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RESUMEN

La o-trombina es un factor clave en la cascada de la coagulacion, que conviglte et

fibrindgeno en fibrina, ademas se ha demostrado, su poder como agente mitogénico y
quimiotactico para Fibroblastos fetales. Sin embarga, algunos autores piensan que la
proliferacion inducida por la trombina es mediada por el Factor de Crecimiento Derivado
de Plaquetas (PDGF). Pese a que se ha demostrado su importancia en la fibrosis
pulmonar, se desconoce su efecto en fibroblastos de pulmoén humano aduito. El objetivo de
este estudio fue determinar la accién de la trombina en ta proliferacién de dichos
fibroblastos y determinar si su accién esta mediada o no por la accion de! PDGF. Se
trabajé con el métado colorimétrico del azul de metileno, basado en la penetracion y
posterior elucion de este colorante a los fibroblastos (CCD 16 Lu). La contribucion
especifica de la rombina y el PDGF a la proliferacion fibrabléstica, se evalué empleando 2
inhibidores de trombina la hirudina (Hi, 9x10-8 M), la Antitrombina-IIl (AT-Il), 6X10-6M y el
anticuerpo especifico para PDGF (Anti-PDGF,100ug/m!). A las 48h la trombina, en una
dosis de 5x10-11M incrementd significativamente la proliferacion de las fibroblastos
(39%10.2%, p<0.05). Se encontraron tres puntos de estimulacion maxima de la
praliferacién; a las 8h (33.7%10.2%), las 28h (23.3%+1%) y las 48h (32%%1%). Para
corraborar 1a contribucion especifica de la trombina a la proliferacion de los fibroblastas a
estos lliempos de incubacion, también se prabd la actividad de la trombina en presencia de
sus inhibidores Hi y AT-IIl y det Anti-PDGF. La proliferacion inducida por trombina a las 8h
fue inhibida en un 86.3% (p<0.05) por Hiy en un 86.2% por AT-lIl {p<0.05), mientras que el
Anli-POGF no la inhibié significativamente. En contraste a las 28, la profiferacion inducida
por trombina fue inhibida, en un 88.1%, y en un 86.6% por los inhibidores de trombina Hiy
Al-I)t respectivamente, mientrds que el Anti-PDGF inhibié 51.7% (p<0.05). Finaimente a las
48 h la proliteracion inducida por trombina fue inhibida en un 97%, 86.6% y 93% por Hi,
AT-1l y el Anti-PDGF respectivamente. Estos resultados sugieren que la trombina
incrementa por si misma, incrementa la proliferacion de los fibroblastos, a las 8h, después
de este tiempo su actividad puede ser mediada por el PDGF.



INTRODUCCION

Los tibrablastos son células derivadas del mesodermo embrionario, que se
encuentran ampliamente distribuidas en el tejido conjuntivo fibroso. Se sabe que
participan en procesos normales de reparacidn camao la cicatrizacion y que probablemenie
estén involucrados en el eslablecimiento de procesos patoldgicos como [a fibrosis

pulmonar (Mc Anauily, et al. 1995)

Numerosos mediadores de lipo polipeptidico, denominados tactorés de crecimiento
o citocinas que influyen en !a funcion fibroblastica han sido descritos (Crouch, et al.1990),
cabe mencionar que en el caso de diversas lesiones pulmonares, el estudio de dichos
factores, se ha documentado ampliamente (Kelley, et al. 1990, Kovacs, et al.1985).
Especiticamente se sabe, que algunos de estos eslimulan la proliferacion y la quimioldxis
de fibroblastos, tal es el caso, del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF,
Seppa, et al. 1982, Osoinio, et al. 1990, Bonner, et al. 1990), la endotelina-1 (ET-1
Cambrey, et al.1992), el Factor de Crecimiento Semejante a la Insulina {Philips, et al.1987,
Cambrey, et al. 1994), y la trombina (Gray, et al.1980, Dawes, el al. 1993, Bar-Shavit, ot al.
1992},

En cuanto a esta ultima, motivo de estudio en la presente tesis, se sabe que,
ademas de su participacion en la cascada de la coagulacion, convirtiéndo at librindgeno
en tibrina (Fenton, et al. 1993}, puede actuar como un potente agente mitogenico y
quimiotdctico para tibroblastos (Bar-Shavit, et al. 1992, Dawaes, et al.1993). Asi mismo, se
ha demostrado que esta proteasa de serina esta presente en alta concentracidn en
lavados broncoalveolares (LBA) de pacientes adultos con fibrosis pulmonar {(Hemandez, et
al. 1995) y que es canaz de estimular la proliferacién y el metabolismo de la coldgena de

fibroblastos fetales de pulmon humano (Hernéandez, et al. 1995).



Estos antecedentes destacan la mponancia que pudicia tener fa v-frombina, en el
establecimiento de patologias pulmonares como fa fibrosis pulmonar, sin embargo, a la
fecha no se ha demostrado el efecto inducido pot fa u-trombina en fibroblastos de pulman
humano adulto normal, objeto de estudio en la presente lesis. Al respecto, algunos autores,
sostienen que la accidn de estimulacion que induce 1a rombina en la prolileracién de los
fibroblastos fetales, puede atribuirse a fa liberacion de otros faclores de crecimiento
(Benezra, et al. 1983, 1983, Ohba, et al. 1994) como el PDGF (Shankar, el al. 1994), ef
Factor de Crecimiento transformante beta (TGF}}), (Taipale, et al. 1992), el Factar de

Crecimiento Basico para fibroblastos (bFGF), (Benezra, et al. 1983), elc. Estos pueden
estar almacenados en farma latente en ta matriz extracelular y ser liberados por la accion

de proteasas como la a-trombina (Bar-Shavit, et al. 1990), o bien esta proleasa de setrina,

por si misma, puede inducir su expresion y secrecidn, tal es el caso del PDGF (Ohba, et al.
1994). Cabe mencionar que, estudios preliminares desarrollados en el Instituto Nacional
de Canceroclogia, con fibrablaslos fetales, sugieren que a tiempas previos a las 24 hrs de
estimulacion con trombina, el efecto inducido en fa proliferacion fibrobldstica, puede

atribuirse solo a la a-trombina (Heméndez, et al. 1995).

Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se considerd como objetivo
secundario la dilucidacion del mecanismo de proliferacién, inducido por la trombina, en los
tibroblastos de pulmon humano aduito (CCD 16Lu). E! esclarecimiento del mecanismo de
accion de la trombina sabre fa proliferacion de fibroblastos pulmonares, cobra particular
importancia, ya que estos constituyen et 40% de la poblacion celular pulmanar (Mc Anulty,
et al. 1995), y debido a los altos niveles de esla proteasa de serina encontrados en lavados
broncoalveolares de pacientes con fibrosis pulmonar (Herndandez, et al.1995). Para el
desarrollo del presente trabajo se consideré salamente al PDGF como posible responsable

indirecta del aumento en la proliferacion de los fibroblastos pulmonares inducida por la
trombina.
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A lin de laciltar la interpretacion y el alcance de los resultados obtenidos en el
desarrollo del presente trabajo, en el primer capitulo del mismo, se incluyd una seccion de
antecedentes, en que se revisan algunos conceplos basicos sobre la actividad bioldgica
de los fibroblastos (estirpe celular en estudio} y su modulacidn inducida por diversos

factores de crecimiento (la trombina y el PDGF entre oltos).

Para facililar el seguimienta de la lesis, 1as secciones de matetial y méjodo, y ia de
resultadas se subdividen en capitulos diterentes, incluyendo cada una de éstas. desde la
estandarizacion de fas condicianes de cultivo y el efecto de la trombina en la praliferacian,
hasta la dilucidacion de la intervencion del POGF en ef mecanismo de accidn de la

trombina en la proliferacion fibroblaslica.

Los resultados experimentales abtenidos mediante el desarrafio de la presente
tesis, permitieron cumplir 10s objetivos planteados y corroborar las hipolesis propuestas.
Estas demastraron que in vitro, la proliferacidn de fibrablastos de pulmon humanao adulto

normal, es eslimulada por fa a-trambina en forma dosis-dependiente, a tiempos de

estimulacion previa a las 10 h, este efecto puede alribuirse exclusivamente a la trombina.



CAPITULO 1



1

ANTECEDENTES

l. Actividad hiologica de fibroblastos

A) Generalidades
.
l.os fibroblastos son células de origen mesenquimatoso, que se encuentran
ampliamente dislribuidas en el tejido conjuntive libroso; fa mortologia de éstos es
generalmente ahusada, ademis tiene un citopfasma baséfilo, con gran cantidad de reticulc
endoplasmico y varios nucleolos prominentes, fo que indica una activa sinlesis proteica
(Cormack, et al. 1987)

Eslas célutas producen diversas proteinas de fa matiiz extracelular como la
fibronectina, la faminina, los proteoglicanos y diferentes tipos de colagena (1, {IIILIV,V y V);
ademas poseen receptores especificos, para una gran variedad de componenles de la
matriz extracelular, éstos se denominan integrinas y permiten el reconocimiento de
secuencias de aminodcidos que contienen arginina-gficina-dcido-aspartico, que estdn
presentes en fa mayoria de las proteinas de la matriz extracefular (Witkie, et al. 1995). La
presencia de las integrinas en la superticie celular de los fibroblastos, nos pennite suponer
que existen interacciones enlre fos libroblastos y las proteinas de ta matriz extracelular, lo
que tavorece la contraccion de la cicatriz, y probablemente represente uno de fos
mecanismos importantes en fa cicalrizacion normal, esto a su vez, puede ser relevante en

ef estabfecimiento de procesos patologicos como la fibrosis.

Los tibroblastos también sintetizan enzimas que degradan a la matriz extracelular y
pueden elaborar citoquininas y enzimas de la cascada de la coagulacion (Crouch, 1990).



En esta seccion se trataron aspectos generales de la morfologia y funeion biologica
de los hbroblastos, a continuacion se trataran con mayor delalie los paramétios bioldgicos
que nos permiten cuantificar la funcion biologica de los fibrobiaslos como son: la
proliteraccion, la quimiotdxis y la sintesis de colagena. Asi mismo, se considerara como
éslas funciones fibroblasticas, pueden ser moduladas por la rtombina e infervenir en el
establecimientos de procesos patoldgicos como la librosis pulmonar.

B) Proliferacién celular

La proliteracion de los fibroblastos es importante en el desarrollo del tejido normal y
en la reparacion del tejido dafiado, también se ha demostrado que es fundamental en el
establecimiento de padecimientos tales como el cdncer y la fibrosis. Aunque se sabe que
los fibroblastos poaseen funciones heterogéneas dependiendo de su edad, sitio de origen y
especie de donde provengan (Korn, 1985},

En estudios de proliferacidn realizados con fibroblastos provenientes de lesiones
libroticas tempranas diversas, se ha reportado una gran heterogeneidad en sus
caracteristicas de crecimiento, pero se sabe que paseen un potencial proliferativo mayor

que el observado en fibrobiastos normales (Jordana, et al. 1988)
.i) Ciclo celular
El ciclo celular, es una serie de procesos hioguimicos y genéticos que poseen una

secuencia ordenada y especifica, que permite la division celular (Koshland, 1994). Paia
lacilitar su estudio se ha dividido en cualro fases: la lase Gy Gp, M, S {Fig 1)



FIGURA 1. Representacion esquetadtica del ciclo celular

INTERFASE ™

DIVISION CELULAR

Lafase G, {gap 1) es el periodo anterior a Ia sintesis de ADN, en esta fase se eleva
la sintesis de proteinas nucleares y citoplésmicas; la fase S es donde se lleva a cabo la
sintesis de DNA, la fase Gg, es en la que se sintetiza el RNA vy las proteinas necesarias
parala mitosis; la fase M o mitdtica consiste en una serie de procesos mediante los cuales
! material genético se distribuye a las células hijas (Robertis, et al. 1988).

Lasfases Gy, Gp y S, constituyen la parte del ciclo celular denominada interfase, ya
que durante este periodo las células no se estan dividiendo activamente. Eslo sucede en la
mitosls, que es la tase mds corla del ciclo celulat y que en la mayoria de las células no
dura mas de 60 minutos. La duracién de fafase S es muy constante generalmente es de 7
horas (Robertis, et al. 1988). La duracion de las tases G1y Gy en cambio, s muy variable
y es dependiente de los tipos celulares. Para ios tibroblastos especialmente estas fases
duran 8 horas aproximadamente (O 'Connel, et al. 1994). La fase Gy es en la cual las
células se encuentran en reposo y no participan en el ciclo celular. Las células pueden
salir de esta tltima e iniciar &l ciclo celular si reciben una sefial bioquimica apropiada. Esta
sefial puede estar dada, por ejemplo, por factores de Crecimiento {Kelley, et al. 1990).



