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Il. RESUMEN

Objetivo. Investigar en cultivos primarios de fibroblastos y sus clonas, derivados de
pacientes con esclerosis generalizada progresiva (EGP), la proliferacién, la sintesis de
colagena y la expresion de metaloproteasas y sus inhibidores.

Materiales y Métodos. Los fibroblastos se obtuvieron de piel de 10 pacientes con EGP
(con un promedio de la evolucion de la enfermedad de 4.95 afios) y de 7 controles,
pareados por edad, sexo y sitio de obtencion de la biopsia. El método de dilucién limitante
se utilizé para obtener las clonas de fibroblastos. Las caracteristicas de crecimiento in
vitro se determinaron por tres métodos diferentes. La sintesis de colagena se determino
por la incorporacién prolina marcada con ["C]. Las colagenas tipo | y llI se distinguieron
por su reduccién diferencial. La actividad de las metaloproteasas se determind mediante
zimogramas en gelatina y se confirmé por inmunotransferencia (western-blot). En los
sobrenadantes de los cultivos se determiné la concentracion de los inhibidores tisulares
de las metaloproteasas 1y 2 (TIMP-1 y TIMP-2) mediante ELISA.

Resultados. Los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP tuvieron mayor
proliferacion, aumento en la sintesis de colagena, mayor cantidad de colagena tipo | y tipo
Il e incremento de TIMP-1, todos estos cambios tuvieron un valor de p < 0.05 al
compararlas con los cultivos primarios de controles. No se observd un aumento en la
relacion colagena tipo I/colagena tipo Il al comparar con los controles. La actividad de la
colagenasa intersticial (MMP-1) y la expresion de la gelatinasa de 72 kDa estuvieron
ligeramente disminuidas en el cultivo cantidad de fibroblastos de pacientes comparadas
con los controles. No hubo diferencias significativas en la expresién de la gelatinasa de 92
kDa ni del TIMP-2 en los fibroblastos de pacientes al compararlos los controles. Ademas,
se observé la presencia de dos bandas con actividad gelatinolitica con un peso molecular
aproximado de 62 kDa y 59 kDa.

Los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes de corta evoluciéon de la
enfermedad (menos de 2.5 afios) producen mayor cantidad de colagenas tipo | y I, y de
TIMP-1 comparados con los de larga evolucion (7 a 13 afios) o con los controles. En los
cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con larga evolucién se observé que los
niveles de las colagenas tipos | y lll asi como la concentracion de TIMP-1 y la actividad de
las MMPs fueron similares a los controles.

En relacion a las clonas de fibroblastos, se observé que la clonogenicidad de estos en

los pacientes no fue diferente a la de los controles. La frecuencia de clonacion fue baja.
Existié6 una marcada heterogeneidad en la proliferacion, sintesis de colagena, expresion
de MMPs y en la concentracion de TIMP-1, tanto en clonas de fibroblastos derivados de
pacientes como de controles.
Conclusién. Estos datos sugieren que anormalidades tanto en la produccion de enzimas
que degradan a los componentes de la matriz, asi como de su inhibidor, pueden tener una
funcion importante en la acumulacién de colagena en la piel y en otros érganos afectados
en pacientes con EGP. Estas anormalidades guardan una relacién con el tiempo de
evolucion de la enfermedad.

Por otro lado, existe heterogeneidad entre las clonas de fibroblastos en relacion a la
proliferacion, sintesis de colagena, expresion de MMPs y concentraciéon de TIMP-1. Esto
nos indica que la piel de pacientes con EGP estd compuesta por clones de fibroblastos
que no son capaces de regular la sintesis y la degradacion de los componentes del tejido
conjuntivo y este desequilibrio en el recambio pueden ser importante en la patogenia de
esta enfermedad. Ademas, esta heterogeneidad observada sugiere que los fibroblastos
estan compuestos de diferentes poblaciones.



Il. ABSTRACT

Objetive. To investigate the proliferation, synthesis of collagen metalloproteinases and
their inhibitors in primary cultures of fibroblasts and derivated clones obtained from skin
from patients with systemic sclerosis (SSc).

Materials and Methods. Fibroblasts were obtained from skin biopsies of ten patients with
the diagnosis of SSc with an average duration below 5 years, and seven controls matched
by age, sex and biopsy site. A limiting-dilution assay was used to determine cloning
frequencies in the microcultures of plated dermal fibroblasts. The in vitro proliferation
characteristics were determined by three methods. The collagen synthesis was
determined by [*C]-proline incorporation. Delayed reduction was employed to distinguish
the type | from the type Il collagen. The activity of the metalloproteinases (MMPs) was
determined by gelatin zymography and confirmed by Western-blot. In the culture
supernatants the concentration of the tissue inhibitors of metalloproteinase 1 and 2 (TIMP-
1 and TIMP-2) were determined by ELISA.

Results. Primary fibroblast cultures had higher proliferation when derived from SSc
patients. The primary fibroblast cultures derived from patients with SSc synthetized
collagen in greater amount than those from control subjects. The fibroblasts of SSc
patients also produced higher amounts of type | and Ill collagens, when compared to those
from normal controls. SSc fibroblasts had a decreased interstitial collagenase (MMP-1).
TIMP-1 expression was significantly higher than that found in control fibroblasts. There
were no significant differences in the 92 kDa and 72 kDa gelatinase nor in the TIMP-2
expression between fibroblasts from SSc patients and controls. The presence of two
bands with gelatinolytic activity with relative mobilities of 62 kDa and 59 kDa was also
observed in cultures derived from patients with SSc. Fibroblasts from patients with an early
stage of the disease (less than 2.5 years of disease evolution) exhibited higher levels of
collagens type | and lll, as well as of TIMP-1 when compared to those from late-stages of
the disease (7 to 13 years of disease evolution) or to control subjects. Collagen synthesis
and MMP-1 activity were increased, but type | and type Ill collagens, as well as TIMP-1
expression were decreased in fibroblasts with late-stages of SSc. In relation to the
fibroblasts clones, the clonogenicity of those derived from SSc patients was not
significantly different from that of fibroblasts derived from normal individuals. In all cases
the frequency of cloning was low. Besides their heterogeneity, control fibroblasts clones
were characterized in general by presenting “normal” levels of collagen synthesis,
expression of MMP-1 and TIMP-1 (compared with their respective cultures). In contrast,
the clones from SSc patients were frequently characterized by being high producers of
collagen and TIMP-1.

Conclusion. Data suggest abnormalities in the production of the enzymes that degrade the
matrix components and their inhibitors, which may have an important role in the accumulation
of collagen in the skin and other organs affected by SSc. All the observed abnormalities are
related to disease evolution.

There was heterogeneity among the clones of human dermal fibroblasts, with regard
to proliferation, collagen synthesis, and the expression of MMP-1 and TIMP-1. Furthermore,
these data show that SSc skin is composed of fibroblast clones that upregulate the synthesis
and degradation of connective tissue components and this turnover imbalance might be
important in the pathogenicity of this disease.

lll. GENERALIDADES



Esclerosis generalizada progresiva (Esclerodermia).

La esclerosis generalizada progresiva (esclerodermia, EGP) es una enfermedad
autoinmune, del tejido conjuntivo, de etiologia desconocida, caracterizada por lesiones
vasculares proliferativas, lesiones microvasculares obliterativas y atrofia residual con
fibrosis del multiples 6érganos (1-3).

La primera descripcién detallada de esta enfermedad se realiz6 en 1753 por
Curzio. Posteriormente, Grintrac en 1847 introdujo el término esclerodermia (skleros:
duro; derma: piel), con énfasis en que la piel es el 6rgano blanco mas afectado [citado por
Perez (2)]. Posteriormente, Klemperer la incluyd en lo que denominé como
"Enfermedades de la Colagena" (4). En los ultimos afios el interés acerca de su
patogénesis ha ido en aumento, sin dilucidarse completamente (1).

La prevalencia de la EGP varia, dependiendo de los estudios, entre 4 a 286
afectados por millon de personas (5). Mientras que la incidencia va entre 0.6 a 19.1
afectados por millon de personas (5). La incidencia es mas alta en personas de raza
negra que en blancos, aunque estas diferencias son minimas a todas las edades (6) y su
pico se observa entre los 45 y 62 afos (5, 6). En relacion a la distribucion por sexo, las
mujeres son las mas afectadas. La relacion F/M varia dependiendo de las series, de 3:1 a
14:1 (5). La probabilidad de supervivencia en pacientes con EGP varia de acuerdo a la
edad del diagnostico, a los 7 afios es del 72% y del 40 % al 50 % a los 10 afios (5, 7). La
tasa acumulada de supervivencia fue menor al 80% a los 2 afnos, 50% a los 8.5 afios y
30% a los 12 anos (8).

La patogénesis de la EGP se desconoce; sin embargo, se han implicado cuatro
factores, a saber: 1.- La activaciéon persistente de fibroblastos, que da como resultado la
produccion de cantidades excesivas de proteinas de la matriz extracelular (MEC), como
colagena y otras proteinas que se acumulan en la dermis y en érganos internos (9-11); 2.-

La existencia de disfuncion vascular y microvascular, caracterizadas por la proliferacion



de la capa intima y obliteracion capilar (12, 13); 3.- La existencia de anormalidades
autoinmunes, con produccién de autoanticuerpos (para revision vea ref. 14),
hipergammaglobulinemia, hiperactividad de linfocitos T y citocinas secretadas por células
del sistema inmune que modulan la fibrosis o promueven el dafio vascular (15-18) y 4.-
Cambios proliferativos y activacion de las células cebadas (19, 20). Al parecer todos estos
componentes estan directamente relacionados y su interaccion funcional determina la
extension y la localizacion de la respuesta fibrética (21). Revisaremos brevemente estos
mecanismos patogénicos (Figura 1).

La EGP es una enfermedad heterogénea del tejido conjuntivo de etiologia
desconocida, caracterizada por una sobreproduccion de proteinas de la matriz
extracelular (MEC) por parte de los fibroblastos, dafio del endotelio de vasos de pequefio
calibre, asi como hiperplasia de la intima, asi como isquemia y activacion del sistema
inmune (22-25).

Existe predisposicién genética basada en la relacion con ciertos tipos de HLA con
la esclerodermia (5, 26-29), en informes de familiares con EGP (5, 30, 31) y en informes
de casos multiples (5, 32, 33). Finalmente, hay tres modelos de animales que desarrollan
espontaneamente esclerodermia (3, 34, 35). Posiblemente, la predisposicion genética
puede ser un prerrequisito para el desarrollo de la EGP, pero las evidencias sugieren que
otros factores directos o indirectos también intervienen en su evoluciéon. También se ha
encontrado que varios factores ambientales y quimicos se asocian con el desarrollo de la
EGP (36).

Hay evidencia directa que los virus pueden desempefar un papel patogénico en
esta enfermedad debido al mimetismo molecular entre antigenos virales y componentes
celulares que conducirian al desarrollo de autoanticuerpos en pacientes con EGP (37-41).

Ademas, se ha mostrado que pacientes con EGP tienen reactividad, aunque débil,

contra las proteinas retrovirales del virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH)
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determinadas por inmunotranferencia (western-blot), sin signos de infeccién (42). Los
cambios vasculares se observan tempranamente en el curso de la enfermedad, antes del
inicio de la fibrosis, lo que sugiere que ellos son primarios en la patogénesis. A pesar de
que hace mas de 20 afos se ha propuesto la hipétesis vascular en la patogénesis de la
esclerodermia (13), aun no se conoce el evento que dispara el dafio endotelial directo o si
es a través de los mediadores del sistema inmune. Es evidente que la interaccion célula-
célula y célula-MEC son fundamentales para la activacién del sistema inmune, dafio
endotelial y fibrosis. Estos elementos iniciales activan al sistema inmune, dando como
consecuencia acumulacion de células mononucleares vy linfocitos (CD4" y CD8" activados)
en los espacios perivascular e intersticial (43, 44).

Las células CD4" predominan en la piel, mientras que las células CD8"
predominan en el lavado bronquial. El incremento de la expresion de DR y CD45 en los
linfocitos T de la piel (44), asi como, los niveles aumentados en suero de desaminasa de
adenosina (45), y la presencia de los receptores de la IL-2 (46), como la sintesis
aumentada de citocinas (3, 11, 18, 47) nos sugieren activacion linfocitaria. Ademas, varias
citocinas de diferente origen celular [interleucinas (IL)-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF-a), factor de crecimiento transformante-beta (TGF-R),
interferén gamma (IFN-(y), factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), entre otras
(17, 46, 48-51)], asi como la sintesis de autoanticuerpos (52), (anti-topoisomerasa-I, anti-
centréomero y RNA polimerasas) han mostrado ser potentes efectores de la respuesta
inmune. Toda esta evidencia indica que hay activacion inmune de linfocitos T y
secundariamente activacion de los linfocitos B. Es dificil determinar si los mediadores
inmunes causan dafio endotelial o si es el dafio vascular el que induce activacién del
sistema inmune con su consecuente liberacion de mediadores y proliferacion de
fibroblastos. En este sentido, hay informes en la literatura que apoyan estas dos

posibilidades. Asi, Kahaleh y colaboradores (53) mostraron que ciertos componentes del
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suero de pacientes con EGP pueden destruir las células endoteliales de vena umbilical
humana in vitro. Los linfocitos T de piel de pacientes con EGP secretan granizima A,
molécula citotoxica para las células endoteliales (54). Las moléculas de histocompatibilidad
de clase I, marcadores de activacion endotelial, se encuentran en la vecindad de los vasos
sanguineos durante la fase inicial de la enfermedad (55). Ademas, el dafo vascular esta
documentado por el incremento del factor de von Willebrand y por la activacion de las
plaquetas (frecuente en presencia de dafo endotelial) (23). Las plaquetas, per se, pueden
activar a los fibroblastos, mediante la liberacion del factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF) y del TGF-R. Las células endoteliales sintetizan la IL-1a y la IL-18 y
expresan moléculas de adhesion. Estas moléculas pueden facilitar la migracion y adhesion
de los linfocitos al endotelio y por consiguiente aumentar la activacion del sistema inmune y la
liberacién de sus mediadores. Ademas el endotelio produce endotelina 1, que induce
proliferacion de fibroblastos y produccién de colagena. Cualquiera que sea el caso, los
mediadores inmunes se encuentran en el sitio adecuado para actuar, y actuan en concierto
para establecer las condiciones que permite al fibroblasto desarrollar un fenotipo de EGP.
Aqui se muestran estos aspectos en forma separada, pero ellos actian simultaneamente e
interactivamente. Asi, la migracion de las células mononucleares de la circulacion al sitio de
reparacion tisular y/o de la inflamacion, esta finamente regulada. Esto requiere la expresion
apropiada de ciertas moléculas, aumento de receptores particulares y contra-receptores en
los linfocitos, células endoteliales, fibroblastos y tejido conjuntivo. El paso inicial, sea la
activacion de los linfocitos y la modulacion de la expresion de los ligandos de adhesion en
estas células. Es posible que, después de la activacion de los linfocitos, o en respuesta a otro
estimulo (previo y/o posterior), las células endoteliales se activen y expresen sus ligandos y
contra-receptores para los ligandos de los linfocitos y/o fibroblastos. Después de la union
celular, puede existir una activacion reciproca de las células inmunes y células del tejido

conjuntivo mediada por el contacto celular y por la liberacion de citocinas, por parte de estas
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células. Todos estos elementos son importantes para el desarrollo de la fibrosis en la
esclerodermia, pero no es una explicacion completa. Los fibroblastos obtenidos de las
lesiones y mantenidos en cultivo persisten su fenotipo anormal (de incremento de sintesis de
proteinas de la MEC) por varias generaciones, sin un estimulo continuo de las células inmune
o sus productos (56,57). Una explicacion posible es que una vez activado los fibroblastos,
sus productos actuen en forma autdcrina y sirvan como una retroalimentacion positiva. Otra
posibilidad es que los eventos inflamatorios e inmunes seleccionen a una subpoblacién de
fibroblastos, que sintetice cantidades elevadas de colagena (58) y proponemos que dentro de
una subpoblacién también seleccionen a otras proteinas que intervienen en la patogénesis,
dando un fenotipo fibrético caracteristico de la enfermedad. También se ha demostrado la
expresion aumentada de genes que codifican a los componentes de la MEC (59).

