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RESUMEN

La fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad progresiva, irreversible y letal en la
cual la mitad de los pacientes mueren dos a tres afios después del diagnostico. Se ha
reportado, que los fibroblastos provenientes de pulmones con fibrosis pulmonar idiopatica
difieren de los fibroblastos de pulmén normal en su capacidad proliferativa y de
supervivencia, y en la expresion de marcadores de superficie, incluyendo la glicoproteina
Thy-1. La ausencia en la expresion de Thy-1 en los focos de fibroblastos del pulmén de
pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica ha sido asociada con el desarrollo de un
fenotipo profibrosante.

En nuestro laboratorio contamos con una linea celular Thy-1 negativa que se inmortalizd
para evitar su pérdida. Entonces, el principal objetivo de este trabajo fue caracterizar a la
linea de fibroblastos Thy-1 negativos inmortalizada comparandola con la linea nativa.

Se analizé la expresion de Thy-1 por reacciones en cadena de la polimerasa y por
citometria de flujo, la sintesis de colagena mediante una técnica colorimétrica, la
expresion de las metaloproteasas 1, -2, -7 y -9 y la sintesis del receptor gamma activado
por el proliferador de peroxisomas gamma en la linea inmortalizada y la nativa.

Nuestros resultados muestran que el proceso de inmortalizacion no modificé las
caracteristicas de la linea nativa de fibroblastos Thy-1 negativa, nos permitié utilizar la
linea inmortalizada para los experimentos de co-cultivo con células epiteliales planteados
originalmente en este trabajo.

Los resultados preliminares muestran que el tiempo Optimo de co-cultivo, son las 12
horas, en base a la expresién de metaloproteasas-1, -2y -7.

ABSTRACT

Idiopathic pulmonary fibrosis is a progressive, irreversible and usually lethal lung disease
of unknown etiology in which two or three years after diagnosis half of the patients are
dead. It has been reported that pulmonary fibroblasts from Idiopathic pulmonary fibrosis
present different characteristics from normal lung fibroblasts including proliferation and
survival and expression of some surface markers such as Thy-1 glycoprotein. Absence of
the expression of Thy-1 in fibroblastic foci has been related with fibrotic phenotype
development.

In our laboratory, we have obtained a Thy-1 negative fibroblast cell line, these fibroblasts
were immortalized. In this context, the aim of this work was to characterize the
immortalized Thy-1 cells and compare them with the original cell line.



Thy-1 was analyzed by polymerase chain reaction and cell citometry, collagen synthesis
by sircol colometer, matrix metalloproteinases -1, -2, -7 and -9 by quantitative polymerase
chain reaction and peroxisome proliferative-activated receptor gamma synthesis.

Our results showed that immortalized and the parental cell line behaves similarly and
presented some differences when compared to Thy positive cells. In summary, | found that
the immortalization process does not affect the parental phenotype in the immortalized
Thy-1 negative lung fibroblasts, we propose that the immortalized line will be used in co-
culture with epithelial cells, the original experiment proposes for this work.

Our preliminary results show that cocultive best time is 12 hours based in
matrixmetalloproteinases-1, -2 and -7 expression by epithelial cells.

INTRODUCCION
Matriz extracelular.

La matriz extracelular (MEC) es un complejo supra-molecular altamente organizado y
dindmico que esta en constante remodelacion. El arreglo de cada una de las moléculas
gue la forman y la interaccion con los diferentes tipos celulares determinan la estructura,
la informacién celular y el tipo de andamio que presentan los tejidos. La MEC ademas de
participar en varios procesos celulares, provee principalmente, un ambiente biomecanico,
en donde se lleva a cabo la comunicacion e interaccion a nivel celular o tisular,
estableciendo la estructura y funcibn de cada tejido. Las principales moléculas
estructurales que la integran son las colagenas, glucosaminoglucanos y glucoproteinas
no colagénicas (1). Las colagenas representan una familia de proteinas triméricas de
cadenas a, que forman una triple hélice compuesta de tripletes peptidicos repetidos de
glicina-X-Y- donde X-Y pueden ser cualquier aminoacido, pero frecuentemente los sitios
X estan ocupados por prolina y los Y por hidroxiprolina, un iminoacido casi exclusivo de
las colagenas (2). Los proteoglicanos son moléculas cargadas, formadas por una proteina
unida covalentemente a una o mas cadenas de glucosaminoglucanos, clasificadas en tres
familias que incluyen, a los proteoglicanos de agregados de condroitin sulfato o
lecticanos, los proteoglicanos de condroitin sulfato ricos en leucina y los proteoglicanos
unidos a heparan sulfato (3).

En el pulmdn, los proteoglicanos de la MEC brindan un soporte estructural y propiedades
biomecanicas y recientemente se ha demostrado que estan involucrados en la
homeostasis, reparacion y desarrollo de este 6rgano por lo que desempefian un papel
muy importante en condiciones normales, asi como en el desarrollo de diferentes
patologias (3). Los GAG, por ejemplo, atraen cationes como el Na*, lo que permite
formar una presion osmotica que al llenar el tejido de agua le brinda una capacidad de
resistencia ante fuerzas de compresion. La elasticidad y la estabilidad alveolar se dan por
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la interaccion de los proteoglicanos con otras moléculas de la MEC, como colagenas,
laminina y elastina; formando matrices estructuradas (4).

La lamina basal del epitelio alveolar, es una estructura compleja que contiene colagena
tipo IV, laminina, fibronectina y proteoglicanos como el acido hialuronico, tiene una
participacion dinamica en el mantenimiento de la integridad y diferenciacion del epitelio
alveolar; asi como en la migracion, diferenciacion y adhesion de fibroblastos. Algunos de
los compuestos esenciales en la lamina basal como fibronectina y laminina, los sintetizan
los neumocitos tipo Il. En la fibrosis pulmonar, los dafos al epitelio alveolar producen
alteraciones en la sintesis de los componentes de la lamina basal, resultando en la
pérdida de la integridad de la misma (5).

Por otro lado, en el espacio intersticial se encuentran los condroitin sulfatos interactuando
con el &cido hialurénico, permitiendo que los proteoglicanos se fijen en el tejido al formar
agregados de alto peso molecular (1,5). Sin embargo, la colagena es la proteina fibrilar
mas abundante en el espacio intersticial, participa en la regulacion de distintos procesos
celulares como proliferacion, migracion y quimiotaxis; y regula la adhesion celular y la
fuerza de tension. Esta proteina es secretada por fibroblastos tanto residentes como
reclutados de tejidos vecinos (5). En la fibrosis pulmonar, las colagenas tipo |y Ill, son las
proteinas mas abundantes en el tejido.

Ademas de las colagenas existen otras proteinas fibrilares que estan muy expresadas en
el tejido fibrético, por ejemplo, la fibronectina; esta proteina ademas de organizar la MEC
en el espacio intersticial, participa en la adhesion celular (3).

En conjunto, la alteracion aberrante de los estados mecanicos y organizacion de la MEC,
modifican la funciébn y la organizacién del epitelio, promoviendo potencialmente
enfermedades relacionadas con la edad como lo es la fibrosis (6).

Fibrosis Pulmonar

La fibrosis pulmonar es el resultado final que tienen en comidn un grupo de
enfermedades pulmonares intersticiales. Este conjunto abarca varios tipos de dafio
pulmonar que van desde la inhalacion de polvo, particulas organicas (neumonitis por
hipersensibilidad o NH) e inorganicas (asbestosis), el uso de radiacion y de algunos
medicamentos quimioterapéuticos, como la bleomicina, o bien asociada a enfermedades
colageno vasculares como la esclerosis sistémica (ES) y la artritis reumatoide (AR) hasta
las enfermedades pulmonares intersticiales de la infancia. Por otro lado, alrededor del
50% de los desdrdenes pulmonares intersticiales (ILD por sus siglas en inglés) son de
etiologia desconocida y son clasificados como neumonias intersticiales idiopaticas. De
este grupo, la entidad mas agresiva es la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) (6).

Se ha propuesto que existen dos vias para el desarrollo de la fibrosis pulmonar; la
via inflamatoria como es el caso de la neumonitis por hipersensibilidad (NH), y la otra es
una via epitelio-mesénquima, representada por la FPI (6).

