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RESUMEN

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad cronica, progresiva y letal
en un p lazo r elativamente br eve de t iempo. La s ecuencia de los m ecanismos
patogénicos es aun desconocida, p ero recientemente s e ha pos tulado qu e la
lesién primaria ocurre en el epitelio alveolar, con la consecuente activacion de las
células epiteliales, formacion de f ocos de fibroblastos/miofibroblastos y excesiva
acumulacion de matriz extracelular con destruccion del parénquima pulmonar. En
este contexto, se ha considerado que el exceso de focos de fibroblastos, que son
los responsables de la produccion de las moléculas de matriz, es un fuerte factor
de m al pr ondstico par a es te padec imiento. S in em bargo, el o rigende los
fibroblastos se desconoce.

Los fibrocitos s on una pob lacion recientemente des crita de ¢ élulas progenitoras
circulantes de origen hematopoyético i mplicadas en p rocesos d e r eparacion y
fibrosis tisular en diversos 6rganos. Muestran un fenotipo unico caracterizado por
la ex presion de m oléculas de m atriz ( colagena tipo |, pr olil 4 -hidroxilasa), de
leucocitos ( CD45+),de m onocitos (CD14+)y de ¢ élulas troncales
hematopoyéticas (CD34+). Se ha d escrito que | os fibrocitos tienen capacidad de
diferenciarse af ibroblastosy  miofibroblastosas ic omoaot rasc élulas
mesenquimatosas. Sin embargo, su contribucion a la expansion de la poblacién de
fibroblastos/miofibroblastos en la fibrosis pulmonar humana, incluyendo la FPI, asi
como los mecanismos involucrados en su transmigracion a través de la membrana
basal y la matriz extracelular pulmonar y su posible papel en la patogénesis de la
FPI se des conocen. Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son una f amilia de
endopeptidasas z inc de pendientes que d esempefian un papel importante e n
multiples procesos fisioldgicos y patoldgicos incluyendo la FPI. En este contexto,
nuestra hipotesis fue que los fibrocitos viajan a los pulmones de pacientes con FPI
contribuyendo a la ex pansién de la po blacién d e fibroblastos y que ex presan
metaloproteasas de m atriz que podr ian facilitar s u capacidad de m ovilizacion y
migracion a través de los tejidos y a su vez participar en los mecanismos de dafio

en esta enfermedad.



Objetivos: Determinar si existen fibrocitos en el tejido pulmonar de pacientes con
FPI'y pulmones control. Evaluar los niveles de CXCL12 (quimiocina que participa
en la migracién de fibrocitos) e n lavado b ronquioalveolar (LBA)y plasma de
pacientes con FPIl y controles. Examinar la expresion y localizacién pulmonar de
CXCL12. E valuar la ex presiéon de m etaloproteasas de m atriz po r fibrocitos

humanos.

Material y Métodos: La pr esencia de f ibrocitos e n pu Imén s e ev alué por

microscopia confocal utilizando varias combinaciones de anticuerpos especificos.
Los niveles de CXCL12 en plasma y en sobrenadante de LBA se determinaron por
ELISA y su fuente celular en p ulmones por inmunohistoquimica. P osteriormente,
se obtuvieron fibrocitos humanos a partir de leucocitos provenientes de donadores
sanos separando la poblacion de monocitos CD14+ por seleccion negativa. Estos
monocitos se cultivaron durante 8 dias obteniendo a este tiempo fibrocitos con una
pureza 295%, la cual se comprob6 por citometria de flujo con marcadores

especificos. D e es tas c élulas s e obt uvieron | os s obrenadantes, RNA 'y lisados
celulares. Se evaluo la expresion de MMP-1, -2, -7, -8 y -9 por PCR en tiempo real
y la sintesis de |las proteinas se examin6 con Luminex xMAP, Western blot (WB),
inmunocitoquimica y microscopia confocal. La actividad enzimatica de la MMP-2 y
-9 se evalud por zimografia. Los ensayos de migracion se hicieron en camaras de
Boyden r ecubiertas c on c olagena| o m embrana b asal con o s inun inhibidor
especifico paraM MP-8 y par a M MP-2/-9; como mediadores qu imiotaticos s e
utilizaron el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B) y la quimiocina

CXCL12. En algunos experimentos los fibrocitos fueron estimulados con TGF-p1.

Resultados: Se i dentificaron fibrocitos en8 de 9 pu Imones ex aminados d e
pacientes con FPI, y en ninguno de los 4 pulmones normales. La combinacion que
tind a | m ayor num ero de f ibrocitos fue C XCR4/procolagena-l (10.3+ 2 .9
fibrocitos/mm2; p< 0.05 comparado con otras combinaciones) mientras que para
las otras cuatro combinaciones encontramos valores de 4. 1£3.1 (CXCR4/prolil 4-
hidroxilasa), 2 .8+3.0 ( CD34/procolagena-l), 2. 2+1.6 ( CD34/cAML), y 1. 3+1.6

(CD45RO/prolil 4-hidroxilasa) fibrocitos/mm?. Se encontré una correlacién positiva



entre la cantidad de f ocos de f ibroblastos y el numero de f ibrocitos en pu Imén
(r=0.79; p<0.02). CXCL12, el ligando especifico del receptor CXCR4 se encontrd
fuertemente ex presado por c élulas epiteliales al veolares r eactivas en pac ientes
con F Ply ausente ent ejido pul monar s ano. La ¢ oncentracion de C XCL12 fue
significativamente mayor en pac ientes con FPI (n=42) comparado con controles
sanos ( n=23) [mediana: 2 707.54 pg/ml ( 648.1-4884.69) v ersus 1 751.5 pg/ ml
(192.9-2686.02); p<0.003)]. D e igual manera, es ta quimiocina fue d etectable en
sobrenadante de LBA de 40% (8/20) de los pacientes con FPIy en ninguno (0/5)
de | os c ontroles no rmales. S e enc ontré6 una c orrelacion negativa ent re | as
concentraciones plasmaticas de CXCL12 con la capacidad pulmonar de difusion
de monoxido de carbono (DLCO) (r =-0.56; p < 0.03) y la saturacion de oxigeno
durante el ejercicio (r =-0.41; p < 0.04). En los estudios in vitro, se encontré que
los fibrocitos expresan grandes cantidades de MMP-2, MMP-7, MMP-8 y MMP-9.
En los zimogramas de gel atina se revelaron las formas latentes y activas dela
MMP-2y MMP-9 y por WB la presencia de MMP-8. La estimulacién de fibrocitos
con TGF-B1 indujo la sobre-expresion de | os genes MMP-2y MMP-9 (p=0.001y
0.008 r espectivamente),| aquef uec orroboradapo rz imografia.P or
inmunocitoquimica ¢ omprobamos que | os f ibrocitos ex presan s imultaneamente
colagena tipo | y MMP-8 o MMP-7. Finalmente, el estudio del efecto de las MMPs
sobre la migracion de f ibrocitos m ostr6 que el inhibidor es pecifico de M MP-8
provoco una reduccion significativa en su migracion a través de colagena I: 60.9%
con CXCL12 y 65.5% con PDGF-B (p<0.01 en ambas) mientras que | a inhibicion
especifica de MMP-2/MMP-9 produjo una r educcion en la migraciéon a través de
membranas basales del 42% con CXCL12 y de un 49% con PDGF-B (p<0.01 en

ambos).

Conclusiones: Nuestros ha llazgos r evelan por primera v ez que | os fibrocitos
circulantes, probablemente r eclutadosa t ravésde lej e C XCR4/CXCL12,
contribuyen a la expansion de la poblacién de fibroblastos/miofibroblastos en los
pulmones de p acientes con FPI, y que los fibrocitos expresan diversas MMPs las
cuales po drian des empefiar un papel importante en la m igraciont isulary

transendotelial de | os f ibrocitos, as i c omo en| ar emodelacion del a m atriz



extracelular. El incremento de MMP-2 y MMP-9 inducida por TGF-B1 sugiere que
in vivo los fibrocitos expresan activamente estas enzimas cuando se encuentran

en presencia de un microambiente fibroético.



ABSTRACT

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and lethal disease in a
relatively s hort pe riod of time. T he s equence of t he pat hogenic mechanisms is
unknown but it has been recently pos tulated t hat t he initial injury oc curs in the
alveolar epithelium with the consequent activation of the epithelial cells which is
followed by t he f ormation of f ibroblastic/myofibroblastic f ocia nd f inally t he
exaggerated accumulation of extracellular matrix with the irreversible destruction of
the lung parenchyma. In this context, it has been considered that the expansion of
the fibroblast population which is responsible for the synthesis of matrix molecules
isas trong f actor of poor pr ognosis f ort he di sease. H owever, t he or igin of
fibroblasts is unknown.

Fibrocytes are a recently described population of hematopoietic-derived circulating
progenitors of fibroblasts that have been implicated in processes of tissue repair
and fibrosis in several organs. They display a unique phenotype characterized by
the expression of matrix molecules (collagen type |, prolyl 4-hydroxilase), leukocyte
(CD45+), m onocyte ( CD14+) and h ematopoietic s tem c ell ( CD34+) m arkers.
Fibrocytes c an d ifferentiate t o f ibroblasts a nd m yofibroblasts as w ell as ot her
mesenchymal ¢ ells. H owever, t heir c ontributiont ot he ex pansion of t he
fibroblasts/myofibroblasts p opulation in human pulmonary fibrosis, i ncluding IPF,
as well as the molecular mechanisms involved in their transmigration through the
basement membrane and pulmonary extracellular matrix, and their possible role in
the pathogenesis of IPF are still unknown. Matrix metalloproteases (MMPs) are a
family of zinc dep endent e ndopeptidases that play an important role in multiple
physiologic and pathologic processes including IPF. In this context, our hypothesis
was that fibrocytes migrate to the lungs of patients with | PF contributing to the
expansion of t hef ibroblasts pop ulationandt hatt heyex press matrix
metalloproteases that could facilitate t heir capacity of mobilization and m igration
through tissues and at the same time participate in the mechanisms of |esion of
this disease.



Aims: 1) To determine if fibrocytes are present in IPF and control lungs. 2) To
evaluate the CXCL12 levels (chemokine that participates in migration of fibrocytes)
in bronchoalveolar lavage (BAL) and p lasma of | PF patients and c ontrols. 3) To
examine the expression and pulmonary localization of CXCL12. 4) To evaluate the
expression of matrix metalloproteases by human fibrocytes.

Material and Methods: The presence of fibrocytes in lungs was ev aluated by
confocal microscopy using several specific antibody combinations. CXCL12 levels
in plasma and BAL fluids were determined by ELISA and their cellular source in the
lung w as anal yzed by i mmunohistochemistry. S ubsequently, f ibrocytes w ere
purified f rom | eukopheresis pac ks obt ained f rom heal thy donor s by ne gative
selection of CD14+ monocytes which were then cultured for eight days; purity of
fibrocytes in the cultures was 295% determined by flow cytometry using specific
markers. C onditioned media, cell | ysates and total RNA were collected and t he
expression of MMP-1, -2, -7, -8 and -9 was evaluated by real time PCR. Protein
synthesis w as ex amined us ing a M ultiplex as say, Western b lot, f luorescent
immunocytochemistry and confocal microscopy. MMP-2 and -9 enzymatic activities
were evaluated by gelatin zymography. Migration was assessed using collagen |
coated Boyden chambers. The chemokine stromal cell derived factor-1 (CXCL12)
and platelet derived growth factor (PDGF-B) were used as chemoattractant with or
without a specific MMP-8 and MMP-2/-9 inhibitors.