El conocimiento de la regulacién transcripcional de los genes de la colagena es
importante, debido a que los mecanismos de expresion de estos genes de la colagena puede
ser blanco terapéutico. Por ultimo, la funcién de las células cebadas no es del todo clara en la
generacion de la fibrosis. Estas células son potentes activadores de los fibroblastos, asi como
de las células endoteliales. La colagena tipos | y IV y los mismos fibroblastos pueden activar
a los linfocitos T, induciendo activacion permanente en pacientes con EGP (25). Asi, estos
mediadores producidos por las células presentes en el sitio inducen proliferacion de
fibroblastos, incremento en la sintesis de las proteinas de la MEC, inhibicion de la

degradacion de la MEC, dando como resultado final fibrosis de piel y de érganos internos.

El fibroblasto

Los fibroblastos se derivan del mesénquima embrionario. El término fibroblasto
describe a un grupo de células que incluyen a las del tejido conjuntivo (fibrocitos), a las
células contractiles (miofibroblastos) y ocasionalmente a las células fagociticas de los tejidos

(histiocitos) (60). Durante la embriogénesis, las células fibroblastoides no sélo sintetizan la

13



matriz extracelular, sino también determinan la estructura esquelética, la localizacién de las
células musculares, las vias de las fibras nerviosas y la organizacion de la piel (61). Durante
el crecimiento y maduracién de los tejidos, los fibroblastos contintan la sintesis y el
mantenimiento de los componentes de la MEC. Estos componentes son constantemente
degradados y remodelados por varias enzimas que también son producidas por los
fibroblastos (ver adelante). Esta bien establecido el papel principal que tienen los fibroblastos
en la produccion excesiva de la sintesis de la colagena y de otras proteinas de la MEC.
Ademas, los fibroblastos desempefian una funcién activa en el sistema inmune, sintetizando,
respondiendo a citocinas (50, 51) y a través de la presentacion antigénica (62). Varias
citocinas y factores de crecimiento pueden modular o regular una variedad de funciones de
los fibroblastos y sus productos, incluyendo proliferacion, quimiotaxis, sintesis de proteinas
de la MEC, sintesis de otras moléculas como las prostaglandinas, moléculas clase Il del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), sintesis de enzimas proteoliticas, entre otras
(50, 51).

Los fibroblastos difieren de un tejido a otro, Castor y colaboradores (63) encontraron
diferencias en los cultivos de fibroblastos derivados de la dermis, tejido articular, superficies
mesoteliales y periosteo. Estas diferencias incluian morfologia, proliferacion y producciéon de
acido uroénico. Smith y colaboradores (64) mostraron diferencias entre los fibroblastos
dérmicos y los retro-oculares en relacion a la regulacion hormonal de la sintesis del
hialuronato. También, los fibroblastos derivados de la piel difieren de los derivados en
pulmén, en términos, de morfologia, proliferacion y sintesis de citocinas (65). Aun mas, los
fibroblastos son también heterogéneos dentro del mismo sitio anatdomico, en este sentido se
ha mostrado que fibroblastos derivados de la dermis reticular y de la papilar son
heterogéneos en su crecimiento in vitro (66). Los fibroblastos de piel de sujetos normales son
heterogéneos en su crecimiento, proliferacion, expresion de moléculas de superficie, unién a

C1q y sintesis de proteinas en respuesta hormonal, asi como de mitdégenos (67-70). También
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se ha observado heterogeneidad en la morfologia, proliferacién, sintesis de proteinas en
fibroblastos derivados de la mucosa gingival (67, 71-74). Se ha descrito caracteristicas
proliferativas heterogéneas en los fibroblastos de pulmén obtenidos de sujetos normales; asi
como obtenidos de pacientes con fibrosis pulmonar (75). Por ultimo, las subpoblaciones de
fibroblastos de la linea celular de pulmoén fetal WI-38 han mostrado heterogeneidad en la
morfologia (tanto citoplasmica como nuclear) y en la distribucién de organulos (81). Por otro
lado, hay evidencia que existe heterogeneidad en los fibroblastos obtenidos de animales (76-
80).

En relacion a subpoblaciones de fibroblastos obtenidos de pacientes con EGP,
Fleischmajer y colaboradores (82) mostraron que los fibroblastos aislados de diferentes
estratos de la piel de pacientes con EGP, producian colagena y fibronectina en forma
heterogénea. Posteriormente, Botstein y colaboradores (58) observaron que el suero de
pacientes con EGP favorecia al crecimiento de clonas de fibroblastos-altas productoras de
colagena, derivadas de prepucio de neonatos sanos. Los autores proponen un modelo
alternativo de fibrosis (los fibroblastos en EGP son sujetos de seleccidon que favorecen el
crecimiento de las células-altas productoras de colagena) (58). Maxwell y colaboradores (83)
mostraron unién a C1q en proporcién diferente en fibroblastos derivados de cultivos primarios
de pacientes con corta evolucion (8 y 18 meses) y las obtenidas de pacientes con larga
evolucion (4 a 8 anos). Whiteside y colaboradores (84) obtuvieron, mediante diluciéon
limitante, clonas de fibroblastos derivadas de pacientes con EGP, en las que la mayoria de
clonas eran altas productoras de glicosaminoglicanos y proteina sensible a colagenasa,
sugiriendo que la piel de pacientes con EGP esta compuesta por clonas de fibroblastos que
son incapaces de regular la sintesis de componentes de la MEC. Estudios posteriores, con
metodologias diferentes, han confirmado la heterogeneidad en la sintesis de colagena de

fibroblastos de pacientes con EGP (86-87).
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No se conoce si toda la masa de fibroblastos o subpoblaciones son responsables de
la produccién y expresion diferencial de las metaloproteasas y los inhibidores tisulares de las
metaloproteasas en cultivo de fibroblastos derivados de pacientes con EGP. Ademas, se
desconoce si existe heterogeneidad en la expresion de MMP-1 y TIMP-1, tanto en
fibroblastos derivados de sujetos normales, como de pacientes con EGP.

La matriz extracelular.

La MEC es una estructura altamente compleja del tejido conjuntivo. Esta formada por
diferentes componentes, que incluyen varios tipos de colagena, glicoproteinas tales como
fibronectina, laminina, entactina, glicosaminoglicanos (GAG) y proteoglicanos (87). Cada uno
de los componentes de la MEC se clasifica de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas y
fisiologicas: las estructurales, principalmente colagena y elastina; y las adhesivas como la
fibronectina y la laminina. Ambas clases se encuentran en una variedad de tamanos y
formas, que se derivan de la expresién de diferentes genes y constituyen familias de
proteinas. En la piel, existe una gran variedad de moléculas de la matriz que son parte
importante del espacio intercelular, que se forman por medio de una red intrincada de
macromoléculas y la manera cémo se encuentran organizadas, dan lugar a una diversidad de
formas, cada una adaptada a los requerimientos particulares de cada tejido. La piel normal
esta compuesta por colagenas fibrilares (colagena tipos |, lll y V); también la colagena tipo V
esta presente en la matriz vascular (88). Las proporciones de los diferentes tipos de
colagenas extraidas de la dermis en piel adulta son del 80 al 90 % de colagena tipo |, del 8 al
22 % de la tipo lll y menos del 5% de la tipo V (89). La alta concentracion de la colagena tipo
| contribuye a la gran fuerza de tension de la dermis y su resistencia a la deformacién. La
colagena tipo V presente también en la dermis, esta organizada en filamentos finos que se
intercalan con las fibrillas de colagena, y su distribucion tan variada, sugiere que tenga una
funcién en la organizacion de otros componentes de la MEC (90). Ademas, influye en el

citoesqueleto de las células que la producen (90). En lo que respecta a las proteinas
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adhesivas, s6lo mencionaremos que participan en la interaccion célula-MEC vy célula-célula.
La fibronectina promueve la interaccion de los fibroblastos con otros tipos de células con la
MEC, mientras que la laminina promueve la unién de las células epiteliales a la lamina basal
(91). Las moléculas de GAG y proteoglicanos en el tejido conjuntivo, forman una sustancia
fundamental hidratada, tipo gel, en la que se encuentran embebidas las proteinas fibrosas, de
tal manera que este gel resiste las fuerzas compresivas en la MEC vy las fibras de colagena
principalmente proveen la fuerza tensil (91).

Degradacion de la matriz.

La degradacién de la MEC es un proceso fisioldgico normal, asi como en procesos
patolégicos. En el proceso fisiolégico normal de la remodelacion esta asociada con el
crecimiento, cicatrizacion, morfogénesis, angiogénesis, migracion celular, implantacién del
trofoblasto, resorcion uterina postparto, remodelacion dsea, erupcion dental, entre otras. Este
proceso requiere de la sintesis y remodelacién de varias proteinas que se encuentran
finamente controladas (87, 92). En algunos de estos procesos, ocurren de manera altamente
regulada y con minima destruccion tisular (i.e. migracion celular).

La degradacién de la MEC se asocia con algunos procesos patoldgicos, tales como la
formacién del granuloma, artritis reumatoide, enfermedad peridontal, ateroesclerosis, entre
otras. En estas condiciones se debe a la pérdida de la homeostasia por una produccion
anormal de las proteinas y la velocidad de recambio de estas proteinas (93).

Una regulacion anormal pero controlada de la degradacién de la MEC, se observa en
otras condiciones como la invasion y metastasis de células neoplasicas (94).

La degradacion de la MEC se produce por accion de endopeptidasas o proteinasas,
producidas por varias células, y pueden subdividirse en cuatro clases: metaloproteasas,
cistein-proteasas, serin-proteasas y proteasas del acido aspartico (95).

Metaloproteasas.

Control y regulacion.
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Las metaloproteasas son un grupo de endopeptidasas, dependiente de metal,
estructural y funcionalmente relacionadas, las cuales desempefan funciones importantes en
la degradacién de los componentes de la MEC (Tabla 1). Las MMPs son producidas por las
células mesenquimatosas, hematopoyéticas, queratinocitos, entre otras (Tabla 1). También
las MMPs comparten una homologia entre si (~70%). Dentro de esta similitud, las MMPs se
dividen en varios dominios (Tabla 1).

Las MMPs han sido clonadas y comparten varias caracteristicas comunes: (a) son
capaces de degradar uno o mas componentes de la MEC; (b) son secretadas como
proenzimas (zimégenos), la que requiere su activaciéon extracelular; (c) los zimdégenos se
activan por poteinasas, organomercuriales o por agentes quelantes (i.e. EDTA), (d) 1,10-
fenantrolina bloquean su actividad, pero se revierte esta actividad agregando Zn** exégeno;
(e) son activas a pH neutro; (f) tienen requerimiento de Zn** y Ca®* , que son necesarios para
la estabilizacion de estas proteinas; (g) la activacién es acompafnada de pérdida de una parte
de su molécula (cerca de 10 kDa); (h) su actividad es inhibida por los TIMPs, e (i) poseen
propiedades y funciones inmunolégicas (i.e regulacién de secrecion por citocinas y otros
mediadores, facilitacion de la secrecion de TNF, y contribuye a enfermedades inflamatorias y
autoinmunes) (87, 92-97).

Las MMPs son reguladas a varios niveles: durante la sintesis, la secrecion, la
activacién en el medio extracelular antes de que el sustrato le degrade y por inhibidores
naturales, tales como los TIMPS (95). La sintesis y secrecion de pro-MMPs son reguladas
por varias citocinas, factores de crecimiento, hormonas y mitdégenos. Una segunda via de
control del recambio de la matriz por las MMPs es la conversion de proenzimas a sus formas
activas. Los organomercuriales activan a la forma latente por cambios conformacionales.
Otros compuestos son capaces de activar a las formas latentes (i.e. catepsinas B y L,
plasmina, elastasa). El tercer control de las MMPs ocurre con la interaccion de los inhibidores

naturales, tales como la macroglobulina o, y los TIMPs. La actividad de las MMPs es
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especificamente inhibida por los TIMPs, las cuales se unen con la MMPs activadas en una
relacion de 1:1 (98). Se ha informado que la expresion del gen de las MMPs se correlaciona
con su forma celular, modula la morfologia de los fibroblastos, mediante agentes quimicos y
por las condiciones de cultivo (99).

Inhibidores tisulares de las metaloproteasas.

Control y regulacion.

Las metaloproteasas son inhibidas especificamente por los TIMPs. Cuatro tipos de

TIMPs se han identificados y clonados (100-102). Poseen dos dominios: el N-terminal que
reacciona con los centros activos de la mayoria de las MMPs y el C-terminal que paticipa en
la unién con otros componentes, tales como el dominio C-terminal de las gelatinasas. En el
humano el TIMP-1 es una glicoproteina de 28.5 kDa, el TIMP-2 es una proteina no glicosilada
de 21 kDa. Ambas son producidas de manera constitutiva por varios tipo de células, como las
epiteliales, mesenquimatosas (96), y en estan presentes en fluidos corporales y en los
extractos tisulares (103). Todas los TIMPs inhiben a las MMPs activas, uniéndose en forma
no covalente e irreversible produciendo complejos estequiométricos (1:1). En ocasiones, las
proenzimas se unen a los TIMPs. Los mecanismos por los cuales los TIMPs se unen, aunque
con diferente afinidad, a los centros activos de las MMPs e inhiben sus funciones, son

pocos entendidos.
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Tabla 1. Caracteristicas de las Metaloproteasas.

Grupo Nombre Peso molecular Caracteristicas Sustrato Células Cromosoma
(kDa) productoras
I. Colagenasa 57/52 latente Se unen al zZn”' en el sitio Colagenas I, Células del tejido 11922
intersticial 48/21 activa activo y emplea ca?" como I1,I11,VII conjuntivo.
MMP1. 24 modificada estabilizador. Actla a pH y X. Gelati-
neutro. Se secreta como nas.
proenzima: se activa por
escisidén de proteinas o
mercuriales. Se inhibe al
formar complejos con los
TIMPS.
Colagenasa del 85 latente Idem Colégenas I, Neutrdfilo (gréanulos
neutrdéfilo 65 activa IT y IIT. azurdfilos) .
MMP-8
Colagenasa-3 56 latente Idem Colégenas I, Células tumorales 11g23.3
MMP-13 48 activa IT. Condrocitos.
Estructura
68 . MKQPRCGVPDVA * 193-LHRVAA.HELGHSLGLSHST* *
, A
19 80 c 112 50 209
Péptido Propéptido (B) Sitio activo (C) Sitio de Dominio semejante a la
sefial unidén al hemopexina/vitronectina (G)
(A) zinc (E)

Dominio propeptidico

Dominio catalitico
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Continuacidén de la Tabla 1.

II. Gelatinasa A 72 latente Idem Gelatina Células mesensenqui- 16921
MMP-2 66 activa tipo I. matosas. Del tejido
Colagenas epitelial (restringido)
Iv,V,VII,X
Fibronectina
Elastina.
Estructura
|
29 80 c! 112 175 |1 50 202
(&) (B) (C) Fibronectina (D) (E) (G)
Gelatinasa B 92 secretada Idem Gelatinas Macréfagos, fibro- l6gq
MMP-9 84 activa I,V, cola- Dblastos, PMN. Célu-
genas IV,V. las epiteliales.
Estructura
I
29 80 c 112 175 | 50 53 202
(A) (B) (C) (D) (E) Colagena (G)
V(o)
(F)
ITIT. Estromelisina-1 60/57 secretada Idem Proteogli- Células mesenquima- 11g22
MMP-3 50/48 activada canos. Fi- tosas. Macréfagos.
28 activada bronectina.
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Continuacién de la Tabla 1.

Gelatinas
I,III,IV,V.
Colégenas

III,IV,V,IX.

Propéptidos

de procolége-

na I,II,III

Elastina (1li-

mitado) .

Gelatinas
I,II1I,1IV,V
Caoléagenas
I11,1IV,V
(limitado) .

Queratinocitos,
Macréfagos alveolares.
Células tumorales.

Células mesenquimato-
tosas (restringido).

11q22

53

Estremolisina-2 53 secretado Idem
MMP-10 47 activada
Estromelisina-3 6l Idem
MMP-11
Estructura
I
17 82 C 112
(A) (B) (C)
Iv. Matrilisina 28 secretada Idem. Carece de domi-
PUMP-1 21/19 activa nio [(G), dominio se-
MMP-7 mejante a hemopexina/

vitronectina].
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Continuacién de la Tabla 1.

Estructura
j
17 77 C 113 60
(A7) (B) (C) (E)

El residuo de residuos de aminodcidos se muestra dentro de cada dominio. La linea indica la conexidén de dominios
conectados. La C indica la posicidén aproximada del switch de cisteina.
* Secuencia de aminoadcidos de la regidén del switch de cisteina (Se muestra la secuencia para la MMP-1).

** Secuencia de aminoadcidos de la regidén o sitio de unidén al zinc (Se muestra la secuencia para la MMP-1. Los
aminodcidos conservados se muestran en oscuro).
PMN= polimorfonucleares.
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El mecanismo accion de los TIMPs es complejo e involucra numerosos puntos de interaccion con
las MMPs.

Algunas evidencias del papel de las MMPs y de los TIMPs se han descrito en la EGP. En
este sentido, se encontraron niveles elevados de TIMP-1 en suero de pacientes con EGP, los
cuales se correlacion6 con la actividad de la enfermedad (104). Por otro lado, Bou-Gharios y
colaboradores (105) mostraron una disminucién de la MMP-3 con un incremento concomitante
del TIMP-1 en fibroblastos de pacientes con EGP. Esto fue determinado usando un
procedimiento por el cual los fibroblastos fueron cultivados con monesina (la cual previene la
secrecion de nuevos componentes de la MEC); y se midid6 mediante citometria de flujo (FACS).
Posteriormente, Kirk y colaboradores (106) mostraron incremento de TIMP-1 en miofibroblastos
obtenidos de piel de pacientes con EGP. Kikuchi y colaboradores (107) describen que el TIMP
puede ser un factor de crecimiento autécrino en el proceso fibrético de los pacientes con EGP.
Por ultimo, recientemente, se encontré que los fibroblastos de pacientes con EGP expresaban
niveles elevados de mRNA de TIMP-3 tanto en cultivo como in vivo (108).

En conclusion, no se conoce si ciertas subpoblaciones de fibroblastos sean las
responsables de la expresion alterada de las MMP-1, asi como de TIMP-1; tampoco se conoce si
el recambio de las proteinas (MMPs, TIMPs) se encuentra alterado en las diferentes fases de la

enfermedad.

IV. HIPOTESIS.
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Existe un recambio alterado del tejido conjuntivo en la Esclerosis Generalizada
Progresiva, debido a la sintesis aumentada de proteinas de la matriz extracelular (colagena) y
anormalidades en la produccién y regulacion de las enzimas de la matriz y sus inhibidores.
Ademas, este recambio es diferente en pacientes de corta evolucion en relacion a los de

larga evolucion.

En las subpoblaciones de fibroblastos de pacientes con Esclerosis Generalizada
Progresiva existen heterogeneidad: [1] en las caracteristicas proliferativas, [2] en la sintesis
de colagena, [3] en la expresion de la actividad de las metaloproteasas y [4] en la

concentracién del inhibidor tisular de la metaloproteasa-1.

V. OBJETIVOS.
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Objetivos principales.

1. Determinar y comparar en los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP y de
sujetos normales, la sintesis de colagena tipos | y lll, la expresion de la actividad de la
colagenasa intersticial y la produccion de los inhibidores tisulares de las metaloproteasas-1y

2.

2. Estudiar 'y comparar en las subpoblaciones de fibroblastos la

heterogeneidad/homogeneidad en: la proliferacion celular, sintesis de colagena, la expresion

de la actividad de la MMPs y la concentracion del inhibidor tisular de la metaloproteasa-1.

3. Caracterizar las subpoblaciones de fibroblastos de los dos grupos de estudio.

4. Establecer la participacion de las proteinas de la colagena, de las enzimas de la matriz y

sus inhibidores en la patogénesis y en la evolucién de esta enfermedad.

VI. MATERIALES Y METODOS.
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Pacientes y controles: se estudiaron diez pacientes con el diagnéstico de EGP que reunian los
criterios de clasificacion para esta enfermedad (109). Todos los pacientes tenian EGP de acuerdo
a la clasificacion propuesta por LeRoy y colaboradores (110). Seis pacientes tuvieron menos de
2.5 afos de evolucién de la enfermedad y los cuatro restantes menos de 13 afios de evolucién
de la enfermedad. Se consider6 inicio de la enfermedad desde la aparicién de fenédmeno de
Raynaud o cualquier sintoma relacionado con la enfermedad. Ademas, se estudiaron siete
sujetos normales. Ninguno de los sujetos estudiados tenia sindrome de sobreposicion u otras
enfermedades del tejido conjuntivo ni enfermedades de la piel. Los pacientes y los sujetos
normales, fueron pareados por edad, sexo, sitio de la biopsia y caracteristicas socio-
demograficas. Las muestras fueron procesadas en paralelo. El tratamiento de los pacientes se
suspendio por lo menos tres dias antes de la biopsia y todos recibieron informaciéon completa del
proposito del estudio y firmaron la carta de consentimiento para su participacion. Las
caracteristicas demograficas de los grupos estudiados se presentan en la Tabla 2.

Caracteristicas clinicas: los pacientes se evaluaron por la presencia de dafio o afeccion
pulmonar, gastrointestinal, renal, cardiaca o0 muscular, asi como por la pérdida digital. También se
evaluaron anticuerpos antinucleares (ANA), anti-topoisomerasa 1 (anti-topo), anti-centrémero
(ACA) y factor reumatoide (FR), ademas se cuantificé las inmunoglobulinas. La afeccién
pulmonar se evaludé por la presencia de fibrosis bi-basal en una radiografia de térax o por
restriccion de la capacidad funcional pulmonar determinada por espirometria o pruebas
funcionales. La hipertensién pulmonar se evaludé por ecografia bidimensional. El dafo
gastrointestinal se apoyd en sintomas o hallazgos endoscopicos compatibles con reflujo
esofagico o diarrea crénica con malabsorciéon no debida a otra patologia o; alternativamente con
anormalidades en la motilidad determinadas por radiografia o hallazgos manométricos o por
saculaciones colonicas. La participacién renal se consideré cuando los pacientes presentaron
hipertension maligna o reduccion en la depuracién de la creatinina inferior a 80 ml/min o valor de

la creatinina sérica superior a 2 mg/dl. El dafio cardiaco se definié por pericarditis, arritmia o
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defectos en la conduccion en ausencia de enfermedades coronarias conocidas. La miositis se
definié por mialgias o debilidad asociada con incremento de los valores en el suero de creatin-
cinasa o aldolasa y con hallazgos compatibles en la biopsia de musculo o electromiografia.

Los ANA y los ACA se determinaron por inmunofluorescencia indirecta (IF1). Los anti-topo-
1 se determinaron por ELISA. Las inmunoglobulinas y factor reumatoide se cuantificaron por
nefelometria.

Todos estos datos se obtuvieron del expediente médico de cada paciente y fueron
recolectados a la fecha de la realizacion de la biopsia.
Biopsia de piel y obtencion de cultivos primarios: los fibroblastos dérmicos se obtuvieron por
biopsia de la piel, mediante un sacabocado de 4 milimetros de diametro, en los pacientes y en
los controles (las muestras se tomaron de las mismas regiones). Previo lavado de la region con
solucion salina estéril y alcohol, se anestesioé con 0.5 a 1 ml de xilocaina al 1%. En los pacientes
la biopsia se tomo en una zona de piel afectada. La biopsia se corté en fragmentos pequefos (10
a 15 fragmentos de una biopsia de 4 mm de diametro) y se colocaron en cuatro o cinco frascos
de cultivo de 25 cm? (Falcon Labware, Becton Dickinson). Se afiadieron 3 ml de medio de cultivo
de crecimiento (MCC) [medio esencial minimo modificado por Dulbecco (D-MEM, Sigma, St.
Louis, Mo), suplementado con 10% de suero de bovino fetal (SBF, GIBCO BRL), L-glutamina al 2
mM, kanamicina (0.1 mg/ml), gentamicina (0.05 mg/ml) y anfotericina B (0.25 pg/ml)] y se coloco
en una incubadora a 37 °C en 5% de CO,, 95% de aire, en condiciones de humedad. El MCC se
cambié cada 7 y/o 10 dias en las tres primeras semanas, para luego cambiar cada 3 a 4 dias
durante 3 a 6 semanas. Cuando los fibroblastos llegaron a la confluencia se despegaron con
tripsina-EDTA (0.5 pg/ml de tripsina 1/250 y 0.2 ug/ml de EDTA en solucién salina amortiguada
(GIBCO BRL) durante 1 a 2 min a 37 °C. La tripsina fue neutralizada con el MCC. Los
fibroblastos se lavaron por una ocasion y fueron resuspendidos en 5 o 7 ml de MCC, repartidos
en dos o tres cajas de cultivo, dependiendo del numero celular y nuevamente colocados en

incubacion. Este procedimiento de subcultivo fue realizado rutinariamente. Durante estos
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subcultivos se congel6 una o dos muestra a -70 °C. Las células fueron utilizadas para cada
estudio comparativo, en paralelo, entre los pases tercero al sexto. Los cultivos en el tercer pase
fueron clonados. Por otra parte, se utilizé la linea monocitica humana U937, la cual se cultivo en
MCC como se indica arriba. Esta linea se utilizé con o sin tratamiento con acetato de forbol
miristato (PMA) a una concentracion de 10 ng/ml (111) para los controles positivos de las
diferentes MMPs.

Preparacion de las clonas de fibroblastos a partir de los cultivos primarios: las
subpoblaciones fueron aisladas del cultivo cantidad de dos pacientes con EGP (Ay D, ver Tabla
3) de corta evoluciéon (> 2.5 afios) y de dos sujetos controles (A y D’, ver Tabla 3), mediante
dilucion limitante como previamente describe Korn y colaboradores (70). Brevemente, después
de que el cultivo cantidad (segundo pase) llegd a la confluencia se despegaron los fibroblastos
como se indico. Posteriormente, se lavé con MCC con 20% de SBF y amortiguador de HEPES
25 mM (GIBCO-BRL), se tomd una alicuota de 20 ul para determinar viabilidad mediante azul
tripano. Quinientas mil células se resuspendieron en 10 ml de MCC con 20% de SFB. Diluciones
seriadas se realizaron hasta obtener una concentracion final de 50 fibroblastos/10 ml de medio.
Cien pl de esta suspension se pusieron a cada pozo en placa de 96 pozos de fondo plano
(Falcon 3070, Oxnard, CA). Se agregaron 100 pyl de MCC suplementado (MCCS), el cual
contenia MCC con 20% de SBF y amortiguador de HEPES 25 mM/ 25% de SBF / 25% de medio
condicionado de fibroblasto (MCF, el sobrenadante de los cultivos confluentes de los cultivos
primarios normales crecidos en el MCC). Los pozos fueron examinados mediante un microscopio
invertido para asegurar que no haya mas de un fibroblasto por pozo. Solamente los pozos
sembrados con un fibroblasto fueron usados en la seleccion de clonas para su expansion. Los
pozos con evidencia visual de mas de un fibroblasto fueron descartados. Las placas fueron
incubadas como se indica arriba y el MCCS se cambié cada semana. Cuando las células
alcanzaron la confluencia, estas fueron despegadas como se indica arriba y se expandieron en

cajas de cultivo de 24 pozos (Linbro, McLean, Virginia) con el MCCS. Posteriormente los
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fibroblastos se transfirieron a cajas de cultivo de 25 cm? (Falcon) en el MCCS, cosechados hasta
la confluencia y transferidos a cajas de 75 cm? (Costar, Cambridge, MA) en el MCCS. Al llegar a
la confluencia los fibroblastos fueron cosechados y ensayados. Los experimentos se realizaron
en los clones de un mismo subpase. Las células que no se utilizaron fueron congeladas en
nitrogeno liquido y/o re-cultivadas. Todos los experimentos comparativos entre las clonas de
fibroblastos de pacientes y de controles se utilizé el mismo lote de SFB. La viabilidad de todos los
experimentos fue superior al 95%.

Caracteristicas de crecimiento in vitro del cultivo cantidad de fibroblastos: para
cuantificar el crecimiento celular, el cultivo cantidad de fibroblastos se sembré en placas de 96
pozos con 2 x 10* células/pozo. Las células se incubaron desde las 12 horas hasta las 96 horas.
En todos los casos, 1 uCi/pozo de timidina tritiada (6.70 Ci/mmol, Dupont, Boston, MA) se afadio
durante las ultimas doce horas del periodo total de incubacion. Las placas se congelaron y las
muestras se ensayaron posteriormente. Las células fueron removidas y colectadas en un
cosechador automatico de células. La incorporacion de timidina tritiada fue detectada mediante
un contador beta y los resultados fueron expresados en cuentas por minuto (cpm) como el
promedio y la desviacion estandar (DE) de 12 pozos.

También se utilizo el indice de proliferacién celular: las células fueron sembradas 10°
células/caja de cultivo de 25 cm? en MCC con 10% de SBF e incubadas 24, 48,72 y 96 horas de
incubacion. Al final de cada periodo de incubacion, las células fueron despegadas y contadas en
un hemocitdmetro. Ademas se guardé una alicuota para la cuantificacion del ADN. El indice de
proliferacion se obtuvo incorporando el nimero real de células contadas a las 96 horas en una
curva logaritmica estandar. Por ejempilo, si el nimero de células contadas a las 96 horas fueron 2
x 10° 6 4 x 10°. El indice de proliferacién se designé como 2 6 4 respectivamente. El mismo
procedimiento se realizé para las 24, 48, 72 y 96 horas. Las muestras se congelaron para la

determinacion del ADN.
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Caracteristicas de crecimiento in vitro de las clonas de fibroblastos: para examinar el
crecimiento celular de las clonas de fibroblastos, se sembraron 10° células en 3 ml de MCC en
cajas de cultivo de 25 cm?. Las células se incubaron por 96 horas a 37 °C, en condiciones antes
mencionadas, posteriormente se colocé tripsina-EDTA y se contaron manualmente. Los
resultados se expresaron como el indice de proliferacion celular, como se indica arriba. Estos
experimentos se realizaron por una ocasion y repetidos posteriormente para observar la
reproducibilidad. Una alicuota de guardé para la cuantificacion del ADN.

Por otro lado, también, se sembraron en placas de 96 pozos con 2 x 10* células/pozo en
200 pl de MCC por 96 horas. La incorporaciéon de timidina tritiada (1 pCi/pozo) se realizé 12
horas antes del tiempo total de incubacion (96 horas) y los resultados se expresaron en cpm
como el promedio y la DE de tres pozos.
Cuantificaciéon del ADN: del extracto de los cultivos de fibroblastos se obtuvieron 100 pul para la
cuantificacién del ADN, como describe Labarca y Paigen (112). A los 100 pl se les agregaron 3.9
ml de amortiguador de muestra (Na;PO, 0.05 M, NaCl 2.0 M, 0.4 ug del reactivo de Hoechst
33288, pH 7.4). Ademas, se prepard un blanco de reactivo y contra éste se leyd en un
fluorémetro (Perkin Elmer, USA) a 360 nm de excitacion y a 460 nm de emisién. Se realzé una
curva de calibracion con estandares de ADN para determinar la cantidad de ADN existente en
cada muestra.
Conteo celular: para determinar la cantidad de células en los pozos después de cada
incubacion, previo al experimento de la cuantificacion de TIMP-1 y de TIMP-2 se guardé el
sobrenadante y se levanté la monocapa con tripsina-EDTA, como se menciona arriba. Se lavé
por dos ocasiones con PBS. De la suspension de tomé una alicuota de 20 ul y se mezclé con 20
Ml de azul tripano y se realizé el conteo celular en un hemocitometro.
Microensayo para la cuantificacion de la sintesis de colagena (Incorporacion de prolina
['“C]): de los cuatro cultivos primarios de fibroblastos clonados se escogieron seis clonas de

cada cultivo de acuerdo a su capacidad de crecimiento (dos clonas de alto crecimiento, dos de
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intermedio y dos de bajo crecimiento). Todas los cultivos primarios de fibroblastos como las
clonas escogidas se sembraron en placas de 24 pozos con 5 x 10° células/cm? en 0.5 ml de
MCC con 10% de SBF e incubadas por 48 horas. El medio fue removido y las células fueron
lavadas por dos ocasiones con PBS y se agregaron 0.5 ml de MCC con 2 % de SBF y acido
ascérbico (50 ug/ml), se incubd por tres horas. Posterior a la incubacion, el sobrenadante se
eliminé y se lavé por dos ocasiones con PBS. Para la incorporacion de prolina ["*C] (250 uCi/5
ml, Amersham, UK) se agregaron 50 pl de &cido ascérbico y 1 uCi de prolina [*C] por pozo y se
incubaron por 18 horas, como describe Diegelmann y colaboradores (113, 114) y descrito
previamente en detalle (48, 115). Estos experimentos (para el cultivo cantidad) se realizaron por
triplicado y para las clonas de fibroblastos se realizaron por duplicado.

Determinacion de colagena tipo | y colagena tipo lll: los fibroblastos del cultivo cantidad se
sembraron en placa de 24 pozos (5 x 10° células/cm?) en 0.5 ml de MCC con 10% de SBF por 48
horas. Posteriormente el medio se elimind, se lavd por dos ocasiones con PBS, se agregaron 0.5
ml de MCC con 2% de SBF y acido ascorbico (50 pug/ml) y se incubé por tres horas. Posterior a la
incubacion, el medio se removio, se agregaron 0.5 ml de MCC con 2% de SBF que contenia 50
ug/ml de acido ascorbico y 1.25 uCi de prolina ["*C] (Amersham) por pozo y se incubaron por 18
horas en las condiciones antes mencionadas. Las células se sonicaron por 20 segundos, al 40%
de potencia de un sonicador (Sonic dismembrator, modelo 50, Fisher Scientific, USA). Del
homogenizado de fibroblastos obtenido se tomaron 100 pl para la cuantificacion de ADN. El resto
del homogenizado, la monocapa y el sobrenadante se trataron con pepsina (0.6 mg/ml, Sigma)
en acido acético 0.5 M y se incubd en agitacion vigorosa y constante durante 24 horas a 4 °C.
Este homogenizado se precipité con acido acético y albumina bovina sérica a una concentracion
final de 10 % y 0.03 % respectivamente. Se centrifugd a 13,600 g por 10 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se resuspendié en 100 ul de acido tricloroacético 0.5 M y se dializd contra acido
acético 5 mM a 4°C por 48 horas. Las muestras se normalizaron por la cantidad del ADN y se

corrié en condiciones reductoras en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS)
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al 7.5% como describe Miller y Rhodes (116). Se realizé la reduccion diferencial, para diferenciar
de la colagena tipo | y de la colagena tipo Ill (116). Cuando las muestras migraron 5 mm (camara
de electroforesis, Bio-Rad Miniprotean Il) en el gel concentrador, se detuvo la corrida y se agregé
5 yl de -mercaptoetanol (Bio-Rad) a cada carril. Se incub6 por 15 minutos a temperatura
ambiente, luego de lo cual se continué con el corrimiento (a 50 mA para dos geles).
Posteriormente, el gel se fij6 en metanol/acido acético/agua (3/1/6) por toda la noche. Se lavé en
agua corriente en dos ocasiones. Luego, se incubé con DMSO por cuatro ocasiones por 20
minutos cada vez. Se traté con PPO al 20% en DMSO por una hora, para su intensificacion. El
gel se secd y se expuso a una pelicula de autorradiografia a -70 °C por 15 dias en oscuridad. Se
revelé la placa de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Los experimentos de extraccion de
la colagena y de la electroforesis en reduccion diferencial se realizaron por duplicado con
similares resultados.

Zimogramas en gelatina: tanto las formas activas como las proenzimas de las MMPs se
determinaron mediante el uso del zimograma. Este proceso, por si mismo, (una
desnaturalizacion de la enzima por electroforesis y una renaturalizacion antes de la incubacién
para determinar la actividad) activa varias proenzimas, las cuales pueden ser determinadas
(117). Los cultivos primarios de fibroblastos y las clonas escogidas se sembraron en placas de 24
pozos (5 x 10* células/cm?) en 0.5 ml de MCC con 10% de SFB y se incubaron por 48 horas.
Luego, el sobrenante se elimind, se lavé por dos ocasiones con PBS, se afnadié 0.5 ml de MCC
con 2% de SBF e incubados por 24 horas. Las células se tripsinizaron y se sonicaron como se
indica arriba. Se tomaron 100 pl para la cuantificacion del ADN. Las muestras fueron precipitadas
con sulfato de amonio concentrado al 60% de saturacién y centrifugadas a 13,600 g por 10
minutos a 4 °C. El sobrenandante se elimind y se resuspendié en 100 ul de acido acético 0.5 M
por 48 horas. Este extracto se dializé contra acido acético 5 mM por 48 horas a 4 °C. Cada
muestra fue normalizada de acuerdo a la cantidad del ADN y el zimograma se realiz6é de acuerdo

a la técnica de Heussen y Dowdle (118). Brevemente, las muestras activadas [con el acido fenil
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metil mercurico (APMA), concentracion final 1 mM] y no activadas (se agregé agua destilada en
vez de APMA) se incubaron en bafio maria a 35 °C por 30 minutos, se corrieron en un gel de
poliacrilamida al 7.5% vy gelatina (Sigma) al 0.125% como substrato y separadas por
electroforesis (a 70 mA para dos geles). Subsecuentemente, los geles se lavaron (Triton X-100 al
2.5%, Sigma) por dos horas en agitacién a temperatura ambiente. Luego se incubé por 18 horas
a 25 °C con amortiguador (Trisma-base 0.05 M, CaCl, 0.005 M, pH 8). Los geles se colorearon
con una solucién de azul Coomassie y decoloradas con la misma solucion sin el colorante hasta
que los patrones de las enzimas sean visibles. Las zonas claras contra un fondo azul indican la
presencia de las enzimas (principalmente gelatinasas). Las actividades relativas de las
gelatinasas de cada muestra se cuantificaron por un scanning densitométrico (Stratagene, Gel
Documentation System, GDS 7600, UK) de las bandas claras de los geles coloreados. La
actividad relativa de las MMPs de cada muestra se semi-cuantificaron y se expresaron en
unidades densitométricas (UD). El peso molecular de las bandas se estimaron usando
marcadores de peso molecular como referencia (BioRaD). Por otro lado, la actividad gelatinolitica
observada representa una verdadera actividad de MMPs, dado que todas las bandas no
mostraron su actividad en varios experimentos. En este sentido, los geles se incubaron por 18
horas a 35 °C, en presencia del amortiguador (Trisma-base 0.05 M, EDTA 0.01 M, CaCl, 5 mM)
(119). Completa inhibicion de la actividad enzimatica se observo con este amortiguador, lo cual
sugiere que la protedlisis es debida a la accion de las MMPs.

Inmunotransferencia (western-blot) para MMP-1, MMP-2 y MMP-3: las muestras fueron
preparadas como se indica en el acapite anterior. Las muestras se normalizaron por la cantidad
del ADN y se corrieron la electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% con SDS. Las
proteinas fueron transferidas sobre papel de nitrocelulosa (0.45 um, BioRad 162-0115). Las
condiciones de la transferencia fueron 100 V, 15 mA (para dos geles) por dos horas en un
sistema recirculante de enfriamiento del amortiguador de transferencia (metanol al 20%, glicina

0.192 M y Trisma-base 0.025 M). Se comprobd la transferencia al colorear el papel de
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nitrocelulosa con rojo Ponceau. Una vez que se completd la transferencia se retiré el papel de
nitrocelulosa y se incubd en una solucion de bloqueo [leche descremada (Svelty) al 5% en
Trisma-base 100 mM/I, NaCl 150 mM/l, Tween 20 0.1%] por 18 horas a 4 °C en agitacion.
Posteriormente, se incubaron con la misma solucion, pero sin la leche descremada, que contenia
el anticuerpo monoclonal cantidad, el cual reconoce las formas latentes y activas de MMP-1
(ratén 1gG1, anti-humana, Oncogene Research, Cambridge, MA, catdlogo No IM35L) o
incubadas con las formas activas y latentes de MMP-2 (ratén 1gG1, anti-humana, catalago No
IM33L) o incubadas con las formas activas y latentes de MMP-3 (raton 1gG1, anti-humana,
catalogo No IM36L). Se incubo por una hora a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron
por tres ocasiones por 10 minutos con el amortiguador de lavado (Trisma-base 100 mM, NaCl
150 mM, Tween 20 0.1%, pH 7.5) y luego incubados con el anticuerpo secundario biotinilado
(IgG anti-raton hecho en cabra, Vector Laboratories, Burlingame, CA) por 45 minutos a
temperatura ambiente en agitacion. Se lavé como se indica arriba y se incubd con la peroxidasa
marcada con estreptoavidina (Vector Laboratorios) por 30 minutos a temperatura ambiente en
agitacion. Se lavo como se indica arriba y se incubd con el sustrato revelador (DAB 5 mg/ml en el
amortiguador de lavado, este se preparé durante el ultimo lavado) aproximadamente 30 minutos
a temperatura ambiente con agitacion constante, hasta que las muestras o el control positivo
mostraron una reactividad bien definida. Finalmente se lavé con agua bidestilada.

