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Conseguiras [a grandeza
cuando prescindas de la dignidad
de los que estan por encima de ti
y hagas que los que estan por debajo
prescindan de tu propia dignidad.
Cuando no seas airogante con el humilde
ni humiide con el arrogante.

Anthony de Mello, en "La Oracién de la Rana 2"
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. . RESUMEN

El balance en la smteSIs y la degradaclon de ios componentes de la ma!nz extraceiular

se a!tera !empora!mente ‘ur te el proceso normal de reparacxén y.es modulado por
una gran vanedad de meoamsmos. algunos blolngcos .como las mteraccxones de fas
células con !a matnz que las rodea, estimulos ce!ulares aulécnnos y paracrinos, y otros
a tkavés de mediéamentos. En este estudio, evaluamos la actividad de un farmaco con
accion hemostatica, cicatrizante y fibrolitica, Fibroquel™., sobre el metabolismo de la
coldgena en cultivos celulares de fibroblastos y macrofagos murinos, Los resultados
indican que la actividad def medicamento es kdiferen!‘e de Ja expresada por sus
componentes por separado, coldgena tipo | y'ipé!ivinilpirmlidbna. Asi, el efecto del
medicamento sobre la sintesis de la colagena éﬁ”g:ulliyos de fibroblastos, mostré un
incremento hasta del 150 % con respedcé‘:al;fdoq!rSi, mientras que la activida.d
colagenolitica en este mismo tipo celular dismiﬁd}ﬁ’ hésta el 30%. En cuanto a la
actividad degradativa medida en los macrofagos se incrementd hasta el 100%,
practicamente en todas las concentraciones probadas. Ademas, se observaron efectos
cooperativos inducidos por el medicamento, tanto en 13 sintesis como en [a degradacion
de la colagena en ambas estirpes celulares, al cultivar a los fibroblastos en presencia de
fos medios condicionados de los macréfagos. previamente expuestos al medicamento y
vice versa. Cabe sefialar que los efectos que se presentaron tanto en los macréfagos
como en los fibroblastos, son un reflejo de la actividad que tiene el medicamento sobre
fas células, ya que en los ensayos para la incorporacion de timidina, no hubo diferencias
significativas en la proliferacién celular con respecto al control. Estos resultados
sugieren la participacién del FibroquelMR en e} incremento del recambio de la coladgena,
lo cual favorece fa reestructuracion del tejido dadado.
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Il. ANTECEDENTES

Los procesos de reparacmn tlsular dependen de una gran vanedad de mecanlsmos

que en Ios tejldos conjunnvos espemallzados como el cartilago.o'el: hueso. éstos son

secretados or Jotra vanedad de células también d riv: mesenqmma tales como

“los condrocltos en el cartilago y los osteocitos en el hueso.

Cada uno de los componentes de ta MEC se clasifican dé acherdo a sus propiedades
fisicoquimicas vy fisiologicas; asi existen las proteinas ﬁbroéas de dos tipos funcionales:
las estructurales, principalmente como la colagena y la elastina, y las basicamente
adhesivas como la fibronectina y la iaminina; ambas clases se encuentraﬁ en una
variedad de tamarios y formas, que se derivan de la expresion de diferentes genes y
constituyen familias de proteinas. En [a 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



tlpos de colagena Las varlacxones en la composnclon Ios nlveles ‘de estas

macromoleculas y Ia manera en como estan organlzada dan Iugar a una dlverS|dac e

promueve la unién de las células epl(ellales a la lém al; Las moléculas de los

glucosaminoglicanos (GAG) y proteoglicanos eh eli.t_ejido cbnjuntivo. forman una
sustancia fundamental hidratada, tipo gel. en la <V:uarlmse encueniran embebidas las
proteinas fibrosas, de tal manera que este gel resiste las fuerzas compresivas en (a
matriz y las fibras de coldgena principalmente proveen la fuerza tensil. La fase acuosa

del gel de polisacdridos permite la difusion rdpida de los nutrientes, metabolitos,

hormonas y otros factores solubles entre la sangre y [as células de los tejidos.



