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l. RESUMEN 

El balance en la síntesis y la degradación de los componentes de la matriz extracelular 

se altera temporalmente 'dur~nte el proceso normal de reparación y es modulado por 

una gran variedad de mecanismos: algunos biológicos, como las interacciones de las 

células con la matriz que las rodea, estimules celulares autócrinos y parácrinos, y otros 

a través de medicamentos. En este estudio, evaluamos la actividad de un fármaco con 

acción hemostática, cicatrizante y fibrolltica, Fibroque1M• , sobre el metabolismo de la 

colágena en cultivos celulares de fibroblastos y macrófagos murinos. L.os resultados 

indican que la actividad del medicamento es diferente de la expresada por sus 

componentes por separado, colágena tipo 1 y · polívinilpirrolidona. Asl, el efecto del 

medicamento sobre la síntesis de la colágena en ··cultivos de fibroblastos, mostró un 

incremento hasta del 150 % con respecto al: control, mientras que la actividad 

colagenolltica en este mismo tipo celular disminuYó hasta el 30%. En cuanto a la 

actividad degradativa medida en los macrófagos se incrementó hasta el 100%, 

prácticamente en todas las concentraciones probadas. Además, se observaron efectos 

cooperativos inducidos por el medicamento, tanto en la síntesis como en la degradación 

de la colágena en ambas estirpes celulares, al cultivar a los fibroblastos en presencia de 

los medios condicionados de los macrófagos. previamente expuestos al medicamento y 

vice versa. Cabe sei'lalar que los efectos que se presentaron tanto en los macrófagos 

como en los fibroblastos, son un reflejo de la actividad que tiene el medicamento sobre 

las células, ya que en los ensayos para la incorporación de timidina, no hubo diferencias 

significativas en la proliferación celular con respecto al control. Estos resultados 

sugieren la participación del Fibroquel"'" en el incremento del recambio de la colágena, 

lo cual favorece la reestructuración del tejido dallado. 
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11. ANTECEDENTES 

Los procesos de reparación tisular. dependen de· una gran variedad de mecanismos 

interrela~ionados que generan cascacta's de fenómenos tales corno la liberación de 

factores solulÍl.es que ~~dianl~ quimiotaxi~.ia~ct:vaci¿n de al~uryas estirpes ;elulares, 

la proliferación, la slntesis y degradaC:ión dé .los· compo.nentes de' la mátriz extracelular. 
·~ ' •.. ~~· .k\.-__ ·:·!;.--.'~-~'<:,._ 

(MEC) y la apopto'sis (Desmouliére'Á:; ei aii1995, sC:timitt~GrÜlf A,' et aC;.'1994)', todos 
,-_, ._-_..·:_,-~;--~_-,_-··.·:·.,;,: •. -,:o". "'·=--·c: . .;c·~ -""-"''-_-~,:~:, •• •-. -·---" ·-'· ·----~ -"-'~·-· 

ellos cruciales para la repáración áétéC:úadadel tejido'dañádo~ LaáscidacÍóri'dela mairiz 
.5¡:·'.. 0':<>/-- - :. -:.:.: r-_: - '.-¿:·." <L: ~'i(:·.: -::-~ 

con 'las . celulas' que la; producen y algunas olías' estirpes foe• tra'nsiéiÓn, ·como los 
··- ..;, -~- ,· ~~1-_: ;'.:.L. ' ::·,. .. '.-':>· · !:'.· ·-· .,_::'{ 

macrófag(Js y (os'linfoéi!cls;·forman los"constitlJyéntes del tejfdo'conjuntivo, el cual a su 
- ·-~ ,:_,. .. ;.¡_.- .. _ ,_~-:/" L~,.- ,,·;j. :·.:¡·: 

vez es el marco arquited6n1cci y de'i~teracciÓn del cuer¡Íá 'de los vertebrados, e~ donde, 
._ .-• .- •· -" •r, ;.;; :Y:;--.- ~ V~ -"-ti~:::::::.:.' 

las cantidádes de sus c~rnpónentes v:~rlan. entre los difere~t~·~ órgancisJ En la mayoría 
-·--· ,~ -, ___ --·--·~ ... ,_,,, :.,-~.~~·~~r---·: --.~ -~~'.:~,,. ---.~ -'"':~---, ;.:·~~,..~:-:Ll 

de los tejidos i:onjUntivos, las ··macionióléculas d-e la. matriz sane seé.retadas dé mánera 
~ :·:. , r~~· ::~.,.: -, :,:"'~~ 

abundante por.células .deriva'das}el ,~~sénquima como .s~n losfibrohlastos; mientras 

que en los t~jido~ conj~ntiv~~ ~~p~ci~lizados co~o ~I bartll~gd ~ ~I hueso, éstos son 

secretados por otra variedad de células también derivadas,·d~I 'rnesénquima, tales como 
.: . '·• 

los condrcicitos en el cartllago y los osteocitos en el hueso.· 

Cada uno de los componentes de la MEC se clasifican de acuerdo a sus propiedades 

fisicoquimicas y fisiológicas; asl existen las proteínas fibrosas de dos tipos funcionales: 

las estructurales, principalmente como la colagena y la elastina, y las básicamente 

adhesivas como la fibronectina y la laminina. ambas clases se encuentran en una 

variedad de tamaños y formas, que se derivan de la expresión de diferentes genes y 

constituyen familias de protelnas, En la piel por ejemplo, existe una gran variedad de 

moléculas de la matriz dérmica, las cuales son parte sustancial del espacio intercelular 

que se forma por medio de una red intrincada de macromoléculas, que incluyen varios 



tipos de colágena. Las variaciones en la cor:nposición, los niveles de estas 

macromoléculas y la ma,nera en como están organizadas; dan lugar a ~na diversidaa Je 

formas, cada una adaptad~ a los reqúeri~ie~Íos; p~rti~Ülares de cada tejido. Asl 
. . - ; " - ',.'·; ~-'" :·. - "- .': -- .- :: ~¿,. ; .' • ,,, -· '~ 

tenemos a.la ;colágenafibrilariritersiic.ial,qu~ sé·cór11pone'por los tipos., 1 yUI, los cuales 

se aso~ian e'n)~r~Edf·~:brl@sj.~~.to :dzn'1f:co~~.in~~1Íi~~.{ 1~s~~i;egu1a el diámetro 

de las fibrás. Basádó en Ías cantidadés de ios difererÍÍes tipÓs de colágena extraídos de 
' :::~,_'-;\' ::·::.:'. '. ~~.:::'/ -- .. _,·;:.;(; ;,:.;-;,_;: ;~;().:·:_~:;:>. ',; .;-·;_::_:·. ,)\':;;_(¡·q.;:-,: ·~!'-; ... --·-'\-~_~;:_. ·. ':·, 

la dermis,' las''prÓpÓrciÓries' relati~as deeiiás' e'n'.la 'piel.adulta'son del 80 al 90% de 
,·:-:_'; ~--~:'·,· ·- . ·/ -,!o·i:-., ::.¡');;;-: .:• --~-<' 

.colágena·,upo•,1, del B'al ,12%'.de,la tipo/111. {meria·s:del.'.5%jdé:1a tipo v. La alta 
.¡_.,_-~ ~--:---· e;.-: '":';;.-.:,,.\.";; ::, -·-~···'-"'" -~','/" -~ ---~-~.."-- --~,--~ -:~::·':. 

concentración de la cÓlágenatipo 1 contribÚye a la gra'rí fueria de tensión de la dermis y 
" . ·'·· .·¡ __ ·.,'· .. -- .. -,.·· • . .. · .'.~:..:-;.;· ,·; r~~t· . .:-,;:·.~' ,., . . . 

a su·. resistencia a ~la ;éiéformádón. •La: cofágellá tiiíó • vi;é'támtíiéri es ··.relativamente 

abunda-nte en la.·d:;,;,Í~/do~~;'o;sf~~r~~~iz~~a ~~m~~;.la~~~ÍcltfinÓs0que se Intercalan 

ccin··1as fibrillasde ~~l~~~·~a.t·1a .. distribúi:i6n·tá~ ~aii~d~ ~~'~J~ se· presenta, sugiere 

que tenga·· un papel. e~~la • ci;~~~i1ací;~ ~~e. otr:f, ~~-j~,~~~orri;~nentes ·de la matriz 

(Holllrook K.A:'/ Smith LT :, 19e3)JÜ~to eón ;~·influ~~6~á'del ~i;o::queleto de las células 
,·. :·< ., :;, .'\ ' '·:. ·~:~:,7 ' ·.'::~. . ..... ~'·7 

que 1a pro~ü~~~.: ·z};. 
Las protelÍÍas. adhe~ivas parti~ipan en• 1a interacción iJe' la.s células con lá MEC y con 

<~·~~. '. )~ '.": 
otras células, la fibronectina por ejemplo, promuéve la interaeción de los. fibroblastos y 

·--·~:' l' 0
"._:": '·. l 0.:/ 

otros' tipos de células con la matriz del tejido conju'ntivo/ mienfras que la laminina 
·)./'. "; ~,~t·'. . 

promueve la unión de las células epiteliales a la lámiri,a básal. Las moléculas de los 

glucosaminoglicanos (GAG) y proteoglicanos en ef'"'iejido conjuntivo, forman una 

sustancia fundamental hidratada, tipo gel. en la cual se encuentran embebidas las 

proteínas fibrosas, de tal manera que este gel resiste las fuerzas compresivas en la 

matriz y las fibras de colágena principalmente proveen la fuerza tensii. La fase acuosa 

del gel de polisacáridos permite la difusión rápida de los nutrientes, metabolitos, 

hormonas y otros factores solubles entre la sangre y las células de los tejidos. 
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Si bien las protelnas de la MEC son una parte estructural del tejido conjuntivo, como se 
.. ' -

mencionó, también tienen un papel informaciÓnal para las células adyacentes (Hay E.D., . . 

1991), ya: que se ha ··demo~t~~;Jo ·que los substratos de colágena, in vitre, tienen 

influencia en la ~~~ologl~, la_ ~iferenclación de varios tipos celulares y la sintesi~ de 

macromolééuias caract~~lstic'as d~I fenotipo diferenciado, que incluyen a los mioblastos, 
/j'; ..... i,>':::.::-i.:>~: 

. condrocitos, células' del parénquima hepático, células epiteliales mamarias y de la 

córnea, células de Schwann y células epidérmicas de cobayos. Por su parte, los 

fibroblastos humanos cultivados en geles tridimensionales de colágena presentan un 

periodo de reposo mayor antes de comenzar el crecimiento, mientras que las células 

que proliferan sobre los geles o el plástico crecen en una superficie bidimensional con 

los cambios resultantes que ésto puede inducir (Schor S.J., 1980). Este papel mecánico 

de los fibroblastos en la formación de las matrices de colágena se ha comprobado por 

medio de diversos estudios en cultivos en donde no solamente se obseNa su 

participación en la contracción de los geles de colágena sino. también en la modificación 

de su forma (Tomasek J.J., et al., 1982) y en el metabolismo influenciado por ella; in 

vivo, las células están embebidas en la MEC y reconocen sus macromoléculas 

constitutivas a través de componentes de membrana específicos tales como las 

integrinas, ancorinas, proteoglicanos, etc. Muchos tipos celulares presentan in vitre 

propiedades contráctiles que resultan en la retracción de los geles de colágena 

polimerizada, por temperatura y pH neutro. En tales condiciones, los frbroblastos 

detienen su crecimiento y se reprime su actividad biosintética, al menos parcialmente, 

por medio de mecanismos pretraduccionales. Cuando los fibroblastos de la piel ejercen 

fuerzas de retracción en un soporte de colágena inmovilizada en sus extremos, éstos 

mantienen la tensión por la fuerza mecánica generada (Lambert C.A., et al., 1992). 

5 



El cultivo de fibroblastos en un medio. tridi_mensional reconstituido principalmente por 

fibrillas de coláge~a tipo I, se introdujo h~ce aproximad.~mente una década y ha probado 

ser una · tíerr~~ienta .· ~~uosá en; ~I est~dio '.de 1{ mdlio1d~iª • ce1u1~r; · ª;¡ coino de 1a 

. slntesis y degradaCióíi ile' 1o'~06~mpon~~ies'dé1 tejido cc:mjJ~;ivo: ~arri~én pÜede ser útil 
• ;. • . • . - - c./ - . '~-" ., . - . . • 

para··. el estudi~ ~t los'{i~d~'iesi'cj~ ~r~~¡;ri\~ni~- y ,d~1 ~f~cto de fármacos sobre el 
·.-:. -_.,.:-:.' '. (" ' ;:~::'..'.·::-;-;:< .. ,--,;~-. - '~r,;> -'·'<>- ._, -,--·· 

metáboiismo. de lós fibroblástos!en condiciónes que se~ejen más estrechamente la 

situaci¿n ;~ ~¡~~ q~;1~r\~~1tfJ&s ~~~~:~~ca~~. ~j~i~t~ma ha sido caracterizado por dos 

etectós deterl11inaiíl~5.'..U11li•iniJl.lcé1óriJmp'ortanfo ~n 1a actividad co1a9enonuca, v 1a 

disminuci;n ~~nco~ita~i~~~r~~~f~sr;:~ rr:ol¡~ena; esta última, tiene caracterlsticas 

particulares con respecto a óíras protelnas:'ya que durante su bioslntesis, se presentan 

modificaciones postraduccionales:'Fc~mo ,:1.a·,, glucosilación e hidroxilación, a nivel 

intracelular y la escisión de los·~:é~tfdos·/~~minales en el medio extracelular de la 

molécula precursora, la procolágena, (Ehrlich H.P. y Bornstein P., 1972, Paglia L.M. et 

al., 1981, Olsen B. et al., 1977), como se muestra en el esquema. 

RETICULO ENOOPLÁSMICO .,;:_-'="''"'·"'"";;.,·='"· ..... _,,-_ .'"'··-""··'.;....,. 
RUGOSO 

Síntesis y modificación de las 
cadenas de la procolágena 

Asoclacióñ de las cadenas ~ 

Formación de la triple hélice .··. ~~-~.~~~t"'~ 
y secreción 

~ :..~';--·,.:..," ... ':..';.T ... T.l."":;: 

INTRACELULAR 1 ... ,;. 

EXTRACELULAR ,_ • 1 

Escisión de los propéptidos-"i=·.·~·-"··:···""'.t\: . 
~ -;r:;.:~'T'.;,'J.. ........... ~T' ....... ;. ~ 

Ensamble y entrecruzamiento 
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Tanto la actividad colagenolitica -como la biosintesis .de la colágena, son procesos 

controlados a un nivel pretraduccional, ·sin embargo, los mecani~inos_ particip~ntes en 

los cultivos en geles'.de colágena o sp~re r11atri~es' de la/misrr¡a. aún no han sido 

esclarecidos en detalle (EckesB .. et a1/1993). Emper~.'no soiáníerite'se tíii observado 

una disminuciónd~ ,; pro;i~éraciórÍ celular y dé la sintesls de 'ª~~á·;~ná; sino también 

la reducción en'er~;N~~Ue éodiÍi~,P~ir~ la colá~~~~·u;~of'.~si'~~mCl uriaum,~nto en 
:-, •:. 'º, ',~ <. •;:· .. ~ ~ • -,;·'-:• ; ·r::·~;.-•, '.;:. ,._.., ":_•' '• ~" ;V< : .. ;;,.;··~~ :::< •' ', ;:_::. "•V • O 

los niv~les bas,áles' dei transcritopara'1;c~1~'genasa, paralelos-al iricrem'~nto en Ja 

:~',:'::'fai~~Bi~:St::Jt.d ::t~~il',ji:it::: ' ..:~ :, ·' .-·· · <> :~ ¡:~{,:.~:· ·· ~)!::·( · .-· ·.;.:; ·, -~5 '{F~: '.-,,·~~· 

reducción de los niv~les tia sales' dej ARNm' se átriÍÍuye a uri confrol postranscripcional. 
'·~, ~;:-:,,-:;-, ':c;·~'::·.·';,:·.Y 0-'~ -._ .•. ~ ····~:,-;~:_;_~-; ;(:'~.;.;-.. {.:• ,-~--;:}::·_-~··. 

