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Kﬁ Resumen

La a-trombina es una proteasa de serina que ademads de participar en la
cascada de coagulacion convirtiendo al fibrinogeno en fibring, modula la
proliferacién, quimiotdxis y el metabolismo de la coligena de tibroblastos de piel de
rata y de humano fetal. Se ha postulado que la proliferacion fibroblastica inducida por
la trombina, puede atribuirse a la liberacion de otros factores como el PDGF. Con
estos antecedentes v debido a que no se conove el efecto de la trombima sobre la
quimiotaxis de los fibroblastos del pulmén humano adulto, el objetivo de este trabajo
fué demostrar este electo en dichos fibroblastos (CCD16 Lu), asi como determinar la
participacion del PDGF como posible mediador de ésta. La quimiotdxis se realizo
utilizando microcimaras modificadas de Bovden de 48 pozos. Como control positivo
se ulilizo PDGF-BB en una dosis de 32ng/m), como control negativo se empleo buffer
de quimiotdxis solo. Para delerminar fa actividad especifica de la trombina, se
utitizaron dos inhibidores de dicha proteasa: hirudina (6.5x10° M) y Antitrombina tt
(0.075x10 M), asi como el anticuerpo neutralizante de PDGF anti-PDGI (50 pg/mi).
El efecto inducido por la trombina se determind en un amplio intervalo de
concentraciones (1071 a 10° M), En todos los casos se confirmé que los resuttados
obtenidos fueran quimiotixis y no quimiocinésis. Los resultados se expresaron como
promedio de 12 réplicas/punto + desviacion estindar. n el caso de la curva dosis-
respuesta a trombina, la maxima migracion observada, fué de 52.747 células/10hpf.
Dicha migracion disminuy6 significativamente (p<0.05), hasta en un 85y un 82% en
presencia de hirudina y A'T-11I, respectivamente. El anti-PDGF indujo una inhibicién
del 32%. Buscando una posible modulacién entre la trombina y el PDGE, los
fibroblastos que se someterian a quimiotixis por PDGF, fueron estimulados
previamente con trombina a 24 y 48 horas; observindose una disminucion de la dosis
optima de PDGF requerida para inducir migracion celular (16 ng/ml, 38 + 3

células/10hpf). Estos resuttados sugieren que la trombina estimula la quimiotdxis de
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fibroblastos de pulmén humano adulto. Esta actividad estd mediada por PDGF, al
menos en forma parcial, Debido a dicha proteasa induce directa o indirectamente la
replicacion y la quimiotixis de los fibroblastos de pulmén humano adulto, podrfa
postularse que la trombina pudiese contribuir en la patogénesis de la fibrosis

pulmonar.



INTRODUCCION



31 Introduccion

El tejido embrionario formado por células del mesodermo se conoce como
mesénquima y a partir de este se desarrollan los tejidos conjuntivos del cuerpo,
donde podemos encontrar ampliamente distribuidos a los fibroblastos, Lste tipo
de células es importante en los procesos normales de reparacion como la
cicatrizaclon y también es probable que participen en procesos patologicos como la
fibrosis pulmonar. La impartancia de los fibroblastos en los procesos fibroticos
pulmonares, se ha atribufdo a que una de sus funciones principales es la
produccion de algunos componentes de matriz extracelular (Avery, 1966).

Se sabe que existen muchas citocinas o mediadores de la respuesta biologica
de los fibrablastos, denominados factores de crecimiento, tal es el caso del Factor
de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) (Seppa, 1982, Osornio, 1990), la
trombina (Gray, 1990), la endotelina-1 (ET-1) (Cambrey, 1992), elc., que estimulan
la  quimiotixis y proliferacién de éstos. Asf como el Factor de Crecimiento
Transformante p (TGF- B), que estimula la produccién de coldgenas (Varga, 1986).
Algunos de estos factores de crecimiento han sido descritos en diferentes lesiones
pulmonares (Goldstein, 1986).

Los factores de crecimiento por lo tanto son responsables de cierta forma, de
una modulacion en la respuesta biolégica de los fibroblastos. Ya que los
fibroblastos, constituyen el 40 % de la poblacién celular del pulman, y a que en
pulitones de pacientes fibréticos, se ha reportado altas concentraciones de algunas
citocinas y alteraciones en las funciones como la produccion de coldgenas,
proliferacion y quimiotdxis (Richards, 1991); el fibroblasto y su modulacién
inducida por factores de crecimiento son de suma importancia en el
establecimiento de los mecanismos lempranos de la patogénesis de la fibrosis

pulmonar,

9
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En cuanto a Ja a-trombina, molivo de estadio en la presente tesis, se debe
destacar que ademds de su participacion en la cascada e coagulacion,
convirtiendo al fibrinégeno en fibrina (Fenton, 1993), puede actuar como un
potente agenle mitogénico y quimiotictico para fibroblastos (Bar-Shavit, 1992,
Herndndez, 1995). Asi mismo, se ha demostrado que esta proteasa de serina estd
presente en alta concentracion en lavados broncoalveolares de pacientes adultos
con fibrosis pulmonar (Hernindez, 1995) y que es capaz de estimular la
proliferacion y el metaholismo de la coligena en fibroblastos fetales de pulman
humano (Herndndez, 1995).

Estos antecedentes destacan la importancia que pudiera tener la ¢-trombina
en el establecimiento de patologfas pulmonares como la fibrosis pulmonar. Debido
a que la fibrosis es un estadio final de una serie de desérdenes, que tienen en
comin la acumulacion de coligena (McAnulty,1994), se ha postulado que los
factores de crecimicnto secretados por células pulmonares (fibroblastos, células
epiteliales y endoteliales) o bien por células que circulan en el pulmon
(macrofagos, neutrofilos, linfocitos) son los responsables de atraer a Jos
fibroblastos a los sitios de lesion, estimulando su  proliferacion y asi mismo:la
excesiva produccion de coldgena (Roberts, 1993),

Sin embargo, a la fecha no se ha demostrado el efecto inducido por la a-
trombina en fibroblastos de pulmén humano a nivel de quimiotixis, por to que el
presente trabajo tiene como objetivo determinar la actividad que tiene ha a-
trombina como moduladora de Quimioldxis sobre los fibroblastos de pulmén
humano adullo. Como se mencioné anteriormente, la determinacion de. esta
funci6n biologica es de stma importancia, ya que se ha reportado como esencial
en el establecimiento de una fibrosis pulmonar (McAnully, 1991). En relacion al
efecto inducida por la a-trombina en fibroblastos de piel o de pulman fetal,
algunos autores sostienen, que la estimulacion de la proliferacion fibroblastica

10
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inducida por esta proteasa de seriny, puede atribuirse a fa liheracion de otros
factores de crecimiento (Benezra, 1982, 1983, Ohba, 1994) como el PDGF (Shankar,
1994), o TGF}} (Taipale, 1992), d¥GF (Benezra, 1990), elc,

Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se consideré como
objetive secundario la determinacion de fa participacion del PDGE como medindor
de la quimiotixis inducida por la a-trombina en los fibroblastos de pulmén
humanoadulto.