Results: Fibrocytes were identified in 8 out of 9 fibrotic lungs while no fibrocytes
were found in normal lungs (4). The combination that stained s ignificantly more
fibrocytes was CXCR4/procollagen-1 (10.3£2.9 fibrocytes/mm2; p< 0.05 compared
with ot her c ombinations) w hile t he other f our c ombinations s howed v alues o f
4.1+3.1 ( CXCR4/prolyl-4-hydroxylase), 2. 8+3.0 (CD34/procollagen-l),2 .2+1.6
(CD34/aSMA) and 1. 3+1.6 (CD45RO/prolyl-4-hydroxylase) fibrocytes/mm?. T here
was a pos itive c orrelation bet ween t he ab undance of fibroblastic f oci a nd t he
amount of lung fibrocytes (r = 0.79; p < 0.02). CXCL12, the specific ligand for the
receptor CXCR4 was found strongly expressed by reactive alveolar epithelial cells
in patients with IPF and was absent in healthy lung tissue. CXCL12 concentration



was s ignificantly increased in p lasma of patients with | PF (n=42) c ompared t o
healthy controls (n=23) [median: 2707.5 pg/ml (648.1-4884.7) versus 1751.5 pg/ml
(192.9-2686.0); p< 0. 003)]. L ikewise, t his c hemokine w as det ectable in
bronchoalveolar lavage fluid of 40% ( 8/20) of t he patients with | PF but in any
normal control (0/5). A negative correlation between plasma levels of CXCL12 with
lung d iffusing ¢ apacity f or ¢ arbon m onoxide ( DLCO) (H066; p < 0.03) and
oxygen saturation on exercise was found (r =-0.41; p < 0.04). In the in vitro studies
we found that fibrocytes express significant amounts of MMP-2, M MP-7, M MP-8
and MMP-9. Gelatin zymography revealed the active and latent form of MMP-2 and
MMP-9 and t he WB ana lysis s howed t he pr esence of M MP-8. S timulation of
fibrocytes with T GF-B1 induced ov erexpression of M MP-2 and M MP-7 at gene
level ( p=0.001y 0. 008 r espectively) w hich w as c orroborated by ge latin
zymnography. | mmunocytochemistry s howed t hatf ibrocytes s imultaneously
express collagen | and MMP-8 or MMP-7. Finally, the study of the effect of MMPs
on fibrocytes migration s howed t hat t he s pecific inhibitor f or M MP-8 i nduced a
significant reduction of cell migration through collagen I: 60.9% with CXCL12 and
65.5% with PDGF-B (p<0.01 for both of them) while the specific inhibition of MMP-
2/MMP-9 induced a reduction of fibrocyte migration of 42% with CXCL12 and 49%
with PDGF-B through basal membranes (p<0.01 for both of them).

Conclusion: Our findings r eveal f or t he first t ime t hat c irculating f ibrocytes,
probably recruited through the CXCR4/CXCL12 axis, contribute to the expansion of
the f ibroblast/myofibroblast pop ulation in lungs of pa tients w ith IPF an d t hat
fibrocytes express several MMPs which could in turn play an important role in the
fibrocytes t issue and t ransendothelial migration as w ell as int he ex tracellular
matrix r emodeling. T he increase of M MP-2 and M MP-9 i nduced by T GF-p1
suggests that in vivo fibrocytes actively express these enzymes when they are in a

fibrotic microenvironment.



Introduccién

La fibrosis pulmonar es el resultado comun de un diverso grupo de enfermedades
que afectan al parénquima pulmonar conocidas como neumopatias intersticiales
difusas (NID). Aunque estos pad ecimientos son diferentes en muchos as pectos
incluyendo | a etiologia, s on agr upadas bajo esta c ategoria porque c omparten
caracteristicas c linicas, r adiograficas y f isiologicas, y af ectan d ifusamente al

parénquima pulmonar (1, 2).

En ¢ ondiciones nor males el pa rénquima pul monar es ta ¢ onstituido por| os
alveolos, los capilares y el espacio intersticial (Figura 1). Las paredes alveolares
estan formadas por dos clases de células epiteliales (0 neumocitos): tipo 1y tipo 2.
Los neumocitos tipo 1 cubren mas del 90% del area de la superficie alveolar, son
células atenuadas que forman una interfase con las células endoteliales capilares
y proveen de una superficie de grosor minimo que facilita el intercambio gaseoso.
Los neumocitos tipo 2 son células grandes de aspecto redondeado, se encuentran
en la superficie alveolar en zonas donde las paredes alveolares se unen; estas
células des cansan s obre| a m embrana bas al enc ercaniac on las c élulas
mesenquimatosas pr esentes en el intersticio; s on ¢ élulas m ultifuncionales que
sintetizan y secretan el surfactante y son las progenitoras de los neumocitos tipo 1
(1, 3, 4).

Los ¢ apilares p ulmonares es tan ¢ onstituidos por c élulas endoteliales ¢ uyo
alineamiento es continuo y no fenestrado. El nucleo y otros organelos de es tas
células s e agrupan de t al manera que per miten que el restodelacélulasea
extremadamente del gada i ncrementando c on es to | a eficiencia de | intercambio

gaseoso (3).



El in tersticio r epresenta el es pacio entre las par edes a Iveolares donde nos e
realiza intercambio gaseoso. Esta constituido por proteinas de matriz extracelular
tales c omo c olagenas f ibrilares ( principalmente tipo | y I 1l), pr oteoglicanos, y
glicoproteinas como fibronectina entre otras. Asimismo, en este espacio intersticial
se encuentran fibroblastos, que s on las células responsables de la secrecion de
los componentes de la matriz intersticial y macréfagos, c élulas de d efensa que

patrullan el intersticio y los espacios alveolares (1, 4). Figura 1.

Figura 1. Esquema del parénquima pulmonar*

Descripcion es quematica del pa rénquima pul monar do nde s e m uestran| as

principales células que forman parte y delimitan el espacio intersticial.




*Modificada de Selman M, Morrison LD, Noble PW, King T. Idiopathic Interstitial Pneumonias. In:

Murray & Nadel's Textbook of Respiratory Medicine, 5th edition, chapter 57, pp. 1356-1397, 2010.

Fibrosis pulmonar idiopética

Una delas NID mas co munesy con mucholam as agr esiva, esla fibrosis
pulmonar i diopatica (FPI), una enf ermedad pr ogresiva irreversible y | etal que
generalmente se presenta entre los 50 y 70 afios de edad con una proporcion de
2:1 entre hombres y mujeres (6, 7). Se estima que su incidencia es de 7-10 casos
por 100,000 por afo, la cual aumenta notablemente con el envejecimiento (2, 3,
5); Es i mportante enf atizar que m ientras | a mayoria de | os pacientes con NID
presentan un ¢ omportamiento c linico het erogéneo, es decir que pue den curar,
mejorar o pr ogresar a f ibrosis, la FPI s iempre pr ogresa a la des truccién de |

parénquima pulmonar y finalmente a la muerte (8).

Patogénesis

La etiologia de la F Pl se desconoce; durante mucho tiempo se considero que la
respuesta f ibrosante s e presentaba ¢ omo ¢ onsecuencia de un a inflamacion
cronica que n os er esolvia a propiadamente. S in em bargo, datos recientes
sugieren que la inflamacién no es u n ev ento pat ogénico importante en esta
enfermedad (2, 8). Asi por ej emplo, es tudios m orfolégicos r evelaron que la
alveolitis es leve o0 moderada tanto en etapas tempranas como avanzadas de la
enfermedad mientras q ue es tudios c linicos m ostraron ¢ laramente la f alta de

respuesta al tratamiento a largo plazo con anti-inflamatorios potentes (8).



Por otro lado, diferentes estudios morfologicos han revelado que los pulmones con
FPI muestran cambios notables en el e pitelio al veolar, que incluyen la presencia
de células cuboidales recubriendo los alvéolos (hiperplasia de neumocitos tipo 2),
asi como células epiteliales reactivas, alargadas y grandes que pr obablemente
representan células transicionales entre neumocitos tipo 2 y 1 o células epiteliales
en transicion a células mesenquimales. También se observan areas microscopicas
con ausencia de c élulas e piteliales y ep itelio br onquiolar de limitando | esiones
fibroproliferativas con poca o nula inflamacién. En términos generales, parece ser
que en | a FPI, la capacidad de las células epiteliales tipo 2 de r estaurar al as
células tipo 1 dafnadas esta seriamente afectada (9, 10). Aunado a lo anterior, las
células e piteliales a Iveolares pa recen s er las r esponsables de | a ex presion y
secrecion de la mayoria, si no de todas, las citocinas pro-fibrosantes y factores de
crecimiento (Factorde c recimientot ransformante bet a ( TGF-B), fa ctord e
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-
1 entre otros) que inducen la migracion y proliferacion de fibroblastos asi como su

diferenciacion a miofibroblastos (10, 11).

En este contexto, en 2001 surgié una nueva hipétesis propuesta por los doctores
Selman, King y Pardo (8), quienes postularon que la FPI posiblemente resulta de
una activacion ab errante de las c élulas epiteliales alveolares, lo cual induce la
migracion y proliferacion de fibroblastos y la diferenciacion a miofibroblastos, los
que as uvez provocanla acumulacion ex cesiva y r emodelacién de la matriz
extracelular y ruptura de las membranas basales, lo cual tiene como resultado la

destruccion de la arquitectura del parénquima pulmonar (8). Figura 2.
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Figura 2. Mecanismos generales de la FPI.

El proceso fibrético se inicia con la activacion anormal de las células epiteliales
alveolares después de una lesion, la cual es sequida por la formacion de focos de
fibroblastos/miofibroblastos que conducen a una exagerada acumulacion de matriz

extracelular con la irreversible destruccion del parénquima pulmonar.

Formacién de focos de fibroblastos
La alteracion que sigue a la activacion epitelial y probablemente el unico cambio
morfolégico asociado con la progresion de la fibrosis en FPI es la formacion de

focos de f ibroblastos. Un foco de f ibroblastos s e c aracteriza por serun grupo



distintivo de fibroblastos / miofibroblastos subepiteliales que corren paralelos a la

pared alveolar y que carece de inflamacion asociada. Figura 3.

Figura 3. Foco de fibroblastos

Los focos de fibroblastos son caracteristicos de la fibrosis pulmonar idiopatica. Se
caracterizan por s erun grupo d istintivo def ibroblastos/miofibroblastos
subepiteliales que corren paralelos a la pared alveolar. Las flecha sehala un foco

de fibroblastos/miofibroblastos. 40X

Se ha mostrado tanto por microscopia electronica como por inmunohistoquimica
que los focos de fibroblastos representan zonas microscoépicas de lesion pulmonar
activa en do nde las c élulas alveolares qu e | o delimitan s on des truidasy | a
membrana basal epitelial es denudada, y en donde se produce y acumula la matriz
extracelular (12-14).

De manera interesante, y tomando en c uenta diferentes criterios, incluyendo la
expresion de c olagena tipo |, el receptor Thy-1, la a-actina de m usculo liso (a-
AML), caveolina-1y algunas enzimas como la ciclooxigenasa y la telomerasa los

fibroblastos parecen s er células heterogéneasy apar entemente r epresentan



diferentes sub poblaciones (15-20). Oftro punto clave es que estas caracteristicas
fenotipicas p arecen estar presentes solo en | os pulmones enfermos, s ugiriendo
que al menos algunos de los fibroblastos que forman los focos aparecen de novo a

partir de células progenitoras o precursoras (21).

El origen de los fibroblastos en fibrosis pulmonar idiopética

El posible origen de | os fibroblastos en FPI ha es tado en deb ate en | os ultimos
anos. Durante décadas, prevalecio la idea de que las células mesenquimatosas
locales migraban, proliferaban y sintetizaban matriz extracelular en r espuesta a
una lesion. Sin embargo, h allazgos recientes sugieren la pos ible ex istencia de
fuentes a Iternativas de f ibroblastos. A si po r ej emplo, s e ha pr opuesto que la
llamada transicion ep itelio-mesénquima (TEM) puede des empeiar un pa pel
importante en este proceso (22). En etapas tempranas del desarrollo embrionario
en vertebrados, la TEM es un proceso crucial p arala formacion de las c apas
germinales 'y la migracion c elular (23) y a unque usualmente s e m antiene en
estado ap agado en e | adulto, puede t ransitoriamente enc enderse du rante los
procesos de reparacion de he ridas y tejidos (23, 24). Sin embargo la activacion
anormal de los programas de TEM han sido recientemente asociados con fibrosis
asi como con invasion y m etastasis en ¢ ancer (24-32). Estudiosen F Pl han
revelado que existen células en e | pulmon fibrético que ¢ oexpresan marcadores
tanto epiteliales como de células mesenquimatosas, sugiriendo que las células del
epitelio alveolar pueden servir como fuente de fibroblastos y miofibroblastos en la

fibrosis pulmonar idiopatica (26-30).



Adicionalmente, cuando menos parte de | os fibroblastos en F Pl pueden también
tener un origen extra-pulmonar. Las células troncales derivadas de la médula ésea
(hematopoyéticas y estroma de médula 6sea) pueden diferenciarse hacia multiples
linajes y ev idenciar eciente s ugiere que pueden pa rticipar en procesos de

reparacion t isulary f ibrosis. A si, s e hadem ostrado que c élulast roncales
hematopoyéticas migran de la médula 6sea a pulmon, se diferencian a fibroblastos
y proliferan durante el desarrollo de f ibrosis pul monar experimental inducida por
radiacion y bleomicina (33, 34). La capacidad de las células troncales del estroma
de la médula 6sea de migrar a pulmon también habia sido ya reportada (35-37) y
muy recientemente se analizo por primera vez las caracteristicas de estas células
en pacientes con F Pl enc ontrando un incremento e n | a ex presién del r eceptor
CXCR4 en | as células de | es troma de es tos pac ientes s ugiriendo una m ayor
movilizacion de estas células en respuesta a, o precediendo una lesién pulmonar.
El papel potencial de estas células en la fisiopatologia de la FPI aun queda por

demostrarse (38).