Esta reducción sé' puede explicar_ en parte-por la disminüciónen la transcripción del gen, 
~ -~ , __ -,-~ -_ ·:·. "~~:., -o-:~::<· _'-:.:¡;_~2'¡ ·-~s:t:. f~.~>.:·::;;:;~·: ~!-~~· .:-::--.~·;·.'-',-<;-;/;::· --~;.f>-:'._.··-!~·>:~': -Í <·:~.~::;~ .. -·-_..:, ;,'.:::~ --~· :": 

ya que el ariaiisls-de Jos elemeritós reguladores positivos én efpro'motoidelgen, para la 
." .. - .' ·.· :"·. · .. <:e· - ·'. ;-·~· ·-< .;:;". ·'~'. ~ ,·.o·----~~:·,;_''.' -_¡.J '•<_,. -.; ::.·.·:.".:~~-~::)~ ··_; ;.:.::~--.}~~?~;-,/}\~-., -~-=~·-. :. c;é-' __ ·__ . 

cadena pro ci1 (lfdé la colágena ~o i~diea la pa~ícipación''én fá'regulaciÓn riégativa de la. 

transcri~cióri par;:~!t~:~~~ciíla~ ~;~.-e;~~r~~.-~=,A~~~ .';~~~·iÍ-~dená ~1· ·de - ,¡¡ 

colágena tipo 1; ~n 'º~ :~~1~1~6s dé"rrbr~b1a:~t~s ,crecido's so~re Gn sllb'str~t~ d~ '<:01ágéna, 
,· ;,; \~·: •' ·'· '»..:- "-. ··v,J:';' '-/}.·: ,'t,,: ' 

es. estable. solamente'; fa• 'mitad-del tiempo'cúa-ndo1 sé' com¡iara ·con los cultivos en 

monocapa. 

inicialmente.~. además esas moléculas. s~n ;ne nos' ~stabl~s; :oe ~s;a ~~n~ra. eÍ nivel 
.. ~X .,. ~1> ;. j/º· :.;.· -~·";; ~ / :-:,· 

basal se reduce y corresponde a una disminución simiiar'.cie ,~;; niveies'de Ía proteina. 
'· :,.;,;· . ·'~ : ' "' --·..-.: :\ 

Otros grupos también han estudiado la estabilida'd def ARNÍn 'para la cadena pro a 1 de 
'-2./ ,.,,,.,: ·' ':_~_,·:..:, 

la colágena tipo 1 en cultivos en monocapá-d~fibrolilast~--huiiianos y murinos que 

presentan vidas medias mayores. Esas diferend~s pÚeden deberse a las condiciones 

de cultivo utilizadas, ya que está estable~i~~ que la disminución en el tiempo de 

adherencia correlaciona con el acortamiento· de la vida media del ARNm para la 

colágena (Eckes B .. et al .. 1993). Además de los efectos ya mencionados sobre la 

7 



colágena tipo f, s~ presenta una disminución de la·s transcritos p.ara los tipos de 

colágena 111 y VI, elastina y fibronectina, lo cual sugiere que ias 'madlficaciones se deben 

al contacto de las células eón la éol~gena.i.Sin embargó;i esos cambios se revierten -'-: ·;~;.f ._ .. ,,,,,, 
parcialmente cuando···. los • géies '•se . mantienen';• bajo; tE!nsÍórí:' Esto'· sugiere ·que la 

/, .::~<"' .· ;•. 
regulación que 'ocurre en' Íos geles tridimensíonales de. colágen¡(eslá relaciohada. con 

la informaC;~-~:·~ue:-~;¡~~:~;¿~~~Úl ·ra·s~·éélu·I~~.~·!~¡~ ·~·U¡-~~~~ ;a··!~~~·~~a~:~~-, qui"1ica .. dé rás 
, ·"::·~~:·:-:>. !.- '._-. ~:·-~~,;-.-~-·->}<_· . .-; __ ._..··_: ::::~:;~ - -· -/:'.""./' .;:'."~:~_·: ?.: 

moléculas.' constituyentes:' esta. hipótesis' se .:apoya con' base ,en. fa'•: obseniaclón de 
'.-• . ·: ~' ·, ! '·.¡.ii ¡ .:: :_ -~, - ~ ,-- - ~ 

resuliados similares en' la disminui:ión de la sin tesis de Ía colágena por flbroblastos en 
- ;<-~'. -- - . - '-:' :.; .~:-, - - . --.. 

geles retráciilés •. de.· fib¡rÍAa: Au~q~e ia mÓdulación; por íeiisión opera a nivel 
'''",;-··. ; ~;:',·: _. -, - .'.\\:_;··_ -, . 

pretraducdonal, los 'niveles basales cie.IARNrri especifico para los diferentes tipos de 
--.,.- :-: ;<~..,.~ ;;.;_: "'.:---:'~~:--, - - :,.,-<,:• _, ·-; .. _ .. , 

macromoléclll~s eslrU~~Jr~les'~n~ ~~"p~¿1~111a~ en' la nlis,;,~. ~rd~~[ciÓ~ en lodos ellos. 
- ... ::·.. ·;;\-~ .. \~:;;-:.;_.:: ... ::' º~:-.?:~-:,·~~'.\~{.>::--'.'º; ·-·· , .. ,:,-:~~- .' 

Asl, el incremento máximo se tiene pa~a los polipé~li~cis. dé la colágena tipo 1 ya que 

com~·. se- me-~6·i:~rió-·::~~:~~ :lj·p~ ~-:·d~;-~~t~~~~~:· :~;~~i~~~~-/~'g};,,-_· ~~~-~~~1J:~?~~- 1'~·: resistencia 
.; ··-·. ,-,:¿.'.3_,,;'t-,'" ,c·-f'-= '.-:::o--·· .,,,. ;o°!\.' .;.:_:_·'.~}~::: 

mecánica del téjido conjuntivo: Por;su parte; ~I inér~;,,ento é'n la'sliÍt~~is de la elastina 

es el menor, e~ ~~a~i~'a l~,flbronect;r{~ ~las d~de~~~ d·:~aí~J~,n~:~1 (11~) y las a1 y a2 

(VI) son modificadas•~:· ~~~era :si~Íí~r. ~ie;;;~;¡ q-~~ 1~ ~~'.e~nil ;i:J ~i> se incrementa 
' ';' ¡:·::~: ~ "';' .: _,· ' ~'.i_--,: . 

que pueda tener una' fÚnción reguladora en el énsanÍble de la molécula tipo VI. De tal 
__ ,_- .. - ·--··--···-- - .. ',• ... --· 

forma que su partlcipaciórí'!~r1 la interacción. ¿ol,~g~na-c~lula sugerirla entonces una 
. :;~: . . '.·;; 

función mecánica del iejido c~ríjun,tivo. / ; ' . 

Un componente importante que es n_eCJSario:C:onsiderardurante la actividad degradativa 

producida por los fibroblas;;s ~ ¿~ra~·\ipos celulares, es la presencia de los inhibidores 

de proteasas de la matriz. Las enzimas son secretadas como zimógenos o preformas 

inactivas y son bloqueadas por inhibidores especificas del tejido, conocidos como 

inhibidores de las colagenasas o metaloproteasas (TIMP, por sus siglas en inglés). La 
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familia de las metaloproteasas contiene al menos nueve miembros genéticamente 
,, -· 

diferentes: dos colagenasas intersticiales: las cuales degr~dan a las colágenas tipo 1, 11 y 
.·, .. -.·. ·.<'.\~· :·--__ . - ·_:-., .. ·.· ~ -:-·:_; :' ._- :_ .· 

111, ires estro~elisinas'~on:actividad~~ob~e colágenas con triple hélice interrumplda y 

otras protei~as nC> cd1a;érii~~s. y fi~alrri~~t~ s~ ~nC:~entran las colagenasas tipo IV o 
• • - ~ ' -- ,~ • >o - • '--,--:-- ••• ". • ,..,, - • -

gelatinas~s; q'ue d~~r~d~n 'espe~lfi~~rri'énle colágena tipo IV o colágena d~snaturalizada 
- -.:·,;~::~~-º--~;- ~" --'<9-~ ,._.. 

,. , .. •,. ~-· -· --- >-: .. ·- ' ' - .¡_ • ), . < •• 

(gelatina) (Reponen P.; et al.;J994,Quantin Bi,'et al.;:1989), todas ellas susceptibles de 

ser bloqueadas por· l~s ~I~; que fJ~¿~~nari én p~opOrc:Íón esteq.¿i~rriétrica: es decir, 
"'· ' : .'.!;_:_;-¿, - .-- . \·r.: . . ·;_i-;;=,; ,,·.· . --~~·,.: 

cuando una cOiagenása ~e manifiesta. en ferina activies parque su sec~eción es mayor 

qUe•· la ·de • Í~s Tj~p o: por ~;~~( siciC>fav~d~ a Ír~vé~.cii•'.~;:¿{~~c~nismos que 

estimulen sú sobreproducción; tal 'es '.el caso de cuan'do existe la ·~~i~aéión 'especifica 

de la células
7

p~r ~it~ci~~s:'sin émb~rgo, existenr~~iirt~~~~ ci6n~l~~,~~es
0

~~ que la 
~;¡· .'· ·:r.. :<~¡~---·" 

activac.ión de algurías'colagenasás prociuéic!ás por cüliivos cie fibrOblastos en geles de 
: ::.;~_,-· ~-.:-- '·-:··''~:.:;: ;:;, ;:.;_.~· . -·F;<;_--, '.'.-~~~-:-- -_:\~··'. -.'.-···-··>··-;,,·e:-. ,-; :;.--- -.. /'-'. _j._"_>·.·. :~.'e: ... ;· 

colágena, se mariiffestá'aún en. presencia de los. niveles iiormales~ ife los.TIMP lo cual 
.- , - •''._ • :oo-_·: -,-_e: - -. • ,,: . =;, -::,~;:. • -. -_._ :· -·~;~~~>- ' 

indicia que la proporción de las protéa~as es máyor 'qúe la de ios inhibidores y que la 

activación ele éstas se debe'~ ,;interacción de iasC:é1ui~~~dri'1a colágena del medio, 
. . ... .,, :::~ .. -._,_. - :«-·e;,.;_,_.:;·.:,:_·_- .;.:.·~:::---o_-'"":-)=-- ::,_~_-_,_;:e-'--,:,_'-~-"-:===----~':· . .,.-~"'""--~~-·<.:_,_,_-_, ... -~=--

posiblel11ente 'por rriedl~ cie'1~~ in'tegrin~s (S~ltZe~ J.C:~ ~¡ al.,· 19!l4), ya que· participan 
. '. ,.!}'- ::::-.'. • .. -.~.- . .. ... . <' • - •, ' - • - • --

com~ receptores para la 'colágen~y otros compone~ies de la MEC y se encuentran en 

mayor p,ropo~ción '~;, Jos 6u1uto~ ele ~br?blastos i:réci~os eri geles.~e ·¿?lágena, donde la 
' ,. ,_,J 

contracciÓ~ del g~I se "~v~ a cabo por interacciÓn eón laÍi'iniegrtrÍ~~ (Kleln e.E., et al., 

1991) de l~s ~'u~ ;s: ~~~e; jJ~~~ri un papel. importan;e ;n la. ;;~~~~i~~i6ri. d~' la señal 
. - . . .. -__ - . .__ - . - - -· . ' - , .. ~ -· . . . , .. " ·,.,:e::.·_ .. . , 

(Roeckel D. y Krieg T .. 1994) por medio de. la elevación del pH iritra2elular.y los niveles 
~- .. - ) 

del calcio,. por la activación de proteinas cinasas y/o· éilnibio
0

s '~ri \i1 · m'etabolismo . de 

fosfollpidos que conllevan a la modificación de la expresió~:sé~ica'(Richardson A. y -

Parsons T., 1995). 
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La adhesión celular ·especifica y la migración son mecanismos· esendales a los 

procesos de organogénesis durante el désarrollo embrionario,.metásta.sis de tumores, la 

reparación tisular' pCJstjricir. a .Ía ··irlflamación' y I~ cic~tri~1ció~. •·La. MEC tiene. una 
';'.~~:" .... __ _>"·'·'·- ,>_::~.'.,.)· --">'·' 

participación 'fundamental' en todos' los •• aspeétos' de ;1á remodelacÍón. tisular. y; en la 
. - - ~--_; , . , . -, - - ,. . - , .-e; . ~ '" •. , . -~ ': . 

mayorla de . lás': altéradoñes del proceso 'de; cicátiizaciÓn,! es'. decir en la fibrosis del 

tejido.Ac;ualment~-~~ha~~imi~~do:la ';~6Ji~,n,.~ist;ri~ d~~ qJ~''1a.·~E:C.no._es~ás que un 

biosop,CJrte. alred~~o?'~~- ~~-;~{!:~~s. 'tos ~:tCJ~f~u~·~~ ~:~ ~~~·~;~d~'e~:jC)~ ~úit;~os a~os 
muestrán qúé I~~~~~'. l~J~~~~·· ser ~J1 ~oport~ :~!~iic/:cli;ige ;ctlv:ment~los· pasos 

,- .. :·..:,-.-~ ·: · ............ , __ . ,_" ·:-·.- :;:, ,;··_ :·, ~~-· ¡ - ·. •'''··, '""--·-::_ • - ;' ,,._ :; . "·:· -~-~:,.;<_:. : ··- ~----:, ':.· _, .. - -

claves·del programa 'cié ci~atrizaCión'yregeneración,''ciuiañte'eÍ proceso postinflamátorio 

de la ci:triz~ci6·ri y la re¡,;'Jci~1~~iÓn'd~1 ;~iido; po; sú Cá~~ci~~d d~ ·generar arreglos de 
-:;·'::..~~- >-'.:-:~~--- -: '_:.'. _"; __ --. -~; ;;_7·_-'.;]¡,'_; . • - -__ -~--~2c:-..:.-:: .:-·-~:;';" =~-~~~-'~ --:;-,-:-.:;:--",-y -.. ;. -« ·~,;¿ 

las estrucíuras~a.través é!einteracé:iones'dinániicas'éntre sús. múltiples componentes, 
_ ·-··----';, - -_-o-;o.;: -;.-..::_'-'.- ·º"·~-.--"-,- --~;.f,~:.:._'._;:;~?~" o~·.:::;~-·'-~"' ·v· _ -:-~-~f'.(-'-~-~~:~"" 

proteicos· y -~no proteicos.:iEsá\diveislifaci (de; la MEC ;1á l'lacé :capaz de modular el 
;-· ·;·· .... -_.¡. :' -·~,- ,, .., ;~. 

comportamiento celular y ei fenotipo, de unir'especificamerite:a factores solubles como 
·-·- ··-·-,, /:_r, ._. ...,- .. \_~--~__:::;,_~-: ~:;~: -- ::~:;~·'._· 

las citocin~s y los factores de. crecimiento, de tal 111~~eia que captura reguladores de la 

respuesta ~~ el m;¿r~~mbiente del teji~o cicatrizal; ~nalmente por su organización 
- ... _::._·,._:,;· 

geométrica ·facilita la migración celular y modula las interacciones célula-célula. Por su 

parte, la dinámica de las interacciones célula-matriz son modificadas continuamente por 

citoclnas locales y están sujetas a la regulación por mecanismos transcripcionales, 

postranscripcionales, traduccionales y postraduccionales, durante la reparación al dailo. 

De tal forma que la relación entre los componentes de la MEC y las citocinas se debe a 

las interacciones sinérgicas o antagónicas entre algunas citocinas y ciertas regiones de 

los componentes de la matriz, como la similitud que existe entre las regiones de algunas 

protelnas y las del EGF (Raghow R., 1994). 

