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RESUMEN

Los organismos multicelulares estdn formados por diversos tipos de tejidos y en la
mayor parte de ellos, sus células interaccionan con la matriz extracelular (MEC), que es
una red compleja de macromoléculas que se encuentra fuera de las células entre los
limites epitelial y endotelial. La MEC participa de una manera determinante en procesos
celulares tales como desarrollo, migracion, diferenciacion, proliferacion y apoptosis,
entre otros. Esta conformada por una gran variedad de moléculas, que incluyen, entre
otras, a la familia de las coldgenas, las fibras eldsticas, la fibronectina, los
proteoglicanos y glicosaminoglicanos.

Las metaloproteasas de matriz (MMP) son las principales enzimas responsables de la
degradacion de la matriz extracelular y tienen un papel central en diversos procesos
fisiologicos como la morfogénesis, angiogénesis, inflamacion y remodelacion Osea,
ademads participan en procesos patologicos como la artritis reumatoide, invasion tumoral
o enfermedades fibrosantes.

uPARAP/Endo 180 es una proteina transmembranal miembro de la familia de
receptores de manosa que se une directamente a varios tipos de coldgena, es parte de un
complejo trimolecular con pro-uPA y uPAR el cudl colabora con las MMPs en procesos
de degradacion de coldgena.

Se ha propuesto, basado en estudios celulares in vitro e inmunohistoquimica que la
degradacion intracelular de colagena mediada por uPARAP/Endol80 es una via
importante en el recambio de coldgena en procesos malignos. uPARAP/Endo180 actiua
como un receptor constitutivamente endocitico que desempefia un papel fisiologico
mediando la remodelacion de coldgena a través de su entrega a compartimentos
lisosomales degradativos.

El objetivo de este estudio fue conocer los mecanismos en la fibrosis pulmonar inducida
por bleomicina y analizar el papel que juega uPARAP/Endo 180 en este proceso
patologico.

Se analizo la respuesta inflamatoria en ratones silvestres (WT) uPARAP/Endo 180 +/+
y se compard con la de ratones heterocigotos (HT) uPARAP/Endo 180 +/-. A los siete
dias después de la instilacion con bleomicina, tanto los ratones HT como los ratones
WT presentan una respuesta inflamatoria similar, esto al analizar y comparar el conteo
diferencial de células inflamatorias que se realizo a los lavados bronquio alveolares
obtenidos. En lo que respecta a la concentracion de coldgena, no se encontré una
diferencia significativa entre los dos genotipos. El andlisis histologico mostré que no
hay diferencias entre los dos genotipos durante la respuesta inflamatoria a los 7 dias
después de la instilacion.

Para conocer mas del papel que tiene uPARAP/Endo 180 en la respuesta inflamatoria,
asi como en la fibrosis pulmonar se debera analizar en un futuro con ratones que sean
totalmente carentes de uPARAP/Endo 180, es decir organismos (KO)



Abreviaturas usadas

(MEC) matriz extracelular, ( MMP) metaloproteasas de matriz; (uPARAP/Endo 180)
Receptor activador del plasmindgeno urocinasa asociado a la proteina endo 180;(uPA)
activador delplasmindgeno urocinasa; (WT) wild type; (HT) heterocigo; (KO) Knock
out; (FACITs) fibril-associated collagens with interrupted triple hélix; (TIMP)
inhibidores tisulares de metaloproteasas; CBX, carbenoxolone; (MR) receptor de
manosa; (CTLDs) dominios tipo lectina; (Cys MR) dominio rico en sisteina; (FNII)
dominio de fibronectina; (EIP) enfermedades intersticiales pulmonares; (NII)
neumonias intersticiales ideopaticas; (FPI) fibrosis pulmonar ideopatica; (PIP2)
fosfatidilinositol-4,4-bifosfato; ~ (IP3)  inositol-1.4.5-trifosfato  (IP3); (DAG)
diacilglicerol; (PBS) buffer salino fosfatado; (CBX) carbenoxolone; (dde) agua
destilada desionizada



INTRODUCCION

Matriz extracelular

Los organismos multicelulares estan formados por diversos tipos de tejidos y en la
mayor parte de ellos, sus células interaccionan con una matriz extracelular (MEC). La
MEC comprende el material que se encuentra fuera de las células, entre los limites
epitelial y endotelial y su abundancia en los animales es muy variable en los diferentes
organos. La MEC forma parte de algunas estructuras como la cornea, los ligamentos,
las redes reticulares en los 6rganos, los vasos sanguineos, la membrana alveocapilar a
través de la que se realiza el intercambio gaseoso en el pulmén. Asimismo, puede
calcificarse y formar estructuras como los huesos o dientes, o puede tener una
organizacion parecida a cordones como en el tendon, al cual le da su gran fuerza
mecanica. La MEC desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la
integridad estructural de los organismos multicelulares y en la forma de sus 6rganos y
cuerpo. Por otro lado, la MEC desempefia un papel activo en la regulacion de procesos
basicos de las células que tienen contacto con ella, ejerciendo una funcion moduladora
del crecimiento celular, la migracion, proliferacion y diferenciacion celular, asi como de
la apoptosis (1-2).

La MEC esta conformada por una gran variedad de moléculas que interactiian entre si,
generando una estructura tridimensional a la cual las células se adhieren por receptores
especificos o ligandos. Las macromoléculas que constituyen la matriz extracelular
incluyen entre otras, a la familia de las colagenas, que son responsables de la resistencia
mecanica de los tejidos conjuntivos, la elastina que le otorga la flexibilidad y
elasticidad, proteinas de adhesion como fibronectinas y lamininas y los proteoglicanos
que son esenciales para la adhesividad. Ademaés, la MEC es un sitio de almacenamiento
de factores de crecimiento polipeptidicos. En condiciones fisiologicas, hay un equilibrio
dinamico de sintesis y degradacion de los componentes de la matriz. Una remodelacion
desequilibrada de la matriz se ha asociado con diferentes procesos patoldgicos, como
por ejemplo la artritis reumatoide, la cirrosis hepatica, la fibrosis pulmonar y la

invasion de algunos canceres (1).



Moléculas que constituyen a la MEC

La superfamilia de las colagenas

Las proteinas colagénicas son el componente principal de las matrices extracelulares y
son las proteinas mas abundantes en los animales, constituyen una tercera parte de su
masa proteica. Las coldgenas son una clase heterogénea de moléculas que son
codificadas por una superfamilia de genes relacionados. Se definen como proteinas
estructurales de la matriz, cuya secuencia se caracteriza por repeticiones de unidad de
tres aminoacidos Gly, X, Y, los cuales se han identificado en ciertos dominios de otras
proteinas, incluidos las colectinas, la forma asimétrica de la acetilcolinesterasa, la
ficolina, la proteina A del surfactante pulmonar y ciertos receptores de macrofagos. Se
han identificado diversos tipos de coldgenas en vertebrados, los cuales tienen en comun
uno o mas dominios con una estructura de triple hélice (4).

En las coldgenas intersticiales, mas del 95% de su estructura es de triple hélice,
mientras que en otras es solo una fraccion de su masa molecular. La triple hélice
consiste en tres cadenas polipeptidicas, cada una de las cuales tiene la forma de una
hélice que gira hacia la izquierda con aproximadamente 3.3 residuos de aminoacidos
por cada vuelta. Estas tres cadenas helicoidales estan enrolladas con un giro hacia la
derecha sobreponiéndose una encima de la otra, para producir una estructura de triple
hélice. Este tipo de estructura helicoidal es posible, porque cada tercer aminoacido de
los que esta constituida esta proteina es una glicina, el mas pequefio de los aminodacidos,
el cual estd en el centro de la hélice. En la estructura repetitiva Gly-X-Y de la triple
hélice, cerca de 30% de las posiciones X y Y estan ocupadas por prolina e
hidroxiprolina, que son aminoacidos que le otorgan rigidez y estabilidad a la molécula
(Figura 1) (1,4).

Desde la sintesis de la molécula de coldgena, hasta su deposito en el espacio
extracelular, ocurren sucesos postraduccionales, uno de los mas destacados es la
formacion de hidroxiprolina, un proceso que ocurre en aproximadamente la mitad de las
prolinas. La enzima responsable de esta hidroxilacion, la hidroxilasa de prolina, requiere
varios cofactores para su accion, como el dcido ascorbico o vitamina C, lo que explica
la insuficiente curacion de las heridas que se observa en pacientes con escorbuto por la
carencia de vitamina C. Algunos residuos de lisina son también hidroxilados por una

enzima especifica y el producto es la hidroxilisina. La lisina y la hidroxilisina participan



en la formacion de entrecruzamientos covalentes entre las cadenas y las moléculas de
coldgena y sirven como sitios de unién para los carbohidratos, cuando los
entrecruzamientos no se dan rapidamente, las fibras de coldgena no tienen la fuerza
mecanica necesaria para su funcion.

Las fibras de coldgena de un mismo organismo, estan hechas de distintos tipos de
moléculas de colagena y algunos tipos que no forman fibras. A los tipos de colagena se
les asigna un nimero romano que refleja el orden cronologico en el que fueron
descubiertos. Sus cadenas polipeptidicas individuales se llaman cadenas alfa y estan
numeradas con numeros arabigos para cada tipo genético de colagena. Los vertebrados
tienen 27 tipos de colagenas, con 42 cadenas a distintas (Tabla 1). La mayoria de las
coldgenas forman ensambles supramoleculares como fibras o redes, con esta
caracteristica, la familia de las coldgenas puede ser dividida en varias subfamilias de

acuerdo al tipo de ensamble y a otras caracteristicas (2).