Fibrocitos circulantes

Otra p osible f uente extra-pulmonar de f ibroblastos enla F Pl son | os fibrocitos
circulantes, ya qu e existen dat os recientes de que estas células de origen
hematopoyético son una fuente de fibroblastos/miofibroblastos que participan en
los m ecanismos de r eparaciony fibrosis en diferentes organos (39-43). Los
fibrocitos s on una pob lacion de ¢ élulas progenitoras que muestran un es pectro
molecular e inmunofenotipico unico caracterizado por la expresion simultanea de

marcadores del m esénquima ( colagenatipol, | lly fibronectina), leucocitarios



(CD45), de monocitos (CD14) y de células troncales hematopoyéticas (CD34) (44,
45) asi como de diversas citocinas y factores de crecimiento (Interleucina- 1 beta

(IL-1p), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), PDGF) (46, 47).

El t érmino f ibrocito f ue ut ilizado por primera v ez en 1994 par a definir a una

subpoblacién de leucocitos que s e ac umulaban en s itios de lesién tisulary
mostraban pr opiedades p arecidas a los fibroblastos ( 48). La informacién m as
reciente s ugiere q ue los pr ecursores de fibrocitos c irculantes pu eden es tar
presentes e n pequei as f racciones de | s ubgrupo de ¢ élulas m ononucleares
CD14+/CD16- (49-51). La h ipdtesis de que |os fibrocitos, al igual que algunas
subpoblaciones de ¢ élulas d endriticas, derivan de precursores del linaje de los
monocitos se apoya en que estas células expresan moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad clase | y clase Il y las moléculas coestimulatorias CD80 y
CD86 (48, 51-53). Sin embargo no ex presan marcadores es pecificos de c élulas

dendriticas derivadas de monocitos tales como CD1a, CD10 y CD83.

La combinacion de la produccion de colagena y la expresion de CD45 o uno de los
antigenos hem atopoyeéticos (CD34) o m ieloides (CD11b, CD13) es considerada
como s uficiente criterio para discriminar a los fibrocitos del resto de leucocitos,
células dendriticas, células endoteliales y fibroblastos de t ejido in vitro e in vivo
(48, 49-51, 54, 55). Los fibrocitos pued en di stinguirse de las c élulas troncales
mesenquimatosas ( circulantes o det ejido) por que és tas u Itimas ex presan
productos de fibroblastos pero son CD90 positivas y no expresan CD34, CD45 o

los marcadores de monocitos (56, 57).



Se ha descrito que los fibrocitos tienen capacidad de diferenciarse a fibroblastos y
miofibroblastos as i c omo a ot ras c élulas mesenquimatosas ¢ omo adi pocitos,
osteoblastos y condrocitos (58, 59). Aunque se ha mostrado que los fibrocitos en
cultivo pueden diferenciarse espontaneamente a miofibroblastos (43, 54, 60), este
proceso se incrementa bajo estimulo con TGF-3 generando células que producen
fibronectinay c olagenay ex presan e | m arcador d e m iofibroblastos a-AML.
Ademas de esto se ha observado que los fibrocitos responden a citocinas tipo Th
(T-helper)-2 | as cuales f acilitan s u d iferenciacién. A si, | as i nterleucinas ( IL)
profibrosantes IL-4 yl al L-13 pr omueven | a d iferenciacion de f ibrocitos a
miofibroblastos a partir de c élulas mononucleares de s angre periférica sin inducir
proliferacion, mientras que la citocina antifibrosante interferén gamma (IFNy) inhibe
la diferenciacion de fibrocitos a m iofibroblastos (61). También se ha encontrado
que los fibrocitos pueden diferenciarse a adipocitos in vitro e in vivo lo cual parece
ser un proceso depe ndiente de P PARy ei nhibidopo r T GF-B (58,62 ). La
informacion anterior parece entonces indicar que la diferenciacién de los fibrocitos
a otras células del mesénquima es influenciada por un complejo perfil de citocinas

dentro del microambiente local del tejido lesionado.

Ademas de | o anterior, s e ha obs ervado q ue los fibrocitos circulantes pu eden
entrar rapidamente a s itios de lesion tisulary contribuir a la s intesis de m atriz
extracelular, son pot entes ¢ élulas pr esentadoras de ant igeno, ¢ apaces de

sintetizar u na v ariedad de f actores promitogénicos y p roangiogénicosy se ha
descrito que pueden incluso regular las actividades de los fibroblastos locales en

lesiones hipertroficas de piel (52, 53, 63, 64). Asi mismo, los fibrocitos parecen ser



fuente d e fibroblastos e n v arias pat ologias inflamatorias y fibréticas incluyendo
artritis reumatoide, enfermedad renal cronica y fibrosis hepatica entre otros (65-

67).

En el c aso de padec imientos r espiratorios, s e ha enc ontrado ac umulacion de
fibrocitos en areas de fibrosis de la mucosa bronquial en pacientes con asma (43,
68, 69) y también se han demostrado fibrocitos infiltrando tejido pulmonar fibrotico

en ratones agredidos con isotiocianato de fluoresceina o bleomicina (60-70).

En un es tudio r eciente, s e enc ontré que los pacientes c on F Pl p resentan un
incremento s ignificativo en la c antidad de f ibrocitos circulantes c omparado c on
controles sanos y mas recientemente se correlaciono el incremento de f ibrocitos
circulantes c on un m al pr ondsticode| a enfermedad (71,72 ). Como dat o
importante, la mayoria de ellos expresaba el receptor CXCR4, apoyando la nocién
de que el eje C XCR4/CXCL12 puede s er i mportante parala migracién de los

fibrocitos a los tejidos (60, 70, 71, 73). Figura 4.
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Figura 4. Esquema del posible origen de los fibroblastos en FPI

Se ha pr opuesto que en | a F Pl |os fibroblastos pueden t ener diversos origenes
ademas de | os fibroblastos locales, estos son las células epiteliales o neumocitos
tipol lat ravésdel a transicion ep itelio m esénquima, ¢ élulast roncales

hematopoyéticas y fibrocitos circulantes.

Metaloproteasas de matriz

Las metaloproteasas de m atriz (MMPs pors uss iglasd el inglés Matrix
Metalloproteinases) son una familia multigénica de endopeptidasas dependientes
de zinc que son secretadas o s e encuentran ancladas al a membrana celular y

desempenan importantes papeles en multiples procesos fisioldgicos y patoldgicos.



Los aspectos que hacen que las metaloproteasas de matriz se distingan del resto
de las proteasas pueden dividirse en 5 caracteristicas principales: 1) presencia de
union zinc en el sitio catalitico; 2) son secretadas de la célula en forma inactiva
(zimogeno); 3) tienen una secuencia de aminoacidos conservada; 4) especificidad
para de gradar c uando m enos un ¢ omponente de m atriz ex tracelulary 5) s on

inhibidas por los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP) (74)

Dependiendo de s us caracteristicas estructurales y funcionales las MMPs se han
clasificado en 6 s ubgrupos diferentes de m iembros c ercanamente r elacionados
que pos een af inidad de s ustratos. Estos subgrupos s on: a) colagenasas, b)
gelatinasas, c) e stromelisinas, d) matrilisinas, €) MMPs as ociadas a membrana

(MT-MMPs) y f) otras MMPs (74).

En un principio estas enzimas fueron descritas estrictamente como procesadoras
de la matriz extracelular (MEC) con un papel predominante en la homeostasis de
ésta, sin embargo, ahora es claro que su funcion va mas alla del solo hecho de
degradar MEC (75). Numerosas pruebas d emuestran que | as MMPs procesan,
activan y degradan una gran variedad de substratos p ericelulares. S us blancos
incluyen ot ras pr oteasas, i nhibidores de pr oteasas, f actores de ¢ oagulacion,
quimiocinas, factores de c recimiento latentes, proteinas de union a f actores de
crecimiento, r eceptores de superficie, m oléculas de adhes ion ¢ élula-célula 'y
virtualmente todas las proteinas de m atriz extracelular, entre otros (76). De esta
manera su ac tividad enz imatica c ontrola u n s ignificativo num ero de f unciones

celulares tales como proliferacion, migracion, adhesion y apoptosis (76-79).
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Figura 5. Funciones biol6gicas de las MMPs

Originalmente s e habia considerado que |a actividad de | as m etaloproteasas de
matriz estaba restringida a | a degradacion de |a matriz extracelular, sin embargo
en afnos recientes ha s ido ev idente q ue estas en zimas pueden m odificar ot ros
substratos y afectar muchas funciones celulares como migracion, proliferacion y
apoptosis atraves de s u ac cion s obre factores de ¢ recimiento, r eceptores de

superficie e interacciones célula-célula entre otros.

*Modificado de: Sternlicht MD, Werb Z. How matrix metalloproteinases regulate cell
behavior. Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2001. 17:463-516

La migracién c elular es un evento c ritico durante e | des arrollo, la respuesta
inmune y diferentes procesos pat oldgicos, i ncluyendo a | cancer, i nflamacién

cronica y fibrosis (80). El transito de los leucocitos circulantes como de las células



presentes en los tejidos es un proceso complejo que no s olamente involucra a la
presencia y liberacidn de quimiocinas. Por ejemplo, las células circulantes deben
interaccionar con el endotelio en un proceso compuesto por diversos pasos, que
progresa des de la adhes ion a la par ed endot elial, ac tivacion de integrinas y
transmigracion endotelial o ex travasacion. La extravasacion r equiere que | as
células m igratorias at raviesen ¢ uando m enos dos barreras anat omicas, la
monocapa de c élulas endoteliales y su membrana bas al as ociada (80, 81). En
este ultimo paso se ha implicado a la MMP-9 como un componente importante en
la migracion celular e invasion tisular. Finalmente, al degradar una amplia variedad
de proteinas, que constituyen a la matriz e xtracelular y la membrana bas al del
epitelio alveolar, las MMPs participan en la migracion de estas células a través del
intersticio y hacia los espacios alveolares por lo que se considera que la capacidad
de expresar MMPs debe formar parte del fenotipo migratorio que las células deben
adquirir para finalmente al ojarse en | os tejidos blanco, en es te caso en pu Imén

(82-84).



JUSTIFICACION

Hasta el momento no e xiste prueba de que | os fibrocitos migren a pu Imoén en
pacientes con FPI u otras enfermedades intersticiales fibrosantes del pulmén. Por
esto y en base a los antecedentes sefalados, decidimos examinar si los fibrocitos
contribuyen al a ex pansion de f ibroblastos/miofibroblastos en pu Imones de

pacientes con FPI, si la presencia de estas células en pulmén se relaciona con la
cantidad de focos de fibroblastos y si el eje CXCR4/CXCL12 es importante para su
reclutamiento; ademas, decidimos explorar los posibles mecanismos involucrados
en | amigracion de |l os fibrocitos através dela membrana bas aly | a m atriz
extracelular as i como el s ubsecuente alojamiento en | os t ejidos, pr ocesos que
también permanecen sin esclarecer. En e ste c ontexto, hipotetizamos que | os
fibrocitos expresan metaloproteinasas de matriz que podrian facilitar su capacidad

de movilizacién y migracion a través de los tejidos.



OBJETIVOS GENERALES:

1. Determinar la presencia de fibrocitos en los pulmones de pacientes con fibrosis

pulmonar idiopatica.

2. Examinar la expresion de diferentes metaloproteasas de matriz por fibrocitos in

vitro.

Objetivos especificos:

1. Determinar si en el tejido pulmonar de pacientes con FPI y pulmones control se
encuentran célulasq ue expresanl| os receptores tipicos def ibrocitos

CD34+/CD45+/CXCR4+.

2. Cuantificar los niveles séricos y en lavados bronquioalveolares de CXCL12 en

pacientes con FPI e individuos normales.

3. Determinar sien pulmones c onF Pl s e ex presal aq uimiocina C XCL12 e

identificar qué tipo de células la expresan.

4. Determinar por PCR en tiempo real, por analisis multiple de proteinas y Western
blot, si los fibrocitos expresan las metaloproteasas de matriz (MMP)-1, -2, -7, -8,y

-9.






MATERIAL Y METODOS

1) Determinacién de fibrocitos en pulmones con fibrosis pulmonar idiopéatica

v evaluacion del eje CXCR4/CXCL12

Poblacion en estudio

Se i ncluyeron 42 pacientes con F Pl virgenes a t ratamiento (27 hombresy 15
mujeres, 67.1+7.4 anos). El diagnostico de FPI se baso en criterios establecidos
por la Asociacion Americana del Térax y fue confirmado por biopsia pulmonar que
mostraba hallazgos microscopicos consistentes con neumonia intersticial usual, la
marca histopatologica de la FPI (85). Se estudiaron de 5 a 23 voluntarios sanos
como c ontroles par a los ens ayos en p lasmay | avado br onquioalveolar. Las
muestras ¢ ontrol pa ra inmunohistoquimicay microscopia ¢ onfocal incluyeron
piezas de pu Imén sin | esiones, de individuos que m urieron po r ¢ ausas no
respiratorias. El proyecto fue aprobado por el comité de Etica del Instituto Nacional
de E nfermedades R espiratoriasy s e obt uvo e | ¢ onsentimiento informado de

pacientes y controles.

Cuantificacién de los focos de fibroblastos

Los focos de fibroblastos (FF) fueron cuantificados por un patologo ajeno al resto
del estudio, utilizando tincion de hematoxilinay eosina. Los c ortes de pulmoén
fueron analizados a u n aumento de 4 Oxy se contd el numero total de FF para
cada muestra. Posteriormente se midié el area que ocupaban los especimenes en

cada laminilla y los resultados se expresaron como FF/cm?.



Determinacion de la fuente celular de CXCL12 por inmunohistoquimica

Los c ortes de tejido con F Ply controles fueron tratados c omo se ha descrito
previamente en nuestro | aboratorio (86-87). Se aplicod el anticuerpo monoclonal
anti-CXCL12 humano (10ug/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN) y los tejidos se
incubaron a 4° C durante toda la noc he. P osteriormente s e utilizé un ant icuerpo
secundario ant i-inmunoglobulina b iotinilado, s eguido de per oxidasa de rabano
conjugada a estreptavidina ( BioGenex, S an R amon, C A). F inalmente, las
preparaciones se trataron con el s ustrato 3 -amino-9-etil-carbazol (BioGenex) en
amortiguador de acetato con 0.05% H>O,. Las laminillas fueron contra-tefiidas con
hematoxilina. P ara corroborar la es pecificidad de |a reaccién, en preparaciones

control se reemplazo el anticuerpo primario por suero no inmune.

Busqueda de fibrocitos en pulmones con FPI y controles por

inmunohistoquimica de fluorescencia y microscopia confocal

Las muestras de pulmoén fueron bloqueadas con PBS con 0.05% BSA e incubadas
con ant icuerpos m onoclonales a nti ( humano): C D34, C D45 ( BD B iosciences,
Pharmingen, Leiden, Holanda), CXCR4 (R&D Systems, Minneapolis MN) prolyl-4-
hidroxilasa ( Dako, G lostrup, D inamarca), pr ocolagena tipo | ( Chemicon, E uropa
Ltd, H ampshire, UK)y a-AML ¢ onjugado a C y3 ( Sigma A Idrich, E stocolmo,
Suecia). Para la deteccion de procolagena tipo | (procol-l) las laminillas fueron pre-
tratadas con tripsina al 1% y para prolil-4-hidroxilasa (p4-OH) se procesaron con
calor pa ra d esenmascaramiento de | ep itope. S e ut ilizaron ¢ inco diferentes

combinaciones de t incién: C  D34/procol-I, CD3 4/aAML, C XCR4/procol-l,



CXCR4/p4-OH y CD4 5/p4-OH. C omo anticuerpos s ecundarios s e us aron Alexa
Fluor 488, 633 o0 64 7 (Molecular Probes, Eugene, OR) con suero de cabra al 1%
(Vector La boratories, B urlingame, C A). Los nuc leos s e tifieron c on ¢ onjugado
nucleico H oechst ( H33342 S igma C hemical C 0., St. Louis, M O). En todos los
experimentos s e i ncluyeron controles con/sin el anticuerpo primario o ¢ on/sin el
anticuerpo secundario tanto en pulmones normales como en tejidos con FPI para
correccion de la fluorescencia de fondo.

Las preparaciones se analizaron en un microscopio confocal laser (Leica confocal-
scanning T CS S P2 1 | Le ica, Wetzlar, A lemania) y un m icroscopio op tico de
fluorescencia ( Microscopio Olympus B X60, equ ipado ¢ on u na ¢ amara d igital
Olympus D P50). S e hi zo escaneo s ecuencial de los d iferentes f luoroforos y
posteriormente s e s obrepusieron las imagenes. P ara ¢ uantificar los f ibrocitos
pulmonares, s e es cogieron a |l az ar cinco & reas de 0. 141mm? considerandose

como sitios positivos donde hubiera doble marca.

Para identificar fibrocitos en el lavado bronquioalveolar, las células se incubaron
con los an ticuerpos ant i-CXCR4y a nti-p4-OH c on los c orrespondientes
anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 y 633 con suero de cabra al 1% en TBS
con 0.25% B SAy 0.25% T riton X-100. Lo s nucleos s e tifieron c on c onjugado
nucleico H oechst y s e anal izaron apr oximadamente 500 ¢ élulas de LB A por

individuo para identificar fibrocitos.



Lavado bronquioalveolar

El LBA se realizé como hemos descrito previamente (85, 87). Las células (10%/ml)
se r esuspendierone n 10% deD MSOy 90% des wuerof etalbovinoy s e
mantuvieron en n itrégeno liquido hasta suus o.Las c élulas delLB As e
descongelaron a 37°C, se lavaron dos veces con PBS y se hicieron preparaciones
con citocentrifuga para posteriormente examinarse por microscopia confocal. Los

sobrenadantes fueron congelados a -70° hasta su uso.
Cuantificaciéon de CXCL12 por ELISA

Se obt uvieron alicuotas de 5 m | de s angre ent ubos con EDTA las cuales se
centrifugaron inmediatamente dur ante 15 m ina 1000 xg. P osteriormente, | os
plasmas se centrifugaron a 10,000 x g por 10 minutos a 2-8° C y se guardaron a -
20° C hasta s u utilizacion. La ¢ oncentracion de C XCL12en plasmay LBAse
determin6 por método de E LISA usando un estuche comercial (Quantikine, R&D

Systems, Minneapolis MN). Los resultados se expresan en pg/ml.

2) Determinacién de la expresion de metaloproteasas de matriz por fibrocitos

en cultivo

Separacién y caracterizacion de fibrocitos por inmunofenotipo

Se utilizé un gradiente de d ensidad con Ficoll-Paque ( Amersham B iosciencies)
para la obt encion de células m ononucleares de s angre p eriférica a par tir de

concentrados | eucocitarios provenientes de donadores sanos. P osteriormente se



hizo una seleccion de m onocitos utilizando un estuche de seleccidn negativa de
células C D14+ ( Stem C ell T echnologies, V ancouver, C an). Las c élulas C D14+
obtenidas ( aproximadamente 75 -80% de pur eza det erminado por citometria de
flujo) fueron cultivadas en cajas Falcon de 25-cm? o sobre cubreobjetos en cajas
de cultivode 6 pozos a 37°Cy 5% C02-95% utilizando medio Eagle modificado
por Dulbecco (Dubelcco’s modified Eagle médium (DMEM); Invitrogen, Carlsbad,
CA) con 20% de s uero hu mano A B ( Valley B iomedical, Winchester, V irginia);
después de 48 hs las c élulas no adh erentes f ueron eliminadas y las c élulas
adherentes se cultivaron hasta el dia 8; en este momento se evalud la pureza de
los cultivos por citometria de flujo, utilizando marcadores especificos de fibrocitos:
cabra anti-colagena | humana (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), CD45-
PeCy5 ( BD B iosciences, FranklinlLak es,N J),C XCR4-FITC ( Jackson
ImmunoResearch, P ennsylvania, U SA)y el s ecundario de bu rro ant i-cabra
conjugado a P E (Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania, USA). Para esto, los
fibrocitos fueron levantados de las cajas de cultivo utilizando un amortiguador de
disociacion celular a base de PBS, libre de enzimas (GIBCO); las células fueron
fijadasy p ermeabilizadas conu na solucibn c omercial def ijaciény

permeabilizacion ( BD C ytofix/Cytoperm™ F ixation/Permeabilization S olution Kiit,
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) y posteriormente se procedié a la tincion con
los anticuerpos primarios y s ecundarios. S e utilizaron c ontroles d e i sotipo para
cada uno de los anticuerpos utilizados. L as m uestras f ueron analizadas e n un
citometro FACS Calibur utilizando el software Cell Quest 3.2.1f1 (BD Biosciences,

Franklin Lakes, NJ). En algunos ex perimentos, | os fibrocitos se estimularon con



10ng/ml de T GF-1 por 12 h oras par a ev aluar ex presion génicay 72 hs para

analizar la expresion de proteinas.

Lineas celulares

Se utilizaron lineas celulares de fibroblastos humanos de pulmon sano (CCD25) y
osteoblastos ( U20S) ( ATCC, R ockville, M aryland), c omo controles en algunos

experimentos.

Analisis de sintesis de colagena

La biosintesis de colagena se determind mediante un ens ayo radioactivo en tres
muestras i ndependientes (88, 89 ). Para esto, las c élulas f ueron c ultivadas c on
DMEM con 20% de suero humano AB en cajas de 6 pozos. Después de ocho dias
el medio fue reemplazado con medio fresco libre suero que contenia [3H] prolina
15 m Ci/ml ( New E ngland N uclear, B oston, MA), acido ascérbico 50 m g/mly b-
aminopropionitrilo 50 mg/ml. Al final de 8 hs de i ncubacion s e recuperaron | os
sobrenadantes y se dializaron en agua destilada con inhibidores de proteasas. Las
alicuotas obtenidas se incubaron con o sin colagenasa bacteriana (tipo VII, Sigma,
St. Louis, MO) y posteriormente se precipitaron con acido tricloroacético al 10%.
Los sobrenadantes se resuspendieron en 10 ml de fluido para conteo de centelleo
(Aquasol; New England Nuclear) para evaluar la sintesis de proteinas colagénicas.
El porcentaje de s intesis de c olagena se calcul6 con la siguiente formula: % de
sintesis de colagena= (dpm colagena x 100)/ (dpm proteinas no colagenas x 5.4)+

(dpm colagena).



Ademas dees to,s er ealizobun ens ayo c olorimétricode S ircolen t res
experimentos independientes, siguiendo las instrucciones del fabricante (Biocolor,

UK). Los resultados se expresaron como microgramos de colagena/ml/24hs.

RT-PCR y PCR en tiempo real

Se extrajo el RNA total de fibrocitos humanos y fibroblastos pulmonares utilizando
TRIzol ( Invitrogen L ife T echnologies, G rand | sland, N Y). S e hi zo t ranscripcion
reversa de 1 ug de R NA ut ilizando e | K iti Script c DNA S ynthesis (Bio-Rad
Laboratories, H ercules, C A)s iguiendo lasi nstruccionesd elf abricante.
Posteriormente s e r ealizé la am plificacion ent iempo r eal ut ilizando s ondas
TagMan® m arcadasc onF AM( Applied B iosystems, Wellesley, CA ),
Hs00899655 m1 para MMP-1, Hs00234422 m1 para MMP-2, Hs01042797 para
MMP-7, Hs00233972_m1 para MMP-8, Hs00957555_m1 para MMP-9 y 4352930E
para el rRNA 18S, que fue utilizado como control endogeno. Los resultados de tres
muestras di ferentes por triplicado s e ex presaron c omo pr omedio + desviacion

estandar del numero de copias del gen blanco normalizado con el rRNA 18S.

Deteccion multiple de MMPs

Se realizo c uantificacion simultanea de la concentracion de d iversas M MPs en
sobrenadantes de ¢ ultivo de fibrocitos y f ibroblastos C CD25 ut ilizando e | K it
Fluorokine® MultiAnalyte Profiling (F-MAP) (R&D Systems, Minneapolis MN) que
contenia anticuerpos anti- MMP-1, -2, -7, -8 y -9. Para el desarrollo de esta técnica
se generaron curvas estandar para cada MMP utilizando las concentraciones de

referencia ¢ ontenidas ene |m anual del k it. Las m uestras experimentales



(provenientes de t res ensayos independientes) se analizaron por triplicado y sin
diluir. E| ensayo s erealiz6 en un a c ajade 96 poz os c on filtro utilizando | os
componentes contenidos en el kit. Todos los pasos de incubacién fueron llevados
acaboat emperatura am bientey en obscuridad da do que | as per las es tan
acopladas a un fluoroforo. El procedimiento fue el siguiente: primero la caja de 96
pozos se pre-humedecio con 200 pL de solucbn de lavado y posteriormente esta
solucion se elimind por aspirado utilizando una bomba de vacio. Se colocaron las
perlas (25 pL) y después se lavo dos veces con solucion de lavado utilizando la
bombadev acio.S ec olocél am uestrao lac urvaes tandar (p&O

respectivamente) enc adaunod el osp ozosy s ei ncubaron du rante 2 h;
posteriormente los pozos se lavarony se agregod el anticuerpo es pecifico para
cada una de las MMPs conjugado a biotina. Después de ser incubados durante 1h
se lavaron una vez y se incubaron por 30 min con estreptavidina conjugada a la
proteina f luorescente R -ficoeritrina. Después de lavar pa ra eliminar la
estreptavidina libre, las muestras se analizaron con la plataforma Luminex 100 en
un aparato Bio-Plex S uspension Array Sy stem ( Bio-Rad Lab oratories, H ercules,

CA).

Andlisis por zimografia de la actividad gelatinolitica de MMP-2 y MMP-9

La actividad de la MMP-2 y la MMP-9 se determin6 en los medios condicionados
de f ibrocitos ¢ ontrol y f ibrocitos es timulados ¢ on T GF-f por m edio de un

zimograma. Se ut ilizaron 0. 3ug de pr oteina, mezcladas ( V/V) ¢ on buf fer de
muestra (agua destilada 3.6 ml, Tris-HCI 0.5M pH 6.8 1ml, 2.4 ml de SDS al 10%,

0.8 ml de glicerol (10%), 0.2 ml de azul de bromofenol al 0.05% w/v) y se cargaron



enun g el de S DS-PAGE al 8 % que contenia gelatina a u na concentracion de
1mg/ml y bajo condiciones no reductoras. Los geles se sometieron a un flujo de
corriente de 150 V durante 1 hora a 4°C. Una vez terminada la electroforesis, los
geless e lavaron1v ezdu rante 30 m inutosc on Triton X -100a | 2.5%y

posteriormente se incubaron en una s olucién de G licina 0. 1M pH8, CaCl2 5mM,
ZnCI2 50mM durante 20 horas a 37° C. Los geles se tifieron durante 1 hora con
Azul Coomasie al 0.1% (Brillant Blue R-250, Sigma) y después se destifieron 30
minutos c on un a s olucion de m etanol-acido acético (50%-30%). Las zonas de
actividad enzimatica se observaron como bandas claras contra un fondo azul. Los
pesos moleculares de las bandas con actividad gelatinolitica se estimaron usando
controles positivos para la MMP-2 y MMP-9 (sobrenadantes de cultivo de células

CCD25 y U208, respectivamente).

Western Blot para la deteccion de MMP-8

Se obtuvieron sobrenadantes de cultivo de fibrocitos y fibroblastos CCD25 (ATCC,
Rockville, Maryland), los cuales fueron tratados con un coctel de inhibidores de
proteasas (Sigma) y se guardaron a -70°C hasta el momento de ser utilizados para
el immunoblot. Los lisados celulares se prepararon con amortiguador RIPA (50
mM Tris _HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P -40, 0.1% SDS, 1% Triton X-
100 pl us p rotease inhibitors; S igma). La ¢ oncentracion de pr oteinas de los
sobrenadantes y los lisados celulares se determiné por el método de Bradford. Las
muestras a una c oncentracion de 40 g de pr oteina f ueron pos teriormente
fraccionadas en ge les S DS-PAGE al 1 0%. Como control positivo se utilizo la

proteina recombinante de MMP-8 humana ( 10ul; R&D Systems). Posteriormente



las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa Trans-Blot (Bio-
Rad). Después de bloquear con leche al 5% en buffer PBS-T (NaCl 136.77 mM,
Na2HP04 10. 14 mM, KH2P0 4 1. 74mM, 0.01% T ween 20) durante una hora a
37°C, las membranas fueron incubadas 18 horas a 4°C con el anticuerpo primario
de r aton ant i-MMP-8 ( 1:500; R &D S ystems, Minneapolis, M N). La pr oteina
inmunorreactiva fue revelada con un sistema de deteccion de quimioluminiscencia

(Amersham Biosciences).

Inmunocitoquimica de fluorescenciay microscopia confocal

Fibrocitosy fibroblastos f ueron c ultivados sobre ¢ ubreobjetos y fijadosy

permeabilizados con etanol al 100% a -20°C. Posteriormente se bloqued durante
una hora con PBS-Tween 20 0. 05% con 10% de s uero normal de c aballo. Las
células fueron incubadas durante una hora con el anticuerpo primario de cabra
anti-colagena | humana (col |) o con una IgG normal de cabra (1:100, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) y al término de la incubacion se lavaron tres veces
con PBS-Tween 20 .05% y se incubaron por 1hr con el anticuerpo secundario de
conejo ant i-cabra acoplado a F ITC o ¢ on uno de bu rro a nti-cabra ac oplado a
DyLight 649 (5ug/ml, Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, o 1:600 Jackson
ImmunoResearch, Pennsylvania, USA respectivamente). Para las colocalizaciones
las células fueron incubadas 1hr con un anticuerpo de ratén anti-MMP-8 o MMP-7
humana (1:100, R & D Systems, Minneapolis, MN) y/o con anticuerpo de rata anti-
CD45 humano (1:50, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Posteriormente
se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-raton Alexa

647 ( 5pg/ml, M olecular P robes, | nvitrogen, Carlsbad, C A) o de ¢ abra anti-rata



Alexa 546 (5ug/ml, Molecular P robes, | nvitrogen, C arlsbad, C A). Finalmente | as
preparaciones se montaron en m edio con D API para tincion nuclear (Ultra Cruz
Mounting M edium; S anta C ruz B iotechnology, S anta C ruz, C A). S e hicieron
también c ontroles c ony s in ant icuerpo p rimario o s ecundario en todos los
experimentos para hac er correccion de la fluorescencia de f ondo. Se utilizé un
equipo Le ica de b arrido-confocal ( TCS S P5 Lei ca, Wetzlar G ermany) par a e |

analisis de fluorescencia realizando barridos secuenciales para cada fluorocromo.
Ensayo de migracion

El ens ayo de m igracion def ibrocitoss er ealizoc omoy as e hades crito
previamente (87) utilizando camaras de Boyden comerciales con poros de 8 -um,
cubiertas con colagena | o ECMatrix™ (matriz de p roteinas de m embrana basal)
(Millipore, Billerica, MA). L os fibrocitos se levantaron de las cajas utilizando un
amortiguador de disociacién celular a base de PBS, libre de enzimas (GIBCO), se
centrifugaron y se resuspendieron en DMEM. Las suspensiones celulares (2 x 10°
cel/300ul) se colocaron en la camara superiory enla camara inferior se puso
0.5ml de medio solo o con CXCL12 (125 ng/ml, Millipore) o factor de crecimiento
derivado d e pl aquetas ( PDGF-B) (25 ng/ml, S igma)r ecombinantes. E n
experimentos paralelos, |a migracion inducida por CXCL12 o PDGF-B se evalu6
en pr esenciadeuni nhibidor es pecifico de M MP-8 ([(3R)-(+)-[2-(4-
Methoxybenzenesulfonyl)-1, 2, 3,4-tetrahydro-isoquinoline-3-hydroxamate] 32nM o
o un inhibidor especifico de MMP-2/9 Il, 9 OnM, (Calbiochem) (90, 91). En ambos

experimentos |os inhibidores se agregaron tanto a la camara superiorcomo a l a



inferior dad o que ex iste c ierto gr ado de d ifusion ent re am bas c amarasy | as

molaridades del inhibidor podrian variar entre cada pozo.

Para e | ens ayo de m igracidon s obre c olagena | , s e ut ilizaron adicionalmente
camaras de | as mismas c aracteristicas ¢ ubiertas c on B SA ¢ omo ¢ ontrol de
migracion. Después de incubar por 8hs a 37°C en una incubadora con 5% CO2y
95% aire, las células que no m igraron se eliminaron y las camaras de B oyden
fueron lavadas. L as c élulas qu e migraron f ueron c uantificadas con un m étodo
colorimeétrico utilizando un lector de Elisa. Todos los ensayos fueron hechos por

triplicado.

Andlisis Estadistico

Los r esultados s € m uestran ¢ omo pr omedio + desviacion es tandaro ¢ omo
medianay v alor m inimo-maximo. Las d iferencias en las c oncentraciones
plasmaticas de C XCL12 entre casos y controles s e det erminaron utilizando la
prueba T de Student. Las diferencias en el numero de fibrocitos identificados con
las diferentes combinaciones de anticuerpos fueron comparadas con el método de
Kruskal-Wallis. Se utilizé correlacion de Spearman para evaluar la relacion entre el

numero de fibrocitos y el numero de focos de fibroblastos por paciente.

Los dat os obt enidos de | os experimentos inv itro fueron ex presados c omo
promedio + D E de t res e xperimentos. Los valores de ps e calcularon cont de

Student. Se considerd diferencia significativa cuando el valor de p < 0.05.



RESULTADOS

Determinacion de fibrocitos en pulmones con fibrosis pulmonar idiopética y

evaluacion del eje CXCR4/CXCL12

La posible presencia de fibrocitos se examind en 9 pulmones de pacientes con FPI
y 4 ¢ ontroles po r m edio de m icroscopia confocal ut ilizando c inco diferentes
combinaciones especificas de anticuerpos que permiten identificar a estas células:
CD34/procol-l, CD34/aAML, CD45R0/p-4-OH, CXCR4/procol-l, y CXCR4/p-4-OH.
En 8 delos 9 pulmones de |os pacientes con FPI examinados se e ncontraron
fibrocitos en d iferentes ¢ antidades s egun | as ¢ ombinaciones de ant icuerpos
utilizadas. La ¢ ombinacion que t iid una c antidad significativamente m ayor de
fibrocitos fue CXCR4/procol-l (10.3 + 2.9 fibrocitos/mm?; p<0.05 comparado con
las otras c ombinaciones), m ientras q ue p ara las ot ras ¢ uatro ¢ ombinaciones
encontramos valores de 4.1 £ 3.1 (CXCR4/p-4-OH), 2.8 + 3.0 (CD34/procol-l), 2.2
+ 1.6 (CD34/ aAML), y 1.3 + 1.6 (CD45RO/p-4-OH) fibrocitos/mm?. Las figuras 6-
8 muestran imagenes r epresentativas de f ibrocitos, identificados ut ilizando
diferentes combinaciones de anticuerpos en 8 de 9 pulmones con FPIl. Como se
muestra en la figura 6, panel a los fibrocitos se localizaron principalmente cerca

de los focos de fibroblastos.



Tincién Nuclear Combinacién

4-hydroxilasa

Figura 6: Imagenes de m icroscopia de fluorescencia representativa de t gjido
pulmonar con FPI ut ilizando C XCR4/prolil-4-hidroxilasa par a i dentificacion de

fibrocitos. Panel a muestra tres fibrocitos cercanos a un foco de fibroblastos (FF) y
también al lumen de un bronquiolo (LB). En los paneles b, c y d se muestran las
tinciones individuales de los marcadores para CXCRA4, prolil-4-hidroxilasa y tincion
nuclear, mientras que el panel e se ilustra un fibrocito con la combinacion de filtros

coexpresando ambos marcadores. Aumento original 20X (a y b) y 40X (c-f).

En las figuras 7 y 8 se ilustran ejemplos de fibrocitos identificados en pulmones
de FPI con otras combinaciones de anticuerpos tales como: CD34/aAML (Figura
7A), CD45RO/prolil 4-hidroxilasa (Figura 7B), y CXCR4 y procolagena-1 (Figura

8). No se identificaron fibrocitos en pulmones normales (Figura 9).



Tincién Fusiéon
A nuclear
; !
CD45RO Pralil Tincion Fusion
T 4-hidroxilasa nuclear
B

Figura 7: Imagen representativa de la identificacion de fibrocitos en pulmones con
FPI utilizando diferentes marcadores hematopoyéticos/mesenquimatosas. Panel A
a, b, c y d representan la tincion para a-AML, CD34, nucleo y una imagen de | a
combinacion, r espectivamente. Panel B: a, b, ¢ y d m uestran|a tincion par a
CD45RO0, p rolil- 4-hidroxilasa, nuc leo y | a i magen c ombinada r espectivamente.

Aumento original 40X.




ProCoal-I CXCR4 Fusién

Figura 8: Identificacion de fibrocitos usando (a) procolagena tipo | y (b) CXCR4.
Dos células que coexpresan ambos marcadores se indican con flechas (panel c)

(40X).

Todos los ex perimentos s e c orrigieron pa ra aut oflorescencia e inespecificidad
mediante | a incubacion ¢ on | os ant icuerpos s ecundarios y | a t incion nuc léica

Hoechst, sin el anticuerpo primario (Figura 9, panel f).

Tricrémica de Gomori

Control detincién




Figura 9: No se encontraron fibrocitos en pulmones normales. Paneles a, b,cy d
muestran | at incion par a pr olil-4-hidroxilasa, C XCR4, unai magende | a
combinacion (incluyendo la tincion nuclear) y una i magen de m icroscopia de | uz
respectivamente. La t incion t ricromica de Gomori m uestra | a ar quitectura del
pulmon n ormal ( panel e). S ei ncluyeron anal isis de ¢ ontrolent odos! os
experimentos para descartar union inespecifica de los anticuerpos y fluorescencia
de fondo. E sto se ejemplifica en el panel f, donde el tejido fue incubado con la
exclusion de | os anticuerpos primarios para CXCR4/prolil 4-hidroxilasa. Aumento

20X.

Por ot ro lado, en el an alisis m orfométrico s e enc ontré una c orrelacion p ositiva
entre la cantidad de focos de fibroblastos (FF) y el numero de fibrocitos en pulmén,
como s e muestraen| a figura 10 para lac ombinacion d e C XCR4/p-4-OH y

numero de FF/cm? (r=0.79; p<0.02).
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Figura 10: Correlacion entre la cantidad de f ibrocitos y la cantidad de f ocos de

fibroblastos en pulmones de pacientes con FPI (r=0.79; p<0.02).

Posteriormente ana lizamos| ap resenciadef ibrocitose n los| avados
bronquioalveolares de los m ismos pac ientes ¢ on F Pl ut ilizando | as mismas
combinaciones de anticuerpos especificos. Sin embargo no se encontraron células
que compartieran marcadores tipicos como se ilustra con la combinacién de prolil
4-hidroxilasa y CXCR4enl|l a figura 1l1l.La t incionc onm arcadores
mesenquimatosos revel6 que 1.0-3.4% del total de células de LBA eran células

tipo fibroblastos.

Contraste diferencial de S CXCR4
interferencia Tincion nuclear

|

Prolil 4-hidroxilasa Fusion

Figura 11: Imagenes de microscopia de f luorescencia de c élulas o btenidas del
LBA de pac ientesc on F Plc ombinando m arcadores hem atopoyéticos y

mesenquimatosos. Panel a: Contraste diferencial de interferencia segun Nomarski.



Panel b: tincion nuclear. Panel c: tincion para el receptor CXCR4. Panel d: tincion
para prolil-4-hidroxilasa. Panel e: fusion de b, ¢ y d. No se identificaron fibrocitos
en las c élulas del LB A per o s e encontraron c élulas pos itivas par a pr olil 4 -

hidroxilasa en todos los pacientes. Aumento 40X.

Determinacion de los niveles de CXCL12 en plasmay LBA

Para evaluar la posible contribucion de la quimiocina CXCL12, ligando unico del
receptor CXCR4, en | a migracion de f ibrocitos, medimos su concentracién en el
plasma de 42 pacientes con FPI sin tratamiento previo (27 hombres, 67 + 7.4 afios
de edad) y 23 c ontroles sanos (16 hombres 50 + 12.4 afios de ed ad). Como se
ilustra en la figura 12A, la concentracion de CXCL12 en el plasma del grupo de
pacientes con FPI fue significativamente mayor que la observada en los controles
[mediana: 2 707.54 pg /ml ( 648.1-4884.7) v ersus 1751.5 pg/ml ( 192.9-2686.0);
p<0.003)]. De igual manera se pudo detectar CXCL12 en el sobrenadante de LBA
del 40% (8/20) de los pacientes con F Pl e studiados y en ninguno (0/5) de los
individuos control (Figura 12B). Se encontrd una c orrelacion ne gativa e ntre la
concentracion p lasmatica de S DF-1a/ C XCL12y | a c apacidad pu Imonar de
difusion de monodxido de carbono (DLCO) y saturacion de oxigeno (r =-0.56; p <
0.03y r =0.41; p < 0.04 respectivamente) .N o se encontrd correlacion con
ninguna otra variable clinica o funcional incluyendo capacidad vital forzada (FVC)

(Figura 13).
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Figura 12: Distribucion de las concentraciones de CXCL12 en plasma (A) y LBA
(B) de p acientes con F Pl y v oluntarios s anos. T odos | os ex perimentos f ueron

hechos por duplicado.
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Figura 13. Asociacion ent re | a ¢ oncentracion pl asmatica de C XCL12y | a

saturacion de oxigeno en ejercicio (Correlacion de Spearman: r =—0.41; p < 0.04)

Andlisis inmunohistoquimico de la quimiocina CXCL12 en pulmones con FPI
y controles
El posible origen celular de C XCL12 fue examinado por inmunohistoquimica en

secciones de t ejido pulmonarde los8 p acientesconF Plen loscualess e



determiné la presencia de fibrocitos y en 3 pulmones control. Como se muestra en
la Figura 14, la proteinas eex pres6 fuertemente enc élulas ep iteliales
hiperplasicas que delimitaban espacios aéreos remanentes asi como por células
alveolares ep iteliales ap lanadas que f recuentemente s e enc ontraron s obre | os
focos de f ibroblastos. La tincion para C XCL12 s e aprecido también en ¢ élulas
endoteliales y algunos macréfagos alveolares. No se observé tincién en pulmones

normales.

Figura 14: Inmunolocalizacion de C XCL12 en pul mones c on F Pl y nor males.
Paneles a y b:/laproteina inmunorreactiva fue det ectada pr incipalmente en

células epiteliales alveolares, frecuentemente rodeando |os focos de f ibroblastos



(aumento original 40X). Panel c: Los pulmones normales fueron negativos para
CXCL12 (40X). Panel d ilustra el control negativo en el cual se omite el anticuerpo

primario (40X).

Determinacion de la expresion de metaloproteasas de matriz por fibrocitos

en cultivo
Separacién y caracterizacion de fibrocitos circulantes por inmunofenotipo

Se ha de mostrado previamente que | os fibrocitos se diferencian a pa rtir de una
sub-poblacion de m onocitos C D14+ de s angre pe riférica (92), po r estol os
purificamos utilizando perlas magnéticas para la seleccién negativa de monocitos
CD14+. Después de 8 dias de c ultivo se recuperaron generalmente de 6-8 x 1 0°
fibrocitos a partir de un cultivo inicial de 5 x 10° células CD14+. El inmunofenotipo
de las células fue analizado por citometria de f lujo, evaluando la expresién de
marcadores distintivos de fibrocitos, como: colagena |, CXCR4 y CD45. Como se
muestra en la figura 15, aproximadamente 95% de las células expresaban ya sea
los tres marcadores de fibrocitos o eran dobles positivas para Col I/CXCR4 o Col I/
CD45. Un cierto porcentaje de | os fibrocitos mantenia la expresion de CD14. Las
células contaminantes (< 5% en todos los casos) eran principalmente linfocitos T y

en menor porcentaje linfocitos B.



Figural5: Analisis del inmunofenotipo de fibrocitos por FACS.

El enriquecimiento de |a poblacion de fibrocitos se llevo a c abo haciendo primero
una seleccion negativa de monocitos CD14+ con perlas magnéticas. A los 8 dias
de c ultivo | os f ibrocitos f ueron m arcados con ant icuerpos ¢ ontra ¢ olagena | ,
CXCR4y CD4 5. A: G réfica de punt os m ostrando el c ontrol de i sotipo par a
colagena |. B: Grafica de punt os mostrando a | as células colagena | positivas a
partir de un a ventana de S SC/Col | PE. C: Porcentaje de células c olagena | +,
CXCR4+ y CD45+. La contaminacion por linfocitos se verifico usando anticuerpos
especificos (CD3 y CD19 para linfocitos T y B respectivamente). La tabla muestra

los porcentajes de marcadores de fibrocitos y células contaminantes.

Sintesis y secrecion de colagena



La capacidad de los fibrocitos para sintetizar colagena in vitro se analiz6é por dos
métodos distintos y se compard con la sintesis de esta proteina por fibroblastos
pulmonares humanos. Los fibrocitos mostraron una sintesis de colagena relativa a
la sintesis total de proteinas de 31 + 5.1%, mientras que la de los fibroblastos, en
el mismo periodo de tiempo, fue de 46 + 3.2% (Figura 16 panel A). También se
cuantificé la c olagena en los m edios de c ultivo de f ibrocitos y f ibroblastos
utilizando el ensayo de Sircol, observandose que los fibrocitos liberaron al medio
100.8 + 8.7ug/ml de colagena vy los fibroblastos 131.3 £ 7.6 pyg/ml en 24 hs (Figura

16 panel B).
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Figura 16: Los fibrocitos sintetizan coldgena in vitro

A: Ensayo de bi osintesis de ¢ olagena po r f ibrocitos hum anos y f ibroblastos
pulmonares. B: Concentracion de colagena en medios condicionados de fibrocitos
y fibroblastos hum anos c ultivados 24 hs. La s gr aficas m uestran el pr omedio y

desviaciones estandar de tres experimentos diferentes en ambos casos.

Los fibrocitos expresan diversas metaloproteinasas de matriz.

Para evaluar la posible produccién de MMPs por fibrocitos en cultivo, analizamos
primero la expresion génica de diversas MMPs, incluyendo MMP-1, MMP-2, MMP-

7, MMP-8 y MMP-9 por RT-PCR en tiempo real. Nuestros resultados mostraron



una gr an ex presionde M MP-8y M MP-9, s eguida por M MP-2y moderada
expresion de M MP-7 (Figura 17). No s e d etecto ex presion de M MP-1. Con | a
finalidad de ev aluar es tos ha llazgos a ni vel de pr oteina, s e m idieron | as
concentraciones de es tas M MPs en s obrenadantes de c ultivo d e f ibrocitos y
fibroblastos utilizando un ensayo multiplex. Los resultados fueron consistentes con
los obt enidos en el analisis de ex presion g énica. A si, | os fibrocitos p rodujeron
abundantes c antidades de M MP-2, -8y -9 y moderadas c antidades d e M MP-7
mientras que la MMP-1 no fue detectada (Figura 18). Los fibroblastos pulmonares
utilizados como controles produjeron altas cantidades de MMP-2 (5.6 x 10° versus
3.9 x 10° pg/ml) y MMP-1 (0.3 x 10° pg/ml), pero no sintetizaron MMP-7, MMP-8 y

MMP-9.
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Figura 17: Expresién génica de MMPs por fibrocitos.




La ex presion géni ca f ue ev aluada por P CR ent iempo r eal, utilizando s ondas
TagMan® p ara c ada gen. Las m uestras provienen de t res diferentes c ultivos y
fueron analizadas por triplicado. Los resultados fueron normalizados con el R18S

rRNA y se expresaron como promedio + DE.
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Figura 18: Expresién de proteinas de MMPs por fibrocitos.

La expresion de pr oteinas se examino por Luminex. Se analizaron muestras de
tres diferentes cultivos por triplicado. Los resultados se expresaron como promedio

+ DE.

Andlisis de proteinas por Western Blot



La MMP -8 es una enzima c aracteristica de neutrofilos. E n este c ontexto, para
corroborar la presencia de esta metaloproteasa se analizaron lisados celulares y
sobrenadantes de c ultivo de fibrocitos por W estern blot. Como se muestraen | a
figura 19A, se revelaron dos bandas positivas de aproximadamente 50 y 45kDa
en los medios y lisados de fibrocitos mientras que en fibroblastos humanos no fue
detectada. La proteina de MMP-8 recombinante migré de 75-70 KDa.

Zimograma de gelatina

Para ev aluar | a ac tividad de M MP-2y M MP-9, | os m edios ¢ ondicionados d e
fibrocitos y controles fueron analizados por zimografia. Como se muestra en la
figura 19B, cones te ana lisis ser evelaron fuertes ba ndas ge latinoliticas
correspondientes a MMP-9 tanto la pro-enzima como la forma activa. La actividad
de MMP -2 también fue detectada (pro-enzima y forma activa) aunque en menor
cantidad q ue la M MP-9. Los m edios ¢ ondicionados de f ibroblastos humanos
CCD25 y de la linea celular U20S fueron usados como control positivo para MMP-

2 y MMP-9 respectivamente.
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Figura 19: Analisis de Western Blot y zimograma de gelatina.

A: Inmunoblot de MMP-8 en medios condicionados y lisados celulares. Se utilizd
una pr oteina r ecombinante de M MP-8 ¢ omo c ontrol pos itivo. B: A licuotas de

medio condicionado de fibrocitos fueron corridas en un gel de SDS-PAGE 8% con
gelatina. M edio condicionado de fibroblastos de p ulmén C CD25 y |inea c elular
U20S f ueron ut ilizados ¢ omo c ontrol pos itivodeM  MP-2 y MMP -9

respectivamente.

Expresion de MMPs en fibrocitos estimulados con TGF-41
Se hade mostradoquee | T GF-B1i nducel ad iferenciacion de f ibrocitos a
miofibroblastos. Con base en este antecedente quisimos evaluar el efecto de este

mediador s obre | a ex presién de M MPs por fibrocitos. E | ana lisis por P CR en



tiempo real de los fibrocitos estimulados con TGF-B1 (Figura 20A) demostré una
sobre-expresion de MMP-2 y MMP-9 (p=0.001 y 0.008 respectivamente) que fue
corroborada por un zimograma de gelatina (Figura 20B), en donde se observa un
incremento en |las bandas de actividad gelatinolitica. E n contraste, la MMP-7 y
MMP-8 fueron disminuidas significativamente (p=0.008 y 0.007 respectivamente)

como se muestra en la figura 20A.
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Figura 20: Efecto del TGF-f1 en la expresion de MMPs por fibrocitos.

Muestras de t res diferentes cultivos fueron analizados por triplicado por PCR en
tiempo r eal. L os r esultados f ueron nor malizadosc onel R 18Sr RNAy s e
expresaron como promedio £ DE. (Panel A). Elincremento en |a expresion de

MMP-2 y MMP-9 fue corroborado con un zimograma de gelatina (Panel B).



Inmunocitoquimica y microscopia confocal.

Para c orroborar| as intesisdeM MP-8y M MP-7 por f ibrocitos, decidimos
colocalizar estasenz imas,s imultdneamentec onc olagenal , por

inmunofluorescencia y microscopia confocal. Los resultados se compararon con
los obtenidos en fibroblastos pulmonares humanos que no hac en estas enzimas.
Como se muestra en la figura 21 y figura 22 paneles A, se demostro la presencia
tanto de MMP-8 y MMP-7 expresada simultaneamente con colagena | en mas de
95% de los fibrocitos. Los fibroblastos pulmonares utilizados como control fueron
positivos para colagena | pero no para MMP-7 ni MMP-8 (figuras 21 y 22 paneles
B). T ambién enc ontramos que la m ayoria de los f ibrocitos ¢ oexpresaban el
marcador comun de leucocitos CD45 con colagena | y MMP-8 (figura 23 Ay B),
mientras que los fibroblastos f ueron n egativos par a C D45 ( figura 23C). Enla

figura 23D se muestran los controles de isotipo para colagena I.



A
B
MMP-7

Figura 21: Inmunocitoquimica de fluorescencia.

Panel A: Los fibrocitos en cultivo muestran la expresion simultanea de colagena |
y MMP-7. Panel B: Los fibroblastos de p ulmon humano CCDZ25 fueron positivos
para colagena | pero no para MMP-7. Fibrocitos y fibroblastos fueron tefiidos con
colagena | (FITC, verde), MMP-8 (Alexa 647, rojo) y D API para tincion nuc lear

(azul), (aumento 40X).




A

Figura 22: Los fibrocitos también mostraron expresion simultdnea de MMP-8

y colagena | (panel A).

Los fibroblastos CCDZ25 utilizados como controles fueron negativos para MMP-8 y
positivos para colagena | (panel B). Los fibrocitos y fibroblastos fueron tefiidos con
colagena | (FITC, verde), MMP-8 (Alexa 647, rojo) y D API para tincion nuc lear

(azul), (aumento 40X).
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Figura 23: Los fibrocitos coexpresan el antigeno comun de leucocitos CD45

con colidgenaly MMP-8 (paneles Ay B).

Los fibroblastos de pul mén hum ano fueron negativos para C D45 (panel C). El
control de isotipo para colagena | (IgG de cabra) se muestra en el panel D. Los
fibrocitos y fibroblastos fueron t efiidos c on CD45 (verde), M MP-8 o c olagena |

(rojo) y DAPI para tincion nuclear (azul). (Aumento 40X).

Ensayo de migracion

Con el fin de evaluar el posible papel de la MMP-8 en la migracion de fibrocitos, se
analizé la participacién de esta enzima en la migracion de estas células a traves
de camaras de B oyden cubiertas con colagena |. Como se muestra en la figura

24A, s e detectd una migracion importante de fi brocitos hacia la camara i nferior



donde que c ontenia PDGF-B o CXCL12. Los fibrocitos m ostraron un aum ento
significativo en su capacidad migratoria (2.3 veces mas) cuando se utilizé PDGF-B
como qui mioatrayente ¢ omparado c on CXCL12 (p=.001). U na obs ervacién
interesante fue que la migracion de fibrocitos hacia PDGF-B fue ~1.8 veces mas
que la observada para fibroblastos pulmonares humanos. C uando s e utilizé un
inhibidor es pecifico para M MP-8 s e evidencio u na reduccion s ignificativaenla
migracion de fibrocitos: 60.9% cuando se usé CXCL12 (p=0.01) y 65.5% cuando el
quimioatrayente fue PDGF-B (p= 0.002).

Por otro lado, también analizamos el efecto de la inhibicion de MMP-2/MMP-9 en
la migracion de los fibrocitos at ravés de c amaras d e B oyden c ubiertas ¢ on
ECMatrix™ (un sucedaneo de membranas basales). Como se ilustra en la figura
24B, la inhibicion especifica de MMP-2 y MMP-9 produjo una r educcion del 42%
en la migracion inducida por CXCL12 (p=0.002) y de un 49% en la migracion

inducida por PDGF-B (p=0.0008).
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Figura 24: La inhibicion de MMP-8 0 MMP-2 y MMP-9 disminuye la migracion

de los fibrocitos a través de diferentes matrices.

Los fibrocitos f ueron c olocados en el ¢ ompartimento s uperior de ¢ amaras de
Boyden recubiertas con colagena | o c on una matriz de pr oteinas de membrana
basal. C XCL12 o PD GF-Bf ueron ut ilizados c omo q uimioatrayentes e n el

compartimento i nferior. E | i nhibidor es pecifico de M MP-8 o M MP-2/MMP-9 f ue
anfiadido tanto al compartimento superior como al inferior. Cada barra representa el

promedio + DE de tres experimentos.




DISCUSION

La fibrosis pu Imonar idiopatica s e c aracteriza por lesiony ac tivacion ep itelial,
formacion de focos de fibroblastos/miofibroblastos y finalmente por la progresiva
remodelacion ¢ on ac umulacién d e m atriz ex tracelular lo que pr oduce un a
destruccion irreversible de la arquitectura pulmonar. En este contexto, el desarrollo
de es tos pec uliares f ocos de ¢ élulas m esenquimales des empefia un papel

fundamental en el desarrollo de la lesion fibrosante.

Sin embargo, el origen de los fibroblastos en esta enfermedad aun se desconoce.
Existen datos de que | os f ibroblastos obt enidos de pul mones c on F Pl s on
fenotipica y funcionalmente het erogéneos (93), 1 o cual puede r eflejar no s olo
diversos pr ocesos de activaciony d iferenciacion quet oman| ugarene |
microambiente pulmonar, sino también que los fibroblastos tengan diferentes sitios

de origen.

Las f uentes p otenciales intrapulmonares d e f ibroblastos incluyen m igraciony
proliferacion de precursores mesenquimatosos presentes en el érgano, tales como
fibroblastos per ibronquiolares, perivasculares y del s epto alveolar, asicomo | a

transicion epitelio-mesénquima (22, 26, 30, 94).

Una posible fuente extra-pulmonar de fibroblastos/miofibroblastos es la poblacién
de f ibrocitos d erivados de la m édula és ea, | os ¢ uales m uestran p ropiedades
parecidas a las de | os fibroblastos y sintetizan macromoléculas de m atriz. M as
aun, existen diversas pruebas que indican que los fibrocitos pueden ser reclutados

a sitios d el esion tisulary par ticipar en e | pr oceso de remodelacion. E n este



sentido, se han identificado fibrocitos en diferentes modelos de reparacion tisular y
fibrosis experimentales incluyendo heridas en pi el, asma, remodelacion vascular
pulmonar y fibrosis pulmonar y hepatica (41, 43, 65, 67, 68, 95). También se han
detectado fibrocitos en algunas patologias fibrosantes humanas incluyendo asma,
dermopatia nefrogénica fibrosante y escleroderma (43, 68, 96). Mas aun, en estas
enfermedades s e hadet ectadoqu e elnu mero def ibrocitos par eces er
proporcional al grado de fibrosis y cuando menos en pi el, se han encontrado en
mayor abundancia en cicatrices hipertréficas que en c icatrices maduras (55). Sin
embargo, hasta la fecha, no existian estudios tratando de determinar la presencia

de estas células en pulmones de pacientes con FPI.

Nuestros resultados revelan que |os fibrocitos migran hacia pulmones con FPly
sugieren que pueden contribuir a la expansion de fibroblastos/miofibroblastos en el
microambiente local. El numero de fibrocitos fue variable en los pulmones con FPI,
pero de manera interesante, su cantidad correlacion6 con la cantidad de focos de
fibroblastos p resentes en los t ejidos. E ste hallazgo es i mportante dado qu e la
abundancia de estos focos en el tejido pulmonar se ha r elacionado con un mal

pronostico de la enfermedad (97, 98).

Por otro lado, nuestro estudio apoya la hipétesis de que el eje CXCR4/CXCL12
desempeia un pape | importante en el r eclutamiento de f ibrocitosy a que
virtualmente todos los fibrocitos detectados en los pulmones expresaban CXCR4.
Mas aun, la quimiocina CXCL12 se encontré incrementada en plasma y presente
en aproximadamente la mitad de los sobrenadantes de LBA de pacientes con FPI.

Esta qui miocina, g ue es e | U nico ligando del receptor C XCR4, s e enc ontrd



fuertemente ex presada e n c élulas epiteliales al veolares hiperplasicas r eactivas,
apoyando la nocion de que e | ep itelio d esempefia un pape |c rucialen la

patogénesis de la FPI (8).

Los fibrocitos circulantes también expresan otros receptores tales como CCR7 y
se ha s ugerido que el eje C CR7/CCL21 p uede pa rticipar en la migracién de
fibrocitos a los tejidos (49, 73). Sin embargo, recientemente se demostro que e |
receptor CCRY7 no colocaliza con colagena | en p ulmones de pacientes con FPI,
indicando que el eje CXCR4/CXCL12 puede ser el mas importante (99). En apoyo
a es te c oncepto, s e h ai dentificado p reviamente una pobl acién de f ibrocitos
humanos circulantes que tienen fundamentalmente el receptor CXCR4" (60, 7 1).
Asimismo, en un modelo experimental de lesién pulmonar inducida por bleomicina,
se dem ostro que fibrocitos humanos CXCR4" previamente i nyectados por v ia
endovenosa, infiltran | os pulmones de los r atones precediendo ala fibrosis a
través de un gradiente pulmén-plasma de C XCL12 sugiriendo un transito activo a
través de es tav ia( 60). M as au n, e | t ratamiento de es tosr atones con un
anticuerpo ne utralizante para C XCL12 produjo una r educcion significativa en el
reclutamiento de es tasc élulasa | pu Imén| esionado conl ac onsecuente
disminucién de la fibrosis. En este contexto, nuestros hallazgos sugieren que una
via similar se sigue en el reclutamiento de fibrocitos a los pulmones con FPI. En
contraste, e n el ratdn pa recen pa rticipart ambién los ej es C CR2/CCL12y

CCR7/CCL21, s ugiriendo | a ex istenciad e mecanismos r edundantes enl a

migracion de fibrocitos a los tejidos lesionados (70, 73).



Es i mportante en fatizar que | as ¢ ombinaciones en las c uales s e ut ilizaron
marcadores hem atopoyéticos (ej. C D45y C D34)r evelaron unac antidad
significativamente m enor de f ibrocitos pulmonares c omparado con aq uellos que
expresaban CXCR4. Estos hallazgos concuerdan con varios estudios realizados in
vitro e inv ivo donde s e demuestra una pér dida progresiva de marcadores
hematopoyéticos después de algunos dias de cultivo, o después de un tiempo de
estar en los tejidos. Por ejemplo, el analisis del fenotipo de fibrocitos en modelos
animales de r emodelacién de v ias a éreas harevelado que la adq uisicion de |
fenotipo de miofibroblasto ocurre paralelamente con el decremento en la expresién
de CD45y CD34 (43, 45). A simismo, se ha obs ervado una disminucion de la
expresionde C D34y C D45en losf ibrocitos d urante s u di ferenciacion a

miofibroblastos en un modelo de herida en piel, a los 7 dias de producida la herida

(41).

Estos hallazgos indican que des pués de c ierto tiempo en t ejidos, | os fibrocitos
pierden progresivamente los marcadores de células troncales /hematopoyéticas, lo
cual d ificulta | at area de ev aluarlos en p atologias f ibrosantes c ronicas. E sta
situacion puede ex plicar la ausencia de c élulas coexpresando prolil-4-hidroxilasa
(enzima c lave en la s intesis de c olagena)con C D450 C D34 ene | lavado
bronquioalveolar a pes ar de que generalmente se pueden encontrar fibroblastos
en este fluido tanto en FPI como en otras enfermedades fibrosantes del pulmén o

vias aéreas (100, 101).

En es te c ontexto, la identificacion de fibrocitos ¢ omo c élulas que ¢ oexpresan

marcadores tanto del mesénquima como hematopoyéticos puede en gran medida



subestimar s u nu mero en | os s itios d e |l esidn t isular ¢ ronica, pr incipalmente

después de que han completado su diferenciacién a miofibroblastos.

Por otro lado, es importante enfatizar que ademas de su contribucion a la sintesis
de matriz extracelular, los fibrocitos pueden tener otros efectos sobre las células
vecinas en el microambiente tisular ya que son potentes células presentadoras de
antigeno, son capaces de sintetizar una v ariedad d e factores promitogénicos y
proangiogénicos y puede n i ncluso r egular | as ac tividades de los f ibroblastos

locales como ha sido ya demostrado en lesiones por quemaduras ( 46, 47, 52, 63).

En resumen, los hallazgos de la primera parte de nuestro estudio demuestran que
los f ibrocitos C XCR4 pos itivos migran a | os pul mones de pac ientes c on FPI,
probablemente en respuesta a la quimiocina C XCL12 sintetizada por las células
epiteliales alveolares, contribuyendo por lo tanto a la expansion de la poblacion de

fibroblastos/miofibroblastos.

Como s e mencionod pr eviamente, a demas de s u c ontribucion a la s intesis de
matriz extracelular, los fibrocitos parecen tener diversas funciones, pero hasta el

momento, el papel de estas células en la fibrosis pulmonar es muy poco conocido.

En el presente trabajo, describimos por primera vez que los fibrocitos son capaces
de sintetizar y liberar al medio importantes cantidades de MMP-2, MMP-7, MMP-8
y MMP-9. Estas enzimas pertenecen a una gran familia de endoproteasas con un
sitio activo d e z inc, que c olectivamente s on ¢ apaces de degr adart odos los
componentes de | a matriz extracelular (MEC). Sin embargo, la MEC representa

solo una fraccion de sus blancos proteoliticos y mas aun, una MMP puede actuar



sobre v arias p roteinasy a s uv ez af ectar di ferentes p rocesos b iologicos. D e
hecho, las MMPs modulan las actividades de un amplio rango de proteinas extra e
intracelulares y por lo tanto regulan procesos como proliferacion celular, adhesion,
migracion, biodisponibilidad de factores de crecimiento, quimiotaxis y sefalizacion.
La unica documentacion previa de la expresion de metaloproteasas por fibrocitos
fue publicada por Hartlapp y cols (46), quienes describieron la expresion de MMP-
9 por fibrocitos, p roponiendo que es tas c élulas po drian es tar i nvolucradas en

angiogeénesis en fases muy tempranas de la reparacion de tejidos.

En nuestro estudio, corroboramos este hallazgo a ni vel de geny de pr oteinay
demostramos que ex iste una importante a ctividad ge latinolitica at ribuible al a
MMP-9 en | os s obrenadantes de c ultivo de fibrocitos. Adicionalmente, nues tros
resultados revelaron qu e | os fibrocitos pr oducen t ambién t anto la f orma ac tiva
como | a pr o-enzima de M MP-2. E ste hal lazgo es importante porque s e ha

demostrado que | as ge latinasas ( MMP-2y MM P-9) s e enc uentran s obre-
expresadas en | a fibrosis pulmonar humana y en modelos ani males de f ibrosis
pulmonar (102-104). El efecto de cantidades excesivas de MMP-2 y MMP-9 en el
microambiente t isular se h a as ociado principalmente c on s u c apacidad de

provocar disrupcion de la membrana basal del epitelio alveolar con el consecuente
incremento de la invasién de fibroblastos hacia |os e spacios al veolares (105). En
este ¢ ontexto, | a ex presidon d e es tas enz imas podr ia f acilitar e | pr oceso de

migracion de fibrocitos de| a circulacidn hac ial os espacios i ntersticiales vy
alveolares en respuesta al CXC12 sintetizado por las células epiteliales alveolares.

Nuestro ha llazgo de qu e | os f ibrocitos es timulados c on T GF-1 i ncrementan



significativamente la expresién tanto a nivel de gen como de proteina de MMP-2 y
MMP-9 in v itro, s ugiere qu e in v ivo los fibrocitos ex presan ac tivamente es tas
enzimas cuando s e encuentran en p resencia de un microambiente fibrético que
habitualmente es rico en TGF-B1. De manera i mportante, MMP-2y MMP-9 y el
TGF-B1 pueden mostrar una f orma de r etroactivacion bidireccional ya que se ha
demostrado que M MP-2y MMP -9 sonas uvezcapaces de activaral TGF-$3
latente (106). En este contexto, en el microambiente pulmonar se puede producir
un circulo vicioso profibrosante, en el que el TGF- incrementa |a expresion de
MMP-2 y MMP-9 (como se demostro en es te estudio) y estas enzimas a su vez,
aumentan los niveles de TGF-§ activo.

Un hallazgo importante de este trabajo, fue la demostracidn por diversas técnicas,
de que los fibrocitos sintetizan MMP-7 y MMP-8, dado que la produccion de estas
metaloproteinasas parece es tar restringidaaun numero limitado de es tirpes
celulares, p rincipalmente ¢ élulas epitelialesy m acréfagos par aM MP-7y
neutrofilos para MMP-8 (107).

La sintesis de MMP-7 por fibrocitos es interesante ya que esta metaloproteasa fue
recientemente asociada a fibrosis pulmonar (108). En ese trabajo se demostré por
un lado que la MMP-7 es uno de los genes mas sobre-expresados en FPI, lo cual
fue c onfirmado por inmunohistoquimica de tejidos pulmonares y porelotrose
encontré que el raton deficiente de M MP-7 esta protegido de | a lesion fibrosante
inducida por bleomicina. La MMP-7 asi como la MMP-1 ha sido relacionada ala
migracion de ¢ élulas e piteliales a Iveolares y br onquiolares s obre d iferentes

matrices durante la remodelacion que ocurre en el pulmon con FPI (103). Sumado



a esto, la MMP-7 pue de romper E -caderinay el fragmento extracelular que es
liberado interfiere con la agregacion celular (109); la ruptura de E-caderina puede
también i nfluenciar diversos as pectos de| comportamiento celular tales como | a
transicién ep itelio-mesénquima, que como s e m enciond, es un pr oceso que
participa en muchos canceres y que recientemente ha adquirido gran importancia
como mecanismo patogénico en e | desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopatica
(22, 110-112).

En resumen, las funciones de la MMP-7 son variadas (muerte celular, inflamacién
cronica y actividad pro-coagulante entre otras) y no esta limitada a la degradacién
y recambio de la matriz extracelular (108, 113, 114). En este contexto, el hecho de
que los fibrocitos secreten constitutivamente la MMP-7 es un hallazgo importante

que puede implicar a los fibrocitos en diversos procesos bioldgicos y patologicos.

La MMP -8 t ambién es s ecretada en gr andes c antidades po r los f ibrocitos en
cultivo. Curiosamente, el peso molecular de esta forma particular de MMP-8 (~50
kDa) difiere del de la c olagenasa enc ontrada e n neut réfilos ( usualmente 75 -80
kDa), aunque es similaral a qu e s intetizan ot ros t ipos c elulares t ales c omo
sinoviocitos y células endoteliales. Se ha sugerido que esta diferencia en el peso
molecular de M MP-8 obt enida de diferentes es tirpes c elulares es ta r elacionada
con una menor glicosilacion de la enzima comparada con la MMP-8 derivada de
neutroéfilos (115-118).

La MMP -8 o c olagenasa 2 es principalmente producida por neutrofilos, degrada
especificamente colagenas fibrilares tipo I, 11y Il y se sabe que desempefia un

papel regulatorio importante tanto en la inflamacién aguda como en la inflamacién



cronica (119). Sin embargo, la MMP-8 tiene también muchos otros substratos que
incluyen ot ras proteasas y p roteinas de m atriz, pr oteinas d e adhes ion c elular,
inhibidores de proteasas, factores de crecimiento y quimiocinas. Mas aun, estudios
in vivo han mostrado que | a MMP-8 y al gunos otros miembros de | a familia de
MMPs pueden tener una funcion anti-tumoral (120).

En un intento por entender el papel de la MMP-8, MMP-2 y MMP-9 en | a funcién
biologica de | os fibrocitos, evaluamos |a hipodtesis de qu e estas metaloproteasas
podrian estar participando en el proceso de migracion de los fibrocitos a través de
los tejidos. Nuestros resultados del ensayo de migracion apoyan ampliamente esta
hipétesis y a que demostraron q ue los fibrocitos migran a t ravés de c amaras
recubiertas con proteinas de membrana basal o colagena | (matriz extracelular)
hacia un gradiente de dos importantes quimioatrayentes (CXCL12 y PDGF-B). La
transmigracion de los fibrocitos a través de colagena | estuvo altamente asociada
conl aM MP-8 dado que f ue s ignificativamente bl oqueada po run inhibidor
especifico de esta enzima. En este mismo contexto, demostramos que el inhibidor
de MMP-2/MMP-9 disminuyé la quimiotaxis hacia CXCL12 y PDGF-B a través de
una c apa de p roteinas componentes de m embranas bas ales. E stos r esultados
indican que los fibrocitos pued en migrar a través de | as m embranas bas ales
endoteliales o e piteliales s ecretando M MP-2/MMP-9y at ravés del am atriz
extracelular (intersticio) de los tejidos, secretando MMP-8.

Como y a s e menciond, es ta enzima tiene la h abilidad d e deg radar c olagenas
fibrilares, que son las mas abundantes en los tejidos fibroticos. En trabajos previos
se hades critoqu e ex isten gr andes cantidadesde MMP-8en| avados

bronquioalveolares de pac ientesc on FPlper oes taenz imas e enc uentra



practicamente aus ente en e | tejido pulmonar de es tos enfermos (102, 121). En
este contexto el hallazgo de qu e el estimulo con T GF-f indujo una di sminucién
significativa en la expresion de MMP-8 por los fibrocitos parece correlacionar con
lo anterior y podria indicar que al ingresar en el tejido pulmonar lesionado, estas

células adquieren el fenotipo profibrosante caracteristico de esta enfermedad.



Conclusiones

Al momento de su descubrimiento, los fibrocitos representaban una poblacion de
células c irculantes pr ogenitoras de f ibroblastos/miofibroblastos ¢ on f unciones
limitadas a la sintesis de matriz. Al paso del tiempo han surgido nuevos datos de
que los fibrocitos son células versatiles y multifacéticas con capacidad de sintetizar
una gran v ariedad de factores promitogénicos y proangiogeénicos, s on p otentes
presentadoras de antigenos y pueden regular |as actividades de los fibroblastos
locales (52, 63, 64 ). En este es tudio, c orroboramos que los fibrocitos llegan al
parénquima pulmonar de p acientes con FPI donde posiblemente contribuyen a la
expansion de la pob lacién d e f ibroblastos/miofibroblastos e n e | m icroambiente
pulmonar. Ademas, nuestros hallazgos revelan por primera vez que los fibrocitos
expresan diversas MMPs incluyendo MMP-8 y MMP -7, ambas metaloproteinasas
comunmente e xpresadas por estirpes celulares especificas. La s intesis de estas
enzimas podr ia des empefar un pa pel i mportante en la m igraciont isulary
transendotelial de es tas c élulas, as i c omo en| ar emodelacién del a matriz
extracelular.

Aun cuando nuestros resultados de la estimulacion de fibrocitos con TGF-31 nos
dan una idea de lo que podria pasar en el microambiente fibrético, se requiere de
mayores es tudios par as abers i losf ibrocitos a islados de pac ientes ¢ on
enfermedades f ibrosantes de | pul moén di fieren de aqu ellos p rovenientes de
individuos s anos ¢ omo | os ut ilizados en nuestro es tudioy s i los f ibrocitos
circulantes d ifierende los fibrocitosde t ejidoqu es on partey ade un

microambiente fibrético.
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