Asi, las hipótesis de trabajo para investigar los mecanismos de regulación disparados 

por fuerzas mecánicas, toman en consideradón la expresión inversamente coordinada 
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de los genes que codifican para las colágenas y sus enzimas de degradación. Esto es 
; . . ·'. , ··- ,·., 

comparable, por observadones sif11ilares con los éteétos de .los factores de crecimiento, 

tales comó la interteSciná .1· (IL-1) (Ñewrrian K.M., et al.~, 1~S4), el factor de cre~imiento 
"'· · .. · -·· 

epidérmi~o CE(;f¡. E!1 fact?rde necrosis tum~;al ~lf~ (TNF:<L), el i~terferón g~mma (IFN­

y) y. l;s é~t~re/cte: fÓrtJ~I p~om~tores ·. d~; tum;;és, ~n I~ expresiÓn d~ • es~s'genes. •Sin 
_,_. ---- _,, __ , ... ,__, - .-·,':O-'' . ., •• , •,,·•, .. , '-. __ : -,.,; -· -- , •. ·-, ·, ' .- • 

(e· 

embargo, sigue siendod~sco~.ocido' si los _mi~mosfactóí~spued,';n dirigir la. regulación 
·, -. -, .,,.-_-, .- .··. · .... , .·- : :-· ••• ·.·:.-·; , : .. __ .. · -:· :.·. ·"'.,··· . ,:-.. :1;;_ -¡,','.\-''".-··. :·.:-•:-.,,_ ... 

positiva' de la expresión de la colagénasa y la regulación negativa de la colágena, y 
.. ,;.,,,_.' . ·- :';" :-:<· ·,· -;:.;:_• , _,;·,. 1 ':. _,,· .,., .-:.'.,;' - ' 

viceversa.-También se ha slJgéridoqÚe la regulación negativa·por elINF.-Ü'en·.1a 

expresión génica de la cadena. a2(1) de 1á colágena 'up_o 1 'és' m;diadií' pÓr é'1 · có'mplejo 
,.';·_i'_',, c.··-'':.:' 

AP-1, conocido como un activadorde la exprésió~ de la colageriasa: Aunque: no hay 
'.··,_ <- ··~_J',~-i[',--,;:-~_;:~------ ~:'...'.~-=.e'·-'-~' .'.-'L.,' --• - --· '• ,,':. -_-,·¡::::·:;::,,f.'-;;,.,-~-•:._•--.--,,:_• --~.--- -

evidencia de que la unión de AP-1 en el gerí de la cadena_a2 de lá: colágena tipo 1 _-_ .- ::::..:: -:;::._~·- ,., ~~- . "{".·'"':.--·--- -· s ,,;~?---~·'."::'· ~--:-t~ ---=-,,.:--·-;-,·--

pudiera incluirla activación de.un factor inhibidor(Lambert C.A:; eÍ al.; 1992). Por su 

parte • los efectos ' de . las· . citodnas .:. 'sobie' la'fprÓdúcciÓn .·• de ' los "" inhlbidores 'de. 
:- :--~-·- -' . ~:-.-.· :.• 

metaloprotéasas difiere 'cie.~ntipoaótro'.de'.éitocina y.el efedo de la misma'citocin~ 
_--::::{·'._::·~ "· - .. ,, ' - .. '~ ... ·e·._··":. r=.:-;:; ·-:. ._·<·-·.~--:.· 

sobre lá sintesis del inhibÍdor también es distinto de ~éÍula a céluÍa:·Tal es el caso de la 

IL-.1 Jl, .. la. ¿iJal irÍhibe•Ja~~rodu~ció~ de\TIMP; en •las'· cél~l~~s•:endoteliales, pero lá 
.. ,1_,, ,e, ~o ~::._, ·>;~,'.'. ji,-~·-···' 

incrementa·· ~n l~s. ~i~Óvio~itos y. lo~·• condrocitos. por ~u parté,'.el :TNF:.'. bloquea la 
_,..,. __ '-;--.-.:· :~ -- -· º"":-,,.,-;:';:~·--' . '<-.: -~. ·.~- '"i· 

pr~ducción. de,losti~hibidÓ;~~ e~\1~~· ~élul~~ endo::elialés,• lo~~ sinoviocitos -.y· los 
,-:: )-:·:-- '"-->.- . -'. ;·-·~-.e 

condrocitos (Shij,gu_M.:,et~i., 1993).i 

Aunqu~ se han ~l!~é~t~I~r~ d~ cien·· a~tivid~d~s.biolÓgleasreg~l:ado"r~s distintas, es 

.· claro que no ;od~s e:;~·~:ti~idi~;;;;~suí;:~· d:i~iti~ina~ diffa~t~s.~ si~o que provienen 

de un· núméio iT{eriÓr de•ellas•qÚe:poseé:actividádes"biolÓgicas éompartidas. Asi, 
- •,: ._· ::-_ • ,: • .-._ .\ ; .. " __ :..,,: _t;:;c'.~-:~:-~,_.·, • ~._,_,¿ ;·.• <./·;• ~-:·'. _;,:-•. ~ . .¡;'.'•::·;~:\~ •e'-,;_,,'.'... .-=·~ ';- • ·.: • .-•. - • 

mientras la, mayoría. de , esÓs; pépUdos Jueron, caracteÍ'izados originalmente por sus. 

actividades moduladorás·cl~I cre~imi~nt~ e~ 1~'s ceÍula~ bl~nco, muchas otras citocinas 
. . ' . . . . ·' - : ~ ,. _.. . - .. 

también influen~ian. I~ ~struct~ra 'del dto~squ~ieto, ;a quimiotaxis y la inducción en la 
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·- ,- - .-- -. 

expresión de una gran variedad de genes. Por.su parte,' los fagocitos mononucleares 

han mostrado te.ner un papel ce.ntral· en la.respuesta tisular al da~o. Las interacciones .. . ... ·. .. . 

entre las células' inmunes y las mesenquimáticas son mediadas por ciÍocinás; esto se 
·. ; ¡.' ·:·-~·:: .- ·,--;,~·· " ,l~- ::,- -

demostró. in' vitre' utilizando 'sobréríáciántés'. de mácrófagÓs que é'stímulatian lá ' 

prolif~ra~ió~ • ~~· Íibrobl~stos •de ~~;;~~~. Los !~~~citos mononucÍearés. ~on .• células 
.J, . ' • :!:. 'e•' _•: ,. ·. ,,- =;'e"'"·<"~· ;o:..;;_' : ·~ -, ., " - • - '·r '.-' '~ 

claves en la respÜesta inmune tlsularfregúládora y efector{ que secretan más de cien 

molécula~ bi~l~~i~~~~~te aét;J~~; la m~y~ria dé ia pro~~:ción,ie eii~~)j~ ~i~ e in vivo, 

se afecta por las Citocinas,'de íás:cuales los macrófagos secretanClisi,dosdoi:Ímas que 
_..,,," ;-;,"(~.- . -·· ·.· --.:: .--: · s·::(·: ::'·r,.' 

a su vez regulan otras' cit~cinas (Náitian 'C.F., '19SO):. Entre las cit~éinas qÚé producen 
;,;<-·· ,;·' ~~~~,.:·~,:.-~·.' ··-."' 

los monocitos, atgunas dé Ías mejor' descritas' son la IÍ..'_;1 ~·el TNF-a," la i l-6/él factor de·.· 

crecillliento'Íibrcii:l1éstico.·(FGFJf: el •faci8r cie;crecimienio 'd~rlva'do- ~i~ 1ás 'i>1aquetas 

(PDGF). y fact~r, de• crecimiento. transform.ante .· p (TGF-p;;. ~i~nt~~s se•. sugiere, ~~e la 
'.- '.. ·3-:.'-·-·· 

mayorla de los' .... medladoresii extracelulares.' pueden. alterar el_ crecimiento y :.el 
: :_.\¡. :~-. >"-'-• ---•- '":_;:_: __ ,_::...c-.J): '>f"'-c.·o·~~ \~',~;'.'. :,;_-,~' :"_~; .. _,,:_:_ .. 

metabolismo de. los .fibrobJastos; '.una : serie\ más limitada· de· .. ellos' participa: en . la 
~·.;· • _:_-~ ",:-~··~: •, •;,~' •'' \~ r 

producción del tejidodCátriz,aL Dos de e~as citocina~; TG F'.p y P0.GF J han demostrado 

ser fibrogénicCl; a. un· niv~I i~~~rta~t~; que·· es dapaz 'd~ ~i~~~~~r ~lr~ct~~~~te la 
• ""' -· • ••• - • <. " • • .. '· ··;;-, •• ;- - .......... -'">.:·._'>~ ;-<.- - .. - ·"' . 

proliferación y/o esÍimular la sintesis de la ~olágena.'E~t~s rTledia~~r~s no sci'nlib~iátios 
-~-~;_·-:·'- :<;.: ~;·--..-. 

espontáneamente por cultivos de monocitÓ~· o :macr61~g~~[ ~ino,' que pUeden ser 

secretados in vitre por la adición de lectinas,' mit.ógenos, y Üntoé:inas como el IFN-y. 

Además, al evaluar la producción de tejido· c6n¡~AúJ()·in,~itr:d.~~·.obseiv6 que los 

macrófagos tienen efectos cualitativos y/o cuantitativos. s~br~ la ~l~t~si~. de la colágena 

por los fibroblastos. Lo último incluye un incremento en¡;lo.s niv,~les; ~e colágena tipo 111 

con respecto a los producidos por la colágena tipo 1 (Kov'alls E.J., 1991). La slntesis de 

la colágena se regula tanto in vivo como in vitre por úna variedad de factores tan 

diferentes como las condiciones de cultivo, productos del procesamiento de la 
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procolágena, ácido ascórbico (Kao J., et á1 .. 1990),factores d~ crecimiento, etc. De la 

misma manera, . I~ degradación ta~bién se re~~la 'por la intera~ción con los 

componentes _cíe .la matriz o por age.ntes como los ésteres de fÓrbol, la citocalacina B, 

los factoresd;cr;bimiento;E!t~.#o;·~j~mp,lo, el E~F·l~éi~menta los niveles del ARNm 

para la procolageríasa tisular,' 1a' prciestron'íelisina y Íos TIMP, mientras que disminuyen 

para la procol~·gr~a ;~ l(I) (¿lige C., et al./1992). Por su parte, la estimulación de la 
,.\ :.2-> ,: _:·¿,.''º -.,, .... 

sinte~isdeiilcolágena'es oira forma eri la cual las citocinas fibrogénicas pueden actuar 

pará indÜi:ir el depÓsifo de' tejido conjuntivo: Si bien existen más de veinte tipos de 

colágena diferentes, eí :. análisis de los efectos fibrogénicos de las citocinas se ha 
·' ~~,\{ 

enfocado en ío's tipos 'de colágena, 1 y'"· dado q'ue son los eiementos predominantes en 
··~i. '• ·J :,;; 

• él tejido' conjuntivo alterado en los procesos de reparación y remodelación:· Asl,' se sabe --- e: 1: -~ ·:-.¡ _ _;~,,_· <<t~_, ~ 

que los factores derivaJci~ 'de los macrÓfagos yde los linfocitos, incluyen a los factores 

colágena. Lo ·anterior se, apoya ·con los repárti!s que' documentan la inducción en la - ·---·J. _.' . - -, - - , - . . . , .~ - . ·' , .. ' . 

I expre~ión del ARN,;, par~ 1~· proc~láge~~. ti~~ i 'I HI, ~ri culÍivos de fibroblastos tratados 
- . . _,.: i· - ~-· -· . . ~ ;";{ , ; ~ 

con ÍL-1a .e ll.~1p; qu~ t~mbién pued;iríhibir el efecto estimulador del TGF-p en la 
(' ... :; ; .. .... . · ... ' . / 

expresión' génica. de la· colágena en fibroblastos humanos de piel. Además de lo 

mencion~do, la .'ri.-1 puede influenciar la acumulación de algunos de los componentes 
. . . 

de la MEC, al estimular o Inhibir la actividad de las colagenasas. En cuanto al papel del 

TNF-a en la regulación de la producción de la colágena no es muy claro, pues algunos 

·reportes indican· que estimula la síntesis mientras que la mayoría apuntan a que la 

disminuye. En contraste al efecto estimulador de la producción de la colágena de la 

mayorla de las citocinas, los interferones (IFN) abaten su expresión génica; el IFN-y por 

ejemplo, suprime la producción de la colágena en los fibroblastos, al actuar a nivel 

transcripcional al apagar al gen que codifica para la colágena pero no el que codifica 
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para la fibronectina (Kovacs E. y DiPietro L.A., 1994). Los estudios con IL-1 han 

sugerido que' esta· citocina puede . tener un papel básico. en la ··modulación de las 

actividades biológicas de una, ~ari~~ad ·de. c~l~la0s ·blanco. ()Ira~; ~e l~s · .. actividades 
---. -.·----~·-;o~-:-·::_·--,/,;'·,·-·- ·•··.: ··,·:,,··· " .. :-~·. ~ ·:.:· ,, .¡_. ;.•_. -

biológicas -de .las céiúl~s derivád~s ¡del 'nie~énquima -qu~ participan -en la -síntesis -y 

manteni.miento de la MEC ; son afe~táciás por la IL~1. ya que como se mencionó 

promueve el ~i~cÍÍnl~~t~ 'cie- ífr¡fibrcib1asto~' y t~mbién el de los osteoblastos e 

incrementa, en éstós',• la'proci'ucéii'm ci~ 1á· fosta'tasa alcalina, que es un marcador de la 
:: ;._,,: ' - .···-; · .. :·. '.''> -

mineralización deltejíd9. L
0os fib:roblastos dérmicos, las células sinoviales adherentes y 

los condrocitos prCid~6~~ ca~iid~d~s. incrementadas de colagenasa cuando son tratadas 
--. - -::. -·- - ·' .. ->-- .. -~'.''. :- . ·:·; ~. -:- --, ·-: ·. ~-: - .' ·.: 

con IL-1, asl corn().de,hia1uronatciy 'IIMP en_fibroblastos, pero no incrementan más de 
-,_-~--•O~ ' 

un 20% la sínÍesi~ de protei'ria~ n'o colagénicas; en cuanto a los niveles basales del 
... -,-_,. <co;~.; ·_; ;,..;--_'.-' :;_,-~:::--;;,:'"'- - •----- -=- ' -

ARNm para la fibronecti~~y:ia p~áciina ~o varían en presencia de la cilocina. Así, la 

degradación í~traéelul~~1e '·ª colájfai~ªc!~.n sintetizada tampoco se ve alterada por el 

tratamiento dedos, fibroblástos éori IL~ 1.• AÚnque la similitud en la secuencia de 

aminoácido~-~~Ír~lll~;i~~tdr~~s de la IL-1n y la IL-1Jl es solamente del 27%, existe la 

posibUldad. de ~u~;ambas contengan un domi~io funcional común en porciones similares 

de las dos isoformas, además de tener funciones biológicas semejantes. Por su parte, 

los fibroblastos en cultivo han mostrado tener niveles altos de receptores para IL-1Jl los 

cuales parecen unir ambas isotermas con la misma afinidad (Postlethwaite A.E., et al., 

1988). Entre otras citocinas se encuentra la IL-10 fa cual también participa en la 

regulación de la síntesis y la degradación de la colágena. La influencia de la IL-10 sobre 

la expresión génica puede deberse a los efectos directos en los elementos de respuesta 

AP-2, NF-1 y NF-1<B o puede estar mediada por los efectos de esta citocina sobre otras 

(Reitamo S., et ar. 1994). La actividad reguladora de los fibroblastos cultivados en geles 

tridimensionales de colágena, incluye una mayor expresión de la IL-6, comparada con 
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. '. ' - - _, 

los cultivos en monocapa; que posiblemente se debe a las interacciones célula-matriz 
.· ·•'• ' ,, , .. 

mediante receptores de colágená asociádos a la membrana celular, qlJe. transmiten la 
-'.;.-·-·:-> · ... _ -·· ·.: ·:::' /:'. ·: ;" .- :.···.: _:_~~·'>·'-:.· 

señal'ª través dé: la red. del citoesqueleto hasta ·el n_úcleo;:.10 cual 'resulta en una 
·:.,.· 

alteración de la expresión 'génica para esta citocina cuya participación es fundamental 
:-2._·; .. '~ > : - . -~;:?'' 

en la reguiadón dé otros factóres relaciÓriados eón el metabolismo. de los componentes 

delamatriz(Eck:~~;;étal.,'.199Íl.<~· > . < " ''> , > · 
El PDGF. y el. TGF-~,;~orí :dos factorE!S fibrogénicos y·. pueden pa~icipar di;eJamente 

PDGF es inductor de la proliferación d,e lo.s fibfobla~/~~· .el TNF:a Y_~I TGF-p han sido 

identificados comÓ. inductores e irihilÍidÓres "del crecimiento de los fibroblástos. A bajas 
. - ··- .. -- -.-.:. ... ·.· ·'·· . ·-·' .. ,, .-· . .. . . . :,,~> 

concentraciones, el' TNF-a 'estÍmulá' la : p~oliferaciÓn •efe; algunas lineas· celulares de 
·.-;- ~-~;·--· _;~.<,~ .-:'e -... ~.o 7"'"··:·:-C·.:-••- ~;:' 

fibroblastos y; a dosis mayores 1á"bloqueá:• Eri cuanto a:los; eiecÍos p~oliferativos del 

TNF-a y el TGF-p,•'se sabe que~~ deben en 'parte a la incfucción en la producción de la 

cadena A del PDG;;cirt c~l~f~S bl~nc~ cciailit .t y·¿;·arl< R: .. (F.,1994) . 
. · . . ... 