A fin de facilitar la interpretacion de la presente lesis, se incluyd una
seccion de antecedentes, en fa que en forma general se revisan conceptos bisicos,
esenciales para el entendimiento de los resultados obtenidos en fa misma, A
continuacidn se presenta una seccion de materiales y métodos donde se describe,
las técnicas utilizadas en el desarrollo del trabajo. Posteriormente se presentan los
resultados, fa discusion de los mismos, asf como las conclusiones.

Los resultados experimentales obtenidos con fa realizacion de ésla tesis,
permitieron cumplir los objelivos planteados y corroborar las hipditesis propuestas.
Estos demostraron que it vitro la a-trombina induce guimioldxis en fibrablastos de
pulmén humano adulto. Dicha quimiotixis. se presentd en forma  dosis
dependiente y pudo atribuirse parcialmente a la accion de un segundo factor de

crecimiento, el PDGE,

1
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I FIBROBLASTOS
1.1. PROPIEDADES

Los fibroblastos son células de origen mesenquimatoso, es decir, células derivadas
del mesodermo embrional. istos se encuentran ampliamente distribuidos en ef tojido
conjuntivo fibroso. Tienen una formg alargada vy poseen un nicleo eliptico (Avery,
1966). La caracteristica principal de su citoplasma es la presencia de numerosas
mitocondrias y un abundante reticulo endoplismico. Los fibroblastos al ser

estimulados presentan una apariencia granular y baséfila (Wilkie, 1995).

1.2. ACTIVIDAD BIOLOGICA:

Se sabe que los fibroblastos participan en procesos normales de reparacion como
la cicatrizacién y que debido a su actividad bioldgica, estin involucrados en algunos
procesos patolégicos como la fibrosis pulmonar (Laurent, 1981). Estos ademds de
reproducirse, son capaces de sufrir quimiotdxis y producir algunos componentes de la
matriz extracelular (McAnully, 1995). A conlinuacion describiré brevemente las
caracteristicas principales de cada una de las funciones biologicas, ejercidas por los
fibroblastos, para luego profundizar en la actividad quimiotdctica, motivo de estudio
en el presente trabajo.

Entre las actividades mds importantes de los fibroblastos se encuentra su
capacidad de migracién in vivo o in vitro hacia ciertos factores, misma que ha sido
llamada quimiotaxis (Kang, 1978, Laller, 1994). Un gran numero de agentes
quimioticticos para fibroblastos han sido caracterizaclos, algunos de estos son: el Factor
Quimioléctico para Fibroblastos Derivado de Linfocitos (LDCFF) (Postlethwaite, 1976),
los tripéptidos y dipéptidos de las coligenas tipo I, 11, y I (Postlethwaite, 1978), y los
fragmentos de la fraccion 5 del complemento (C5a) (Postlethwaite, 1984).

Asi como los fibroblastos son estimulados quimioticticamente, existen algunos
factores que los estimulan mitogénicamente. La proliferacion celular desempefia un

13
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papel muy importante en el desarvollo del tejido normal, la reparacion de lejido
daiado y el desarrolo de diferentes padecimientos, la pneumonitis, la hronguilis
cronica, la fibrosis y el cancer (Kauffman, 1980). Los fibroblastos intervienen en dichos
procesos de reparacion v cicatrizacion, debido al tipo de actividad biologica que
desempeiian, listos sintelizan numerosas proleinas que inlegran a fa matriz
extracelular: fibras de coldgena, reticutares y elisticas, asi como glucosaminoglucanos y
glucoproteinas, las cuales proporcionan sostén y fuerza tensil a los ljidos (Prockop,

1995),

1.3, QUIMIOTAXIS:

El movimiento celular es una propiedad de gran importancia, ésta puede ser
modulada por diversos factores presentes en el microambiente celular. Existen dos
tipos de movimento celular, la quimiocinésis y la quimiotdxis. En la priniera de éstas, la
migracion de las células depende del gradiente de concentracion de diversas sustancias
quimicas difusibles, En cambio la quimiotixis, implica movilidad celular hacia una
sustancia quimica especifica, en forma independiente del gradiente de concentracion.
(Preston, 1990).

La movilidad celular de los fibroblastos, especificamente, se realiza medianle una
extension delantera Namada lamila, misma que se pone en contacto con la sustancia
quimioatrayente y da origen a su morfologia alargada. Esta extensién del fibroblasto
carece de organelos, sin embargo, consta de un borde denominado lamitopoiio, que

estd sujeto por fuerzas de adhesion locales. El borde estd dirigido hacia el frente y de
forma paralela al sustrato,

Una vez que el lamilopodio se adhiere al sustrato trae como consecuencia’ un
movimiento en forma de olas conocido como “ruffling”, mismo que hace que ef
fibroblasto migre. El movimiento del fibroblasto es lento, se calcula que
aproxinadamente se mueve 0.004-0.02 mm/s (ver figura 1).

4
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FIGURA 1. DIAGRAMA DE LA MORFOLOGIA DE UN FIBROBLASTO.

El lamilopodio que estd formado por un conjunto de microfibrillas de actina, es lo
que da a los fibroblastos una refraccion que permite visualizarlos fécilmente al
microscopio. En cuanto a la extension que da movimiento a los fibroblastos, existen dos
hipétesis que intentan explicar su formacién. La primera propone un flujo lipidico
direccional, que conduce a la extension. La segunda involucra la activacién de fa via del
inositol fosfato que genera fuerzas osmélicas locales, siendo éstas dltimas las que
propician finalmente fa formacion de las fuerzas hidrostticas, que promueve la
polimeracién de Ia actina. Cabe destacar que la formacion de redes de actina, es fa que
da forma y estabiliza la forma cilindrica del fibroblasto y sus exlensiones (Preston,

1990).