4]

ii} Reguladores del ciclo celular

La proliferacion celular estd sometida a una modulacidn extrinseca por requladores
de crecimiento, entre los reguladores milogénicos se encuentran algunos factores de
crecimiento, los cuales inician una serie de eventos bioquimicos asociados con la
duplicacion de la masa celular y la sintesis de DNA. El mecanismo mediante el cual, dichos
factores de crecimienlo inducen el reinicio det ciclo celular, no esta bien establecido,
aungue se piensa, que éstos actian via receptores de membrana especificos (Collins, et
al. 1993), los cuales a su vez inducen sefiales de lransduccion y fostorilacion de diversas
proteinas reguladoras de la funcidn bioldgica (Cohen, et al. 1980)

Los factores de crecimiento pueden ser clasiticados de acuerdo al tipo de funcién
bioldgica que ejercen en el ciclo celular, en lactores de crecimiento por competencia o por
progresidn (Stiles, et al. 1979). Los primeros actian en células que se encuentran en fase
Gy y las inducen a iniciar la fase G, del ciclo celutar, un ejemplo de éslos es el POGF, Los
factores de crecimiento de progresidn, como el lactor de Crecimiento Semejante a Insulina
(IGF-1) son necesarios para que la célula continue el ciclo celular a través de la fase G;.

Aunque algunos factores de crecimiento pueden actuar como factores de
competencia y de progresidn, flevando a una célula desde el estado de reposo hasta la
mitosis, en la mayoria de los casos se requiere de mds de un factor de crecimienlo, para
inducir fa proliferacion celular mdxima (Pledger. et al. 1977).

El periodo de accion de los factores de crecimiento por competencia, liene una
duracion aproximada de 18 horas. Aunque el mecanismo por el cual la induccidn por
competencia se lleva a cabo, es desconocido. se sabe que involucra interacclones
moleculares que resultan en cambios en la expresion genética. Al respeclo, se sabs, que
el POGF induce la expresion de genes concomitantes mediadores de la proliferacién
(Baserga, 1985).

11



En ia mayoria de las lineas celulares de tibroblastos, la progresion tiene una
duracion aproximada de 12 horas, y solo puede ser detenida en dos diflerentes puntos del
periodo G, (Newport, et al. 1995). EI primer punto estd regulado por la disponibilidac de
nutrientes, es decir, que en ausencia de aminodcidos suficientes, la progresion de fase G,
a fase S se deliene e¢n fase Gy; a este punto de restriccion en el ciclo celular, se le
denomina punto V. Esle punto se localiza aproximadamente a 6 horas de gue inicie S. El
otro punto que se puede detectar dentro del ciclo celular, es el llamado punto W, y se
encuentra antes de que ocurra la sintesis de DNA (Wharton, et al. 1982).

Por olro lado, se sabe que existen substancias diversas que inhiben el ciclo celular.
L.os mas estudiados son las chalonas, substancias solubles, histoespecificas que inhiben
la proliteracion por mecanismos de retroalimentacion, es decir, que cuando se encuentran
en concentraciones allas actian como inhibidores, mientras que a bajas concentraciones

no tienen esa funcion (Cormarck, et al. 1987).

Ademas de fa 'modulacion del ciclo celular inducida por factores de crecimiento por
competencia y por progresion, se han identificado dos clases de genes relacionados con la
regulacion del ciclo celular. La primera clase incluye a fos genes cuya expresidn es
modulada a través del ciclo celular y son flamados ciclo celular dependientes, algunos
ejemplos de éstos, son los genes que codifican para 1as histonas, la timidin cinasa y la
calmodulina (Denhardt, et al. 1985). Los productos de este tipo de genes son requeridos
por las células durante el ciclo celular, y aparentemente no estan regulados por los

factores de crecimiento.



La segunda clase esta conslituida por los genes de respuesta temprana, que inciuye
a proto-oncogenes como el e-myc y el c-los (Muller, el al. 1984) La Lianscipoidn de esta
clase de genes aumenta cuando las células en reposo son estunuladas a entrar al ciclo
celular y dividirse. Se sabe que los productos proteicos de los genes c-myc y el ¢-los, se
unen al nicleo y actuan como reguladores de la transcripcion (Curan, et al. 1988). Esta
clase de genes son susceptibles de requlacion por faclores de crecimiento, enlre fos que

se encuentran el PDGF y el bFGF y la trombina (Bravo, el al. 1985, Rabier, et al. 1994).

l.a informacion expuesta en esta seccion puade ser de gran ayuda para entender a
que nivet actuan fos factores de crecimiento que pueden tener un efecto modufador dentro

del ciclo celular, como es el caso de la o- trombina y el PDGF, que han sido ampliamente
reporlados como factores mitogénicos para fibroblastes y que se emplearon para el

desarrollo de esta tesis.

C) Quimiotdxis

Los fibroblfastos son célufas capaces de migrar in wivo e in vitro hacia substancias
quiomiotadcticas a éstas. (Faller, et al. 1984). in vitro se han idenlificado numerosos agentes
quimioatrayentes para fibroblastos, algunos ejemplos de éstos son la trombina (Dawes, et
al. 1993). el PDGF (Osomio-Vargas, el al. 1990), el Factor Quimiotaclico para Fibroblastos
Derivado de Linfocitos (LDCFF) (Postlethwaite, 19786). los tripeplidos y los dipéptidos de las
colagenas tipo |, II, Il (Postlethwaile, et al 1978), y los fragmentos de la lraccion V del

complemento (Postlethwall, et al. 1981).

La quimiotdxis es importante en procesos normales como la iniciacion y el
mantenimignto de la respuesta inflamatoria y la reparacion de tejidos danados (Pierce, et
al. 1991); se sabe que esta funcion bioldgica de los libroblastos ademds tiene una
participacion importante en el establecimiento de padecimientos como {a fibrosos
pulmonar (Kovacs, el al. 1985). Al respecto existe una teoria que propone que el exceso de
coldgena y otras proteinas de matriz extracelular depositadas en el parénquima pulmonar,
durante las fases tempranas de este padecimiento los fibroblastos son quimiocatraidos
hacia el pulmdn y al aumentar su numero, aumenta la fuente polencial de coldgena.



2n modelos experimentales de tibrosis pulmonar, se han identificado factores
quimiotacticos para fibroblastos como: la fibronectina, la laminina y algunos péptidos
derivados de fa elastina (Crouch, 1990,). Ademds en pacientes con fibrasis pulmonar
intersticial se ha alribuido el reclutamiento de fibroblastos a la endotelina-1 (Giald, et al.
1993), el PDGF (Martinet, et al. 1987, Osornio-Vargas, et al.1990) y la fibronectina
(Kinsefla, et al. 1989).

D) Colagena
i) Generalidades

Las coldgenas forman una familia de proleinas de la matriz extracelular. Hasta
ahora se conocen 19 tipo diferentes Eslas proteinas se agrupan en eslructuras
supramoleculares, que interactuan a Su vez con otros componentes de la malriz
extracelular como la fibroneclina, los proteoglicanos y fa laminina (Prockop, 1995).

Una de las principales funciones bioldgicas de los diferentes lipos de coldgenas es
dar fuerza e integridad al tejido conjuntivo como son: el hueso, la piel y el tenddn, entre
otros. Las variaciones en la estructura fisicoquimica en cada tipo de colagena estdn
relacionadas con su luncién especilica (Prockop, el al. 1995).

Las moléculas de coldgena estan formadas por tres cadenas polipeptidicas
llamadas cadenas «, las cuales eslan formadas por las secuencias repetilivas Gly-X-Y,
donde aproximadamente una tercera parte de fas posiciones X-Y, estén constituldas por
prolina e hidroxiprolina respeclivamente (Prockop, 1995). La participacion de estos dos
aminodcidos restringe la rolacion de la estiuctura de triple hélice, la cual se ancuentra
estabilizada por puentes de hidrdgeno. La aparicién repetitiva de la glicina cada tras
aminoécida’sﬁ"&ermile fa conformacidn de la triple hélice, ya que éste es un aminodcido
pequeno, y por lo tanto, es el inico que podria ocupar éste lugar (Prockop, et al. 1995),



L.as moléculas de coldgena miden aproximadamente 300 nm de largo y 3 nm de
diametro y estan empaquetadas en tibrillas, que llegan a medir hasta 100 nm (Kivikko, el
al, 1993).

ii) Tipos de coldgenas

Las coldgenas se agrupan para su estudio en colagenas tibrilares, no tibrilares, y
colagenas fibrilares asociadas (FACIT). Esa clasiticacion estd de acuerdo a rasgos
estructurales semejantes, como son el tamano de sus cadenas y la cantidad de regiones

iriple helicoidales que posee (Miller, el al.1987).

A continuacion en el cuadro 1, se enlistan los principales tipos de colagenas y su

distribucién en el tejido humano.

CUADRO 1 Tipos de Colégenas

COLAGENAS |TIPO |DISTRIBUCION EN EL TEJIDO

| Hueso, tenddn, piel, tejido vascular,

F disco intervertebrat

|

B i |Canilago. disco intervertebral

R

i Il |Tejido vascular

L

A V  {Pulmén, piel. ojo. hueso, placenta y
R membranas fetales

E

S X

Cartilago articular




IV IMembrana basal, glomerular y

F membrana basal del cristalino.
i
B V1 |Vasas, piel y disco intervertebral
R
N | VI jUnidnes dermoepidérmicas
L
A vill [Membrana del endotelio de la
R corned.
E
S X Placa del crecimiento epifiseal.

IX [Cattilago hialino y humor vitreo

F

A X1l |Tenddn y piel de embridn, ligamento
C peridental.

]

T X1V |Tenddn y piel fetal.

La inlormacion presentada en esta seccion es de importancia debido a que la
produccidn de coldgena es una de las principales funciones bioldgicas de los fibroblastos,
ademds se ha comprobado que la trombina, tactor de crecimiento motivo de estudio de

aste trabajo, es un potente induclor de la produccion de procolagela (Chambers, et al.
1996).
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l. Mediadores de la actividad fibroblastica

s

En esta seccion se revisaran brevemente las propiedades de algunos Factores de

Crecimiento relevantes en funciones fibrobldsticas. Cabe mencionar que como en el

presente trabajo, se evaluara el efecto bioldgico inducido por la trombina en fibioblastos de

pulmén humano, se hara especial énfasis en los antecedentes, hasta ahora conacidos, de

este factor. Esto proporcionara el marco de referencia ideal, para el mejor entendimiento

del planteamiento de las hipOtesis, y al mismo tiempo facilitard la evaluacion de los

resultades obtenidos. Un gran nimero de mediadores han sido caracterizados (Cuadro 2),

la mayoria son de origen polipeptidico y afectan la produccion de colagena, estimulando

directamente su produccion, o bien, induciendo la quimiotaxis y la proliferacion de

fibroblastos.

CUADRQ 2. EFECTOS DE FACTORES DE CRECIMIENTO EN FIBROBLASTOS

MEDIADOR

EFECTOS BIOLOGICOS

REFERENCIA

IGF-1

+ Proliferacion

Philips, el al. 1987

Interferon «

- Prolileracion

Duncan y Berman, 1987

Interferdn 3

- Proliferacion

Tominaga y Lengyel, 1985

Inteiteron y

+ Proliferacion

Hunninghake, et al. 1986

iLica y B + Proliferacion Salo, et al.1994
+Sintesis de coldgena

Insulina - Sintesis de coldgena Mauvnel et al. 1991

POGF + Praliferacion

Oliver, et al.1989




Postaglandina &,

Sintesis de coldgena

Baum, et al. 1980

Postaglanding E£9

- Proliferacion

Oliver, et al. 1989

Acido relinoico

+ Probferacion
Sintesis de colagena

Giay, et al.1990
Qikarinen, et al. 1987

+ Sintesis de Colagena

Varga y Jiménez, 1987

TGF-3 1 +Degradacion intracelular de | Mcanully, et al. 1981

colagena Overall, et al.1989
TNF-n + Prolileracion Mauviel, et al. 1991
EGF --Sintesis de colagena Kuratay Hata, 1991
ET-1 + Profileracion

Cambrey, et al.1992

Aclor activador de

+ Proliferacion

Wahl y Gately 1983

Corticoesteroides

-Sintesis y produccion de colagena
+ Degradacion de coldgena

Cockayne, et al.1986

+ Aumento .
Disminucion

A) La i-trombina

La trombina es una proteasa de serina, que es sintelizada por las células
parenquimalosas del higado (Ashton, et al. 1995, Raoberts, et al. 1993)., la cual inlerviene
en el Oltimo paso de la cascada de la coagulacion y en olras procesos paloldgicos
importantes como enfermedades inflamatorias en el pulmén y |a aneriogsclerosis debido a
su capacidad quimiotdclica y milogénica para un gran nimero de lipos celulares.



it

A continuacion se enfatizardn algunos aspectos de la funcion biologica de la -

trombina, mismos que evidencian su capacidad de promover la praliferacion de células
mesenquimatosas y que consecuentemente, determinan su intervencion en procesos

fibroticos y de cicatrizacion.

i) Estructura quimica.