Si bien Ias protelnas de Ia MEC son una parte estructural del lepdo conjuntlvo como se

mencxono tamblen tlenen un ap ‘l |nformacnona| para las celulas adyacentes (Hay E D.,

1991).

’ que se ha demostrado que los substralos de colagena, -in wtm. tlenen
dlf&l’EﬂClBClbn de varios tipos celulares y la smtesm de'

_macromoléculas caracteristlcas del fenotlpo diferenciado, que incluyen a los mioblastos,

,condrocutos. c klas-del parenqulma hepatico, células epiteliales mamarias y de la

;cémea,' celulas'de Schwann y células epidérmicas de cobayocs. Por su parte, los

fibroblastos humanos cultivados en geles trldlmenslonales de coldgena presentan un
periodo de reposo mayor antes de comenzar el crecimiento, mientras que las células
que vproliferan sobre los geles o el plastico crecen en una superficie bidimensional con
los cambios resultantes que ésto puede inducir (Schor S.J., 1980). Este papel mecanico
de los fibroblastos en la formacién de las matrices de coldgena se ha comprobado por
medio de diversos estudios féfn;’t':iilli;ldsr en donde no solamente se observa su
participacion en la contraccion de Io§ geles de colagena sinq también en la modificacion
de su forma (T omasek J.J., et al., 1982) y en el metabolismo influenciado por ella; in
vivo, las células estan embebidas en la MEC y reconocen sus macromoléculas
constitutivas a través de componentes de membrana especificos tales como las
integrinas, ancorinas, proteaglicanos, etc. Muchos tipos celulares presentan in vitro
propiedades contractiles que resultan en la retraccion de los geles de colagena
polimerizada, por temperatura y pH neutro. En tales condiciones, los fibroblastos
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 retraccion en un soporte de colagena inmovilizada en sus extremos, éstos

mantienen |a tensién por la fuerza mecanica generada (Lambert C.A., et al., 1992).



El cultlvo de rbroblastos en’ un medlo mdlmenstonal reconstltmdo pnnc:palmente por

intracelular y la eséisiﬁrﬁ de ‘los’p
molécula bprec'ursora, la ‘pr'ocolager'wa. (Ehrlich H.P. y Bornstein P., 1972, Paglia L.M..et

al., 1981, Olsen B. et al,, 1977), como se muestra en el esquema.
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Tanto la acnwdad colagenohtlca como la bxosmtesns de Ia colagena son procesos

controlados a un mvel pretraduccuonal sm embargo, los meca gsA pamclpantes en

Otros grupos también han estudiado la establhdad del’ARNm para la cadena pro a1 de

la colagena tipo | en cultivos en mon‘ocap anos .y murinos que
presentan vidas medias mayores. Esas diferencias pueden deberse a las condiciones

de cultivo utilizadas, ya que esta establect ‘|a~d|srﬁihuci6n en el tiempo de

adherencia correlaciona con el acortamlento de Ia vrda media del ARNm para la

colagena (Eckes B., et al,, 1993). Ademas~de<los efectos ya mencionados scbre la



colagena tipo~ l se presenla una dlsmmucmn de los transcrnos para Ios tlpos de

colagena 1] y Vl elastlna y fbronechna lo cual suglere q Ias od 'cac:ones se deben

al contacto de Ias celulas con Ia ‘colagen mbargo esos;cambms‘se rewenen

Un conipohenfe irﬂpbrténte que es necesario’con'sidera‘f'dd'réht'e la actividad degradativa

producida por los f broblastos y otros pos celulares es la presencia de los inhibidores
de proteasas de la matriz. Las en2|mas son secretadas como zimogenos o proformas
inactivas y son bloqueadas por inhibidores especlﬁcos del tejido, conocidos como

inhibidores de las colagenasas o metaloproteasas (TIMP, por sus siglas en inglés). La



famxlla de las metaloproteasas conuene al menos nueve mlembros genet:camente

dlferentes dos cola 'nasa nter j ales Ias cuales degradanalas colagenastlpol Il y