Cuantificacion de los niveles de TIMP-1 y TIMP-2: para los cultivos primarios de fibroblastos
se determinaron los niveles del TIMP-1 y del TIMP-2, mientras que para los clones se
determinaron los niveles del TIMP-1. Tanto, para los cultivos primarios de fibroblastos, como las
clonas se prepararon como se indica arriba. Luego de la incubacién por 24 horas en MCC con
2% de SBF, se recolectdé el sobrenadante y se clarificd por centrifugacion. Las células se
tripsinizaron y se contaron en un hemocitémetro. La concentracion del TIMP-1 y de TIMP-2 fue
determinada mediante dos kits de ELISA (Fuji Chemical Industries, Takoaka, Japan) que tienen

dos anticuerpos monoclonales contra TIMP-1 y TIMP-2 humanos, respectivamente. La
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metodologia se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los datos se muestran
como el promedio + DE de dos pozos por duplicado y se informé como la concentracion del
TIMP-1 y/o TIMP-2 normalizados por la cantidad de células (en ng/10° células).

Anadlisis estadistico: se realizé estadistica descriptiva calculando promedio, desviacién estandar
(DE), intervalo minimo y maximo (min-max) y error estandar (EE). Para la comparacion
intergrupal se utilizé la prueba de U de Mann-Whithney. Para estudiar la asociacion de variables
se utilizé la prueba de correlacion de Spearman. Para los datos de distribucion normal se
utilizaron pruebas paramétricas (prueba de t de Student y la correlacién de Pearson). Se

consider¢ significativo un valor de p inferior a 0.05 (dos colas).

VIil. RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes:

Las caracteristicas demograficas fueron similares entre los casos y los controles (Tabla
2). Todos lo pacientes fueron mestizos con un promedio de edad de (X £ DE, min-max) 39 + 12,
20 a 61 afos; con una relacion femenino/masculino (F/M) de 9/1 (F: 90%). La evolucion de la
enfermedad fue de 4.95 £ 4, 1.5 a 13 afios. Seis pacientes tuvieron menos de 2.5 afios de
evolucion de la enfermedad (2.08 + 0.37, de 1.5 a 2.5 afos) y cuatro tuvieron menos de 13 afios
(9.25+ 26,7 a 13 afios). Los controles fueron mestizos, con un promedio de edad de 36 +

9.8, de 23 a 52 afios; con una relaciéon F/M: 6/1 (F: 86%).
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Tabla 2. Datos demograficos de pacientes con Esclerosis
Esclerodermia y de controles.

CODIGO EDAD/ EVOLUCION SITIO DE CODIGO EDAD/ SITIO DE
PACIENTE SEXO (afios) BIOPSIA CONTROL SEXO BIOPSIA
A* 28/M 5 ANTEB.DER. A’ * 3M  ANTEB DER
B 36/F ) BRAZ. 1ZQ B’ 3S/F BRAZ1ZQ
C 34/F 15 BRAZ DER C 34/F  BRAZDER
p* 20/F 25 ANTEB 1ZQ. D’ * 23/F  ANTEB. 1ZQ.
E 29/F 25 ANTEB. 1ZQ E 32/F  ANTEB.IZQ.
F 42/F , PIERNA DER.
G 52/F - MURNEC.1ZQ. G’ 52/F  MURNECA 1ZQ.
H 45/F g ANTEB DER w 46/F  ABDOMEN
I 43/F 0 ANTEB DER
J 61/F 13 MUNEC. DER.
X+DS 39412 4.95:4 s6s08
LIMITE 20-61 1513 3.5
SEXO 90% F 86 %F

* Cultivos primarios de fibroblastos que fueron clonados. F= femenino.

Caracteristicas clinicas de los pacientes:

De acuerdo a la valoracién clinica y de laboratorio, se evalué la afeccién pulmonar,
gastrointestinal, renal, cardiaca, muscular y la pérdida digital. También se evaluaron anticuerpos
antinucleares (ANA), anti-topoisomerasa-1 (anti-Scl-70), anti-centromero (ACA), factor
reumatoide (FR) y niveles de inmunoglobulinas séricas. Todos los pacientes tuvieron por lo
menos un organo afectado (siete tuvieron afectacion gastrointestinal, seis con afeccién pulmonar,
uno renal y otro con afeccion muscular). Nueve pacientes tuvieron por lo menos un
autoanticuerpo presente; y un paciente no present6 autoanticuerpos. Las caracteristicas clinicas

y de laboratorio de los pacientes estudiados se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3.Datos clinicos y de laboratorio de pacientes.

Pacientes Sistema Valores de laboratorio
afectado
HG ANA ACA Scl-70 FR
A GI no - - + -
B P,GI si + + - +
C GI no - - - -
D GI,P no + - - +
E GI,P si + - + +
F P,R no + - + +
G GI,M si - - + +
H GI si - + - -
I P si + - + -
J P no - - + +
HG=  hipergammaglobulinemia, ANA= anticuerpos antinucleares, ACA=

anticuerpos anti-centrémero, Scl 70= anti-topoisomerasa 1, FR= factor
reumatoide, P= pulmonar, GI= gastrointestinal, R= renal, M= muscular.

Cuantificacion del ADN:

La cantidad total del ADN de los fibroblastos en cultivo se cuantific6 como se describe en
materiales y métodos. La comparacién entre los grupos se determiné en pases similares (entre el
segundo y el sexto). La cantidad total del ADN de los cultivos cantidades de fibroblastos con EGP
fue de 5.46 + 0.48 pg total (min-max 4.8 a 6.3); mientras que en los controles fue de 4.47 +
0.71 pg total (3.7 a 5.9) (p < 0.05). Estos experimentos se llevaron a cabo a las 69 * 2 horas de

incubacion. Estos datos se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Cuantificacién del ADN. Los cultivos ©primarios de

fibroblastos de pacientes con EGP (n=10, cuadrado abierto) y de los controles

(n=7, cuadrado cerrado) se cuantificaron de acuerdo a la técnica de LaBarca
y Paigen. Se observa un incremento en la cantidad del ADN en los cultivos
primarios de fibroblastos de pacientes con EGP (p < 0.05). El tiempo de
incubacién fue de 69 * 2 horas.

Debido a que los cultivos de fibroblastos de pacientes con EGP tuvieron un aumento en
la cantidad del ADN que se asocia al incremento en la proliferacién celular, fue necesario
normalizar en contenido del ADN total en cada experimento.

Caracteristicas de crecimiento in vitro de los cultivos primarios:

El indice de proliferacion de los cultivos primarios de fibroblastos de los 10 pacientes con
EGP y de los siete controles fue determinado mediante el conteo celular. Se observé un
incremento en el indice de proliferacion en los cultivos primarios de pacientes con EGP, cuando

se comparo con los controles.
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Figura 3. Curva de proliferacién celular in vitro realizada mediante
el conteo celular. Los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con

EGP (n=10, cuadrado abierto)y de controles (n=7, cuadrado cerrado). Los
resultados se expresan como el promedio * DE. Los asteriscos indican

*p=0.002, **p<0.002, ***p=0.003, respectivamente.

Existe una diferencia significativa entre los cultivos primarios de pacientes con EGP a las 48, 72y
96 horas de incubacion (1.84 + 0.12, 2.15 + 0.26, 3.37 % 0.34, respectivamente) y los controles
(1.54 £ 0.14, 198 + 0.2, 2,69 % 0.44, respectivamente) (p=0.002, p<0.002, p=0.003,
respectivamente). Estos datos se observan en la Figura 3.

El crecimiento de los cultivos primarios de fibroblastos también se evalué midiendo la
cantidad del ADN. Al igual que con el conteo celular se observé un incremento en la cantidad del
ADN en los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP (n=10) a las 48, 72y 96

horas de incubacién (5.15 + 0.52, 6.3 £ 0.56, 7.38 + 0.51 ug de ADN total, respectivamente)
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Figura 4. Curva de proliferacidén de los cultivos primarios
mediante cuantificacién del ADN. La proliferacidén se cuantificd mediante la
técnica de LaBarca y Paigen, tanto en los cultivos primarios de fibroblastos
de EGP (n=10, cuadrado abierto) como de 1los controles (n=6, cuadrado
cerrado) . Los resultados se expresan como el promedio + DE.

y los controles (n=6) (4.4 £0.55, 5.04 £ 0.64, 5.97 £ 0.68 pg de ADN total, respectivamente)

(p=0.02, p=0.002, p=0.002, respectivamente. Estos datos se observan en la Figura 4.
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Figura 5. Incorporacién de timidina tritiada de los cultivos primarios
de fibroblastos. Los resultados se expresan como el promedio * DE de cultivos
primarios de pacientes con EGP (cuadrado abierto) vy de controles, n = 5
(cuadrado cerrado). A Las 48 horas de incubacién se observa diferencia
estadistica (p < 0.05, control vs. EGP).

La curva de incorporacion de timidina fue realizada en cultivo cantidad de fibroblastos de 8
pacientes con EGP y en cinco controles. El patron de incorporacion de la timidina en relacion al
tiempo, tanto en el cultivo cantidad de fibroblastos de pacientes como de controles fue similar,
excepto en los valores correspondientes a las 48 horas de incubacion (Figura 5), donde se
observé un pico de incorporacion de timidina. En general, los cultivos primarios de fibroblastos de

pacientes con EGP proliferan mas que sus controles. Una diferencia estadistica se observo entre
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la incorporacién de timidina en los fibroblastos de pacientes (4,013 + 1,209 cpm) y los

fibroblastos controles (2,775 + 478 cpm) a las 48 horas de incubacién (p < 0.05) (Figura 5).

Caracteristicas del procedimiento de la clonacion:

La eficacia de la clonacion, a partir de los cultivos primarios de fibroblastos se muestra en
la Tabla 4. La clonacion de los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP fue
similar a los controles, aunque existi6 una mejor clonogenicidad en los cultivos primarios de
fibroblastos controles. Esta diferencia no es estadisticamente significativa entre los fibroblastos
de pacientes y los controles (2.98 % vs 3.38 %, de clonas recuperados respectivamente, p >
0.05). Las clonas recuperadas a partir de los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes
fueron 23 y 20, mientras que para los cultivos primarios de fibroblastos controles fue de 22 y 17

clonas.
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Tabla 4. Eficacia de clonacidén de los cultivos de fibroblastos.

LINEA POZOS CLONAS CLONAS
CODIGO SEMBRADOS(1) EXPANDIDAS(2) (3)
n n n
A4 576 30 (5.2%) 22 (3.8%)
D’ (4) 576 27 (4.68%) 17 (2.95%)
A (5) 768 27 (4.68%) 23 (2.99%)
D (5) 672 26 (3.86%) 20 (2.97%)

(1) Se sembro la densidad celular de < 0.5 células/pozo
(2) Clonas transferidas a placas de 24 pozos

(3) Clonas transferidas a frascos de cultivo (25 cm?)
(4) Cultivo primario de fibroblastos de controles

(5) Cultivo primario de fibroblastos de pacientes

Caracteristicas de crecimiento in vitro de las clonas de fibroblastos:

Las caracteristicas proliferativas in vitro se identificaron mediante conteo celular en 43
clonas derivadas de los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP (Ay D) y en 39
clonas derivadas de fibroblastos de controles (A y D’) (Figura 6). Existi6 una marcada
heterogeneidad en el indice de proliferacion tanto en las clonas derivadas de pacientes como las

controles (Figura 6).

44



4,5 - 8 o
:g 4 - 8 H — =
3} o E [ ] [ |
s 3.5 7 g B s i
£ 37 &8 L8 i
e o 4 H
S 2.5 7 ° o : -
= 2 - o B . -
T 1,5 4 8 2 .
[<P]
o= 1 - o '
=
= 0,5 -

0

A D A’ D’
EGP Control

clonas clonas
n=43 n=39

Figura 6. Indice de proliferacién de 43 clonas de fibroblastos de EGP
(circulos y cuadrados abiertos) y de 39 clonas de fibroblastos controles

(circulos vy cuadrados cerrados). El eje vertical indica el indice de
proliferacién a las 96 horas. La comparacién estadistica se realizdé con 1la
prueba t de Student. E1 asterisco indica p < 0.05, entre las clonas de EGP
y controles. La barra s6lida indica el promedio + DE y la linea discontinua
indica 2 DE. A y D son los cdédigos de los pacientes con EGP, los cultivos
primarios de estos pacientes fueron clonados (ver Tabla 2). A’ y D’ son los

cédigos de los sujetos controles, los cultivos primarios de estos sujetos
fueron clonados (ver Tabla 2). DE = Desviacidn esténdar.