En contraste al efecto directo de las citocinas mencionada~. airas rmÍdiadores como la 

IL-1a y la IL-1P no inducen el crecimiento de los fibroblastos en forma directa, sino que 
-::>·:,._-::·~· __ '·'.·.-· . 

posiblemente disparan la producción de moléculas secundarias, :·atrás 'ciÍocinas a· 

algunos metabolitos del ácido araquidónico. De esta manera, se ha'démostrado. que la· 

IL-1 también puede estimular la proliferación de los fibroblastos ~:,ar ~~~ -i~duce a 
- .· _ ... - .. ,_ ... :·· 

secretar la cadena A del PDGF, la cual activa a la célula para entrar a la fas!!. de slntesis 

del ADN del ciclo celular. Además, existe la posfbilidad de que el proceso sé amplifique 

como resultado de la regulación positiva de los receptores d:l~s fib~oblast:~ ~ara u_;.1, 

en respuesta al tratamiento con PDGF, ver tabla. 
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TABLA 

CITOCINA PROLIFERACIÓN PRODUCCIÓN DE 
DE TEJIDO CONJUNTIVO 

FIBROBLASTOS 
IL-1 t + t 

TNF-a t + t + 
TGF-P t + t 
PDGF 

t t 
FGF t No detectado 

IFN-y 
+ + 
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111. INTRODUCCIÓN 

Con base en lo anterior, se ha establecido que los fibroblastos dérmicos humanos 

sintetizan y responden a una variedad de citocinas polipeplidicas y a otros mediadores 
. --· ·- . 

que actúan péir ~eca,~i~mos autócrinos y parácrinos que coordinan el crecimiento y la 
...... .,. " 

función de l~s ¿~r6b11siós<~c:>n otras células, lo cual contribuye en el mantenimiento de 
.,,. "\"-.!.''·-·-' 

la integ;icfad de la piel,(B~rr' R.M:, ét al., 1992). Las respuestas in vivo de las células 

blanco·~ l~s "Ciiodn~s; ft~al,,;~ni~'~e determinan por la asociación de diversas señales 

sinérgicas y ~¡,¡~~cS~ica~: ~~i~m~nte ·algunas de esas señales vienen de la variedad de 

radOíeS·_ qu~:-;,~~,~~ :a~ ras cfir~·!aS.<o_tras pueden provenir del contacto célula-célula y 

céÍÚla-mairiz. 'As{los fibrÓ~;~:Ío;~ cultivados en una matriz de colágena son refractarios 
: -"::_";.·~·;;-_.;._::'".~~--~~:;;: - ,-[".~~:_,. 

a los efectos· def:TGF·P p~ra )~ sl~t~sis . de colágena y también los cultivos de 

fibrobla~tos ~n ~~l~s i de• col¡~e~a •• c~ntr~ido~. que. s~.n s~mej~ntes a la dermis, 

responden nieños ~~I pcid~-qu~~16s. ¿u-lti~'¡jdos'~~~J;;~~ ·• d:~colágena sin tensión, 

similares al tejido dé granulación. Por otro lado, se sabe.qui! el.contacto con colágena . __ ,,., ,, "· ·- . 

medi~do a través de las integrinas puede estim~la~· l~·~;,;·;esicln de metaloproteasas 

también en los macrófagos y los queratinocitos (Gailit J. y Clark R.A.F .. 1994). 

Sin embargo; el balance en la slntesis y la degradación de los componentes de la MEC 

se altera temporalmente durante el proceso normal de reparación, como ocurre en la 

cicatrización; de tal fo~a que las anormalidades en el metabolismo de los componentes 

de la matriz pueden ser las responsables del exceso de fibrosis que ocurre en la 

escleroderma, morfea, cicatrices hipertróficas y queloides. Estas patologlas han sido 

objeto .del desarrollo de diversas terapias. por lo que se han probado varias citocinas y 

fármacos en cultivos de fibroblastos dérmicos por su capacidad de inhibir la sintesis de 

algunos de los componentes de la MEC y/o estimular su degradación. Un compuesto, la 
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pentoxifilina, que es un análogo de la metilxantina teobromina, demostró tener efectos 

antifibrótic~s y ~e ha reportado que la administración de pentoxifilina a cultivos de · 

fibroblasto~ dérmic¿s normales, r~s.ulta .en unai.nhibición ,.de su prolifera~ión y en la 
- .--: __ ,·;-.: 

producción' de colág!l11ª· GAG y:fibr?ríectin~ •• · as()ciadasC~on•Ún · increment~-· en. la 
:'~: ~';·. ,. ,.. 

actividad. colagenolitÍea.'': Además,' lá . exposición'.' a•.· 1~)entéíxifilina, de, fibroblasios 

derivados de·_ las ci~;rice~ . queloÍdes • y 'de •1a. piei 'de parii~nte¡; con .esclerodarma y 

morf~~. causa·:~na~·inh;~;~iónenla.·s1~iesis de' la c'61a~~nJ,' GA¿\ fibrcillectiná 
~ -,>' '_;1 •,: :-;::·..:: •-':-/_' ~.i :·-- ,·.;-;:··,·-,:·-:·..:·:-·. ;~·].;, 

dependiente. de la. dÓsis; sin -~mbargo, esto.s; resuítad~s n'ií mó~t~aion ningún . efecto 

sobre la actividad de colagénasa'(Bermari B. y Duncan M.R:; 1990): . > ·.· .. 
· Por otro lado ~,\;anil~~i; ~íi a~;~t~~~tl~lé~ic-;,~;n~;~~~ ~!\::u~~1a':ÍÓn~:'.colégena y no. 

-, >·: __ -,---~~º::'\ ~~:..;.~'.'.-:-~-::'.'.;/- --. -_~·:< ·~ -. - -_:- ·,,,~-:.::''.~'~t~·,--~--;~t°:-º::"7 ,:\~~- ·::,;~--

afecta· 1a prodÚcción' dé /piotelnas; no : colagéniéas eri iinodelos: experimentales de. 
-'-·º· . . '.,i " '-<···-. ·- -- " . ' '->..;'. 

i~ducción del. tejido de •·g(~hul~ciÓn\sul:í~ecu~~tem~nteO ~~ud·~~ÓstrÓique \~1: tranila~t 
'··<~~ '~-.',, :> .;'.'~--- '--;_·;.'; ·~:\,~~-·: ;/i};~~-- "'-o=:: ;-.:.o)~,=.;-·~;-": .·,~';,,_-.·/-o.; -.---e;-·:-;.·- -

inhibe la liberación del. TGF~pr IL~1p; prostaglandina':E2 :.'e' IL'2 · porimonocitos' y 

macrófagos humanos. Además, en un estudio clínico se demóstró é¡Ue su.administración 
.,.~' -·' _. 

oral fue efectiva para el tratamiento de las cicatrices hipértróficas y' queloÍdes (lsaf ,;i; et 

al, 1994f. Otras terapias son 

(azetidina, deshidroprolina), 

osteolatirógenos (BAPN, 

la aplicación de. glucocorticoides, ánálogós ·de prolina 
,~-,; ".-.~r- ·>,-- . , .. 

inhibidores de la glucasilación '(íu~i~mi~ina), 
~~--r-; ·-· 

D-penicilamina). compu~stos: · con propiedades 

antimicrotubulares (colchicina, mebendazol), etc~ (Darzi'.MA y Chowdri N.A., 1992, 

Lawrence W.T. 1991, Soderberg T., et al., 1982). Sin embargo; éon todas estas terapias 

y muchas otras de tipo flsico y qulmico no se ha logrado tener el efecto deseado sobre 

el metabolismo de la colágena, sin alterar otros procesos fisiológicos normales, así que 

estas alternativas quedan como temporales, paliativas o definitivamente sin éxito e 

incluso tóxicas. 
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Corno ya se mencionó, algunos de los componentes de la_MEC tienen Ja capacidad de 
. -·· . 

- - -

modular el metabolismo de otros. De· tal ~arma que· 1a colágena ~e ha útilizado corno 

material de bioirnplante;~acio qUe.•sus carácíeri~ticas·entre las .diferentes especies son 

muy similares y pérrnitenrealizar injertos cÓrÍ Ún margen de ~k~uri~~d a~~lio.Tal es el 

caso de Jos frabajbs do~d;~e ·~~ncio~~ ~I úsCldé·1~ 1c~Íá'.~~na het~rÓJog~ (de cerdo y 
· . .:'·~.-~- :~.¡,,,·-~-·:·~~ >-, . ' .• :, . . -~--- . - _-.. ~;:: <'-'.:, _·_ ... ' 

ovino) en Ja regeneraciÓÍ\ óse,a CF,ó'rd 'c;.Jll.,' 1992;Joos u: y iioguel D., 1S80, Joos U., et 

al., 1980, Shiriiiz~ v.;;~t~l':/1978), '1C>s ~Úal~s;han d~do ~I apoyo para utilizarse en 

humanos conun riesgo mi~;go. Tan1bi~n ~~ conoce acerca de los implantes dérmicos 

de ~~lá~~n~ (K~r~~ P::~ KibyA.G:,.19S2)~~qÜellos enfocados a heridas en donde es 

dificil qJ; ~I oi~~rÍisrn~· ~e iep~;e.pbr sl ~~I~ en;~~ periodo breve, dada Ja disposición y - - . ' . . ' -· - . ' . r .'o!~ 

la extensión de Ja iesión {Koetinleln H.E:, 1972). Por otro Jada, se sabe que un pollrnero 

inerte corno la pilivinilpirrolidona (f>~_f>); al ciiá'rrio se le_ han comprobado efectos tóxicos, 

teratogéni~os y carci~~·J6n16~i. ha mostia~ci ~ener participación en Ja inducción de Ja 

cicatrizaCión. tal es ~; :~º ;;Z su usó ·en ·én~P-íante de Jos lentes intraoculares con 
~--,·,"·~·-,:-~-~:,.,-~. 

función de humectante, é:Jol1de además disminuye ia cié:atriz alrededor del implante y la . . ' - -'.·· . - ,, . ,~·- . , .... _,. ";': ~ "' ·- ' ; . .,,··: . . -

cámara del endoteliriarte't1á1(cti~rle~ G.G., ;~~7): Este pollrnero ha sido utilizado desde 
,,,,, .. 

los años treinta, prinCÍp~JmenÍ~ como un expansor del plasma sangulneo y actualmente 
e:,•-\· ·,·,'-'.~-';{ · ·• --".;"" :, (:,••_. _, -

. se emplea· como 'vehículo de prÓductos farrnacéuiicos, -corno clarificante en Ja industria 
, - •' - "' ' - ' . - " . --~~- .- . 

de Jos alimentos, etc. (Robinson B.V., etal., 199Cl). Asl, la mezcla de varios polímeros 

inertes con la colágena se ha utilizado para mantener al pollrnero adherido al tejido, 

donde forma interacciones entre Ja colágena implantada y la presente en Ja matriz del 

mismo. Cabe se~alar que los resultados han sido mejores cuando esta mezcla, 

pollmero-colágena, se irradia entre 1 y 3 Mrad, donde se favorecen los 

entrecruzamientos en Ja colágena y se crea una unión aparente entre el pollrnero y la 

proteína (Shirnízu Y., et al., 1978). Con base en las características mencionadas, Ja 
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mezcla irradiada de colágena y PVP (FibroquelM"), también . ha mostrado tener 

participación directa en los procesos reparativos de la piel y de otros tejidos. Lo anterior 

- _'_-~_·.' '«! ~>> 

indUce una-: rem'ÓdeliiCiórl .. ··rnay~~ en ei _ .. SitiO-- ·de: la _Í~~_iÓn :.··~,.: ~~;~lre~-~:_ .. :·a ::u~a. mejor 
_,. ) i '. ' ':' -. '• -· 1 -~ :. i .,. . - •.\ . ...:.:-

disposición . de las fibras: de·. la colágena y·. a •. úna rémÓdelación. muy. similar a la 
- ,.:.:_~· - ,,.,:_<,.:,'- . . . . . 

arquitectura de la' piel .normal (Krlítzséh~Góméz F .e:;. et al.; 1993). Adémás/el fármaco 
- . ·. < . <··: :· .:-.~·· .·. -~-> > i·';;o:· .. ·::· ,,',.J - .:<:_:"_.e:··' .. ·< _.,,_",\~V·:',.:;-:.~·.-;_:··::-·:,:>\~:~-~~::-~-_.:::_::·_·.-::: .·, 

participa en la remodelaciÓñ de I~ fibrosls; comci es e! caso dé la C:oritiadurade tendón 
-~ <·'•;. ·- .- > .... , ,',,:'.·;,:--··-· _,-·_ ,_, __ ; ::.-.-.... 

en niños con parálisis herebral y en éfoairices hipertróficas y qúeloides (Dlaz de León L. 
;:-:·:·-- " _,. -, ... !t • --:,· _,_ ._, - ,. ;_:_;·.-:.·. 

et al., 1994 .¡datos no ilu.blicados de n'üesíio grupo¡: 
",'·,::.:::. 

Con base en IÓ ariteriÓr se diséñÓ esiéiirÓyécio parad~n;o~trár~I éreciódel FlbroquelMR 
.-::,--' ,.·-,.,.. . -- - -

y sus componentes ¡)ór sépáiadÓ '(colágena-{ PVP)~b,t>r~c;elmeiabolismo de la . 
. ,,,.... ,..-.. .. - ' . - . 

colágena en cultivos ·celulares de fibroblastos y macrófagos, ya que estos dos tipos 

celulares son los más a~undantes en los procesos d~ rep~rácicSn'y fibrosantes. · 
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IV. HIPÓTESIS 

El FibroquelMR participará en la modulación del metabolismo de la colágena en cultivos 
·' ': •; .·:·: 

celulares de fibroblastos 0{' m~~róf~gos. Esta regulación se verá dirigida hacia 
~ .;.::.· .'·~··<· ; ·>-'·+·.1;· .· 

incrementar él re!=ambio de I~ 'pr~t~lna, es decir, se incr~mentará la actividad 

colagénolltica y dis~inÍJirá I~ si~t~si~ 'de la colágena en las estirpes tratadas con el 

farmaco y los efectos o'b~erv~dos ser~~el ;esultado de su componente colagénico. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 

Cultivos celulares. Las condiciones de incubación de los cultivos celulares de 

macrófagos y fibroblásfos se mantuvieron con medio de Dulbecco-Eagle Modificado (D­

MEM con· gtut~mina.~ .~/ta glucosa) en presencia del 10% de suero de bovino fetal 

inactivado ~ 56 'C ;6r 3~ llli~utos (SBF), en una atmósfera húmeda ~on .5% de C02 a 

37'C.: 

Cultivos de mác~fagos: l.~s c~jtivo~ de llla~rófagos se g~neraron a partir de 
',~: ,-- O :.:.,_: 1, 

una linea transformada de· ratón,: la P~388; IÓs i:úalestienen caraCterlsticas particulares 
-="·~·. ! é..· -'-... -·i·.-;i--· --·- - - - ; ..... ::-::;-,-·«' ---· ----·--

identificadas en la American Typé'iC:u1ture'~ca11;ciio~7 (ATCC). Esta linea se• hizo ·,, .. -'· - ... -· .... _., .. ·- "' _., 

proliferar en D-MEM 10~.cil! SBF ... La;confluencia .de .Jos cultivos se identificó 

visualmente y el s~b¿~uf~~ ~¡;.;~~tizÓ l~~a~;~ri~~ tas ~~lui~s con un gendarme de 
,. ~~-~- . _:·_,,,,-~ 

plástico y transfiriéndolas de una ~.dos bo.tellas. . 

Cultivos· de flbrobÍa;tos. Los C:u11l~~s. d~ Jib~oblasio~ se generar6n a partir de 
"' ... ''.<:~ ' '· . - , . . . ' -- .. 

biopsias de. piel. ~or~ª'•· de.,f~ta'recién. naéida .• (1 a·· 3 dlas)t~m~da en condiciones 

asépticas: La técnica de derivación fue por cultivó Í:elular como se indica a contirÍÜaci6n. 

El fragmento de, ~i~I se lavó tres ve¿~/~~ D-~~~\~~· a~iibióti~~'f (~00 U/mi de 
. , ' • , ,: .. ;"L . :·»:_:; .-::;·:.: . -

penicilina y 5 µglml de' estreptomicina) y se transfiriÍÍ a una solución de. colagenasa 
• .• • .. ·- - - - -··-~--- --=----7:·.-:-:;-:-".''." -·' - -::_,;:_;r.-,_,•~'· :-..··' - : 

bacteriana-tipo 11 (SIGMA) al 0.25% en solución de Hanks,se':C:ortó' ciiii: tijeras 

quirúrgicas en trozos de aproximadamente 2 mm2 y se incubó en u~-;~¡;¿~~· ¿o: mi con. 