Fig 1. Esquema representativo de la estructura de una molécula de coligena. (A) Modelo de una
fraccion de la cadena «, en la cual cada aminodcido esta representado por una esfera. (B) Modelo de

una molécula de colagena en triple hélice, cada cadena a se muestra en un color diferente. (De Alberts et
al. Molecular Biology of the Cell. 4a. ed. Garland Science, 2002, realizado a partir del modelo de B.L.
Trus)



Las colagenas fibrilares o formadoras de fibras, son un grupo formado por las
colagenas tipo I, II, III, V, XI, XVI y XXVII. La similitud estructural entre las
colagenas fibrilares se refleja a nivel genético, su ADN se caracteriza por mostrar un
alto grado de conservacion en sus exones e intrones (2,3). La conservacion de esta
estructura genética puede ser rastreada desde los mamiferos hasta especies
evolutivamente muy distantes como serian las esponjas o los erizos de mar. Cuando son
secretadas al espacio extracelular, se organizan en polimeros ordenados denominados
fibrillas de colagena, de entre 10 y 300 nm de didmetro y de varios cientos de
micrometros de longitud en tejidos maduros. La colagena tipo I es la proteina
estructural mas abundante en vertebrados, se encuentra en piel, tendon, ligamentos,
cornea y hueso constituye entre 80 y 99% de la coldgena total (1).

Otra subfamilia de coldgenas que estan asociadas a fibras, son las denominadas
FACITs (fibril-associated collagens with interrupted triple helix) ellas ambientan la
superficie de las fibrillas de coldgena, son mediadoras de las interacciones con otras
proteinas de matriz, participan en la union de las fibrillas y de otros componentes de
matriz extracelular. La subfamilia de las FACITs esta constituida por las colagenas tipo
IX, XII, X1V, XIX, XX, XXI, XXII, XXVI (4).

Otro grupo de coldgenas son las que participan en la formacion de laminas o
membranas proteicas que rodean tejidos u organismos, como ejemplo, estdn las
membranas basales, cuticulas de gusanos y esqueletos orgéanicos de esponjas, las tipos
de colagenas que componen este grupo son las IV, VIII y X, aunque hay autores que las
dividen en colagenas de membranas basales (tipo IV) y las de cadena corta (tipo VIII y
X).

La colagena tipo VI es llamada intima, forma filamentos en rosario y esta presente en
la mayoria de las matrices extracelulares. Contiene aminodcidos que tienen funciéon en
la interaccion de componentes de matriz con receptores celulares del tipo de las
integrinas. La red de filamentos de coldgena tipo VI se encuentra junto con fibras
clasicas de colagena puede desempenar el papel de interfase entre la red de fibras y
células (1,4).

La colagena tipo VII es un homotrimero de cadenas alfa 1 y su distribucion tisular se
correlaciona con la de fibras de anclaje que son estructuras fibrilares especializadas en
la lamina subbasal, se ensambla en dimeros antiparalelos que se sobreponen cada 60nm,
las fibras de anclaje que se forman sirven para que descansen algunos epitelios

escamosos estratificados, estas estructuras se unen por sus extremos a las membranas



basales epiteliales, la red resultante atrapa fisicamente a las fibras de coldgena
intersticial y contribuye a la adhesion de las membranas basales del epitelio al estroma,

son muy abundantes en la piel (1).

Existen otros tipos de colagenas de las cuales se desconoce su funcion (Tabla 1).



CARACTERISTICAS

GEN (ES)

Se encuentra sobre todo en el cartilago, pero también se presenta en la cornea | COL2A1
embrionaria y en la notocorda, en el nucleo pulposo y en el humor vitreo del ojo.
Es sintetizado por condroblastos

Forma la lamina basal que subyace a los epitelios. Es sintetizada por las células | COL4AI, COL4A2,

epiteliales y endoteliales. COL4A43, COL4A4,
COL4A45, COL4A46

entorno. Se asocia con la colagena tipo I. COL6A43

Presente en algunas células endoteliales COL8A1, COL8A2

Presente en cartilago hipertréfico y mineralizado COL10A1

coLI1241
Interactta con los tipos I y III

COLI14A1

COL16A1

COL20A1
COL2241
COL24A1

COL26A1

COL27A1

Tabla 1. La superfamilia de las colagenas (De: Myllyharju J et al,(8) 2004.)



Fibras elasticas

Las fibras elasticas desempefian un papel fundamental en la estructura de las matrices
instersticiales y en la organizacion tisular. Dependiendo el tejido, las matrices
intersticiales otorgan flexibilidad y resistencia a los procesos de estiramiento, estas
fibras se encuentran en grandes cantidades en tejidos en los que la extensibilidad
reversible es importante para su funciéon como en el pulmoén o la piel. Las fibras
elasticas estan conformadas por una compleja estructura que contiene elastina, la
proteina responsable de la elasticidad y las microfibrillas.

La elastina es la proteina que le otorga las propiedades elasticas a distintos tejidos en
los vertebrados. Esta conformada por aproximadamente 750 residuos de aminodacidos, la
mayoria de ellas son hidrofébicas. Su conformacién presenta prolina y glicina, como la
colagena, pero a diferencia de ella, no esta glicosilada, presenta un bajo contenido de
hidroxiprolina y carece completamente de hidroxilisina.

La elastina es una proteina que se sintetiza en forma soluble, se modifica
postraduccionalmente, se empaca y se transporta a sitios especificos de la superficie
celular, donde se producen las uniones cruzadas y el ensamble final para la formacion
de fibras, la elastina estd constituida en su mayor parte por dos tipos de segmentos
cortos que se alternan a lo largo de la cadena polipeptidica: segmentos hidrofébicos que
son los responsables de las propiedades elasticas de la molécula y los segmentos de
hélice o, ricos en alanina y lisina que forman puentes cruzados entre moléculas
adyacentes.

Las fibras elasticas también estin compuestas por las microfibrillas, formadas por
varias glucoproteinas distintas, entre ellas la fibrilina que parece jugar un papel esencial
en el mantenimiento de la integridad de las fibras elasticas. Otras moléculas que
conforman a las microfibrillas, son la fibrilina, la glucoproteina asociada a
microfibrillas, una glucoproteina con actividad de aminoxidasa y la enzima lisiloxidasa.

El componente microfibrillas dirige la morfogénesis de las fibras elasticas actuando

como el andamio sobre el cual se depositan las moléculas de elastina (1).



Fibronectina

Son una familia de glucoproteinas multifuncionales que pueden estar formando parte de
la matriz extracelular o circulando en el plasma, estan constituidas por dos subunidades
polipeptidicas de 230 y 250 kDa que se encuentran ligada por uniones disulfuro.

Los mas de 20 miembros de la familia derivan de un gen estructural unico, la
estructura de la fibronectina esta fuertemente conservada en la escala evolutiva y es
repetitiva, con tres unidades basicas llamadas homologias tipos I, II y III, las cuales
constituyen el esqueleto de la proteina, estas homologias estan involucradas en la
actividad de union a fibrina, heparina y coldgena. La fibronectina desempefia un papel
importante en la formacion de matriz extracelular, en la adhesion y migracion celular,
en la opsonizacion y en la cicatrizacion de las heridas, entre otras.

La fibronectina extracelular actia como sustrato para la adhesion celular durante la
embriogénesis y la organogénesis, participa en la gastrulacion, en la migracion de
células de la cresta neural, en la diferenciacion de las células hematopoyéticas y en el
desarrollo cardiaco y pulmonar entre otras, las células interactiian con la fibronectina
via un receptor de membrana.

Existe un tipo de fibronectina llamada fibronectina plasmatica, la cual esta implicada
en la opsonizacion, con la capacidad que tiene la fibronectina de unirse a fibrina, restos
tisulares y bacterias, estas tienen implicaciones en los mecanismos de defensa contra
patogenos. También parece desempefiar un papel en la reparacion de los tejidos y la
cicatrizacion de las heridas, la fibronectina y la fibrina se conservan en las areas
lesionadas donde forman una matriz provisional que favorece el ensamblaje del tejido

de granulacion. (1).

Glicosaminoglicanos y proteoglicanos

Los glicosaminoglicanos son largas cadenas de polisacaridos no ramificadas, cuyas
unidades estan representadas por disacaridos repetidos, uno de los dos aztlicares es
siempre un aminoazucar: N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina, por lo general
sulfatado; y el otro azlcar es un acido urdnico o galactosa. Los glicosaminoglicanos
presentan una carga neta negativa debida a la presencia de grupos sulfato o carboxilo en

la mayoria de los residuos glucosidicos. En funcién de dichos residuos glucosidicos, el



tipo de enlace entre ellos y el nimero y localizacion de los grupos sulfato, se pueden
distinguir cuatro grupos principales de glicosaminoglicanos:

e 4cido hialurénico

e condroitin-sulfato y dermatan-sulfato

e heparan-sulfato y heparina

e queratan-sulfato



Los proteoglicanos presentan un conjunto peculiar y diverso de proteinas, cuyo rasgo
estructural es que todos estdn conformados por una proteina central, a la cual se unen
covalentemente uno o varios glicosaminoglicanos, lo que permite incluir dentro de esta
familia a una gran variedad de moléculas con un amplio espectro de relacion
carga/masa. Debido a esta diversidad estructural, los proteoglicanos tienen una
variedad de funciones bioldgicas como son: la participacion en el trafico de moléculas y
células a través de la matriz, la union a factores de crecimiento para aumentar o
disminuir su actividad, la sefalizacion quimica entre células, la regulacion de las
actividades de otras proteinas de secrecion inmovilizdndolas, bloqueandolas, o
almacenandolas para su liberacion posterior, protegiéndolas asi de la degradacion
proteolitica y alterando o concentrando a la proteina para hacer mas efectiva su
exposicion a receptores de superficie. Los proteoglicanos pueden encontrarse también
en el interior de la célula o asociadas a la membrana plasmatica como correceptores, es
decir, se unen a ligandos como factores de crecimiento y los presentan a sus receptores
especificos, o colaboran en la union de la célula a la matriz. La sintesis y degradacion de
proteoglicanos son procesos muy dindmicos y altamente regulados. Alteraciones en su
metabolismo dan origen a anormalidades genéticas letales o enfermedades como

esclerodermia, asma, enfisema, enfermedades fibrosantes y mesoteliomas (2).

