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INTRODUCCION
1 FPI

1.1 GENERALIDADES

La Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) es la enfermedad mas comdn de las
llamadas neumonias intersticiales idiopaticas (NII) (Tabla 1). Se caracteriza por
ser cronica, progresiva y en la mayoria de los casos, letal [1]. Se trata de un
padecimiento de causa desconocida cuyo patron de progresion es heterogéneo,
ya que mientras algunos pacientes permanecen estables durante periodos
prolongados de tiempo [2], otros sufren exacerbaciones agudas [1]. Esta limitada a
los pulmones y la media de supervivencia posterior al diagndstico es de 3 a 5
afos. Se ha sugerido la existencia de una conexién entre el envejecimiento y la
aparicién de la FPI, dado que esta enfermedad se presenta principalmente en
personas mayores de 50 afios, siendo una posible causa, el envejecimiento

acelerado del tejido pulmonar [2].



Tabla 1. Clasificacion de las neumonias intersticiales idiopaticas.

NEUMONIAS INTERSTICIALES IDIOPATICAS MAYORES

Fibrosis pulmonar idiopatica

Neumonia intersticial idiopatica inespecifica
Enfermedad respiratoria bronquiolar-intersticial
Neumonia intersticial descamativa

Neumonia organizada criptogenética
Neumonia aguda intersticial

NEUMONIAS INTERSTICIALES IDIOPATICAS RARAS

Neumonia linfoide intersticial idiopatica
Fibroelastosis pleuroparenquimal idiopatica
Neumonias intersticiales idiopaticas no clasificables*

*Entre las causas que impiden la clasificacidn de las neumonias intersticiales idiopdticas se incluyen: 1) datos
clinicos, radioldgicos, y patolégicos inadecuados o 2) desacuerdo entre los hallazgos clinicos, radioldgicos, y
patoldgicos por lo siguiente: a) terapia previa que provoca alteraciones mayores en los tejidos; b) nueva
variedad no reconocida por la clasificacion de las sociedades (American Thoracic Society/European
Respiratory Society); y c) los resultados patoldgicos y radiolégicos pueden ser los caracteristicos de un
paciente con neumonia idiopdtica intersticial.

Clasificacion segun las sociedades AMERICAN THORACIC SOCIETY/EUROPEAN RESPIRATORY SOCIETY
(ATS/ERS) [1].

En la actualidad la FPI es virtualmente una enfermedad desconocida, debido
a que inicialmente se tiene un periodo asintomatico, qué puede extenderse
durante varios afos, las personas que la padecen Unicamente acuden con el
meédico al percatarse de sintomas como: Falta de aire cronico y progresivo,
durante o después de la actividad fisica, tos seca espasmoddica y fatiga.
Lamentablemente debido a su poca incidencia y prevalencia (Tabla 2), en muchos
casos incluso los especialistas desconocen su existencia, ademas de que para
realizar un diagnéstico adecuado se requiere de un grupo de especialistas que
incluye neumdlogos, patdlogos y radidlogos. Desafortunadamente, existen pocos
datos de prevalencia e incidencia mundiales, especificamente en el caso de
México se tienen reportados aproximadamente 1344 casos de FPI anuales, segin
datos obtenidos mediante una encuesta realizada a neumologos en el pais [3]. Sin

argo, un estudio en EUA mostr6 que los indices de mortalidad por FPI han
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aumentado en los ultimos afios. Esto puede ser debido a que existe un aumento
en la concientizacion sobre esta enfermedad o debido a que actualmente hay un
mayor nimero de personas ancianas. Independientemente de cudl sea la causa
del aumento en la mortalidad, el principal problema radica en el hecho de que no
existen tratamientos efectivos y sélo la pirfenidona ha probado tener beneficios
parciales para pacientes con esta enfermedad [4], aunado al hecho de que el

trasplante de pulmon no es una opcién disponible para la mayoria de los casos.

Tabla 2.Incidencia y prevalencia de FPI por region.

REGION Afos de Prevalencia Incidencia (por cada
estudio (por 100,000/afio)
cadal00,000)
ESTADOS
UNIDOS
Nuevo México  1988-1990 13.2-20.2 7.4-10.7
(Condado de
Bernalillo)
20 estados 2000 14.0-42.7 6.8-16.3
Minnesota 1997-2005 27.9-63.0 8.8-17.4
(Condado de
Olmsted)
EUROPA
Republica 1981-1990 6.5-12.1 0.74-1.28
Checa
Noruega 1984-1998 234 4.3
Finlandia 1997-1998 16-18 -
Grecia 2004 3.4 0.9
Reino unido 1991-2003 - 4.6
Reino Unido 2000-2009 - 7.4
Turquia 2007-2009 - 4.9
ASIA
Taiwan 1997-2007 0.7-6.4 0.6-1.4
Japon 2005 2.9 -

| Tabla traducida y modificada de epidemiology of idiopathic pulmonary fibrosis [5]




2. PULMON

2.1 (;QUE ES?

El pulmén es el 6rgano encargado de la respiracion, la cual se divide en 2
grandes procesos; respiracion externa y respiracion interna. La primera consiste
en la ventilacion o ingreso de aire a los pulmones vy el intercambio gaseoso entre
el aire ambiental y la sangre. La respiracion interna consiste en el intercambio de
oxigeno entre los tejidos y su utilizacion. Una caracteristica fundamental de los
pulmones, es su distensibilidad, es decir, la capacidad que tiene el pulmén para
expandirse [6]. Esta propiedad puede ser afectada si el espacio aéreo pulmonar es
invadido por proteinas o tejido conjuntivo que modifiquen la capacidad expansiva

del tejido. Tal es el caso de Neumonitis por hipersensibilidad o por radiacion [6].

2.2 RESPIRACION ¢ COMO FUNCIONA?

El intercambio gaseoso se lleva a cabo en los alveolos pulmonares, es aqui
donde se provee al organismo de la oxigenacion necesaria para poder realizar sus
funciones; gracias a la estructura pulmonar y la disposicion de los capilares
alveolares, el oxigeno atmosférico puede difundir a través de la pared alveolar
hacia el torrente sanguineo (Fig. 1), permitiendo que exista un intercambio por
gradientes de concentracion entre el CO2 abundante en la sangre y el Oz
atmosférico. El alveolo consiste en una capa de epitelio y matriz extracelular
rodeada de capilares sanguineos. Dentro del alveolo encontramos colagenas y

otras fibras elasticas que ayudan a la expansiéon del alveolo al momento de la



respiracion, y lo ayudan a regresar a su forma original al momento de expulsar aire

[6].

Matriz

extracelular Meumocito tipo |

celulas
epiteliales

Fibroblasto

Figura 1. Organizacion y estructura pulmonar.