La a-trombina tiene un peso molecular de 37 KDa, y consta de dos cadenas
polipeptidicas unidas por puentes disulfuro (Fenton, et al. 1993). Existen olros tipos de
trombina la B yla y éstas presentan modificaciones estructurales con respecto a la o-
trombina. La f-trombina posee dos cadenas polipeptidicas de menor peso molecular,

mientras que la y-trombina posee tres cadenas polipeptidicas también de menor peso

molecular, que las que constituyen a la o- trombina (Fenton, et al.1993).

La o- trombina posee un sitio aclivo conformado por un fugar catalitico, gque posee
tres aminoacidos; aspartato. serina y glicina. Ademas la o-trombina también posee un

exositio, el cual funciona independientemente del sitio activo y estd involucrado en el
reconocimiento del fibrindgeno por la trombina (Fenton, 1991).

- Receptor de la a-trombina

La o-trombina es reconocida por un receptor, que posee siete dominios
lransmembranales acoplados al sistema de proteinas G (Vu, et al.1991). Para la activacion
de éste, es necesario que la o-trombina fraccione un segmento del receptor. Esto permite

la exposicion de una secuencia nueva de aminodcidos, muy especifica, misma que genera
diversas sefales de transduccion, algunas de éslas, son la hidrélisis del fosfoinositocido, el



incremento del Ca+2 citosolico, la formacion de eicosanoides y fas lostonlacion de
prolginas en residuos de serina, lreonina y tirosina (Brass, el al.1994), asi mismo, la
trombina pone en accion la cascada de proteinas cinasas, tales como la achivacion de la
mitosis via la proteina cinasa (MAP), necesatia para el crecimiento de algunas rélulas
eslimuladas por trombina, como se ha demostrado en la linea de megacanoblastos
humanos CCL 39.

Existe evidencia experimental que sugiere que el efecto mitogénico y quimiolactico
de la trombina, requiere que el receptor celuiar de ésta, este ocupado via sus dos sitios
activos, el de proteolisis y olro sitio dg unidn de alta afinidad (Coughlin, el al.1994).

Algunos estudics en los que se ha tratado de demostrar el posible mecanismo de
induccién de la proliferacién fibrobldstica por trombina, muestran que el di-
isopropilfluorofosfato de trombina (anélogo de la trombina, protecliticamente inactivo), no
s capaz de estimular la proliferacion de fibroblastos, sin embargo, si es capaz de competir

con la g-trombina activa para unirse a receptores membranales (Bar-Shavit, et al.1986).

Al bloguear a la trombina con moléculas mas grandes que el andlogo antes
mencionado, se ha obseivado una inhibicién del fendmeno de competencia, hecho que
sugiere que el sitio de unién de alta afinidad se encuentra muy cerca del sitio activo de la
molécula de trombina (Bai-Shavit, et al.1986).

Ademds de los sitios activos antes mencionados, la tfrombina posee un exositio de
union anidnico, independientemente del sitio catalitico. Este exositio tiene la capacidad de

adhesion a superficies cargadas negativamente (Fenton, et al. 1891).

ii) Sintesis

La a-trombina se sintetiza a partir de la protrombina, un zimoégeno cataliticamente

inactivo, que se produce en las células parenquimatosas del higado (Ashion, el al.1995).

La protrombina es una glucoprotelna de cadena sencilla, que posee un enlace disulfuro
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que une las regiones A y B de la molécula, cuyo peso molecular es de 72 KDa (Fenton, et
al. 1993)

l.a conversidn de la protrombina a tiombina se lleva acabo en las plaquetas, en
presencia de fosfolipidos plaguetarios, Ca?, el faclor Va y el factor Xa. Los fosfolipidos se
unen al Ca2+ y a la protrombina, en la regién amino terminal que contiene residuos de
earboxiglutamato. El factor Va es sintelizado en el higado por los hepatocitos, su
concentracion en plasma es de 10 mg/ ml; este colactor se une a la membrana de las
plaguetas y actia como cofactor para el {actor Xa, que es una proteasa de serina que corte
la parle inactiva de la protrombina y libera a la trombina acliva (Roberts, el al.1>993)

Cabe mencionar que la trombina puede ser también aclivada, en la supadicie de
las células endoteliales, via la accion de algunas proteinas de la cascada de la
coagulacion, ademds la trombina en su forma acliva puede almacenarse en los codgulos
sanguineos (Liu, et al.1979) y en fa matiiz de las células endoteliales (Bar-Shavit, et al.
1989), para ser liberada durante los procesos fibrinoliticos hemostéticos; esto pusds
explicar que el plasma humano normal, contenga suficiente protrombina para generar 150

000 unidades de a-trombina por litro y pese a que hay un consumo del 80% de la

protrombina, solo el 10% de fa a-trorbina polencial alguna vez es activada (Ashton, el
al.1995).

ili) Funcién bioldgica de la trombina.

La a-trombina es una proleasa clave en la cascada de coagulacion que actua en la

conversion de fibrinégeno a fibrina (Fenton, 1993), y que cataliza la ruptura de dos
péptidos (los fibrinopéptidos A y B) (Furie, 1990). los cuales pueden producir proliferacién
en fibroblastos (Gray, et al. 1993).
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Ademads de su papel hemostdtico se ha demostrado que la trombina estimula la
proliferacion de fibroblastos de pulmon humano (Gray, et al.1990), que es quimiotactico
para monocitos, macrétagos (Bar Shavil, el al.1983), neutréfilos (Bizios, et al. 1986), es
capaz de activar a las plaquetas (Hartwing, et al. 1995} y altera algunas funciones de las
células endoteliales (Berk, et al. 1991 y Murray, et al.1995). Esta capacidad de la trombina
para atraer células sanguineas al silio de lesidn vascular, enfatiza el papel de esta
proteasa en la iniciacion y mantenimienio de la respuesta inflamatoria y probablemente su

relevancia en la patogénesis de la fibrosis pulmonar.

Otra funcion relevante de la trombina, que apoya la hipdlesis de su intervencion en
padecimientos fibroticos en el pulmon, es su capacidad para aumentar la sintesis de
procoldgena en fibroblastos de pulmén humano (HLF-1) (Herndndez, et al. 1995)

- Proteasa de la cascada de coagulacién

La cascada de coagulacion es un proceso enzimatico constituido por una serie de
reacciones proteoliticas, en la que en cada paso, un zimoegeno es convertido a su forma
activa (Roberts, et al.1993).

La principal funcién fisiolégica de la cascada de la coagulacion, es detener la
hemorragia de los vasos lesionados; esta se puede activar por dos vias, la intrinseca que
es el resultado de la interaccidn de sustancias presentes en la sangre llamados factores de
la coagulacion, y la extrinseca, que resulta cuando es aclivade un factor externo a la

circulacion denominado histico (factor Ill, Ashton, el al.1995)
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FIGURA 2. Cascada de la cuagulacion
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La o-trombina como una de las proteasas de serina que actUa dentio de este sistema

de la coagulacién posee como funcién principal hidrolizar, especificamente ésta rompe
cuatro enlaces peplidicos Arg-Gli, presentes en la molécula de fibrindgeno, lo que da como
resultado, la liberacion del mondmero de fibrina y dos fibrinopéplidos de carga negativa, el
fibrinopéptido A y el B (Gray, et al.1993). Ademas de converlir el fibrindgeno en fibring, la
trombina también convierte el factor Xlll en factor XHi activo, que es una transglutaminasa
que realiza enlaces entre los mondmeros de fibrina, produciendo polimeros de librina con
enlaces cruzados, lo que le da eslabilidad al coagulo sanguineo.
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Por medio de estudios de bioli)/gia molecular realizados sobre el proceso de la
coagulacion, se han postulado nuevas funciones de la trombina (Roberts, et al.1993),
entre algunas de estas se encuentra una activacion de las plaquetas (Ruggon, etal.1994 },
asi como una lacilitacion de la activacion y el ensamblaje de los demds lactores y los
colactores sobre la superficie plaquetaria (Nurdon, et al. 1994). Cabe mencionar que en

ambos casos se produce un incremento en la generacion del lactor Xa, la a-trombina y la

fibrina (Rabeitis, et al. 1993).

- La o-trombina como agente mitogénico.

Por otro lado, se ha demostrado que la trombina es quimiotaclica y mitogénica para
los fibroblastos fetales de piel de rata y los fibroblastos de prepusio humano (Dawes, et al.

1983). También se conoce el efecto modulador de la trombina potenciando la proliferacidn
de los fibroblastos de pulmon humano (Gray, et al.1990).

El mecanismo mediante el cual 1a o-trombina inicia la profiferacion en fibroblastos

no es conocido plenamente, sin embargo, existen evidencias experimentales que
muestran que la proliferacion de fibroblastos, requiere que el receptor celular para
trombina este ocupado, via sus dos sitios activos: el protealitico y otro sitio de unién de alta
afinidad (Bar-Shavit, et al.1992).

Por otro lado se ha postulado la hipdtesis de la senal doble de trombina, 1a cual
poslula que la primera sefal de la induccion de la proliferacién se da cuando la trombina
se une al sitio de alta afinidad, y la segunda, via la ruptura proteolitica de un sitio
alternativo del receptor (Fenton, et al.1991,1993). Ademas se ha demostrado que la

adicion de la y-trombina a cullives de fibroblastos no es estimulo suficiente, para promover
ta proliferacion celular. Sin embargo, la adicién de la ytrombina en combinacién con el

diisopropilflourofosfato estimula un efecto semejante al inducido por 1a o-trombina sola, lo

que demuestra el efecto complementario de ambos sitios.
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Se piensa que ia lrombina juega un papel importante en procesos narmales como: a
cicalrizacion y el remodelado vascular y en procesos patolagicos como  enfermedades
inflamatorias del pulmdn y la arterioesclerosis. Aparentemente la habilidad de la trombina
como mediador de tales eventos radica, en su capacidad para promaver la proliferacion de
fibroblastos (Cheng, el al.1975), las células del musculo liso y los macrdlagos (Bar-Shavit,
et al. 1991).

Otra evidencia que apoya la hipdtesis de que la trombina esta involucrada en
procesos patologicos como la fibrosis pulmonar, via la induccion de la prolileracion de
fibroblastos, es el hecho que pueda ser generada crénicamente en el sitio de lesidn, ya
sea por la liberacion de la enzima secuestrada en el codgulo de fibrina o bien, por la
activacidén continua de las vias de la coagulacion en presencia de un endotelio activado.
Debido a la relevancia, de la trombina en el establecimiento de un proceso fibrético, mds
adelante se tratara ampliamente el pape! de esta proteasa en la fibrasis pulmonar.

- La o tromhina como factor quimiotdctico

También se sabe que la o-trombina es quimiotdctica para monaocitos, macrofagos (Bar
Shavit, 1993) neutrdfilos y fibroblastos de piel de rata (Dawes, et al. 1993). Esta capacidad
de la trombina para atraer a células sanguineas al sitio de lesion vascular, enfatiza el papel
de esta proteasa en procesos de iniciacion y mantenimiente de la respuesla inflamatoria y
probablemente su relevancia en la patogénesis de la fibrosis pulmonar.

Los mecanismos mediante los cuales la trombina ejecuta esla respuesta d.a tipo
quimiotactico, parece no ser enzimatiza, ya que se ha comprobado que las formas
cataliticamente inactivas de la trombina, retienen su actividad quimiotactica. Los
receptores de membrana que median la respuesta quimiotdctica de los neutrdfilos, los
monocitos y los macréfagos, no se conocen exactamente, se ha determinado que son
receptores diferentes a los que median la quimioatraccion inducida por los péptidos del
tipo F-Mat-Leu-fenil-OH (Bar-Shavit, et al. 1993).
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iv. Inhibidores de la actividad biolégica de la trombina

La aclividad catalitica de la trombina puede ser inhibida por varias sustancias; estos
nhihidores pueden ser naturales como ta antitrombina Il y fa hirudina, o bien, sintéticos
como el PPACK (D-Phe-Pro-ArgCH,Cl, Fenton, 1993).

- Antitrombina I

La anti-trombina It (AT-Ult) humana tiene un peso molecular de 58 KDa. Un andlisis
de la estructura primaria de este inhibidor, demuesira que esta constituido por ciertos
dominios como el silic reactivo, sitios de unidn polencial a la heparina, una conformacion
sensible a triptofano, asi como algunos enlaces disuliuro S-S. La anti-trombina es capaz
de neutralizar la actividad bioldgica de la tromhina, formando con elta un complejo en
relacion estequiomélrica 1:1, entre el silio reactiva {(arginina) y el ceniro aclivo de la
frombina, serina (Rosenberg, et al. 1987).