15 a 30.ml de la solución de colagenasa a 35 'C en ballo de M~ria ~ir·~ a 3 h~r~scon 
agitación ocasional. El homogenado se cenlrifugó a 200 x g:por 5°~i~~ios y s~ 'eliminó 

Ja colagenasa: el botón se resuspendió en D-MEM al 20% con SBF con.'imÍibÍótico:s y se 
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sembraron 1.5 mi por botella de cultivo de 25 cm2
, el cultivo se incubó en una atmósfera 

' . . ,-. - ., 

húmeda con 5% d~ co, a 37 ·c. A las 24 horas se eliminó elrnedio de' cultivo y los 

fragmentos de tejido, ·posterlormenie se adiéionaron '1.5 mi de' o:MEM 20%' SBF con 
'. --'~ -.'-',;_",,: ., -~ 

antibióticos y se mantuvo así ,de 3 á 5 dlas, despÚés de los cuales se eliminó el medio y . ,., .. ···.~,. -··. · .. ' ··,::·.,_;:.· ,-_ ........ , ,,,, ::Y~:"· ... ;,_.; .'·;;-·· ... :::.,·-··,;<~:· .: :,. ·.-- - -

se alimentó con D~MEM al 10% con SBF (sinanÚbiÍíticos): Üná v;z que el éuliivo llegó a 
• , \<;~"-· >: ~•. ·'· . '-"·· -~-~~.:··".Í:-~-:·- ·'-'·'··-:·. ;:-:•:~.; .~_, ·•-'.:·.·:~---- ' . -· ·,'-• 

confluencia se éiirriinÓ ~1-~e~l~ ~-se, adidcinÓ vi;~~eno, se iricu~-~ de;2' ~- 5 minutos a 

· temperatura amiliénte <TA> v'~e énminó"e1 vérseíici. inméciiiit~m~_nt~ ~e a91égÓ tiipsiña 

0.25% en verseno y'se iriéubó':de2á5 'rninutos a 35 .·c~_uñ'a vez ciJ~ las célula~ se 
,._~;:_~": ~ 'á'/::, - ,:;o::;r.::· --~} ... · ·. ~ ·. ' 

observaron con morfologia redonda sé golpeó la b'otella por ios lados pa'ra favorecer que 
' . :~,:\.·.';:: -.;,> ',_ ;·:_·. ·; -~- -·:,··-·- .'. ;,::· . .:_~-~'-'-· 

éstas se desprendieran y 'se agregó D~MEM 10% SBF; lasusperisfóri ·celÚlar se repartió 
,_ -':··:~~· {;,-: ·,-·,'.,· \;,''.,-·; .. , '-~·' •:c ... ,_,' .... 

de una a dos botellas, este fue 'el primer pase y se trató d1i1á'misma manerá· en los 

subsiguientes hasta llegar al cúartó; doncle fueron utilizadas para los, experimentos de · 
',e•;_,>' 

metabolismo. 

Condi~iones >exp~1rim~ntale~ en ·_ios. ~ultivos. Las_· llneas d~ fibrÓblasto~ y 

macrófagos fueron sembr~d,~s ~·~
0

IJb'~bnÍllJ~ri;ia e~;1acii~ d~ :Í4 pozo~' (2 c~2 e/u) ·con 
• , .... , • .,." -<'· _ •. '., - .. ·---.(- , .. "·- -·'"'' --- ', "':,.-

5 x 1 o• y 1 x .105 ~éluta~/c~2; ~~~ie·¿¡¡va~~riie. 6ori':i'ITII de D~MEM' 10%' SBF pa.ra l~s 

fibroblasÍos y 1.5 mi ~?ra~~~,~~ú~;agÓs; I~~ ~~lti;bisiincÚbaron'~
1

oi~~horas ~n las 
' . . . --~ ' - . . . .;_.. : ' -' '; ·-:~ --. -,~ : . . . ' " " . 

condiciones mencionadas: riespÚés''del' ~~riodo' de' inc~tiadón' se 
1

etiminó 'el medio a 
•/ ·; >«,;~·-·.· ~ ;,:;_.,,,, >:- - <' ¡ -

todos los pozos, se agregai~'n5oo'IJ1cie D-MEM por pozo\. se incub'aronde 3 á .5 horas. 

Posterio~~~nt~ si'::li~¡~¿-~~~~~··~~;ei~_;y ~i~'.~~:~:;o~~~~ ~~~!l~~b~~:~e p~e~a .. 
:. ~ ·-·-- - ;/-

.. · .;. .-:, : ·. · - • -)/ . :- :·:~:- ,, .. '"f~,;¿. . · ·:., · .. · ·' - e - ·. · .-'í -~·.t.·:·: -·. - ' ; , --~· - · ·,' -. 
las cuales fueron: 500 µl de D,MEM,500,µI de D-MEM 10%_.~~F, 500 µI de colágena 

tipo 1 (Pentapharm) <prev)ámente . dlaliz~dá e contra ácido acético 5 mM, en 

concentracione~ ele 2,· 4, a 'y; ~·~;;, ~n; [)~~EM, ~on respecto a su contenido en 

FibroquelM", 500 µI de polivinilpirro;idona (PVP·.· GAF Corp) en concentraciones de 2, 4, 
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8 y 10% en D-MEM, con respecto a su contenido en FibroquelMR y 500 µI de FibroquelMR 

en concentraciones de 2,'4, 8 y 10% en D-MEM y se incubaron por 18, después de las 
- .. -. -~ 

cuales se realizaron las evaluaciones: 
: ·::-:=·:·· - ; < -

Medios cond1cio~~~of E1(~1ro'e~perimento se trátó a los fitlroblastos con el 

medio condicionado 'de los rr¡;~iót~g~s(~~r1 'e116 ~e ~~ITibraron fibroblastos, como se 

menciona arribá, y se les:~d!Í:ionaron :íoo ¡Jldelsobrenaciaríte de los cultivos de los 

macrófagos previam±~te ·~ipJeftos a\a~;una dela~ ~ondi~iones.'de prueb.a (D-MEM, 

D-MEM 1 Ó;. ~~-~ ,· 'Koi¿~jri~'.; ~V~,·. y• ;ibrciquel~"; y ~00 • µI . ~~·· 6-ME~ . f~e~co, . la· 
': ·~'-: . ,, ) ·' ::·.·. -:·,, ¡ ~-_;' ;- - ;___,':._'·.~·· :.:;.: - 1- -.- - ·-· ---· 

incubación fue pcir 18 hora~ en.las mismas'ccinciiCiones qu'elos anierio.rés. Por otro lado, 
;;· .. --·" ·.,,v;·-'-~·-:.~_-·--'--.;-.·-:7-'.-'"'·-."""·-·;-.. -~·-··-- ·.-·._,,,.,,._-~-e ----_:__ ... 

se •.. realizó 'el mlsiii'ér experi;ne~to '~i~cini~~do'.; a· .1~5;. macrófagos •· a.• los medios 

condiciona'dós di! los, fibrobi¡¡stcís (Nélel M, et al:, 1992). :~ · . 
... 

:" ~ -
:';_~ ~ ---- - ·-·- - ·<,:->'-' -

Conteo celular. Para determinar la cantidad 'de. células vivas ·en los pozos 

después d~; perl6d~ de '.i~~ubad~n (1 ¡ hor~~) .·se ellrryi~ó el . medio y se. levantó la 

monocapa ~º~ v~r~~~:/trip~in~ o.:!tio/o y di! est~ suspensi~n. sé tomó una alicuot~ de 15 

µI y se mezcló con <15 µl~e azul tripano y se reali~ó el c~nteo celular en un 

hemocitómetio. 

Incorporación de timidina f HJ. La cuantificación de la timidina incorporada se 
' - ·-'· - .. - . • - c. ,·-'o-'- -7_-:;_o-- :-"-· - -- -

. llevó·~ cabo con lá té~nica de Miki Y.; et al .. 1987. Para las muestras de incorporación 

de timidina [3HJ ~e ~dicionó 1 µc1' d~ metil, [1'2'-'HJ!imidina (1mCi/ml, Amersham) por 
':.'~: - --.:"'"> - _> ".-.:~- .'.-. --. ., .. _ . 

pozo junto con las condicio.nes d~pru~ba ~ se i~cubaron por 18 horas. Después de este 

periodo se ~liminó el medió, y los pozos .fueron lavados tres veces con amortiguador 

salino de fosfatos (PBS) y después se fijaron con 300 µI de metanol absoluto (MeOH) 
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por 30 minutos a 4 •e . Posteriormente se eliminó el MeOH y las placas se dejaron 

secar. El residuo se resuspendió en 400 µI de hidróxido de sodio ·(NaOH) 1 M y se 

agitaron vigorci~arii~nte h~st~ ~.bte~~r I~ disoJÜciÓn total;· de esta s~lu~ión se· tomaron 

alícuotas d~ S~ µI d~r~·¿;~t~~ cd~ ;adidétiv;d~d. La. ;~cordciración de timidina · ['H] se 
,_,_,- ,;·; ;_·,, ·, "' · ... ·., .. -, .. ,,_ - ·' . ·- '· 

·.. \·. . ; •.. ")•' •.--.::"-; 
l~corµorá~i~n:d~-p:i;f;~ai~~f, La c~~nti~~ción_ de_ la· incorporaéión de _la 

prefina se' llevó a cab~ ~o~ una modific~-dón ~ I~ técnÍc~ de' Diéggelmann R.F., et al. 

(1990), (Chojki~r M'., ~t ~J., 1~~~. ~~·t~iR~fsk?a.•/ Di~~g~l~af1n>'R.
1

} 1971). Par~ las . . . 

muestras d~ '1n66;p;;~~¡ógc!É! '¡j/óníí~ ¡C'Ll~·4.c(c25o Lc115 ~l. Amer~ham) sé agregaron 

50 µg/ml ci~i~ici~ ai~~r~;~~n:rµ~f?ci~ ~;~un; f '~¡ ~o~ P.ozo ju~fo'.~~-~ las ~ondÍciones 
de prueba y se i~cubaronpor18horas .. Después de:esteperiodoseadicionaron 500 µI 

de. agG~ destilada ª. ~:iE~i~o ~~ ést~fq~'.r~~-~;~¡~Jos~br~~~s~~in~s a'.i"~~. % ·de la 

potencia.· de . un. ~oni~ddr,· "S~~ic ~is~é'~brátoÍ" ':iodeto 50 ·, (Fiséher~·scientific). Los 
'':·:·.-· -; ··-;·.-- ··:·.:: 

homogenadÓs . de • mo~ocapa '. (MC); y ~o~re~adante .· .CSN), se transfir,ieron a .. t_ubos · 

eppendorf de 1,5 mi y ~e p;ecipitáron por la ~dié:ión 'cie' ácido triclóroa~éué:o CTCAÍ y L-
.·,:.-:,_,: -··,·-,-: ::;..; - ,-,, ·- --

Pro a u ria concentración finál' de 1 Óo/o y 1 mM, respectivam~nteha suspensión fue 
. .,..,.:.. , ·: , ; .• .'" ·- , .. ---~; · . ~-_:;__'.. :_~ ,, r,, • : .. ;.:: _ :" e,,,.,·:. ;;: ' :-- '?; i;·- ,> .. · "· · - -".--' ·=· -- · 

centrifugada a .. 1 :i;f~;oo ; g por 1 Ó minutÓs y el botón_· se lavó treS veces con TCA al 5%, 

L-Pro 1 mM. DespÚés del ~iÍimb:lavádo ~l,bot~n· se, l;~vó' ~n 5~~ µ1
1

d~ ~Í:a,~ol:éter etilico 

(EtOH-EtOEt) 1: 1 ·y s¡ ~~~irj~gó':' ;,'o~o x g por 1 o ~inut~~'; ei,sN -~~ ~1\~;n¿ ~ el. botón, 
______ ----'--"'-- ·-0:.-0...,,.,. ó~:-'~;-c·.;.,--;-.oo~;t1-=-~--:?;.-.=;-~o.:~-;-i·¡-;;:---c•c:,,:>, '""·.'T'"':'' ,-.:-;:~'-- ·>'?.,,· :·' ·C· --~~'J., ... ~·_}_; - '· .' . :·, , • 

se dejó secara 4."C. ElresidÚÓ seco' seresÚspendió.en un'a,:;;ortiguadorde HEPES 0.2 
: _.'._ -- -=-:~-~:.'~,,;:y: ... ~ 

M, CaCl2 0.5 mM, _N-etilmalei_mida (NEM) 2.5 mM, pH = 7.2 y se incÚbf> por 90 minutos a 

TA. Después, d~I Íiempo de incubación la solución se pre~i~itÓ~u~~coii~entración final 

de TCA al ~0% y ~-Pro 1 mM y se centrifugó a 13,SO~x g p~~jo minJt6s. El SN fue 

eliminado y el botón se lavó con EtOH-EtOEt 1 :1 y se centrifugó a 13,600 x g por 10 
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minutos. el SN se eliminó y el botón se dejó secar como se describió anteriormente. El 

residuo seco se resuspendió en 490 µI de un amortiguador HEPES 0.2 M, CaCl2 0.5 

mM. NEM 2.5 mMO pH 7.2 y se adiciÓn~ron '.JO µI (5 µg)de colage~asatipo VII de 
' ···- ., . .. '. ·-·-

Clostridium histolytiéii/n (SfGM~fy>lá s61ución'~e i~cq~¿ 90 Qiin_uiéis. a 3s ;e: D~spués 

de la incubaciÓ~ ia sólucÍó~ s~ ~~r~ci~itÓ~u~a'~~n2~~t~áció~fi~al de 'l-bÁ ;110°;. Y. L-
.. '·-·.,,_ .. ,.'"' - : . .,,,,··-. -~--. ~;'"-1":::\·~--~·;::·¿·"'•t,~-~-.-;/'" -·::>·· 

Pro 1 mM y se centrifugó a 13,600 ic g por,1 O miriutós; del SN se tómaron los primeros 

50 µ1 y se depositaron en un vía1 p~:a é::o~!e{~~ radiZctíviC!a~.:~J~s~ó ~·t1-~N se eliminó 
•. r- •. , • '. • n- • . . • -. ·~~ :· '... . . '·' . ..- ~. • '. ' ... - - • ' 

:-~_;,· 

y el botón se'resuspendió enºSOOµl_'de TCA/5% y L-Pro1 mM•.y se centrifugó 
- • ~ -- - ··- ·- •. --~/· .: .- . '- '.':J __ : ___ ,--~ ··.-:;,: ., -

nuevamente.como antes'.' De este SN se.toniarcm Íos 'segundos SO µ1 'y sé mezclaron 
l, ... . - ~ .·-,. - . 

con los anteriores. Al vial que cóntenia la rriuestra'se le.ádicÍónaron 2.5 'inl de liqÚido de 
'-_._-e:,:~~: - - ;._::.~~~"'_;~_~; ~<f~~~:-~;, -~ -

Bray para éonteo de iaciiaiitiviciaci éfe~las proteinás degradadas iiorcoiágenasa (PDCJ, 

en ·un contBdOr ºde-, C-;-~~911é·oº--:~~~e10~ cs·~~~Q1 ~~fse'~¡~anr: y-.e¡ "'derTI:¡~::~~~-~~~'tiJ~i~ó,- -El 
. . . - - - """'~ . . :.-. . - " - ' .. - :·. -- ,, . ' - . . ,--.;>' - , .. _,_: ' - -_,_;;. , -.. -- - .,-, - . 

botón se resuspendió en soo µI de ú,ri amortigúádór Tris 0:1 M,' dodécHsÜliatode sodiÓ' 
·-·· ·"11-~ 

0.5%, ditlotreitol. 5 mM;pH 7.4; de esta-solución' se torn¡;rC:uÍ fOOµI y se mezclarán con ,. .· . ' -·----=- ':~'--- ·--·--·--0:--i . ·.--- -
-~·>-e-:=- --

liquido de Bray: para conteó de radÍactividáci de.das ·protelnas iio . ciegradadas por . ..- -- - -- ...... , .. - .. . '. 

colagenasa (PNDC). i:.ás c~~nta~'pó; r'ni~út~ (~prTl) para PDC y PNDC fueron cor;egidás 
... _., - ~:.-;.''-. -!: '.-- ·:-::--:;:-,.:- : -. 

a los volúmen~s totale~ y se ~lculáron pbr medio d~ la e~uación de Di~gg~lmann R.F. y 

Peterkófsky B. (1972)para conocer la cantidad relativa de colágena y ésta se normalizó 

- - . 