El aire inspirado viaja a través del sistema pulmonar hasta llegar a las unidades
funcionales del pulmén, los alveolos, que se encuentran rodeados por una red
de capilares vasculares interconectados donde se lleva a cabo el intercambio
gaseoso. [Imagen de Sistema respiratorio] recuperada y modificada de:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3205707 /figure/figl/

Dentro del alveolo existen principalmente 3 tipos de células distintas:
Neumocitos Tipo |, Neumocitos Tipo I, y Macrofagos. Los Neumocitos Tipo | son
los principales componentes la pared alveolar, es a través de esta estructura

donde se da el intercambio gaseoso. En un espacio mas interno del alveolo se



encuentran los Neumocitos Tipo I, que son las células encargadas degsecretar
factor surfactante, la cual disminuye la tension superficial dentro del alveolo,
aumentando asi la capacidad de intercambiar gases. Finalmente, la funcién
primordial de los macréfagos es destruir células y particulas que no pertenecen al

pulmén.

2.3 FPI, ¢, COMO AFECTA AL PULMON?

El envejecimiento es el deterioro gradual del organismo, caracterizado por
una disminucién en la capacidad de lidiar con el estrés ambiental ocasionando la
pérdida progresiva de la funcionalidad y la integridad tisular, lo cual conduce al
aumento en la susceptibilidad a sufrir lesiones y muerte de los tejidos [7].

Las NIl como su nombre lo indica, provocan lesiones, en el espacio
existente entre el epitelio alveolar y el epitelio vascular (espacio intersticial),
provocando la cicatrizaciéon del mismo. Esto se asocia con deficiencias en la
ventilacion alveolar y el intercambio gaseoso, debido al engrosamiento del epitelio,
lo cual se traduce en una disminucién de la calidad de vida y eventualmente la
muerte [8].

Una vez que el epitelio esta invadido por colagena, se pierde la estrecha
relacion entre los capilares y los alveolos provocando que el intercambio no se
lleve a cabo, este proceso de cicatrizacion del epitelio es conocido como fibrosis
pulmonar [6]. Es importante destacar que la fibrosis pulmonar puede presentarse
en personas joévenes e incluso en nifios, sin embargo, la FPI no se presenta en

pacientes jévenes. Existen diversos estudios que demuestran una relacion directa



entre el envejecimiento pulmonar y enfermedades como enfisema y Enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) [7].

Se ha comprobado en ratones deficientes del gen klotho, (ratones que
asemejan un envejecimiento acelerado), que el tejido pulmonar senescente es
mas susceptible a lesiones enfisematosas y no fibréticas. De esta manera, la
aparicion de FPI sigue aun sin conocerse [7].

Los mecanismos que llevan al desarrollo y la progresion de la FPI no han
sido completamente dilucidados. Sin embargo, se ha propuesto que, a diferencia
de las otras NiII, la FPI no tiene un inicio inflamatorio.

Es bien sabido que después de una lesién existe inflamacion como
respuesta general del organismo. En las ultimas fases de la inflamacion existe
reclutamiento de fibroblastos, los cuales estaran presentes hasta que la re-
epitelizacion ocurra por completo. En caso de que la lesion inicial no se resuelva
de manera correcta, los fibroblastos continuaran migrando y secretando
colagenas, ocasionando que la lesion cronica evolucione a fibrosis [9].

Sabemos que la inflamacién no es el paso inicial en el desarrollo de la FPI,
debido a que los pacientes muestran respuestas muy poco efectivas a los
tratamientos antiinflamatorios. Ademas, pacientes que siguen dichos tratamientos
no muestran mejorias en la supervivencia, ni en la calidad de vida. Por esta razén
se descarta que la inflamacion tenga un papel critico en la aparicion de FPI [8].
Por otro lado, diversos estudios sugieren que, en el caso especifico de la FPI, la
aparicién de fibroblastos en las lesiones no es una consecuencia directa, sino de
un proceso de reparacion aberrante provocado por la activacion de las células
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epiteliales, que contindan con la reparacién aun en ausencia del primer estimulo.
Esto es conocido como fibrosis mediada por el epitelio, de esta manera, se ha
concluido que al menos 2 rutas celulares, la inflamatoria y la epitelial, pueden

conducir a fibrosis en el pulmén [2].

2.4 MECANISMOS CELULARES QUE PARTICIPAN EN LA FPI

El dafio al epitelio alveolar puede ser causado por diversos factores, entre los
gue se encuentran, el tabaquismo, aspirar humo de lefia, aspirar asbestos, e
infecciones virales. Se han encontrado distintas alteraciones en algunos casos
familiares de FPI donde una alteracion en la proteina surfactante C provoca dafios
en el epitelio. Los agentes surfactantes ayudan a evitar el colapso de los alveolos
pulmonares, al introducirse en la interfase agua-aire logran disminuir las
interacciones entre los hidrégenos del agua, disminuyendo de esta manera la

tension superficial dentro del alveolo [6].

Cuando existe dafo tisular se activan diversos procesos encaminados a la
reparacion de dicho dafio. El primer paso requiere la formacién de un coagulo,
seguido de la inflamacidén y posteriormente se procede al reclutamiento celular,
migracioén, proliferacion y generacion de matriz extracelular (MEC) [10]. Las
células epiteliales dafiadas en el alveolo pulmonar secretan diversos factores con
el propdsito de iniciar la reparacién (Fig. 2). Una parte importante de este proceso
es la activacion en la cascada de coagulacion, que ha demostrado tener un efecto
no deseado, ya que el Factor X estimula a los fibroblastos cercanos. La formacién

de un coagulo en la herida requiere la presencia de fibrina y fibronectina, estos



factores a su vez estimulan la transicion epitelio mesénquima (TEM), provocando
la apariciéon de un mayor namero de fibroblastos. De esta manera, se concluye
gue la activaciéon de factores procoagulantes, sumado a la falta de fibrindlisis por
parte de las células epiteliales, tiene una accién determinante en la aparicion de

focos de fibroblastos [2].

A Pulmén susceptible debido a la edad
Micro lesiones

Epitelio alveolar

recurrentes .
Capilares
5 / \Q Activacién anémala de
MEC provisional ] » € células Epiteliales
(coagulo de herida) é} Migracion y
_—
¢ et ‘ e - ==Proliferacién de CEA
Apoptosis Xa
D Focos de Fibroblastos
‘,__,_,/_Eé_ff i
h@}ﬂ MEAED
: o)

= EMT, diferenciacion en
miofibroblastos

F [ Acumulacién excesiva Remodelacion Forma de panal de
ME pulmonar | abeja

Figura 2. Mecanismo mas aceptado para explicar el origen de la FPI.

A — I| pocF === Fibroblastos locales
: NCL12 Fibrocitos
“ﬁ% P
|

Al existir diversas micro lesiones recurrentes, las células epiteliales alveolares (CEA) mueren
ocasionando un aumento en la permeabilidad de capilares vasculares, como consecuencia,
la aparicién de un codgulo causa migracion y proliferacién de CEA, las cuales comienzan la
sefializacién para tratar de reparar el dafio, reclutando asi fibroblastos de distintos
precursores, ocasionando la formacion de focos de fibroblastos. Figura modificada de
referencia [2].




a) Fibroblastos

Los fibroblastos son células presentes en la mayoria de los tejidos. Se ha

demostrado que tienen una participacion importante en el desarrollo de la fibrosis.