Segun experimentos realizados in vitro, en presencia de heparina, ésta se une a los
residuos de lisina, presentes en la AT-Ill, induciéndo una alteracion alostérica de este
inhibidor especlfico de la trombina en el residuc de arginina, que hace a la molécula mads
accesible a la trombina. Se sabe que la heparina aumenta la formacion del complejo
trombina-AT-Ill, hasta en 1000 veces, esto es sobresaliente, ya que existen muchos
mucopolisacdridos presentes en el organismo, cuya estruclura es muy parecida a la de la
heparina, por Yo que podria esperarse, in vivo un comportamiento semejanie (Rosenberg,
et al.1987).

Hirudina

La hirudina es un inhibidor especifico y altamente selectivo para la trombina. Este se
obtiene de fa sanguijuela medicinal europea Hirudo medicinalis, sin embargo, en estudios
recientes se han encontrado residuos proteicos semejantes en otras especies mas
populares de sanguijuela. La hirudina tiene una estructura nuclear apolar, unida por tres
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puentes disulturo, y una parte final o cola anionica. La hiruding y la a-trombina forman un
complejo no covalente con relacion estequiomeétrica 1:1, en donde el grupo apolar de la
hirudina se une a las regiones apolares cercanas al silio cataltitico de la proleasa y su
exosilio es ocupado por la parte final anidnica del inhibidor (Fenton, et al. 1991).

- PPACK

Se han sinletizado algunos péptidos derivados del arginil clorometil cetona que
inhiben a la trombina. Estos péplidos contienen una secuencia de aminodacidos semejante
a la que contienen los sitios claves de los_sustralos fisioldgicos de la trombina. En cuanto al
mecanismo de accién de estos, se piensa que alquilan al centro activo de la tromnbina.
Algunos sjemplos de estos péplidos son: ILe-Pro-ArgCH;Cl, Val-Pro-ArgCH,Cl, asi como
también D-Phe-Pro-ArgCH,Cl, denominado como PPACK. El PPACK también interactia
con la trombina en una relacion estequiométrica 1:1 (Kether, et al. 1979).

v} La a-trombina en fa fibrosis pulmonar

La fibrosis pulmonar es una patologia con causa desconocida y cuyo desarrollo,
ocasiona una insuticiencia respiratoria, que progresa hasta la muerte. La fibrosis pulmonar
esla caracterizada por un incremento en la produccidon de proteinas de la matrix
extracelular y una alteracion en el numero de espacios relacionados con las células del
parenquima. Esle aumento en la produccion de matriz, se a atribuido a la activacion y
proliferacion de fibroblastos pulmonares, probablemente debido a la participacion de
diferentes citocinas y mediadores intlamatorios que se ha reportado, se encuentran en el
lugar de la lesion pulmonar, como la trombina (Crouch, et al. 1990).

Algunos trabajos expetimentales que apoyan la idea de que [a trombina es la
responsable de la proliferacion de los fibroblastos pulmonares en padecimientos fibroticos,
son los realizados por Tani y colaboradores (1991), en los cuales se reportd una
concenltracién significativamenle alta de trombina en los lavados broncoalveoclares (L.BA)

de ratones con fibrosis; ademas se demostrard que dichos LBA, poseian poder mitogénico
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para fibroblastos in vitro y que éste se podia atribuir a la trombina por lo menos
parcialmente (Tani, et al. 1991),

Como ya se menciond anteriormente, en trabajos realizados con LBA de pacientss
con esclerosis sislémica, se ha demostrado un aumento en la concentracion de trombina y
de su capacidad para incrementar la proliferacion en fibroblastos (Hemdndez, et al. 1995
y Ohba, etal.1994).

Con respecto a la via por la cual la trombina aumenta la proliferacién de los
fibroblastos, se han propuesto dos teorias, una que afirma que esta proleasa es la
resposable directa de este aumento en la proliferacion (Hernandez, et al. 1995) y otra que
sostiene que la trombina induce la liberacion de otros factores de crecimiento,

principalmente el PDGF, responsable de este aumento en la proliferacion fibrobldstica
(Ohba, et al.1994).

B) Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas

El PDGF como ya se menciond antes, es un mediador de la quimiotdxis y la
proliferacion de fibroblastos, que ha sido estudiado muy ampliamente (Heldin, et al. 1993).

Debido a que en el desarrollo del presente trabajo, se pretende delerminar si el
efecto mitogénico inducido por la trombina en fibroblastos adultos de pulmén humano, es
mediado por el PDGF, en la siguiente seccién se revizaran las principales propiedades de
dicho factor de crecimienlo, que permilirdin comprender cabalmentelos objelivos y los
resultados de este trabajo.

En 1974, se caracterizé al PDGF como uno de los factores mitogénicos presente en
el plasma sanguineo. Debido a que éste es sintetizado en los granulos « de las plaquetas,

se nombré Factor de Crecimiento Derivado de Plaguetas (PDGF), sin embargo,
actualmente se conocen numerosas células capaces de producirlo como los macréfagos,

las células endoteliales, los trofoblastos, las células de musculo liso y esquelético, los
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tibroblastos activados, células tumorales y algunas lineas celulares leucémicas
(Ross,1987). Las células que poseen receptores para PDGF y que por lo tanto constituyen
células blanco de este factor de crecimiento, son las células del tejido conjuntivo, como los
fibroblastos, las células vasculares del musculo liso, las células epiteliales y algunas

células tumorales (Golub, et al. 1994).

i) Estructura quimica

La molécula del PDGF es una gfucoproteina catiénica y dimérica, que consta de
dos cadenas polipéptidicas (A y B) unidas entre si por puentes disulfuro, estas dos
cadenas poseen un 60% de homdlogia (Heldin, et al.1993). El PDGF tiene un peso
molecular total de 30 KDa, su cadena o tiene un peso molecular de 14 KDa y la cadena

de 17 KDa (Ross, et al.1987).

ii) Receptores para PDGF

Se conocen dos tipos de receplores para PDGF el a y el fi, cada uno difiere en su
afinidad por las diferentes formas estructurales del PDGF. E! receplor « tiene afinidad

Gnicamente por PDGF-AA, mientras el receptor f§, inleractia con todas las formas

estructurales del POGF (Bonner, et al. 1993).

Los receplores del PDGF, poseen dominios intracelulares con actividad de tirosin
cinasa, que se estimula con la union del PDGF, y genera una compleja cascada de
sefales de transduccion (Franke, 1995). La union de los diferentes dimeros de PDGF con
su receptor, resulta primeramente en una dimerizacion y autofosforilacion del receplor,
prerequisito para la asociacion y activacién de la foslalipasa C-y, el foslatidilinositol 3
cinasa, la proteina activadora de GTPasa, el RAF-1, la activacién del caicio y la activacion
de la protein cinasa C (Faller, 1994). Asi mismo, se activa la expresion de genes de
respuesta temprana y una gran variedad de respuestas celulares atribuidas al PDGF, como
la proliferacion y la quimiotaxis (Franke, et al. 1995y Heldin, et al.1993).
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ili) Actividad Bioldgica del PDGF

Aunque las distinlas formas estructurales del PDGF estan muy relacionadas entre si,
cada una de éslas induce diferentes efectos bicldgicos. Por ejemplo, el PDGF-BB induce
un incremento en la actividad quimiotctica de células de musculo liso, (Martinet, 1987), asi
como en fibroblastos, (Seppa, et al. 1982), monacilos y neulrdfilos (Duel, et al.1982). E|
PDGF-AA, en cambio, induce en fibroblastos un aumento en la respuesta mitogénica
Heldin, 1985, Clark, et al.1989) esla variabilidad en los efectos bioldgices producidos por
cada uno de los dimeros del PDGF, se puede explicar por la diferencia en la cantidad de
raceptores expresados por cada tipo celular, y pot la concentracion de cada dimero,

presente en el microambiente celular (Bonner, et al. 1993).
vi) Papel del PDGF en la cicatrizacién del tejido y la fibrosis

Entre las funciones bioldgicas mds importantes de! POGF se encuentra su
participacion en la cicatrizacién de heridas, por su poder quimiotaclico y mitogénico para
diferentes tipos células como las mesenquimaltesas (Pierce, et al.1991). Olras evidencias
que comprueban el papel del POGF en la cicalrizacion y en la reparacién de tejide es que
las plaquetas, principal fuente de PDGF y los macrofages que expresan mRNA de las dos
cadenas del PDGF (Rappcle, et al. 1988), son los primeros tipos celulares en llegar al sitio
de lesion .

Por otro lado, existen numerosas evidencias que confirman la importante
participacion del PDGF en los diversos procesos fibroticos. En modelos animales se ha

demostradao que los macrofagos secretan grandes cantidades de PDGF (Kovacs, 1985).
Asi mismo, se han observado niveles elevados de PDGF-B y del mRNA del receplor 13 del
PDGF en el intersticio pulmonar (Fabisiak, et al.1989).

JUSTIFICACION.. Se ha demostrado que la u-frombina ejerce un efecto milogénico

en fibroblastos fetales de pulmoén humano (Hemandez, et al.1995). En este trabajo, se

busca comprobar si la trombina ejerce un electo mitcgénico en fibroblastos de pulmén
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humano adultos (CCD 16 Lu), semejante al antes reportado en los fibroblastos pulmonares
fetales. Como se menciond anteriormente, existen varias propuestas que tratan de explicar
si la proliferacion celular inducida in vitro, por ia trombina en fibroblastos pulmonares, se
puede atribuir directamente a la accion de esta proteasa, o bien ésla es mediada, via la
liberacion del PDGF. Por lo que en este trabajo se pretende también la dilucidacion del
mecanismo de proliferacion inducido por la trombina en fibrablastos de pulmdn humano
adulto. El desarrollo de la presente tesis nos permitird tener un modelo mas cercano y con
repercusiones a {a realidad importantes en el estudio de padecimientos fibréticos en el
pulmén. Debido a que se sabe que la concentracion de trombina aumenta
considerablements, en LBA de pacientes con fibrosis pulmonar y considerando que a ésta

se le a atribuido el aumento en la proliferacién y la quimiotdxis de fibrablastos pulmonares.



CAPITULO 2



HIPOTESIS

Si la a-trombina induce una estimulacién en la proliferacion de fibroblastos de

pulmon humano fetal, entonces en fibroblastos de pulmén humano adulto, se esperaria
observar un efecto cualitativamente semejante.

La estimulacidn de la proliferacion inducida por la «-trombina en fibroblastos
pulmonares se ha atribuido a la accidn del Factor de Crecimiento Derivado de Plagustas
(PDGF) a las 48 h. En periodos tempranos, (menores de 48h) se esperarfa que la o.-

trombina induzca proliferacion sin la participacion del PDGF.
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OBJETIVOS

1.- Determinar el efecto de la a-trombina en la proliferacién de fibroblastos de

pulmén humano adulto normal a diferentes tiempas.

2.- Correlacionar la respuesta celular previamente reportada para fibroblastos de
pulmén humano fetal, con 1a obtenida en los fibroblaslos de pulmén humano adulto,

3.- Determinar la contribucion especifica de la a-trombina en la estimulacién de la

proliteracidn celular, mediante el emplec de inhibidores especificos de esta proteasa de
serina: hirudina y anti-trombina Hi.

4.- Determinar la contribucion especifica del PDGF a la estimulacién de la
proliferacion inducida por 1a o- trombina, medianle el uso def anticuerpo neulralizante de

actividad bioldgica: anli-PDGF.
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CAPITULO 3



MATERIALES Y METODOS
I. Cultivo celular

Para el desarrollo del presente trabajo, se emplearon libroblastos de puimon
humano adulto normal CCD 16 Lu, (American Type Culture Collection , Rockville, MDD,
USA). Estos fueron cultivados en medio de cultivo Eagle Modificado por (DMEM, GIBCO-
BRL, Gaithershurg, MD, USA), suplementado con 10% de suero bovine fetal (SBF, GIBCO-
BRAL, Gaithersburg, MDD, USA) y mantenidos en una atmoésfera himeda al 5% de CQ:y a
una temperatura de 37 oC. E] DMEM fue suplementado con los antibidticos: penicilina-
eslreptomicina (10 000 U) (Sigma, ST Louis, MD,USA) y también glutamina {200 mM)
(GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA), aminoacidos no esenciales (0..081 g/ L) (Sigma,
ST Louis, MD,USA) y vitaminas (Sigma, ST Louis, MD,USA).