Neumonitis por Hipersensibilidad
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La neumonitis por hipersensibilidad también conocida como alveolitis alérgica
extrinseca, es una enfermedad que se desarrolla por la inhalacion repetida de hongos,
bacterias, particulas organicas o de algunos componentes quimicos y afecta a
bronquiolos, alvéolos y al espacio intersticial. La respuesta inflamatoria estd mediada
principalmente por una reaccién inmune exagerada que parece ocurrir en un huésped
susceptible; dentro de los antigenos mas comunes de esta patologia se encuentran las
proteinas de aves y bacterias termofilicas. Entre las manifestaciones clinicas que pueden
0 no presentarse se encuentra la pérdida de peso, mialgias y fiebre (17-18). Su etiologia
no es bien conocida; sin embargo, se sugiere que un vasto grupo de subpoblaciones de
linfocitos T participan en el desarrollo y curso clinico de la enfermedad (19-20). Asimismo,
existen evidencias clinicas en las que las citocinas tipo Thl también contribuyen con la
patogénesis de la NH (20).

En México se ha relacionado a la exposicion de antigenos aviarios como la fuente
mas frecuente de NH, en especial provenientes de pichones, palomas, canarios y pericos
australianos. En general, se sugiere que la Inmunoglobulina A (IgA), asi como la mucina
intestinal podrian ser las principales proteinas sensibilizadoras.

En la NH, existen tres tipos de manifestaciones clinicas que incluyen:

1. Fase aguda: en la existen una respuesta inflamatoria de macrofagos y
células linfaticas en la zona activa de la enfermedad,
2. Fase subaguda: donde comienza la formacién y desarrollo de granulomas,

3. Fase Cronica: en la que el dafio al parénquima pulmonar es irreversible y
se desarrolla la fibrosis pulmonar.

En los pacientes con NH que se encuentran en la fase crénica o presentan episodios
repetidos de la fase subaguda, el 30-40% evolucionan hacia una fibrosis intersticial difusa
(21). Recientemente, se han descrito tres patrones de fibrosis presentes en la NH:

1. Fibrosis periférica: presenta parches con distorsion de la arquitectura pulmonar,
formacion de focos de fibroblastos parecidos macroscépicamente a la neumonia
intersticial usual.

2. Fibrosis intersticial homogénea

3. Fibrosis peribronquiolar.

Los mecanismos moleculares asociados a este proceso no han sido completamente
esclarecidos. Se sabe, que esta via involucra la pérdida de la resolucién de la alveolitis

linfatica y de la regeneracion tisular; se presenta una remodelacion anormal de la MEC y
un progreso hacia fibrosis (22).

Fibrosis Pulmonar Idiopética

12



La FPI es una enfermedad progresiva, irreversible y letal en la cual la mitad de los
pacientes mueren dos a tres afios después del diagnéstico (7). Este padecimiento afecta
predominantemente a individuos de entre 50 y 70 afios, y su frecuencia aumenta con la
edad, sin embargo, se desconoce el proceso que la relacione con el envejecimiento y
los mecanismos patogénicos no se conocen con precision (8,9). Aunque se sabe que
existe participacion de células monoclonales del sistema inmune, tanto innato, como
adaptativo, en regiones activas de la enfermedad, donde las células epiteliales que se
estan regenerando propagan algunas zonas de inflamacion por medio de citocinas como
la IL-17 (10), en los ultimos 10 afios se ha fortalecido la hipétesis de que la FPI
representa un proceso fibrético, independiente de la inflamacion, caracterizado por una
comunicacion anormal entre células epiteliales y células mesénquimales (8, 9, 11-14).
(Esquema 1).

Apulmén susceptible Microdafios recurrentes

por la edad
= —_— Q Epitelic Alveolar
- Capilares
B Cicatrizacién / \ Activacién aberrante de células
epiteliales

Apoptosis de
células Epitelizles

Focos de
D fibroblastos {Wnt, Shiy

POGF  ===fz Fibroblastes locales
r 200112 === Fibrocitos
TGFE ===TEM, Diferenciacion 3

miofibroblastos

Esquema 1 Modelo de los procesos moleculares en Fibrosis Pulmonar Idiopética. EI modelo fue
propuesto por Selman et al.(14).

Existe una gran evidencia que sugiere que las células epiteliales son un factor
critico en la iniciacion y progresion de la enfermedad. Se ha propuesto que los epitelios
alveolar y bronquiolar estimulados, secretan aberrantemente las citocinas y factores de
crecimiento responsables de la migracién y proliferacion de fibroblastos residentes ( como
el factor de crecimiento derivado de plaquetas, PDGF por sus siglas en inglés), asi como
de progenitores circulantes (por ejemplo fibrocitos) a través de quimio-atrayentes como
CXCL12, y su transicibn a miofibroblastos inducida por el factor de crecimiento
transformante-betal (TGF-B1) (9,14-15). Estas citocinas son consideradas profibrosantes,
ya que estimulan la expresion de proteinas componentes de la matriz extracelular (MEC),
principalmente colagena tipo | (16).

Fibroblastos:

13



Los fibroblastos son células de gran relevancia en los procesos fibrosantes, ya que
sintetizan de forma activa, proteinas de la MEC, principalmente colagenas fibrilares. La
capacidad de producir y organizar a la MEC, y de comunicarse con otros tipos celulares,
los convierte en un componente central en la biologia de los tejidos (Esquema 2) (23). Los
fibroblastos se encuentran ampliamente distribuidos entre los diferentes tejidos y se
originan en el mesodermo mesénquima durante el desarrollo embrionario. Son los
principales productores de componentes de la MEC como, diferentes tipos de colagena,
fibronectina y proteoglicanos, ademas de metaloproteasas de matriz (MMP’s) (24-25). Las
MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes de Zinc, y que como su nombre
lo indica, tienen la capacidad en forma colectiva de degradar a todos los componentes de
la MEC. Ademas de estar involucradas en distintos procesos celulares esenciales como la
proliferacion, migracion, diferenciacion y adhesion. Un ejemplo; es el equilibrio entre la
produccion y la degradacion de los distintos componentes de la MEC; factor importante
para mantener la homeostasis de los tejidos en condiciones normales o en la aparicion de
patologias (26-28).

Fibroblastos en el centro

1. Producen
componentes de la MEC

7. Interaccionan con
células epiteliales

el m———

2. Degradan MEC T
(=]

8. Fibroblastos &. Interactuan con la
wasculatura

.

==
2. Producen factores
bicactivos
5. Interaccionan con
i neurcpéptidos
Q - \
)
_d

4. Se comunican con células
del sitema inmune:
macrofigos, linfocitos,
monocitos

Esquema 2. Participacion de los fibroblastos en la biologia de tejidos. Esquema tomado de Sorrell et. al. (23).

En un principio se creia que los fibroblastos eran una poblacion uniforme con
caracteristicas y funciones comparables independientemente del tejido del que
provinieran (29). Sin embargo, en la actualidad muchos estudios fundamentan el concepto
de la especificidad de los fibroblastos dependiente del tejido de origen, donde cada
subpoblacion esta conferida por funciones Unicas basadas en una gran variedad de
caracteristicas fenotipicas (30).

En la piel, existen al menos tres tipos de fibroblastos en la etapa adulta, cada uno
ocupando un nicho distinto dentro de la dermis. Se ha demostrado, que existen
diferencias especificas en la fisiologia de los fibroblastos que son evidentes entre los
fibroblastos que residen en la superficie de la dermis y entre los fibroblastos reticulares de
la parte profunda de la dermis (29).
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Los miofibroblastos son células mesénquimales que presentan caracteristicas de
fibroblastos y de células de musculo liso, su fenotipo se asocia con la produccién de
componentes de la MEC y con el proceso de cicatrizaciéon tanto en condiciones normales
como en la fibrosis (Esquema 3)(23). En condiciones normales, después de la
cicatrizacion, los miofibroblastos sufren apoptosis y desaparecen de la zona dafiada; sin
embargo, en el desarrollo de fibrosis, estas células presentan un estado quiescente
alterno que les permite su persistencia en esta area (32). Durante el desarrollo
embrionario del pulmén, la aparicion de estas células coincide con la deposicion de
fibronectina, elastina y laminina. En la fibrosis pulmonar, el resultado de la acumulacion de
MEC en términos de la composicién y cantidad de los componentes se ha asociado a
multiples factores, que incluyen el tiempo de dafio asi como, el efecto de citocinas y
factores de crecimiento (25). En la FPI, se considera a los miofibroblastos como la
principal fuente de produccion de colagena tipo | (33).

~e -

Fibroblast

Fibrosis; extracellularmatrix

o£o e -~

Epithelial cell
Myofibroblast Inflammation
Chemokine
Fibrocyte
(Bone marrow) Macrophage

Esquema 3. Origen de fibroblastos. Esquema tomado de Shizuya et. al. 2009.

Otro tipo celular derivado de médula 6sea pero con caracteristicas mesénquimales son
los fibrocitos. Los fibrocitos son una subpoblacién de linfocitos que se caracteriza por la
expresion de marcadores hematopoyéticos (CD45, CD34) y de células mesénquimales
como colagena |y fibronectina. En FPI, se ha demostrado que por medio de la expresion
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en los fibrocitos del receptor quimioatrayente (CXCR4), provoca que estas células circulen
hacia los pulmones (14).