En los tejidos sanos regulan el contenido de MEC, mediante la expresion de
metaloproteasas de matriz (MMPs, degradan la matriz) y los inhibidores tisulares
de MMP (TIMPS). Los fibroblastos tienen una participacién activa en la reparacion
de heridas, ya que durante el reclutamiento celular son llamados al sitio de herida
en donde proliferan y bajo diversos estimulos se diferencian a miofibroblastos [10].
Los miofibroblastos son nombrados de esta manera por su particularidad de
combinar, la capacidad de sintesis de los fibroblastos, con la capacidad contractil

de las células de musculo liso.

La mayoria de los miofibroblastos tienen como precursor fibroblastos locales
que sufren diferenciacion bajo los estimulos de factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B por sus siglas en inglés). Otro posible origen de
miofibroblastos son fibrocitos cercanos que pueden ser reclutados; también
células epiteliales pueden dar origen a nuevos miofibroblastos mediante el

proceso de TEM (Fig.3) [10, 11].
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Transicién epitelio
mesénquima

Espacio alveolar

Focos de Migracion y

fibroblastos y proliferacion local
miofibroblastos =

Figura 3. Origen de Fibroblastos en el sitio de lesion.

La aparicion de fibroblastos en el lugar de la herida tiene diversos origenes posibles, las
células epiteliales pueden sufrir transicién epitelio mesénquima, los fibrocitos circulantes
también pueden ser reclutados al sitio, asi como los fibroblastos locales siguiendo el
estimulo de TGF-B. Figura modificada de referencia [2].

Aunque el origen de los miofibroblastos puede ser heterogéneo, su aparicion es
provocada por la sefial especifica del estrés mecanico consecuencia de la lesion.
Para responder al estrés mecanico, los fibroblastos adquieren fibras contractiles,
convirtiéndose asi en un protomiofibroblasto, el cual posteriormente completara su
diferenciacion, la caracteristica principal una vez que ha finalizado dicha
diferenciacion es la expresion de alfa actina de musculo liso (a-SMA) [12].

En un proceso de reparacién normal, los miofibroblastos son eliminados via
apoptosis después de la resolucién satisfactoria de la herida (Fig. 4). Durante el

proceso de reparacion celular existen dos posibles escenarios: 1. Sanar, si es
11



llevada a cabo de la manera ideal. Su resultado es un tejido exactamente igual al
que existia previo a la lesion. 2. Cicatrizar, si el proceso de reparacion no es el
Optimo o el tamafio de la herida es muy extenso. La reparacion no es llevada a
cabo de manera simultdnea en toda el area, lo que ocasiona la existencia de areas
con MEC acumulada excesivamente produciendo una cicatriz, lo cual quiere decir
gue las células encontradas en mayor medida en el tejido son fibroblastos y no las

células previas a la lesion [10, 13].

El objetivo principal de la reparacion celular es la restauracion del tejido y
por lo tanto de su funcionalidad, no obstante, este proceso no siempre llega a
término de la mejor manera, ocasionando entonces el origen de una cicatriz.
Aunque biolégicamente sanar y cicatrizar son similares, existen diferencias en
cuanto a la funcionalidad del tejido celular generado ya que una cicatriz es
caracterizada por contener exceso de MEC [13]. Durante el proceso de reparacion
es fundamental que el area dafiada cuente con los nutrimentos necesarios para
lograr una reparacion 6ptima, con este objetivo en el sitio afectado se liberan una
serie de factores angiogénicos que incluyen TGF-, FGF2, PDGF y VEGF [9, 13,

14].
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Figura 4. Mecanismo general de accién de los fibroblastos.

Se muestran las diferentes rutas que siguen los fibroblastos después de presentarse un
dafio, siguiendo el proceso de reparacién a 2 diferentes escenarios. Figura modificada
de referencia [13]

La aparicion excesiva de matriz extracelular en la FPI se debe a la aparicion
de focos de fibroblastos/miofibroblastos, que consisten en acumulaciones de
fibroblastos produciendo [15] cantidades excesivas de MEC, ademas de TGF-(3
en el sitio de lesion. Dentro de los focos, los fibroblastos adquieren resistencia a
la apoptosis, debido a la presencia de TGF-B [16], y a la disminucion en la
expresion de factores apoptéticos dentro de los focos de fibroblastos, comparada

con un proceso de reparacion tipico [12].

Ademas se ha visto que cuando existe un aumento en la rigidez de la MEC,
los miofibroblastos perciben esto como una retroalimentacion positiva de que su

trabajo de reparacion se esta llevando a cabo de una manera Optima, se provoca
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un mayor reclutamiento de fibroblastos, ademas de inhibir la muerte de los que ya
estan previamente en el sitio [9]. Los miofibroblastos comparten con las células de
musculo liso la expresion de o-SMA cuyo objetivo es proporcionar la fuerza

necesaria para poder efectuar el cierre de la herida.

A diferencia de las contracciones momentaneas y reversibles que existen
en los miocitos, las contracciones de los miofibroblastos son mas lentas y son
irreversibles, una consecuencia de estas contracciones es el aumento en la rigidez
de la MEC. Se ha visto que una matriz rigida sumada a la presencia de TGF-$ en
el sitio de reclutamiento son factores suficientes para provocar la transicién de

fibroblastos en miofibroblastos [9].

b) TGF-B
En el caso de los alveolos, se ha demostrado que las células responsables

de la mayor liberacion de TGF-f son los macréfagos alveolares [19].

TGF-B es una citocina que regula el desarrollo y la homeostasis de la
mayoria de las células de mamiferos. Tiene 3 isoformas (TGF-B1, TGF-$2, TGF-
B3) que han demostrado ser esenciales. Los ratones deficientes de TGF-j
mueren en periodos muy cortos después de su nacimiento, entre 24 horas y un
maximo de 5 semanas [17]. Se ha especulado que el TGF-f puede ser activado

por diversos factores, todos ellos con la caracteristica de ser indicativos de alguna

perturbacién en la MEC.
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Estas perturbaciones son transmitidas mediante integrinas. La percepcion
de dichas perturbaciones por parte de la célula, estimula la secrecion de TGF-$8
que a su vez estimula la produccion de mas integrinas [18] produciendo una

retroalimentacion cuyo objetivo es producir una liberacidén auto-regulada de TGF-§.

La sefializacion inducida por la unién de TGF- a su(s) receptor(es), conduce
a la activacion de factores de transcripcion conocidos como SMADS (Fig. 5).
Aungue existen otras rutas de sefializaciéon, se ha comprobado que la mayoria de
los escenarios pro-fibroticos son mediados por las SMADS. Una de las vias en las
cuales se ha identificado la participacion de TGF-f y SMADS es durante la
diferenciacién de fibroblastos a miofibroblastos, ya que SMAD3 se une al promotor
de a-SMA después de ser activada por TGF-B [16]. Como se habia mencionado,

la expresion de a-SMA es la principal caracteristica de los miofibroblastos[12].

La transicion epitelio mesénquima, TEM, ha sido identificada como uno de
los procesos en los cuales TGF-f tiene una accion directa. En este proceso, las
células epiteliales pierden los marcadores clasicos que las definen como tales (E-
caderina), ademas de sufrir una remodelacion en el citoesqueleto, que se
acompafia de un cambio en el fenotipo, expresion de Fibronectina y N-caderina.
Dicha diferenciacion también se caracteriza morfolégicamente por la pérdida de
adhesién e incremento en la proliferacién y migracion [20]. Se han identificado 3
tipos de TEM, la lera en desarrollo embrionario, la 2da en la reparacion de
heridas, y la 3ra en la aparicion de tumores [21]. La transicién tipo 2 es

responsable de ocasionar fibrosis en los distintos tejidos.
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Figura 5. Sefalizacion por la via canonica de TGF-beta

El TGF-B extracelular se une al receptor 2, éste recluta al receptor 1, posterior a la
unién, el complejo fosforila a SMAD2 y SMAD3, una vez fosforiladas, reclutan a
SMAD4 para formar un nuevo complejo que migrara al nucleo, ejerciendo su accion
sobre los genes blanco. Figura tomada de referencia [17]

La elevacion en la expresion de TGF-f precede a la expresion y deposicion
de coldgena. También ha probado ser el mayor mediador en la aparicion de
fibrosis pulmonar en modelos de animales, dado que una sobreexpresion de dicha
citocina conduce a fibrosis severa. Otro modelo demostré que la deficiencia de
SMAD 3 atenua la aparicion de fibrosis en respuesta a la bleomicina (la bleomicina
es un farmaco utilizado en terapias antitumorales cuyo uso se asocia a la aparicién

de fibrosis en diversos tejidos). La produccion de TGF-f normalmente se realiza

16



por macréfagos y células epiteliales, sin embargo en la fibrosis pulmonar se ha

encontrado que eosindfilos y miofibroblastos también expresan esta proteina [16].

c) Scleraxis

La proteina Scleraxis (SCX) es un factor de transcripcion perteneciente a la
familia bHLH (Basic Helix-Loop-Helix por sus siglas en inglés). Los factores de
transcripcion se acoplan a regiones especificas en el ADN y su funcién es regular
la transcripcion a ARN mensajero (expresion o inhibicién). Estas proteinas tienen
tanto dominios de union a ADN como dominios reguladores y se clasifican de

acuerdo al de unidon a ADN[22].

Los miembros la familia bHLH son importantes para la diferenciacion celular,
proliferacidn, asi como también en la oncogénesis.

Scleraxis fue encontrado por primera vez en huesos, cartilago, tendones y
ligamentos [23]. Debido a diversos experimentos realizados se sugirié inicialmente
gue este factor actuaba regulando la expresién de genes en cartilagos y huesos
durante la embriogénesis debido a que, en las células precursoras de hueso, su
expresion es constante hasta antes de que se inicie la osificacion. Al iniciar la
osificacion, la expresioén de SCX disminuye considerablemente. La mayoria de su
actividad se ha estudiado realizando un seguimiento del proceso de formacion de
hueso, sin embargo posteriormente se encontrd también en fibroblastos cardiacos

de adultos, lo cual le da un panorama mas amplio de accién [10].
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Los genes regulados por Scleraxis aun son en su mayoria desconocidos, sin
embargo, se sabe que regula la expresion de colagenas fibrilares, colagena tipo | y
lIl principalmente. Un estudio encontré6 que Scleraxis tiene participaciéon en la
fibrosis cardiaca, por lo tanto se especula que su expresion en distintos tejidos
puede ser indicador de fibrosis [24].

Su actividad en corazén también ha sido investigada usando ratones
deficientes del gen de SCX, se encontré que estos ratones presentan valvulas
cardiacas mas gruesas, mismas que se caracterizan por presentar grandes
cantidades de fibroblastos, 1o que les otorga més flexibilidad y elasticidad que el
resto del tejido cardiaco. Las valvulas cardiacas también sufren un desgaste
mayor que el resto del tejido debido a su funcién, SCX patrticipa en la formacion y
remodelacion de dichas valvulas. EI mismo estudio encontré6 que los ratones
deficientes de SCX no presentan una buena remodelacién, lo que hace suponer
gue la homeostasis de fibroblastos es afectada por la ausencia del factor de

transcripcion [25].

Estudios realizados en fibrosis cardiaca subsecuente a un infarto al
miocardio, revelan que la expresion de Scleraxis se ve aumentada en presencia
de TGF-B y como consecuencia los niveles de colagena también aumentan (Fig.
6). También se encontrd que en las zonas de cicatrizacidon de dichos tejidos, habia
una mayor expresion de SCX [10], sugiriendo la participacién de este factor en el

desarrollo de la fibrosis.
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Figura 6. Mecanismo de regulacion de colagena por
Scleraxis.

La expresién de Scleraxis aumenta en respuesta al TGF-3 por medio de la via
candnica de sefalizacion de SMADS. La sintesis de coldgena es incrementada
por la combinacién de Scleraxis con SMAD3, ya sea por accién independiente
o por sinergia. La linea punteada muestra la posibilidad de que Scleraxis sea
inducido por estimulos distintos al TGF-f3. Figura traducida de referencia [10].
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JUSTIFICACION

En los pacientes con FPI existe un aumento en la rigidez del tejido pulmonar y hay
aparicién de focos de fibroblastos que producen una cantidad excesiva de MEC.
Dado lo anterior y los reportes relacionados con el papel de Scleraxis en fibrosis
cardiaca, nosotros postulamos que este factor podria contribuir al desarrollo de la
FPI interactuando, de manera similar a lo observado en corazén, con las proteinas
SMAD activadas por TGF-B y promoviendo asi la produccién de colagena y otras

proteinas de matriz extracelular.
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HIPOTESIS

El microambiente fibrético inducido por la presencia de TGF-f, produce la sobre-

expresion de Scleraxis en fibroblastos y células epiteliales de pulmon.

OBJETIVOS

Generales

Determinar el efecto de TGF-3 en los niveles de scleraxis en fibroblastos y células

epiteliales de pulmén.

Particulares

e Realizar los cultivos celulares de distintas lineas celulares epiteliales y de

fibroblastos pulmonares.

e Determinar el efecto del TGF- B en los niveles de proteina de scleraxis en
células epiteliales alveolares y en fibroblastos de pulmdn.

e Determinar el efecto del TGF- B en la expresion génica de scleraxis en

células epiteliales alveolares y en fibroblastos de pulmdn.
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METODOLOGIA

Cultivo Celular
Las células epiteliales de pulmon de las lineas A549 (Homo sapiens),

MLE12(Mus musculus), y RLE6-Tn (Rattus norvecigus), asi como cultivos de
lineas celulares de fibroblastos CCD25, NOVA y provenientes de pacientes con
FPI, se crecieron a confluencia del 70-80%, en cajas de cultivo Petri 60mm_x
15mm (Corning) utilizando los medios de cultivo necesarios para su crecimiento,
Medio F-12 para células A549, Medio HITES para células MLE12, y Medio F-12
suplementado para células RLE6-Tn, ( Suplementado con L-glutamina 2mM,
Extracto de pituitaria bovina 0.01mg/ml, Insulina 0.005mg/ml, IGF 2.5ng/ml,
transferrina 0.00125mg/ml y EGF 2.5ng/ml) todos ellos suplementados con 10%

de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO), penicilina 10,000U/ml, estreptomicina
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10mg/ml y anfotericina B 25mg/ml. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura

de 37°C en presencia de 5% de CO2

Estimulo con TGF- 3
Una vez que las células alcanzaban 70-80% de confluencia, las cajas se

lavaron con Buffer PBS, (cloruro de sodio 138mM, fosfato de sodio 8.1mM, cloruro
de potasio 3mM y fosfato de potasio 1.5mM) para eliminar cualquier remanente de
suero que pudiera afectar los resultados futuros. Posteriormente las células se
incubaron con su medio respectivo suplementado con 1% de SFB, mas 10ng/mi
del factor de crecimiento TGF-B durante 24 h (utilizadas para extraccion de ARN)
y 48 h (utilizadas para cuantificacion de proteina). Como controles se utilizaron
cultivos paralelos de las mismas lineas celulares incubadas con los medios

respectivos y SFB al 1% durante 24 y 48 h sin recibir estimulo alguno.

Analisis por PCR en tiempo real del efecto del factor de
crecimiento TGF-3 en la expresion génica de Scleraxis en células
epiteliales y fibroblastos de pulmaon.

a) Obtencion y cuantificacion de ARN.

Al término de las 24 h el medio de cultivo fue aspirado de las cajas de
cultivo y las células fueron lisadas con 1ml de Trizol Reagent (Invitrogen), las
muestras fueron transferidas a microtubos (Eppendorf) de 1.5ml y se les agregd
0.2ml de cloroformo, se mezclé vigorosamente durante 15 s y se incubd de 2-3

min a temperatura ambiente. Una vez concluido este tiempo se centrifugd la
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mezcla a 12,000g por 15 min a 4°C, posteriormente se transfiri6 la fase acuosa a
un nuevo microtubo y el resto se desechd. A la fase acuosa se le agregaron 0.5ml
de isopropanol al 100% y se dej6 incubar por 10 min a temperatura ambiente para
después centrifugar nuevamente a 12,000g durante 10 min a 4°C. Se desechd el
sobrenadante y se lavo el precipitado que contiene el ARN utilizando etanol al
75%. Al terminar, se resuspendié el precipitado utilizando agua libre de ARN-asas.

El ARN resuspendido se cuantificé utilizando el equipo NanoDrop 2000.

b) Retro transcripcion de ARN para obtener cADN.

Una vez cuantificado el ARN se realizaron los calculos correspondientes
para colocar 1000ng en la mezcla de reaccion proveniente del estuche comercial
(Thermo Scientific, Revert Aid H minus), ademas se adiciond la transcriptasa
reversa, una mezcla de dNTPs y los hexameros al azar que se indican en las
instrucciones del estuche. Esta mezcla final fue colocada en el termociclador y se
programé de la siguiente manera: 5 min a 25°C, seguidos de 60 min a 42°C, y
finalizando con 5 min a 70°C. Una vez que la reaccién de retrotranscripcion
finalizd, el cADN fue cuantificado una vez mas (NanoDrop 2000) para ajustar la
cantidad de cADN vy procurar que todas las muestras contuvieran una

concentracion aproximada de 10ng/pl.
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c) gPCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo

real)

Se preparo la reaccién de gPCR utilizando placas de 96 pozos y utilizando
el master mix Maxima probe, que contiene: Buffer de reaccion, Taq polimerasa y
dNTPs listos para usarse (Thermo Scientific #K026). Las muestras provenientes
de células epiteliales fueron agrupadas en 2 distintas categorias: las células de
origen humano y las células de origen murino. Las muestras provenientes de
fibroblastos se agruparon considerando si provenian de muestras patoldgicas o de
lineas celulares. Cada una de las muestras fue colocada por triplicado para poder
realizar la comparacion entre la expresion del gen Scleraxis utilizando sondas
Tagman acopladas a VIC (Fluorocromo utilizado para detectar la replicacion del
ADN blanco). Como gen constitutivo se usé POL2A (Sondas Tagman) para el
caso de los humanos y GAPDH para el grupo murino. En todos los casos se
utilizaron 4pl de cADN equivalentes a aproximadamente 40ng de cADN. Las
placas fueron colocadas en el equipo Step One Plus y se corrieron durante 40
ciclos utilizando el software del equipo para cuantificacion relativa de expresion

génica (Figura 7).
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Figura 7. Grafico de temperaturas utilizadas en la reaccién de gPCR.

Durante la activacidn enzimatica, se prepara la mezcla de reaccion para poder llevar a
cabo la amplificacion del ADN blanco. En un ciclo de qPCR se llevan a cabo las 3 etapas de
reaccion: 1) desnaturalizacion a 95°C, 2) Alineacidn de los cebadores a 60°C, 3)
Polimerizacidn de la cadena; como consecuencia del pequefio tamafio de las cadenas a
polimerizar, dicho paso puede llevarse a cabo durante el cambio de temperaturas.

d) Célculo de la expresion relativa del gen Scleraxis

Los datos crudos obtenidos con el software del equipo StepOne Plus para
gPCR, fueron exportados a una hoja de calculo de Microsoft Excel en donde se
utilizé el método 244t para realizar la cuantificacion relativa de la expresion de
Scleraxis obtenida en cada muestra. Dicho método consiste en una serie de
ecuaciones, descritas a continuacion, las cuales tienen como obijetivo realizar una
relacion entre una muestra control y una experimental. Una vez aplicadas las
ecuaciones, la expresion génica de las células control resulta ser igual a 1. De
esta manera, al obtener la expresion en las células experimentales se puede

determinar facilmente las veces que aumento o disminuyo la expresion [26].
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Donde:

11,,, Representa el ciclo en el cual se detecta la amplificacion del gen de
Scleraxis en la muestra

11,,,...:..a Representa el ciclo en el cual se detecta la amplificacion del gen
constitutivo (Pol2A para el caso de los cultivos de células de origen humano y

GAPDH para las de origen murino)
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Analisis por Western Blot del efecto del factor de crecimiento
TGF-B sobre la expresion de Scleraxis a nivel de proteina en

celulas epiteliales y fibroblastos de pulmon.

a) Obtencion y cuantificacion de proteinas celulares.