A) Cuenta Celular y determinacion de viabilidad

El conteo celular se realizé en una suspension celular diluida 1:1 con el colorante
vital azul tripdn preparado al 0.05% con solucion salina isoténica. Una fraccion de esta
mezcla, se colocd en la camara de Neubauer y se conté el nimero de células que se
encontraban en la cuadricula empleada para el conteo de los globulos blancos,

calculando.
No. células/mi = No. gélulas x 2 x 15 x103
8
donde 8 : Numero de cuadros conlados.

2 : Dilucidn dei colorante
15: volumen total de la dilucion

103: transformacion de mm3s a ml.
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La wviabilidad celular se determing por exclusion detf colorante azul de (npan

caleulando:

% de viabilidad: = No. de células tefidas X 100
No. células totales

I, Evaluacion del efecto inducido por trombina en la proliferacion celular

Como se menciond anteriormente ef principal objetivo de este trabajo, es determinar
el sfecto de la o-trombina en la proliferacion de fibroblastos de pulmdén humano adulto
normal a diferentes tiempos, para lo cual se uso un método colorimétrico basado en el
empleo del colorante azul de melileno. Este se fundamenta en la penetracion y posterior
slucién de dicho colorante en las células, permitiendo el conteo celular de libroblastos
cultivados en placas de 96 pozos (Oliver, 1989).

Se trabajo con fibroblastos cultivados hasta la confluencia total en las condiciones
antes descritas. Estos se sembraron en placas de 96 pozos (6x103 células por pozo) con
DMEM suplementado al 0.4% con SBF y se preincubaron durante 24 hrs, para asegurar
su agdhesion al sustrato y su estado en fase Gy Después se inicid el experimento

agregando 100 pf de trombina a diterentes concentraciones (0.93 x10-11, 1.25 x10-11, 1.87

x10-11, 2.5 x10-1, 3.75 x10-M, 5.x10-11, 10x10-17 M ), preparadas en DMEM suplementado
con 0.4% de SBF y se incubd durante 48 hrs mas.

Se emplearon como control del experimento fibroblastos a los gue solo se les
adicioné DMEM suplementado con SBF al 0.4%. mientras gue como contral positivo se
trabajé con fibroblastos cultivados en presencia de DMEM adicionado con SBF al 10%. En
cada experimento se probaron en paralelo 6 replicas de cada dilucién.
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Al terino de esle periodo se eliming et medio cultivo de ta placa de 96 pazos, y
esta se lavé con solucion amortiguadora de fosfatos. las células se fijaron agregando 100l
de solucion formal- salina al 10%. Después de 30 minutns se elimind la solucion fijadora y
fas células se tifneron con 100 pi del colorante azul de metileno (Sigma, ST Louis,
MD,USA) preparado al 1% en una solucion amortiguadora de boratos (0.01M, pH=8.5). EI
exceso de colorante fue removido con cuatro lavados de la placa de 96 pozos en solucion
amontiguadora de boratos (0.01M). La elucién del colorante de las células, se llevé a cabo,
mediante la adicion a cada pozo de 100 pi de alcohol dcido (HCI 0.01 M) preparado en

etanol absoluto (1:1 viv).

fFinalmente se midio la absorbancia del colorante eluido a 650 nm utilizando un
espectrofotometro para placas de cultivo de 96 pozos (L.absystem Multiskan MS,
MCC/340). Los resultados se expresaron como el porcentaje de estimulacion inducido por
el faclor a probar, en comparacion con la estimulacién observada en el medio control.

A) Validacién del ensayo de proliferacion

A fin de validar el ensayo de proliferacién celular, en al menos tres placas de cultivo
de 96 pozos de cada experimenio (seleccionadas al azar), se contd bajo el microscopic
{(con ayuda de una lente con cuadricula) el nimero de células/pozo. Este resultado se
correlaciond con las absorbancias cuantificadas previamente.

lli. Determinacién de las condiciones optimas del cultivo.
A) Determinacion de la concentracion optima de SBF
Debido a que la proliferacion de los fibroblalos depende de la densidad celular sembrada

y de las concentraciones de suero a las que se cultiven, como primer paso en el desatiollo
de este trabajo, se estandarizé la concentracion dplima de SBF a emplear.
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Para determinar la concenlracion a la que se debena preincubar las células para
asequrar su adhesion a la placa de cultivo, sin estimular previamente los mecatusmos tde
praliferacian, se tealizo una curva dosis-respuesta con dilerentes cancentraciones de
suera (0.125% a 2% en dobles diluciones). En paralelo se estandarizo el liempo de

incubacidn del cultivo (24, 48 y 72 h).

Todos los ensayos que se describen a continuacion, se realizaron en las
condicianes dptimas estandarizadas; preincubacién de 24h en DMEM al 2% de SBF.

B) Determinacién de la concentracién éptimas de trombina

Para determinar el efecto de la trambina en la prolileracion se realizd una curva
dosis-respuesta de trombina a dilerentes tiempos (24, ‘48 y 72 h}, adicionando diferentes
concentraciones de trombina (0.935 X 10-11,1.25 x 10-11, 1.87 x 10-11, 25 x 10-11, 3.75 x
10-11, 5.1 x 10-11, 10 x10-1* M ) a cultivas de fibroblastos en placas de 36 pozos, coma se
describié anteriormente. En paraleto se estandarizd el tiempo dptimo de accion de ta
proteasa. (24,48 y 72 h)

C) Curva dosis-respuesta a trombina en presencia de ITS

Para eliminar la presencia del suero durante el experimento, después de sembrar
las células y preincubarlas 24 h con DMEM suplementadp con 2% de SBF, se incuban las
celulas 24 hrs més en presencia de un suplementa constituido por insulina, transterrina y
Selenia, (ITS, Sigma, ST Louis, MD,USA), el cual le proporciona a las células las
nutrientes indispensables para su crecimiento, pero elimina el ruido, que pudiera inducir fa
gran cantidad de factores de crecimientas presentes en el suero.



Para comprobar que este cambio no represenlaba modificaciones en la proliferacion
inducida por fa trombina, se reahzaron dos cuivas dosis-respuesta a lrombina a esle
liempo, hajo las dos condicianes, es decir, con DMEM adicionado con 2% de SBF y con
DMEM adicionado con ITS, en esle caso, el medio control estaba constituido por

{ibroblastos crecidos unicamente con DMEM suplementado con ITS.

IV. Determinacion de la contribucion especifica de la trombina a la
proliferacion fibroblastica.

A) Determinacion de la concentracién dptima de los inhibidores de

trombina: la antitrombina ! y la hirudina

Para cuanlificar la conlribucion especifica de {a lrombina a la proliferacion
fibrobldslica, en este trabajo, se utlizaron inhibidores, como la hirudina y fa antitrombina HiI.
A fin de determinar fa concenlracion, a la cual los inhibidores de trombina no luvieran
efeclo per se, en la proliferacion de los fibroblastos y que Inhibieran fa aclividad biolégica
de la trombina, se realizé una curva dosis respuesia, en las condiciones descritas en los
ensayos anleriores, en la cual se probaron diferentes concentraciones de antitrombina Ml
(Sigma, ST Louis, MD, USA) (0.375 X10-8 M a 12 X 10-8 M, en dobles diluciones) y de
hirudina (Sigma, ST Louis, MD.USA) {0.562 X 109 M a 18 X 109 M, en dobles diluciones).

B) Efecto inducido por la trombina en presencia de hirudina y

antitrombina

Para verificar si la proliferacion obtenida en presencia de la trombina, correspondia
a la accion directa de esta proleasa, se realizd un ensayo donde se adicion0 al cullivo
mezclas, de la conceniracién oplima de trombina {5X10-'' M} y cada uno de las
concentraciones dplimas de los inhibidores determinadas previamente (ver resullados).
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V. Validacion del ensayo de proliferacion celular.

A fin de valorar e! ensaya de proliteracion celular, en al menos 3 placas de cullivo de
96 pozos de cada experimento {seleccionados al azar), se contd bajo el micrascopio (con
la ayuda de una lente con cuadricula) el nimero de células/pozo. Este resultado se
correlaciond con las absorbancias cuantificadas previamente.

VI, Mecanismos de proliferacion celular inducidos por tromhina

A) Determinacién de la concentracion dptima del Factor de Crecimiento
derivado de Plaquetas (PDGF)

Existen repories recienles en la literatura (Ohba, 1994) que sostienen que la accion
de la trombina sobre la estimulacion de la proliferacién de tos fibroblastos se produce
através de la liberacién de otros factores de crecimiento como el PDGF conocido factor
milogénico y quimiotactico para fibroblastos (Seppa, 1982, Osornio, 1990, Bonner, 1990).

Este trabajo tiene como objetivo probar que 1a proliferacién inducida en presencia
de trombina a tiempos cortos no se debe a la liberacion del PDGF, sino a la accion directa
de esta proleasa. Por lo anterior se estandarizé la concentracion a la cual el PDGF induce
una mayor proliferacidn para utilizarla comao control en la cuantificacién de la contribucign
especifica de trombina a la proliferacion.

Para conocer la concentracion éptima de PDGF en la proliferacion fibroblastica. se
realizé el mismo procedimiento que en el caso amterior, pero ahora se lrabajé con
concentraciones de PDGF total y con cada una de sus diferentes formas estruclurales (AA,
AB y BB, R 8D Systems. Minneapotis. MN. USA.) (4ng/mi a 128ng/mi, dobles diluciones).
Los experimentos se desarrolladoron durante 48 hrs, tiempo después del cual se evalué la
proliferacion celufar, inducida por cada una de las diterentes farmas estructurales del
PDGF y ef total, mediante el método azul de metilena.



B) Proliferacion celular inducida por tromhina en presencia de Anti-
PDGF

{?ara comprobar si la proliferacion inducida por la a-trombina se debia 0 no a la

accion del PDGF, se realizé un experimento, donde se incub¢ durante 48 h, una mezcia de
la dosis 6plima de trombina (5 X 10-1* M) y la dosis 6ptima del anticuerpo neutralizante de

la actividad del PDGF (100 j1g / ml) (eslandarizada previamente). Como control det

experimento, se incubd simultaneamente una mezcla de PDGF (32 ng / mi) y ia dosis
Optima de anli-PDGF.

C) Optimizacion del tiempo de accién de la trombina en la proliferacion
fibroblastica

Como los inhibidores especificos de la trombina, la AT-Il y la hirudina tuvieron un
glecto minimo de inhibicidn sobre la proliferacion inducida por ta trombina en el ensayo
realizado a las 48 h; (ver la seccidn de resultados). Se intenté comprobar si a tiempos mas
cortos, menares a 48 h (0, .2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 28 y 30) la lrombina manifestaba algun
efecto sobre la proliferacidn fibrobldstica.

D) Contribucidon especifica de la trombina a Ia proliferaclén
fibrobldstica en tiempos cortos

Para determinar [a contribucién especifica de la trombina en la profiferacion de los
fibroblastos a liempos cortos, se realizé el mismo ensayo de proliferacién efectuade a 48 h,
pero ahora a 8 y 28 h {picos mdximos de accién de la trombina, ver resultados), incubanda
mezclas de fa concentracion optima de trombina, en presencia de la dosis dptima de cada
uno de sus inhibideres (AT-11 y hirudina), y por otro tado {a dosis optima de trombina mas 1a
dosis ptima de anti-PDGF.
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E) Analisis estadisticos

Para el analisis estadistico se empleo la prueba paramétrica de t de 'student”
tomando una p > 0.05 como significativa.
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CAPITULO 4



RESULTADOS

I.Determinacion de las condiciones optimas del cultivo.

Debido a que la proliferacion de fibroblastos depende de la densidad celular
sembrada y de la concentracion de suero que se utilice para su cultivo, el primer paso en
este lrabajo fue estandarizar la concentracion de suero que se utilizaria en el cultivo
celular, ya que fa densidad celular ya habia sido estandarizada previamente (6x103
células por pozo cultivadas en 100 ul DMEM en placas de cultivo de 96 pozos)
(Hernandez-Rodriguez, 1995).

A) Curva dosis respuesta a SBF en fibroblastos CCD 16 Lu

Con el lin de asegurar que la respuesta de fos fibroblastos al agregar la a-lrombina,
fuera independiente de la conlribucion que pudiera ejercer el suero contenido en e! madio
utilizado para su cultivo y considerando que estos fibroblastos no se pueden cultivar en
ausencia lotal de esle suplemento (resultados no mostrados). Se determind la minima
concentracién de SBF que pudiera emplearse en el desarrollo de fos experimentos y la
concentracion oplima de SBF para lograr la adhesion celufar a las placas de cultivo.