1.4, PROLIFERACION CELULAR:

La célula como unidad viva fundamental, tiene la capacidad de reproducirse, al
tiempo que transcurre para que se Heve a cabo dicha reproduccién se le conoce como
ciclo celular, El ciclo celular comprende muchos eventos que involucran tanto al niicleo
como at citoplasma y consisten en una serie de eventos de biosintesis que poseen una
secuencia ordenada y especifica (Avers, 1981, Berkalof, 1986).

15
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La proliferacion de los fibroblastos involucra una serie de eventos génicos y
bioquimicos que para su estudio se han dividido en cuatro fases como se muestra en la

figura 2 (Koshland, 1994).

v INTERFASE

FIGURA 2 REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL CICLO CELULAR.

La fase Gl del ciclo celular es un periodo previo a la sintesis del DNA, durante
esta etapa aumenta la sintesis de proteinas nucleares y citoplasmaticas, In la fase S se
sinteliza el DNA, posteriormente durante la fase G2 se incrementa la sintesis de
proteinas nucleares. La fase M es la etapa milética, es decir, donde la célula se divide
(O'Connel, 1994). Existe una quinta etapa en el ciclo celular, esta es 1a fase G, donde la
célula se encuentra en un estado de reposo, antes de iniciar nuevamente el ciclo celular
con la fase G1. Para que la célula pase de la fase Go a la fase G1, requiere ser estimulada
por una sefial bioquimica, ésta puede ser proporcionada por diferentes factores, como
podifan ser diversos factores de crecimiento, Cabe mencionar que dichos factores,
pardéjicamente, también pueden inhibir la proliferacion celular por mecanismos de

retroalimentacion (Murray, 1994),

16
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1.5.COLAGENAS:

Como se mencioné anteriormente Jas coligenas son un grupo de proteinas
relacionadas que forman la matriz extracelular, Estas proteinas, sintetizadas por los
fibroblastos, se agrupan en grandes estructuras supramoleculares que interactuan a su
vez con otros componentes de la matriz como la fibronectina, los proteoglicanos, fa
laminina y el nidogen. A la fecha se conocen 19 diferentes tipos de coligenas y se han
descrito, al menos 30 genes involucrados en su codificacion (Van der Rest, 1991, Shaw,
1991, Miller, 1992, Kivirikko, 1993, Prockop, 1995).

Debido a la importancia que tiene la sinlesis de fa coldgena como una de las
actividades biolégicas de los fibroblastos, en el siguiente cuadro, se muestran los
principales tipos de coldgenas, asf como su distribucién en los diferentes lejidos, Cabe
mencionar que estas proteinas de la matriz extracelular se han agrupado de acuerdo a
sus caracterfsticas fisicoquimicas como el tamafio de sus cadenas o y el niimero de
regiones triple helicoidales que poseen, en fibrilares, no fibrilares y coligenas FACIT

(coldgenas fibrilares asociadas con Iriples hélices interrumpidos) (Prockop, 1995).

CUADRO 1, TIPOS DE COLAGENAS

COLAGENAS TIPO DISTRIBUCION EN EL TEJIDO
? | Hueso, tendén, piel, tejido
B vascular, disco intervertebral
R I Cartilago, ojo, disco intervertebral
I
L i1 Tejido vascular
A Pulmén, piel, ojo, hueso,
If v placenta, membranas fetales
S XI Cartilago articular
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¢
1 I\ Membrana basal, glomerular
B y membrana basal del cristalino
R VI e
N 1 Vasos, piel y disco intervertebral
O k Vil Uniones dermoepidérmicas
r[f VIl Membrana del endotelio de la cérnea
S X Placa de crecimiento epifiseal
1
B 1X Cartilago hialino y humor
vitreo
A
C X! 'I"end(’)n y picl.de embrion,
I ligamento peridental
T X1V Tendén y piel fetal

1.6. MEDIADORES DE ACTIVIDAD FIBROBLASTICA

En la presente seccion se revisardn brevemente las propiedades de los mediadores

de la actividad fibroblistica, también lfamados factores de crecimiento. Muchos de los

cuales se han reportado coma relevantes en padecimientos tales como la fibrosis

pulmonar (Gauldie, 1993). Cabe mencionar que debido a que en el presente trabajo, se

evaluara el efecto hiologico inducido por la trombina y el PDGF a nivel de su efecto en

la quimiotdxis de fibroblastos, se hari especial énfasis en los antecedentes, hasta ahora

conocidos, de estos dos faclores, mismos que seran revisados en las siguienles

secciones,

Un gran ndmero de mediadores de aclividad fibroblistica han sido caracterizados

(Kelley, 1990), Ja mayoria de eslos, son de origen palipeptidico y afectan la produccién

de la coldgena, estimulando directamente su produccion o bien induciendo la

quimiotixis y I profiferacion de los fibroblastos (Laurent, 1990) (Cuadru 2).
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Los mediadares polipeplidicos lales como el factor de crecimiento semejante a la
insalina (IGE-1), los inferferones o, [}, v v, ta interleucival-a y §§ (1L t-a v B), la insuling,
el factor de crecimiento derivadas de plaquetas (PDGF), las prostaglandinas Er y Ey, el
dcida retinoico, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor transformaiite v y f3
(IGFu v P), el factor de crecimiento bdsico para fibroblastos (b-FGF), la endotelina-t
(ET-1), los corticoesleroides, la fibronectina, elc., son producidos por diferentes lipos de
células, tales como los macréfagos, los monacitos, los linfocilos, las células epiteliales y
endoteliales y los mismos fibroblastos (McAnulty, 1995). Estos pueden funcionar come
mitégenos solubles, esenciales en Jos proceses normales de cicatrizacion y como ya se

mencioné anteriormente, participan on ciertas patologfas como la fibrosis pulmonar

{Kovacs, 1994).
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CUADRO 2. MEDIADORES DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS

FIBROBLASTOS

MEDIADOR

IGF-1

EFECTO BIOLOGICO

Sintesis de coldgena
Proliferacion

REFERENCIA
Goldsluin, 1989
Phillips, 1987, Baserga, 1994

Interferon «

Sintesis de coligena
Proliferacion

fiménez, 1984
Duncan, 1987

Interferon p

Protiferacion

Tominaga, 1985

Interferon y

Sintesis do colipona

Profiferacion

fimenez, 19814
Iunninghake, 1986

Sintesis de coldpena

Kalwari, 1937, Frehney, 1994

H.1l-ayp Profiferacirn Postletinwaite, 1913
Produecion de coligena Singh, 1988
Insulina Sintesis ..lu coldgena Manvicl, 1991
Produccion de caldpenas
- Juimiotdxis Seppa, 1982
IDGE q
PDGF Pruliferncion Oliver, 1989

Prostaglandina E,

Sintesis dve caldgrna
Degradacion de coldpena

Baum, 1980

Prostaglandina E,

Prolifericion
Shvtesis do coldgena

Saltzmon, l‘)ﬁ;!
Oliver, 1989

Acido retindico

Proliferacion
Sintests de coldgena
Quimiolixis

Qikarinen, 1985
Gray, 199, Peppelenbuseh, 1995
Dawes, 1991

Sinlesis de coldgenn
Degradacion de caldgena

Varpa y Jimaonz, 1990

TGF-f} . ¢
B Producclon de coldgenas M‘ Anulty, 1991
Inhibidares de melado- Overall, 1989
proteinisa Osornio-Vargas, 1993
Quimlatdxis
o Sintesis Jde coldgena Vilivk, 1980
INF a Prafiferacion Mauvicl, 1988
EGF Sintesis de enldagenn Kurata, 1991
ET-1 Praliferacion Canbruy, 1992
Quimiotdxis Peacpek, 1992
Factor Activador Praliferacion Wahl, 1983
i 10,

Corticoesteroides

€] > > MNe|> g€ > € €} > €€ €G> €]>>|> € €>I><¢lelce]>

Sintesis y produceion
de coldgena
Y Depradaciin de enbigena

t Proliferaclin

Cackayne, T986
MeCoy, 1940, Qikasinen, 1987
MeCay, 1980, Postletiwait, 1981

Fibronectina

A Proliferacion
A Quimiotixis

Bitterroan, 1983
Potts, 1995

T Incremento de la actividad biologica

i‘ Disminucion de la actividad biologica
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IL LA o- TROMBINA:
2.1, PROPIEDADES:

La o - trombina es una enzima clasificada como proteasa de sering, debido a la
presencia del aminodcido serina en su sitio catalitico, aunque por el tipo de reaccion
que cataliza se considera una hidrolasa. Esta proteasa es de suma importancia en la
cascada de la coagulacion (Roberts, 1994), su peso molecular es de 37 000 Da, es

*sintetizada por las células parenquimatosas del higado, en forma de protrombina y
liberada a circulacién, Se ha aislado trombina en diferentes especies, tales como la
bovina, porcina y equina (Bar-Shavit, 1992, Ratnoff, 1977), y en diferentes formas, como

la y-trombina y {-trombina (Brezniak,1990).

2.2. LA CASCADA DE LA COAGULACION:

La cascada de la coagulacion constituye un mecanismo natural de la hemostasis
cuya accion fisioldgica detiene la hemorragia de los vasos lesionados o deleriorados.
Estd constituida por una serie de reacciones enzimdticas, en las cuales se produce una
activacion de factores zimogenos, de tal forma que el factor activado opera en cada fase
como la enzima que activa al zimégeno del paso siguiente (Roberts, 1994). Todos estos
pasos conducen a la conversidn de una proteina plasmitica, en una proteina altamente
polimerizada, denominada fibrina, cuyas redes constituyen el trombo hemostitico que
se forma. La conversién enzimética de fibrinogeno a fibrina la realiza la o-trombina,
que deriva de la activacién de la protrombina plasmdtica (Fenton, 1991). La cascada de
la coagulacion puede activarse por cualquiera de dos vfas, la intrinseca, que es el
resultado de la interaccién de sustancias presentes en la sangre llamados factores de la
coagulacion, y la extrinseca, que resulta cuando es activado un factor externo a la
circulacion denominado histico (factor I1I) (Williams, 1990, Meyer, 1985). En la figura 3
se muestran los pasos fundamentales en éste sistema que involucran a la a-trombina
molivo de estudio en la presente tesis.
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FIGURA 3 REPRESENTACION FSQUEMATICA DE LA CASCADA DE LA
COAGULACION
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Uno de los pasos claves en la cascada de la coagulacion os la formacion de la -
trombina. Esta se forma a partir de la ruptura proteolitica de su precursor enzimitico la
protrombina, por un complejo enzimdtico denominado protrombinasa (Brezniak, 1990).
La protrombinasa esta constituida por el factor Xa, ligado al fosfolipido por medio de
iones calcio y el factor V. Este complejo forma parte de una enzima funcional que
comprende un centro activo, perteneciente al factor Xa, y al menos dos sitios de anclaje
al sustrato: uno en el fosfolipide por calcio unido a la protrombina, y el otro en el factor
V, expuesto por la accion proteolitica de la trombina proviamente formada (Roberts,
1994). El fibrinégeno, sustrato natural de la trombina, es una molécula, estabilizada por
cargas negativas de la extremidad N-terminal de sus cademas Aa y Bf. La accion
proleolitica de la trombina rompe al fibrinégeno, en dos extremos. formando 2
fibrinopéptidas el A y el B, a los que se les denomina monémeros de fibrina. Dichos
monémeros pueden polimerizar creando entonces, una red fibrilar organizada, misma
que da lugar al trombo hemostitico (Roberts, 1994, Meyer, 1985).