Al término de las 48 h de estimulo con TGF-B, las cajas de cultivo fueron
colocadas sobre hielo, se lavaron 2 veces con PBS frio, y se trataron con 150ul
de buffer RIPA (PBS 1X, 1% de Nonidet P-40, 0.1% de SDS, 0.5% de desoxicolato
de sodio) conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas (1nM de PMSF,
1mg/ml de pepstatina y 1mg/ml de leupeptina) durante 5 min aproximadamente.
Posteriormente las células fueron lisadas mediante raspados con ayuda de
gendarmes estériles. El extracto celular fue transferido a microtubos Eppendorf de
1.5ml, los cuales fueron procesados en el sonicador. Subsecuentemente se
centrifugaron a 14,000rpm por 10 min a 4°C, se recuper0 el sobrenadante, y se
conservd a -80°C. Se cuantificd el contenido de proteina por el método de
Bradford, realizando una curva estandar con albumina sérica bovina de acuerdo a
como se indica en la Tabla 3. Posteriormente se adicionaron 200ul de reactivo de
Bradford. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro a 595nm y mediante

regresion lineal se calcul6 la concentracion de proteina total en las muestras.
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Tabla 3.Curva para determinacion de proteinas mediante el reactivo de Bradford.

ug/mi ul stock albamina (100ug/ml) pl de H20
0 0 800
5 40 760
10 80 720
15 120 680
20 160 640

b) Electroforesis en geles desnaturalizantes de acrilamiday
Western Blot

Se prepararon geles de acrilamida al 10% de 1.5mm en los cuales de
cargaron las proteinas mezcladas (V/V) con buffer de carga Laemmli 5x (Lane
Marker Reducing Sample Buffer, Thermo Scientific), estas fueron separadas
mediante electroforesis en condiciones reductoras. Se cargaron 40ug de proteina
de cada lisado experimental, y se corrieron a un voltaje de 120V en frio. Los geles
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa utilizando una camara semi-hiumeda
para transferencia de geles (Bio-Rad) a 15V durante 35 min. Los sitios
inespecificos de union en las proteinas se bloquearon por incubacion con leche en
polvo al 5% en buffer TBS-T 0.1% (amortiguador salino Tris con Tween 0.1%)
durante 18 h a 4°C. Después las membranas fueron incubadas 1 h a 20°C con el
anticuerpo primario (Scleraxis IgG goat polyclonal, Santa Cruz Biotechnology o
SCXA Antibody IgG rabbit polyclonal, Thermo Scientific) dilucién 1:600 en solucién
diluyente de anticuerpo (Antibody Diluent Reagent Solution, Invitrogen). A
continuacioén, se realizaron 4 lavados de 5 min cada uno con TBS-T 0.1% y se

incub6 1 h con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (Peroxidase-
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conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Goat 1gG, H+L 6 Goat Anti-Rabbit 1IgG H+L;
Jackson ImmunoResearch) segun correspondiera. Posteriormente la membrana
se sometid a 3 lavados de 5 min cada uno con TBS-T 0.1% y la marca se revelo
con el sistema de deteccion de quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific). Como control de carga se utilizé
la proteina constitutiva B-actina, utilizando el anticuerpo primario anti- -actin (IgG
mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnology) y secundario (Peroxidase-
conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG H+L; Jackson ImmunoResearch)
indicados para identificar dicha proteina y revelando de manera similar a como se
hizo para la proteina Scleraxis. La sefial quimioluminiscente se detectdé en el
equipo Molecular Imager Chemidoc XRS+ y el andlisis de las imagenes se realizd

con el software ImageLab 5.0.

c) Densitometria

El andlisis de las imagenes obtenidas del proceso de revelado de los
Westen Blot se realiz6 utilizando el software Imagelab, mediante densitometrias
con las cuales se obtuvo el nUmero de pixeles presente en cada banda observada
en la membrana al momento de ser revelada. Posteriormente estos valores fueron
exportados a una hoja de calculo de Microsoft Excel donde se compararon los
valores obtenidos en las células estimuladas vs los controles y se hizo una

relacidon entre estos.
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Analisis estadistico

Para calcular las desviaciones estandar de las densitometrias andlizadas se utilizé

una hoja de calculo de Microsoft Excel.

Se utilizé una prueba T de Student para verificar si las diferencias observadas en
las gréficas obtenidas tenian significancia estadistica, en todos los casos se

observo dicha significancia (Tablas 4 y 5).

Los experimentos de Western Blot provienen de 3 réplicas biolégicas para cada

linea celular.

Para calcular las desviaciones estdndar de los Ct obtenidos en las
reacciones (gPCR, se utiliz6 una hoja de calculo de Microsoft Excel, utilizando el
mismo software se aplicaron las ecuaciones del método 24t para cada uno de
los experimentos realizados. En las gréficas correspondientes se muestra
promedio + Desviacion Estandar (DS). Los experimentos se realizaron por

triplicado en cada una de las 2 réplicas bioldgicas generadas.

Se utilizé una prueba T de Student para analizar si los resultados de la gPCR
tenian significancia estadistica entre ellos, en todos los casos se obtuvo una

diferencia estadisticamente significativa (Tablas 6 y 7).
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Tabla 4. Analisis de significancia en Western Blot para células epiteliales a < 0.05

URD DS P
A549 Ctrl 1 0 0.000332
A549 TGF-B 0.7455 0.0506
MLE12 Ctrl 1 0 0.028752
MLE12 TGF-B 0.9246 0.0429
RLE6-Tn Ctrl 1 0 0.000134
RLE6-Tn TGF-B 2.1695 0.1924

Tabla 5. Analisis de significancia en Western Blot para células epiteliales a < 0.05

URD DS P
HIPF231 Ctrl 1 0 0.000402
HIPF231 TGF-B 1.6871 0.1424

HIPF286 Ctrl 1 0 0.000003
HIPF286 TGF-B 3.2234 0.1711
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Tabla 6. Analisis de significancia en gPCR para células epiteliales a < 0.05.

2-BACT DS p
A549 Ctrl 1.0025 0.0874 0.000008
A549 TGF-B 2.2877 0.0789
MLE12 Ctrl 1.2151 0.9761 0.007814
MLE12 TGF-B 3.6567 0.1433
RLE6-Tn Ctrl 1.1043 0.0703 0.000033
RLEG-Tn TGF-B 0.5178 0.0162
Tabla 7. Analisis de significancia en gPCR par fibroblastos a < 0.05.
2-04Ct DS p
NOVA Citrl 1.0004 0.03466 0.003933
NOVA TGF-B 1.7962 0.27075
CCD25 Ctrl 1.0016 0.07031 0.000096
CCD25 TGF-B 1.6481 0.07024
HIPF231 Ctrl 1.0000 0.01386 0.000002
HIPF231 TGF-B 8.1586 0.47992
HIPF286 Ctrl 1.0004 0.03841 0.000001
HIPF286 TGF-B 22.7575 1.30036
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RESULTADOS:

1. Efecto del TGF-B en los niveles de proteina scleraxis en células

epiteliales de pulmon.