Se trabajo con dos diterentes concenlraciones de SBF (0.4 y 2%) en las primeras 24
hrs del periodo de preincubacion. En ef caso de la preincubacion con SBF al 0.4% fos

porcentajes de estimulacion sobre el medio control observados fueron muy bajos (datos
no mostrados), lo que indicaba una adhesion celular insuficiente.
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GRAFICA 1

En cambio, para la preincubacion realizada con SBF al 2%, se obtuvieron
absorbancias aceptables. Por lo que ésta concentracion de SBF, se empleo como éptima
durante el desarrollo de todos los experimentos posteriores. En cuanto al etecto del SBF
en la proliferacion de los fibrablastos a diferentes tiempos, como puede verse en la gréfica
1, el SBF indujo un efecto de estimulacién de la proliteracion celular dependiente de la
dosis y del tiempo de incubacion, a mayor dilucion de SBF (2%) y mayor tiempo de

incubacion (72 hrs), se observa una mayor estimulacion de la proliferacion.
Como control positivo, se trabajo con SBF al 10% y se obluvieroh porcentajes de

estimulacion de 58% & 0.5%, 120% 4 0.5% y 148 % 1% para 24, 48 y 72 his,
respectivamente (resultados no mostrados en la gréfica).
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B) Curva dosis-respuesta a la trombina a diferentes tiempos.

En las condiciones antes descritas, se incubaron diferentes concentraciones de
trombina {(0.935 x 10-11, 1.256 x 101 1.87 x 1074, 25 x 1011, 375 x 100V, 5.1 x 1011, 10
x10°1) M), preparadas en DMEM suplementado con SBF al 2%, duranie 24, 48 'y 72 h, para

definir 1a concentracion y el tiempo dptima de accion de esta proteasa de serina.
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GRAFICA 2

En la gratica 2 se muestra, que la trombina indujd un efecto dosis-dependiente con
un maximo de estimulacion de la proliferacidn fibrobldstica, en cualquiera de los tres
periodos de tiempo probados (24.6 % + 0.2% para 24 h, 39 %+ 0.2 % para 48 h y 45 % %
0.1% para 72 h) a una concenlracion de 5 x 10 -V' M. Sin embargo, en la curva de 24 h se
observaron valoras de estimulacion refativamente bajos. Por otro lado, considerando que a
las 72 h podrian empezar a generarse “in situ” olros factores de crecimiento, que
intervinieran en el sistema y que enmascararian por tanto, el efecto de la trombina
(Baserga, et al. 1985), se selecciond el tiempa de 48 h. como tiempo Optimao para el
desarrolio de experimentos posteriores.
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En paralelo se trabajo con SBF al 10% como control positivo, los porcentajes de

estimulacién observados en este caso fueron 60% % 1%, 98% £ 1% y 150% * 1%, para las

24, 48y 72 h respectivamente {(datos no mostrados en fa grafica).

C) Curva dosis-respuesta a trombina en presencia de iTS

Para eliminar la posible participacion de factores de crecimiento presentes en la
baja concentracion de suero utilizada (2%), en la proliferacion del cultivo, se probé trabajar

con medio DMEM enriquecido con un suplemento compuesto de insulina, transferrina y
selenio (ITS). En paralelo se ulilizé medio de culliva suplementado con SBF, a fin de

comparar {0s resultados oblenidos, y verificar si habia diferencia significativa entre ambos

grupos de resultados.
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Coma se puede observar en las gralicas 3y 4 en ambas condiciones de cultivo, es
decn, en presencia de SBF o (TS, la trombina indujo una estimufacion de fa proliteracion
celular de tos tibrobtastos CCD 16 Lu en lorma dosis dependiente, después de 48 h de
cultivo, no se ohservo una diterencia significativa en la estimulacion inducida par trombina
entre ambos experimentos. El punto estimulacion maxima para la curva dosis-respuesta a
trombina con ITS lue de 36.55 % 1 0.5% mienlras que para la realizada en presencia de
SBF lue de 44% 1 0.1%. Considerando eslas resullados, tos siguientes experimentos se
flevaron a cabo en medio DMEM suplementado con ITS.

Ef control positivo (SBF 10%) en estos casos, indujo una estimulacién de la
proliferacion tibroblastica de 97% 1+ 1% y 99% 4 1%, para la curva de SBF e ITS
respectivamente (resultados no mostrados en la grafica).

{l. Validacién del ensayo de proliferacion

La grafica 5 muestra un ejemplo de validacion realizado en los experimentos principales.

Validaclén del ensayo de proilferacién
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La correlacion oblenida presentd un coeficiente de correlacion de 0.94 con p<0.05,

lo que resulta muy allo y vélida perfectamente el método indirecto utilizado para obtener

los resultados en este trabajo.

1. Determinaciéon de la contribuciéon especifica de la trombina a la
proliferacién de fibroblastas de pulmén humano adulto.

A fin de determinar la contribucién especilica de la trumbina, al incremento en la
proliferacion de los fibroblastos de pulmon humano (CCD 16 Lu), se trabajo con dos
inhibidores especificos de la tombina, la hirudina y la anti-lrombina 1ll. Primeramente se
establecié el efeclo que cada uno de éslos, lenia en la proliferacién celular por si solo.
Posteriormente, se establecid la dosis optima de inhibicion de cada uno de estos, con
trombina en dosis de estimulacion subdptima (3.75x10°'! M), para asegurar que el
inhibidor bloqueara plenamente la accion bioldgica (proliferacion) de esta proteasa de

sefina.

A) Determinacidon de la concentracidn Optima de los inhibidores de

trombina

Se trabajd con un amplio intervalo de concentraciones de hirudina (0.562 x 10 a
18 x109 M) y de anti-trombina H (0.375 x10'8 a 12 x10-8 M), mismas que se adicionaron a
{a monocapa de fibroblastos mantenidos en las condiciones antes descritas, (placas de 96
pozos, DMEM-F12 +1TS, 5% CO,, etc).
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CUADRO 3 Efecto del inhibidor Antitrombina Il

Antitrombina tll % Estumulacion EEM
(M) " | sobre medio control

0.375 x108 48.2 1.0
0.75 x10°8 95 1,0

1.5 x10°8 7.0 2.0
3x108 7.6 1.0

6 x10-8 0.0 1.0

12 x10°8 -29 05

Como se observa en el cuadro 3, la AT-lll indujo efectos diversos en la proliferacion
de los fibroblastos CCD 16 Lu, a dosis enlre 0.375x10-8y 3 x10-8 M estimuld 1a proliteracién
(4B.2% 31%, 9.5% + 1%, 7.0% + 2%y 7.6 + 1% respectivamente), mientras que a la dosls
de 12 x 10:% M, aparentemente no solo inhibié la proliteracion, sino que fue toxica (-29% %

0.5%). La unica dosis donde la AT-1lf no afectd la proliferacion fue 6 x 108 M.

CUADRO 4 Efecto del inhibidor hirudina

Hirudina [% estimulacion sobre | EEM
(M) medio controf

0562 x10° | 75 | 10
1.11 x108 3.9 0.7
2.25 x10°¢ 3.8 0.5
4.5 x10° 10.6 2.0
9 x10-9 0.0 1.0
18 x10°® -8.4 1.0
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o el cuadro 4 puede verse que el electo de fa hirudina en la proliferacion
fibroblastica, en dosis de 0.562 x10-% 4.5 x10? lue de estimulacion, mientras que a la
dosis de 18x10'% M fue de inhibicion de la proliferacion. Solamente la dosis de 9x109no
indujo ningun cambio significativo en la proliteracién de fibroblastos con respecto al medio
control. En los experimentos subsecuentes, se trabajé con estas dosis de AT-lll (6x10EM) y

hirudina (9X 109 M) respectivamente como optimas.

B) Efecto de la a-trombina inducido en proliferacion, en presencia de

sus inhibidores

Aunque es bien conocido que los inhibidores de la trombina, interactiian con ésta en
una relacidn estequiometrica 1:1, las dosis de AT-ill y hirudina, seleccionadas como

optimas representan mas del doble de la concentracién optima de trombina (5x10°''M), fo
que asegura en un 100% la inhibicion del efecto de la a-trombina.En este experimento de

proliferacion celular, se probd la dosis dptima de trombina en presencia de las dosis
dptimas de hirudina y AT-1ll, a fin de corroborar la inhibicion.

Proliforacion Celular inducida por trombina
an presencina do sus inhibidores
alas 4B h

Proliferacién Celular
207 scbre ™enl

"

%, S,
4
|2

1 /

Th + . .

(2] . .

ATt . .
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Como puede verse en la gréfica 6, la AT-lIl indujo una inhibicion significativa hasts
del 83%, (p<0.05) de la estimulacién de la proliferacion inducida por trombina (45%: 0.9%,
p<0.05) . Un efecto semejante se abservo en presencia de ia hirudina, quien inhibg en un
93.0% la proliferacion inducida por trombina a las 48 h..

Como control se trabajd en paralelo con AT-lIl y hirudina solas. Se corroboro que
éstos per se no estimularon la proliferacidn fibrobldstica significativamente (1% * 0.5% y
2% % 0.7% respectivamente).

IV. Mecanismos de proliferacidn celular inducido por la trombina
A) Curva dosis-respuesta al PDGF

Como uno de los objetivos del presente trabajo, plantea dilucidar el mecanismo de
accidn de la trombina para inducir et incremento en ta estimulacion de la proliferacion
{ibrobldstica, es decir, determinar sila trombina actGa por si misma, o bien via la accion del
PDGF, primeramente se realizd un ensayo de proliferacion, bajo las condiciones descrilas,
donde se determing el efecto inducido por este factor de crecimiento a la proliferacion de
los fibroblastos de pulmén humano adulto (CCD 16 Lu). Se adiciond diluciones de fas lies
diterentes formas estructurales del PDGF (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-BB) (4 a G4 ng/mi
en dobles diluciones).
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La gréflca 7 muestra, el efecto inducido en fa proliferacion de fibroblastos CCD 16
Lu por las tres formas estructurales del PDGF. Cada una de estas indujo un efecto dosis
dependiente, aunque el PADGF-BB sstimulé menos fa proliferacion celufar, observandose
una estimulacién méaxima de 57.2% + 0.7% a una concenlracion de 32 ng/ml. £l control
positivo (SBF al 10%) indujé una estimulacidn de fa proliferacion sobre el medio control de
117% % 0.9%, 130% + 0.7%, 138% % 1%, para PDGF-BB, PDGF-AB y PDGF-AA

respectivaments.

Las formas estructurales AA y AB mostraron un comporlamienlo muy semejante,
observandose puntos de estimulacidn maxima de 85.2% + 0.6% y 66 % +0.7% para PDGF
-AAy PDGF-AB respectivamente a una dosis de 32 ng/ml.

Por otra parte, se repitio el experimento antes planteado, pero ahora empleando
diluciones de PDGF humano total.



Como puede verse en la gidlica 8 el PDGF lotal incremento la proliferacion
fibroblastica en forma dosis dependiente, observandose un maximo de estimulacion de
85.9% & 2%) con respecto al medio control, a fa dosis de 128 ng/ mi. E1 control positive
(SBF al 10%) indujé una estimulacion de la proliferacion sobre el medio control de 164% %

Debido a que la mayor estimulacion de la profiferacion fibrobfaslica inducida por fas
diferentes formas estructurales de! PDGF, se observd con PDGF AA, a la concentracidn de

32 ng/ml, esle se uso como control adicional para los siguientes experimentos

B) Proliferacion celular inducida por trombina en presencia de Anti-
PDGF
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En la grafica 9 se observa que después de 48 hrs de cultivo 1a trombina (5 x 10-"

Proliferacion Celular
(% Estimulacion sobre medio contro 117S)

-

M), indujé una estimulacion de la proliferacién fibrobidstica del 58 % + 0.3%, dicha
proliferacion fue blogueada significativamente (p<0.05) hasla en un 99% al incubar la

trombina en presencia de anti-PDGF (100pg/ml). Como control del experimento se trabajo

simulldneamente con PDGF-AA (32 ng/ml, concentracion estandarizada previamente), anti-
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PDGF solo y su combinacidn. Ef PDGF indujo una estimulacion de la proliferacion del
69%1 1% misma que fue inhibida significativamente (p<0.05) hasta un 93% con el
anticuerpo anti-PDGF. Este Gllimo a la concentracion empleada, no mndujé ningun cambio
significativo en la proliferacion fibroblastica (0.9 + 0,5%).