’ Hl lres estromehsmas ‘con actlv:dad sobre colagenas con tnple hellce |nterrumpnda y

encuentran las colagenasas tnpo IV 0

(Roeckel D y Kneg T, 1994) por medlo de Ia elevacton del pH intracelular.y los | nlveles

del calclo por la actlvacuﬁn de proteinas cmasas y/o camblo en el,melabollsmo de' .

fosfollpldos que conllevan a la modificacion de Ia expresnén genlca (Rlchardso A y

Parsons T., 1995).



La adhes:on celular especlfca y Ia mlgramon ‘son mecanlsmos esencnales a Ios

procesos de organogenesls durante el desarrollo embrlonano metastasns de tumores Ia

geometnca facilita fa migraciéri celular y modula las interacciones célula-célula. Por su

parte la dlnamxca de las interacciones célula-matriz son modificadas continuamente por
i cnocinas locales y estan sujetas a la regulacién por mecanismos transcripcionales,
postranscripcionales, traduccionales y postraduccionales, durante la reparacion al dafo.
De tal forma que la relacién entre los componentes de [a MEC y las citocinas se debe a
las interacciones sinérgicas o antagénicas entre algunas citocinas y ciertas regiones de
los componentes de la matriz, como la similitud que existe entre las regiones de algunas
proteinas y las del EGF (Raghow R., 1994).

Asi, las hip6tesis de trabajo para investigar |’6‘s mecanismos de regulacion disparados

por fuerzas mecanicas, toman en conside(auon la expresién inversamente coordinada

S0



de los genes que codlfcan para las colagenas y sus ennmas de degradacxén Es!o es g

comparable. por observaclones slmllares con Ios efectos de Ios factores de cremmlento

lamblen mfluencnan la estructura del cntoesqueleto. la quamlotaxls y la induccion en la

A1



expresxon de una gran vanedad de genes Por su’ arte Ios fagocutos mononucleares .

han mostrado tener un papel cen!ral en la respuesta tisutar al daﬂo Las mteraccmnes :

Ademés. al evaluar la produccién de teudo

macrofagos tienen efectos cualitativos y/o cuantitativos sobre |a sintesis de la colagena

por los fibroblastos. Lo ultimo incluye un |ncremento en_los niveles | e colégena tipo I

con respecto a los producidos por la colagena tipo | (Kovaks E.’J.,‘k1991). La sintesis de

la coldgena se regula tanto in vivo como in vitro p'or, una.variedad de factores tan

diferentes como las condiciones de cultivo, produdos del procesamiento de la

12



procolégena acldo ascorbaco (Kao J et aI 1990) actores de cremmlento, etc De la"

'der lé MEC‘ al estimular o inhibir la actividad de las colagenasas. En cuanto al papel del

'TNF-a en Ia regulacion de la produccion de la coldgena no es muy claro, pues algunos
: reportes indican que estimula la sintesis mientras que la mayoria apuntan a que Ia
dlsmlnuye. En contraste al efecto estimulador de la produccién de la colagena de ia
mayoria de las citocinas, los interferones (IFN) abaten su expresion geénica; el IFN-y por
ejemplo, suprime la producciéon de la colagena en los fibroblastos, al actuar a nivel

transcripcional al apagar al gen que codifica para la coldgena pero no el que codifica

13



para la fi bronecﬁna (Kovécs E' y DiPietl‘o -LA ‘1994)," Los estﬁdioslcon"ll.’-ﬁ' han’

sugerido que esta cnocma puede tener un‘papel bastco en la‘r'modulac

'tarribién el de los osteoblastos e
la fosfalasa alcallna, que es un marcador de la

B miheraliiacléh del tejido. Los fibroblastos’ dermlcos. las células sinoviales adherentes y