Se observan distintas respuestas dependiendo de la linea celular. El primer
escenario lo observamos en la linea epitelial alveolar RLE6-Tn, provenientes de
rata, en las cuales la expresion de la proteina Scleraxis aumenta, después del
estimulo de 48 h con TGF-B mientras que en las lineas epiteliales A549 y MLE12,
la cantidad de proteina posterior al estimulo se ve disminuida respecto a la
expresion de las células control. Lo anterior se comprueba mediante la
densitometria correspondiente, en donde gracias a las relaciones entre la proteina
SCX vs B-actina podemos observar con mayor claridad como las células A549
disminuyen significativamente sus niveles de proteina. La disminucion en el caso
de la linea MLE12 es menor, sin embargo, no deja de ser significativa. Finalmente,
la linea celular proveniente de rata (Rattus norvecigus) fue la Unica linea epitelial
en la cual existi6 un aumento de mas del 200% respecto a las células control (Fig.

8y9).
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Figura 8. Niveles de proteina
SCX en células epiteliales
alveolares.

a) Imagen obtenida al revelar el Western Blot
para células epiteliales. Células cultivadas
durante 48 h en ausencia o presencia de
10ng/ml de TGF-f en medio suplementado con
1% de SFB. Para realizar la electroforesis se
cargaron 40ug de proteina por carril.

b) En esta grafica se presentan los niveles
relativos de proteina SCX en células estimuladas
(TGF-beta) normalizada vs B-actina, donde la
expresion de las células control (Ctrl) es igual a
1.

Se muestra la imagen representativa de al
menos 3 réplicas bioldgicas

Ctrl
B TGF-beta

* p<0.05

A549 MLE12
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2. Efecto del TGF- en la expresidén génica de Scleraxis en células

epiteliales de pulmaon.

Posterior a la aplicacién de las ecuaciones del método 244t descrito en la pagina
18 de la seccion de metodologia, se pudo ajustar a 1 la expresion de SCX en las
células control para facilitar la comparaciéon. Una vez analizados los datos, se
puede ver que la expresion génica de SCX en las lineas A549 y MLE 12 tuvo un
aumento significativo y en ambos casos fue superior al doble respecto al control.
Por otro lado, la respuesta al TGF-3 de las células RLE6-Tn fue la disminucion en

aproximadamente un 50% respecto al valor del control (Fig. 9).

4.0 - *
Ctrl
3.5 -
B TGF-beta
3.0 - *
2.5 -
o]
2 20 -
<
(o]
1.5 -
i I
1.0 I %
0.0 T T
A549 MLE12 RLE6-Tn * p<0.05
Figura9. Expresion de SCX para células epiteliales.
Esta grafica muestra la expresion de ARN mensajero en células epiteliales del alveolo,
después de haber sido estimuladas durante 24 h con TGF-f. Se utiliz6 el método 2"-AACt
para normalizar la expresion de los controles a 1.
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3. Efecto del TGF-B en los niveles de proteina scleraxis en

fibroblastos de pulmon.

El estimulo con TGF- tuvo un efecto bastante similar sobre los niveles de

proteina SCX en fibroblastos segun el origen de estos.

En la imagen obtenida se aprecia con facilidad que las lineas provenientes de
pacientes con FPI, HIPF 231 y HIPF 286, tienen un claro aumento en los niveles
de proteina posterior al estimulo. La densitometria realizada para analizar estos
resultados, nos permite ver con mayor facilidad que la expresion de proteina llegd
a triplicarse con respecto al control en el caso de la linea HIPF 286. En la misma
grafica podemos ver que la expresion fue 1.5 veces la expresion del control en el

caso de la linea HIPF 231.

Por otro lado, en ambas lineas de fibroblastos sanos, CCD25 y NOVA, no fue
posible detectar SCX, por lo cual no se pudo realizar la densitometria

correspondiente (Fig. 10).

37



Fibroblastos provenientes de pacientes con FPI

HIPF 231 HIPF 286
TGF-B TGF-B

. +
<«——Scleraxis : e e Scleraxis

<——pB-actina T ss—— <——— [3-actina

Fibroblastos provenientes de pulmdén normal

CCD 25 CCD 8
TGF-B TGE-B
- + - + )
<«——Scleraxis ; <——Scleraxis
e — e € B-aCliNG  — <«——B-actina
b)
a 4
o * Ctrl
235 1 M TGF-beta
(4]
£ 3
*gz.s 1
Q 2 - *
S~
w15 -
x
S 14 - _
Q
00.5 -
(7s]
0 . * p<0.05
HIPF 231 HIPF 286

Figura 8. Niveles de proteina SCX en Fibroblastos de pulmon.

a) Imagen obtenida al revelar el Western Blot para Fibroblastos pulmonares. Células cultivadas
durante 48 h en ausencia (Ctrl) o presencia de 10ng/ml de TGF-f en medio suplementado
con 1% de SFB. Para realizar la electroforesis se cargaron 40ug de proteina por carril.

b) En la grafica se presentan los niveles relativos de proteina SCX en células estimuladas (TGF-
beta) comparados vs los niveles de células control (Ctrl)

Se muestra la imagen representativa de al menos 3 réplicas bioldgicas




4. Efecto del TGF-$ en la expresion génica de Scleraxis en

fibroblastos de pulman.

En lo que respecta a la expresion génica de Scleraxis en fibroblastos
pulmonares se analizaron 4 lineas celulares provenientes de pulmén normal
(CCD25 y NOVA) y dos lineas celulares provenientes de pulmones de pacientes
con FPI (HIPF 231, y HIPF 286). Tras el andlisis de 22*%!, se observé un aumento
de SCX en todas las lineas de fibroblastos estimuladas con TGF-f3 durante 24 h.
Las lineas celulares de fibroblastos normales CCD25 y NOVA, mostraron un
incremento de aproximadamente 1.5 veces después de ser sujetas al estimulo con

TGF-f3 respecto a su control (Fig. 11).