Cuantmd;ción 'de .Ja a~tividad . co/agenolitica: Para . cuantificar la actividad 
--=- - --,,-,--_--,:-----o_-- -'-'"-'---~'---e-'; --o---;- -,---ce-=-. -;----,-_-;o··:-;-_:-:r:- _-o=. --

colage~olltica se siguió Í~ té~ni~ de Murawaki Y., el ·~l. (i990) e~~' álgunas 

modificaciones. A los ¡Í~~os ~º~ MC y SN se le~ adicionaron 500 µI d~ agua destilada y 

se sonicaron poi 20 s~~~nd~~ ~140 % de la· p~t~ncia ~:I aparato. Se determinó el 

volumen' total por p~¡~ y;despu¡s se. tran;sfirieron d~ cada p~zo a dos tubos eppendorf 
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de 1.5 !':'I 400 µI del homogenado de MC y SN, uno para.la cu'antificaciórí de la actividad 

colagenolitica y otro para el blanco. k cad~yno, de l~s tubos para muestra se le 

adicionaron 100. µI del amortiguador 'de Tris 0.25 M,' ÍicidÓ. acelilfe'nilrnercúricÓ (APMA, 
:-, .. J.·••"; '-·'. .'.,.-' ~ 1:- -~-t-:; ' -

SIGMA): 5 rnM, các1~.2s'inM.;pH 7:;!{10 µÍ 'cie{coÍ~ge~~'r3HÍ con ~na a¿ti~idad 
,; ...:'¡:;.: -'··' :;.;_. :~t:--/ -~ .· -.' ' ;;'· 

especifica de 4,000 épm (donada por M en e Hortensia'SotoTrejo). A· los tubos para 

blanco se les'adidi,on~ lo 0~i~m:::excepto~fo(~I a[Tiort¡~:z~db;, d~~~~i'ie sustituyó el 

CaCI; por ácido etil~ndi~mi~Ótetri!cético (EÓTA) .so rnM: La's mÚ~stra'~ ~~ agiÍaiorÍ y se 
!.,_. . ;' -.• ~ '."' • ~ ,3~' 1 :. 

incubaron 20 horas a 35 •e: DespÜés del periÓ
0

do de incubii'6ió~ se agregaron 50 µi de 
-~-- '~·--.:'.:; :--:~:~<·!_·;';·.,~ ',\'." : -:ii•"· ·~··-~· ''«""··.-

o-fenantrolina. 80 'mM en dioxano:aguá i; 1 y se incubó 30 .minuÍOs {TA Las muestras y 

.·los blancos fueran pr~cipita~~s ~~r ia~~iC:iórí d~ 500 · ¡j1 de ciio~~no' y ú~ci~~trifÜgaron a 

9,000 X g, 15 ~inÜtos }:.'~/ l:l'elSN sé tornáron alicuotas'd: ~6ci µ1 ~;~~'mezclaróri con 
- . ,. -- -.;:~ ·:.-..:-.-1 i.····: "--~-·. ·.,~. ·.r~ ·_·:,, ,_._ :;: . - .,:_~·:_·~:.····., ... · .. · .. -·--·"·'< .. ···, .,_._;,<'-

liquido de. Br~y y ~e c~ntaron pará. radiaéti~idad: La correcéión por vol~rnen se. llevó a 
-- ·, •' '·'!-· --~'"? - .,r.- -(·'.· 

cabo al conside'rar las 'épm cori' el ~úmérci celular. 

Procesamiento estadlstico:de)as 'c1atos: Las asociaciones entre los grupos de 
~[: .. :·. ·;,~·:-~· .,- ·~~:..._~.:-:' 

variábles cuantific~bles se determinaron por la prÚeba t dé student. 

Para llegar aÍcornp~rtamÍent~'obtenidoen ·1~séuitivos ~e 'tuvie~ quereali~ar algunas 

pruebas con el ·~úm~ro Ct~ ~éiu1~~ ~u~ se em~le~~ian: pe~ ei~mpl~. s~ realizó una curva 

de crecimiento de d~nd~'fu~~~~~~lec,~iopád~s i~s.;.~~centraciÓ~ésde 5 x 104.células· 
·..:.·;:.:. ·- .!:, - .. ,.,. · ·_:.:.:-2;~-S;:,;:;:~-.;--c.---'-':; . .:.,-~~°''~-::--=---

porcm2 para.ros fl~~t)l~~~~~~r1· 1~~;~~1~~~~ po; ci~ p~ra. I~~ n~acrófagos,. las 

cuales 48 horas después 'de habér sido sembradás alcanzaron la confl~encia, el efecto 

que se pretendla,·· era/tener,; a las• células'. eri .·un •·estado relájado. 'éri ·cuanto a. la 

proliferación y más a¿;iv~ ~~;~ la ~i~tesi~ de P[Olein,as. ~!ro pari,;;~t~~ de cÓnsideración 

fue e.1 hecho de que lanío la c~lágena col'Tlo el Fibroquel"'" estaban disueltos en una 
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solución amortiguadora de -C:itraios · con un pH de_ 3.5 _lo cual acidificaba al medio de 

cultivo y las células no se o~servaban en buen estado. Para resolver est~ pr~blema y 
,-::__. 

dializó-contra ácidoiacético srnM •por 24 hóras'a '4•c:1o'qu'eh1evó'a'auméritar-süs 
-·.-. :.;, ',;;i·,· :.:<: ·'~·-·L~~'~·c_ )·';-'_·_<~/.:.-- .-~'>· .:·-;·,-: 

volúmenés- y' fue 'necesario·-· liacE!ic uña . éóriección 'de. la icoricentr~ción' volviendo a 

cuantificar e_I c~nt~~,Í~º-i~.~i'd.i ox_if~~li~-~; tan:te~;~.~;~ro,q,u~ 1~~.·c;~tef ~)a •colá.~:l'la, ésto 

con ; él -objeto' de 'cieterminar• sus conCe_ntiaciories. 'El•_._ polimero no• presenió ningún 

problema ya que esi¡cil~e~té'-~oluble :~-s~i~cio~~s .áC:úosas y Ía va;i~ción-~ue pudiera 

haber prese~ta~~ ~~-~J~~ig~¿ cj~-~I ~-:d;~~~ ~5{¡~~. _ ... --_ • 
En cuanto al h;dho ~e ~~-plr~;,e~ l;~s-:i~p~ii~entos; ta~tci para la colágena como para 

- - -- :·:·;:.:· . '>'.~' ~-'·" 

la polivinilpirriilidol1á, sü_¡;~onceriíra~ió,nj,rel8,t~va:~l'I FibroquelMR, se debió a que se 

deseaba sáber si era el fárrl'lácó el qÚe ÍenÍa el efecto o si éste se debla a alguno de sus 
-- >: ·':"·:~ 

componentes,' lo cuál podrlá)evá'ria ilariaciones en _los resultados si se utilizaba ·1a 
- ._ --~~~: .- . - .. ~'-'"-,;t·c:::-. / ~:,:---e"::'-º , -· ;-

concentración neta cie' 1a pr~teÍna'b del po1illl~ro. Uno de Jos primeros indicios que hizo 

pensar en qué el ;Fibroq~;I.,~. Í~~dria un 2~~portamiento un tanto diferente de sus 

compÓn~ntés o' d; ii~ -~f~ple' r{,ezcla de ellos sin irradiar, fue que algunas de sus 

propiedades fisicoquimi~s e;a~ cÍiferenÍes d~i~s mostradas por la colágena, como su 
- - •;;~/. >_'.·:·_ 1·<~-: 

fracción princfpa1; 'aproxirl1aciámente deí.aoo/o, ya que si bien el FibroquelM" también 
;·,:::;., .·:i·--· ·•> ;·_,_, 

puede pr~cipit~r5e'd~I ~ehic~lo-p~~ I~ ~diciÓM cJ~ sales, no forma un gel cuando se 
'. --~ 

diluye en e_I m1!dio dé cÚltivci/a pH·neutro a:37'C como_sucede con la colágena. Otro 

efecto' interesante ~s _el ~echo de 9ue los 'cúltivas· tenían 11na mejoí morfologla en el 

medio que'contenia al fárÍiia~ y E!n los ·que contenían al pollmero, comparados con el 
~- ~; .·>. - •/1, 

medio sin suero; la 'm~rtÓÍÓgia~e l~s délulas en los cultivo~ _tratados con la colágena era 
' - '"~- '.3>'.' 

diferente y cÓrrespÓndió a I~ rep~~ad
0

~ ~~ I~ fit~ratura (L~mbert C.A., et al., 1992; 

Tomasek J.J., et al., 1_982), 
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VI. RESUL TACOS 

Incorporación de timidina f HJ en cultivos de fibrob/astos y macrófagos. Para 

conocer la ~aniidad de:.iimidina incorporada por los cultivos de fibroblastos, éstos se 

incubaron por 18hor~~~n·presencia del nucleósido. La cuaritificaciÓnd.~ la.radiactividad 

incorporada no pre~~~téÍ dif~;~ncia;·significativas .. par~I~ i~~oíJl~r~~iÓ~de timidina ¡:iH], 
. . . . . - .. . . . - -- : _:, . - - - ~-:: -· -~ 

excepto ii~r J.; ;~~~~11to 'allra'~illlácio • ciei 3oo/. ~n 1~5 é~1ii~~s t~~t~cla5' e:~,:, F>ií¡; a1 2%. 
,~_\:: ''"~''--:·:·_ ~ --·'' ·-,--~-~'- .... ,_.,_~-~.:,,_.,- ·:;~:~--: 

mientras que al1 oo/, el polímero mÓsfró.Üna ligera disminúdón en Ía incorpÓración de la 
. , '·-· -· - ,_•, .. ·• .... .. ____ .,, •. -_- "·''":•e . ~ .- -- •. ;~ -::.:-!- .;; ; .,.;· . ,.· .--,- -.. -; ,. -. " . ." - . -~-- •.• ·- ·. •·· , 

iimidina. Por airó ládo, los demás compúésio'~ probados sé inantuvieron p~áét12amente 

igúal cjue el cóntrol (cultivos ci~' fi~;~:la~í!~·~on ~~~~~;·(ri!l~~ 
0

1·;;{ ···· 
_,,. __ -. ,~ ._,., : ¡::-.~->.-··o-;:-_,~, .. -,_,, .. _,(-.-"- o-,_·_ '-.' 

La. incorporación de timidiria én los cÚltivos de rriaciót~gós'fue''diferénie' a la. de los 

fibroblastos,''yá que mientras el pÓllmero no modificó la incorporación del riucleósido, la 
·' ,- i" -.. _' ;-,,- '. -_' -- -:- ; : .. ,";i~ .,-_ ' 

colágena al ,2.;., tuvo una tend~nda ~ariable:· pues. pr~sen{ó un'lncrelTlén~o; del. 50% 

(semejante.~;·~~' o:MEM·: con,~J~r:,{~t~;·~;b~¡~()::·.;:¡j~~a~;~e~~~,~~n~~;~~ciones de 

la misma colágena, la 'incorporación disminuyó hasta érí un 30%. p()¡. su parte, ni el 
, ·. ·._.·.~- '--:-::·:: ~-'::>-- :'_,::_ .. ____ :·_, __ .., ... _·_- __ :_~:'.:. -" >--.-->:<·. -- .. ~-:_:,-~·_'.:·-:·._ '/ _'" ~ . 

Fibroque1"~ ni elpoi1mE!r6 ~'as!'.ar~~ cambios signÍfi~tivos e~ relación .con e1 contro1 sin 

suero, excepto :~6r ~; Hg:~ro i.n~remento para las concentraciones altas del tratamiento 

con el fármaco(Figura 2); 

Incorporación de Prolina {' 4C] en cultivos de fibroblastos y de fibroblastos 

tratados con medios condicionados de macrófagos. Para determinar la cantidad de 

colágena sintetizada por los fibroblastos, los cultivos se incubaron en presencia de 

prolina radiactiva durante 18 horas después de las cuales se homogenaron el 

sobrenadante y la monocapa de cada cultivo. De éstos se valoró la incorporación de 
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INCORPORACION DE 'HTim POR FIBROBLASTOS 
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Figura 1. Incorporación de timidina [3HJ por fibrcblastos tratados con 0-MEM (SIS), D­

MEM 10% SBF (C/S), Fibr~quelM~ (Fbql), colag~na (Clg) o polivinilplrrolidona (PVP). Los 

datos representan los promedios de los triplicad~s ± el error .estándar, con significancia 

estadlstica en P< o.os.(•¡ y P< 0.1 (+)con respecto al control sin suero (D-MEM). 
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Figura 2. Incorporación de timidina {"H(po~ niac!ófagos tratados con D-MEM (S/S), D· 

MEM 10% SBF (C/S), Fibroquel"" (Fbql), colágena (Clg) o polivinilpirrolidona (PVP). Los 

datos representan los promedios de los trip!Ícados ±el error estándar, con significancia 

estadlstica en P< 0.05 (') y P< 0.1 (+) con res·p~ct~·al control sin suero (D-MEM). 
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Prolina ["CJ en la fracción colagénica, protelnas degradadas por colagenasa, y en la 

fracción no colagénica, protelnas no degradadas por.colagenilsa: Dado que el contenido 

de prolina e hidr~~·iproHna ~ri1~~ prote.Ín~¿¿~l~~~n:i¿~~ ~saproxi~adamente del 22%, y 
. . - - . ..... ' -._.:; '- ' ,-:1~. 

en las rio colag~nicas es del 4:r· s~l.~.meílté, éstó puede correlacionarse mediante la 

fórmula·. de•· Dieggelmann .: y· Péterkofsky ·para' calcular.· el porcentaje relativo de la 

colágena sinteliza~a:¡~; ·l¿~fib;~bfusios :cbi~~gel~ann R.F. y Peterkofsky B., 1972). 
. :· ._- ,.,~.~::··.:f<>' .,'·,, .. ::,:.,_-';_·.:_-:+-.··o~.·.•.,-.. ·-. 

Con bas.~ en estós cfc~}os/s.7; grar1é.Ílrori los co.ntenidos relativos de la colágena en los 

cultivos de IÓs fibrotJÍastcis irát~'da~:con:Íos compuestos de prueba y los resultados 
' - . - ~ - ' - . - ., ",'. ' ' - -' ' - [. :-:- ·; . ·- :-:-·- • t ~: ' • ' - : ' . ";: l - -' .. : - -

mostraron 'uri inéremento~;en da slntesis· de la proteína hasta del 150% a bajas - .· - ·:: ·- --- . ~-- -.- . ;·. . - . ' . ' . ----- ._ . . -

conceritracib~~s'~·~ FiiiroqÜel,¡,;• (2o/.i.' ~ientr~~ · qcue a a y 10% los niveles fueron 
- . - e;-·-. - - - .-.-:- - - 7=; -. . . 

prácticai'rie~t~ ig·u"~le~';1cc~'ñtroi"~tñ ~uér~/ei P'óÜmero por su parte, mostró también un 

incremento ~ én : la , éstimulación d1L. la ~ sintesis , .de la colágena pero éste fue 
··-!."··'.: 

aproxil11ada~~ni~cill1'80%~·¡;~j~ co~~en~ració~.:..para al~nzar el mismo nivel que 'el 
,;_-:;.- ·-,__'·_:·_-, ,~:.¡,:~~ ~e:,'(~·-·, -·~-: 

control ~tn suero eri 1~~.~once.ntra'ciol1es más alias: i=tnalmente, 1a colágena adicionada 

a los ciJltivos,~;;~~ni~ un~ dis~i~~~i~~~intm~:~n las concentraciones más bajas, 25% 
'. ·• e. ,.'- ' ·-·~' _· .. _,. '-- . , -- : " > ~ ' . - - . 

para el valor est~dlstica~~rit~ ~i!lnifi~tivo, (flg~~~ 3) que corresponde con los datos 

report~c!os previamente en la literatur~ par~ fiJrb~l~~t~~;~u~i~os"(Lamtiért C.A., et al., 
.'<'-

1992; Eckes B., et al., 1993). 