Por estudios de biologia molecular realizados sobre el proceso de la coagulacién,
se han pastulado nuevas funciones de la trombina (Roberts, 1994). Entre algunas de
estas, se encuentran una activacion de las plaquetas (Ruggeri, 1994), asf como una
facilitacion de fa activacion y el ensamblaje de los demis factores y los cofactores sobre
la superficie plaquetaria (Nurden, 1994). Cabe destacar que en ambos casos, se produce

un incremento en la generacion del factor Xa, la a-trombina, y la fibrina (Roberts, 1994),

2.3. RECEPTOR DE LA - TROMBINA:

La o-trombina es reconocida por un receptor, constituido por una sola cadena
polipeptidica, que posee siete dominios transmembranales acoplados al sistema de
proteinas G (Baffy, 1994). Para la activacién de éste, es necesario que la o-trombina
fraccione cataliticamente, un segmento del receptor. Esto permite la exposicion de una
secuencia nueva de aminodcidos, muy especifica (Bar-Shavit, 1991), misma que genera
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diversas seiales de transdaccion como la hidrolisis del fosfoinositocido, el incremento
del Ca¥ citosolico, la Tormacion de eucosanoides v la fosforilacion de proteinas en
residuos de serina, lreonina v lirosina (Brass, 1994). Asi mismo, la trombina pone en
accion cascadas de proteinas cinasa, tales come la activacion de mitosis via la prateina
cinasa (MAD), necesaria para el crecimiento de algunas células estimuladas con
trombina como es la linea de megacarioblastos humanos CCL 39 (Chen, 1994).

ixiste evidencia experimental  que sugiere que el efecto milogénico y
quimiotdctico de la trombina, requiere que el receptor celular de la trombina, esté
ocupado via sus dos silios activos, ¢l de protedlisis y otro sitio de unién de alta afinidad
(Bar-Shavit, 1991). Algunos estudios en los.que se ha intentado demostrar el posible
mecanismo de induccién de la proliferacion fibroblistica por trombina, muestran que el
di-isopropilflurofosfato de trombina (andlogo de la trombina, proteoliticamente
inactivo), no es capaz de estimular la proliferacion de fibioblastos, sin embargo, si es
capaz de competir con la g-trombina activa para unirse a receptores membranales
(Carney, 1986). Al bloquear a la trombina con moléculas mds grandes que el andlogo
antes mencionido, se ha observado una inhibicién del fenémeno de competencia, hecho
que sugiere que el sitio de unién de alta afinidad se encuentra muy cercano al sitie
activo de la molécula de trombina (Carné_v, 1986).

Ademds los cldsicos sitios activos, antes niencionados, la trombina posee también
un exositio de union aniénico, independiente del sitio catalilico. Este exositio tiene la

capacidad de adhesion a superficies cargadas negativamente (Fenton, 1991).

24, ACTIVIDAD BIOLOGICA:

Ademds de su funcion en la hemostasis, la a-trombina es capaz de inducir, otro
tipo de actividad bioldgica muy diverso, entre otras se encuentra una eslimulacién
quimiotdctica para monocitos (Bar-Shavit, 1993), y macréfagos (Bar-Shavit, 1993),
activacién de plaquetas (Martin, 1975, Harlwing, 1995). La a-lrombina también
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participa en procesos fisioldgicos normales y algunos patologicos como la inflamacion,
[a reparacion de tejido, la aterosclerosis, enfermedades neurodegencrativas, ete, (Bar-
Shavit, 1992). Asi mismo, se ha postulado su importancia en la fibrosis pulmonar
asociada a Esclerosis Sistémica, debido a que se encuentra en alta concentracion en
favados bronqueolaveolares de esle tipo de pacientes (Herndandez, 1995). Por olro lado
se ha demostrado que la a-trombina, ademds degrada algunos componentes de la
matriz extracelular e induce proliferacién celular en fibroblastos de pulmén de hamster

(Chen, 1994), y células de miisculo liso (McNamara, 1993) entre otras.

2.5. MEDIADORA DE QUIMIOTAXIS:

Aunque ha sido demostrado que la a-trombina es quiniotictica para fibroblastos
de piel de rata fetal y fibroblastos de prepucio humano (Dawes, 1993), esto no ha side
demostrado en fibroblastos de pulmén humano adulto razon por la cual se realiza el
presente estudio.

Esta capacidad de la trombina para atraer fibroblastos al sitio de lesion vascular,
enfatiza el papel de esta proteasa en procesos de iniciacion y mantenimiento de la
respuesta inflamatoria y probablemente su relevancia en la patogénesis de la fibrosis
pulmonar, Cabe destacar la importancia que tendrfa este hecho, ya que se ha sugerido
fuertemente la participacion de la trombina en el desarrollo de diversos padecimientos

. pulmonares tales como la fibrosis y el cincer pulmonar (Hernindez, 1995, Nierodziz,
1992)

Los mecanismos mediante los cuales la a-trombina ejecuta la respuesta
quimiotictica parece no ser de tipo enzimdtico, ya que se ha comprobatdo que las
formas cataliticamente inactivas de esta proteasa de serina mantienen dicha actividad
biolagica.

Actualmente existe una controversia, en cuanto al papel que desempeia la o-
trombina como agenle mitogénico y quimiotdctico para fibroblastos. Algunos
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investigadores postulan que estas respuestas son consecnencia de la liberacion de otros
factores de crecimienlo tales conto of PDGE, cuva funcién como estimulante de la
proliferacién y agente quimiolactico para fibroblastos estin comprobadas ampliamente
(Ohba, 1994, Harlan, 1986). Por esta razon, en el presente trabajo cuyo objetivo es
demoslrar el efecto quimiotictico de la trombina, se lrabajard también con el PDGI a
fin de comprobar dicha relacion, documentada en proliferacién, pero ahora en el caso

de la quimioldxis de fibroblastos.

2.6 MEDIADORA DE PROLIFERACION:

A la fecha se ha documentado ampliamenle, que la a-trombina es capaz de
estimular mitogénicamente a células fales como los fibroblastos de pulmén humano
fetal (IMR-90, HILF-1) y adulto (CCD 34 LU) (Hernindez, 1995, Ohba, 1994), los
fibroblastos de piel de rata fetal, los fibroblaslos de prepucio humano (Dawes, 1993),

los astrocitos, los macréfagos y las células de masculo liso (McNamara, 1993, Bar-

Shavit, 1992).