La familia de las metaloproteasas de matriz

Las metaloproteasas de matriz (MMP) son las principales enzimas responsables de la
degradacion de la matriz extracelular y desempefian un papel central en diversos
procesos fisiologicos como la morfogénesis, angiogénesis e inflamacion. Esta familia de

endopeptidasas comparte un grupo de dominios entre los que se encuentran:

a) Un dominio propeptidico responsable de la falta de actividad de las proenzimas.
En este dominio existe un residuo de cisteina que forma un enlace coordinado
2+ . . 7,
con el Zn™', presente en el dominio catalitico, y enmascara de esta manera al
sitio activo de las proenzimas o zimogenos.
b) Un dominio catalitico esencial para la actividad enzimatica y que contiene el

.. .y + +
sitio de unién Zn*"y a Ca*".



¢) Una secuencia rica en prolina que funciona como bisagra y un sitio carboxilo-

terminal con un dominio tipo hemopexina (9).

Las MMPs se pueden clasificar en diferentes subfamilias que incluyen a las
colagenasas, gelatinasa, estromelinas y las metaloprtoteasas tipo membrana. Las
colagenasas rompen la region triple helicoidal de las colagenas Entre ellas se
encuentran la MMP-1 llamada colagenasa intersticial, o la MMP-8 también llamada
colagenasa de neutrofilos, la MMP-13 6 colagenasa 3 clonada de un carcinoma humano
mamario (5, 9).

La subfamilia de las gelatinasas degradan colagena tipo IV, principal constituyente de
membranas basales, fibronectina y elastina. Se han caracterizado dos miembros de este
subgrupo, la gelatinasa A (MMP-2) y la gelatinasa B (MMP-9). Ambas enzimas
contienen un dominio adicional parecido a fibronectina y la gelatinasa B contiene
también una region en el carboxilo-terminal que es semejante a la cadena 2 de la
colagena tipo V.

La subfamilia de estromelisinas tiene una amplia especificidad de sustratos que
incluye a la parte proteica de los proteoglicanos, a la fibronectina y la laminina. Varias
enzimas se han incluido en este grupo e incluyen a la estromelisina 1 (MMP-3), la
estromelisina 2 (MMP-10) y la estromelisina 3 (MMP-11) Las metaloproteasas de
membrana (MT-MMP), se han determinado seis enzimas. Este grupo de enzimas se
caracteriza por la presencia de un dominio transmembranal que es una extension
terminal rica en residuos hidrofobicos, se ha propuesto que estas proteinas son
responsables del procesamiento de varias proteinas en la superficie celular (9).

La regulacion de las MMP ocurre en varios niveles, tanto en el interior de la célula
como extracelulares y la actividad enzimatica es el resultado final de una compleja serie
de procesos que incluye la expresion del gen, la activaciéon del zimogenos y la
inhibicidén enzimatica en el espacio extracelular (1,5,9).

La expresion genética es regulada por una variedad de citocinas, tales como factores
de crecimiento y mediadores inflamatorios, los cuales pueden incrementar o disminuir
la sintesis de la enzima en una célula especifica. El otro nivel de regulaciéon del
zimogeno puede alcanzarse por agentes sulfhidrilo con oxidantes u otras proteasas.

Los principales inhibidores fisioldgicos de las MMP son una familia de inhibidores
tisulares de metaloproteasas (TIMP), de los cuales se han identificado cuatro tipos

denominados TIMP-1, 2, 3, 4. Los TIMPs forman complejos de alta afinidad con las



formas activas de MMP e inhiben su actividad enzimatica a través de una interaccion no
covalente.

La participacion de las MMPs en procesos fisiologicos estd bien documentada en
procesos como la angiogénesis, remodelacion dsea etc. Las MMP participan ademas en
la respuesta inflamatoria y desempefian un papel importante en el desarrollo de
numerosos procesos patoldgicos que incluyen artritis reumatoide, invasion tumoral,

enfermedades fibrosantes, enfisema y dafio pulmonar (1, 5, 27, 28, 29, 30)

Familia de receptores manosa

La familia de receptores manosa es un subgrupo de la superfamila lectina tipo C y
comprende cuatro miembros: el receptor manosa (MR), el receptor tipo-M fosfolipasa
A; (PLAR), el DEC-205/gp200-MR6 y el receptor uPARAP/Endo180 (Figura 2).
Estos receptores son glucoproteinas transmembranales que comparten una organizacion
estructural comun, presentan un dominio rico en cisteinas en el extremo N-terminal, un
dominio de fibronectina tipo II, seguido de 8 a 10 dominios lectina tipo C (CTLDs).
Estos receptores utilizan su propiedad de reciclado para dirigir la union de ligandos
extracelulares y su transporte hacia el interior celular. Los distintos receptores de esta
familia participan en varias funciones que se centran en procesos de degradacion de la
matriz extracelular, el transporte de colagena al interior celular y en el sistema inmune
(7).

uPARAP/Endo180 juega una funcion clave en remodelacion de matriz extracelular y
migracion celular, su expresion se encuentra elevada en distintos tipos de endotelios

tumorales (6).
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Fig 2. Familia de receptores manosa. Representacion esquematica de los dominios estructurales de la
familia de receptores manosa. El dominio rico en cisteina, el dominio de fibronectina de tipo II y los
dominios de lectina tipo C.(De:East L. Biochimica et biophysica Acta. 1572, 2002).

Dominios estructurales de la Familia de receptores manosa

El dominio rico en sisteina (Cys-MR) revela una region N-terminal la cual no presenta
homologia a los dominios en otras proteinas, se ha demostrado que el Cys-MR se une a
las cadenas de carbohidratos sulfatados de las hormonas pituitarias, de la lutropina, y de
la tirotropina, una hormona estimulante de la tiroides. Se ha propuesto que el Cys-MR.
tiene un papel en la separacion rapida de la lutropina del suero en las células
endoteliales hepaticas, esto es importante para mantener detenida la hormona in vivo.
También se ha propuesto que Cys-MR puede ayudar a dirigir las células del MR hacia
centros germinales durante la inmunorespuesta. Dentro de la familia del receptor
manosa se presenta una similitud en el dominio del receptor manosa, del 25-30% de

igualdad en la secuencia (6,7).

El dominio de fibronectina (FNII) es el méas conservado de todos los dominios con
una secuencia 44-63% idéntica entre los miembros de la familia. Se cree que este
dominio, en todos los receptores tiene la propiedad de adherir colagena. Como ejemplo:
en cé¢lulas de tipo WT de PLA;R hay una adhesion a colagena tipo I y IV, esta
propiedad se pierde en células en las cuales el dominio FNII y el de cisteina han sido
suprimidos. En uPARAP/Endo 180, se ha demostrado una asociacion trimolecular en la

superficie celular de este receptor con uPAR y pro-uPA



Los dominios lectina tipo C son caracteristicos en la familia de receptores manosa, ya
que presentan multiples dominios lectina tipo C o también pueden ser dominios lectina
tipo C reconocedores de carbohidratos, sin embargo algunos de estos dominios no
tienen actividad de lectina, por lo que se les llama dominios similares de lectina tipo C
(CTLD) (C-type lectin-like domines). Cada miembro de receptores manosa contiene
multiples CLTDs pero solo el MR y uPARAP/Endo 180 tienen el dominio lectina tipo
C funcional, el cual tiene los aminoacidos requeridos para la coordinacion de Ca>* y la
adhesion de azucares, otros CLTDs como el CLTDS5 de PLA;R ha evolucionado para

mediar Ca®" independiente en interacciones proteina/proteina (6,7).

Receptor activador del plasmindgeno urocinasa asociado a la proteina endo 180

(uPARAP/Endo 180)

uPARAP/endo180 es una proteina transmembranal miembro de la familia de receptores
manosa, el receptor se une directamente a varios tipos de colagena a través de
interacciones regidas por el dominio FNII, uPARAP/Endol180 también tiene una
actividad de unidn a carbohidratos mediada por el dominio tipo lectina e interactiia con
uPAR en un proceso que implica trasduccion de sefial y migracion celular (8,11,13).
Endo 180 fue identificado como un receptor endocitico de 180 kDA expresado en
fibroblastos. Diversos estudios demostraron que en la mayoria de los tejidos que tienen
uPARAP/Endo 180, hay una elevada expresion en el embridn y en el recién nacido, en
condrocitos en 4reas activas de deposito de cartilago y en tejidos que presentan
osificacion. Se han identificado varios ligandos que interactian con uPARAP/Endo 180
(7).

Endo 180 tiene en comun con el MR, un dominio lectina tipo C funcional, el cual
puede ser mediado por CTLD2 con una posible interaccion de CTLD1. uPARAP/Endo
180 reconoce colagena, esto a causa del dominio FNII. Se ha reportado que
uPARAP/Endo 180 interactia con dos componentes extracelulares del sistema de
proteasas, la MMP-13, que también es llamada colagenasa 3 y con uPAR (receptor
activador del plasmindgeno urocinasa). La coexpresion de uPARAP/Endo 180 y de la
MMP-13 se ha observado en tejidos cuando hay formacion de hueso y en osteoblastos y
se cree que uUPARAP/Endo 180 funciona para regular la presencia de esta proteasa en la
superficie celular, sin embargo, no se ha podido demostrar una interaccion directa entre

ambos (6,7).