C) Curva dosis-respuesta a trombina en tiempos cortos

Una vez comprobado que el efeclo de la proliferacion fibrobldstica inducido por la
trombina, era inhibido totaimente por anti-PDGF a las 48 h, se intento corroborar el efecto
ejercido por esta proteasa de serina, pero ahora a tiempos mas conos. Se realizo una
cinética de proliferacion a tiempos diferentes (0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 28, 30 y 48 h) en
presencia de trombhina,

CUADRO 5 Protiferacién inducida por trombina en el tiempo

[Trombinaj 2h 4h 6h Bhr 10 h 24 h 28h 1 300 48 h
(X10°11M)
0.935 86% | 1.6% | 94% | 94% | 2% 2% | 5% | 2% | 47.3%
125 9% | 1% | 1arw | 1z | 1% 1% [19% | 2% | 41%
1.87 6% | 122% [ agw | rasw | 1% | oam e ] aw | aeaw
25 9.6% | 116% | 147% | 147% | 38% | 38% |268% | 5% | 656%
3.75 73% | 118% | 18.3% | 18.5% | 6.4% | 64% | 27.7% ) 6% | 63
5 9.9% | 147% | 128% [33.7% | 15.1% | 11.2% [20.8% ] 15% | 66%
10 57% | 89% | 31% | 3% | 0% | 10% | 28% | 1re% | aaw

Como se observa en el cuadro §, independientemente de la concentracion usada,
se observo un efecto dosis respuesta a trombina muy semejanle. Destacan dos punlos de
estimulacion en la proliferacion fibroblastica inducida por la dosis oplima de trombina

5x101'"M para 8 y 28 hrs con valores de 33.7% + 2% y 29.8% 1. 2% respectivamente.

Los valores de proliferacion obtenidos para el control positivo en los tiempos de 8,
28,y 48 h fueron 0% £ 2%, 89% + 2% y 102% 13, respectivamente.
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En fa grafica 10 se observa que a fa concentracidn dptima de trombina (5 x 10"
M)destacan dos puntos de estimulacion maxima en fa proliferacion fibroblastica, (adicional
al de 48 hrs al que ya se habia trabajado) 33.7 + 1% y 29.8 + 2%, a las 8 y 28 hrs
respectivamente. Dicha estimulacidn en la proliferacign fue significativa (p<0.05) con

respeclo a fo observado en el medio control.

D) Praliferacién induclda por trombina (8h) en presencia de hirudina,
anti-trombina til y Anti-PDGF.

Para poder observar, si el punto de eslimulacion de fa profileraciéon encontrado a
las 8 y a las 28 h se debia a la accion directa de la trombina, se realizaron dos ensayos de
profiferacion como los descritos para la grdfica 9 a 48 h, pero ahora incubando 8 y 28 h
respeclivamente.
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Como puede observarse en la gratica 11 la proliferacion inducida por la lrombina a
las 8 h (29.0%10.3%), fue inhibida significativamente (p<0.05) hasta en un 86.3% por
hirudina y an un 86.2% por AT-lll, mientras que con el anticuerpo neulralizanie de la
actividad bioldgica del PDGF, el anti-POGF, no se inhibi6 significativamente la accidn de
esla proteasa de serina(2% + 0.4%).

Ei PDFG-AA (32 ng/ml) estimulo la proliferacion de los fibroblaslos enun 13 % +
0.4% en 8 h y dicha estimulacién fue inhibida significativamente (p<0.05) hasta en un
100% por el Anti-PDGF (100 ng/ml).. Este anticuerpo no indujo cambio alguno en la
proliferacion tibrobldstica (-2% +1%). Tampoco los inhibidores de trombina hirudina y AT-III,
& las dosis probadas indujeron un efecto significalivo en la proliferacion de los libroblaslos
CCD 16lu (5% £ 1%y 2% 1 % respectivamente).



£) Proliferacién inducida por trombina (28 h) en presencia de hirudina,
anti-trombina Wl y Anti-PDGF.
v Proliferacion Celular inducida por trombina

en presencla de sus inhibldores y
Anti-PDGF a fas 28h

~

H1.7%

Proliferacion Celular
shmu.ac.on scbre medic contron
g

=SUmu.acy

d *

{%

801% g5 6o

Th . ‘
I

1
ALl . +
Anli-POGE
PFOGE +

GRAFICA 12

En la gratica 12, se observan los resultados del ensayo semejante al antes
presentado, pero realizado a las 28 de incubacién, (otro de los punios de estimulacion
maxima en fa proliferacion fibrobldstica inducida por trombina). La trombina indujé una
estimulacon del 27% 1 1%, después de 28 h. Esta estimulacion fue inhibida
significativamente (p<0.05) por hirudina, AT-tIl y Anti-PDGF con valores de inhibicidn del
88.1%, 86.6 %, 51.2% respectivamenie.

EI PDFG-AA {32 ng/mi) estimuld la praliferacion de los fibroblastos enun 23.9 % +
1% en 28 h y dicha estimulacién fue inhibida significativamente (p<0.05) hasla en un
100% por el Anti-PDGF (100 ng/ml). Los inhibidores de trombina hirudina, AT-il y el
inhibidor de PDGF (Anti-PDGF), per se, a fas dosis probadas no indujeron efecto
significativo en la proliferacion fibroblastica (2% $0.8%, 2.0 % 1 1 % y -2% £ 1%,

respectivamente).



F) Proliferacion inducida por trombina (48 h) en presencia de hirudina,

anti-trombina M y Anti-PDGF.
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£n la grafica 13, se observan los resultados del ensayo realizado a las 48 h de
incubacion, a esle tiempo, la trombina indujé una estimulacon de! 45%+ 0.9%,. Esta
estimulacion fue inhibida significativamente {p<0.05) por hirudina, AT-1Il y Ami-PDGF con
valores de inhibicion del 97 +0,5%, 86.6 % 1 0.6%, 93% + 0.6% respeclivaments.

El PDFG-AA (32 ng/m!) estimulo la proliferacion de los fibroblastos en un 69.9 % i
1% en 48 h y dicha estimulacon fue inhibida significativamente (pp<0.05) hasta en un 100%
por el Anti-PDGF (100 ng/mi). Los inhibidores de trombina y el PDGF, per se, a las dosis
probadas no indujeron ningun efecto significativo en la proliteracion fibrobldstica (1.3%
+0.7%, 3% 0.4 %, y -2 % + 0.5%, para hirudina, AT-{l y anti-PDGF respectivamente).
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Los resultados observados en esta grafica se habian presentado anteriormente por
separado en las graficas 6 y 9, por lo que se puede observar es que el comportamiento es
reproducible.
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CAPITULO 5



Discusion

Con ef desarrolio del presente trabajo se determing el electo de la u-trombina en la
profiferacion de librobtastos de pulmdn humano aduflo (CCD 16 Lu). Estos resultados se
correlacionan con los oblenidos en fibroblastos de pulmdn humano fetal (IMR-90,
Hemandez, 1995), encantrando que la trombina induce un asmento significativo en [a
profiferacion celular de los fibroblastos de pulmén humano adulto normal, con un
comportamiento dosis-respuesta, y con un punto de estimulacion de la prolieracion cetular
maximo a la concentracion de 5x10-11M. El comportamiento de los fibroblastos de pulmén
humano fetal, fue semejante, solo que en este caso la estimulacion mdxima se encontrd a

la dosis de 1x 10-10M,

Otro abjetivo de esta tesis fue dilucidar el mecanismo de acciéon de fa trombina para
estimular la proliferacion fibroblastica. En la literatura se ha reportado al PDGF como el
factor de crecimiento responsable de la proliferacion celular inducida por la trombina en
fibroblastos. Sin embargo, con el desarrollo de este trabajo, se demostré que la trombina
posee tres picos de estimulacion mdxima a diferentes tiempos (8, 28 y 48 h), encontrando
que a 8 I, la trombina induce per se , a proliferacién celular en los fibroblastos CCD 16 Lu,
mientras que a las 28 h, se demostré una contribucion significativa del PDGF al aumento
en ta proliferacidn y finalmente a las 48 h, como ya se habia reportado en la Iteralura, se
determind que el responsable de la proliferacion celular inducida en los fibroblastos era el
PDGF.

I. Cuantificacion de la proliferacion fibroblastica

Una de las mayores ventajas que ofrecen los experimentos realizados en cultivos
celulares, como los empleados en el desarrollo de la presente tesis, es que brindan
informacion sobre el comportamiento de poblaciones puras y ademads permiten la
caraclerizacion de mediadores que modulan diversas aclividades bioldgicas. En este caso
gspecilico se estudio la modulacion fibrobldstica inducida a nivel de 1a proliferacidon celular,

por {a o-trombina.
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£l método colorimético, basado en el uso del colorante azul de metileno, que se
empleo para la evaluacion de la proliferacion fibrobldstica, durante el desarrollo del
presente trabajo, es un sistema in vitro, que permite determinar el efecto de factores de
crecimiento  puros o presentes en Huidos biologicos, en la proliferacion de dichas células
(Oliver, 1989). Una de las ventajas del sistema, es que permite observar directamente el
electo del factor de prueba en las células. Los ensayos convencionales utilizados para la
determinacion de la proliferacion celular, se basan en el uso de isolopos radioactivos y
evaluan la incorporacion de timidina tritiada, sin embargo, éstos asumen que la cantidad
de precursor radioactivo adicionado al cultivo celular en division serd empleado en su
totalidad, ademds son largos y Hevan implicito el riesgo del trabajo con material
radioactivo. En cambio el método del azul de metileno, es rapido, evita el uso de malerial
radioactivo y permite la confirmacion de los resultados por cuenta directa (Oliver, 1989).
Cabe mencionar que en este estudio en particular, se estandarizaron las condiciones de
trabajo (bajas concentraciones de suero, y el empleo de un suslituto del suero: ITS) de tal
manera que la evaluacidn de la proliferacion fibroblastica pudiera ser alribuida
exclusivamente al factor de crecimiento a prueba (la a-trombina), descartando la
contribucion del suero presente en el medio de cultivo ya que fue impesible trabajar en
ausencia del mismo.

Aunque el ensayo colorimétrico desarrollado en placas de 96 pozos, permite la
determinacion rdpida de la actividad de factores de crecimiento como la a-trombina, debo

mencionar que existen algunos problemas inherentes al sistema. Este implica el uso de
cultivos celulares eslablecidos y poseen la desventaja de que la respuesta observada en
los primeros pases. disminuird con et aumento en el numero de los mismos. Por otro lado,
el empleo de anticuerpos neutralizantes de actividad bioldgica en el sistema, si bien hace
el ensayo muy especifico, puede llegar a inducir una sobre estimacion del efecto de la
citocina en estudio; Otra limitante del sistema incluye, el que no es posible la deteccidn de
actividad bioldgica latente (potencialmente activable durante el desarrollo del ensayo), o
bien parcialmente activa (moléculas precursoras) presente en el sistema. Es importante
tener en consideracion las limilaciones del sistema que se ulilizé durante el desarrollo de
la presente tesis, a fin de determinar objetivamente los alcances y limitaciones de las
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observaciones realizadas. Cabe mencionar sin embargo, que en un intento por dismmulir
estas limitantes, se controlo el numero de pasaje celular en el que se desatrollaron los
experimentos y se empleo una concentracion de anticuerpo ani-POGF, que no saturara el
sistema. Asi mismo debe mencionarse que el sistema de prueba se valido (ver grafica 5)
mediante {a correlacion de la cuenta directa de algunos pozos de las placas de los
experimentos mas importantes del trabajo, con las absorbancias previamente obtenidas a
650 nm, para estos mismos pozos (Gray, 1991, Oliver, 1989). Como se puede observar en
la gréfica se obtuvo una buena correlacion (1=0.94).

Il. Estandarlzacion de las condiciones dptimas del cultivo

Los fibroblastos de pulmdn humano adulto normal (CCD 16 Lu) empleados para el
desarrollo del presente trabajo, deben ser crecidos en DMEM-F12 al 10% de SBF. Estos
como se puede observar en la grafica 1, fueron sembrados con una densidad de 6X103
células/pozo como se reporta en la literatura para otras lineas de fibroblastos (Hemandez,
1895). Los resultados de este trabajec, demostraron que se requeria suplementar al medio
DMEM-F12 con 2% de SBF, como concentracién minima para a preincubacién de 24hrs; y
asegurar de esta forma su adhesion a la placa de cullivo, su estado en fase G, y al mismo

tiempo evitar una estimulacién en la proliferacion celular, que enmascararia el efecto
inducido por el factor de crecimiento a probar, la a-trombina, ya que como lo muestia la

gréfica 1, la proliferacion inducida después de 48 y 72 hrs de incubacidn es muy alta.