2.7. INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD DE LA a-TROMBINA:
La actividad catalitica de la trombina puede ser inhibida por diferentes sustancias.
Estos inhibidores pueden ser naturales como la Antitrombina 111 (de origen natural), y

la hirudina (no proveniente del cuerpo humano) o bien, sintéticos como ¢t PPACK (D-

Phe-Pro-ArgCH2Cl) (Fenton, 1993).

i) ANTITROMBINA T1k

La antitrombina I humana tiene un peso molecular de 58,000 Da. Un anilisis de
la estructura primaria de este inhibidor, demuestra que esta constituido por cierlos
dominios como el sitio reactivo, sitios de unién polencial a fa heparina, una
conformacién sensible a triptofano, asi como algunos enlaces disulfuro. La
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antitrombina es capaz de neutralizar la actividad biologica de la trombina, formando
con ella un complejo en relacion estequiomélrica 1:1 entre el sitio reactivo (arginina) y
el centro activo de la trombina (serina) (Fenton, 1993),

Segtin experimentos realizados in vilro, en presencia de heparing, esti se une a los
residuos de lisina, presentes en la antitrombina, induciendo una alteracion alostérica de
este inhibidor de trombina especifico en el residuo de arginina, que hace a la molécuta
mds accesible a la trombina. Se sabe que la heparina incrementa la formacién del
complejo trombina-AT Hl, hasta 1000 veces. Esto es relevante ya que existen muchos
mucopolisaciridos presentes en el organismo, cuya estructura es muy semejante a la
heparina por lo que podria esperarse, in vivo un comportamiento semejanle (Rosenberg,

1987).

if) HIRUDINA:

La hirudina es un inhibidor especifico y altamente selectivo para la trombina. Este
se obtiene de la saliva de la sanguijuela medicinal europea Hirudo medicinalis, sin
embargo en estudios recienles, se han encontrado algunos residuos proléicos iguales o
semejantes, en otras especies mds populares de sanguijuelas. La hirudina tiene una
estructura nuclear apolar, unida por tres puentes disulfuro, ¥y una parle final o cola
anionica. La hirudina y la a-trombina forman un complejo no covalente con relacién
estequiométrica 1:1, en donde el grupo apolar de la hirudina se une a las regiones
apolares cercanas al sitio catalitico de la proteasa y su exositio es ocupado por la parte

final aniénica del inhibidor (Fenton, 1991).

iii) PPACK:

Se han sintetizado algunos péptidos derivados del arginil cloromelil cetona que
inhiben a la trombina. Estos péplidos contienen una secuencia de aminodcidos
semejante a la que contienen los sitios claves de los sustralos fisiologicos de la
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trombina. En cuanto al mecanismo de accion de éstos, se piensa que alquilan el centro
activo de la trombina. Algunos ejemplos de estos péptidos son: 1Le-Pro-ArgCH,CI, Val-
Pro-ArgCHLCI, asi como tambion D-Phe-Pro-ArgCHLCI, denominado como PPACK. El
PPACK también interactda con la trombina en una relacién estequiométrica I:1

(Kettner, 1979).

[1L. FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF)

Debido a que con el desarrollo de la presente tesis, se pretende delerminar si el
efecto quimiokictico inducido por la g-trombina en fibroblastos de pulmon humano, es
mediado por el PDGFE. En la siguiente seccion se revisardn brevemente las principales
propiedades de tlicho factor tle crecimiento y el porque se piensa, podria mediar el

efecto biolégico inducido por la trombina.

3.1. PROPIEDADES:

EI PDGF es un mediador de la quimiotdxis y proliferacién de los fibroblastos, que
ha sido estudiatdo muy ampliamente (Heldiu, 1993). Este factor de crecimiento es una
proteina dimérica cuyo peso molecular es de 30,000 Da. Esta consta de dos cadenas
polipeptidicas denominadas A (14,000 Da) y B (17,000 Da), unidas entre si por puentes
disulfuro (Ross, 1987). Las cadenas polipeptidicas del PDGF, pueden formar diferentes
formas estructurales: dos lomodimeros AA y BBy un heterodimero AB (Heldin, 1989).

Ross y colaboradores en 1974, demostraron por primera vez la existencia del
Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas, en el suero, Previamente se habfa
demostrado que éste se caracterizaba por ser un factor estimulador de la proliferacién
de algunas células (Ross, 1986). Aunque originalimente el PDGF fué aislado de los
granulos o de las plaquetas, que constituyen su principal sitio de almacenaje, ahora se
sabe que éste potente milégeno no sélo es secretado por las plaquelas, sino que también
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es sintetizado por numerosas células entre las que se encuentran: los fagocitos
mononucleares (Martinet, 1986, Shimokado, 1995), las células endoteliales (DiCotleto,
1983), las células de masculo liso (Walker, 1986), las vélulas embrionarias, los
megacariocitos, algunas célutas como las Swiss 313, las NRK v las HF transformadas
con el virus del sarcoma de simio (ssv), la linea celular de osteosarcoma (U2-08), ete,
(Ross, 1986), ast como también por los mismos fibroblastos (Heldin, 1989, Leof, 1986,
Ross, 1990) sobre los cuales induce un incrementa de su aclividad mitagénica y

quimiotdctica,

3.2. RECEPTORES PARA PDGF:

Las células susceptibles a la actividad de PDGF expresan sobre su superficie dos
tipos de receptores denominados a y f§ cada uno de éstos difiere en su afinidad por las
diferentes formas estructurales del PDGE. El receptor f se une con gran afinidad al
mandmero B del PDGF por lo que se une eficientemente at PDGF BB y con una
afinidad menor al PDGF AB. El receplor o se une a las tres formas estructurales can la
misma afinidad (Williamas, 1989, Matsul, 1989, Bonner, 1993). Los receptores del
PDGF poseen dominios intracelulares con actividad de Hrosin cinasa, que se estimula
con la unién al PDGF (Franke, 1995). Una vez que el PDGF interactiia con las células
blanco, es decir, células cuya superficie tiene alguno o ambos receptores, se dimeriza el
receptor y se desencadenan diversas sefiales de transduccion (Wennstrom, 1994).
Algunas de las méas documentadas son la autofosforitacién del receptor y el cambio en ‘
la polaridad de los fosfolipidos de la membrana celular, la activacion de lu fosfolipasa
C-y, y el fosfatidil inositol 3 cinasa C (Faller, 1994). Se piensa que esta fosforilacion de
residuos de tirosina por el receptor, se relaciona intimamente con la mitogénesis, asi

como con otras actividades biologicas del PDGF (Westermark, 1990).
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3.3. ACTIVIDAD BIOLOGICA:

A pesar de que las diferentes formas estructurales del PDGF, estin muy
relacionadas entre si, cada una de éstas induce un efecto biologico diferente. Fjemplo
de esto, es la estimudacion de la actividad quimiotictica inducida por el PDGE-BB, en
células de muasculo liso (Martinet, 1987), fibroblastos (Seppa, 1982) monocitos y
neutréfilos (Deucl, 1982) misma que es inhibida por el PDGF-AA (Osornio-Vargas,
1991). Por otro lado, la actividad mitogénica es estimulada en células mesenquimatosas
solo por el dimero AA (Heldin, 1984, Clarck, 1989). La respuesta mitogénica, asi como
la quimiotixis, dependerd enlonces del nimero, y tipo de receplores de fas eélulas, y
de fa concentracion de los dimeros del PDGF, presentes en el microambiente celular.