El activador de plasmindgeno tipo urocinasa (uPA) se encuentra en la superficie
celular junto el receptor uPAR. El uPA convierte al plasmindégeno en plasmina, que
colabora con las MMPs en la degradacion de fibras y otros componentes de la matriz.
uPARAP/Endo 180 es parte de un complejo trimolecular con pro-uPA y upAR y se ha
encontrado coexpresion entre uPARAP/Endo 180 y uPAR durante la osteogénensis,.
Endo 180 y uPAR se expresan en células de los estromas, en macréfagos y algunas
células endoteliales. Dado que uPARAP/Endo 180 es un receptor endocitico, su funcién
es regular la internalizacion de uPAR y juega un papel en la modulacion de la actividad
de pro-uPA/uPA. Con lo anterior, se nota que como MR, uPARAP/Endo 180 es un
receptor multifuncional con un sistema de ligandos o correceptores. Su patron de
distribucion junto con su lectina tipo C funcional, su capacidad de unirse a colagena y
su interaccion con uPAR sugieren que uPARAP/Endo 180 tiene un rol muy importante

en la degradacion y remodelacion de la matriz extracelular (7,8) (Figura 3).

Fig 3. Esquema donde se muestra uPARAP/Endo 180 y sus dominios estructurales. El dominio rico en
sisteina Cys-MR (rojo) interactua con el CTLD activo (amarillo), el dominio de FNII Azul y los dominios
CLTDs inactivos en verde, asi como algunos de sus ligandos.(De: Boskoviv J. The Journal of

Biochemistri 128, 2006).



Este receptor de coldgena es endocitado y posteriormente, uPARAP/Endo 180 es
enviado a donde estdn los endosomas y mas tarde es reciclado hacia la superficie
celular, entonces, la colagena es llevada por medio de uPARAP/Endo 180 hacia el
interior de la célula, posteriormente es llevada hacia los lisosomas para su degradacion,
este ultimo proceso de degradacion es realizado por proteasas (13) (Figura 4).

En células deficientes en uPARAP/Endo 180, se demostro la falta de adhesion a
coldgena de matriz, y la falta de internalizacion de coldgena en los fibroblastos

deficientes de este gen.

Fig 4. Esquema representativo de a la funcion de uPARAP/Endo 180. Activa el uPA que a su vez
convierte el plasminogeno en un plasmin activo, el cual activa las MMPs que degradan la MEC o activa

los factores de crecimiento TGF-p.



Degradacion intracelular de coldgenas

Recientemente se ha propuesto, basado en estudios celulares in vitro e
inmunohistoquimica que la degradacion intracelular de coldgena mediada por
uPARAP/Endol180 es una via importante en el recambio de coldgena en procesos
malignos.

uPARAP/Endo180 es un receptor constitutivamente endocitico que desempefia un papel
fisiolégico mediando la remodelacion de colagena a través de su entrega a

compartimentos lisosomales degradativos (9-16).

Fibrosis pulmonar

La fibrosis pulmonar es el resultado final de numerosos y heterogéneos trastornos
conocidos como enfermedades intersticiales pulmonares (EIP) y se caracteriza por la
remodelacion aberrante de la matriz extracelular con cambios dramaticos e irreversibles
en la arquitectura pulmonar y una progresiva insuficiencia respiratoria que puede ser
fatal. Algunas EIP tienen una etiologia conocida por ejemplo, la exposicion a particulas
organicas o inorganicas, la induccion por medicamentos o la asociacion a enfermedades
colageno-vasculares. Sin embargo, alrededor de 40-50% de las EIP no tienen una
etiologia conocida y por lo tanto estan clasificadas como neumonias intersticiales
idiopaticas (NII). La NII méas comun y en gran medida la EIP mas agresiva es la fibrosis
pulmonar idiopatica (FPI), la cudl representa un trastorno pulmonar crénico, progresivo
y generalmente letal. Es importante sefialar que la mayoria de los pacientes con
enfermedades intersticiales pulmonares presentan un comportamiento clinico
heterogéneo, es decir, pueden curarse, mejorar o desarrollar fibrosis, pero los que
presentan FPI, siempre presentan una progresiva destruccion del parénquima pulmonar
(27, 28).

En la mayoria de las EIP, la inflamacion es un acontecimiento crucial que precede el
desarrollo de la fibrosis pulmonar, sin embargo, recientemente se ha postulado que en el
caso de la FPI la inflamacion no representa un papel patogénico. (27-30) En este
contexto, se ha propuesto que hay dos rutas para el desarrollo de la fibrosis pulmonar:
La via inflamatoria, representada por la mayoria de las EIP como la neumonitis por
hipersensibilidad, donde hay una temprana, clara y distinguible fase de alveolitis y

posteriormente una fase fibrotica. La patogénesis de este tipo de fibrosis pulmonar esté



comunmente asociada a la respuesta inmune o inflamatoria que se desencadena después
del dafio pulmonar y varia dependiendo del agente causal e involucra células
inflamatorias y varias redes de citocinas (27, 28).

Por otro lado esta la via epitelial representada por la FPI, donde la aberrante
remodelacion de matriz extracelular estd mediada por interacciones entre epitelio

alveolar y focos de fibroblastos (Figura 5) (25).
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Fig 5. Esquema hipotético de las dos rutas del desarrollo de la fibrosis pulmonar. Una lesion inicial
provocada por un factor conocido o desconocido, desencadena una respuesta inflamatoria o una
activacion de células epiteliales alveolares. La inflamacion y las células epiteliales liberan citocinas y
factores de crecimiento que inducen la proliferacion de fibroblastos asi como cambios en su fenotipo a
miofibroblastos. En el microambiente del pulmon lesionado, los miofibroblastos pueden inducir
apoptosis de células epiteliales, el rompimiento de la membrana basal y una remodelacion descontrolada

de la matriz extracelular.(De: Pardo A. Frontiers in Bioscience. 7, 1689-1707 2002)



Un modelo experimental ampliamente utilizado en el estudio de la fibrosis pulmonar es
el que resulta de la instilacion de bleomicina en roedores. Este proceso representa un
modelo de fibrosis que sigue la via inflamatoria. En este contexto a continuacion se hara

una breve resefia sobre inflamacion.

Inflamacion

Los estimulos exdgenos o endogenos pueden producir lesiones, estos dan lugar a una
reaccion compleja en el tejido conjuntivo vascularizado, que se denomina inflamacion
(17).

El proceso inflamatorio se caracteriza por la capacidad de poner en marcha la reaccion
de los vasos sanguineos que da lugar a la acumulacion de liquidos y leucocitos en los
tejidos extravasculares (17).

La respuesta inflamatoria estd muy relacionada con el proceso de reparacion. La
inflamacion es 1til para destruir, atenuar o mantener localizado al agente patogeno y al
mismo tiempo inicia una cadena de acontecimientos que en gran parte de las ocasiones
resultan en la cura y reconstruccion del tejido lesionado. El proceso de reparacion se de
durante las fases iniciales de la inflamacion, aunque no finaliza hasta que se ha
neutralizado el estimulo lesivo. Durante la reparacion, el tejido lesionado es sustituido
por la regeneracion de las células parenquimatosas nativas, por la proliferacion de tejido
fibroblastico (cicatrizacion) y con mayor frecuencia, por la combinacion de ambos
procesos (17,18).

La inflamacién es fundamentalmente una respuesta de caracter protector cuyo
objetivo final es librar al organismo de la causa inicial de la lesion celular y de las
consecuencias de la misma. Si no existiera el proceso de inflamacion, las infecciones se
propagarian de forma incontrolada, las heridas no se curarian nunca y los o6rganos
lesionados presentarian lesiones supurativas de forma permanente. A pesar de esto, los
procesos de inflamacion y reparacion pueden ser perjudiciales. Por ejemplo, las
reacciones inflamatorias constituyen el mecanismo patogénico basico de las reacciones
de hipersensibilidad potencialmente mortales secundarias al efecto de picaduras de
insectos, fArmacos o sustancias toxicas, asi como lo son de algunas de las enfermedades
crénicas mas frecuentes de la actualidad como la artritis reumatoide, la arterosclerosis y

diferentes tipos de fibrosis en diversos 6rganos. (17,19).



La respuesta inflamatoria tiene lugar en el tejido conjuntivo vascularizado y
comprende al plasma, las células circulantes, los vasos sanguineos y los constituyentes
celulares y extracelulares del tejido conjuntivo. Las células circulantes son los
neutrofilos, monocitos, eosindfilos, linfocitos, basofilos y plaquetas. Las células del
tejido conjuntivo son los mastocitos que se sitan alrededor de los vasos sanguineos; los
fibroblastos del propio tejido conjuntivo, y ocasionales macrofagos y linfocitos

residentes (19) (Fig. 6).

Fig. 6. Células vasculares y células de matriz del tejido conjuntivo implicadas en la respuesta

inflamatoria (De:Ramsi S. et al, Patologia Estructural y Funcional 6° Edicion Edit McGraw Hill

La inflamacion presenta dos fases bien diferenciadas: aguda y cronica. La inflamacion
aguda tiene una evolucion relativamente breve, con una duracion que oscila entre
minutos, horas y pocos dias; sus caracteristicas principales son la exudacion de liquido
y de proteinas plasmaticas (edema), y la migracion de leucocitos. La inflamacion
crénica tiene una duracidn mayor y se caracteriza por la presencia de linfocitos y
macrofagos, la proliferacion de vasos sanguineos, fibrosis y necrosis tisular. La
respuesta vascular y celular de las formas aguda y crénica de inflamacion estan
mediadas por factores quimicos procedentes del plasma o de las células y son activados
por el propio estimulo inflamatorio. Estos mediadores actian de forma aislada,

secuencial o en combinacidn y en fases posteriores amplifican la respuesta inflamatoria



e influyen en su evolucion. Las células y tejidos necrdticos también pueden activar por
si mismos la elaboracion de los mediadores de la inflamacion. Esto es lo que ocurre en
los procesos de inflamacion aguda secundarios al infarto de miocardio. La inflamacién
termina cuando se elimina el estimulo lesivo y desaparecen o quedan inhibidos los

mediadores de la misma (17, 18, 19).