2.5 ~
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*
8 1.5 -
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NOVA CCD25 * p<005
Figura 11. Expresion de SCX para Fibroblastos de pulmén sano.
Esta grafica muestra la expresién de RNA mensajero en fibroblastos de pulmén sano,
después de haber sido estimuladas durante 24 h con TGF-f. Se utilizé el método 27-AACt
para normalizar la expresion de los controles a 1.
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Por otro lado, los fibroblastos que provenian de pacientes con FPI, HIPF 231 y
HIPF 286, mostraron un aumento mucho mayor en presencia de TGF-p de 8 y 23

veces, respectivamente (Fig. 12).
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Figura 12. Expresién de SCX para fibroblastos.
Esta grafica muestra la expresion de RNA mensajero en fibroblastos obtenidos a partir de
pulmones, después de haber sido estimuladas durante 24 h con TGF-f. Se utilizé el método 2-
AACt para normalizar la expresion de los controles a 1.
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DISCUSION

Después de analizar los resultados obtenidos en lo que respecta a los
niveles de proteina Scleraxis, posterior al estimulo de 48 h con TGF-§,
observamos que en el caso de las células epiteliales de pulmén A549 y MLE12
hay una disminucién en los niveles de proteina. Mientras que en el caso de las
células provenientes de rata RLE6-Tn se observa un aumento al compararlas con
sus respectivos controles (Fig. 8).

El fendmeno observado en las lineas A549 y las MLE-12, podria explicarse
por el hecho de que el estimulo pro-fibrosante prolongado del TGF-$, provoca una
respuesta compensatoria disminuyendo los niveles de proteina SCX, lo cual se
traduciria en una disminucion de la sintesis de colagena mediada por Scleraxis a
nivel de tejido.

Otra posible explicacién a esta disminucion de proteina y probablemente una
mas sencilla es el hecho de que TGF-B ha demostrado ser un inductor de
apoptosis en células epiteliales [16]. "Por esta razén es probable que la
disminucion de proteina se observe debido a una disminucién en el nimero de
células que fueron lisadas.

Esto puede complementarse cuando se observan los resultados obtenidos
para las mismas lineas en la qPCR (Fig. 9), ya que, en este caso, el estimulo es
solamente durante 24 h, tiempo que se ha indicado como el maximo de respuesta
inflamatoria, por lo cual podria explicarse el aumento en un 100 % en la
transcripcion del gen Scleraxis, que promoveria la sintesis de matriz extracelular

provisional durante las etapas posteriores de reparacion.
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La disminucién en la expresién génica de SCX en el caso de las células
RLE6-Tn (Fig. 9) puede deberse a que estas células son procedentes de células
alveolares tipo Il. Se ha visto que estas células no tienen una participacién tan
intima en la fibrosis debido a que no estan tan estrechamente ligadas al espacio
intersticial y su funcién es la de secretar factor surfactante.

Por lo tanto, la reaccién de las células RLE6-Tn ante un estimulo pro-
fibrosante de 24 h es expresar scleraxis en menor medida ya que esto podria
significar a nivel tisular, una disminucién en la sintesis de colagena mediada por
scleraxis, lo cual ayudaria a mantener la distensibilidad pulmonar y colaborar para
gue el proceso de reparacion pueda ser llevado a cabo de la mejor manera.

Por el contrario, cuando la sefializacion de TGF-(3 esta presente durante un
periodo extendido de 48 h, puede significar que en el tejido existe un dafio grave
gue no ha sido reparado en un tiempo ideal, por lo tanto, los neumaocitos tipo Il
deben aumentar la expresion de Scleraxis (Fig. 8) para ayudar a reparar este dafio
mediante la sintesis de colagena.

Otra posible explicacion de la respuesta observada en el caso de las células
epiteliales de rata, es que fueron estimuladas con TGF-f recombinante de origen
murino, mientras que las A549, cuyo origen es humano, fueron estimuladas con
TGF-B recombinante humano. Esta deficiencia en la respuesta en el caso de las
RL6-Tn, podria deberse a una inespecificidad del estimulo utilizado. En cualquier
caso, sera necesario evaluar los niveles y expresion de SCX en respuesta a TGF-

B, a tiempos distintos, ya que cabe la posibilidad de que el tiempo de estimulo al
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cual se exploré, SCX haya sido degradada, razon por la cual no nos es posible
detectar una correlacion entre su expresion y los niveles de proteina.

En lo que respecta a los niveles de proteina en fibroblastos, es notoria la
diferencia que existe entre los fibroblastos normales (NOVA y CCD25) y aquellos
gue provienen de un ambiente fibrético (HIPF 231 y HIPF 286), como fue
mencionado antes los fibroblastos necesitan diferenciarse a miofibroblastos para
poder aumentar su sintesis de colagena y otras proteinas de matriz extracelular
[16]. Los fibroblastos normales, aun cuando son estimulados durante 48 h no
logran expresar en cantidad suficiente la proteina SCX para poder ser detectada
(Fig. 10). Sin embargo, observando la PCR se puede ver que los niveles de
expresion de Scleraxis aumentan al doble o mas, tanto en fibroblastos normales
como provenientes de pacientes con FPI. Esto concuerda perfectamente con
estudios que han reportado una mayor sintesis de colagena y expresion de SCX
en fibroblastos aislados de cicatrices [10].

Esto quiere decir que si bien estas células estan reaccionando ante el
estimulo fibrético, tnicamente la presencia de TGF-f no es suficiente para lograr
una diferenciacién y con ello una mayor sintesis de colagena. En el caso de los
fibroblastos de FPI, la expresion de Scleraxis una vez que han sido estimulados
aumenta a mas del doble, tanto en la sintesis de proteina como en la transcripcion
a ARNm. Nuestros datos concuerdan con lo reportado en la literatura, ya que se
ha indicado que los fibroblastos presentes en los focos de fibroblastos no tienen
un comportamiento clasico de este tipo celular, ya que muestran entre otras

peculiaridades la de tener una sintesis descontrolada de colagena [4].
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Aun en la ausencia de un estimulo estas células al ser de origen fibrético poseen
una expresion basal (Ctrl) de Scleraxis mucho mayor a la de los fibroblastos
normales, en los que por Western Blot no es posible detectarla. Es probable que
debido a la mayor sintesis de Scleraxis, también exista una mayor sintesis de
colagena. Sin embargo, es necesario ampliar este estudio con el propdsito de
corroborar y determinar el mecanismo a través del cual el TGF- promueve un

aumento en la expresién de SCX y con ello un fenotipo fibrético.
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CONCLUSIONES

1. ElI TGF-B induce el aumento en la expresion del factor de transcripcion
Scleraxis en fibroblastos de pulmén normal y de pacientes con FPI.

2. La expresion basal de Scleraxis en fibroblastos de pulmones de pacientes
con FPI es considerablemente mayor que en fibroblastos provenientes de
pulmén normal.

3. EI TGF-B induce el aumento en la expresion del factor de transcripciéon

Scleraxis a nivel génico en células epiteliales A549 y MLE-12

Perspectivas

1. Es necesario medir la expresion y niveles de colagena posterior a los
estimulos para corroborar nuestras inferencias acerca del papel de
scleraxis.

2. Es necesario medir la expresion de SCX después de 48 h para tener un
conocimiento claro de cual es el efecto de TGF-B en tiempos mas
prolongados.

3. Es necesario evaluar estos resultados en tejidos completos para confirmar
si los fibroblastos y células epiteliales reaccionan de la misma manera en

un modelo méas completo.
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