Como resultado de su papel conto potente mildgeno y quimioatrayente para
fibroblastos pulmonares of PDGF se ha ligade a procesos de cicatrizacion heridas.
Cuando existe una lesion de tejido, las plaquetas se depositan y se agregan en ol sitio
de lesion liberando PDGF, éste actiia entonces, como quimioatrayente de numerosos
monocitos que maduran a macréfagos (Shimokado, 1985), mismos que a su vez
empiezan a liberar diversos factores de crecimiento como son el mismo PDGE, ol TGFE-
f}, et b-FGF, etc. que inducen un incremento de la multiplicacion celular y por ende una
regeneracion de lejido conectivo, regeneracion epitelial v en algunos casos extremos el
desarrollo de patologias como fibrosis debido a que estos factores, también regulan ¢l

depdsito de proteinas de la matriz extracelular, como la coligena (Pierce, 1991, Clark,
1989),

3.4. MEDIADOR DE QUIMIOTAXIS:

Se ha demostrado amplismente, que otra de las funciones del PDGF, o5 su
capacidad de quimioatraccion para algunas células como los fibroblastos ite pulmién de
rata {Osornio, 1990, 1995), células de miscuto liso {Bornfeld, 1995) fos fibroblastos de
plel humana (Soma, 1994), los monocitos y los granulocitos (Deuel, 1982, Siegbahn,
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1990). La respuesta quimiotactica al PDGF va a ser diferente a cada una de las formas
estructurales del PDGF, lal es el caso de las células de raton Swiss 313 que presentan
una migracion celular a las formas AB y BB, y aunqgue la forma estructural AA también
estimula la migracion no es con el mismo potencial que presentan las anteriores

(Osornio-Vargas, 1995).

3.5. MEDIADOR DE LA PROLIFERACION:

Asi mismo, destacan pnt're las funciones biotagicas del PDGF, su potente accién
como estimulador mitogénico (Seiferal, 1994) de numerosas células: por ejemplo estin
las de origen mesenquimatoso (Pierce, 1991, Deucl, 1982), gliales, del musculo liso y
los fibroblastas de pulmaén de rata (Bonner 1990). De igual forma que en la quimiotixis

Ia respuesta de proliferacion hacia el PDGF va a variar de una forma estructural a otra.

IV. FIBROSIS PULMONAR:

La fibrosis pulmonar es una enfermedad que puede ser provocada por diversos
factores y cuyo desarrollo, ocasiona una insuficiencia respiratoria que progresa hasta la
muerte. La fibrosis pulmonar estd caracterizada por un incremento en la produccion de
proteinas de la matriz extracelular y consecuentemente una alteracion en el nimero de
espacios relacionados con las células del parénquina. Este incremento en la produceion
de las protefnas de matriz, se ha alribuldo a la proliferacion y activacion de los
fibroblastos pulmonares. Dicha proliferacion se ha asociado a la participacién de
diferentes citocinas y mediadores inflimatorios que se ha reportado, se encuentran
presentes en el lugar de la lesion pulmonar. Numerosos faclores quimiotdcticos
potenciales, como son algunas proteinas de la matriz extracelular tales como las
fibronéctinas y elastinas, o bien productos de la cascada de coagulacion, como la

trombina, mediadores inflamatorios y citocinas, entre los que destacan el factor de
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGE) v el factor de crecimiento transformante-f3
(TGF-B), pueden promover la migracion intersticial de los fibroblastos pulmonares.
Dicha migracion podria ser impartante en el desarrollo de esta enfermedad, ya que si
exisle un mayor nimero de fibroblastos, estos podeian producir una mayor cantidad de
coldgena originado asi, dicho padecimiento (Crouch, 1990, Cristal, 1991).

Las anomalias en el depdsito de fa coligena, se han atribuido a los cambios en el
balance entre su sintesis y su degradacion. En la fibrosis pulmonar caracterizada por un
depésito excesivo de coligena y otras proteinas de matriz extracelular, este
desequilibrio puede ser atribuido a la cantidad de coldgena producida por las células
en forma individual o bien por un incremento en la degradacion de coldgena (Mays,
1989, Laurent, 1982, McAnulty, 1987, Labat-Robert, 1990). Los fibroblastos pulmonares,
son los principales productores de la coligena pulmonar (Kirk, 1986, Seyer, 1976,
Laurent, 1981, Reiser, 1981), por lo que podrian estar implicados en la regulacion del
depésito de esta proteina de matriz extracelular, Eixisten varias teorias al respecto,
algunas postulan que fos fibroblastos son quimioatraidos, y que al ammentar su
namero, aumenta la fuente potencial de coliigena en el pulmén. Otras teorfas sugieren
que el aumento en la proliferacién fibroblastica, redunda en un alta produccién de
coligena. A partir de esto se deduce que cambios en la sintesis y degradacion de la

coligena podrian ser determinantes para el establecimiento de un proceso fibrético.
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4 Hipétesis y Objetivos

L HEPOTESIS ¢

- 5i la a-trombina es un factor quimioatrayente de fibroblastos de piel humana, se
esperaria que ésle se comporlara en forma semejante con los [fibroblastos de

pulmén humano adulto normal.

- Si el PDGF interviene en la respuesta mitogénica inducida por la trombina en-
fibroblastos de pulmén humano, podria esperarse que también mediara fa
respuesta quimiotictica inducida por trombina en fibroblastos de pulinén

humano adulto normal.