Inflamacion aguda.

La inflamacion aguda es la respuesta inmediata que se produce frente al agente lesivo.

Debido a que los dos principales factores defensivos son transportados normalmente por

la sangre, los fenémenos vasculares desempefian un papel decisivo en el proceso de

inflamacién aguda (17, 18).

La inflamacidn aguda presenta tres componentes principales.

e Las modificaciones en el calibre de los vasos, que dan lugar al aumento en el flujo
de sangre.

e Las alteraciones en la estructura de la microvasculatura, que permiten la salida de la
circulacion de las proteinas plasmaticas y los leucocitos.

e [a migracion de los leucocitos desde el punto en el que abandonan la micro

circulacion hasta el foco de lesion en el que se acumulan.

Cambios vasculares

Los cambios en el flujo sanguineo y en el calibre de los vasos se inician de forma muy
rapida tras la lesion y evolucionan a un ritmo que depende de la intensidad de la misma.
Las alteraciones empiezan cuando, después de un periodo de vasoconstriccion arteriolar,
se produce vasodilatacion, que afecta inicialmente a las arteriolas y que posteriormente
da lugar a la apertura de nuevos lechos capilares en la zona de lesion. Esta es la causa
del aumento de flujo sanguineo, provoca enrojecimiento e incremento de calor en la
zona de lesion, posteriormente la circulacion se vuelve mas lenta debido al aumento de
la permeabilidad de la microvasculatura, con salida de liquido rico en proteinas, desde
la circulacion hasta los tejidos extravasculares y la concentracion de los eritrocitos en
los vasos de pequefio calibre lo que se denomina estasis. A medida que evoluciona la

estasis, se empieza a observar la orientacion periférica de los leucocitos, principalmente



neutrofilos, a lo largo del endotelio vascular, un proceso que se denomina marginacién
leucocitaria. Mas adelante, los leucocitos se adhieren al endotelio, de forma transitoria
al principio y con mayor intensidad después, atravesando la pared vascular al cabo de
un corto periodo de tiempo y dirigiéndose hacia el intersticio.

El aumento de la permeabilidad vascular que ocasiona la salida de un fluido rico en
proteinas (exudado) hacia el intersticio es la caracteristica principal de la inflamacion
aguda. La pérdida de proteinas del plasma reduce la presiéon osmdtica intravascular e
incrementa la presion osmoética del liquido intersticial, este mecanismo conduce a una
importante salida y acumulacion de tejido intersticial y el incremento del liquido
extravascular lo que constituye el edema.

El aporte de leucocitos a la zona de lesion es una de las funciones mas caracteristicas
de la inflamacion, los leucocitos fagocitan los agentes patogenos, destruyen las bacterias
y otros microorganismos, degradan el tejido necrotico y los antigenos extrafnos. Los
leucocitos también pueden prolongar la inflamacidon e inducir lesion tisular al liberar
enzimas, mediadores quimicos y radicales toxicos del oxigeno.

Cuando el flujo de la sangre es normal en las vénulas, los eritrocitos permanecen
confinados en una columna axial central y desplazan a los leucocitos hasta la pared del
vaso. A medida que disminuye la velocidad del flujo sanguineo en las fases iniciales de
la inflamacidn, ocurre la marginacion y posteriormente, los leucocitos se adhieren y se
fijan fuertemente, a esto se le conoce como rodamiento, con el tiempo el endotelio
queda revestido por leucocitos. Posteriormente de estar adheridos, los leucocitos se
dirigen hacia las uniones entre células endoteliales para atravesar la membrana basal y
salir al espacio extravascular. Este mecanismo de salida lo utilizan los neutréfilos, los

monocitos, los linfocitos, los eosindlfilos y los basoéfilos (17, 19) (Figura 7).



Fig. 7. Principales manifestaciones locales de la inflamacion aguda comparadas con un tejido sin lesion.
1) Dilatacion vascular (con eritema y calor), 2) extravasacion de plasma y proteinas (edema) y 3)
migracion de leucocitos con acumulacion de los mismos en la zona de lesion. (De:Ramsi S. et al,

Patologia Estructural y Funcional 6° Edicion Edit McGraw Hill

Se sabe que la adhesion y la transmigracion de leucocitos estdn determinadas por la
fijacion de moléculas complementarias de adhesion a la superficie de los leucocitos y
las células endoteliales, los mediadores quimicos influyen en estos procesos regulando
la expresion de superficie y la intensidad de fijacion de estas moléculas de adhesion.
Los receptores de adhesion pertenecen a cuatro familias de moléculas: las selectinas, las

inmunoglobulinas, las integrinas y las glucoproteinas de tipo mucina.



Después de la extravasacion, los leucocitos migran a los tejidos hasta alcanzar la zona
de lesion, mediante la quimiotaxis, que se define como la locomocion ordenada segin
un gradiente quimico, cada tipo de leucocito responde a los estimulos quimiotacticos
con diferentes grados de velocidad (21).

Hay sustancias enddgenas y exogenas que pueden actuar como factores
quimiotacticos. Los agentes exdgenos mas comunes son los productos bacterianos,
algunos poseen un aminoacido terminal N-formil-metionina. Otros tienen una
naturaleza lipidica.

La fijacion de los agentes quimiotacticos a receptores especificos situados en la
membrana celular del leucocito da lugar a la activacion de la fosfolipasa C, lo que a su
vez produce la hidrélisis del fosfatidilinositol-4,4-bifosfato (PIP.) e inositol-1.4.5-
trifosfato (IPs) y al diacilglicerol (DAG), asi como la liberacion de calcio; esta ultima se
produce inicialmente a partir de las reservas intracelulares de calcio y mas adelante por
la afluencia de calcio extracelular. Es precisamente el incremento de calcio citosdlico el
factor que desencadena el ensamblaje de los elementos contractiles responsables del
movimiento celular.

Los leucocitos que migran en los tejidos encuentran patrones complejos de multiples
sefiales de quimioatraccion, algunas enddgenas como las quimiocinas y otras
procedentes del agente causante de la lesion. Los leucocitos migran paso a paso en
respuesta a un agonista, después de otro, quedando determinada su posicién por el
patron de receptores para las sustancias de atraccion que expresan y por la secuencia de
gradiente de quimiocinas que se encuentran, las quimioactinas procedentes del foco de
lesion anulan los gradientes derivados del huésped, facilitando de esta manera la guia
del movimiento hasta el estimulo original.

La fagocitosis y la liberacién de enzimas por los neutrofilos y macrofagos son dos de
los principales efectos beneficiosos de la acumulacion de leucocitos en el foco de
inflamacion.

Las alteraciones que sufre el metabolismo y las membranas de los leucocitos durante
la quimiotaxis, la activacion y la fagocitosis, dan lugar a la liberacion de productos
hacia el interior del fagolisoma y hacia el espacio extracelular. Las mas importantes de
estas sustancias son: las enzimas lisosomales, los metabolitos activos del oxigeno y los
productos del metabolismo del &4cido arquididnico. Estos productos son potentes
mediadores de la lesion endotelial y tisular, y amplifican los efectos del estimulo

inflamatorio inicial, por lo tanto cuando evoluciona de forma persistente e incontrolada,



el propio infiltrado leucocitario se convierte en el agente lesivo, de manera que la lesion

tisular producida por los leucocitos constituye un mecanismo patogénico basico en

muchas enfermedades agudas y cronicas (18).

Evolucion de la inflamacion aguda.

Existen variables que pueden modificar el proceso de inflamacion, en el que se incluyen

la naturaleza e intensidad de la lesion, la zona y el tejido afectados y el tipo de respuesta

de cada organismo. La inflamacion puede presentar alguna de las siguientes formas de

evolucion.

Resolucién completa.- En la situacion ideal y una vez que se han permitido
neutralizar el agente o estimulo lesivo, todas las reacciones inflamatorias deberian
finalizar con la normalidad del tejido en el que se produjo la lesion. Es la mas
habitual en los casos en que la lesion es limitada y de corta duracion, la destruccion
tisular es escasa y las células parenquimatosas presentan regeneracion.

Formacién de absceso. Se observa fundamentalmente en las infecciones por
microorganismos pidgenos.

Curacion mediante sustitucion por tejido conjuntivo.- Se produce en los casos, en
los que ha existido una destruccion tisular sustancial, en los que la lesion
inflamatoria afecta a tejidos que no regeneran, o cuando se produce una abundante
exudacion de fibrina que no puede ser reabsorbido de forma adecuada y prolifera
tejido conjuntivo, convirtiéndolo en una masa de tejido fibroso.

Progresion de respuesta tisular hacia inflamacién cronica. Esta forma de evolucion
puede seguir a la inflamacién aguda o puede se cronica desde el principio. La
transicion entre la forma aguda y la crénica se produce cuando la respuesta de
inflamacion aguda no puede resolverse debido a la persistencia del agente lesivo o

alguna forma de interferencia en el proceso normal de curacion (17,18).