Participacion de los fibroblastos en la fibrosis pulmonar.

Como se indicd anteriormente, en la FPI, se ha sugerido que la poblacion de
fibroblastos deriva de distintas fuentes, que incluyen a los fibroblastos residentes, los
progenitores circulantes derivados de médula 6sea (fibrocitos) y de las células epiteliales
a través de la transicion epitelio-mesénquima (TEM) (16).

Estudios previos han demostrado que los fibroblastos provenientes de pulmones
de pacientes con FPI, difieren de los fibroblastos de pulmén normal en la composicion del
citoesqueleto, la sintesis de colagena, en su capacidad proliferativa y de supervivencia, en
el contenido lipidico y la expresién de algunos marcadores de superficie, entre otros. Una
de las diferencias que caracteriza esta heterogeneidad de los fibroblastos, se basa en la
expresion del antigeno de timocitos 1 (Thy-1 por sus siglas en inglés), generando la
subpoblacion Thy-1 positiva y la Thy-1 negativa (34). Thy-1 o CD90 (cluster de
diferenciacién 90) es una proteina N-glicosilada que se encuentra en la membrana celular
anclada a través de glicofosfatidilinositol (GPI). Thy-1 fue originalmente descubierto como
un antigeno de células T en 1964 por Reif and Allen (35), aunque ahora se sabe que se
expresa en timocitos, pro-timocitos, neuronas, células musculares, endoteliales, células
troncales mesénquimales, células troncales hematopoyéticas, células Natural Killer,
células de melanoma, células dendriticas foliculares y subpoblaciones de fibroblastos y
miofibroblastos (36). También, se ha detectado a Thy-1 en forma soluble en suero, fluido
cerebro espinal, en el liquido sinovial en artritis reumatoide, y mas recientemente en la
orina (37-39).

Esta glicoproteina se encuentra conservada tanto en vertebrados como en
invertebrados. La proteina tiene un peso de 25 kDa con 161 aminoacidos y el gen que la
codifica esta localizado en el cromosoma 11g22.3 en humanos (40). Thy-1 es
considerado como un marcador de células troncales en gliomas, hematopoyéticas,
mesénquimales y hepéticas (41-42).

La funcion exacta de Thy-1 no se conoce con precision, aunque se ha especulado
gue interviene en la interaccion y adhesién célula-célula y célula-matriz y que esta
involucrada en procesos celulares como apoptosis, metastasis, inflamacién y fibrosis.
Recientemente se ha demostrado que en forma soluble podria ser utilizado como
biomarcador en diferentes patologias, ya que el Thy-1 encontrado en fluidos corporales
tiene la capacidad de liberarse reteniendo su porcién GPI, asociandose con vesiculas o
fragmentos membranales, lo que permite la generacion de anticuerpos. Por otra parte,
Thy-1 puede encontrarse en medios condicionados de fibroblastos pulmonares inducidos
con diferentes citocinas sugiriendo la separacion de Thy-1 de la membrana, como una
respuesta a estrés (38-39).
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En el caso de la fibrosis pulmonar , se considera que durante la formacion de los
focos de fibroblastos y el desarrollo del proceso fibrético per se, los fibroblastos adquieren
primero un fenotipo que les facilita la migracion, la proliferacion en el sitio de la lesion y su
transformacién a miofibroblastos, considerado estas caracteristicas, como el fenotipo
fibrotico que causa una exagerada produccion y depésito de componentes de la MEC
(43).

Particularmente, en el pulmén, se ha descrito, que la subpoblacién de fibroblastos
Thy-1 positiva en raton expresa dos veces mas colagena y fibronectina a nivel de RNA
mensajero y corroborado por la proteina, en comparacion con los fibroblastos Thy-1
negativos (44). Sin embargo, la ausencia de Thy-1 en los fibroblastos se ha asociado con
un fenotipo profibrético (45). Hagood y colaboradores, demostraron que el raton
modificado genéticamente deficiente de Thy-1 es viable y se desarrolla normalmente, v,
presenta una respuesta GABAnérgica inhibida. Sin embargo, estos ratones son mas
susceptibles que el raton silvestre al desarrollo de fibrosis pulmonar inducido por la
instilacion de bleomicina (46).

Por otra parte, los miofibroblastos que se localizan en los focos de fibroblastos en
los pulmones de pacientes con FPI son Thy-1 negativos a diferencia de la mayoria de los
fibroblastos que provienen de pulmones normales que son Thy-1 positivos (45-49).

En nuestro laboratorio demostramos recientemente que la ausencia de esta
glicoproteina en los fibroblastos pulmonares esta asociada con un fenotipo resistente a la
apoptosis, favorece la proliferacion y migracion de los fibroblastos y su diferenciacion a
miofibroblastos, ademas de expresar a la MMP-9 inducida por TGF-f3 a través de la via de
ERK. (50).

Interaccién epitelio/mesénquima.

En condiciones normales los alveolos estan delineados por una capa de neumacitos tipo |
y de neumocitos tipo I, localizados en las esquinas del alveolo. Mientras que la lamina
basal en los neumocitos tipo | es continua, los neumaocitos tipo Il pueden llegar a tener
comunicacion con los fibroblastos que se localizan en el espacio intersticial (51).

Uno de los cambios mas evidentes en el epitelio pulmonar en la FPI, es la hiperplasia de
los neumocitos tipo Il, y la transicion de neumocitos tipo Il a tipo I; asi como la ruptura de
la estructura del epitelio en distintas areas, visto microscopicamente. Los neumocitos tipo
Il aberrantemente activados, sintetizan una variedad de MMPs vy citocinas profibrosantes
(como el TGF-B1) capaces de activar la proliferacion y la diferenciaciéon de fibroblastos a
miofibroblastos, llevando a la formacion de los focos de fibroblastos. Se ha comprobado
por inmunohistoquimica y microscopia electronica que en estas zonas localizadas en el
espacio intersticial se ha perdido la membrana basal y por lo tanto el alineamiento del
epitelio alveolar (52).
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En el proceso de cicatrizacién normal en la piel, después de un dafo las células
epiteliales se movilizan para restablecer la capa cutanea y los fibroblastos se transforman
a miofibroblastos para restablecer la MEC; posteriormente desaparecen por muerte
celular programada. En la FPI, se ha propuesto, por el contario, que los
fibroblastos/miofibroblastos son resistentes a la muerte celular programada.

Otra de las principales interacciones que existen entre el epitelio y las células del
mesénquima se da durante la activacion de la cascada de coagulacion. Se ha demostrado
gue el ensamblaje del complejo del factor X-factor Vlla por las células epiteliales, permite
la activacion del factor X, el cual dirige un estimulo a los fibroblastos subyacentes a las
regiones de los focos. Adicionalmente, la trombina y el factor X inducen la diferenciacion
de fibroblastos pulmonares a miofibroblastos a través de la via del Receptor 1 activado
por proteasas (PAR1) (54).

En este contexto, la interaccion entre las células epiteliales y los fibroblastos es muy
importante tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas. En particular, en la FPI,
ésta interaccion favorece la alta produccion de componentes de la MEC vy la destruccion
de la arquitectura pulmonar. Sin embargo, el efecto de la presencia o ausencia de Thy-1
en la interaccién entre los fibroblastos/miofibroblastos y las células del epitelio alveolar no
ha sido estudiado, y se considera que los fibroblastos pulmonares de humano que no
expresan Thy-1 tienen un efecto profibrosante sobre las células del epitelio alveolar.

HIPOTESIS

Los fibroblastos pulmonares humanos que no expresan Thy-1 tienen un efecto
profibrosante sobre las células del epitelio alveolar.

OBJETIVOS
General

Analizar la expresion mudltiple de genes pro- y anti-fibrosantes en células epiteliales
alveolares Ab49 co-cultivadas con fibroblastos Thy-1 negativos y positivos, para
determinar posibles diferencias.

Especificos

1. Caracterizar una linea de fibroblastos Thy-1 negativa inmortalizada asi como una
linea nativa, y comparar ambas lineas, con los fibroblastos Thy-1 positivos.