: los condro mentadas de colagenasa cuando son tratadas

con lL-1 asi.como de hialuronato y TIMP en fbroblastos pero no incrementan mas de

un 2Q% ,,5-, en cuanto a los niveles basales del

ARNkmb péra'la fibronectina y:la p-actina‘no v'ai"la,n en presencia de la citocina. Asi, la

etizada tampoco se ve alterada por el

unque la similitud en la secuencia de

[+ y la IL-1 B es solamente del 27%, existe la

p05|b|lldad de que ambas contengan un domlmo func:onal comun en porciones similares
de Ias dos lsoformas, ademas de tener funciones biolégicas semejantes. Por su parte,
los fibroblastos en cultivo han mostrado tener niveles altos de receptores para IL-1p los
cuales parecen unir ambas isoformas con la misma afinidad (Postlethwaite A.E., et al.,
1988). Entre otras citocinas se encuentra la IL-10 la cual también participa en la
regulacion de la sintesis y la degradacion de la coldgena. La influencia de la iL-10 sobre
la expresion génica puede deberse a los efectos directos en los elementos de respuesta
AP-2, NF-1 y NF-xB o puede estar mediada por los efectos de esta citocina sobre otras
(Reitamo S., et al. 1994). La actividad reguladora de los fibroblastos cultivados en geles

tridimensionales de colagena, incluye una mayor expresion de la IL-6, comparada con

14



Ios cultlvos en monocapa que p05|blemente se debe a Ias mteraccxones celula matrlz

mediante receptores de colagena asoc;ados a la membrana celular transmlten Ia )

secretar la cadena A del PDGF, la cual activa a la célulav pa‘ e

del ADN del ciclo celular, Ademas, existe la pOSIbIlldad de que el proceso se amplufque:

como resultado de [a regulacién positiva de los receptores de Ios f oblastos ra IL"-‘1. i

en respuesta al tratamiento con PDGF, ver tabla.-



CITOCINA

-1
TNF-a
TGF-B
PDGF

FGF
IFN-y

TABLA

PROLIFERACION PRODUCCION DE
DE TEJIDO CONJUNTIVO
FIBROBLASTOS

ty t
ti ti
ti !
) i
1 No de](gctado
! R



lil. INTRODUCCION

Con base en Io anterlor se ha establecido que los fibroblastos dérmicos humanos

rmedlado a; través de las |ntegr|nas puede estlmular I expreslon de metaloproteasas

Vtamblén en los macrofagos y los queratmocntos (Galllt J y Clark R.A.F., 1994).

Sin embargo,' el balance en la sintesis y la degradacnén de los componentes de la MEC
se éltéra Vtémporalmente durante el proceso nofmal de reparacién, como ocurre en la
cicatrizacion; de tal forma que las anormalidades en el metabolismo de los componentes
f’é la”matrirz pueden ser las responsables del exceso de fibrosis que ocurre en la
escle;roderma, morfea, cicatrices hipertréficas y queloides. Estas patologias han sido
oﬁjeto del desarrollo de diversas terapias, por lo que se han probado varias citocinas y
férma}:{:s en cultivos de fibroblastos dérmicos por su capacidad de inhibir la sintesis de

al'gur_\vbAsv dé los componentes de la MEC y/o estimular su degradacion. Un compuesto, la

17



pentoxlf' llna que es.un analogo de la memxantlna teobromlna. demostrd tener efectos

antif broucos y se ha reponado que la admlmstracxén de pentoxuflma a cultlvos de' '

(azetidina, deshidroprolina), inhibidores de

osteolatirdigenos  (BAPN,  D-penicilamina), ‘icqn”",':probied‘:adesi

antimicrotubulares {colchicina, mebendazol), et A ALy Chowdn N. A 1 992
Lawrence W.T. 1991, Soderberg T,, et al., 1982) Sm embargo con todas estas terapias
y muchas otras de tipo fisico y quimico no se ha logrado tener el efecto deseado scobre
el metabolismo de la colagena, sin alterar otros procesos fisioldgicos normales, asi que

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

incluso toxicas.



Como ya se mencuono. algunos de Ios componentes de Ia MEC uenen Ia capamdad de

lnenes con la colégena se ha utmzado para mantener al polimero adherido al tejido,

'donde forma mteraccwnes entre la colégena lmplantada y la presente en la matriz del
mismo. Cabe seffalar que los resultados han sido mejores cuando esta mezcla,
polimero-coldgena, se irradia  entre : 1 y 3 Mrad, donde se favorecen los
entrecruzamientos en la coldgena y se crea una unioén aparente entre el polimero y la

proteina (Shimizu Y., et al., 1978). Con base en las caracteristicas mencionadas, la



mezcla maduada de colagena y PVP (Flbroquel“"). tamblen ha moslrado !ener v

pammpacxon dlrecla en los procesos reparatlvos de Ia piel y de ofros fEJldOS‘ Lo anterlor

colégena en c I os celulares fi broblastos y macrofagos, ya que estos dos tlpos ;

celulares son los mas abundantes en los procesos de reparacmn y f' brosantes



~IV. HIPOTESIS

‘El Fibroquel“f‘_,pa'nicipa" aen'la :méduiagbién del metabolismo de la coldgena en cultivos

celulares " de" fibroblasto \acrofagos.” Esta regulacion se- vera. dirigida hacia

incrementar.” el ‘recambio’ de’ la‘ proteina; -es ‘decir, se incrementara la actividad

Vcola'g'eno_liticé'y'fdi‘siﬁin‘ a'la e Ia.coldgena en las estirpes tratadas con el

farmaco y los efécto_s ob;ei’vados sgrarfi el resultado de su componente colagénico.



V. MATERIAL Y METODOS

Culttvos celulares Las condiciones de incubacion de los cultivos celulares de

macrofagos y ﬁbrob)astos se mantuvneron con medio de Dulbecco-Eagle Modiﬁcado (D-

las: con’un ‘ge'hkdaki-mve‘ de

gttacnbn ocasnonal El homogenado se centrifugo a 200 x g por 5 mmutos y sekehmmo

la colagenasa el botdn se resuspendio en D-MEM al 20% con SBF con :antlblbtlcos y se -

8]
()



sembraron 1. 5 ml por botella de cultwo de 25 cm el cultlvo se mcubé en una atmosfera

metabdlismo.

Condiciones -

FvbroquelMR 500 ul de pollvmuplrrohdona (PVP GAF Corp) en concentraciones de 2, 4,

23



8 y 10% en D- MEM con respeclo a su con!emdo en Flbroquel'“"‘ Y 500 ul de Flbroquel"‘R

en concemracnones de 2 4 8 y 10"/ en D MEM y s mcubaron por 18 despues de las

cuales‘ se reallzarpn Ias evaluaclones

- Medios condici otro_experimento: se'traté a:los fibroblastos ‘con el

pozo )unto con Ias condnctones de prueba'y. se lncubaron por 18 horas. Después de este

penodo se ellmmo el. los poz s fueron lavados tres veces con amortiguador

salino de fosfatos (PBS) y despues se f ;aron con 300 ul de metano! absoluto (MeOH)

24



por 30 mmutos a 4 ’C Postenormeme se_elimind el MeOH y Ias placas se dejaron

: eltmmado y el botén se lavé con EIOH-EtOE 1: 1 y se centn' gé a: 13 600 x g por 10

25



mmutos el SN se ellmlno y el boton se de}o secar como se. descnblo antenormeme El

resnduo seco se resuspendlo en 490 ul de un amomguador HEPES 02 M CaCI2 0.5

mM, NEM 25’mM“‘ H 7'2

Peterkofsky B. (1972) ra conocer la cantldad relauva de colégena y ésta se normahzé

con el numero celular.

;at':triyvjdad




de 1.5 i 400 pl del homogenado de MC y SN uno para Ia cuanm‘caclon de la acuwdad




wy .t

solucién amortiguadora de Ei'tfat'ds:éon':urifb‘H de’ 3.5 lo cual acidificaba al medio de - -

cultivo y las células no

“con‘el” e siconc t6 mingisn. -

- problema ya que es faciimente soluble en soiuciones acuosas y la variacion que pudiera

: En cuanto al hecho de emplear.en' los experimentos; tanto p'ara'»la coladgena como para
n Fibrogue™®, se- debié a que se

efecto o si éste se debia a alguno de sus

“ congentracion neta

pensar en:que el
componen ezcla llos sin irradiar, fue que algunas de sus

. p_fopiédades fisicoquimicas_ eran diferentes de

' pued‘e‘ 'precipitarse :del vehiculo: por

diluye en ¢ medi : a pr corrhovs‘ cede con la colagena. Otro

tenian Una mejor morfologia en el

‘medio sin suero; la morfologia

diferéfntle;y: correspondié a lo reportada. en " la fiteratura (Lémbert CA., et al, 1992;




Vl. RESULTADOS

lncorporac:dn de. timidina ["H] en cuitivos de fibroblastos y macmfagos Para

conacer’ Ia cantldad de tlmldma |nccrporada por los cultlvos de f' broblastos estos se

suero excepto por un ligero |ncremento para Ias concentrac:ones altas del tratamiento

con el férmaco(Flgura 2)

" Incorporacién de Prafina {*C} en culfivos de fibroblastos y de fibroblastos
tratados con medios condiciornadoﬁsﬂ dé méé%faéos. P#ra determinar la cantidad de
colégéna sintetizada por los fibroblastos, Io§ cultivos se incubaron en presencia de
prolina radiactiva durante 18 horaé después de las cuales se homogenaron el

sobrenadante y fa monocapa de cada cultivo. De éstos se valord la incorporacion de




_INCORPORACION DE ’HTim POR FIBROBLASTOS
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vFlgura 1. lncorporacuén de umldlna [:'H] por ﬁbroblastos tratados con D MEM (S/S), D-

MEM 10% SBF (CIS) FlbrcaquelMR (qul) colagena (Clg) o pohvumlplrrohdona (PVP) Los

datos representan los promed de Ios tnpllca fos + error sta ar, con sugnlf cancna

estadlstlca en P< 0 05 (') y P< O 1 (+) con respecto al control sm suero (D-MEM)
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INCORPORACION DE *HTim POR MACROFAGOS
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Figura 2. Incorporacién de tlmxdma [’H] por mac:éfagos lratados con D-MEM (S/S), D-

MEM 10% SBF (C/S), F:broquel’“ (qul). colagen (Clg) o pollwmlplrrohdona (PVP). Los

datos representan los promedios de los tnpllcados + el error estandar, con significancia

estadistica en P< 0.05 (") y P< 0 1 (+) con respecto al control sin suero (D-MEM).
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k_colagena sintetizada’ por Ios"ﬁbroblastos'.(Dieggelmann' R.F.:'y"Peterkofsky B., 1972).

1992 Eckes B et al 1993).

En cuanto a la sintesis de la coldgena en cultivos de fibrobiastos tratados con medios

condicionados de macréfagos, si bien ésiéis prre'senlké en fnenor proporcion que los
cultivos tratados directamente con las srustanclasrde prueba, las tendencias se
mantuvieron; aunque los valores para Ios medlos condlcmnados de macrofagos tratados
con colagena y PVP no fueron estadisticamente significativos, mientras que el
Fibroquel™® registrd la mayor sintesis comparado con el control sin suero, e incluso con

los otros compuestos de prueba (figura 4).



SINTESIS DE COLAGENA POR FIBROBLASTOS
0 I

L o s/s
. o v C/S
l ; : S weLe
N L S pyR
‘l. PYI

25+
B -_FBQL‘ ;3

: ‘ 1l

B LR

L

10

" e

% RELATIVO DE COLAGENA

. S, )
T 2% 4% 8% 10%
;ConcentrQCEéh

Figura 3. Conténido e “col 'gena (%) en homogenados de monocapa (MC) yi-

sobrenadante (SN) de cult os de f‘broblastos tratados con D MEM (S/S), D MEM 10%
! ]

representan Ios promedlos de Ios trlphcado + el error esléndar, con’ mgmﬁcanma ’

estadlstlca en P< O 05 (') y P< 0.1 (+) con respecto aI conlrol sm suero (D MEM)
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SINTESIS DE .COLAGENA POR. FIBROBLASTOS
TRATADOS CON MEDIOS CONDICIONADOS DE M¢
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Flgura 4 Contenldo relatlvo de colégena (%) en homogenados de MC y‘SN de cultlvos

control sm suero (D MEM) g



Act/wdad colagenolmca de fi bmblas!os La actlwdad de colagenasa se evaluo o

~con .la degradacmn ’el sustrato radlactlvo ‘por: 'una mezcla del' h‘

aproxlmadamente del 30%, a Ias mxsmas concentracnones (f igura 5

Con respecto ala actlwdad de colagenasa ‘de Ios r broblastos tratados con Ios medIOS

condicionados “de los macréfagos, prevlamente expuestos alo componentes de

prueba, se encontro que a Ias concentraclones mas altas tanto de la colagena como del

Flproquel”"‘, la resp gradatlva dlsmlnuyé con respecto aI control (D-MEM), 60 y

80% Treééédi to al polimero 7no hubo camblos significativos. Cabe

seﬁalarA ql'.i'é I.a'proporcl de la acllvudad colagenolltlca en general fue mayor en los

medlos condlcnonados que con el atamqento dlrecto, excepto para D-MEM con suero y

colégena (ﬁgura 6)



ACTIVIDAD COLAGENOLITICA DE FIBROBLASTOS
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Flgura 5 Actw:dad colagenclltlca en homogenados de MC y SN de f‘ broblas‘os tratados

con D MEM (SIS), DMEM 10% SBF (CIS) Flbroquel“" (qul colégena (Clg) o

pohvmllplrrohdona (PVP) Los datos representan los promedios de los tnpllcados + el

error estandar con slgmﬁcancua estadlstlca en P< 0 05 (' y P< 0 1 (+) con respecto ai

control sin suero (D MEM)



ACTIVIDAD COLAGENGLITICA DE  FIBROBLASTOS
TRATADOS CON' MEDIOS CONDICIONADOS DE M9
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Flgura 8, Actlwdad colagenolitlca en homogenados de MC y SN de fi broblastos tratados

con los medlos condlclonados de macréfagos (Mb) prevuamente expueslos a D MEM ‘

(SIS), D MEM 10% SBF (C/S), Fibroquet? (Fhql), colégena (Clg) o pollwmlpmohdona

(PVP). Los datos representan los promedios dg los tnpltg:adqs + el error estandar, con

significancia estadistica en P< 0.05 (*) y P< 0.1.(+) i:;'m Eésbédo al control sin suero (O-

MEM).



Actividad colagenoli!ica de ‘macrdfagos. La degradacion del sustrato radiactivo,
por fos homogenados de rﬁonocapa'y'sobrenadante de los cultivos de los macréfagos,

fue menor en proporcmn a lo detectado en los fibroblastos; sin embargo, en este caso la

mayor degradacuon se pres en Ios cultivos tratados con Flhroquel“" y solamente se

mcrementb en la maxuma concentrac:on probada de colégena, es!os mcrementos

alcanzaron un maximo 100% con respeclo al control sin suero7 Es no!able ue el

- menor aumeknto detectado;, estadlsucamente sngmf‘ icativo, para el férmaco fue del 50%

ero ven ‘todas las

achvudad men ral co rol en todos Ios casos (f gura 8 L
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ACTIVIDAD COLAGENOLITICA DE Mg
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Flgura 7 Acﬂvndad colagenolmca en homogenados de MC y SN de macréfagos (Mo)

tratados con D- MEM (S/S), D MEM 10% SBF (C/S) Flbrcnquel"‘R (qul). colagena (Clg) o

polawnllplrrohdona (PVF’ ‘L 't s represeman los promedlos de los triplicados + el
'error estandar con slgmf cancna estadlstlca en P< 0. 05 (") y P< 0.1 {(+) con respecto al

control sln suero (D MEM)



- ACTIVIDAD COLAGENOLITICA DE M¢ TRATADOS s
CON MEDIOS CONDICIONADOS DE FIBROBLASTOS.