Inflamacion cronica

Es una inflamaciéon de duraciéon prolongada, en la que se pueden observar

simultdneamente signos de inflamacion activa, de destruccidon tisular e intentos de

curacion. Puede evolucionar desde un cuadro de inflamacion aguda o se inicia de forma



incidiosa como una respuesta de baja intensidad o asintomadtica. La inflamacion crénica

se presenta cuando hay:

e Infecciones persistentes por algunos microorganismos.- Estos microorganismos
presentan una patogenicidad baja e inducen una reaccidn inmunitaria que se
denomina hipersensibilidad retardada.

e Exposicion prolongada a agentes potencialmente toxicos, enddogenos y exdgenos.-
Materiales inertes no degradables que se pueden inhalar como el caso del silice o en
la arterosclerosis, que hay un proceso inflamatorio cronico de la pared arterial
inducido por componentes lipidicos plasmaticos endogenos de caracter toxico.

e Autoinmunidad.- Se producen reacciones inmunitarias contra los propios tejidos del

organismo que las padece, se denominan enfermedades autoinmunitarias.

La inflamacidn cronica se caracteriza por:

e La infiltracion por células mononucleares, como macréfagos, linfocitos y células
plasmaticas, esto refleja una reaccion persistente a la lesion.

e Destruccion tisular, inducida por las células inflamatorias.

e Intentos de reparacion mediante sustitucion por tejido conjuntivo, con proliferacion

de vasos de pequefio calibre y fibrosis (17).

Tipos de células y mecanismos en la inflamacion cronica.

El macrofago es la célula caracteristica de la inflamacion crénica, es uno de los
componentes del sistema mononuclear fagocitico, estd constituido por células
procedentes de la médula 6sea como los monocitos de la sangre y los macréfagos de los
tejidos. Los macrofagos estan distribuidos de forma difusa en el tejido conjuntivo 6 se
agrupan en algunos 6rganos como el higado (células de Kupffer), el bazo y los ganglios
linfaticos (histiocitos sinusales) y los pulmones (macrofagos alveolares). Todos los
macrofagos se originan de un precursor comun situado en la médula 6sea, que también
origina los monocitos de la sangre; desde la sangre, los monocitos migran hacia
diferentes tejidos y se transforman en macrdéfagos. La hemivida de los monocitos de la
sangre es de aproximadamente un dia, mientras que la de los macrofagos tisulares es de
varios meses. La transformacion desde las células precursoras de la médula 6sea hasta
los macrofagos tisulares estd regulada por diversos factores de crecimiento y

diferenciacion, citocinas, moléculas de adhesion e interacciones celulares (17, 24).



Los monocitos empiezan a migrar en fases iniciales de la inflamacion aguda y después
de 48 horas constituyen el tipo predominante de célula. La extravasacion de los
monocitos esta controlada por los mismos factores que participan en la migracion de los
neutrofilos, es decir, las moléculas de adhesion y los mediadores quimicos con
propiedades quimiotacticas y de activacion. Cuando el monocito alcanza el tejido
extravascular, se transforma en una célula fagocitaria de mayor tamafio, un macréfago.
Ademas de fagocitar, los macréfagos pueden ser activados, un proceso que hace que
aumenten de tamafio, que se incrementen sus niveles enzimas lisosomales, que su
metabolismo sea mas activo y que se incremente su capacidad para fagocitar y destruir
los microorganismos que ingiere. Entre las sefiales de activacion se incluyen citocinas,
las endotoxinas bacterianas, otros mediadores quimicos y proteinas de matriz
extracelular como la fibronectina. Tras su activacion, los macrofagos secretan una
amplia variedad de productos biolégicamente activos que, cuando no estan
contrarrestados, son mediadores importantes en la destruccion tisular, en la proliferacion
vascular y en la fibrosis caracteristica de la inflamacién crénica. En la inflamacion de
corta duracion, los macréfagos desaparecen cuando es posible eliminar el agente lesivo,
en la inflamacidon cronica, persiste la acumulacion de macréfagos mediada por
mecanismos diferentes con el tipo de reaccion.

El macréfago es muy importante en la inflamacion cronica debido al numero de
sustancias biologicamente activas que produce. Algunas de ellas son toxicas para las
células o para la matriz extracelular como los metabolitos del oxigeno y las proteasas,
otros productos bioldgicos como las citocinas o los factores quimiotacticos, atraen otros
tipos de células y los factores de crecimiento dan lugar a la proliferacion de fibroblastos
y un depodsito de colagena. Todo esto hace que los macrofagos sean eficaces en la
proteccion del organismo, y también puede ser factor de lesiones tisulares en los casos
en los que los macrofagos son activados inadecuadamente, esta destruccion tisular es
una de las caracteristicas mas importantes en la inflamacién cronica. El tejido necrotico
por si mismo puede perpetuar la cascada inflamatoria a través de diferentes
mecanismos, como la activacion de los sistemas de las cininas, de la coagulacion, del
complemento y de la fibrindlisis, ademas de la liberacion de mediadores a partir de los

leucocitos muertos o en fase de destruccion (17, 24).



El modelo de fibrosis pulmonar inducida por Bleomicina

Mucho de lo que actualmente conocemos sobre la patogénesis de la fibrosis pulmonar
(FP) proviene de estudios realizados en animales. Los métodos convencionales para
inducir FP experimental incluyen la instilacion directa de un agente fibrogénico a través

de la traquea o la exposicion a radiacion toracica de un animal susceptible (35).

La instilacion intratraqueal de bleomicina es actualmente el modelo mas popular para
el estudio in vivo de la FP. El raton (Mus musculus) es la especie mas utilizada, debido a
que presenta varias ventajas sobre otras especies como: un genoma bien caracterizado,
ciclo reproductivo corto, camadas grandes, tamafo pequefio, y bajo costo de

manutencion en bioterios.

Los efectos de la toxicidad pulmonar por bleomicina en humanos son similares en el
raton. La administracion intratraqueal de bleomicina produce dafio directo al epitelio
alveolar, que puede liberar citocinas y factores de crecimiento que participan como
quimioatrayentes de células inflamatorias y fibroblastos. Dependiendo de la dosis de
bleomicina administrada y de la cepa de ratdn utilizada, el tiempo de evolucion del dafo
pulmonar varia. Se ha descrito que en las cepas susceptibles alrededor de tres dias
postinstilacion hay un aumento en la celularidad de los septos alveolares debido a la
infiltracion de células inflamatorias, principalmente macréfagos y neutrdfilos.
Posteriormente alrededor del dia seis hasta un mes después de la instilacion, hay un
aumento sostenido de linfocitos que pueden influenciar la proliferacion de fibroblastos y
la sintesis de colagena, liberando factores de crecimiento profibrogénicos, a los 14 dias
postinstilacion se pueden observar cambios difusos y multifocales que consisten en
hiperplasia epitelial y fibrosis intersticial e intraalveolar. Finalmente después de 21 dias
se pueden observar focos grandes de fibrosis en forma difusa, caracterizados por la

presencia de fibroblastos y miofibroblastos y por el depodsito de colagenas fibrilares

31).



OBJETIVO

En virtud de que en nuestro grupo de trabajo estamos interesados en estudiar los
mecanismos responsables de la fibrosis pulmonar, en este estudio decidimos analizar el
papel que desempefia uPARAP/Endo180 en este proceso patoldgico. El interés en esta
molécula deriva de su posible participacion en el catabolismo de la coldgena, una de las
principales moléculas que se acumulan en la fibrosis. Para alcanzar este objetivo se
analizo la respuesta inflamatoria inducida por bleomicina en ratones deficientes en

uPARAP/Endo 180 y se compar6 con ratones silvestres.



MATERIAL Y METODOS

Los ratones utilizados para la realizacion de este trabajo fueron donados por el Dr.
Thoms Bugge y Marisa Kuhnen del Instituto Nacional de Salud (NIH) y del National
linstitute of Dental and Carcinofacial Institute (NIDCR), Bethesda, Meryland. Son
ratones de tipo C57Bl/6 de la especie Mus musculus, a los cuales se les suprimio el gen

uPARAP/Endo 180, el cual fue reemplazado por un cassette de expresion HPRT (8).

Genotipificacion de ratones.

Los ratones se mantuvieron y reprodujeron en el Bioterio del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER).
Para su genotipificacion se usaron fragmentos de colas de raton de donde se extrajo el

ADN.

Extraccion de ADN de colas de raton

Dia 1l

Las colas de aproximadamente 1 — 1.5cm de cada raton, se rasuraron perfectamente y se
enjuagaron con agua DEPC y con agua dde (hasta quitar los pelos sueltos), se cortaron
en fragmentos pequefios y se colocaron en tubos ependorft.
1. Se adicionaron 500 p I de buffer de lisis (ver apéndice) y 20 p 1 de proteinasa K
(10mg/ml).

2. Se incubaron una noche a 55°C

Dia 2

1. Se agitaron los tubos y se centrifugaron a 1000 rpm durante 1 minuto y se
recuper6 el sobrenadante en un nuevo tubo.

2. Se adicion6 a cada tubol ml de etanol absoluto y se agitd hasta obtener la hebra de
ADN.

3. Se centrifug6 a 1000 rpm durante 1 minuto y se decanto el sobrenadante.



4. Se adicion6 a cada tubo 700 pl de etanol al 70% y se centrifugd a 1000 rpm
durante 1 minuto, posteriormente se recuper6 el pellet y se dejo secar.

5. Se adicionaron 150 ul de agua dde y se dejé incubar en agitacion constante a 55°C,
posteriormente se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

6. La integridad del ADN fue verificada mediante una electroforesis en un gel de
agarosa al 1% (p/v).

7. La concentracion del ADN fue determinada mediante espectrofotometria, se midi6
la absorbancia con una longitud de onda de 260 nm y se utilizé la siguiente
formula.

[ADN] pg/ml = (Az60) (50) (dilucién), donde:

e [ADN] indica la concentracion de ADN

e Ay indica la absorbancia (o densidad 6ptica) leida a 260 nm

e 50 es el coeficiente de extincion del ADN

e Dilucion, se refiere a la cantidad de agua en la que se diluy6 la muestra de ADN

para ser leida.
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Se realiz6 la identificacion del genotipo de los ratones Wild-Type (WPARAP/Endo 180

+/+) y KO (uPARAP/Endo 180 -/-) amplificando las secuencias correspondientes

mediante una PCR. Las secuencias de los oligonucleo6tidos iniciadores son:

Raton silvestre

uPARAP/Endo180 E 3-5" SENSE (5’-3") TCTACACCATCCAGGGAAACTCAC
uPARAP E3-5" ANTISENSE (5°-3") TTAAACTGGTAACAGCTGTCAGTC

Ratén transgénico

uPARAP targ SENSE (5’-3") TCCTACAAATACACGCTGGCGATA
HPRT ANTISENSE (5°-3") GCAGTTCCCTTTTAAATGCAAATCA



Los componentes de la mezcla de reaccion son los siguientes.

Componente Vix (ul) [ ] Final
MgCl, 2 10 mM
Buffer 10x 2.5 1x
dNTPs 1.25 1 mM
Primers sense 2.5 =
Primers antisense 2.5 10 nM
Agua DEPC 12 10nM
Amplitaq Gold 25 1.25 u/pl
Muestra 2 10 ng

Tabla 2. Componentes de la mezcla de reaccion de PCR.

Las condiciones de corrida para la PCR fueron:

(40 ciclos)

WT 94°2° 95°C/10° /&1"/20” 60°/20” 70° /30”\\72"/5’4/00

(40 ciclos)

KO 95°10° @4"/20” 60°/20 72°/25” \72°/5” 4°/o0

El andlisis de los productos de PCR se realizé por medio de electroforésis en geles de

agarosa (2.5%), las bandas esperadas fueron de 180 para KO y de 363 para WT.



Modelo de fibrosis pulmonar inducida por Bleomicina.

Para la induccidn de fibrosis, los ratones fueron tratados con una dosis de 0.03 unidades
de bleomicina, por cada diez gramos de peso del raton, la dosis fue preparada momentos
antes de comenzar con la cirugia. Los ratones fueron previamente anestesiados con
Pentobarbital sodico e inmovilizados sobre una mesa de diseccion en posicion ventral.
Con el cuello expuesto, se realizd6 una pequena incision dérmica, lo cual expone el
timo. Con unas pinzas esterilizadas se separa el timo y se expone la traquea permitiendo
la insercion de la aguja para aplicar la dosis de bleomicina. Ya que se realizo la incision,
esta es suturada y para evitar infecciones y facilitar la cicatrizacion, se aplicod
Topazone® en aerosol. Los ratones se colocaron en una plancha de calor a 37°C hasta
que despertaron de la anestesia, esto para mantener su temperatura y evitar

complicaciones.

Sacrificio de ratones y Lavados Bronquio alveolares LBA

Los ratones controles y los que fueron instilados con bleomicina se sacrificaron 7 dias
después con una dosis de Pentobarbital sodico inyectada intraperotonealmente.

Los pulmones de los ratones fueron lavados en dos ocasiones con alicuotas de 800 pl
de solucidn salina a través de un catéter de punta fina que se introdujo en la trdquea de
los ratones.

La solucion salina fue recuperada por aspiracion con una jeringa y se colocaron en tubos
ependorff., posteriormente se centrifugaron a 1500 rpm durante diez minutos. Se
obtuvo el pellet y se congel6 el sobrenadante.

El pellet obtenido se resuspendid en 100 pl de PBS para realizar el conteo diferencial de
células.

En los lavados se obtienen las distintas células con las que se realizd el conteo
diferencial.

Simultaneamente al proceso de obtencion de los lavados se obtuvieron los pulmones.
Los pulmones derechos fueron aislados para deshidratar y determinar la concentracion
de hidroxiprolina y los izquierdos fueron fijados por inmersion durante 24 horas en

formol amortiguado (10% p/v) para su andlisis histoldgico.



Conteo diferencial de células inflamatorias

Se tomaron 10 ul del pellet resuspendido en PBS y se le anadieron diez pl de azul de
tripano, al resto se le anadieron 90 ul de CBX para fijar.

Se realizo el conteo diferencial montando la cdmara de neuvawer en el microscopio
optico para obtener el nimero total de células de cada lavado.

Los diferentes tipos celulares que se consideraron para el conteo fuero macrofagos,
linfocitos, neutréfilos y eosinodfilos, cada tipo celular se determind de acuerdo a sus

caracteristicas.

Determinacion de la concentracion de hidroxiprolina.

Se determind la concentracion o de coldgena en el pulmén derecho de cada raton
mediante la técnica de Woessner (32).

Cada pulmén se dejo en el horno hasta que estuviera totalmente deshidratado,
posteriormente se les afiadieron 4 ml de HCI (6N) y se incubaron durante 24 horas para
que se lleve a cabo la hidrolizacién de las muestras. Las muestras fueron filtradas,
evaporadas y se neutralizaron a pH 7 usando HCl y NaOH y se aforaron a 2 ml con
agua destilada para su posterior refrigeracion.

Se realiz6 la curva patron de hidroxiprolina.

Se realizé la prueba de determinacion colorimétrica de hidroxiprolina de las muestras y
se compar6 con la curva para patrén para calcular la concentracion de colagena. (32).
Ecuacion para calcular la concentracion de colagena en tejidos deshidratados.

(Do) (m) (factor de dilucién) (7.2)/mg hidrolizados = mg de colagena/ g de tejido seco.

Procesamiento histologico.

El pulmén izquierdo de cada ratoén fue procesado en el laboratorio de Morfologia del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y se le realizo las técnicas de:

e Tincién H-E (Hematoxilina —Eosina)

e Tincion Tricromica de Masson

Posteriormente se realizd un andlisis cuantitativo de cambios morfologicos a cada

pulmoén



Estadistica

El anélisis estadistico consistio en andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba multiple
de comparacion de DUNNETT, realizadas con el programa inerSTAT-a v 1.7 b del

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.



RESULTADOS

Caracterizacion genética

Extraccion de ADN de colas de raton.

Mediante una electroforesis en geles de agarosa se comprob6 la integridad del ADN

extraido como se observa en la figura 8 que es un gel representativo del ADN de 5

ratones.

< ADN total

FIG 8.- Electroforesis en gel de azarosa 1%(p/v).Carril 1:
Marcador de pesos moleculares ADNA/Hind Il Gibco BRL
products (ADN). Carriles 2-6: ADN total en muestras.

Una vez corroborada la integridad del ADN extraido de los 18 ratones, estos se

genotipificaron mediante PCR.



Genotipificacion de ratones.

Se amplificaron las secuencias de ADN correspondientes al gen uPARAP/Endo 180
+/+ (WT) y al gen nulo uPARAP/Endo 180 -/- (KO).

Los ratones silvestres (WT) se identificaron por la presencia de una banda de 363 pb,
los ratones nulos en uPARAP/Endo 180 -/-, por la amplificaciéon de una banda de 180

pb y los ratones heterocigotos por la presencia de ambas bandas (Figura 9).

400 pb
P <« 363pb

300 pb

200 pb
<—— 180pb

100 pb

Fig. 9. Electroforesis en gel de agarosa para amplificacion de secuencias WT y KO
Carril 1. Marcador de pesos moleculares (ADN 100 pb) Gibco BRL Products.
Carril 2. Muestra correspondiente al gen WT

Carril 3. Muestra correspondiente al gen HT

Carril 4. Muestra correspondiente al raton KO



A partir de la amplificacion por PCR, se definieron los siguientes genotipos para los

ratones.

# Raton uPARAP/Endo 180 (KO) Genotipo

wn
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X
N
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Tabla 3. Determinacion genética. Se encontraron 9 organismos Wt y 9 organismos Hzt.

En virtud de que disponiamos fundamentalmente de ratones heterocigotos (HT) y
ratones silvestres (WT), ya que los ratones KO fueron muy escasos y no se pudieron
utilizar en este experimento, se instild bleomicina a 4 ratones HT y 4 ratones WT para

analizar la respuesta inflamatoria pulmonar.



Lavado bronquio alveolar (LBA)

Conteo diferencial de células

Se realiz6 el lavado bronquio alveolar como se detalld en la seccion de materiales y
métodos, el conteo de niimero total de células reveld que los ratones controles WT y HT
no presentan diferencias significativas (8133 + 3681 células WT y 9000 + 4280 células
HT). Al comparar los ratones WT y HT que fueron sometidos al tratamiento a
bleomicina a 7 dias, no presentaron diferencias significativas en el numero total de
células (202666 + 59313 células WT y 193800 + 55696 células HT), no obstante, los
ratones WT y HT que fueron instilados con bleomicina, presentan un aumento
significativo en el nimero de células al compararlos con sus controles respectivos

(p<0.01) (Figura 10).

Total de células de LBA
300000
£ %k
250000 T
<
& 200000
c
; 150000
=]
S 100000
(O]
50000
0 - . sl . .
WT WT Bleo 7 dias HT HT Bleo 7 dias
W # de células en LBA

Figl0. Numero de células totales de Lavado Bronquio alveolar en los grupos experimentales.
*
p<0.01



El conteo diferencial de células inflamatorias mostrd que no hay diferencia significativa
al comparar el numero de células en ratones WT y HT controles (7469.3 + 5744.8
macrofagos WT y 86668.5 + 2859.1 macrofagos HT), (552 + 358.6 linfocitos WT y
292.5 + 69.2 linfocitos HT) (96 + 83.3 neutrofilos WT y 39 + 67.5 neutrofilos HT), (16
+ 27.7 eosinofilos WT y 0 + 0 eosinofilos HT). Al comparar el nimero de células en
ratones WT y HT con bleomicina a 7 dias, no presentan diferencias significativas
(132466.6 = 49123.3 macrofagos WT y 124410.6 £ 39913 macrdofagos HT), ( 56093.3 £
26406.3 linfocitos WT y 55548.6 + 15625.9 linfocitos HT), (10893.3 + 11372.2
neutrofilos WT y 11194.6 + 2197.2 neutrofilos HT), (3213.3 &+ 3022.6 eosindfilos WT y
2646 + 1424.9 eosinofilos HT). Hay un aumento significativo en el numero total de
macrofagos, linfocitos, neutréfilos y eosinofilos en ratones WT y HT sometidos a

bleomicina, esto al compararlos con sus controles respectivos (p< 0.01). (Figura 11).

LBA Conteo diferencial de células
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Fig 11. Conteo diferencial realizado a organismos de tipo WT y HT controles y WT y HT instilados con
bleomicina a 7 dias. * p <0.01



Al comparar los porcentajes de macrofagos, linfocitos, neutrofilos y eosinofilos en los
ratones WT y HT, muestra que no hay una diferencia significativa ( 66.6 % =+ 4.5
macrofagos WT y 63.6 % =+ 11 macréfagos HT) , (27.3 % =+ 2 linfocitos WT y 29.3 %
+ 8.9 linfocitos HT), (4.6% = 3 neutréfilos WT y 6 % = 2 neutrédfilos HT), (1.3% +
1.1 eosinofilos WT y 1.3 % =+ 0.5 eosinéfilos HT) (Figura 12).

Porcentajes de células

T

Porcentaje (% )

Wt Bleo 7 dias HT Bleo 7 dias

B Macréfagos M Linfocitos  m Neutrdfilos Eosinodfilos

Fig 12. Porcentajes de los tipos celulares involucrados en la respuesta inflamatoria en ratones WT y HT

a 7 dias de la instilacion.



Concentracion de Hidroxiprolina

Se cuantifico la hidroxiprolina en el pulmoén derecho de los ratones uPARAP/endo 180
+/+ (WT) y uPARAP/endo 180 +/- (HT) controles, asi como los que se sometieron al
tratamiento con bleomicina, para determinar la concentracion de colagena. Se utilizo la

técnica de Woessner (20) (Figura 13).
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Fig 13. Cuantificacion de hidroxiprolina de cada una de las muestras problema.



La concentracion de hidroxiprolina de los pulmones de los ratones control WT y HT no
presentan diferencias significativas (83.7 + 6.9 ug OH-Prolina/Pulmén derecho WT y
87.3 = 10.8 pg OH-Prolina/Pulmén derecho HT). A los 7 dias postbleomicina, no se
presentan diferencias significativas entre WT y HT (97.3 + 8.1 ug OH-Prolina/Pulmén
derecho WT y 99.17 + 6.9 ng OH-Prolina/Pulmén derecho HT), asi mismo, hay un
aumento significativo en la concentracion de hidroxiprolina en los pulmones WT y HT
sometidos al tratamiento a bleomicina, esto al compararlos con sus controles respectivos

(p <0.01) (Figura 14).
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Fig 14. Concentracion de hidroxiprolina en ratones WT y HT controles y el efecto que causo el
tratamiento con bleomicina a 7 dias en su concentracion de Hidroxiprolina. * p <0.01



Histologia

Los cortes de pulmones fueron procesados con técnicas histologicas de rutina se tifieron
con hematoxilina y eosina y con la técnica de tricromica de Masson y se observaron a
diferentes aumentos en un microscopio Optico.

En los ratones control, la microestructura pulmonar no presentd diferencias notables
entre los genotipos WT (Figura 15 a, b) y HT (Figura 15 ¢, d). Los dos presentaron

similitud en cuanto al parénquima alveolar y tamafio en bronquios y bronquiolos.

15a 2x WT 15 ¢ 2x HT

I15h 10x WT 15d 10x HT

Fig 15. Fotografia de pulmon de raton que ejemplifica a los ratones controles uPARAP/Endo180+/+ y
uPARAP/Endol180+/-. (a) 2X Tricromica de Masson Raton WT, (b) 10X Tricromica de Masson Raton
WT, (c) 2X Tincion HE. Raton HT, (d) 10X Tincion HE. Raton HT



Los pulmones de los ratones que fueron instilados con bleomicina, no presentan
diferencias significativas entre los genotipos WT (Figura 16 a, b) y HT (Figura 16 ¢, d).
En lo que se refiere al parénquima pulmonar presenta algunas rupturas. Se observa
inflamacion en grado severo, en aproximadamente un tercio del pulmoén (Figura 16 a, b,
¢, d). Se observan focos de inflamacién y acumulacion de células inflamatorias, en
mayor cantidad macrofagos y linfocitos (Figura 17 a), los eosinéfilos y neutrofilos en
menor nimero (Figura 17 b). Hay destruccion de parénquima. En algunas partes se

observa sustitucion por tejido conjuntivo (fibras de colagena) (Figura 16 c, d).

16 a 2x WT 16 ¢ 2x HT

16 b 10x WT 16d 10xHT

Figl6. Fotografia de pulmon de raton que ejemplifica a los ratones tratados con bleomicina a 7 dias
uPARAP/Endol180+/+ y uPARAP/Endo180+/-. (a) 2X Tricromica de massonWT,(b)10X tricromica de
Masson WT Raton . (c) 2X Tincion H-E, Raton HT, (d) 10 X 2X Tincion H-E, Raton HT.



17 a 40 x 17 b 40 x

Fig 17. Foto representativa de las células inflamatorias. (a) Macrofagos 40X tincion H-E (b) Neutrdfilos
40X tincion H-E.



DISCUSION

La capacidad que tienen los mamiferos de remodelar la MEC es esencial en el
desarrollo, en la homeostasis y en la remodelacion de diversos tejidos a lo largo de la
vida, también juega un papel en el desarrollo de algunas enfermedades proliferativas y

degenerativas como el cancer.

La remodelacion fisiologica y patologica de la MEC depende de una compleja
interaccion de diversos factores tales como la motilidad celular, los receptores que
participan para la adhesién de los componentes de la matriz a ciertas células y a la

interaccion con proteasas en la superficie celular (8, 13).

Las colagenas son abundantes en la MEC y asi como otros componentes de la matriz,
estan en constante sintesis y degradacion, debido a su estructura tan compleja, las

colagenas son degradadas por proteasas extracelulares como las MMPs.

Las colagenas pueden ser degradadas también via intracelular, estudios recientes
demuestran que, en la via endocitica para la descomposicion de colagena,
uPARAP/Endo 180 es un factor importante en su internalizacion para la colagendlisis
(13). En ese estudio se resalta la importancia de comprender el funcionamiento de
uPARAP/Endo 180 y la interaccion entre los eventos intracelulares y extracelulares en

la remodelacion de colagena (13).

uPARAP/Endo180 es un receptor con multidominios estructurales y es parte de la
familia de receptores de manosa, los cuatro miembros de la familia se caracterizan por
tener funciones de internalizacion y anclaje de diversos ligandos. uPARAP/Endo 180 se
une a colagena y por medio de endocitosis, son enviados hacia endosomas y
posteriormente es reciclado hacia la superficie celular, la colagena que fue internalizada
por uPARAP/Endo 180 es enviada hacia los lisosomas para su degradacion

(8,10,12,13).

En este estudio, se analizo la respuesta inflamatoria en ratones uPARAP/Endo180+/+ y

uPARAP/Endo180+/- que fueron sometidos a la instilacion con bleomicina. .



El conteo diferencial de células realizado en el LBA en los ratones tratados con
bleomicina mostrdé que a los 7 dias, los ratones WT y HT desarrollaron una respuesta
inflamatoria muy similar. Esta respuesta inflamatoria se caracteriza por un incremento
en el numero de células inflamatorias en las que predominan los macréfagos y linfocitos
células principales de la inflamacion en su fase cronica, lo que indica que su activacion
se ha mantenido por la persistencia del dafio causado por la bleomicina, la activacion de
las células inflamatorias estd mediada por citocinas, sefalizadores quimicos y algunas
proteinas de matriz como la fibronectina, los macréfagos activados secretan una serie de
productos biolégicamente activos que a su vez funcionan como mediadores en la
destruccion tisular, en la proliferacion vascular y en el desarrollo de la fibrosis
caracteristico de la inflamacion créonica. La alveolitis que se presenta en esta etapa es
similar a la reportada en organismos de otras especies (32).

Es interesante sefalar que varios estudios han mostrado que una reducida acumulacion
de neutrofilos después del tratamiento con bleomicina se relaciona con una fibrosis
pulmonar disminuida. Asi en ratones deficientes en gamma-glutamil transpeptidasa
(31), en ratones deficientes en MMP7 (33) o en ratones que sobre expresan MMP9 (34)
la instilacion con bleomicina revelé6 menor nimero de neutréfilos en LBA y menor

fibrosis pulmonar comparados con sus respectivos controles.

En este estudio, no se observaron diferencias en el nimero de neutrofilos y el desarrollo
de fibrosis pulmonar analizado un mes después del tratamiento con bleomicina mostrd
que la fibrosis que desarrollaron los ratones WT fue semejante a la de los ratones
heterocigotos, es posible que esto se deba a que el gen WT tenga una dominancia y esta

se presente sobre el HT (36).

En el estudio se observé que a los siete dias de la instilacion, la producciéon de colagena
tiene una tendencia a ser mas elevada en ratones HT, esto debera analizarse en un futuro

en ratones totalmente carentes de uPARAP/Endo 180.



APENDICE

Buffer de lisis para extraccion de DNA (100 ml)

- 5SmlTrispH7.5, 1 M

- 10mlEDTApHS&,0.5M
- 2mlNaCl, 5M

- 0.5mlDDT 1.0 M

- 10 ml SDS, 10%

Aforar a 100 ml con H,O dde
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