El indice de proliferacion varié de 1 a 4.5 en las clonas derivadas de pacientes; y en controles
variaron de 1 a 3.9 (Figura 6). El promedio del indice de proliferacion en las clonas derivadas de
los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP fue de 2.84 + 1, este promedio fue
mayor comparado con las clonas de fibroblastos de controles (2.09 £ 0.87, p < 0.05, Figura 6).
Diez clonas, 9 derivadas de fibroblastos de pacientes con EGP y una derivada de controles,
tuvieron un indice de proliferacion superior a 2 DE del promedio del indice de proliferacion de las

clonas controles (Figura 6). Estas clonas se denominaron de rapido crecimiento que
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corresponden a 5 clonas (21.7%) derivadas del cultivo cantidad de fibroblastos obtenida del
paciente Ay 4 clonas (20%) derivadas del cultivo cantidad de los fibroblastos del paciente D. Por
otro lado, tres clonas derivadas de los controles, que estuvieron cerca de 2 DE (3.7, 3.7y 3.4
respectivamente) fueron también consideradas de rapido crecimiento. Las clonas, cuya
proliferacion fue similar al promedio de su cultivo cantidad (i.e. 1,93 + 0.3) fueron consideradas
como clonas de crecimiento intermedio (1.75, 1.8, 1.8, 1.85, 1.9). Las clonas de lento crecimiento
se consideraron aquellas cuyo indice de proliferacién fue inferior a 1.4.

En la Figura 7, se observa la cuantificacion del ADN de las 43 clonas de fibroblastos
derivados de pacientes y de las 39 clonas normales, a las 96 horas de incubacion. El contenido
de ADN de las clonas controles fue de 5.79 £ 1.6 ug de ADN total; mientras que en las clonas de
pacientes fue de 6.89 £ 2.21 ug de ADN total (p < 0.05, Figura 7). Once clonas, 10 derivadas de
fibroblastos de pacientes con EGP y 1 derivada de controles, tuvieron un indice de proliferacién
superior a 2 DE del promedio de contenido total del ADN de las clonas controles (Figura 7). Estas
clonas se denominaron de rapido crecimiento y fueron las mismas clonas que tuvieron un
crecimiento rapido en el indice de proliferaciéon. Hubo una buena correlacion entre el contenido
del ADN vy el conteo celular (r=0.87). También se observa una amplia heterogeneidad en el
contenido del ADN, tanto en clonas de pacientes como de controles. Las clonas de controles
vario entre 3.55 a 9.2 ug de ADN total, mientras que las clonas de pacientes vari6é de 3.6 a 11.5

pg de ADN total (Figura 7).
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Figura 7. Cuantificacién del ADN en las clonas. Cuarenta y tres clonas
de fibroblastos de pacientes con EGP (circulos y cuadrados abiertos) y de 39
clonas de fibroblastos controles (circulos y cuadrados cerrados) fueron
cuantificadas en el contenido de ADN. El1 eje vertical indica el numero de
células que se duplicaron durante las 96 horas en incubacidén. La comparacidn

estadistica se realizod con la prueba t de Student. Hubo diferencia
estadistica (p < 0.05) entre las clonas de EGP y los controles. La barra
s6lida indica el promedio + DE y la linea discontinua indica 2 DE. Los

cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP se designaron como A y
D y fueron los que se clonaron. Mientras que se designé como A’ y D’ a los
sujetos controles.

El crecimiento de 15 clonas de fibroblastos obtenidas de un paciente (A) y de 14 clonas

de fibroblastos de su control (A') se determind mediante la incorporacion de timidina tritiada a las

96 horas de cultivo como se indica en Materiales y Métodos. El promedio de la incorporacién de
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timidina de las clonas de fibroblastos obtenidas del paciente A fue de 1,208 £ 629 cpm, mientras
que sus clonas controles (sujeto A) fue de 964 £ 775 cpm (p < 0.05, Figura 8). En la figura 8 se
observa heterogeneidad tanto en las clonas obtenidas de los fibroblastos del paciente A como las
clonas del control A.. La incorporacién de timidina de las clonas derivadas de los fibroblastos
obtenidos del paciente A varié de 528 a 3,100 cpm; y en las clonas controles (sujeto A’) varié de

237 a 2,769 cpm (Figura 8).
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Figura 8. Crecimiento in vitro de 1las clonas de fibroblastos obtenidos
del paciente A y su control A’, mediante la incorporacién de timidina
tritiada. Los resultados se expresan como el promedio * DE, tanto del cultivo
cantidad como la de sus clonas. cpm= cuentas por minuto.
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La reproducibilidad de la tasa de crecimiento se determiné en 34 clonas (15 clonas
derivadas de fibroblastos de pacientes y 19 clonas controles). Las clonas escogidas tuvieron un
amplio intervalo de proliferacion, ellas se estudiaron luego de varios pases y también congeladas
en nitrégeno liquido. Algunas clonas, caracterizadas especialmente por su crecimiento lento, no
se pudieron mantener en cultivo por periodos largos. Estas clonas se perdieron después de
aproximadamente 15 pasajes debido, probablemente, a la manipulaciéon y/o a la senescencia
natural del fibroblasto. En la primera ocasion, el promedio del crecimiento de las 34 clonas fue de
2.76 £ 1.13, mientras que en la segunda ocasién el promedio fue de 2.46 + 1.04. Los resultados
de cada clona individual de las 34 clonas incluidas en estos experimentos se observa en la
Figura 9. El coeficiente de correlacion de Pearson entre estos experimentos fue de 0.68 (p <
0.05).

Por otro lado, hubo una buena correlacién entre el indice de proliferacion celular in vitro y
la incorporacién de timidina tritiada de las 14 clonas derivadas de los fibroblastos obtenidos del
control A, a las 96 horas de incubacion (a pesar de haber sembrado en nimero diferente de
células, como se indica en Materiales y Métodos). La correlacion de Spearman fue de 0.75
(p<0.05). También se observd una buena correlaciéon entre el indice de proliferacion celular in
vitro y la incorporacion de timidina tritiada de las 15 clonas derivadas de los fibroblastos
obtenidos del paciente A (rs=0.54, p<0.05).

Sintesis de colagena:

Se determind el porcentaje relativo de produccion de colagena mediante la incorporacion
de ["*C]-prolina, en los diez cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP, en los siete
cultivos primarios de fibroblastos controles y en 6 clonas de cada linea que se clond, de acuerdo
a la proliferacion celular (dos de alta proliferacién, dos de intermedia y dos de baja proliferacion,

n=24).
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Figura 9. Estudio de Reproducibilidad. El1 eje de la “x”
representa el indice de proliferacidn de 34 clonas cuando se

N,

examinaron inicialmente. El1 eje de la “y” representa los resultados
obtenidos de las mismas 34 clonas luego de experimentos repetidos.
Los cuadrados vy los <circulos abiertos representan a las clonas de
pacientes con EGP. Los cuadrados y los circulos cerrados representan a
las clonas controles.
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El promedio del porcentaje relativo de produccion de colagena en los cultivos primarios de
fibroblastos de pacientes fue de 9.33 £ 2.68 (5.4 a 13.6); mientras que los cultivos primarios de
controles fue de 5.4 + 1.1 (4.3 a 7.4, p=0.002, Figura 10).

Los siete cultivos primarios de fibroblastos de pacientes tuvieron un aumento de produccion de la
colagena comparados a los controles (Figura 10). Los pacientes con EGP (n=6) de corta
evolucién (>2.5 afos de evolucién de la enfermedad) tuvieron un mayor porcentaje relativo de
produccion de colagena (10.34 + 2.36) al compararlos con los pacientes con EGP (n=4) de corta

evolucién (7.81 + 2.67). Aunque esta diferencia no tuvo significancia estadistica (p=0.086).
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Figura 10. Sintesis de colégena en los cultivos primarios de
fibroblastos de EGP vy de controles. Los cultivos primarios de
fibroblastos de EGP (circulos cerrados) producen significativamente més
coldgena que los cultivos primarios controles cuadrados abiertos).
p=0.002.
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Los pacientes con EGP de corta evolucién tuvieron mayor porcentaje de produccion de colagena
al comparar con el grupo control (p=0.026). Alteraciones en la sintesis de colagena en relacion a
la duracion de la enfermedad se muestran en la figura 11 en comparacion con los controles.

El promedio del porcentaje relativo de produccion de colagena de las doce clonas de

fibroblastos derivadas de los dos cultivos primarios de pacientes con EGP fue de 9.93 + 3.94,
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Figura 11. Alteracién de la sintesis de colédgena, expresiédn de
coldgena tipo I y tipo III en fibroblastos de EGP en relacién a la
evolucidén de la enfermedad: corta (menos de 2.5 afios) y larga (7 a 13
afios) . La sintesis 3% la expresidén fueron cuantificadas como se
describe en materiales y métodos. Los valores se expresan en porcentaje
(X £ EE) de los datos de cada muestra, en relacién al grupo control
(100%) . * p<0.05 contra el grupo control (Prueba U de Mann-Whitney) .**
p<0.05 corto estadio vs. largo estadio (Prueba U de Man-Whitney).
Clg=colagena.

mientras que en las 12 clonas de fibroblastos derivados de las dos cultivos primarios de controles
fue de 4.94 + 2.02 (Figura 12, p<0.05). Junto a esta diferencia estadistica entre las clonas de

pacientes y los controles, también se observé heterogeneidad en la sintesis de colagena, tanto
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en clonas de pacientes como de controles (Figura 12). Esta varié de 3.09 a 16.44 en las clonas
de pacientes, mientras que en las clonas de controles vario de 2.1 a 9.6.
La mayoria de las clonas de pacientes eran altos productores de colagena, aunque dos clonas

producian cantidades bajas.
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Figura 12. Sintesis de coladgena de las clonas de fibroblastos de
pacientes con EGP (n= 12) y de controles (n= 12). A y D son los
cultivos primarios primarias de pacientes con EGP. A’ y D’ son los
cultivos primarios primarias de controles. Las clonas de fibroblastos
de pacientes con EGP producen significativamente mas que las clonas
controles (p<0.05).

Por lo general, las clonas normales producian cantidades inferiores o similares en
relacion a sus cultivos primarios, aunque dos clonas fueron altas productoras de colagena. Estos
datos se observan en la Figura 12. No encontramos relaciéon entre la proliferacion celular y la

produccion de colagena.
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Identificacion de colagena tipo | y colagena tipo lll en los cultivos primarios de
fibroblastos:

Los fibroblastos normales producen principalmente colagena tipos | y lll y también otros
tipos de colagena. Para determinar los tipos de colagenas que sintetizan en los cultivos primarios
de fibroblastos, los homogenados obtenidos de los cultivos se analizaron mediante reduccién
retardada por la adicion de beta-mercapto etanol a SDS-PAGE y autorradiografiados. La
semicuantificacion de la produccion de colagena tipo | en los cultivos de fibroblastos de pacientes
con EGP fue de 87,524 + 78,493 DU, mientras que en los controles fue de 34,783 + 55,532 DU
(p=0.02). Los fibroblastos de pacientes con EGP de corta evolucion producen mas colagena tipo
| que los de larga evolucion y los del grupo control (120,154 + 86,617 DU, 38,570 + 1560 DU,
34,783 £ 55,532 DU; p=0,033, p=0,026; respectivamente). No se encontrd diferencia significativa
entre la produccion de colagena tipo | entre los pacientes de larga evolucion y el grupo control
(38,570 £ 25,609 DU vs 34,783 £ 55,532 DU; p=0,055). La semicuantificacién de la produccion
de colagena tipo Il en los cultivos de fibroblastos de pacientes con EGP fue de 16,571 + 13,729
DU, mientras que en los controles fue de 3,331 + 2,311 DU (p=0.024). Los fibroblastos de
pacientes de corta evolucién producen mas colagena tipo lll que en los de larga evolucion
(24,581 + 12,693 DU vs 5,891 4,941 DU, p=0,057) y del grupo control (24,581 + 12,693 DU vs
3,331 + 2,311 DU, p=0,008). No se observo diferencia en los fibroblastos de pacientes de larga
evolucién y el grupo control (5,891 + 4,941 DU vs 3,331 + 2,311 DU, p=0.286).

La expresion de colagena tipo | y tipo Ill en relacion al estadio de la enfermedad se
muestra en la figura 11. La relacién colagena tipo l/colagena tipo Il en los fibroblastos de
pacientes con EGP fue de 10.2 + 7.7, mientras que en el grupo control fue de 11.1 + 6.8
(p=0.438). No se observo diferencias significativas entre los pacientes de corta evolucion con
respecto a los de larga evolucién.

Actividad de las metaloproteasas:
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La actividad de las metaloproteasas se realizé en los diez cultivos primarios de
fibroblastos de pacientes con EGP, en los siete cultivos primarios de fibroblastos controles vy
en 21 clonas derivadas de los cuatro cultivos primarios que fueron clonadas, de acuerdo a la
proliferacion celular. Inicialmente, el andlisis de la actividad de las gelatinasas se determiné
mediante zimogramas. Tanto los cultivos primarios como las clonas de fibroblastos de
pacientes y de controles presentan 5 bandas de actividad gelatinolitica en el zimograma. Una
banda sobre los 97 kDa, la cual corresponde a los productos diméricos y/o multimeros de las
MMPs; otras de aproximadamente 92 kDa, 72 kDa, una banda amplia de aproximadamente 60
kDa y otra de 45 kDa. Para determinar si estas enzimas gelatinoliticas eran metaloproteasas, las
muestras de fibroblastos (tanto los cultivos primarios como las clonas) fueron incubadas en
presencia de un amortiguador (10 mM de EDTA/ 50 mM de Tris HCI/ 5 mM de CaCl,). Una
completa inhibicion de la actividad enzimatica se observé con este inhibidor de las
metaloproteasas, sugiriendo que la protedlisis es mediada por la accion de las metaloproteasas.
La inmunotransferencia se realizd para determinar la presencia de las MMPs. No se observo la
presencia de MMP-2, MMP-3 en las muestras estudiadas. La presencia de la MMP-1 se detecto
en los cultivos primarios como en las clonas de pacientes con EGP y en controles mediante la
inmunotransferencia.

La actividad relativa de cada banda se determindé mediante densitometria. Con respecto a
la gelatinasa de 92 kDa, no se encontro diferencia significativa entre los fibroblastos de pacientes
con los sujetos controles (p>0.05). Pero se observé un aumento en la expresion de esta
gelatinasa en los controles con respecto a los pacientes (3,594 + 1,820 vs 3,092 £ 1,554 DU,
respectivamente). Tampoco se encontré diferencias significativas entre los pacientes de corta
evolucién con los de larga evolucion y con los controles. En relacion a la gelatinasa de 72 kDa,
no se observo diferencias significativas entre los fibroblastos de pacientes con los controles
(1,680 + 697 vs 1,817 + 747 DU, p>0.05). Aunque se observé un ligero aumento en la expresion

de la gelatinasa de 72 kDa en pacientes con larga evolucion con respecto a los de corta
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evolucién (1,790 + 766 vs 1,611 £ 712 DU, p>0.05). La alteracion en la expresion de las
gelatinasas (92 y 72 kDa) en relacion al estadio de la enfermedad se muestra en la figura 13.

Debido a que la gelatinasa de 72 kDa es un producto constitutivo de los fibroblastos y en
estos experimentos se observé poca expresion. Existe la posibilidad de que la banda de
aproximadamente 60 kDa contenga otros componentes [i.e. 57 kDa (MMP-1), 60,57 kDa (MMP-
3)] o que exista otras bandas con actividad gelatinolitica. Al realizar los zimogramas, bajo las
mismas condiciones antes mencionadas, y diluir la muestra (1:3), se observé dos bandas con
actividad gelatinolitica de aproximadamente de 62 kDa y 50 kDa.

En relacion a los cultivos primarios de fibroblastos se observd: con respecto a la banda
amplia de aproximadamente 60 kDa, no hubo diferencia significativa en los cultivos primarios de
fibroblastos de pacientes y controles (p>0.05). Las muestras se corrieron con o sin APMA, un
activador de las MMPs . La actividad relativa de las muestras inactivadas de los cultivos
primarios de pacientes con EGP fue de 130,646 + 31,980 DU, mientras que en los cultivos
primarios de los controles fue de 135,592 + 31,471 DU (p>0.05). EIl APMA no incrementd
significativamente la actividad de la banda de aproximadamente 60 kDa en los cultivos primarios
de fibroblastos de pacientes como de controles (136,368 y 152,888 DU, respectivamente,
p>0.05). No hubo diferencia significativa entre la actividad de ~60 kDa en los cultivos primarios
de fibroblastos de pacientes con EGP de corta evolucion y en los de larga evolucion (p=0.129).
Tampoco se encontré diferencia entre los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes de corta
evolucién con los cultivos primarios controles (p=0.214). Tampoco entre los cultivos primarios de
fibroblastos de pacientes de larga evolucion con los controles (p=0.548). En general, el valor de
la actividad de la ~60 kDa en los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes disminuyé en el
10.8 % en relacion al grupo control (136,368 DU vs 152,888 DU).

En relacion a las clonas de fibroblastos: la actividad relativa de las muestras inactivadas
de las clonas de fibroblastos (n=10) obtenidas de los pacientes con EGP fue de 107,429 +

54,542 DU, mientras que las clonas del grupo control(n=11) fue de 136,369 + 50,752 DU,
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p>0.05). EI APMA no incrementé significativamente la actividad de ~60 kDa en las clonas de
pacientes con EGP o en los controles (119,920 y 147,603 DU, respectivamente, p>0.05). Hubo
heterogeneidad en la actividad relativa de la 60 kDa en los clones que fueron activados con
APMA (76,681 a 227,497 DU en los clones controles y 53,319 a 211,431 DU en los clones de
pacientes con EGP, Figura 14). También existi6 heterogeneidad en la actividad relativa de la
banda de 60 kDa en las clonas estudiadas sin APMA (50,952 a 204,390 DU en las clonas
controles y 37,668 a 205,134 DU en las clonas de pacientes con EGP, Figura 14). No se observé

relacion entre la proliferacion celular y la actividad relativa de la ~60 kDa.
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Figura 13. Alteracidén en la expresidédn de la gelatinasa de 92 kDa
y de la gelatinasa de 72 kDa en fibroblastos de pacientes en
relacién a la evolucidén de la enfermedad comparados con el grupo
control. Los valores se expresan en porcentaje de los valores de cada
muestra (X = EE).

Cuantificacion del TIMP-1 y del TIMP-2:
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Se realiz6 la cuantificacion de TIMP-1 en los sobrenadantes de cultivos de fibroblastos de
los cultivos primarios de siete controles, de diez cultivos primarios de pacientes con EGP y en
20 clonas derivadas de las cuatro que fueron clonadas. La concentracién de TIMP-1 en los
sobrenadantes de cultivos de los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes fue de 163 +
85.8 ng/10° células (59.75 a 332.75 ng/10° células); mientras que en los cultivos primarios
controles fue de 95.5 + 35.3 ng/10° células (50 a 132 ng/10° células, p<0.05, Figura 16). El
promedio de la concentracién de TIMP-1 en los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes
con EGP fue 1.7 veces mas que en los controles. Diferencias importantes se observaron entre la
concentracion de TIMP-1 entre los pacientes con EGP de corta evolucion al compararlos con los
pacientes de larga evolucion, aunque no llegdé a ser significativo (196.4 vs 112.75, p=0.086).
Ademas, se encontré que pacientes con corta evolucion tienen niveles elevados de TIMP-1 al
compararlos con los controles (196.4 vs. 95.5, p=0.02). Mientras que el nivel de TIMP-1 de
pacientes de larga evolucion es similar al grupo control (112.75 vs 95.5, p=0.0324). Alteracién en

la expresion de TIMP-1 en relacién al estadio de la enfermedad se muestra en la Figura 17.
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Figura 14. Actividad relativa de la gelatinasa de 60 kDa en los
cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP vy de
controles. Se determindé mediante densitometria en el zimograma.
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Figura 15. Actividad relativa de la MPP de =60 kDa en las clonas
de fibroblastos de pacientes con EGP y de controles. Se determind

mediante densitometria de la banda de =60 kDa en el zimograma. A y D
son los cultivos primarios primarias de fibroblastos obtenidos de dos
pacientes con EGP. A’ y D’ son los cultivos primarios primarias
controles. Las barras abiertas indican la activacidén con APMA, las
barras cerradas indican sin activacién con APMA.

En relacion, a la concentracion de TIMP-1 de las clonas de fibroblastos obtenidas de los
cuatro cultivos primarios se observé que la concentracion de TIMP-1 de las 9 clonas obtenidas
de los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP fue de 183.9 + 70.5 ng/10°
células, mientras que las clonas (n=11) normales fue de 101.1 + 27.5 ng/10° células (p=0.002,
Figura 18). Junto con esta diferencia estadistica entre las clonas de pacientes y las clonas
normales; también, existe una marcada heterogeneidad especialmente en las clonas de

pacientes (87 a 342 ng/10° células, Figura 18).

60



350

~ 3001 °

=

= 250 ~ -

‘D

2 200 -

= 1501 3 )
Y . E

S 100 4 o

50 - g

Concentracion del TIMP-1

EGP Control
n=10 n =7

Figura 16. Concentraciédn del TIMP-1 en los cultivos primarios
de fibroblastos de pacientes con EGP (circulos negros) y de controles
(cuadrados abiertos). La concentracién de TIMP-1 (nanogramos por 10°
células) se mididé mediante ELISA. La concentracidén del TIMP-1 en
los fibroblastos de pacientes con EGP fue significativamente mayor
que en los controles (p<0.05).

La mayoria de las clonas de pacientes con EGP sintetizan mas TIMP-1 que sus dos cultivos
primarias (120 + 4.9 y 140 * 4.9 ng/10° células, respectivamente), aunque una clona
sintetizd niveles bajas. La heterogeneidad fue menor en las clonas de fibroblastos controles (52 a
135 ng/10° células, Figura 14). La mayoria de las clonas derivadas de fibroblastos controles
expresaron niveles inferiores o similares que sus cultivos primarios, excepto una clona que

sintetizd niveles altos.
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Figura 17. Alteracién de 1la expresidén de TIMP-1 y TIMP-2 en
fibroblastos de pacientes con EGP en relacién con la evolucidén de la
enfermedad, comparados con el grupo control. La expresidén se determind
como se indica en materiales y métodos. Los valores se expresan en
porcentaije (X £ EE) de los datos de cada muestra.

* p<0.05 versus grupo control (Prueba U de Mann-Whitney) .

Finalmente, no se observo relacion entre la proliferacion celular y la expresion del TIMP-1. La
concentracién de TIMP-2 se determind en los sobrenadantes de los cultivos primarios de los
siete controles y en los diez pacientes con EGP. La concentracién de TIMP-2 no mostro
diferencia entre los pacientes y los controles; asi, para los cultivos primarios de fibroblastos de

pacientes fue de 9.6 + 2.13 ng/10° células (8.6 a 5.3), mientras que los controles fue de 8.66 +

1.51 ng/10° células (6.65 a 11, datos no mostrados). No se observaron diferencias significativas
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entre los niveles de TIMP-2 en pacientes de corta evolucion con los de larga evolucién (Figura

17).
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Figura 18. Concentracién del TIMP-1 en las clonas de
fibroblastos de pacientes con EGP (cuadros y rombos vacios) vy de
controles (cuadros y rombos negros). La sintesis de TIMP-1
(nanogramos por 10° células) se cuantificéd mediante ELISA. La

concentracién del TIMP-1 en 1los fibroblastos de pacientes con EGP
fue significativamente mayor que en los controles (p<0.05).

VIil. DISCUSION
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El presente estudio muestra que la sintesis de colagena, la expresion de colagena tipo |y
tipo Il 'y los niveles de TIMP-1 en fibroblastos de pacientes con EGP estan alterados en relacion
a la evolucién de la enfermedad. La sintesis de colagena y la expresion de colagenas ai(l) y ax(l)
y o4(Il) y los niveles de TIMP-1 estan aumentados en los fibroblastos de pacientes de evolucion
corta, mientras que no hubo diferencias significativas entre los fibroblastos de pacientes de
evolucién larga y los del grupo control. La expresion de las MMP también esta ligeramente
alterada en relacion a la evolucion de la enfermedad. Ademas se observé que la gelatinasa de 72
kDa, posiblemente sufre un auto-procesamiento gennerando dos especies o productos de 62 y
59 kDa. Por otro lado, este estudio también muestra que existe heterogeneidad en la
proliferacion, sintesis de colagena y expresion de TIMP-1 en las clonas de fibroblastos de
pacientes con EGP.

Los eventos que inducen a la fibrosis de la piel y de los érganos internos en pacientes
con EGP son desconocidos. Sin embargo, la regulacion alterada entre el balance de la sintesis
de los principales componentes estructurales tales como colagena, proteoglicanos y fibronectina
y la degradacion de estos componentes por enzimas tales como MMPs, pueden contribuir en
parte a la acumulacién excesiva de las proteinas de la MEC. La actividad de estas MMPs
depende de varios procesos para su optimo funcionamiento, incluyendo el estado de la enzima y
de sus inhibidores especificos (120).

El incremento en la sintesis de colagena del cultivo de fibroblastos se ha mostrado en
varios estudios. Sin embargo, LeRoy (57) informé de un incremento en la sintesis de colagena en
9 de las doce cultivos primarios de fibroblastos; Uitto y colaboradores (121) en 5 de las 8 lineas
de fibroblastos con esclerodermia; Krieg y colaboradores (122) en 5 de las 10 lineas de
fibroblastos y recientemente Takeda y colaboradores (123) mostraron un incremento en la
sintesis de colagena en 2 de las 8 lineas de fibroblastos. Por ultimo, Perlish y colaboradores
(124) no mostraron un incremento en la produccién de colagena en las nueve lineas de

fibroblastos de pacientes con esclerodermia. En el presente estudio se encontrd un incremento
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en la sintesis de colagena en 7 de los 10 cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con
esclerodermia. Los cultivos primarios de fibroblastos que mostraron una sintesis similar a los
controles correspondieron a dos pacientes de larga evolucién (7 y 9 afios respectivamente). Sin
embargo, dos pacientes de larga evolucion (8 y 13 afos) tuvieron una sintesis aumentada de
colagena, al igual que los cultivos primarios de pacientes de corta evolucion de la enfermedad
(menos de 2.5 aios). Una sola linea obtenida de un paciente de corta evolucién tuvo una sintesis
de colagena similar a su control. Se ha observado que algunas lineas de fibroblastos producen
cantidades similares o inferiores de coldgena comparadas con los controles sanos. Esto,
posiblemente, se deba al tiempo de evolucion, estadio clinico, actividad de la enfermedad y
activacion de clonas, entre otros aspectos (9, 15, 123). Los datos de este estudio, en relacion a la
colagena, concuerdan con informes previos (57, 121, 122).

Los resultados de este estudio indican que la sintesis de la colagena tipo | y de la
colagena tipo lll es mas alta que las colagenas derivadas de fibroblastos controles. Sin embargo,
la relacidn de la colagena tipo I/colagena tipo Il es similar entre los fibroblastos de pacientes y de
controles. Este estudio también muestra que la produccion alterada de la colagena tipos | y I
producidas por los fibroblastos de pacientes con EGP esta relacionada con la evolucion o estadio
de la enfermedad. Los niveles de colagena a4 (1) y a, (Ill) se encuentran elevados en pacientes
con corta evolucién de la enfermedad (<2.5 afios). Mas aun, los niveles de produccién de ambos
tipos de colagenas no presentaron diferencias significativas entre los fibroblastos obtenidos de
pacientes de larga evolucion y los sujetos controles. Sin embargo, la sintesis total de colagena en
ambos grupos de pacientes (evolucion corta y larga) estuvo aumentada con respecto a los
controles.

Por otro lado, la actividad de las diferentes metaloproteasas que tienen la capacidad de
degradar las diferentes proteinas de la MEC podria explicar la acumulacion de componentes de
la matriz en pacientes con EGP. La actividad relativa de las MMPs (gelatinasa de 92 kDa y la

gelatinasa de 72 kDa y la MMP-1) en pacientes con EGP estuvo ligeramente disminuida al
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compararlos con el grupo control. Interesantemente, nuestros datos muestran que la actividad
relativa de la banda de aproximadante 60 kDa en pacientes con EGP es menor (10.8%) que en
los sujetos controles. Se observé una ligera disminucién en la expresion de las gelatinasas de 92
y de 72 kDa, asi como de la MMP-1 en pacientes con corta evolucion de la enfermedad, mientras
que los pacientes de larga evolucion tenian cantidades similares a los sujetos controles. Este
estudio muestra in vitro, que en los fibroblastos de pacientes con EGP hay un aumento en la
sintesis de colagena, pero sin la degradacién suficiente para eliminar o degradar al exceso de
colagena; lo que resulta en un recambio alterado. En un estudio previo, la actividad de
colagenasa en cultivo de fibroblastos con EGP se encontro ligeramente reducida, mientras que la
produccién de colagenasa estuvo incrementada en el 27% (123).