CF 7:—: B e el

“CPM X 10" CEL.

2% _ 43, sx 0%

. Figura 8. Actividad
) con Ios medlos
MEM10% SBF( S'

datos representan !

estadlsnca en P< 0. 05 (') y P<0. 1 (+) con respect alrcontrol sm suero (D MEM)
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VH. DISCUSION

Los efectos de todos los: compuestos probados en la incorporacion dé timidina'[?H] en

los cultiv&sf de rBf&bIastos de.:piel de'rata tuvieron practlcamente el mlsmo :

componamlento que el control sin”stiero, D MEM Y. tamb;en estuvreron muy por debajo '

del cqngrol con suero: D-MEM:10% SBF; sin embargo,vpara los cultivos 'de macrofagqs .

con el pollmero no mostraron efectos significativos con respecto al control sin suero Por’

su parte la colagena adicionada a los cultlvos presento una dlsmmuctén en la slntesrs

dela mtsma aunque Ia proporcnon fue bastante ba;a (f' gura 3) EI efecto de dlsmlnucmn
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enla 5|nteS|s de colagena en culhvos de rbroblastos cremdos en geles o matnces de

colagena, se encuentra reportado n la Illeratura (Lamben CA et ! 1992 Eckes B i~

>e el Flbroque

IMR volvné tener Ia m or slntesls :



(figura 4). Aun cuando Ia actlwdad de smte515 fue menor en todos !os casos, se penso

que el lncremento para el farmaco en relamon con el control sin suero. podia deberse a.;

FlbroquelMR



Los resultados presemados pueden ayudar a exphcar lo’ que sucede en el proceso de :

reparacion normal de herldas qulrurglcas en ratas tratadas con'el Fibroguel*®; ya que

Ias observacxones reahzadas a-con, respecto al: tiempo! de: evolucion de ilas leslones,

do local; simultaneamente ios fibroblastos participarian con una pro,ducmoh_.‘

mayor de colagena por el estimulo con el farmaco, como se vio in.vitro, lo que con"eva a

una remodelac n_mas intensa de la zona danada,.que tendria en principio una matnz‘

menos densa a'traves de Ia cual la mxgrac:on de celulas mﬂamatonas de reparamon e

g



indifierenciadas se facilitaria, lo cual organizaria a la dermis de una manera similar a lo
normal - y justifica la presencia de los anexos cutéheos. incluso en el sitio de la lesion

como ya se menciond.
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'VIN. CONCLUSION

Con base en Ios resultados ob 'nldos sugenmos que la actlwdad del FlbroqueIM“ sobre :

. dermxcas es relanvamente alta
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IX. LISTA DE ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico.

Acido fenil, metil- mercurico.

Acido ribonucleico mensajero.
Carbono 14,

Grados centigrados.

Colagena tipo I:

Cuentas por.minuto, .0 7L
D-MEM'10% de suero bovirio fetal: )
diﬁcado.

' Factordecre imiento fbrobléstlco

tantas veces la gravedad

Glucosammogllcanos

Interleucma 10.
Interferon.

: Monocapa

.~ Macréfagos,
Mamz extracelular

", N- etllmalelmrda

--Solucién salina de fosfatos.
‘Proteinas degradadas por colagenasa.
*'Factor de crecimiento derivado de las plaguetas.
Proteinas no degradadas por colagenasa
‘Polivinilpirrolidena.
Suero de bovino fetal,
Sobrenadantes.
D-MEM sin suero.
Temperatura ambiente.
Acido tricloroacético.
Factor de crecimiento transformante B.
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