2. Analizar por citometria de flujo los niveles de expresion de Thy-1 en fibroblastos de
pulmén humano.

3. Corroborar la expresion génica de algunos de los genes diferencialmente
expresados entre la linea nativa e inmortalizada, por PCR en tiempo real.
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4. Determinar la expresion de las proteinas seleccionadas por Western blot

5. Determinar si existe una correlacion entre la expresion de Thy-1 y de Colagena |
en fibroblastos humanos

6. Estandarizar el tiempo de co-cultivo de las células epiteliales y los fibroblastos Thy-
1 negativos y positivos.

ANTECEDENTES

La FPI es una enfermedad pulmonar relacionada con la edad pero de etiologia
desconocida, para la cual no existen terapias efectivas para su tratamiento y los
mecanismos patogénicos no estan bien esclarecidos. Los pacientes con esta enfermedad
mueren de 2 a 3 afios después del diagnostico (12-14). Una vez que se inicia el desarrollo
de fibrosis en el pulmén el proceso es irreversible. El trasplante de pulmén se ha sugerido
como una alternativa para tratar esta enfermedad, sin embargo, sélo el 44% de los
pacientes con trasplantes logran vivir al menos cinco afios después del mismo (14). En
este contexto, es necesario conocer cOmo actuan las células activas en la enfermedad asi
como los posibles mecanismos moleculares en los que estan involucrados; en particular,
el papel de Thy-1 en fibroblastos pulmonares y su relacion con la expresién de moléculas
caracteristicas de la fibrosis, incluyendo a las MMP’s; asi como la interaccion de estos
fibroblastos en co-cultivo con células epiteliales alveolares.

MATERIAL Y METODOS
POBLACION DE ESTUDIO

Las diferentes lineas de fibroblastos se obtuvieron de biopsias de pacientes con
neumonitis por hipersensibilidad en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER) y el proyecto fue aprobado por el comité de bioética con consentimiento escrito de
los pacientes. El diagndstico de fibrosis pulmonar se hizo con base en el consenso de la
Sociedad Americana de Térax y de la Sociedad Europea Respiratoria (ATS/ERS)
confirmada por biopsia pulmonar a cielo abierto (55).

Las células epiteliales alveolares humanas A549 se obtuvieron de la compafia
American Type Cell Culture (ATCC). Las células A549 son una linea celular hipotriploide
obtenida inicialmente de un tejido pulmonar carcinomatoso por el Dr. Giard en 1972.

OBTENCION DE FIBROBLASTOS

Los fibroblastos de pulmén se obtuvieron de una biopsia de pacientes con
neumonitis por hipersensibilidad se aislaron por tratamiento enzimético con Tripsina-
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EDTA (Tripsina EDTA [1x] 0.5g de tripsina porcina y 0.2g de EDTA, SIGMA) a 37°C por
20 minutos (55). Posteriormente los fibroblastos se sembraron en cajas Falcon (COSTAR
Cambridge MA) de 25cm® con medio HAM F-12K (Invitrogene,Carlsbad CA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (10% SFB, GIBCO, Grand Island, NY),
100ml de penicilina y 100mg/ml de estreptomicina (GIBCO, Grand Island, NY), a 37°C en
5% CO,/ 95% O, como se describi6é previamente .

Se sembraron 3x10° fibroblastos que se encontraban entre los pasajes 5-12 (con
excepcion de la linea inmortalizada) en cajas con pozos de 9.6 cm? de superficie
(COSTAR Cambridge MA), en medio F-12 Hank suplementado con 10% de SFB por 24
horas para su adherencia, se retir6 el medio y se hicieron dos lavados con medio sin
suero; se sincronizé su ciclo celular mediante el uso de medio sin suero fresco por 24
horas y se estimularon con TGF-B1 a una concentracion de 5 ng/ml o PMA (SIGMA) a
1x10M por 24 horas para extraccion de RNA. Adicionalmente se sembraron fibroblastos
en cajas de plastico de 25 cm? de superficie (COSTAR Cambridge MA), en medio F-12
Hank suplementado con 10% de SFB y cuando alcanzaron la confluencia, se mantuvieron
en medio sin suero fresco sincronizando su ciclo celular por 24 horas y estimulandose con
TGF-B (R & D Systems, MN USA) a la concentracion antes mencionada por 48 horas para
la obtencién de lisados celulares y la recoleccién del medio condicionado para zimografia
y tincioén con rojo Sirio (Biocolor).

CITOMETRIA DE FLUJO

Los fibroblastos se cultivaron a confluencia temprana (85-90%) y se realiz6 la tincién de
2.5 x 10° células con anti-CD90-APC o anti-CD90-PECy5 (BD Pharmingen). Después de
lavar con PBS 0.01%BSA a 500x g durante 10 minutos, los fibroblastos se resuspendieron
en 50ul de Buffer con BSA al 1%. Los fibroblastos se incubaron con los anticuerpos
monoclonales antes mencionados por 25 minutos en hielo y en la obscuridad. Se fijaron
en 300ul p-formaldehido al 1%, después de previos con 1ml PBS a 500x g por 10
minutos cada uno. Se adquirieron y analizaron 40000 eventos, en un citometro de flujo
FACS Aria (BD Pharmingen, Palo Alto CA), equipado con un laser de 488 nm. Se utilizé el
programa FACS Diva para el andlisis de datos.

CO-CULTIVO

Se realiz6 un co-cultivo indirecto a través de un sistema Transwell con una
membrana con poros de 0.4um (Corning, Nueva York). En el dia O, los insertos se
incubaron de 6 a 24h en medio HAM F-12K (Invitrogen,Carlsbad CA) suplementado con
10% de suero fetal bovino (10% SFB), 100ml de penicilina y 100mg/ml de estreptomicina
a 37°C. El primer dia se sembraron 2 x 10° células epiteliales (A549) en placas con pozos
de 9.6 cm? por separado se sembraron 3 x10° fibroblastos en la camara superior del
sistema y se incubaron durante 24h a 37°C en medio HAM F-12 suplementado con 10%
de SFB vy antibidticos. Se sincronizé cada grupo celular por separado en medio de cultivo
en ausencia de suero por 24h, a 37°C en 5% CO,/ 95% O, (dia 2). Finalmente se

20



establecio el sistema de co-cultivo con medio F-12 en ausencia de suero en el siguiente
orden: células epiteliales en la camara inferior y fibroblastos en la cAmara superior. Los
tiempos de co-cultivo fueron 6, 12, 24 y 48h para la extraccion de RNA Total y de 48h
para la obtencién de extractos proteicos para Western blot.

EXTRACCION DE RNA Y TRANSCRIPCION REVERSA

Se extrajo el RNA total de las células con el método de TRIzol Reagent (Invitrogen,
Carlsbad CA), siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. A cada
muestra se le adicion6 1ul de glucdégeno. EI RNA total, se tratdé con DNAsa I. Al volumen
equivalente a 1ug de RNA total se le adicioné H,O DEPC para tener un volumen final de
8 ul. A esa mezcla se le agregoé 1 yl de Buffer y 1 yl de DNAsa (Fermentas Life sciences)
y se incubd a 37°C por 30 minutos en un Termociclador (Gene Amp PCR system 2400,
Perkin Elmer). Se inactivd la enzima a altas temperaturas con ayuda de EDTA (1 pl) y se
incubd a 65°C por 10 minutos. ElI RNA total libre de DNA se transcribié de forma inversa
por medio de RT-PCR (High capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied
Biosystems, Foster City CA) bajo las siguientes condiciones:

Componente Volumen pl (1x)
Buffer RT 10x 2.0
dNTP mix 25x (100mM) 0.8
Random primers 10x 2.0
Transcriptasa Reversa 1.0
Inhibidor de RNasa 1.0
H,O DEPC 2.2

Adicionando 9 ul de la mezcla de RT a cada tubo (20 ul de volumen final), en el
termociclador bajo las siguientes condiciones:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min 00

El cDNA se llevd a un volumen final de 50ul y se guardé a -20°C hasta su uso en
PCR Tiempo Real.

PCR EN TIEMPO REAL

Para llevar a cabo las reacciones de PCR se adquirieron sondas fluorogénicas
especificas para la Colagena | (Col la1), Metaloproteasa de matriz 1 (MMP-1),
Metaloproteasa de matriz 7 (MMP-7), Metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9) y (PPARYy)
en (PE Applied Biosystems, Foster City,CA). Se utiliz6 como control enddgeno al gen
para el rRNA 18s para normalizar la expresion y comparar las diferencias en la cantidad
de RNA total en cada muestra. La sonda de rRNA 18s fué adquirida de Applied
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Biosystems. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (CFX96 Real Time
System, Bio-Rad) con las siguientes condiciones:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C 4°C
Tiempo 5 min 10 min 5 seg 1 min 00

Repitiendo del Paso 3 a Paso 4, durante 40 ciclos. Los resultados se expresaron como el
namero de copias de cada gene normalizado con el numero de copias del RNA ribosomal
18S con el método de Delta-delta ct .

Para el caso de Thy-1, se utilizaron cebadores especificos:

Cebador Secuencia

Thy-1 sentido CATCGCTCTCCTGCTAACAGTC

Thy-1 antisentido TGGTATTCTCATGGCGGCAGTC

HPRT1 sentido AAGGACCCCACGAAGTGTTG

HPRT1 antisentido GGCTTTGTATTTTGCTTTTCCA

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C 4°C
Tiempo 5 min 10 min 5 seg 1 min 00

Repitiendo del Paso 3 a Paso 4, durante 40 ciclos. Los resultados se expresaron como el
numero de copias de cada gene normalizado con el nimero de copias de HPRT1 con el
método de Delta-delta ct.

EXPRESION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Para determinar la presencia de las proteinas de las células epiteliales alveolares
cocultivadas con fibroblastos Thy-1 positivos y negativos, asi como para la
caracterizacion de la linea Thy-1 negativa inmortalizada, se utilizaron los extractos
proteicos 0 medios condicionados dependiendo de la proteina blanco. Para extraer las
proteinas de las células epiteliales se us6 el Buffer RIPA (150mM NacCl, 10 mM Tris, 0.1%
SDS, 1.0% Triton X-100, 1.0% deoxicolato, 5mM EDTA). Las proteinas extraidas se
cuantificaron por el método de Bradford y se separaron electroforéticamente 30ug en
geles de poliacrilamida-SDS al 10-15%. Las proteinas se transfirieron a membranas de
PVDF utilizando una camara humeda. Una vez transferidas las proteinas, las membranas
se bloquearon con una solucién de leche al 5% en PBS-T 0.1% (Tween 20) y se
incubaron con los anticuerpos de interés anti-aSMA (SIGMA, Dilucion 1:500) asi como el
control de carga utlizando un anticuerpo anti-B-Actina (1:1000). Posteriormente se
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hicieron 4 lavados con TBS-T 0.01% y se incubaron con un segundo anticuerpo
conjugado a peroxidasa (anti-conejo o anti-raton, segun el caso 1:10000; SIGMA) y se
uso el sistema de deteccion por quimiluminiscencia Immobilon Western (Millipore, Billerica
MA). Las imagenes fueron captadas en un sistema Molecular Imager Chemidoc XR+ con
el programa Quantity One v4.6.9 (BIO-RAD laboratorios, Hercules, CA).

DETECCION DE GELATINASAS POR ZIMOGRAFIA.

El medio condicionado obtenido de los fibroblastos en cultivo se dializd en
membranas para didlisis (Spectra MWCO 3,500) en agua destilada con presencia de
inhibidores de proteasas (EDTA 1M, NaN; 1%, PMSF 100mM y NEM 2M) y se dieron
lavados exhaustivos también con agua destilada. Los medios condicionados se liofilizaron
y resuspendieron para su cuantificacion con el método de Bradford. Se cargd el
equivalente a 2ug de proteina total de cada muestra y heparina en una concentracion final
de 0.3 mg/ml. La separacion electroforética se realiz6 en geles de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE) al 10% conteniendo 1mg/ml de gelatina. Después de la electroforesis (180-
200V por 45 minutos aproximadamente), los geles se incubaron dos veces en una
solucién de Triton X-100 al 2.5% por 15 minutos cada uno en agitacion moderada y un
ultimo lavado en agua destilada. Los geles se incubaron a 37°C toda la noche en glicina
100mM pH 8.0, con CaCl, 10mM y Zn CaCl, 50mM. Los geles se tifieron con azul de
Coomassie R-250 al 1% en isopropanol al 25% y acido acético. Se destifieron en una
solucion de acido acético al 10% y metanol al 40%. Las zonas de actividad se observaron
cdmo bandas claras contra un fondo azul y se utilizaron como controles positivos medios
condicionados de fibroblastos de pulmones normales (para MMP-2) y de células U20S
(para MMP-9).

CUANTIFICACION DE COLAGENA

Se cuantific6 Colagena | en medios condicionados obtenidos de fibroblastos
estimulados con TGF-B1 (5ng/ml) con un estuche comercial sensible para su deteccion
mediante colorimetria, siguiendo las instrucciones del fabricante (Biocolor). 50ul de medio
condicionado de fibroblastos con TGF-B por 48 h se agregd a 1ml de Rojo sirio y se
centrifugd a 1200rpm por 10 minutos. El pellet se lavé con 750ul de solucion salina de
fria, se centrifugé a 1200rpm por 10 minutos y se secO cuidadosamente el pellet. Se
resuspendio el pellet en 250l de solucién alcalina y se leyeron 200ul en un microplaca a
555nm. La cantidad de colagena se expresa en microgramos por microgramo de proteina
en base al blanco y una curva estandar de concentracion.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos obtenidos fueron analizados con ANOVA de una via (mas de dos

grupos) o con t de student (dos grupos) utilizando Prisma como programa de analisis. (*)
Se utilizé para significancias de p<0.05 y (***) para p<0.001.
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Todos los resultados provienen de triplicados de dos o tres experimentos
independientes; los datos fueron expresados como medias * su desviacion estandar.

RESULTADOS

En nuestro laboratorio se obtuvo una linea de fibroblastos derivada de un cultivo primario
gue no expresa Thy-1. Estos fibroblastos presentaron una mayor tasa de proliferaciéon y
migracion que la mayoria de los fibroblastos que son Thy-1 positivos (mas de 80% de
expresion) ademas de expresar in vitro a la MMP-9 (50).

Este cultivo primario fue obtenido de una biopsia tomada a una paciente con neumonitis
por hipersensibilidad de 54 afios de edad quién mostré6 un patron funcional restrictivo
moderado al momento del diagnéstico (capacidad vital forzada de 58%) con hipoxemia en
reposo (PaO, = 60mmHg, cuyos valores normales a la altitud de la Ciudad de México son
de 67 + 3 mmHg) que empeoraba con ejercicio (SPO, en reposo del 90% y al término de
caminar durante 6 minutos disminuia a 81%) y que a pesar del tratamiento con
Prednisona y Azatriopina (terapia inmunomoduladora comun en el tratamiento de
enfermedades fibrosantes inflamatorias) la paciente empeor6 y murié 5 afios después del
diagnéstico (50).

Para evitar perder la linea de fibroblastos Thy-1 negativos debido a un proceso de
senescencia replicativa, los fibroblastos fueron sometidos a un proceso de inmortalizacién
mediante la sobrexpresion de la telomerasa TERT (de Telomerase reverse
Transcriptase), siguiendo las instrucciones del fabricante (pLenti hnTERT, abm).

Como se muestra en la siguiente figura 1, los fibroblastos Thy-1 negativos inmortalizados
(A), tienen un tamafio menor que la linea de fibroblastos Thy-1 positiva (B) como se
habia reportado anteriormente (50); demostrando que el proceso de inmortalizacion no
afectd esta parte de su fenotipo.
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Figura 1. Comparaciéon morfologica de fibroblastos Thy-1 positivos y negativos. Los
fibroblastos Thy-1 negativos (A) son células mas pequefias y uniformes, comparadas con
los fibroblastos Thy-1 positivos que son células mas grandes y de extensién variada (B).

24



Expresion de Thy-1.

Para poder determinar el porcentaje de expresion de Thy-1 en las diferentes lineas de
fibroblastos pulmonares humanos, asi como en la linea inmortalizada se hizo la
caracterizacion mediante citometria de flujo (Fig 2).

Como ya se ha reportado en una alta proporcion de fibroblastos de cultivo primario la
expresion de Thy-1 varia entre 75%-95% a excepcion de la linea 201 que expresa menos
del 5% (de ahora en adelante linea Thy-1 negativa nativa), y como se muestra en la
Figura 2B, la linea inmortalizada se comporta de forma semejante a la nativa.
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Figura 2. Expresién de Thy-1 en fibroblastos pulmonares humanos (porcentaje). Graficas de
expresion de Thy-1 en cuatro lineas de fibroblastos pulmonares humanos, (B) Analisis
gréfico de la expresion de Thy-1 en cuatro lineas de fibroblastos pulmonares humanos,
incluyendo la linea inmortalizada. (C) Corroboracién de la expresion de Thy-1 mediante PCR
en tiempo real.

Efecto de TGF-B en la expresion de colagena |.

25



Se ha demostrado que el TGF-B1, conocido como la principal molécula profibrosante,
altamente implicada en la patogénesis de la fibrosis pulmonar, induce la expresion de
colagena | en fibroblastos.

Por esta razén, se evalud el efecto de TGF-B1 en la expresion de colagena 1a1 en
cultivos de fibroblastos primarios Thy-1 positivos y negativos (linea nativa e inmortalizada)
mediante PCR en tiempo real y utilizando una técnica colorimétrica. Como se muestra en
la figura 3A'y C los fibroblastos Thy-1 positivos expresan significativamente mas colagena
gue los Thy-1 negativos, sin haber diferencia significativa entre la linea nativa e
inmortalizada. Para determinar si esa diferencia era independiente de la mayor tasa de
proliferacion de la linea Thy-1 asi como del tiempo 6ptimo de deteccion de la enzima, se
midi6 la expresion del mensajero de colagena 1a1 por medio de un curso temporal de
expresion (en 6, 12, 24 y 48 horas), sin embargo, tanto para los fibroblastos Thy-1
negativos como para los positivos se observé el mayor tiempo de expresion a las 24 horas
después del estimulo (Figura 3B). Finalmente, observamos una tendencia de correlacién
positiva entre la expresion de Thy-1 y colagena 1a1 (Figura 3 D y E).