En cuanto a la slntesis de la colágena en cultivÓs· de fibr~blasios tratados con medios 

condicionados de macrófagos, si bien ésta s~,.:~re~~ntó ;n menor proporción que los 

cultivos tratados directamente con las sustancias de prueba, las tendencias se 

mantuvieron: aunque los valores para los medios condicionados de macrófagos tratados 

con colágena y PVP no fueron estadlsticamente significativos, mientras que el 

Fibroquel"" registró la mayor slntesis comparado con el control sin suero, e incluso con 

los otros compuestos de prueba (figura 4). 
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SINTESIS DE COLAGENA POR FIBROBLASTOS 
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Figura 3. Contenido relativ_o_ d¡¡_colágena"(%) en homogenados de monocapa (MC) y­

sobrenadante (S~) de.cultivos de fibrobl~sto; tratados c~n D-MEM (SIS), D-MEM 10% 
. '. ; ·· .. : ·.· . J ... _ 

SBF (CÍS), FibroquelMR (f"oql),- colágena• (Clg) •o polivinilpirrolidona (PVP). ·Los datos 

representan los promedios ·~~ Jos triplicados :!:. el eri~r es;ándar: e~~ significanci~ 
estadlstica en P< 0.05 (')y P~ 'o.1(+) con.respecto alco_ntrol sin suero (D-MEM). 
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SINTESIS DE COLAGENA POR FIBROBLASTOS 
TRATADOS CON MEDIOS CONDICIONADOS DE ~-1; 
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Figura 4. Contenido relativo de· coláge~a (%) en homogenados· de MC y SN de cultivos 

de fibroblastos tratado.s ~cin los medios condicionados de macrófagos (M~) previamente 
:::·· 

expuestos a o:MEf,1 (S/S); D;MEM 1"~% SBF(C/S)' Fibfo~uelMR (Fbql): coláge~a (Clg). o .. 

polivinilpirrolido~~ CPVPÍ. L~s d~tcis representan los pro~ecli~s de los triplic~dos ± el 

error estándar, consignifieancia estadistic~ e~ P< o.os(*) y P< o.1 (+) ~~n r~;pecto al 

control sin suero (D-MEM). 
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Actividad co/agenolítica. de fibroblastos. La actividad de colagenasa se evaluó 

con la degradación del sustrato ra.diactivo por .una ;nezcla del homogénado de 

monocapa y sobre\1adá~t~ d~ 16s hultivos ~n pr~~enci~ de ccilá~e~~; 'PVP y Fibroquel""; • 
.. '{_',·':_·;~/.-_~;:X:'·-;.,..-.' . -. . . ... --_,;"·: . , . . ~ . -- --:_-· ·- . . , -· ., . -- - , -

donde los cultivos'de fibroblastos' tratados con colágena; en todas las concentraciones 
-;;'·- ¡-~~·--- '._ ;_.( -·- ... ¡;~.. ;--:. 

probadas inanif~siaron úiiá 'actillidad coÍagenolltica iiíá'yor: é'ste in~remento fue .de hasta 

el 125% con reipe'cto al c:ntrol 0¿i~ suero: Por ótro lado, el p6J'r~e;o n~.t~vo'Ún ~f~cto · 
- - . .. .•:}:: ;". ·:. -_.. . ·~ 

significativo excep
0

to en las concentraciones del a y 10% donde 1a:activiéíacl ·dismiriuy6 

aproximadamente en un 50%, mientras que .la. del Fibroquel~~- fue(aun.' menor, 
- - . . . :-·· :. :·:·-·:~ 

aproximadamente del 30%, a las mismas concentraciones (figur.a 5); ·: 

Con respecto a la actividad de colagenasa de los fibrobÍastos tr~t~do~ 6o;, los medios 

condicionados de los. macrÓfagos, previamente expuestos 'a· los componentes de 

prueba, se encontró que.a las.concentraciones más altas tanto de la colágena como del 

Flbroquel"", la respúesi~ de~r~datlva :disminuyó con respe~;éi al control (D·MEM), 60 y 

80% respectivamente. En cuanto al pollmero, no hubo cambios significativos. Cabe 

señalar. qde la ~ropo~cié.'n d~ ;a~ctlvi~~d c~Jagenolitica en general fue mayor en los 

medios condicionados que con el tratamiento directo, excepto para D·MEM con suero y 

colágena (figura 6). 
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Figura 5. Aclividacd colagenolltica en homogenadcis de M6 y SN de fibroblastós tratados 
- ~ - -. - . '· . ·_ .,, 

con D-MEM (S/S); D.-MEM 10% SBF (C/S), .Fibroquel~" (Fbql); colágena (Clg) o 

polivinilpirrolidona (PVP). Los datos representan los promedios de los triplicados ± el 
' - - . : . ;.: __ .~ ,, 

error estándar, con significancia estadística en P< 0.05 (*) y P< 0.1 (+) con respecto al 

control sin suero (D-MEM). 
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ACTIVIDAD COLAGENOLITICA DE FIBROBLASTOS 
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Figura 6. Actividad colagenolltica en homogenados de MC y SN de fibroblastos tratados 
. . 

con los medios condicionados de macrófagos (M~) previaménte ex~ueslos a: o:MEM 

(SIS), ;~~~~ 1-0% SBF (C/S), Fibroquel"'" (Fbql), colágena (Clg) o polivinilpirrolidona 

(PVP). Los datos representan los promedios de los triplicados ± el error estándar, con 

slgnificancia estadlstica en P< 0.05 (')y P< 0.1 (+) con respecto al control sin suero (D· 

MEM). 
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Actividad colagenolilica de macrófagos. La degradación del sustrato radiactivo, 

por los homogenados de monocapa y sobrenadante de los cultivos de los macrófagos, 

fue menor en proporción a .lo dete.i:tado en los fibroblastos; sin embargo, en este caso la 

mayor degradación se presentó en los cultivos tratados con FibroquelMR y solamente se 

incrementó en la máx!.ma ·concentración probada de colágena, estos incrementos 
. . -- .. 

alcanzaron un má~imi(Ciel 100% con respecto al control sin suero:. Es notable que el 

menor aumento detectad~, estadlsticamente significativo, para el fármaco fue del 50% 
.. ' .- . - . •" ---.<;,:···- - . . .:; ~-- .. 

mientras que la coÍágerÍa'.aéoncentraciones.·bajás, .. Y _el .:Pollmero en ·todas las 

concent~'!donés probadas, no t~vieiori 'Cambios evidentes (Íigúrá 7) .. 
. ·"···<~.··,-,>-~~;_.''.~\'.~,: _·,·- _.'.:,:.'/ }.:\·:,:;~:;;, __ \o~·,_ .. ··. ·.,' -~-'.-',:". '·.·· 

Para los ·cultivos /~de macrófagos; tratados. con i los medios: condicionados de los 

frbr°:~last~s~p';~tí~~~ni~~e~~~~~s ~ 'E~{~ust~~fi~s ~e; ~rll~~a. la actividad de 

colagemisa rué"1Tiaf~fe~tfopórcié>11a1 ~ratainiento directo. sin embargo; en este caso la 

colágena no mostró diferencias significiÍtivas con respecto al control sin sUero, pero 
"·' :·e-__:•.>-" ~< --- o::- e:~ 

tanto'el·FilÍroq~e1M" éomola. PVPpres;~;~ro~.un~ .. disminÚción de hasta·e1 65%, con 

actividad menor al control e~ todos los casos (figura 8) .. 

38 



...J 
l.&.J 
u 
~o 

... x 
:::::¡¡ 
Cl.. 
u 

15 
14 
13 
12 

1 
o 

ACTIVIDAD COLAGENOLITICA DE Mt,6 

T 

! 
:;: 

•·S/S 
V C/S 
• CLG 
a PVP 
• FBQL .. 

• T • . ·r 
-~+k}<•·········r 1 ~ T. • - . - '' ..•.. · ·l 

··---'- - .+ -~_.;.--~-y=:-o 

10~ 

Concentrcción 

Figura 7. Actividad colagenolilica en °homogenados de MC y SN de macrófagos (M~) 
----- - -·· . -_,_._- -,_: ,-

tratados con D-MEM (S/S), D-MEM 10% SBF (C/S), FibroquelMR (Fbql), colágena (Clg) o 
., <' • • • 

polivinilpirrolidona •. (PVP). Los datos representan los promedios de los triplicados ± el 

error estándar, con signi.ficanci~ -e~tadistica en P< 0.05 (*) y P< 0.1 (+) con respecto al 

control sin_suero (D-ME_M). 

39 



_j 
4J 
{) 

b 

X 

::::¡¡ 
a. 
{) 

ACTIVIDAD COLAGENOLITICA DE Mcp TRATADOS 
CON MEDIOS. CONDICIONADOS DE FIBROBLASTOS 

30 

25 

20 
T 
l 

.1 5 

10 

5 

o 

T 
I\·····•·•··· .. ··. ·.· 

. .. T T · .·.;. T • •• Í'-z .. •· .... r~~I - . ·.·. : •· .. 1 ... -

T .. - . - • 
i~~:::--...~ . .· I · 
+. ·.; ~~::><~· 

10~. 
Concentración 

Figura 8. Actividad colagenollticíien homogenados de Me y SN de inacróf<Ígos tratados 

con los medio~ .cdndlcld~,~~~2;d~~br6~;~stt~ pr~~iam~nte e~puestos a o~JE~(SfS), O-
·.·.'.=:---<--·~:-

MEM 10% SBF (C/S), Fibroquel"~ (Fbql), coiágena (Óg) ~·p~JivinilpÍr~~Jidon~ (PVP). Los 

datos representan. los p;6~~di~s(d~ !ci~ trip;i~ado~ ± ~I ~rr6r estánd~;; ~o~ ~i~nificancia ·. 
estadistica en°P< O.O~(•) yP~ 0.1 (+)~o~ re;pectC> al control sin si.Je;o (D-MEM). 
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VII. DISCUSIÓN 

Los efectos de todos los compuestos probados en /a incorporación de timid/na [3H] en 

los cultivos de fibrob/astos ·:.:de . piel - de rata, tuvieron prácticamente el mismo 
. ' . : :-

comportamiento que e/control ~·¡~ suero, D·MEM y también estuvi~ron >muy por debajo 
·~.-·«" ·_ .. '.'" ,~-'.·\: .:<' : .... · ... :-·. '.. ·. - >·-~->-'~;;··_,_·;:_'-' .• ·~ : ·-

del contro/i:on suero;D-M.~M'.10%SBF;sm embargo, para /os cu/tivos:de rnacrÓfagos 

solamente¡; colé;e~a:íl1iJst~ó:;~¡9J~as ~lreren¿ia~'co~.~f~cJ:~~ g¡~~r~~~ C:cinror;ne se· 

incrementaba su • concentración ::y \e~· este caso' el'. comportamieri;o.:~e los .cultivos. 
,y:'. ··:-·.· y: .. i; ..... --~, d.1_ >~s:" 

tratados conD·MEM 10% 'ssF/río distó mu~hd de las córÍdiéi~nes de prueba (figura 1 ) . 
• ~ '.e 

macrófagÓs.fue casi diez.veces menorqú'ei la de /os'fibrob/asio's(flgura 2\;·Esta·priJeba 
-~·-·_-o- --:'.:~~~; :0.-.-_z:;;,,,_--:• •_-_o.-·ó;.~--- ' ··-'--2"" 'o''·, ;·(~ 

' -nos. diÓ un indicio de 'qúe. /~ proiíieracÍÓn .- de /as ~é1úi~s' tr~tadas con ios 'compuestos, 
·- -- '1·::~-~ '\\ '.,;::: . --

son. muy' similares a.,~ del có'nfror'sín suéro, por>16 tantó/s'ei ~uéde dedr q~e la. 
,_.. - --,,>_·'-. ,---"-"'"- - --'.0.-i_ -- -. 

polivinilPifrOiid~~a~-:-,-a·· ·c-01áge;~ _y .. · el :.Fib~o-qUe1M,~-; ti~~erit:·~1-: ·meríóS~(Úi ?aCtiv.;d'~d._ba-sai 
---:-- - o -;~~¡_;,- ,. ;·• ,. ;'. - '.'· 

correspondiente al control sin s'i.íero ·y que los efectos. biosintéticos obserVados, se 

deben exclusivamente a 'ª infl~encia d~ la~ ~ustancias sob'ie 1ás células y no '~1 efecto -

generado por un increniéiitó o disminución en.' el número i:e/Uiar'. e. : 
-'- - ·.;_•.¿;.:: ~ d--~;- -;--:o;-.- ,,._ ··.·:,,._:: 

Para evaluar. la síntesis .de la colág°enafen Íos cultivos :de ~fibrÓblastos •• éstos• se 

incubare~ ~n ~r~se~'cia'd~ pronn;J~u¿; en ,;~ c¿ndidÍ~~~s.de pf~eJá y es importante 
•· .. ·"0:1_,,,_._, :_-,'.·:,. -··,·.: \.~.--'' ::·~~:.:.~;~>:.~¿:" ·~:'.,·;,">-\_':; 

seña/ar que, contrario a lo espérado,' sé obser\.ó un iríciemenio de . /a sin tesis de 'ª 
colágena en los cultivós'.;r:í:cio~t1o~ ~ibF~~ue1~";· ia"~¿~~;-;d¡~~i~~~;:~~st.i~véÍes 

~-" ":··' .. · ··.-· . ·: :;:-v : 7,~: , ·.~;.: ·"· , 

basales confoinié se iricrem~ntaba la' éoncéntradón -de -ésteY Eri cuantó a los tratados 
:.e_~.-. - ".~,,. . ·.; "'-'· , :~~- - '_,. ~:>·: '.f:< .-

con el po/imero no mostrarán efectos significativos con respecto al contiÓl-sin sÚero. Por 
·-~-.· .. ··;:.:·.',-,,. ·;~-··· ·.: :, - ~--;''"-· .. !··. '.L":· ·> ..... t··'.·.- ; ~·,.· 

su parte, la colágena. adicionada a_ los cultivos presentó un a disminución en la sl_ntesis 

de la misma aunq~e/a propor~ió'n 'rue bastante baja (figura 3). El ~fect~ de disminución 
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en· 1a síntesis de colágena en cultivos de ·fibroblastos crecidos en geles o matrices de 

colagena, sé encuentra reportadÓ en la literatura (Lambert C.A., el ai:, 1992 .. Eckes B .. 

et al., 1993) y la prop~rció~ es mucho mayo; d~ lo enc~ntrad~ por'noiotro~: sin . 
embargo e1 hecho· de, sembrar· a 1as cé1u1as'sa6re'una matriZ"de • e:ói<i!lena · ~ . tenerlas 

. . ':: .. < ·:< .;·; ,;, ;._:> ~ .. :·.~ :/,'"?.:.=" ''. J:.: :' ,·.~ ·'<>·>,'i::.~: ~-->j,· :\ :,~_·-_ '"::·::"': . ,_:;•.'_ : .:_,,_· __ 
embebidas en geles:dE! colage'n'a/ les 'permite 'dirigir de irím,ediato sus receptores hacia 

,~.:,~: "'·''·~·: ·e~:· ' ''.'A , '.;..-:,··:~, ',._,. •,:,-".:.~·: ,: ,,., ·.··-~ '.:·.;J.·>::~:,_: 

la protelna (Klein"c.E::' et 'ai:; J991fde una forma'. diferente al sistema qué nosotros --- --- . :_<·-.·- . -_ ).;..:_.:-;:, i::~j- ' - ~.-; .¡. .... ,,,. -

empleamos, E!s dedi, u.~ª vez que la célulá~ habi.a,n aléarizadcila cciriilúenciá'ya hablan 

prod.ucid6. su··propra· ·matrJ~:·v_:~:~-~--1:~~~~eptOr¿:~-:bebia-,:¡ 'estar_ ·p,-áCtii:anl~~~~: en ra 't0t81idad 
~--' :··-~_::;_:·. "::·-'.!'..~-.';0.-;,:.~:- '"º<:<•."'.;::~.--- ~'!•'7; 

orientados-a esa régióri, sin émbargo al 'agregar Ía i::olagena de pruélia y una vezque se 
~ --'· ' < • • ' ' • • •• ,· ' • , ; '•¡: ' .... ' - . ·' .. , . ;• ,_::.. . ;-' '' . -

formó ~1· ge(~1gJn~~ de·,esos ~e~elltd~-;;~ J)6ciii~n h~b~r~e•;iientado hacia la parte · 
-· .,; . -.. =- -- . ,· .• -.- .• -.o -- - ' ., - . ' : \ - ~·. . ·- ... " ... ,. . . ' 

superior de lainoiiócapa o también podri~n haberse dirigido. hacia'esa región los 'de 

sintesis nueva. Lo anteriorpuedé'considerarse dado que wía vez que se formaba el gel 
';j - - ' ·., ,'.'.•~7::: (<~•' • • •--:~'; - ·~-\~-- • ;¡ .• :,·::;•.<• ,.-.r• -:··¡_-_• 

de. colagena sobre e.la _monocapÍ( de )osi fibroblaslos,: y/después del .'periodo 'de ' 
--~.:-; :'º" _-,. •. -.-.- _.,_ ·-. :;~~~-.;,_-:::~=:: ·:~·~-,~~-~- .... -- -.;.-<·-

incubación 'eri presencia de ésta, era i>osibfé'relirai -el g-~¡ sin leílantar a las células: por 
~. '"' 

ello, sugerim6~ ~u~ la c~~·¡jcj~d cfe·~~~~~t~rii~r¿ie~tes ~n l~regÍó~ sú~e.rib/d~lc~ltivo 
·"' . ::·7. ' ~-·~:: .:\ ""-''!;<. - ' ' .-¡;_' ·-·. ;=-.,-" .. ---. ,. 

debió ser "baja~. locual sE! m-anite.stó coii'un-abatimiento nióderacio é~~1a' síntesis de 1a 
; '·:'.:: e'"·- ~ • .¡ .- .: ;"«• -; ;~:;'. \·.'. ''"" • '.~'.;';;_ ' 

prolelna .. Es no.tabÍe el•. hecho e de:. qué; los· cUltivos.' tratados con.' D'MEM ·., 10% . SBF 

presentaron. u~~ si~t~si~ me~~r ai~Ó%·~~~··1a qÚe·¿~ cib~~;~·par~'el~~~t;ol mínimo, ·o. 