En relacién a la utilizacién del APMA (un activador de las MMPs), se observé que los
efectos en las muestras preincubadas con APMA indican que el total de la enzima se encuentra
activada, dado que no hay diferencias significativas entre las muestras con y sin activador,
posiblemente debido a las condiciones del cultivo. Ademas dependera de la fuente de obtencion
de la muestra, ya que en el tejido total de la piel quemada, el APMA incrementa
significativamente la actividad (125), asi como en el foliculo de la cabra (126).

Interesantemente, se encontré que los fibroblastos de pacientes con larga evolucién
producen menor cantidad de colagena que los de corta evolucién, mientras que lo opuesto se
observo en relacion a la actividad relativa de las MMPs (gelatinasa de 72 kDa, MMP-1). Estas
observaciones sugieren un posible efecto causal entre la sintesis de colagena y la produccién del
TIMP-1, a través de las MMPs.

La gelatinasa de 72 kDa es el principal producto constitutivo de los fibroblastos, pero se
encontré6 que su expresion estaba disminuida, tanto en fibroblastos de pacientes como de
controles. Se ha mostrado que la gelatinasa de 72 kDa puede ser activada in vitro por el
tratamiento de mercuriales (i.e. APMA), las cuales inducen protedlisis en el dominio amino-

terminal (de 80 aminoacidos), generando un producto de 62 kDa (127). Ademas, Brown y
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colaboradores informaron que la gelatinasa de 72 kDa puede ser partida en dos productos de 62
kDa y 59 kDa en varias cultivos primarios celulares (128). Debido a lo anterior, sugerimos que la
gelatinasa de 72 kDa se convierte o se auto-procesa casi en su totalidad en dos productos de 62
kDa y 59 kDa. Posiblemente, la gelatinasa de 72 kDa se auto-procesa debido a varios productos
presentes en el fibroblasto como un mecanismo de regulacion. Keski-Oja y colaboradores,
utilizando zimogramas, demostraron que el producto de 62 kDa derivado de la gelatinasa de 72
kDa es por accion del activador de urocinasa de plasmindégeno (UPA) (129). Recientemente, se
ha informado que existe un incremento en la expresién del mMRNA del uPA en fibroblastos de
pacientes con EGP (130). Ademas, citocinas, como el TGF-3 también inducen un producto de 62
kDa, derivado de la gelatinasa de 72 kDa (128).

Dado que la actividad de las MMPs esta regulada por varios mecanismos (especialmente
por sus inhibidores naturales, los TIMPs) (87,131,132), el balance entre la actividad de las MMPs
y de los TIMPs puede jugar un papel importante en algunas condiciones patolégicas donde se
observan un incremento del depdsito de los componentes de la matriz (i.e. cirrosis hepatica,
esclerodermia, entre otras). Se investigd la expresion de TIMP-1 y TIMP-2 en los sobrenadantes
de cultivo de fibroblastos, tanto de pacientes como de controles. Se encontré que el TIMP-1 se
encuentra aumentado en los sobrenadantes de los cultivos de fibroblastos de pacientes con EGP
al compararlos con los controles. Aun mas, la expresion del TIMP-1 por los fibroblastos de
pacientes de larga evolucién fue menor al comparar con los de corta evolucion. Estos datos nos
indican que posiblemente la disminuciéon en la sintesis de colagena en pacientes de larga
evolucion dependeria de la expresion disminuida del TIMP-1.

Inicialmente, se encontré que la actividad de la colagenasa en los fibroblastos de
pacientes con EGP era normal (121). Sin embargo, Takeda y colaboradores informaron que los
fibroblastos de pacientes con EGP mostraban una disminucion marcada de la actividad de
colagenasa (123). Por otro lado, los niveles de TIMP-1 en suero de pacientes con EGP se

encontraron significativamente elevados (104). Este estudio confirma el estudio inicial (121).

67



Mattila y colaboradores (108) mostraron un incremento en la expresion del mRNA de TIMP-3 en
fibroblastos de pacientes con EGP.

Ademas, la expresion normal de TIMP-2 en los fibroblastos derivados de pacientes con
EGP sin la deteccién concomitante de la MMP-2, sugiere que ambas proteinas no juegan un
papel principal en la regulacién del recambio de los componentes de la MEC observada en esta
enfermedad.

La atencion sobre la heterogeneidad de los fibroblastos se ha incrementado en afios
recientes debido a su posible papel en el desarrollo en la respuesta fibrética (65). La
identificacion de sub-poblaciones de fibroblastos, que sintetizan niveles elevados de colagena,
ha sugerido que verdaderamente estén presentes en el tejido fibrético. En este sentido, Botstein
y colaboradores (58) mostraron que cuando los clones de fibroblastos derivados de piel de
prepucio de sujetos normales, se expusieron al suero de pacientes con EGP, se observd un
crecimiento selectivo de clonas de fibroblastos-altos productores de colagena. Needleman y
colaboradores (85) identificaron mediante citometria de flujo (FACS), una poblacion de
fibroblastos (del 15 al 25% de la masa total) que se caracterizaba por su granularidad y por una
sintesis incrementada de colagena (2 a 3 veces mayor que los demas fibroblastos).

Recientemente, Jelaska y colaboradores (86) mostraron mediante hibridacion in situ, que
una subpoblacién de fibroblastos producia niveles elevados de colagena tipo |. En contraste a
estos informes, el presente estudio investigoé las caracteristicas proliferativas, la expresion de
otros reguladores de los componentes del tejido conjuntivo que se encuentran involucrados en la
patogénesis de la esclerodermia, como son las enzimas que digieren a las proteinas de la MEC y
sus inhibidores. Este estudio muestra heterogeneidad en la proliferacién, en la sintesis de
colagena, en la expresion del MMP-1 y en la expresion del TIMP-1 por parte de las clonas
derivadas de los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP de corta evolucion.
También se observd heterogeneidad, aunque menor, en los clones derivados de sujetos

normales. Estas conclusiones se basan sobre los experimentos in vitro con 12 clonas de
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fibroblastos de las 43 clonas obtenidas de pacientes con EGP. Las condiciones de cultivo, la
expansion y el mantenimiento de las clonas son dificiles y rigurosas y es imposible realizar
ensayos a todas ellas. Ademas, alguna clonas denominadas de crecimiento lento (i.e. indice de
proliferacion < 1.4) no se pudo mantener en cultivo por largos periodos. Sin embargo, la
heterogeneidad encontrada en estas clonas nos indicaria que probablemente exista un fenotipo
alterado en relacion a la proliferacién, sintesis de colagena y su degradacion. Este estudio anade
dos caracteristicas nuevas en relacién a la heterogeneidad existente en los fibroblastos de
pacientes con esclerodermia: la colagenasa intersticial y la expresion de TIMP-1.

La eficacia de la clonacion fue baja. La comparable eficacia de la clonacién en los cultivos
de pacientes con EGP y de los sujetos controles nos indica que ambos fueron capaces de clonar
mediante este sistema de dilucion limitante. La eficacia de la clonacién fue comparable con el
descrito para los fibroblastos de piel de prepucio de sujetos normales (68) y con el informado por
Brincherhoff y Nagel (133) para fibroblastos sinoviales de conejo y también con el descrito por
Whiteside y colaboradores (84) para la piel de pacientes con esclerodermia.

Aunque, el zimograma identifica principalmente a la gelatinasa A (MMP-2, 72 kDa) y a la
gelatinasa B (MMP-9, 92 kDa) (125,134-136), otras metaloproteasa pueden ser identificadas
(debido a su actividad de gelatinasas, i.e. colagenasa intersticial y estromelisinas) (97). Es
posible identificar a las enzimas por esta técnica y confirmar mediantes otras técnicas. La
principal banda observada en el zimograma (aproximadamente de 60 kDa) no corresponde al
peso molecular de las gelatinasas, aunque otras bandas observadas en el zimograma
corresponden a las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9, de 72 y 92 kDa respectivamente). No se
identifico la MMP-2 ni la MMP-3 mediante la inmunotransferencia (western-blot). Esto se debi6 a
que las muestras tuvieron que ser concentradas para su identificacion. La MMP-1 degrada
especificamente a la colagena tipos |, I, lll, VII, VIl y X, con una relacién similar a las gelatinasas
(137). Debido a la gran cantidad de proteina detectada en el zimograma en la banda de ~60 kDa

y menor la reactividad para la MMP-1 en la inmunotransferencia, la posibilidad de que otra MMP
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este sintetizando no debe ser excluida, tal es el caso de la MMP-10 (53 kDa como zimdgeno) y
esta posibilidad debe ser investigada. Otra posibilidad es que la gelatinasa de 72 kDa se auto-
corte. Cualquiera que sea el caso, este estudio muestra heterogeneidad en la expresion de la
MMP-1, tanto en las clonas de fibroblastos de pacientes con EGP como de controles.
Interesantemente, se encontré que su expresion es mas baja en los pacientes con EGP.

TIMP-1 es el principal inhibidor natural de la MMP-1. En este estudio se observé que las
clonas de fibroblastos de pacientes con EGP producen mas cantidad de TIMP-1 que su cultivo
cantidad. Es posible que el TIMP-1 estimule el crecimiento de los fibroblastos in vivo en una
manera autdcrina (107) o paracrina, y asi contribuya a la expansién de las subpoblaciones de
fibroblastos durante el desarrollo de la fibrosis. También, las clonas productoras altas de TIMP-1
pueden ser responsables de la acumulacién de colagena, debido a su habilidad de inhibir a las
enzimas que degradan a las proteinas de la MEC.

Los resultados sugieren que los pacientes con EGP tienen un depdsito excesivo de
colagena, sin un incremento esperado de las MMPs para su degradacién; con un aumento de la
expresion del TIMP-1, esta molécula puede desempefar una funcion importante como inhibidor
de la actividad de las MMPs. En conclusion, un balance alterado entre las expresiones de TIMP-
1 y de las MMPs en la piel puede ser responsable de la acumulaciéon de colagena y de otras
proteinas de la MEC. Mas aun, la produccion de colagena, MMPs y TIMP-2 estan
dinamicamente modulados durante la fibrinogénesis en el curso de la enfermedad. Todas estas
alteraciones posiblemente actian en el desarrollo de la fibrosis, por la presencia de una
subpoblacion de fibroblastos que permita la sobreexpresion del fenotipo fibrético observado en

esta enfermedad.

IX. CONCLUSIONES.
1. Los fibroblastos derivados de pacientes con esclerosis generalizada progresiva tienen mayor

capacidad de proliferacidon en comparacion con los fibroblastos derivados de controles (p < 0.05).
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2. No existe diferencia en la proliferacion de fibroblastos de pacientes con EGP de corta
evolucién (<2.5 anos) y los de larga evolucién (7 a 13 afios) (p >0.05).

3. Los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes de corta evolucién de la enfermedad
(menos de 2.5 afios) producen mayor cantidad de colagenas tipo | y Il comparados con los de
larga evolucion y con el grupo control (p < 0.05).

4. No se encontrd diferencia en la relacion colagena tipo I/ colagena tipo Il entre los fibroblastos
de pacientes con EGP y el grupo control.

5. Los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes de corta evolucién de la enfermedad
(menos de 2.5 afios) producen mayor cantidad de TIMP-1 comparados con los de larga
evolucion (7 a 13 afios) y con los controles.

5. En los fibroblastos de pacientes con EGP, la expresion de la colagenasa intersticial es menor
que en los fibroblastos del grupo control.

6. En los cultivos primarios de fibroblastos, no se encontr6é diferencia en la expresién de la
gelatinasa de 92 kDa tanto en pacientes con EGP como en controles.

7. En los cultivos primarios de fibroblastos, la expresion de la gelatinasa de 72 kDa es menor en
pacientes con EGP que en los controles.

8. En los cultivos primarios de fibroblastos, la expresién de la gelatinasa de 72 kDa en pacientes
con larga evolucion es similar al grupo control.

9. La gelatinasa de 72 kDa se auto-corta en dos productos de 62 kDa y 59 kDa.

10. En los cultivos primarios de fibroblastos, las MMPs se encuentran activadas tanto en
pacientes como en controles.

11. En los cultivos primarios de fibroblastos, la sintesis del inhibidor tisular de las
metaloproteasas-1 es significativamente mayor en pacientes con EGP (p < 0.05).

12. No se observd correlacion entre la morfologia de los fibroblastos y las caracteristicas

proliferativas, ni de sintesis de colagena, ni en las otras moléculas investigadas.

71



13. Los datos presentados sugieren que la acumulacion de colagena en la piel de pacientes con
EGP, depende del balance entre la sintesis y su degradacion y estan en relacion a la evolucion
de la enfermedad.

14. Los niveles de colagena, colagena tipo | y tipo Ill, asi como la expresién de MMP-1 y TIMP-1
estan dinamicamente modulados durante el recambio de la colagena (en las diferentes fases de
la enfermedad).

15. En relacion a las clonas de fibroblastos, se observé que la clonogenicidad de estos en los
pacientes no fue diferente a la de los controles. La frecuencia de clonacion fue baja en ambos
grupos. La clonacion de los cultivos primarios de los fibroblastos obtenidos de pacientes con
EGP y de controles fue similar.

16. En los cultivos primarios de fibroblastos de pacientes con EGP, existen heterogeneidad entre
las clonas de fibroblastos en relacion a la proliferacion, sintesis de colagena, expresion de la
actividad de la banda de 60 kDa y concentracion de TIMP-1. Esto sugiere, que la heterogeneidad
de las respuestas observadas, es debido a que los fibroblastos estan compuestos de diferentes
poblaciones.

17. Los datos sugieren que la piel de pacientes con EGP esta compuesta de subpoblaciones de
fibroblastos activos que estarian regulando la sintesis y la degradacién de los componentes del
tejido conjuntivo, permitiendo asi, la sobre expresién de fenotipo fibrético.

18. Ademas, los datos sugieren que la piel de pacientes con EGP esta compuesta por clonas
de fibroblastos que no son capaces de regular la sintesis y la degradacion de los
componentes del tejido conjuntivo y este desequilibrio en el recambio pueden ser importante

en la patogenia de esta enfermedad.
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