[-]
=]

COLAGENA Colagena

*

- " 0 Pyt () B3 T = Ty-1 (4

! 0 Tu-1ie) M5 £ 20000 - T‘-J'-1 Py

I.'I ﬁ B Ty 20 = 2000 I LS
[ - Py-1 )20 =
= [ea ]

1

B8

oo
B2

2°.DdtaCT(Col!185)
L

i
24-DelaCTCOl

Contol
TGFBed
Contol
TOF-Beh
Contol
TGFBed
Contol
TGFBed
LSRN N
E .

S A S a0 e a0
SRR A L

n

B

.
o

ug Colagena’ Prateina
9 =]
& a

el
2

EE EE EG EE
=9 =9 =84 3§
8p 8p 85 S5
Thy-1+ Thy-1 -

26



EI Colagenal/Expresion Thy-1 lzl

B ColagenalE xpresion Thy 1
E 0.0020 m 020
5 5
& g
o 00015 3 045
o o
E o
= 0.0010 g 0404
=] o
3 =
S 0.00054 = 0.054
5 5
@ 0.0000 E 000 ; : . . )
e 0 20 40 N 60 80 100 0 20 40 60 80 100
w % Expresion Thy-1 % Expresion Thy-1
Thy-1(-) Thy-1 (#) Thy-1 {-) Thy-1 (%)

Figura 3. Expresion de colagena 1a1 en fibroblastos pulmonares humanos. (A) Analisis
representativo de la expresion de coldgena 1 en dos lineas celulares pulmonares humanas
derivadas de biopsias de pacientes obtenidas en nuestro laboratorio (B) Curso temporal de
la expresion de colagena en fibroblastos Thy-1 positivos y negativos. (C) Producciéon de
colagena por fibroblastos Thy-1 (+) y (-). (D y E) Analisis de correlacién positiva entre la
expresion de Thy-1 y colagena a nivel de RNA mensajero (D) y de proteina (E). Todos los
datos estan representados como medias = la desviacion estandar de triplicados, (*) p<0.05.

Correlacion entre la expresién de Thy-1 colagena 1a1 en fibroblastos pulmonares
de ratones modificados genéticamente deficientes de MMP-19 y silvestres.

Estudios recientes han demostrado que los fibroblastos derivados de ratones deficientes
de MMP19 expresan mas colagena 1al* en comparacién con ratones silvestres (WT).
Basados en estos hallazgos, decidimos evaluar si existia una correlacién positiva entre la
expresion de colagena de estos fibroblastos MMP19 KO y la expresién de Thy-1 mediante
citometria de flujo. En el ratén, de forma similar al humano, los fibroblastos derivados de
ratones deficientes de MMP19, que expresan mas colagena 1al respecto a ratones WT,
también tiene mayor expresion de Thy-1.
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Figura 4. Expresién de Thy-1 en fibroblastos de pulmén derivados de ratones silvestres (WT)
y de ratones deficientes de la MMP-19 (KO). Los datos estan representados como medias
*la desviacion estandar de triplicados, (***) p=0.0001.

*Datos obtenidos del trabajo de Luis Antonio Placido titulado “Evaluacién del PPARYy en la
fibrosis pulmonar”

Expresién y actividad de gelatinasas A (MMP-2) y B (MMP-9) por zimografia.

Como se ha reportado, solo los fibroblastos Thy-1 negativos expresan in vitro a la MMP-9
(gelatinasa B) después de un estimulo profibrosante. Entre la linea inmortalizada y la
nativa por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en la expresion de MMP -
9 (Figura5 Ay C). En relacion a la gelatinasa A (MMP-2) se observé que los fibroblastos
Thy-1 negativos expresan significativamente mas MMP-2 que los Thy-1 positivos,
comportandose de forma semejante los inmortalizados y los nativos (Figura 5 B).
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Figura 5. Analisis de la expresion de MMP-2 y MMP-9 inducidas por TGF- en fibroblastos
pulmonares Thy-1 positivos y negativos. (A,B) Expresion del RNA mensajero de la
gelatinasas B y A, respectivamente. C, Zimograma que muestra laactividad de la gelatinasa
B en fibroblastos pulmonares, (*)p<0.05.

Expresién de MMP-1 y MMP-7

Pardo y colaboradores en 1992, reportaron que la expresion de la colagenasa 1 o MMP-1
es heterogénea e independiente en fibroblastos pulmonares fibréticos o normales; sin
embargo, su respuesta al supresor de tumores Acetato de forbol miristato (PMA) es
positiva en ambos grupos, siendo significativamente mayor en los fibroblastos fibréticos.
Para evaluar si habia diferencias en el nivel de MMP1 después del estimulo con PMA o
TGF-B1 entre los fibroblastos Thy-1 + y Thy-1 -, se cuantificd su expresion por PCR en
tiempo real en ambos grupos.

Sorpresivamente, ni los fibroblastos Thy-1 negativos inmortalizados, ni los nativos
expresan MMP-1 independientemente del estimulo utilizado (figura 7 A y B). Por otra
parte, todos los fibroblastos Thy-1 positivos presentan una expresion basal que es
significativamente aumentada con PMA, Figura 7 A.

29



3

MMP-1 E —

©w
< 2000
E » 3 Thy-1 (+) 170 200
Thy-1 (+) 287 _ s
S 1500 il 3 10 =18 NG
= [ Thy-1{-)nat\a - @ Ty-1 ) rondzacs
o B Thy-1{-)inmo £ @ TV Nete
= 1000 o100
= . -
5 s
z S0 50 I_I
] L2z
@
a L R —
;:\‘ 0 ™ — —T T E ] E - E -
s =< = = - - -
E = E = E = E = S & Boar  Bog
o o o o © 0 © 0 © o0
8 8 8 8 - I~ -

Figura 6. Expresiéon de MMP-1 en fibroblastos Thy-1 negativos y positivos inducidos con
PMA o TGF-B. (A) Expresion de MMP-1 en fibroblastos Thy-1 positivos y negativos
estimulados con PMA; (B) Expresion de MMP-1 en fibroblastos Thy-1 positivos y negativos
estimulados con TGF-B. Los datos representan medias * su desviacion estandar, p<0.05.

Otra de las MMPs mas significativamente expresadas en FPl es la MMP-7. Los
fibroblastos Thy-1 positivos expresan MMP-7 y responden significativamente a TGF-$ a
diferencia de los negativos que no la expresan, sin encontrarse diferencias entre los
fibroblastos inmortalizados o nativos (Figura 7).
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Figura 7. Expresion de MMP-7 mediada por TGF-B1 en fibroblastos Thy-1 positivos y
negativos. Los datos representan medias * su desviacion estandar, p<0.001.

Expresion de a-actina de musculo liso.
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La actina es una proteina altamente conservada en eucariontes; forma parte de los
filamentos del citoesqueleto y participa en la regulacién y movimiento de las células. Se
ha propuesto que la expresién de a-actina de musculo liso (a-SMA de sus siglas en
inglés), aumenta la contraccion en fibroblastos, ademas de ser un marcador de
miofibroblastos, células mesenquimales que producen una gran cantidad de componentes
de la MEC. Se ha reportado que los fibroblastos de pulmones fibréticos provenientes de
ratones modificados genéticamente deficientes de Thy-1 tratados con bleomicina,
expresan in vitro, significativamente mas a-SMA tras un estimulo proinflamatorio (como
TNF-a), comparados con los fibroblastos pulmonares de los ratones silvestres. Como se
muestra en la figura 9; los fibroblastos pulmonares de humanos Thy-1 negativos y
positivos tienen la misma expresion basal de esta proteina, pero la presencia de Thy-1 en
los fibroblastos favorece su respuesta a un estimulo profibrosante, como es el TGF-B1.
Por otra parte, en la expresion de a-SMA es diferente entre la linea nativa y la
inmortalizada (Figura 8).
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Figura 8. Analisis de la producciéon de a-actina de musculo liso en fibroblastos Thy-1
positivos y negativos. (A) Inmunoblot de a-SMA en fibroblastos Thy-1 positivos y negativos

(B) Resultados de expresion de a-SMA por densitometria en fibroblastos Thy-1 positivos y
negativos. Para normalizar los datos, se utilizo la expresién constitutiva de B-actina.