:rM~tro lado,-la si;teiis 2: la d~lág~~a de fi:~¿la~to~ tratLos con los· medios 
" ', .... _ ",,_'.·_ ~- -:".'."', ' . . -;:: -e-•. ' , • ,·~;~..:;_- :·J·-~· ;-. r: '/" ~ ·,·:·-':": .:-,".:._::· 

condiéion~·dos ·cie. m~~~ór~~osi>ravi~me~TeiiPue'~lo~~~º1á9en~:CPo.iívinilpirro1idoná o 
' .. . .... ~ .. - - . _. . . -... , . _,, . . , .. . .. , ... . -~ .. 

Fibroque1M•, pr~~,ént~r6~t~~ f~;nc!~íl~i~ simil~r' a '1osfi'.br6bi~~to~.·¡~~!.ici~s directamente 

con los compu~sí~s ~epr~~b~. sin~mb?rgo. Í~ actividad fu~meri6; en}odoslos casos. 

Una vez ~as el polimero· ;~ éomportó inerte y la colágena tuvo u~a actividad muy 

similar a la del control,. mientras q~e elFibroquelM" volvió.a tener la' may6r slntesls 



(figura 4). Aún cuando la actividad de síntesis fue menor en todos los casos, se pensó 

que el incremento para el fármaco, en relación con elcoritrol sin suero, podla deberse a 

la presencia de algún o algunos factore~ nÍié~ados por los macrófagos (N~·~I A., et al.;. 
,-·.;;·', 

1992), po~iblemenieTGF';P.IL-1, PQG~.etc(Kav~ks E:J,. 1991). 

Al evaluar la actividad colagenolitica producida por lós fibroblastOs (figura 5)y por los 

fibrÓblastos tra;~dos con '1~s '~edí6~ ·~o~dfdon~do.s :~~ 16~\ rTi;f ¿~ófaci'b~ ;(figu~~ a).· el 
~ ~ ·, ~ ' . o... •. ·: ~ ,- ',, - '<, :_. 

Fibr~que1M• .. pré~é~ló''Cna ·a'isrriin~cibn' si~niÍié:ati~a'con~~é$"p'e'~t~l~1 ¿~~ti~f en. ~mbos 

tratamientos, mÍentiás qu~ ~6~'éi polirnerb fJ~ ITioc!~~aci~: erl_el da's~'cl~itrát~~ié~~to con 

la colágena el efecto fue ~tont;~rio, pües;'en el ciirééfo' 'mosfró un i~~rr~~nió importante 
•· . · ... J. -<,::: .. : ;;,-·_: ·. __ ~.:{;-'.- ·.: >-'/~- ~~ > < .. <::: ·' .. . ·:··_;_ ... :::c.t"· ·.º~ •. ,= -~~--.:-' ::, '--:~~ ;,~~~- ·::::\;:: .';",.._.~ .. ~ 

en la .actividad éolagenolltfé:a loéu~I corresponde con lo reportado (Lambert 'e.A.,, et al.,. 
• .···'· ,'' ",";,~:_,__.':,:_~' ,;__,."·- ·<·-·--,_,_-·._._e--~,····· ->.~o.--• ,ce.··,,:·;':~ .. ,_ 

1992; Seltzer J.L; et al.,1994) y en el de .los medios cCÍndiCioriados disminuyó aÚnque 
~ . -·· . -._ ·._ · r:-'....:-- '--:e_·_,_., '::~ -__ ,.;. '<;' '·' ,,-;,_. - .<·-e. e---~. - ·o~ .. ~º .,, : ·-· • _. !- •. : •" :·;. - .,. ·-: 

en ~enor ~~6~~;~i6~ q~~ ~l.Fibr~qu~I~~ '. •· : > . < S~ ¿ • ·.' 

Finalmente,• los ~fect~s. ~~ f~ ;~¿ti~i~aci éol~g~nolitica ~ro~J2i¿; p~/1()~\ macrófagcis. 
';.-<" ~ -.,·'.:~•,'. "-,'-= -~~-·~~"-°'"''"'---0-·.-c ',__;_e_;,,, -----~-,. .--·-';'· .. -;- -·- ·.,,.-. --: 

fueron diferente.s de io descrito anteriormente (figÚra; 7). exceptÓ para el• poHmero; ya 
. <-- ·,, 

que una véz más no .participó en la modificaé:ión de esta actividad:'Por otro lado la 

colágena sólo mostrÓ efect~ a ia é:o~cenl~~·ció~ 0más ~JI~ probáda .~110%, rnlenlras que 
·- - . . ....... -· ·- - ' ·'" ' ,, '-• . . ··-

el Fibroquel~~ pi~~~n;ó un ~i~cto m~~irn~ práctica~~~íe·~~ !6~~{1~5 d~~~~~ir~6i6nes: 
-.-· . -... :' ':.~-.,_~:o;_:~~·, .. ,,,:_:. -. , . -. _-,~--· •. -.-,·.·"-''.-":''·. ::.-·! -"-';-,,'.;-'~-f:>~·:'r-· , .. :·:- 1 •• • •• ~ 

este incremento fue aproximada'mente del doble ·del obtenido par~ el cgnti~1·~in suero. 

En cua~to a. Ja ~ctiviciad icied;~d~tiv~ de los n;a::;~fa'g~s •. ;~~t~\;j~~ ~~/¡~i rnedicis 

condicÍonados de Jos flbrobla~tCJS;' Já adición. de colá~~~~:;O· pres;i~;~ ~¡~}~na difei~ncia 
con. resp_ecto~I control 'sin.s'u~ia. rrÍie~tr~s q~{'é1'Fib.rc;qu~1iAii;y l~~pbii~nj¡~ifrolidoria· 

-. ·;;/:-

disminuyeron la activid~d~~Í~gen~litiéa h~~!a/a n,¡;~d(tlgJr~'a), si bie~ladi~minución -- ' . . . ,_ .- - . '~ ·:-:· . . . 

en el fármaco fue paulatina, el polímero 1á maniuvo abájo en todas las corÍéentraciÓnes; 

este caso es el único donde se podria atribuir la actividad a unó de Jos'í::ornponentes del 

Fibroque1M•. 
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Los resultados presentados pueden ayudar a explicar lo que sucede en et proceso de 
. ' ' ' ; .. 

reparación normal de heridas quirúrgicas en ratas tratadas con el Fibroquel"". ya que 

las observaclo~es ;e~liz~das i~on respecto: al ti~rri~~:de evol~~ión~e d~s lesiones, 
. ~··'/-· 

muestran q·ue, durante. lo~priníeros cinco dia~ }~l te)ido de"granulación se incrementa en 

comparación c;~ '1a; heridas sin irat¡;rniéntÓ y qÚ~ ~n ·. ~i'~eriód'a ~igui~gte (+ a 14 di as) 
,¡•,, ',., ... _ .. ''"·: .. .,·_.-,. ··1·-- :.· .. -· -· ... ·-... ,.- -·· ,. ... ,.-.-¡ .... ' .... 

la ·zen~ deÍ~\ l~;ión,prefr~ia."~~n '1a ti,n:C:i?n. t;i¿ró;rhica.~~·~~~~6~; ti~~~~· 'ci~·colágena 
colór azul i'nás teriuei~stai:Jisminuéiéin del.(:olo'rarité'ésespeclÍicilde la zona. ya que en 

' . ' - _.,: .. ' >:_,'> ·" ;. ... - ,. - - ... , . . . _., ~. --~-:-~; 

los alrededores 'ei tono es más inten~o; 16 éual posiblemente se deba a la presencia de - - .- ..... '···· ·- ... ·.. ..... -- .,,, ' ,_ -· - ' .. -

colág~~~ r~¿ié~ ~i~t~fii~d~; 'd~~o ·· qJe I~ ~~nti~~d '<Íé ~ri!Je'2itz;~ie~Í;s es menor y 

po~ib1~rri~nte tam~ié~¡a una ~r~se~c;a ~~~º; ~en~é colig~~~· ti~'a 111?'1~ 'Jual .·es.· un 
.. -,.-- - "--)- /".,. -_-_.· .. ~:, »;;; 

componente Importante de lcÍs tejidos en reparació~ y cuyo diÍliTI,etrode flbra es menor 
;_:.--~-:..:~':'. ,.::-_-~-;:,-=l:'~-::- -:--,_,_ _o:O.¡"~· ";.•,: '--,.:.·::;:';-,~ <r,;·,.:_ .. ·:: :<'.::·,•: 

que el iéJé la tipo I, loi qUe llevarla a' captar w1a menor' cantidad'' del colorante. 
' - - . - ·' . - . - ' . . :, : ~-,·-~- ' ., . 

Posteriormente, a los'21 dlas la arquitectura de la dermis en la zona de la'iesiÓn es 
' -::-~:----=---~-"'~ ·-

mucho más parecldaaTií piel nóimal yá que el orden ieticÚlar.de las fibras de'coláge/i'a 
•• O'.=' •• -~-~ -- • -~_.:.---- • • • - • - .. • ••• ~ - • ' "" • • 

es más claro que para las heridas sin tratamiento en donde las fibras de la p~oielria se 
···;. ... _ .. ,- ",",·_, __ -J_;-_:.i_ 

obseivan .·paralelas a I~ epicl~rmis~. C~be señ~lar que. en las· heridas tr~Íaclas ~dn. ~I 
. -•.. -,_-_--··o,._,_ ' .. • .. ·., ....... ,., .. '· ._., '·'· _ _,". , 

Fibroquel.¡" se pr~se~t:n rn~f a~~xos c~tá~~~s ~Ú~ ~ri·1~~ cio~!Í~l~~·(Kr~~~~h;Gó~~z 
F.E.~et·· al, 1 s93·)-. :e~-~ ~ba·~e--~-~·n· .-:-~-~-- ~'ñi~;i·b·/·y :·a¡-il;6,b:J1déi~r~ i~'.~-~.:~e~~Ítadós ;"obteniCiOs, 

suge;im~s q~~ lo~ ni~crJf~g~s pu;~en s~r =~\)m:~l:drrpci/.~1 Fibr~qJ~íM" ~ar~ ~reducir 
i. ~:.;: •:'.-'-; ,_,.·: 

más enzimas colagenollÍlcas de IÓ. habitÚal.' y dado qÚe los ~aéiófagos son uno de los . 
. - ""' ""··;:<::': -.. - ,.o ....... _ ....... _ .. °'_ -<:. ___ .,,_,_,;!:l.'~~)~.'.·.-~·;:,<.~-_:_::_·-~ - ~-

tipos celulares más• abunda.ntes_ del. tejido .de; granulación,-llevaria a· una · degradaci.ón 
-- -=--;·o:-:::-o-;---.,---0---:::0, .. --~"- - :.'",_:» -·· ~--,,,. ·-" -:;:----;,:,:p:_ . _,..-:.,··· .• 

mayor del tejido loéai:·simultiin'l!amJnt~ lo~ fibroblastb~ p~rticih~iián éo~'uíli producción 

mayor de co1~d;na; p'Ór ~1'ésti,~Úlo con el farmaco, com;-;:zi~ in. ~;;ni.12 ~üé conlleva a 
!~ ',. 

una remod~laciÓ~ ;;;~s int~~sa d~ la zona dañ~da/ qu~ tend;ia en principio una matriz 

menos densa a travé~ de la cual la- migráC:ióri de células inflamatorias. de reparación e 

.¡.¡ 



indifierenciadas se facilitaria, Jo cual organizaría a Ja dermis de u.na manera similar a lo 

normal y justifica la presencia de los anexos cutáneos, incluso en el sitio de Ja lesión 

como ya se mencionó. 
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VIII. CONCLUSIÓN 

Con base en los resultadÓs obtenidcis -~ugerhnos que lá actividad del Fi_broqÚelM" sobre 

la incorporación de timidÍ~a y eÍ fl1~tabolism~ d~ 1ii"'colÍigena, si~te~is y deg;~dación, es 

diferente a la~ prese~tad~' ~~r su~ cdinpóií~ntes) poi se_íiarado; ~oiág~na -tipo _ I y 
• '- "",·-':,·;;¡!"'· ~·'.-e~'~.;;(-~-:._;'-,, ~ >: ~,.:._,_··-·;· ;_, •·:·.,r·. <"";<,; 

polivinilpirrolidona, en cultivos de_ fibroblasto~ : macró'.agos de_- r~ta:< Lo que deja .de 

manifie~to qu~ 'el -~ibr~~i;1~~ se,'co;;~º~ª: ·-~º~º '.Ü~~ '~ntid~:d ·~i;ere~:t~' ~· nfvel 

fisicoquimico /bioq~Í~i~:;'_:;t~i mismo,.t~~erimos qu;'~l:;r¡rn~~~ •¿:~·e~~·: modificar. la 

exPresión de cito.cin~ls qUe~::~~~idperl "en_·~?mi·¡~b~/¡'.~~'6'.,d~~-1-~~6~1¿~e,.,:;}.:: ,._ :·' · · 
En cuanto -a ¡a 'áciiv·i~~i fi~;olltic~ r~piirtada (olaz é:te L~~n ~: L::,' ei a1:, 19~¡ y -datos no 

. _ . . _ --;~~-.: ~- _ ~ __ ,. .· .. :~::.~- _-.-~.", -. _-:~ ~~---- ~~~·~·~: ~, ~-,¿ ~_-_: ;~;1/-:L~-~~,- 1 :·~-- :~- ·_ -º~-,--~.- - ._ ·, __ : -_- -.~-~~----~-.' , -- -_- .. 

publicados-de-nuestro-grupo¡-no ·es del todo justificable por los resultados obtenidos en 

el modelo murino, lo ~~al hace necesario continuar con _la búsqueda del mecanismo de 

acción del Fib¡oquel~" en -u~ m~d~lo humano en dond~ I~ frecu~ncia de -fibrosis 

dérmicas es relativamente alta. 
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ADN 
APMA 
ARNm 
[,.C] 
'C 
Clg 
Cpm 
C/S 
D-MEM 
CaCl2 
co, 
EDTA 
EGF 
EtoH 
EtOEt 
Fbql 
FGF 
xg 
GAG 
[JH] 
IL-1 
IL-6 
IL-10 
IFN 
MC 
M~ 
MEC 
Me OH 
µCi 
µI 
NEM 
PBS 
PDC 
PDGF 
PNDC 
PVP 
SBF 
SN 
SIS 
TA 
TCA 
TGF-ll 

IX. LISTA DE ABREVIATURAS 

Ácido desoxirribonucleico. 
Ácido fenil, metil- mercúrico. 
Ácido ribonucleico mensajero. 
Carbono 14. 
Grados centlgrados. 
Colágena tipo l. 
Cuentas por minuto. __ _ 
D-MEM 10% de suero bovino fétal. _ 
Medio'de Dulbecco~Eagle Modificado. 
Cloruro de calcio>- - --- : · _ 
DióxidÓ_ de_caibono .. -·.--.--. · -•·-
Ácido etilendiamirí'o tetraéétlco. 
Factor de crecimiento épidérmico. 
Alcohol etílico: __ .• _._-_._; ___ :•_- · 
i:ter etílico.e ' 
Fibroquel . . - -, _ 
Factor de crecimiento fibroblástico. 
tantas-veces la gravedad. 
Glucosaminoglicanos.-
Tritio. ,-• ·,--,:- - · 
lnterleucina 1. 
lnterleucina s.· 
lnte-rleúC:ina,10. 
lnterferón. 
Monocapa. 
Maí:rófagos: 
Matriz extracelular. 

-Alcohol metílico. 
MiciocUries::•­
Microlitrós: 
N-etilmaleimida. 
Solución salina de fosfatos. 
Proteínas degradadas por colagenasa. 
Factor de crecimiento derivado de las plaquetas. 
Proteínas no degradadas por colagenasa. 
_f'olivinilpirrolidona. 
Suero de bovino fetal. 
Sobrenadantes. 
0-MEM sin suero. 
Temperatura ambiente. 
Ácido tricloroacético. 
Factor de crecimiento transformante Jl. 
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