En un principio se intenté realizar la siembra a una concenlracion de SBF de 0.4%,
reportada como 6ptima para trabajar con fibroblastos de puimén humano fetal (Hernandez,
1995, Dawes, 1983, Gray. 1991, Cambrey, 1992}, sin embargo. a esla concentracion, los
fibroblastos de pulmon humano adulto normal (CCD 16 Lu) , no se adherian a la placa de
cultivo, por lo que se tuvo que aumentar la concentracion del SBFF al 2% para la siembra

de las células.
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Debido a que esta linea celular es incapaz de crecer sin suero, para eliminar la
presencld del suero, una vez que las células se adhearian a la placa, se dejaron incubar 24
hrs mas con DMEM suplementado con ITS, que es un sustitto del suero, que provee a |as
celulas de 10 nutrientes minimos para crecer, pero evita la presencia de los multiples
tactores de crecimiento que estan en el suero. La incubacién con este sustituto nos
aseguwra que las células no entrardn en contacto con olros factores de crecimiento,
diferentes a la trombina que eniascararian el efecto de esta proteasa de serina, durante
los experimentos. Mediante la repelicion de experimento mostrados en la grafica 3, pero
ahora en presencia de ITS (grdfica 4) pudimos determinar que la proliferacion inducida por
la trombina en el sistema, no se ve alectada si se incluye en los experimentos la presencia
de este sustituto del suero. En resumen, en este trabajo se demostrd que esla linea celular
de fibroblastos CCD 16 Lu, se debe mantener en DMEM-F12, sembrados con una
densidad de 6 X103 células /pozo en DMEM-F12, preincubadas 24 hrs bajo estas
condiciones y 24 hrs mas con DMEM suplementado con 1TS y posteriorments agregar el
factor de crecimiento a probar, durante 48 hrs.

I, Proliferacidon inducida por trombina en los fibroblastos de pulmon
humano adulto.

Los resultados obtenidos con el desarrollo de la presente tesis, muestran que la
trombina es un factor mitogénico para los fibroblastos de pulmon humano adulto normal
(CCD 16 Lu), ulilizados para este irabajo. Estos resultados concuerdan con lo que ya habia
sido reportado para fibroblastos de pulmén humano fetal (Hemandez, 1995). En esta linea
celular de fibroblastos, la trombina indujé una respuesta dosis-dependiente semejante a o
reportado para fibroblastos de pulmdn humano fetal (IMR-90) (ver gralica 2), solo que la
dosis a la que se encontrd una estimulacion maxima (56.6 % + 0.1%) en esta linea celular
de fibroblastos fetales fue 1x10-'¢ M mayor a la concentracion a la que se encontré la
estimulacion maxima, inducida por trombina (44 %+0.1%) en los fibroblastos de pulmon
humano adulto (CCD 16 Lu, 5x10-1'M). En la seccion de anlecedentes se explicd
detalladamente el mecanisimo de regulacion del ciclo celular, inducido por diversos

factores de crecimiento, entre los que se encuenlian la trombina. Cabe mencionar que
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dentro del sistema de proliferacion in vitro, con el que se trabayo en asta tesis. seguramente
existen moduladores positivos y nagativos de la proliferacion celular, por lo que los efectos
de proliferacion que se evaluaron, son entonces el resultado del balance neto del efecto de

estos moduladores sobre la divisidn celular de los fibroblastos.

Las diferencias encontradas, en las concentraciones de estimulacion dptimas
inducidas por la trombina, en las dos lineas celulares de fibroblastos CCO 16 Lu y IMR-90,.
se debe posiblemente, a que el nimero de receptores para trombina varia entre una linea
celular y otra, dando como resultado que una linea cefular sea mas sensible a la presencia
de esta proteasa de serina. (Coughlin, 1994).

Con esta parte del trabajo se logré cumplir uno de los objetivos de fa tesis, que era
conocer el efecto de fa trombina en los librablastos de puimén humano adulto y
correlacionar la respuesta observada en estos fiboblastos, con ef efecto ya reportado para
la trombina en fibroblastos de pufmon humano letal (Hernandez, 1995).

IV. Mecanismos de proliferacién inducidos por trombina

Existe evidencia experimental que sugiere, que la modulacion fibrobldstica inducida
por los diferentes factores de crecimiento, es el resultado de la interaccion entre ellos. Po
ejemplo, se sabe gque la trombina induce la expresion y secrecion de factores de
crecimiento, o bien induce su liberacion de la matriz extracelular. tal es el caso del PDGF
{Ohba, 1994), el TGF} (Taipale, 1992), el bFGF (Benezra, 1993), la endotelina-1 {Shani,
1989). Por otro lado, se sabe que ef TGF 3 induce la secrecion del PDGF (Leof, 1986) y que

éste dltimo puede a su vez, mediante el dimero BB inducir la expresion del TGFf. Es

importante mencionar que se ha demostrado que cualquiera de estos factores son capaces
de inducir una estimulacién de la proliferacion fibrobldstica (Kelly, 1990).

Todos estas complejas relaciones, en las que esta involucrada la trombina, factor
de crecimignto éstudlado en este trabajo, son una muestra de que la interaccion entre
diferentes citocinas, debe ser la base de fa modulacidn fibroblastica y que es mucho mas
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compleja da lo que se piensa (Baltegan, 1930). Debe considerarse ademas, que existe un
glan nimero de cilocinas  de las cuales sc conocen poco y que no eslan  bien
caraclerizadas todavia. Sin embargo, primeramente debemos entender la aclividad
moduladora inducida por los factores de crecimiento puros, para que posteriormente
podamos integrar el conocimiento de las complejas interacciones que se establecen entre

estos y detesminar su electo en fa modulacion de los diferenles lipos de actividad biologica

(Herndndez, 1995).

En esta paile del presente trabajo, se tralo de dilucidar fa modulacion fibrobldstica, a
nivel de proliferacion realizada por fa trombina en los fibroblastos de pulmén humano
adullo (CCD 16 Lu). Al respecto en la literatura se ha reportado (Ohba, 1994), que a
tiempos de 48 hrs, la trombina induce la expresion, la sintesis y la liberacion de diversos
factores de crecimiento, principalmente el PDGF. Como ya se menciond en la seccién de
antecedentes, este ha sido caracterizado como un polente mitogeno para fibroblastos
(Heldin, 1985) y del que ademds se sabe que cada forma estructural produce difgrente
efecto sobre la misma linea celular (Bonner, 19983), Para determinar la. modulacién
inducida por este factor de crecimiento sobre ia proliferacion fibrobidstica, en esta lfnea
celular de fibroblastos, se realizé una cuerva dosis-respuesta para las diferentes formas
estrucrurales del PDGF (AA, BB, AB, ver grélica7) y para el PDGF total (ver gréfica 8),
observandose que la estimulacidon maxima de la proliferacion fibroblaslica fue inducida por
la forma estructural AA, a una concentracion de 32 ng/ml, lo que concuerda con 16 sita en
la literatura para otras lineas celulares de fibroblastos humanos (Heldin, 1985, Clark,

1989).

Para cuantilicar la contribucidn especilica de la trombina y el PDGF a la proliferacién
fibroblastica, se empiearon inhibidores especilicos para cada factor de crecimiento; para fa
trombina (Huridina y AT-lll, ver gralica 6} y el anlicuerpo neutralizante de la actividad
bioldgica Anti-PDGF para el PDGF.
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Los resultados oblenidos demosltraron que fa proliteracion inducida por trombina a
las 48 hrs. es producida por la liberacion al medio del PDGF (ver gratica 9). Eslos
resultados concuerdan con lo que habia sido reportado por Ohba y Cal. en 1994, sin
embargo, debido a que la hipdtesis planteada en este trabajo, es que a tiempos cortos fa
irombina puede actuar por i sola, se realhizd una curva dosis-respuesta a trombina en el
tiempo. Esta hipdtesis se apoya en hechos como que el PDGF es un tactor de crecimiento
por competencia (Stilles, 1979), y el periodo de accién de esle lipo de factores de
crecimiento, tiene una duracién de 18 hrs aproximadamente (Barsega, 1985), por lo que a
tiempos mas cortos no tendria tiempo de actuar. Con la realizacion de la curva en el tiempo
(ver gréfica 10), donde se observé, que existian dos puntas de eslimulacién maxima de la
trombina en el tiempo (previos al liempo de 4Bhrs, en el cual ya se habia estado
trabajando} a las 8 y a las 28 hrs {grafica 10). Con el desarrollo del presente trabajo, se
demostrd que la trombina es responsable de! incremento en la proliferacidn fibroblastica
inducida a las B hrs (ver grafica 11) y solo parcialmente responsable a las 28 hrs {ver
grdfica 12). La accidn directa de la trombina a tiempos cortos, ya habia sido reportada para
fibroblastos de pulmén humano fetal por Hernandez en1995, lo cual habia implicado a la
trombina como importante agente en el establecimiento de la fibrosis pulmonar, pero era
importante verificar el comportamiento de los fibroblastos de pulmén humano adulto, ya
que estos ofrecen un modelo mas cercano a la realidad, en el caso de los padecimientos
libraticos.

En esta tesis se invesligod ta modulacion fibroblastica inducida en los tibroblastos de
pulmdn humano adulto (CCD 16 Lu), por la trombina, a nive! de proliteracién celular. Estos
rasultados permitieron establecer que la trombina induce un incremento en la proliferacion
in vitra de esta linea celular. Con respecto a los mecanismos de proliferacién que esta
proteasa induce, se comprobd que existen tres picos de estimulacion maxima de fa
proliferacién fibroblastica en el tiempo, a las 8, 28 y 48 hirs; a fas B hrs la estimulacion de la
proliferacion se debe a la paricipacion directa de esla proleasa, mientras que a las 28 lus,
ya existe una intervencion importante del PDGF en la estimufacion de la proliferacion,
finalmente a las 48 hrs, la estimulacion de la proliteracion se debe principaimente al PDGF

liberado probablemente por la accién de la trombina.
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CONCLUSIONES

- Se determinaron como condiciones optimas de cultive, preicubacion de 24 h con SBF al
2% e incubacion de 48 h en presencia de ITS.

- La o-trombina indujé in vitro una estimulacién de la proliferacion fibroblastica, en forma

dosis-dependiente. La dosis éptima de estimulacion fue de 5 X 1011 M.
- A dicha dosis se detectaron puntos de estimulacion maxima alas 8y 28, y 48 h.

- Mediante ef emplec de inhibidores especificos de la actividad biolégica de la trombina
{hirudina y AT-lll), se detenmind que la estimulacién en la proliferacién fibrobidstica,
inducida por esta proteasa a las 8 h, era atribuible unicamente a la accién de la trombina.

- Mediante el emplec de inhibidores especificos de la actividad bioldgica de la trombina
{hirudina, At-1l1}, se determiné que la estimulacion en la proliferacion fibroblastica, inducida

por esla proteasa a las 28 b, era alribuida parcialmente a la  accién de la trombina
- Mediante el emplec de un inhibidor especitico de la aclividad bioldgica del PDGF (Anti-

PDGF), se determing que la estimulacion en la proliferacion fibroblastica, inducida por la

trombina a fas 48 h era atribuida a la accién del PDGF.
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Perspectivas futuras

Eltipo de respuesta biclogica evaluada en el presente trabajo {profiferacion celular).
podria ser explicada via la actividad del receptor de trombina, el cual se sabe que posee /7
dominios transmembranales y estd acoplado al sistema de proteinas G (Vu, 1991). Las
sefales de transduccion inducidas por éste, se propagan hacia el nicleo y olios
compartimentos por dos vias, la adenilalo ciclasa y el fosfalidil inositol-fosfolipasa C, este
dltimo genera dos segundos mensajeros, ef inositol-1,4,5-trifosfato y el diacil glicerol
{Coughlin, 1994). Se sabe que estas sefiales de transduccion inducidas por la trombina
activan sistemas de protein cinasa de tlirosina (ligadas a receptores de faclores de
crecimiento como el PDGF) y protein cinasas a mitégenos (MAP cinasas), constituidas por
la familia de serina/treonina cinasas. Especificamente se ha demostrado que las MAP
cinasas son importantes en la respuesta milogénica inducida por la trombina en
fibroblastos y células del musculo fiso (Rabiet, 1994).

Aunque se conoce, lo antes mencionado sobre el receptor de trombina, todavia
permanecen sin contestar preguntas como: 4cudl es ef papel de la trombina en la
activacion del receplor, una vez que fa ruptura proteolitica ha sucedido?. ;,Cual es &l
nimero de receptores que pueden ser activados por una sola molécula de trombina?.
(Cual es el mecanismo especifico mediante el cual el dominio SFLLRN del receptor de la
tfrombina. al quedar expuesto conduce a su activacién?. Mismas que seria ineresante
considerar para investigaciones fuluras.

Sobre el mecanismo de proliteracidn inducido por trombina el cual se trato de

dilucidar en este trabajo, seria importante saber .

¢ Si'la trombina es capaz de regular fa sintesis del PDGF en el tiempo o solamente
es capaz de liberarlo al medio?. ¢ Si la trombina esta modulando el numero de receptores
para PDGF en la superticie celular?. 4Cémo actia ia trombina, en la regulacion genética
del ciclo celular?. ,Cémo interactua con otros faclores de crecimiento?.
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