Expresion del receptor nuclear PPARYy.

Recientemente se ha propuesto que la expresion de Thy-1 esta relacionada y favorece la
diferenciaciéon de fibroblastos a lipofibroblastos a través de PPARy, y que en los
fibroblastos pulmonares del raton modificado genéticamente deficiente de Thy-1, el nivel
de PPARYy es significativamente menor en comparacién con los fibroblastos del raton
silvestre, tanto a nivel de RNA mensajero como de proteina (56).

Para determinar cdmo se encontraban los niveles de expresion de este receptor nuclear
en los fibroblastos pulmonares humanos Thy-1 positivos y negativos, se midid su
expresion por PCR en tiempo real. Como se muestra en la figura 9, la expresion de
PPARy estd ausente en los fibroblastos Thy-1 negativos; en los fibroblastos Thy-1
positivos, por otra parte, hay una expresion basal y de acuerdo a lo reportado en la
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literatura,

bajo el estimulo de TGF-Bp1,

la expresion del receptor nuclear es

significativamente menor.
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Figura 9. Expresiéon de PPARy en fibroblastos Thy-1 positivos y negativos derivados de
pulmén humano. Ausencia de la expresion de RNA mensajero de PPARy1 en las dos lineas
de fibroblastos Thy-1 negativos, nativa e inmortalizada. Los datos representan medias + su
desviacion estandar, p<0.05.

Cocultivo de células epiteliales alveolares A549 con fibroblastos Thy-1 negativos o

positivos.

Por medio de PCR en tiempo real, se midié la expresién de distintas MMPs en células
epiteliales alveolares A549 después de haber sido co-cultivadas por 12, 24 o 48 horas con
fibroblastos Thy-1 positivos, con fibroblastos Thy-1 negativos o sin fibroblastos,
generando curvas de expresion tiempo-respuesta de la MMP-1, MMP-2 y MMP-7.
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Figura 10. Analisis de la expresion de MMP-1, MMP-2 y MMP-7 en células epiteliales
alveolares después de 12, 24 y 48 horas de co-cultivo con fibroblastos Thy-1 positivos o
negativos, y sin fibroblastos.

DISCUSION

En nuestro laboratorio se obtuvo a partir de un cultivo primario una linea de fibroblastos
pulmonares que no expresan la glicoproteina Thy-1 (50). Esta fuertemente documentado,
que las lineas celulares derivadas de cultivos primarios tienen un numero finito y pre-
determinado de divisiones celulares en cultivo; después de las cuales (el nimero depende
de la especie, tipo celular o de las condiciones de cultivo) las células entran a un estado
donde no se replican mas (estado de senescencia replicativa). Una vez en este estado,
las células sufren una serie de cambios morfolégicos asociados al tamafo celular y al
desarrollo de multiples nudcleos; incluyendo cambios en la expresién génica y en su
actividad metabdlica y, la activacién de supresores de tumores como p53 (57). Esta linea
de fibroblastos Thy-1 negativos fue sometida a un proceso de inmortalizacion para evitar
su pérdida por el proceso de senescencia replicativa. En este contexto, no sélo se busco
extender el tiempo de replicacion de la linea por medio de la sobreexpresion de la
proteina de la transcriptasa reversa de la telomerasa (TERT por sus siglas en inglés), sino
mantener las mismas caracteristicas fenotipicas y funcionales de la linea nativa de la cual
proceden.

Como se mostré en la caracterizacion, la inmortalizacion de la linea de fibroblastos
pulmonares humanos Thy-1 negativo no modific6 las caracteristicas fenotipicas
reportadas anteriormente (50), tal y como se muestra con la ausencia de expresion de
Thy-1 medida por citometria de flujo y por PCR en tiempo real asi como la expresion de
MMP-9 inducida con TGF-B1 tanto a nivel del mensajero como de la proteina, siendo
semejantes a la linea nativa.

Se ha descrito que la expresion de colagenas fibrilares | y Il es una caracteristica de los
fibroblastos. Sorpresivamente se observod, que los fibroblastos Thy-1 positivos que se
utilizaron, expresan significativamente mas colagena tipo | a nivel de RNA mensajero y de
proteina, que la subpoblacibn negativa, independientemente del proceso de
inmortalizacion, y aunque a nivel de proteina la expresién basal es distinta, su respuesta
a TGF-Bl es similar, observandose una tendencia de correlacién positiva entre la
expresion de Thy-1 y colagena tipo | (tanto del mensajero como de la proteina) como se
mostro en la figura 3 en los resultados.

Anteriormente, se habia reportado que fibroblastos pulmonares de raton Thy-1 positivos
expresan dos veces mas coladgena y fibronectina que la subpoblacion negativa. Por otra
parte, en nuestro laboratorio se vio, que los fibroblastos de ratones KO de la MMP-19
tienen una mayor expresion de coldgena tanto del RNA mensajero como de la proteina*,
comparada con la del raton silvestre, y por citometria de flujo se comprobé que estos
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fibroblastos también tienen una mayor expresion de Thy-1. De acuerdo a ello, se pudo
sugerir que la expresion de coladgena tipo |y Thy-1 esta correlacionada tanto en humanos
como en el ratdbn. Se sabe que las cascadas de sefializacion JNK-AP-1 y ERK-NFkf
modulan la expresion de colagena tipo | y de MMP-1 en fibroblastos del ligamento
periodontal cuando son sometidos a tension mecéanica, lo que podria sugerir que alguna
de estas vias también podria ser la que module la expresion de ambos genes, MMP-1 y
Col1a1 en los fibroblastos pulmonares (58).

En general, se considera que los genes de las MMPs son inducibles, en base a distintos
experimentos que demuestran un aumento significativo de su expresién cuando los
grupos celulares que las expresan son expuestos a un estimulo externo. Se ha reportado
gue no todas las lineas de fibroblastos de pulmon fibrético o normal expresan MMP-1 en
condiciones basales, pero ambos responden de forma positiva al PMA (59).
Sorpresivamente, en este trabajo, se observd que ambas lineas Thy-1 negativas (nativa e
inmortalizada) no expresan MMP-1 ni en condiciones normales, ni con el estimulo de
PMA o TGF-B1, a diferencia de los fibroblastos Thy-1 positivos, que independientemente
de la heterogeneidad en su expresion basal, responden de forma positiva al PMA, que
induce la sintesis de pro-colagenasa |; concordando con lo reportado en la literatura (59).
Una posible explicacién es la que resuelve la paradoja sobre la expresion de la MMP-1 en
enfermedades fibrosantes como la FPI, donde la principal caracteristica es la exagerada
acumulacion de MEC, a diferencia de las enfermedades reumaticas donde existe una
exagerada degradacion de la MEC vy distintas MMPs (entre ellas la MMP-1) estan
sobrexpresadas. La explicacion propuesta, es que la expresion de esta enzima se limita a
las células epiteliales, mientras que en los focos de fibroblastos, donde se sabe que la
subpoblacion es Thy-1 negativa, la colagenasa | estd ausente. Interesantemente, la linea
Thy-1 negativa tiene una mutacion en el cromosoma 11 (que impide la expresién del gen
de Thy-1), cromosoma donde el gen de la MMP-1 se localiza (especificamente en
11g22.3). Sin embargo, no se ha estudiado si existe una asociacion entre la mutacion de
Thy-1, con alteraciones en el gen de MMP1.

Ademas, también se midié la expresion de la MMP-7 que junto con la MMP-1 se ha
sugerido como un biomarcador en FPI (27-28) y que se localiza en el mismo locus
(11g22.3); obteniendo el mismo resultado; las lineas Thy-1 positivas tienen una expresion
basal que es significativamente mayor tras un estimulo pro-fiborosante comparadas con
las lineas Thy-1 negativas, destacando una vez mas, que la linea inmortalizada se
comporta de forma semejante a la nativa.

Anteriormente en este trabajo se menciond que el proceso de inmortalizaciéon no modifico
la caracteristica de la linea nativa de expresar MMP-9 tanto a nivel de mensajero como de
proteina. Aunado a estos datos, se observé que ambas lineas Thy-1 negativas, expresan
significativamente méas MMP-2. Esta otra gelatinasa esta también aumentada
significativamente tanto en condiciones basales como después de la estimulacion con
TGF-B1, comparadas con las lineas de fibroblastos Thy-1 positivas. Se ha descrito que
estas gelatinasas ademas de degradar componentes de la ldmina basal, sitio donde se
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anclan las células epiteliales; también podrian estar involucradas en la TEM, proceso muy
relevante en FPI al fomentar el aumento de la poblacién de fibroblastos en esta patologia
(25).