IL. OBJETIVOS:

-Delterminar si la a-trombina induce actividad quimiotictica en fibroblastos de

pulmén humano adulto normal (CCD 16 LU).

- Determinar si la quimiotdxisis inducida por la a-trombina en fibroblastos de

pulmén humano adutto normal (CCD 16 LU), es mediada porel PDGF.
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1. CULTIVO CELULAR:

Para el desarrollo de la presente tesis, se emplearon fibroblatos de pulmaon
humanoe aduito normal CCD 16 LU, (American Type Culture Collection, Rockville,
MD, USA). Se mantuvieron en medio de cultive Dulbeeco modificado de Fagle
F12 (DMEM-F12, GIBCO-BRI, Gaithersburg, MD, USA), suplementada con suera
bovino fetal al 10 % (SBF, GIBCO-BRI,, Gaithersburg, MD), USA), en una atmosfera
himeda al 5 % de COxy 37° C. Cabe mencionar que el medio también estuvo
suplementado con aminodcidos no esenciales (0.08g/1) (Sigma, St Louis, MD,
USA), vitaminas (Sigma, St Louis, MD, USA), penicilina-estreptomicina (10,000U)
(Sigma, St Louis, MD), USA) y glutamina (200 nM) (GIBCO-BRL, Gaithersburg,
MD, USA).

Se realizaron cambios del medio de cultivo cada tres dias, hasta observar
confluencia en los cultivos, momento en que se procedié a dar un pase celular
subsecunte para el mantenimiento de fa linea. En todos los experimentos

realizados, las células se encontraron entre los pases 6y 14,

A) CUENTA CELULAR. A

Después de tripsinizar las células se tomé una alicuota de 20 | de la
suspension celular vy se agregaron 20 pl de azul tripan al 0.05% en solucién
isoténica, una fraccién de esta mezcla se colocé en la cimara de Neubauer y se
conté el nimero de células que se encontraban en la cuadricula empleada para el

conteo de glébulos blancos, calculando:

# de células /ml = # de células x2x 15 x 103
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donde; 4: Namero de cuadros contados
2: Dilucion 1:2 del colorante
15: Volumen total de la dilucion

10% Transformacion de mm? a ml,

La viabilidad celular se deterning por exclusion del colorante azul de

tripin, calculando:

% de viabilidad = # de células leiiidas x 100
# de células tolales

1I. QUIMIOTAKXIS:

A) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPIIMA DE
GELATINA PARA CUBRIR LAS MEMBRANAS DE QUIMIOTAXIS:

Antes de realizar los experimenios de quimioldxis se determiné la
concentracién ideal para cubrir las membranas de policarbonato (Nucleopore,
Cabin John, MD; USA), dichas membranas con poros de 8 pm de didmetro fueron
cubiertas con dos diferentes concentraciones: 0.07 y 0.14 % de gelatina tipo A 275
G-8 500 (Fisher Scientific, USA).

l.as membranas se lavaron con dcido acético al 0.5 %, durante 20 minutos a
50° C, Posteriormente se lavaron tres veces con H;O destilada y se incubaron con
la gelatina durante 1 hora a 100° C. Transcurrido esie tiempo las membranas se
dejaron secar en el horno a 100°C durante 1 hora, Las diferencias entre una y otra
concentracién se determinaron al observarlas al microscopio y cuantificando la

migracién celular de un control positivo.
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B) TECNICA DI QUIMIOTAXIS:

Los fibroblastos de pulmon humano adulto (CCD 16LU), se sembraron a una
densidad de 4x10* células/cm? en cajas de cultivo de 25 cm?, se crecieron durante
5 dias en medio DMEM suplementado can SBEF al 10 %. listos se mantuvieron 5
dfas sin cambio de medio ya que es el tiempo que requieren para alcanzar
confluencia  y para de esta forma, asegurarse de que el medio ya no tuviese
ningin rastro del suero y que pudiera interferir con los resultados de las
quimiotixis. Una vez transcurrido este periodo de tiempo, las células se incubaron
durante 1 hora con DMEM sin suero, posteriormente se resuspendieron en medio
de quimiotixis (DMEM adicionado con albumina sérica humana al 1%, Sigma St
Louis, MD, USA), hasta lograr una concentracién final de 3.5x10% células/m.

La quimiotaxis se realizo en cimaras de Boyden modificadas (Snyderman,
1981) de 48 pozos (Neuro-probe Inc., Cabin John, MD; USA), dichas cimaras
constan de dos comparlimentas separados por un empaque de silicén como puede

observarse en la figura 4,

FIGURA 4. CAMARA DE QUIMIOTAXIS
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Lin los pozos de la parte inferior de la cimara, se adicionaron las diferentes
diluciones a prueba, el volumen fué de aproximadamente 29 pl en cada uno de los
pozos. Se evito formar burbujas, que impidieran la migracion celular, asi como el
derramar la solucion, a fin de evitar contaminacion de un pozo a otro.
Posteriormente con ayuda de unas pinzas se colocd la membrana cubierta con
gelatina, evitando nuevamente la formacién de burbujas, enseguida se coloco el
empaque y por dltimo la parte superior de la cimara, se ajustaron las tuercas, para
que de esta forma la cimara quedara cerrada. En los pozos de la parle superior, se
adicioné la suspensién celular. El volumen de suspensién adicionado en cada
pozo fué de 50 pl.

En cada experimento de quimiotdxis se hicieron cuadruplicados de cada
uno de los puntos y cada experimenta se realizo tres veces. En dichos
experimentos se empled medio de quimiotixis y PDGF-BB (32 ng/ml, R&D
Systems, Minneapolis MN, USA, concentracién previamente optimizada, ver
seccion de resultados) como control negativo y positivo respectivamente,

A fin de permitir la migracion celular {as cdmaras una vez llenas se

incubaron 5 horas a 37° C en un ambiente htimedo al 5 % de COa,

C) CUANTIFICACION DE LA MIGRACION CELULAR:

Una vez transcurridas las 5 horas de incubacion, las membranas se extrajeron
de las cdmaras y se introdujeron a una solucién de PBS, las células se fijaron con
una mezcla Metanol-Etanol-PBS (1:1:2) y se tifieron con el colorante eosina Y
amarilla y posteriormente con el colorante azure, por dltimo las membranas
fueron introducidas en HO durante unos segundos para elintinar el exceso de
colorante. