hormales
de pulmén humano a 100, 500 y 1000 ng/ml de Survanta; 10, 50 y 100 nug/mi
de SP-A, 500 mg/mi de Survanta mas 50 pg/ml de SP-A o 3 pg/mi de SP-D. La
tasa de crecimiento celuiar se evalu¢ utilizando un ensayo cromogénico
basado en una sal de formazan, la apoptosis mediante tincion nuclear,
marcado distal de DNA y ELISA. La expresién de los mRNAs de proai(l)
colagena, colagenasa-1 y TIMP-1 mediante Northern blot.

Resultados. Survanta indujo la apoptosis en los fibroblastos, aumenté
los niveles de mRNA de colagenasa-1 y disminuy6é aproximadamente 10
veces la expresion génica de proai(l) colagena afectando la estabilidad del
mRNA, evaluada mediante ensayos con actinomicina D. La SP-A aumentd
aproximadamente en un 80% la expresion del mRNA de colagenasa-1, sin
ningtn efecto sobre la expresion de génica de colagenasa-1, TIMP-1 o {a tasa
de crecimiento celular. La SP-D aumentd considerablemente la expresion del
mRNA de proai(l) colagena, sin efecto aparente sobre colagenasa-1. Cuando
los fibroblastos se expusieron simultaneamente a Survanta y SP-A, los efectos

de Survanta se inhibieron parcialmente.

~Viii-



Discusion. Estos hallazgos sugieren que la fraccién lipida yfo las
apoproteinas hidrofébicas pudieran proteger contra la fibrogénesis intraluminal
al inducir la apoptosis de fibroblastos, al aumentar la expresion génica de

colagenasa-1 y al disminuir los niveles de mRNA de prou1(l) colagena.

-iX-



SURFACTANTE Y FIBROBLASTO PULMONAR

1 ANTECEDENTES.

1.1 INTRODUCCION
En los pulmones, el epitelio alveolar esta completamente cubierto por

un complejo lipoproteico conocido como sustancia tensioactiva pulmonar o
surfactante pulmonar (SP), el cual desempefia un papel crucial en la mecanica
ventilatoria, disminuyendo la tensién superficial alveolar y facilitando el
intercambio gaseoso. Sin embargo, en afios recientes, se ha demostrado que
el SP puede desemperiar otras funciones y actualmente se le reconoce como
un factor que participa en los mecanismos de defensa y en la regulacion de la

respuesta inmune en el pulmon (26).

La fibrosis pulmonar difusa es el resultado final comin de numerosas
agresiones agudas y cronicas que afectan al aparato respiratorio, y también
puede ser parte de diversas enfermedades sistémicas, como la artritis
reumatoide y fa esclerosis sistémica progresiva (79). En términos generales, e
independientemente de su etiologia, la fibrosis pulmonar se caracteriza por
proliferacion de fibroblastos y acumulaciéon de matriz extracelular,
principalmente colagenas fibrilares, en el parénquima pulmonar (75).

Los mecanismos patogénicos que operan en el desarrollo de la fibrosis
pulmonar no se conocen con precision. En las Gltimas dos décadas, se han
realizado numerosas investigaciones, tanto en humanos como en modelos
experimentales, con el objeto de dilucidar la secuencia de los eventos que
preceden y acompafan el excesivo deposito de colagenas en el puimon. Uno
de los avances mas recientes, es el descubrimiento de que procesos
patolégicos intraalveolares desempefian un papel relevante en la patogenia de
la fibrosis pulmonar. (76). Esto ha constituido un avance importante en este
campo, ya que clasicamente se habia considerado que las enfermedades
fibrosantes del pulmén afectaban exclusiva o prodominantemente al intersticio
del parénquima pulmonar. En otras palabras, hoy se sabe que los mismos



SURFACTANTE Y FIBROBLASTO PULMONAR

mecanismos patogénicos que operan en el desarrollo de {a fibrosis intersticial

estan ocurriendo en los espacios alveolares.

Normalmente, los fibroblastos pulmonares estdn confinados al
intersticio y en este contexto, no tienen contacto con el surfactante. Sin
embargo, durante el desarrollo de la fibrosis pulmonar, estas céluias migran
hacia los espacios alveolares donde se ponen en contacto con diferentes
componentes alveolares incluyendo el agente tensioactivo. En este sentido,
existe teéricamente la posibilidad de que el surfactante pulmonar tenga algtn
efecto sobre la expresién génica y/o sintesis de moléculas involucradas en la
generacion de matriz celular por los fibroblastos de pulmén.

En el presente trabajo, se investigo el efecto que tiene el surfactante
pulmonar y las apoproteinas SP-A y SP-D, sobre la expresion de los mRNAs
de colagena, colagenasa e inhibidor tisular de metaloprofeinasas 1 (TIMP-1),
asi como en la tasa de crecimiento y apoptosis en cultivos de fibroblastos de

pulmén humano.
1.2 EL SURFACTANTE PULMONAR

1.2.1 DEFINICION:

El surfactante pulmonar (SP) es un complejo lipoproteico producido y
almacenado en los neumocitos tipo 1l de los alvéolos de pulmén de mamifero.
Una de sus funciones primordiales es la de aumentar la distensibilidad
pulmonar, y de esta forma evitar ia atelectasia y el edema durante la
respiracién normal. Su nombre en espafiol deriva de la literatura anglosajona,
donde aparece el término surfactant para describir a esta sustancia. En el
idioma inglés, es un neologismo proveniente de la contraccién de surface
active agent. En nuestro idioma, se ha empleado el término surfactante para
denominar a esta sustancia tensioactiva pulmonar. Ain cuando formalmente
es un barbarismo, en el presente trabajo se utilizaran indistintamente ambos
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términos, debido a la difusion tan amplia que la palabra surfactante ha tenido

en la literatura en espariol.

1.2.2 PERSPECTIVA HISTORICA:

En 1929, Neergaard postuldé por primera vez la existencia de una
sustancia con actividad de superficie en el pulmén (10). Curiosamente, este
trabajo se ignord durante 30 afios por la comunidad cientifica, y no fue hasta
1959, que la sustancia tensoactiva pulmonar fue redescubierta por los trabajos
de investigacion de Radford, Pattle y Clements (69, 62, 14). En su primera
etapa, los estudios trataron principalmente el problema de la fension de
superficie alveolar en la interfase aire-liquido, y el papel dei surfactante en la
estabilidad alveolar. Pattle especuld también que la ausencia de fa sustancia
de recubrimiento alveolar puede en ocasiones ser una de la dificultades que
el prematuro tiene que enfrentar. En 1959, Avery y Mead demostraron gue la
deficiencia de surfactante pulmonar producia el llamado sindrome de
membrana hialina {4). En 1961, se identificé a ia fosfaditiicolina como el
principal componente del surfactante (41) y en los siguientes 20 afios el
estudio se dedicé principalmente a los lipidos del surfactante.

Al principio de la década de los setentas, se demostré que el material
de surfactante recuperado por medio del lavado alveolar de pulmones
maduros era capaz de mejorar la expansién y ventilacion pulmonar en

animales prematuros.

En 1980 se inicia el estudio de las apoproteinas del surfactante y a
partir de entonces, se encuentran en la literatura cientifica numerosos trabajos
que abordan diversos aspectos sobre su estructura, expresion génica,
procesamiento, regulacion, funcion, y sus interrelaciones. A partir de los
trabajos anteriores, la investigacién y el estudio de la sustancia tensoactiva
pulmonar se incrementd considerablemente y actualmente, ya han sido
establecidos muchos detalles sobre la sintesis, secrecién y mecanismos de

reguiacion de esta.
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El reemplazo de la sustancia tensioactiva pulmonar como terapia en el
sindrome de dificultad respiratoria en recién nacidos pretérmino, actualmente
se encuentra bien establecido y se aplica en forma rutinaria en algunos

lugares del mundo (68).

1.2.3 COMPOSICION QUIMICA DEL SURFACTANT E PULMONAR,

Los datos sobre la composicién del SP difieren ligeramente de un

estudio a otro, pero las tendencias globales son bastante congruentes. En
este sentido, una composicién representativa de la sustancia tensoactiva
pulmonar serfa; 80 a 85% de fosfolipidos (en peso), con elevado contenido de
dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), 5 a 10% de lipidos neutros, y 5 a 10% de
proteinas, parte de ellas en la forma de apoproteinas especificas (29).

La fosfatidilcolina conforma aproximadamente el 80 % de los lipidos
totales y cerca de dos terceras partes del total del tensioactivo pulmonar. En
condiciones normales, aproximadamente el 70% de sus acidos grasos estan
saturados, siendo el acido paimitico el acido graso saturado mas comun.
Otros lipidos que componen al SP son: fosfatidilglicerol (PG),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) entre otros; el 10 % restante
estd compuesto por otros lipidos principalmente colesterol y fosfatidilserina,
esfingomielina y lisofosfatidilcolina. La DPPC se considera el compuesto mas
activo para disminuir la tension superficial alveolar, pero la presencia de ofros
componentes, como el fosfaditilglicerol, o fosfaditilinositol, asi como las
proteinas, resultan imprescindibles para una adecuada disposicién espacial,
redistribucion y probablemente reutilizacion del surfactante (29).

Alrededor de 10 % de! peso total del tensioactivo son proteinas, 80% de
ellas son provenientes del suero y sélo el 20 % son especificas. Actualmente,
se reconoce la presencia de al menos 4 apoproteinas, denominadas SP-A,
SP-B, SP-C y SP-D, en orden decreciente a su peso molecular (66). En
general, son moléculas con propiedades anfipaticas o francamente
hidrofébicas, la mayoria de ellas con muchas modificaciones
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postraduccionales, cuyas funciones mas importantes son fas siguientes: a)
aumento de la actividad biofisica del SP, b) asociacién con otros componentes
del SP, ¢) formacién de la mielina tubular, d) participacién en los fenémenos
de secrecion, recambio y aclaramiento del SP en el alveolo y e} como
moduladores de los mecanismos de defensa del pulmén (47).

La SP-A es una colectina, es decir que tiene un dominio colagena-
lectina; es una proteina hidrofilica y calcio-dependiente, fa porcion N-terminat
de cada monémero es tipo colagena y la porcion C-terminal es globular y
glucosilada. La regién N-terminal forma triples hélices, seis de las cuales
interactian para formar un octadecamero que semeja el componente Clg del
complemento. Tiene un peso molecular de 26 a 28 kDa y es la mas
abundante en el espacio alveolar. Diferentes estudios han sugerido que esta
proteina desempefia un papel importante en la formacién de mielina tubular,
una estructura transicional del tensioactivo que se encuentra primero en las
secreciones aiveolares. Asimismo, participa en la agregacion de los
fosfolipidos del surfactante, en el aumento de su actividad biofisica, en la
inhibicion de la secrecion de los lipidos, y en la activacion de los macréfagos
alveolares. En este contexto, se ha demostrado que el SP colabora en la
fagocitosis de algunas bacterias, virus y particulas coloidales de oro (20).

La SP-B tiene un peso molecular de 8-9 kDa y a pesar de ser una
proteina muy hidrofébica, es ligeramente soluble en soluciones acuosas. Se
desconoce alguna funcién reguladora, pero parece ser una proteina clave para
la formacion de una monocapa estable y funcional del surfactante puimonar en
la superficie alveolar. Por otro lado, también participa en la formacién de
mielina tubular y por consiguiente ayuda a evitar la insuficiencia respiratoria,
como lo demuestran estudios con pacientes que presentan una deficiencia
congénita de SP-B. Esta proteina tiene una carga netamente positiva que
parece ser importante en su interaccion con los fosfolipidos ani6nicos
(interaccién selectiva con fosfaditilglicerol (19).



SURFACTANTE Y FIBROBLASTO PULMONAR

La SP-C es la mas pequeiia de las cuatro apoproteinas especificas del
surfactante pulmonar; su peso molecular es de aproximadamente 4 kDa y es
la mas hidrofébica, lo que la hace soluble sdlo en compuestos organicos. Su
participaciéon en el tensioactivo pulmonar no estd muy clara. Se cree que
contribuye a la formacién y estabilizacién de la monocapa del tensioactivo. En
estudios que se han llevado a cabo in vivo se ha observado que la SP-C
puede ser importante para la adsorcion de los fosfolipidos, mientras que la SP-
B apoya la reduccion de la tension superficial mas efectivamente (28).

La SP-D es una colectina sintetizada por las céluias alveolares tipo |,
aunque también ha sido identificada en la células de Clara. su peso molecular
es de aproximadamente 43 kDa, sus caracteristicas estructurales y biofisicas
son similares a la SP-A, y al igual que esta Gltima proteina no tiene un papel
relevante en la actividad de superficie, pero probablemente esta involucrada
en la estimulacion de los macréfagos (34, 87).

1.2.4 METABOLISMO DE LA SUSTANCIA TENSOACTIVA PULMONAR

El surfactante es secretado como cuerpos laminares, que se convierten
en mielina tubular. Es a partir de esta configuracion fisicoquimica como los
fosfolipidos se adsorben a la superficie para formar la monocapa en la
interfase aire-liqguido. La pelicula asi formada es dinamica durante la
expansion y compresion de la ventilacion ciclica. El surfactante que entra en
la monocapa es rico en proteinas especificas y en fosfolipidos insaturados.
Estos elementos se pierden conforme la monocapa se enriquece en
fosfaditilcolina saturada. Las pequefias formas vesiculares con propiedades
inadecuadas de superficie se generan en la monocapa, con los cambios

ciclicos del area (32).

En el recién nacido a término todo el surfactante estd en formas
laminares, y con la respiracion, la mielina tubular y las formas vesiculares se
incrementan en porcentajes semejantes a los que se hayan en el adulto. Por lo
tanto, no existe una poza metabdlica comun de surfactante alveolar, sino
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varias, lo que complica Ia interpretacion de la mayor parte de los estudios

sobre su funcion.

En el pulmén adulto los macrofagos alveolares y los neumocitos tipo |
degradan cerca del 50 % de la fosfatidilcolina det surfactante por las vias
metabdlicas lisosémicas; el otro 50% es reciclado en cuerpos laminares para
nueva secrecién. La via metabdlica de reprocesamiento conserva los
componentes del surfactante y “reactiva” aquellos necesarios para regenerar
surfactante activo en la resecrecion (6).

1.2.5 EL. SURFACTANTE PULMONAR COMO REGULADOR DE LA
ACTIVIDAD CELULAR.

El tensioactivo pulmonar tiene otras funciones ademas de ia de reducir
ja tension superficial intraalveolar. Recientemente, se han descrito efectos
sobre la proliferacion celular y sobre la secrecion de substancias que
participan en la respuesta inflamatoria. De acuerdo a estas investigaciones, el
surfactante desempefa un pape! importante en los mecanismos de defensa
pulmonar y en la inmunomodulacién local, aunque los efectos observados
varian de acuerdo al componente empieado. Tanto el surfactante completo
como el componente lipido aislado, suprimen la proliferacion de células B y
células T en respuesta a mitégencs (12). En contraste, la apoproteina SP-A
estimula la proliferacion de linfocitos (43). Por otro lado, el surfactante
pulmonar reduce la secrecién de interleucinas 1 y 6 (IL-1 e IL-6) y del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o) por monocitos humanos (44). Por el contrario, la
SP-A estimula la produccion de estas citocinas. Estos datos sugieren que las
cantidades relativas de SP-A y lipidos en el agente tensioactivo son
importantes para el mantenimiento del balance inmune normal en el pulmén y
que bajo ciertas circunstancias la SP-A puede ser un mediador importante de
la inflamacion. De esta manera, aunque el efecto primario del surfactante en la
inflamacion parezca ser de predominio inhibidor, el procese es complejo. El
efecto inhibidor o estimulador preciso depende de la intrincada interaccion de
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muchas células y factores quimicos que pueden ser dificiles de aplicar en

modelos in vifro.

1.3 ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LAS ENFERMEDADES
FIBROSANTES DEL PULMON.

1.3.1 DEFINICION.

Como se menciond, la fibrosis pulmonar difusa es el resultado final
comdn de un grupo heterogéneo y numeroso de padecimientos pulmonares
conocidos genéricamente como neumopatias intersticiales difusas (NID) o
enfermedades fibrosantes del puimén. Este término agrupa un gran numero
de padecimientos respiratorios agudos y crénicos caracterizados por
comprometer  difusamente el  parénquima  pulmonar, afectando
primordialmente al intersticio y a los espacios alveolares, aunque muchas de
ellas también producen lesién de las vias aéreas periféricas (76).

Al agrupar a un gran nimero de padecimientos, no existe uniformidad
en cuanto a la clasificacién de las NID. Un enfoque util para su clasificacion
es el separar la NID en dos grupos: aguelios con causa conocida y los de
causa desconocida. Cada uno de estos grupos se puede dividir en subgrupos
de acuerdo a la presencia o ausencia de granulomas en areas intersticiales o
vasculares. Dentro de las NID de causa conocida, las mas comunes son las
debidas a inhalantes ocupacionales o ambientales. Dentro de la categoria de
causa desconocida, las mas frecuentes son la fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI), también conocida como neumonia intersticial usual o alveolitis
fibrosante criptogénica, la sarcoidosis y las NID asociadas a enfermedades
colageno-vasculares (31).
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1.3.2 PATOGENIA DE LA RESPUESTA FIBROSANTE,

A pesar de numerosos estudios realizados tanto en humanos como en
modelos experimentales, la secuencia de los eventos patogénicos que

conducen a la fibrosis pulmonar difusa no se conoce con precisién.

Las alteraciones patolégicas afectan fundamentalmente a las
estructuras celulares y extracelulares que forman parte del parénquima
pulmonar y provocan la destruccién de las unidades alveolo-capilares, con

cambios irreversibles en la arquitectura y funcién de este organo.

Independientemente de su etiologia, las enfermedades pulmonares
intersticiales difusas que evolucionan hacia la fibrosis parecen compartir al

menos las siguientes fases fisiopatolégicas (76):
--- A. Dafio inicial
--- B. Inflamacién
--- C. Fibroproliferacién

--- D. Deposito anormal de moléculas de matriz, en especial coldgenas

tipolylll.

La expansion exagerada de la poblacién de fibroblastos, en conjunto
con la excesiva acumulacién de matriz intersticial, constituyen los dos
procesos patolégicos claves que transforman a padecimientos potencialmente
reversibles (NID en etapa inflamatoria) en progresivos, irreversibles y letales.
En este contexto, la comprensién de los mecanismos que controlan la
proliferacién y el comportamiento de los fibroblastos frente a diversos
estimulos, puede ser fundamental para el hallazgo de medidas terapéuticas
apropiadas.

En relacién al depésito de matriz extracelular, una caracteristica comin
en la patogenia de la fibrosis es la alteracion en la homeostasis de la
colagena, en la cual la sintesis de colagenas fibrilares excede a su

degradacién, ya sea por un aumento de la primera y/o una disminucién de la
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segunda. Diferentes estudios realizados en nuestro laboratorio, han
demostrado que existe un aumento transitorio en la sintesis de colagena y de
manera importante, una disminucion progresiva en la degradaciéon de esta
proteina (55, 61, 77-79), lo que apoya el concepto de que al menos la
actividad de la colagenasa intersticial (MMP-1) esta involucrada. Asimismo,
en las enfermedades fibrosantes del pulmén se observa a menudo ruptura de
las membranas basales (70) lo que sugiere un aumento en |a actividad de las
enzimas responsables de su degradacion, entre ellas las gelatinasas Ay B
(MMP-2, MMP-9). Estas enzimas pertenecen a la familia de las
metaloproteinasas cuyo papel en diferentes procesos fisiologicos y patologicos

esta recién comenzando a conocerse.

1.3.3 FIBROSIS INTERSTICIAL VERSUS FIBROSIS INTRAALVEOLAR

Clasicamente, se ha considerado que las enfermedades fibrosantes del
pulmoén afectan, tanto durante la inflamacion como en la fibrosis, al infersticio
del parénquima pulmonar, esto es, al espacio lisular que se encuentra
comprendido entre las paredes alveotares. Sin embargo, varios estudios han
demostrado que procesos patolégicos intraalveolares desempefian un papel
importante en el desarrollo de la respuesta fibrosante.

En un excelente estudio, Basset y asoc. (5), analizaron los cambios
histopatol6gicos y ultraesfructurales en material de biopsia y de autopsia de
373 pacientes con una amplia variedad de neumopatias intersticiales difusas.
Las lesiones intraalveolares se ciasificaron en 3 tipos: a) lesiones polipoides
intraluminares formadas por células inflamatorias, fibroblastos y fibras de
colagena, b) obliteracién de Ia Juz alveolar por conglomerados de tejido
conjuntivo y ¢) incorporacion de masas de fibrosis intraalveolar a las paredes
alveolares. Estos 3 procesos patoldgicos se observaron en mayor o menor
grado en un alto porcentaje de los pacientes con diferentes neumopatias
intersticiales difusas, aunque su frecuencia fue variable dependiendo de la NID

en cuestion.

10
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Los hallazgos mencionados demuestran que el término de enfermedad
“intersticial” compartamentaliza erréneamente a estos padecimientos, y que
los fenémenos patoldgicos intraalveolares pueden ser muy importantes en la
destruccion progresiva del parénquima por fibrosis intersticial.

1.4 LAS COLAGENAS.

1.4.1 GENERALIDADES SOBRE LA FAMILIA DE LAS COLAGENAS.

Las colagenas representan una familia de proteinas estructuralmente
relacionadas pero genéticamente distintas, que constituyen las moléculas mas
abundantes de la matriz intersticial del pulmén (8). Hasta la fecha se han
descrito 19 diferentes tipos genéticos de colagena; sin embargo, sdlo 14 de
ellas han sido suficientemente caracterizadas a nivel molecular (76).
Estructuralmente, son proteinas formadas por tres cadenas polipeptidicas
denominadas “cadenas o." Tres cadenas o se unen para formar un monoémero
de colagena. Una caracteristica comin a todas las colagenas es que
contienen dominios globulares y de triple hélice (11). Las regiones de triple
hélice son atribuidas al hecho de que existen secuencias repetitivas Gly-X-Y
en cada cadena (donde X y Y pueden ser cualquier aminoacido, pero
frecuentemente son los aminoacidos prolina e hidroxiprolina, respectiva-
mente}. La configuracion estereoguimica de los aminoacidos causa que cada
cadena ¢ tome una conformacién helicoidal con giro a la izquierda, con una
distancia repetitiva entre los residuos de 0.291 nm y un giro relativo de 110%;
esto hace que existan 3.27 residuos por vuelta de la hélice y haya una
distancia de 0.87 nm cada tercera glicina. Otra caracteristica de las cadenas
a hecesaria para la conformacion de la triple hélice, es la presencia de glicina
cada tercer residuo. Debido a que no hay cadenas laterales voluminosas en el
carbono « de la glicina, las tres cadenas o pueden enroliarse alirededor de un

eje comin para formar una super-hélice con giro a la izquierda (67).

11
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Las colagenas pueden dividirse en dos clases: fibrilares y no fibrilares.
Las colagenas fibrilares (tipos |, I, I, V, y Xl) son los componentes
estructurales mas abundantes del tejido conjuntivo. Las colagenas no
fibrilares se dividen en tres grupos: colagenas de la membrana basal (tipos IV
y VI), colagenas de cadena corta (tipos VI y IX), y colagenas FACIT
(colagenas asociadas a fibrillas con triples hélices interrumpidas) (17).

En el parénquima pulmonar se encuentran al menos cinco tipos
genéticos diferentes de coldgenas (48). Las colagenas tipo 1 y lll son las mas
abundantes y presentan una relacion de 2:1 en el espacio intersticial. En el
intersticio también se encuentran pequefias cantidades de colagenas tipoVy
VI. Por otro lado, las membranas basales del epitelio alveolar y del endotelio
capilar son ricas en colagena tipo IV, la cual codistribuye con otras moléculas
extracelulares, en especial laminina.

El patrdn de sintesis de las colagenas es tejido-especifico y esta
regulado tanio a nivel transcripcional como fraduccional, ademas, las
moleculas sintetizadas estan sujetas a numerosas modificaciones
postranscripcionales. Por otro lado, una vez en los espacios extracelulares,
estas proteinas son degradadas por enzimas especificas, miembros de la

familia de las metaloproteinasas (40, 60).

1.4.2 LA COLAGENATIPO |

La coldgena intersticial mas abundante, y que se ha estudiado mas
extensamente, es la colagena tipo . Esta molécula esta formada por 3
polipéptidos llamados cadenas of(l). Una molécula de colagena | usuaimente
consiste de dos cadénas a1(l) y una cadena o2(l); sin embargo, se pueden
formar homotrimeros «1(l) cuando no se hace la cadena o2(l). La colagenal
es sintetizada como un precursor de peso molecular mas alto llamado
procolagena, que consiste de tres cadenas proa con péptidos de extension en
las porciones N- y C- terminales. Los residuos de hidroxiprolina, formados por

12



SURFACTANTE Y FIBROBLASTO PULMONAR

hidroxilacién postraduccional de aproximadamente la mitad de los residuos de

prolina, estabilizan la triple hélice (8).

Los genes que codifican para las cadenas proa1(l) y proa2(l), COL1A1
y COL1A2, estan localizados en los cromosomas 17 y 7 respectivamente. Aun
cuando los niveles de los mensajeros para proai(l) y proa2(l) se mantienen
generalmente en una relacion 2:1, la franscripcion de estos genes puede ser
regulada independientemente. Los péptidos de extensiéon N- y C- terminales,
liberados cuando los mondmeros de procolagena se integran en las fibrillas,
pueden inhibir o estimular la sintesis de colagena (35).

1.5 LA FAMILIA DE LAS METALOPROTEINASAS DE MATRIZ

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son las principales enzimas
responsables de Ja degradacion de la matriz extracelufar y desempeian un
papel central en diversos procesos fisiolégicos como la morfogénesis, la
angiogénesis, y la inflamacion. (59).

Las MMPs son una familia de endopeptidasas que contienen zinc, y que
incluyen a diferentes clases de enzimas como son las colagenasas,
gelatinasas, estromelisinas y las metaloproteinasas “tipo membrana’.

Las colagenasas rompen la region triple helicoidal de las colagenas
intersticiales y a la fecha, 3 miembros de este grupo han sido clonados: MMP-
1, (colagenasa-1) llamada también cofagenasa intersticial de fibroblastos,
MMP-8 (colagenasa-2) denominada colagenasa de neutréfilos, y MMP-13 o
colagenasa 3, recientemente clonada de un carcinoma humano mamario (21,
24, 30).

La subfamilia de las gelatinasas degradan a la colagena tipo IV,
principal constituyente de membranas basales, fibronectina y elastina, y a la
fecha se han caracterizado dos miembros de este subgrupo que son la
Gelatinasa A (colagenasa tipo IV de 72 kDa/MMP-2), y la Gelatinasa B
(colagenasa tipo IV de 92 kDa/MMP-9) (567, 9).

13
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La subfamilia de estromelisinas tiene una amplia especificidad de
substratos que incluye a la parte proteica de los proteoglicanos, a la
fibronectina, y la laminina. Varias enzimas se han clasificado tentativamente
en este grupo e incluyen a la estromelisina 1 (MMP-3), estromelisina 2
(MMP10), estromelisina 3 (MMP-11), matrilisina (MMP-7), v a la
metaloelastasa (MMP-12) (60).

Finalmente, de las metaloproteinasas de membrana (MT-MMP)
recientemente descubiertas se han caracterizado cuatro enzimas (67, 9).

Los principales inhibidores fisiolégicos de las MMPs son una familia de
inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs). Cuatro diferentes TIMPs
se han identificado a la fecha que son TIMP-1, 2, 3y 4. Los TIMPs forman
complejos de alta afinidad con las formas activas de MMPs e inhiben su
actividad enzimatica a fravés de una interacciéon no covalente (57).

1.6 EL FENOMENO DE APOPTOSIS.

1.6.1 DEFINICION.
En los dltimos afios, el interés en la muerte celular como un proceso

fisiologico importante en el desarrollo normal de los odrganos, en la
homeostasis tisular y como mecanismo de defensa ha crecido
exponencialmente. Ei término apoptosis engloba a una serie de mecanismos
genéticamente regulados que al ser estimulados, conducen a una muerte
celular programada con caracteristicas morfolégicas y bioquimicas tnicas (18,
50).

1.6.2 PERSPECTIVA HISTORICA.
El concepto de apoptosis es relativamente nuevo. En 1971,

investigadores de la Universidad de Edinburgo publicaron un estudio en donde
describieron morfoldégicamente este fendmenc en un modelo de atrofia
hepatica en ratas. lnicialmente, utilizaron el término “necrosis por
encogimiento” (shrinkage necrosis) (38), y un afic después, acufiaron el

14



SURFACTANTE Y FIBROBLASTO PULMONAR

término apoptosis (37). El siguiente paso critico en el conocimiento de este
fenomeno se dio a partir de estudios con tejido linfoide irradiado. Ya se sabia
que los nlicleos de linfocitos irradiados se rompen (83), pero en 1976 (81) y en
1981 (95, 96), tres grupos examinaron por electroforesis la cromatina de
tejidos irradiados y encontraron gue se rompia en fragmentos que producian
un patrén en escalera tipico, sugiriendo que los fragmentos eran miiltiplos de
nucleosomas. Wyllie y cols. (94) asociaron este patron electroforético con el
fendmeno de apoptosis y esto permitid anadir un marcador bioguimico
especifico a los cambios morfolégicos distintivos de las células apoptéticas.
Este descubrimiento produjo un enorme interés en la comunidad cientifica, lo
que condujo a un incremento enorme en trabajos sobre apoptosis.
Actualmente, el interés estd enfocado a los genes involucrados en este
suicidio celular y a la posibilidad de usar a la apoptosis como un medio para el
diagnésico y tratamiento de tumores (83).

1.6.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIO QUIMICAS DE LA
APOPTOSIS.

Morfologicamente, la célula se encoge y se hace mas densa. La

cromatina se vuelve picnética y se empaqueta en masas gue se aplican contra
la membrana nuclear (marginacién de fa cromatina), creando (a forma
caracteristica de media luna o navicular. El nicleo también se puede
desintegrar (cariorrexis) y la célula emite prolongaciones que con frecuencia
contienen fragmentos nucleares picnéticos. Estas prolongaciones tienden a
separarse convirtiéndose en cuerpos apoptéticos, los cuales pueden ser
fagocitados por macréfagos o células vecinas o bien permanecer libres; sin
embargo, la célula también puede contraerse para convertirse en una masa
densa, redondeada, como un solo cuerpo apoptético (50).

Se han descrito tres vias que desencadenan la apoptosis (16). La
primera se inicia por la ausencia de factores de crecimiento y se regula por la
familia de proteinas Bcl-2. Esta via conduce a la salida de citocromo ¢ de la
mitocondria. La segunda via involucra la sefializacion por medio de
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receptores en la superficie celular tales como TNF o Fas. La tercera via, y la
menos caracterizada, es iniciada a partir de dafio al DNA. Todas estas vias
conducen a la activacion de unas cistein-proteasas genéricamente llamadas
caspasas. Recibieron este nombre porque todas ellas rompen el sustrato
peptidico después de residuos de acido aspartico. (1). Estas enzimas se
encuentran presentes normalmente en las células como proenzimas que
requieren de protedlisis limitada para su activacién (58). Una vez activadas,
estas proteasas degradan selectivamente sustratos celutares vitales, lo gue
resulta en la morfologia apoptética y en la fragmentacion internucleosomal del
DNA por DNAsas selectivamente activadas. Miembros de la familia de
oncoproteinas Bcl-2 confrolan los eventos mitocondriales y son capaces de
prevenir, ¢ inducir, tanto la apoptosis como otros tipos de muerte celular. Esto
sugiere que diferentes tipos de muerte celular comparten mecanismos
comunes en las fases tempranas, mientras que la activacion de caspasas

determina el fenotipo de muerte celular (73).

1.7 PAPEL DEL SURFACTANTE EN LA FIBROSIS PULMONAR.

Como ya se menciond, en condiciones fisioldgicas los fibroblastos no
tienen contacto con el surfactante pulmonar, pero en numerosos procesos
patologicos estas células mesenquimatosas atraviesan la membrana basal dei
epitelio alveolar, poniéndose en contacto directo con la células epiteliales y la
sustancia tensoactiva, lo que al menos tedricamente podria modificar el
comportamiento de ambos tipos celulares de manera bidireccional, asi como
la funcionalidad del surfactante.

Algunos datos que apoyan este concepto, incluyen el reciente hallazgo
de que los fibroblastos derivados de pulmones fibréticos secretan
angiotensinégeno, el cual induce apoptosis de las células del epitelio alveolar
(86, 91, 92). En otro estudio (53), se cuantificé la proteina A del surfactante
(SP-A) y los fosfolipidos totales (FT) en el liquido bronquiolo-alveolar de 44
enfermos con fibrosis puimonar idiopatica, para determinar si sus niveles
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correlacionaban con la sobrevida. Se encontré que la relacion SP-A/FT
estaba muy disminuida en los enfermos en comparacion con la observada en
sujetos sanos. Pero el hallazgo mas importante consistio en que la relacién se
encontraba significativamente disminuida en los enfermos que fallecieron en
los primeros dos afios después del diagnéstico, en comparacién con los que

sobrevivieron.

Asimismo, un trabajo reciente (85) sugiere que el surfactante inhibe la
sintesis de DNA vy la produccion de algunos mediadores de la inflamacidn,
como IL-6 y prostagiandina E2, por parte de fibroblastos pulmonares. Es
importante destacar que en este estudio no se establecio si los cambios en la
sintesis de DNA, determinada con timidina trittada, se debian a una
disminucion real en la proliferaciéon de fibroblastos o a la inducciéon de muerte
celular programada. Ademas, también se desconoce el posible papel de este
complejo lipoproteico sobre la produccidon de [as moléculas de matriz

intersticial, asi como de las enzimas responsables de su degradacion.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a diferentes estudios recientes, el desarrollo de las lesiones
fibrosantes se relaciona con un aumento transitorio en la sintesis de colagenas
intersticiales y una disminucién progresiva en la actividad colagenolitica,
aunque los mecanismos que operan en estos procesos no se cohocen con
exactitud. Diversas citocinas y factores de crecimiento pueden desempefar un
papel, favoreciendo o evitando la respuesta fibrosante. Por ejemplo, TGF-§ se
considera el prototipo de moléculas profibrosantes, ya que aumenta la
expresion del mRNA de colagena |, disminuye la del mRNA de la colagenasa-
1, e incrementa Ia secrecion de TIMP-1. En cambio e} FGF-acido muestra
efectos antifibrosantes ejerciendo el efecto contrario, esto es, inhibe la sintesis
de colagena y aumenta la expresion del mRNA y actividad de las
metaloproteinasas de matriz, en especial incrementando la produccién de
colagenasa intersticial y disminuyendo al TIMP-1 (7).

Dado que durante el desarrollo del componente intraalveclar de las
enfermedades fibrosantes del pulmon los fibroblastos se ponen en contacto
con el surfactante pulmonar, es de interés averiguar la influencia que podria
tener este complejo lipoproteico sobre algunas actividades de los fibroblastos

puimonares.

Se planteé la hipdtesis de que la sustancia tensoactiva podria tener un
efecto antifibrosante en el pulmén y por ello, el problema quedd planteado en
las siguientes preguntas:

¢ La sustancia tensioactiva pulmonar tiene algin efecto sobre la tasa de
crecimiento de los fibroblastos puimonares y en la induccién de apoptosis?

LEl SP tiene algin efecto sobre la expresién de los mRNAs de
colagena tipo |, colagenasa-1 y TIMP-17?

¢ Es este un efecto “anti o profibrosante™?

18
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3 OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Conocer el efecto del surfactante pulmonar y de las apoproteinas Ay D
sobre la tasa de crecimiento celular, induccién de apoptosis y el
comportamiento en relacion al metabolismo de la matriz extracelular, de
cuitivos de fibroblastos pulmonares humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar la tasa de crecimiento celular en cultivos de fibroblastos de
pulmén humano normal incubados en presencia de diversas concentraciones
de Survanta, SP-Ay SP-D.

Determinar la presencia de muerte celular programada en cultivos de
fibroblastos de pulmén humano normal incubados en presencia de diversas
concentraciones de Survanta, SP-Ay SP-D.

Determinar la expresién de mRNA para colagena tipo i, MMP-1 y TIMP-
1 en cultivos de fibroblastos de pulmén humano normal incubados en
presencia de diversas concentraciones de Survanta, SP-A y SP-D.
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 OBTENCION Y CULTIVO DE FIBROBLASTOS

Se utilizaron fibroblastos primarios de pulmones humanos
macroscopica y microscopicamente normales obtenidos de iobectomia por la
presencia de Iébulo pulmonar solitario (7). Las células se aislaron por
dispersion con tripsina de fragmentos pulmonares mltiples. Los fibroblastos y
las lineas celuiares se establecieron en medio de Eagle modificade por
Dulbecco enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB); se afiadié
penicilina (200 U/ml) y estreptomicina (200 mg/L). Para los experimentos de
este estudio sélo se usaron cultivos tempranos (pasajes 4 a 8). Las células se
crecieron en cajas T-25 a 37° en una atmoésfera con 95% de aire y 5% de
bioxido de carbono hasta alcanzar confluencia temprana.

4.2 OBTENCION DE LA FRACCION LiPIDA DEL SURFACTANTE.

Como fuente de lipidos del surfactante se utilizdé Survanta, una
preparacién comercial para administracidon exdégena. Survanta (Abbot
Laboratories, Columbus, OH), se ha utilizado ampliamente en clinica y tiene
varias ventajas sobre la utilizacion de lipidos de otras fuentes. Survanta ofrece
una preparacion estéril, libre de endotoxinas y con una composicién quimica y
caracteristicas fisicas consistentes. Survanta se prepara por extraccién con
solventes de pulmones de bovino. Ademas de contener lipidos derivados del
tensoactivo pulmonar natural, Survanta también contiene las proteinas
hidrofébicas SP-B y SP-C, pero no contiene SP-A ni SP-D.

4.3 OBTENCION DE LA SP-AY LA SP-D.

La apoproteina A de surfactante fue preparada en el laboratorio del Dr.
David. S. Phelps (Universidad Estatal de Pensilvania). Se obtuvo de material
de lavado broncoalveolar de pacientes con proteinosis alveolar. La fraccién
insoluble, que contiene la SP-A, fue disuelta en urea 3 M, 20% de glicerol y se

20



SURFACTANTE Y FIBROBLASTO PULMONAR

sujetdé a enfoque isoeléctrico preparativo. Al final del electroenfoque, las
fracciones que contienen a la SP-A fueron colocadas en una bolsa de dialisis
con 1 M de NaCl y dializadas contra agua. La sal fue incluida en la dialisis
inicial para ayudar a disociar las anfolinas de la proteina. La dialisis se
continud contra muitiples cambios de agua a 4 °C, por al menos 4 dias.
Después de la dialisis, la preparacion de SP-A fue caracterizada por
determinacién de proteina, analisis electroforético, ELISA para SP-A, y
determinacion de endotoxina bacteriana (y eliminacion en caso de que fuera
necesario). La pureza del preparado de SP-A se estima mayor del 98%.

L.a SP-D humana se obtuvo a fravés de una amabie donacidn por parte
del Dr. Robert Mason (National Jewish Medical and Research Center, Denver,
CO). Esta proteina se aislé del sobrenadante de favados broncoalveolares de
pacientes con proteinosis alveolar al centrifugarlos a 10,000 x g. La
purificacion se llevd a cabo mediante cromatografia de afinidad en maltosil-
agarosa y filtracion en gel de agarosa al 4%. La pureza del preparado se
estima mayor al 98% y libre de endotoxina bacteriana.

4.4 EVALUACION DE LA TASA DE CRECIMIENTO CELULAR.

Cuando los cultivos alcanzaron confluencia temprana, se tripsinizaron,
se resuspendieron en medio F-12K con 10% de SFB, se contaron y se
distribuyeron en placas de cultivo de 96 pozos a una concentracién de 15 x
10° células/pozo. Después de 24 horas de incubacion a 37 °C en atmésfera de
95% de aire y 5% de bidxido de carbono, el medio se reemplazé con medio sin
suero, se agregd Survanta, o SP-A, o SP-D a diferentes concentraciones y las
placas se incubaron por 48 horas. En algunos experimentos, se hicieron
curvas de crecimiento durante varios dias. En estos casos, se empled medio
con SFB al 1% y se cambi6 cada 48 horas por medio fresco equivalente.

El nimero de células se determind con el reactivo de proliferacion
célular WST-1 (Boehringer Mannheim) como se ha descrito previamente (86).
WST-1 es una sal de tetrazolio que las mitocondrias de células viables
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convierten en el croméforo soluble formazan. En el momento de la medicion,
el medio de los correspondientes pozos fue reemplazado con medio fresco
equivalente, y la solucién colorante se afiadidé a cada pozo (10 p/0.1 ml). La
incubacioén se continué por 4 horas mas, y el medio de cada pozo a medir se
transfirid a otra placa. La absorbancia se leyd en un lector de placas para
ELISA a una longitud de onda de 450 nm, usando de referencia una fongitud
de onda de 620 nm. Cada punto se midié por friplicado.

4.5 EXPRESION DE LOS mRNAs DE COLAGENA o 1(l), MMP-1 Y TIMP-1

Cuando los fibroblastos alcanzaron confluencia temprana, el medio fue
reemplazado con medio sin suero que contenia ya sea: 10, 50 o 100 nug/ml de
SP-A, 3 pg/ml de SP-D, 500 pg/mi de Survanta o una combinacion de 50
ug/ml de SP-A mas 500 pg/ml de Survanta. En todos los casos, las células se
incubaron 48 horas. Los controles consistieron en cultivos de fibroblastos con

medio sin suero.

4.6 EVALUACION DE ACTIVIDAD APOPTOTICA

La morfologia nuclear y la condensacién de cromatina fueron evaluadas
a través de imagenes de fluorescencia de fibroblastos tefiidos con bromuro de
etidio y mediante marcado distal del DNA (deoxynucleotidyl transferase-
mediated fluorescein-dUTP nick end labeling, TUNEL).

La tincion nuclear con bromuro de etidio se llevd a cabo como se ha
descrito previamente (51). Las células se expusieron a Survanta y/o SP-A por
36 y 48 horas, se fijaron en etanol al 70% a ~20°C por 10 minutos, se pre-
trataron 30 minutos con RNAsa A (50 pg/ml) a 37°C, y se incubaron por 10
minutos con bromurc de etidio (50 pg/ml). Después de lavar 3 veces con
amortiguador de fosfatos salino, las células fueron observadas bajo el
microscopio con epifluorescencia (Zeiss) y fotografiadas usando una pelicula
Kodak Plus X-Pan.
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Para la técnica de TUNEL (86), las células fueron fijadas en
paraformaldehido frio al 4% preparado en el momento, por 15 minutos a
temperatura ambiente, y se lavaron posteriormente tres veces con
amortiguador de fosfatos salino. Las células se permeabilizaron con 2 mi de
triton X-100 al 0.1% en citrato de sodio al 0.1% por 2 minutos en hielo. Las
células apoptoticas fueron detectadas utilizando un kit comercial (/n situ Cell
Death Detection Kit, Boehringer, Mannheim). Se vertieron 50 pl de la mezcla
de reaccion TUNEL sobre los portaobjetos que contenian los fibroblastos
fijados, y se incubaron en una camara con ambiente himedo a 37°C por una
hora. Los portaobjetos se montaron con 50 pl de glicerol al 50% en
amortiguador de fosfatos salino y se visualizaron mediante un microscopio
Olympus con filtros para fluoresceina. Los controles negativos incluyeron
preparaciones sin la enzima. Las imagenes se capturaron usando una camara
CCD (JVC), se importaron al programa de computadora Adobe Photoshop y
se imprimieron sobre papel fotografico estandar.

La fragmentacion del DNA celular se midi6 con un ELISA fotométrico
disefiado para la deteccion de fragmentos de DNA marcados con 5-bromo-2’-
desoxiuridina (BrdU) en microplacas de 96 pozos con fondo piano, siguiendo
las instrucciones del fabricante (Boehringer, Mannheim). Este método se basa
en la salida temprana de fragmentos de DNA de tamafo nucleosomal al
citosol de células en apoptosis. Los resultados se expresaron como promedio
+ desviacion estandar de dos experimentos independientes con 4 réplicas

cada uno. Ef analisis estadistico se llevé a cabo utilizando T de Student.

4.7 AISLAMIENTO DE RNA TOTAL Y ANALISIS DE NORTHERN BLOT

Se aislo el RNA total por el método de extracciéon con acido guanidilico
tiocianato/fenol cloroformo (13). Se fraccioné el RNA total (10 pg/carril) en un
gel de agarosa al 1% con 0.66 M de formaldehido. Se visualizé el RNA
ribosomal con bromuro de etidio y el RNA fraccionado se transfiri6 sobre
membranas de nylon (Nytran) mediante capilaridad. l.as membranas se
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secaron en aire y se calentaron a 80 °C por 2 h. Las membranas se
prehibridaron a 42°C por 16 h en 5 x SSC, formamida al 50%, solucién de
Denhardt 5 x y SDS al 5%, con 100 pg/ml de DNA desnaturalizado de
esperma de salmén. La hibridacion se llevd a cabo a 42°C por 16 h en el
amortiguador de hibridacién que contiene sulfato de dextran mas a sonda
marcada con %P y desnaturalizada con calor. Las membranas se lavaron con
SSC 2x y SDS al 1% a temperatura ambiente ires veces por 5 minutos,
posteriormente 2 veces por 15 minutos y posteriormente con SSC 0.1x y SDS
al 0.1%. Después de secadas, las membranas se expusieron a una pelicula
Kodak X-AR a -70°C con una pantalla intensificadora. Para “normalizar’ la
cantidad de RNA entre las diferentes muestras, se midié el nivel de mRNA de
la enzima gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) y el RNA
ribosomal 18s. Las sondas de colagenasa-1, procolagena a1 tipo I, TIMP-1,
GAPDH y rRNA 18s se marcaron radioactivamente con [*2P]dCTP a una
actividad especifica de 200 x 10° dpm/pg. Las imagenes autoradiograficas se
midieron por densitometria (Hoefer Scientific Instruments; GS365W
Electrophoresis Data System).

4.8 SONDAS DE DNA COMPLEMENTARIO

Las sondas de DNA complementario (CDNA) para procolagena o 1(1),
colagenasa-1 humana (MMP-1), TIMP-1, GAPDH y RNA ribosomal (rRNA)
18S se obtuvieron de la American Type Culture Collection.

4.9 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE RNAm DE COLAGENA TIPO |

Con el objeto de determinar si los cambios observados en la expresion
del mRNA de procolagena o 1(i) son debidos a desestabilizacion del mRNA,
en experimentos paralelos, se aftadié actinomicina D (concentracién final de
12.5 ug/ml) a cultivos subclonfluentes de fibroblastos en medio sin suero para
detener la transcripcion génica (7). El control (tiempo cero) se tomé
obteniendo los fibroblastos antes de [a adicién de actinomicina D. A las células
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tratadas con actinomicina, con o sin exposicion a Survanta, se les extrajo el
RNA total a las 6, 12 y 24 horas después de iniciado el tratamiento. EIl RNA
total de los fibroblastos expuestos a Survanta sin actinomicina se aislé en los
mismos tiempos. El andlisis para evaluar la expresion del mRNA de colagena
se llevd a cabo con Northern Blot utilizando la sonda para cotagena. o 1(l) Las
diferencias en la carga de RNA se normalizaron utilizando una sonda de cDNA
para rRNA 18S. La sefial de colagena se midié por densitometria, se dividiod
entre la sefial del rRNA 18S, y se expresd como el porcentaje del control al

tiempo cero.
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5 RESULTADOS

5.1 EFECTO DEL SURFACTANTE PULMONAR, SP-AY SP-D SOBRE LA
TASA DE CRECIMIENTO CELULAR.

Para investigar si la presencia de Survanta o las apoproteinas afectan
el crecimiento celular, se efectuaron inicialmente curvas de crecimiento en
presencia de suero fetal bovino al 1%. La figura 1 muestra el efecto a 10 dias
de incubacién en fibroblastos pulmonares tratados con 500 pg de Survanta. Se
puede observar que la presencia de Survanta, cuando el medio esta
enriquecido con SFB al 1%, no modifica la curva en relacién al control.
Resultados similares se obtuvieron cuando las células se incubaron con SP-A
50 pg/ml o SP-D 10 ug/mi a 6 dias. Como se aprecia en la figura 2, estas
apoproteinas especificas del surfactante no modificaron la curva de
crecimiento de fibroblastos en presencia de SFB al 1%.

Para evaluar el efecto del Survanta y la SP-A en fibroblastos
pulmonares cultivados en medio libre de suero, en ofro grupo de
experimentos, los fibroblastos fueron expuestos a 100, 500 o 1000 ug/ml de
Survanta, 0 10, 50 o 100 ug/ml de SP-A por 48 horas. Como se muestra en la
figura 3, Survanta indujo un pérdida de la densidad celular dosis-dependiente,
medido con el ensayo de WST-1. La disminucién en el nimero de células fue
estadisticamente significativa cuando los fibroblastos pulmonares se
expusieron a 500 pg/ml y 1000 pg/ml (P < 0.0002 vy <0.0001
respectivamente). Por el contrario, cuando las células se incubaron 48 horas
en presencia de SP-A en medio sin suero, la tasa de crecimiento fue similar a
la observada en las células controles (figura 4).

En otra serie de experimentos, los fibroblastos fueron incubados con
500 ng/ml de Survanta, 50 pg/ml de SP-A o ambos. Como puede apreciarse
en la figura 5, la presencia de SP-A inhibi6 casi completamente el efecto que
el Survanta ejerce sobre ia tasa de crecimiento de estas células.
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5.2 EFECTO DE SURVANTA Y SP-A SOBRE LA APOPTOSIS DE
FIBROBLASTOS.

Los resuitados arriba mencionados hicieron surgir la posibilidad de que
el Survanta pudiera inducir la apoptosis en los fibroblastos. Para investigar
este posible efecto, se realizaron 3 tipos independientes de experimentos. La
figura 6 muestra un cultivo de fibroblastos tefiidos con bromuro de etidio
incubados con 500 pg/ml de Survanta por 36 horas. La microscopia de células
adherentes reveld que la exposicion a Survanta aumenté el numero de
nucléos tipicamente apoptéticos, es decir, condensados y con morfologia
fragmentada (fig. 6B y 6C). En la figura 7 se muestran los resultados obtenidos
cuando se empleé TUNEL. Pueden apreciarse algunas células incubadas que
después de 48 horas en presencia de Survanta muestran el DNA cortado
dentro de fragmentos nucleares discretos en una variedad de tamafos (figura
7B). La presencia de SP-A (50 nug/ml) en el mismo medio que Survanta,
parecid producir una disminucién del nimero de células apoptdticas (figura
7C). Para evaluar cuantitativamente estos cambios, se incubaron las células
en presencia de BrdU, el cual se incorpora al DNA gendmico. En presencia de
apoptosis, el DNA fragmentado se libera al citoplasma. La técnica empleada,
permite detectar el DNA marcado con BrdU en el citoplasma de las células
afectadas, usando un anticuerpo monocional contra este agente en un ensayo
de ELISA.

Como se observa en la figura 8, la exposicién de fibroblastos de pulmoén
humano a 500 pg/ml de Survanta indujo un aumento significativo en la
fragmentacion del DNA en relacién con las células controles (p < 0.01).
Asimismo, la incubacion simultanea con Survanta y SP-A mostrdo que la
apoproteina neutralizé casi completamente este efecto.
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5.3 EFECTO DEL SURVANTA Y LA SP-A SOBRE LA EXPRESION GENICA
DE PRO COLAGENA o1(l).

Se incubaron cultivos de fibroblastos crecidos a confluencia temprana
por 48 horas en medio sin suero, conteniendo ya sea 50 ug/ml de SP-A, 500

ug/ml de Survanta o ambos.

Como se muestra en la figura 9, la incubaciéon de fibroblastos en
presencia de Survanta produjo una marcada disminucién de la expresion del
mRNA de procolagena «1(l), mientras que la SP-A aumenté moderadamente
los niveles de este transcrito. El andlisis cuantitativo de la expresidén de este
mensaje se muesira en la figura 10. Para este proposito, la sefial de
procolagena a1(l) se normalizé con los niveles del rRNA 18Sy y se midi6 por
densitometria. Los resultados revelaron una disminucion de 10 veces cuando
Survanta estuvo presente en el medio, mientras que la SP-A causd un
incremento del 80% del franscrito. Cuando los fibroblastos se expusieron a
ambas sustancias (Survanta y SP-A), la expresion del mRNA de fa proat(l)
colagena también reveld una disminucion significativa en la sefiai, pero se
aprecio una ligera atenuacion del efecto producido por Survanta.

Para determinar si el efecto del Survanta sobre la expresion génica de
procolagena «1(l) se debiera a modificaciones en la estabilidad del mRNA, se
analizé la expresion del transcritc después de tratar a los fibroblastos
pulmonares con actinomicina D en presencia o ausencia de Survanta. Como
se observa en la figura 11, la vida media del mRNA de la procolagena a1{l) en
fibroblastos control expuestos a la actinomicina D fue de aproximadamente 18-
20 h, y se obtuvieron resuitados similares con los fibroblastos que fueron
incubados en presencia de Survanta. Cuando la actinomicina D y Survanta se
emplearon en el mismo cuitivo, la vida media se redujo a 12 horas.
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5.4 EFECTO DEL SURVANTA Y LA SP-A SOBRE LA EXPRESION GENICA
DE MMP-1 Y TIMP-1.

Mediante el analisis de Northern Blot, no se detectd el transcrito de
MMP-1 en fibroblastos pulmonares control incubados en medio sin suero.
Como se muestra en la figura 9 y en la figura 12, Survanta indujo
pronunciadamente la expresion del mRNA de la colagenasa-1, mientras que la
SP-A no tuvo un efecto apreciable en este transcrito. Otras concentraciones
de SP-A probadas (10 y 100 pg/ml) tampoco mostraron efectos sopre este
transcrito. Cuando ambas sustancias estuvieron presentes en el mismo
cultivo, la expresion de mRNA de la MMP-1 también mostré un aumento, pero
a un grado levemente menor que cuando se empléo solamente Survanta. El
analisis cuantitativo mediante densifometria nos muestra que el efecto de
atenuacion de la SP-A fue de 16% porciento comparado con el efecto

observado con Survanta.

En condiciones basales, los fibroblastos normales de pulmén humano
expresaron el franscrito de 0.9 kb de TIMP-1. No se observé ningin efecto
aprecible mediante anélisis de Northern Blot sobre la expresién de mRNA de
TIMP-1 cuando las células fueron estimuladas con Survanta, SP-A o ambos

(figura 9).

5.5 EFECTO DE LA SP-D SOBRE LA EXPRESION DE LOS mRNAs DE
PRO «1(l) COLAGENA Y MMP-1.

Para este estudio, se incubaron cultivos de fibroblastos crecidos a
confluencia temprana por 48 horas en medio sin suero, conteniendo 3 pg/ml
de SP-D.

La figura 13 muesira el efecto de esta apoproteina del surfactante sobre
los niveles de mRNA de la procolagena a1(l) y fa MMP-1 evaluados con el
andlisis de Northern Biot. La SP-D produjo un aumento significativo en la sefial
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de procolagena al1(l) colégena, que medida por densitometria, reveld un

aumento de aproximadamente 6 veces sobre el control.

Por otro lado, no se observd ningiin efecto apreciable mediante analisis
de Northern Blot sobre la expresion de mRNA de MMP-1 cuando las células

fueron estimuladas con 3 pg/mi de SP-D.
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Figura 1.- Efecto de Survanta sobre la tasa de crecimiento de cultivos de fibroblastos en medio
con SFB al 1%. Se cultivaron fibroblastos de pulmédn humano en placas de cultivo de 96 pozos a
una concentracion de 15 x 10° células por pozo. Cada 48 horas se estimé el namero de células
mediante el ensayo de WST-1 (ver Material y Métodos). Cada punto representa el promedio +
desviacién estandar de 3 experimentos independientes llevados a cabo por triplicado.. Los
circulos abiertos representan el crecimiento de fibroblastos crecidos con medio enriquecido con
SFB al 10%. Los cuadrados a cultivos con medio con SFB al 1%. Los tridngulos al cultivo crecido
con medio enriquecido con SFB al 1% + Survanta 500 pg/ml.
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Figura 2.- Efecto de SP-A y SP-D sobre la tasa de crecimiento de cultivos de fibroblastos en
medio con SFB al 1%. Se cultivaron fibroblastos de pulmén humano en placas de cultivo de 96
pozos a una concentracién de 15 x 10° células por pozo. Cada 36 horas. se estimé el nimero de
células mediante el ensayo de WST-1 (ver Material y Métodos). Cada punto representa el
promedic + desviacién estiandar de 3 experimentos independientes llevados a cabo por
friplicade. Los cuadrados representan el crecimiento de fibroblastos crecidos con medio
enriquecido con SFB al 1% (control). Los circulos a cultivos con medio con SFB al 1% + SP-A a
50 pg/mi. Los tridngulos invertidos a cultivos crecidos con medio enriquecido con SFB al 1% +
SP-D a 3 ug/mil.
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Figura 3.- Efecto de Survanta a diferentes concentraciones sobre la tasa de crecimiento de
cultivos de fibroblastos en medio sin suero. Se cultivaron fibroblastos de pulmén humano en
placas de cultivo de 96 pozos a una concentracién de 15 x 10° céfulas por pozo. A las 48 h. se
eslimé el nimero de células mediante el ensayo de WST-1 (ver Material y Mé&todos). Cada punto
representa el promedio + desviacion estandar de 3 experimentos independientes llevados a cabo
por triplicado. Cuadrados cerrados: fibroblastos cultivados con medio sin suere {control). Circulos
abiertos: fibroblastos incubados con 100 pg/mi de Survanta. Triangulos cerrados: fibroblastos
incubados con 500 pg/mt de Survanta. Triangulos abiertos: incubacion con 1000 pg/ml de
Survanta.
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Figura 4.- Efecto de la SP-A sobre |a tasa de crecimiento de cultivos de fibroblastos en medio sin
suero. Se cultivaron fibroblastos de pulmén humano en placas de cultive de 96 pozos a una
concentracién de 15 x 10° células por pozo. A las 48 h. se estim6 el nlimero de células mediante
el ensayo de WST-1 (ver Material y Métedos). Cada punto representa el promedio + desviacion
estandar de 3 experimentos independientes llevados a cabo por triplicado. Cuadrados cerrados:
fibrastos cultivados con medio sin suero (control). Circulos abiertos: fibroblastos estimulados con
10 pg/ml de SP-A.  Triangulos cerrados: fibroblastos incubados con 50 pg/ml de SP-A.
Tridngulos abiertos: incubacion con 100 pg/mi de SP-A.
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Figura 5.- Efecto de Survanta y la SP-A sobre la tasa de crecimiento de cultivos de fibroblastos
en medio sin suero. Se cultivaron fibroblastos de pulmén humano en placas de cultivo de 96
pozos a una concentracién de 15 x 10° células por pozo. A las 48 h. se estimé el nimero de
células mediante ei ensayo de WST-1 {ver Material y Métodos). Cada punto representa el
promedio + desviacién estandar de 3 experimentos independientes llevados a cabo por
triplicado. Cuadrados cerrados: fibroblastos cuitivados con medio sin suero (controf). Circulos
abiertos: fibroblastos expuestos a 500 ug/ml de Survanta. Triangulos abiertos: fibroblastos
incubados con 50 pg/ml de SP-A. Tridngulos cerrados: incubacién con 500 ug/ml de Survanta
mas 50 ug/ml de SP-A.
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Figura 6.- Tincién nuclear con bromuro de etidio. Se incubaron fibroblastos de pulmén humano
en cultivo a medio sin suero (A), medio sin suero mas 500 ug/ml de Survanta (B) o medio sin
suero mas 500 ug/ml de Survanta y 50 ug/ml de SP-A (C). Paneles derechos: nlcleos tefiidos
con bromuro de etidio. Paneles izquierdos: microscopia con contraste de fases de los mismos
campos. Las flechas indican las células apoptdticas.
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Figura 7.- Marcado distal de DNA (DNA end-fabeling) mediante TUNEL (ferminal
deoxynucleolidyl transferase-mediated fiuorescein-dUTP nick end labeling). A: Células control. C:
fibroblastos expuestos a 500 pg/mi de Survanta. E: Fibroblastos expuestos a 500 pg/ml de
Survanta mas 50 pg/mi de SP-A. Las células apoptéticas estan indicadas con las flechas. Los
paneles B, D y F representan la visién con contraste de fases de los mismos campos.
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DENSIDAD OPTICA

Control Survanta Survanta + SP-A

Figura B.- Ensayo de ELISA para fragmentacién de DNA en fibroblastos normales de pulmoén
humano. Los resultados esfan expresados como la absorbancia promedio + desviacién estandar
de células expuestas a medio sin suero (control), 500 pg/ml de Survanta, y 500 pgiml de
Survanta mas 50 pgfm] de SP-A por 36 horas. Los procedimientos para este experimento estan
descrites en Material y Métodos. * p < 0.01.
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a1-COLAGENA

MMP-1

TIMP-1

18S

Figura 9.- Efecto de Survanta, SP-A y Survanta mas SP-A sobre la expresién génica de proa1(l)
colagena, MMP-1 y TIMP-1. La imagen muestra un Northern blot representativo de 15 pg de
RNA celular total extraidos de cultivos control (carril 1) y de fibroblastos estimulados. Los
fibroblasios de pulmon humano normales subconfluentes fueron cultivados en medio sin suero y
tratados con 50 ug/ml de SP-A (carril 2), 500 ug/mi de Survanta (cam! 3}, 0 50 pgiml de SP-A
mas 500 pg/ml de Survanta (carril 4) por 48 horas.
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Figura 10.- Densitometria de la autorradiografia del Northern blot de la figura 9 para e! franscrito
de pro al{l) colagena. La longitud de las bamas representan las relaciones entre las
absorbancias de las sefiales de los transcritos de coldgena y las sefiales de los transcritos del
rRNA 188 de cada carril. Survanta indujo una disminucion en [z expresion del mRNA de proa 1(i}
colagena de 10 veces. La SP-A aumento en 80% la expresion de colagena, y parciaimente

revirtid los efectos de Survanta.
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Figura 11.- Efecto de Survanta sobre la estabilidad del mRNA de pro «t(1) colagena. Se
mantuvieron cultivos subconfluentes de fibroblastos de pulmdn humano normal en medio sin
suero, y fueron tratados con actinomicina D (triangulos), Survanta (diamantes), y Survanta mas
actinomicina D (cuadrados). Los resultados estan mostrados como el porciento de mRNA de pro
«1(1) colagena restante contra tiempo y fueron derivados del andlisis densitométrico de peliculas
expuestas a fos respectivos Northern blots. La refacion a1 colfagen/18S de células recolectadas
antes del tratamiento con actinomicina D (tiempo cero) se tomé como el 100%, y los puntos
subsecuentes después del tratamiento estan expresados como porcentajes de ese valor. Cada
punto representa ef promedio + desviacién estandar de tres diferentes experimentos.
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Figura 12.- Densitometria de la autorradiografia del Northern blot de Ja figura 9 para el transcrito
de MMP-1. La longitud de las barras representan las relaciénes entre las absorbancias de tas
sefiales de los transcritos de colagenasa y las sefiales de los transcritos del rRNA 188 de cada
carmil. Survanta estimulé fuertemente la expresion del mRNA de la MMP-1. La SP-A atenu6
ievemente los efecios de Survanta.
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Figura 13.- Efecto de la SP-D sobre la expresion génica de proa1(l) colagena y MMP-1. La
imagen muestra un Northern blot representativo de 15 pg de RNA celular total extraidos de
cultivos control (carril 1) y de fibroblastos eslimulados. Los fibroblastes de pulmén humano
normales subconfluentes fueron cultivados en medio sin suero y tratados con 3 pg/ml de SP-D
(carril 3) por 48 horas. Como control positivo para la expresion de colagenasa, se emplearon
fioroblastos estimulados con FGF-a /heparina (carril 2) por 48 horas. La grafica muestra la
densitometria para el mRNA de proa1(l) colagena.
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6 DISCUSION ,
Durante mucho tiempo se considerd que el remodelamiento estructural

de los pulmones en las neumopatias intersticiales difusas consistia
basicamente en el engrosamiento de las paredes alveolares por fibrosis
intersticial. Sin embargo, numerosas pruebas han mostrado que tanto en las
NID como en la lesiones pulmonares agudas difusas, la fibrosis intraalveolar,
caracterizada por proliferacion de fibroblastos y acumulacion de tejido
conjuntivo intraluminal desempefa un papel muy importante (22, 23, 36, 46,
84). La fibrosis intraalveolar oblitera de manera ireversible los espacios
aéreos y contribuye en forma importante al desarrollo de insuficiencia
respiratoria. En este contexto, la busqueda de factores intraalveolares que
modulen la actividad de los fibroblastos y que tengan eventualmente un efecto
antifibrosante ha cobrado importancia.

Se han identificado una variedad de citocinas que promueven la
respuesta fibroproliferativa. Estas incluyen entre otras, al factor de crecimiento
transformante p (TGF-B), el factor de crecimiento derivado de piaquetas, el
factor de crecimiento parecido a la insulina y al factor de necrosis tumoral o
(TNF-a). Estas citocinas fibrogénicas favorecen la migracién y proliferacién de
fibroblastos, y la acumulacion de matriz extracelular (2, 3, 39, 52, 54,). Por el
contrario, ofras citocinas como el interferén v y el factor de crecimiento de
fibroblastos 1 (FGF-1), son capaces de inducir en fibroblastos un fenotipo
antifibrogénico. Esto es, estos factores reducen la capacidad de proliferacion o
de sintesis de coldgenas o incrementan la produccion de enzimas que
degradan el tejido conjuntivo (7, 33), y de este modo inhiben la respuesta
fibrosante (27), aln cuando sus efectos parecen ser sobrepasados durante el

desarrollo de |a fibrosis.

Por otro lado, es posible que otros factores ademas de las citocinas
estén involucrados en la regulacion del remodelamiento de la matriz en el
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pulmén, y los resultados de este trabajo sugieren que la sustancia tensioactiva
pulmonar puede ser uno de ellos. Este hallazgo es muy importante porque aun
cuando en condiciones normales los fibroblastos estan confinados al
intersticic, estas células pueden entrar en contacto con los componentes del
surfactante cuando durante el proceso fibrogénico migran e invaden los

espacios aéreos .

Previamente se habia observado que preparaciones exdgenas de
surfactante, ya sea sintéticas o derivadas de fuentes naturales, inhiben la
sintesis de DNA y la secrecidn de algunos mediadores de la inflamacién de
fibroblasios derivados de pulmén humano (85). Estas observaciones
condujeron a establecer la hipotesis acerca del posible papel antifibrogénico
del surfactante, y para explorar esta posibilidad se usé Survanta, un extracto
natural de bovino enriquecido con tripalmitina y acidos grasos, que ha

demostrado ser eficaz en el campo clinico.

Nuestros resultados muestran que Survanta induce importantemente la
expresion del mRNA de MMP-1, disminuye la expresion del mRNA de
procolagena o 1(I} e induce la muerte celular programada en fibroblastos de
pulmén humano normal in vifro. Estos hallazgos sugieren que el tensioactivo
pulmonar induce un fenotipo antifibrogénico en fibroblastos pulmonares de
humano y consecuentemente, es posible que este complejo lipoproteico
pueda desempenar aigiin papel en cuanto a prevenir la acumulacién de
colagenas fibrilares, el principal componente de la matriz extracelular en la
remodelacion fibrética, en los espacios aéreos del parénquima pulmonar.

Por otro lado, tanto la SP-A como la SP-D inducen un aumento
moderado en la expresion del mRNA de procolagena ai(l) sin algin efecto
aparente sobre la expresion génica de colagenasa (y TIMP-1 para el caso de
la SP-A) como se observo con la técnica de hibridacion empleada.

No obstante, cuando se mezclaron Survanta y la SP-A en el mismo
cultivo, la presencia de fa apoproteina atenué parcialmente los efectos
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inducidos por Survanta sobre la expresion del mRNA de procotagena a1(1), asi
como en la induccién de apoptosis. Este aparente efecto antagénico entre las
dos substancias ha sido descrito en otros sistemas celulares, como linfocitos y
macréfagos (43). El efecto contrario ejercido por SP-A pudiera ser debido a la
interaccion entre esta colectina y los lipidos del surfactante. En términos
generales, estos resultados sugieren que el balance entre los componentes
del surfactante pudiera desempefiar un papel importante en ia respuesta
integral a este complejo lipoproteico. En los casos en donde las cantidades de
SP-A y/o SP-D estuvieran aumentadas en relacién a los lipidos, se esperaria

un estado que pudiera favorecer un fenotipo profibrosante.

En este sentido, es interesante destacar que en algunas neumopatias
intersticiales difusas y en pacientes con insuficiencia respiratoria progresiva
del adulto (SIRPA), se ha demostrado que existen cambios cuantitativos y
cualitativos en la composicidn quimica y en la actividad de superficie del
surfactante pulmonar (25, 71). Asi por ejemplo, en pacientes con fibrosis
pulmonar idiopatica, se observaron niveles bajos de fosfolipidos totales en
lavados broncoalveolares, y la gravedad de estos cambios correlacionaron con
una fibrosis mas avanzada evaluada histopatolégicamente (71). Ademas, en
este mismo padecimiento se encontrd que la relacion SP-Affosfolipidos totales
estaba reducida en comparacion con la observada en sujetos sanos. Pero el
hallazgo mas importante consisti6 en que la relaciéon se encontraba
significativamente disminuida en los enfermos que fallecieron en los primeros
dos afios después del diagndstico, en comparacién con los que sobrevivieron
(63).

En el caso del SIRPA, las proteinas séricas presentes en el liquido de
edema, especialmente el fibrinégeno, producen un deterioro en la actividad del
agente tensioactivo en estos pacientes (74). Si, como se demostr6 in vitro, el
surfactante tiene un efecto antifibrosante in vivo, las alteraciones
fisicoquimicas producidas en la monocapa de este complejo lipoproteico
pueden eventualmente contribuir al desarrollo de la fibrosis intraalveclar. En
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este contexto, se puede especular que, ademas de reducir la tension
superficial de los alvéolos, el uso de surfactante en la clinica puede ser
benéfico en cuanto a evitar la formacion de fibrosis intraluminal.

Los mecanismos responsables de los cambios inducidos por Survanta
en la expresion génica de la colagena y la colagenasa permanecen por
explicarse. En refacidn a la colagena, los resultados obtenidos despues de
inhibir la transcripcion de novo con actinomicina D, sugieren que Survanta
regula al gene de proai(l) coldgena parcialmente a través de mecanismos
postranscripcionales desestabilizando el mRNA. Asi, los niveles pre-existentes
de mRNA para la pro o 1(l) colagena parecen afectarse por un aumento en su

recambio, disminuyendo su expresion.

Se han descrito una serie de factores que influyen sobre la estabilidad
del mRNA mensajero para colagena y colagenasa. Algunas citocinas afectan
la produccion de coldgena y colagenasa al alterar la estabilidad de los
transcritos (8, 90). Los resultados de experimentos en donde la colagenasa se
produjo constitutivamente con el promotor temprano del virus de simio 40,
permiten concluir que la interleucina 1 (IL-18) aumenta la estabilidad del
transcrito al revertir los efectos desestabilizantes de algunas secuencias en la
region 3’ no traducida (89). También se han descrito factores nutricionales que
afectan la estabilidad del mRNA para la colagena tipo |, especificamente
alteraciones en la cantidad de aminoacidos intracelulares. En experimentos
llevados a cabo en cultivos de fibroblastos humanos privados de aminoacidos,
se observo una disminucion de los niveles de mRNA de a1(l) colagena; este
efecto estd mediado tanto por una disminucion en la estabilidad del mRNA,
como por disminucion de la transcripcion (45).

Los efectos producidos por Survanta se pueden deber a varios
mecanismos. Los lipidos con frecuencia actuan influyendo sobre la fluidez de
las membranas celulares. Alternativamente, otras moléculas que pueden
formar parte en la composicion de Survanta, pero que aln no se han
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caracterizado, pueden tener algin papel. Por ejemplo, se ha demostrado
recientemente que el preparado empleado en este trabajo contiene factor
activador plaquetario (PAF) en cantidades farmacologicas (56). El PAF tiene
efecto sobre el metabolismo de tejido conjuntivo, ya que se ha demostrado
que es capaz de aumentar de manera dosis dependiente la expresién génica
de fibronectina y colagena tipo IV en celulas mesangiales de rata y humano
(72). Quiza algunas otras moléculas hidrofébicas atn no descritas pudieran
estar presentes en la preparacién de fosfolipidos, y Jas prostaglandinas son
buenos candidatos, pero no hay fodavia estudios al respecto.

Aln cuando no se ha descrito el efeclo del surfactante en fibroblastos
humanos, en la literatura aparecen datos sobre el efecto de algunos lipidos
sobre ofros sistemas celulares. La dilinoleilfosfatidilcolina disminuye la
activacion de las células estrelladas hepéticas, como se deduce por la
disminucién en la actividad proliferativa, en la expresion de los mRNAs de
actina y procolagena, y en la sintesis de colagena (65). En lipocitos de rata, la
lecitina poliinsaturada impidié el aumento en la acumulacién de coladgena
inducido por acetaldehido, no modificé el aumento en los niveles de mRNA de
procolagena a1(l) mediado por acetaldehido, pero aumentd la actividad de
colagenasa (49). En un modelo de ateroesclerosis en conejos, una dieta rica
en colesterol produjo un aumento de la coldgena tipo Viil, cotdgenas fibritares,
TGF-1p, y de fa MMP-1 en la adventicia (63).

Otra posibilidad es que los efectos observados pudieran estar mediados
por citocinas producidas por los mismos fibroblastos después de ser
estimuladas con Survanta o las apoproteinas. Asi por ejemplo, se ha
demostrado que la exposicién de células mononucleares de sangre periférica
a SP-A induce la secrecién de TNF-¢, IL-1a, IL-1B, € IL-6, sin mostrar ningtn
efecto sobre la produccion de IFN-y (42). Interesantemente, TNF-a e IL-6 son
consideradas citocinas “profibrogénicas”, y al 1FNy como “antifibrogénico” (8,

15). Recientemente, un ensayo clinico preliminar mostré mejoria clinica
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substancial en pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica cuando e! IFNy-1b se
utilizé en combinacion con prednisolona (97). Hasta el momento, no existen
estudios sobre el papel de los componentes del surfactante sobre la secrecion
de citocinas por parte de los fibroblastos.

La induccién de apoptosis de los fibroblastos por Survanta es de
particular interés. La recuperacion de la lesién pulmonar depende de una
reparacion pronta, ordenada y efectiva de la barrera alvéolo-capilar, y del
restablecimiento de la interfase aire-epitelio alveolar a través de la eliminacion
de las células mesenquimatosas intraaiveolares. Hay observaciones recientes
que sugieren que la muerte celular programada es el principal mecanismo
responsable de la efiminacion de los fibroblastos intraalveolares en pacientes
cuya recuperacién de una lesién pulmonar aguda fue satisfactoria, alin cuando
los mecanismos mediante los cuales se induce la apoptosis permanecen
desconocidos (64).

los resultados de este frabajo apoyan la posibilidad de que el
surfactante pueda participar en este proceso. Cuando los experimentos se
efectuaron con medio enriquecido con SFB al 1%, no se observaron cambios
en la densidad celular en relacién a los controles. Esto se puede interpretar
como que la presencia de los factores de crecimiento presentes en el suero
“compiten” con los factores responsables de la disminucién en la densidad
celular, pero con los dafos presentados no es posible sacar ninguna
conclusién a este respecto. Sin embargo, en ausencia de suero, se observd
claramente un disminucion en el nimero de células a las 48 horas, proceso

que pareci6 ligado a un incremento en la apoptosis de fibrobiastos.

En resumen, los hallazgos muestran que, por un lado, Survanta
promueve la apoptosis de fibroblastos normates de pulmén humano e induce
un aumento en la expresion génica de colagenasa intersticial y una
disminucion en la de ia colagena tipo I, y por el otro, la SP-A y la SP-D tienen
efectos opuestos al tensioactivo en algunas de estas actividades. Estos
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resultados sugieren que los lipidos del surfactante proveen un medio hostil
para los fibroblastos en la luz alveolar, induciendo apoptosis y llevando a estas
células hacia un fenotipo antifibrogénico. La observacion de un efecto
contrario en las apoproteinas probadas sugiere que debe existir un balance
critico entre los componentes del surfactante en el microambiente alveotar, y
que cambios en este balance pueden modificar el destino de estas sefiales
quimicas. Si alteraciones en este balance promueve la fibrosis y si la
administracion de surfactante exégeno puede ser Util para prevenir a aminorar
la fibrosis in vivo son situaciones que no se conocen hasta la fecha.
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7 CONCLUSIONES

1) El tensioactivo exégeng Survanta a las concentraciones probadas in vitro

sobre fibroblastos normales de pulmén humano:

a) !Induce la apoptosis en culiivos sin suero.

b} Disminuye !a expresién génica de pro a1(l) coldgena.

¢} Aumenta la expresion génica de colagenasa intersticial.

d) No produce cambios apreciables en la expresion génica de TIMP-1.

2) La SP-A a las concentraciones probadas in vifro sobre fibroblastos

normales de pulmén humano:
a) Aumenta la expresién génica de pro o 1(l) colagena.

b) No produce cambios apreciables en la expresién génica de colagenasa
intersticial en cepas no productoras de MMP-1.

¢) No produce cambios apreciables en la expresién génica de TIMP-1
d) No afecta la tasa de crecimiento celular en cultivos sin suero.

3) La SP-D a las concentraciones probadas in vifro sobre fibroblastos
normales de pulmén humano:

a) Aumenta la expresién génica de pro o1(l) colagena.

b) No produce cambios apreciables en la expresion génica de colagenasa
intersticial en cepas no productoras de MMP-1,

4) Cuando Survanta y la SP-A se encueniran mezctadas en los cultivos, a las
concentraciones probadas i vitro, la apoproteina atenta los efectos de
Survanta sobre la apoptosis y la expresion génica de pro a1(l) colagena y la

colagenasa intersticial.

En conjunto, estos resultados sugieren que el Survanta puede tener un efecto
antifibrosante /n vivo
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