Se sabe que el PPARYy es un receptor nuclear que participa en la homeostasis de insulina
y de acidos grasos, y que ademas disminuye los efectos fibroticos en el pulmén del raton
ocasionados con el modelo de bleomicina. Aunque aun se desconoce el papel dentro de
la FPI, se ha propuesto que el PPARYy tiene un efecto antagénico al del TGF-B1 en
fibrosis, ya que en fibroblastos de piel derivados de biopsias de pacientes con
escleroderma, agonistas del PPARYy disminuyen la expresion de colagena | y fibronectina
(59). También, se sabe que la presencia de Thy-1 favorece la diferenciacion a
lipofibroblastos a través de PPARYy, y que la expresion de este receptor nuclear esta
disminuida en fibroblastos de raton pulmonares carentes de Thy-1 (56,61-62). En este
contexto, en fibroblastos pulmonares derivados de humano, se vio que la subpoblacién
negativa (tanto nativa como inmortalizada) no expresa el mensajero de PPARYy, mientras
gue en la positiva, la expresion es constitutiva pero heterogénea dependiendo de la linea
y responden de forma negativa al TGF-B1.

Como parte de la caracterizacion de las lineas Thy-1 negativas nativa e inmortalizada y al
compararlas con los fibroblastos positivos, se midio la expresion de a-SMA, proteina de
citoesqueleto y marcador celular de miofibroblastos. En este experimento, la expresion a-
SMA entre la linea nativa e inmortalizada es diferente, destacando que al ser un Unico
experimento, no se puede realizar un analisis estadistico de la expresion de esta proteina
presente en cada grupo celular estudiado.

Para establecer el tiempo 6ptimo en el que deben estar las células epiteliales en co-cultivo
con los fibroblastos Thy-1 positivos y negativos, y poder observar la expresién de
moléculas pro- o anti-fibrosantes por las células epiteliales en un analisis multiple de
genes en una placa de Affimetrix, se realiz6 un andlisis curso temporal de co-cultivo. En
las primeras 12 horas, hay un aumento significativo en la expresion de MMP-1 y MMP-2
en las células epiteliales co-cultivadas con los fibroblastos Thy-1 negativos, en
comparacion con aquellas cultivadas con los fibroblastos Thy-1 positivos, o cultivadas sin
fibroblastos.

Transcurridas las 24 horas, la expresion de MMP-7, MMP-1 y MMP-2 en los tres grupos
(células epiteliales co- cultivadas con fibroblastos Thy-1 positivos, con fibroblastos Thy-1
negativos o sin fibroblastos, como condicion control del experimento) va disminuyendo,
siendo similares a las 48 horas, sugiriendo de forma preliminar con los datos obtenidos
gue la expresion de esta proteasa por las células epiteliales estad favorecida por la
presencia de fibroblastos Thy-1 negativos in vitro. Ademas, se considerd a las 12 horas de
co-cultivo como el tiempo Optimo para realizar el andlisis de expresion global por
microarreglos, y completar uno de los objetivos de este trabajo.

Ademas de secretar proteinas de la matriz con un efecto fibrosante, los fibroblastos
activados tienen un papel importante en el reclutamiento de més fibroblastos a través de
la secrecion de factores profibrosantes especificos en respuesta a la activacion mediada
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por TGF-B. Adicionalmente, los fibroblastos Thy-1 negativos, a diferencia de los
fibroblastos Thy-1 positivos; tienen la capacidad de activar la forma latente de TGF- en
respuesta a estimulos profibrosantes (45). Recientemente, se ha sugerido que la
activacion de las células epiteliales del pulmén durante la fibrogénesis es una hipotesis
atractiva, basada en la suseptibilidad del epitelio pulmonar a dafios ambientales asi como,
los estudios que sugieren que un aumento en el nimero de células epiteliales como la
pérdida de la integridad del epitelio alveolar, son fenotipos que prevalecen en la FPI.
Aunado a esto, estudios confirman que en las primeras etapas en el desarrollo de fibrosis,
las células epiteliales expresan proteinas mesénquimales, incluyendo la colagena tipo |
(62). En este contexto, la activacion de TGF-B, podria ser la via por la cual los fibroblastos
Thy-1 negativos activen a las células epiteliales en el desarrollo de fibrosis.

CONCLUSION

El proceso de inmortalizacién no afecto las caracteristicas de la linea de fibroblastos Thy-
1 comparada con la linea nativa, lo cual se comprobd analizando la expresion de distintas
moléculas:

Fibroblastos Thy- | Fibroblastos Thy-1 — | Fibroblastos Thy-1 —
1+ Nativos Inmortalizados
Estimulo | Molécula Basal | Estimulo | Basal Estimulo Basal Estimulo
analizada*
Sin Thy-1 ++++ | - - - -
TGF-B MMP-9 + + +++ ++++ +++ ++++
TGF-B MMP-2 ++ ++ +++ ++++ +++ ++++
TGF-B Colagena |l | ++ ++++ + ++ + ++
TGF-B /| MMP-1 ++ ++++ - - - -
PMA
TGF-B MMP-7 ++ ++++ - - - -
TGF-B8 | PPARyY |+t - - - -
TGF-B a-SMA ++ ++++ + +++ + ++

Tabla 1. Comparacién de ambas lineas de fibroblastos Thy-1 negativos nativos e inmortalizados y de fibroblastos
Thy-1 positivos.*Donde (-) sin expresion, y (+) baja expresién hasta (++++) expresién muy alta.

En conclusién, existe una posible correlacion positiva entre la expresiéon de Thy-1 y de
coladgena tipo | en fibroblastos pulmonares de humano y de ratén. La expresion de las
gelatinasas podria estar al menos parcialmente regulada por la expresion de Thy-1, a
diferencia de la MMP-1 y MMP-7 que estan significativamente mas expresadas en los
fibroblastos Thy-1 positivos, concordando con la literatura, que reporta la ausencia de
estas metaloproteasas en los focos de fibroblastos en el pulmén fibrotico de pacientes con
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FPI, ademas la ausencia de PPARy corrobora la diferenciacion de los fibroblastos Thy-1
negativos a miofibroblastos.

Asi como, la ausencia de Thy-1 en los fibroblastos humanos de pulmén favorece en las
células epiteliales a partir de las 12 horas de co-cultivo la expresion de MMP’s
sobrexpresadas en el analisis inmunohistoquimico, asi como en la firma transcripcional de
pulmones de pacientes con FPI comparado con pulmones control, incluyendo a la MMP-7,
MMP-1 y MMP-2.

En este contexto, estos resultados muestran que la ausencia de la expresion de Thy-1 en
los fibroblastos pulmonares favorece el desarrollo de un fenotipo pro-fibrosante.
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APENDICE | : ABREVIATURAS UTILIZADAS

°C Grados centigrados

pl Microlitro

aa amino acido

Abs Absorbancia

APC Aloficocianina (por sus siglas en inglés)

AR Artritis Reumatoide

CD Cluster de diferenciacion

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario
DEPC Dietil-pirocarbonato

DNA Acido Desoxirribonucleico (por sus siglas en inglés)
dNTP Desoxirrobonucleotidos Trifosfato (por sus siglas en inglés)
EDTA Acido Etilendiaminotetraacético (por sus siglas en inglés)

FACS Sorteo ce células activadas por fluorescencia (por sus siglas en inglés)
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FPI Fibrosis Pulmonar Idiopatica
IDL Enfermedades Pulmonares Intersticiales (por sus siglas en inglés)
IgA Inmunoglobulina A

IL-17 Interleucina 17
INER Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

MEC Matriz Extracelular

MgCl, Cloruro de Magnesio
ml Mililitro
mM Milimolar

MMPs Metaloproteasas de la Matriz (por sus siglas en inglés)

mRNA Mensajero del Acido Ribonucleico

NaN; Azida de sodio
NEM N-Etilmaleimida

ng Nanogramos

nm Nanometros

PBS Buffer de Fosfatos (por sus siglas en inglés)

PBS-T Buffer de Fosfatos con Tween 20 (por sus siglas en inglés)

PCR Reacciones en cadena de la Polimerasa (por sus siglas en inglés)

PDGF Factor de crecimiento Derivado de Plaguetas (por sus siglas en inglés)

PMA Forbol 12-Miristato 13-Acetato (por sus siglas en inglés)

PMSF Fluoruro Fenilmetilsulfonil (por sus siglas en inglés)

PPARy Receptor y activado por el proliferador de peroxisomas (por sus siglas en inglés)

RNA Acido Ribonucleico

rpm Revoluciones por Minuto
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RT-PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa Reversa

SFB Suero Fetal Bovino

TEM Transicion Epitelio-Mesénquima

TGF-B Factor de Crecimiento Transformante 3

TNFa Factor de Necrosis Tumoral a (por sus siglas en inglés)

a-SMA a-actina de musculo liso (por sus siglas en inglés)
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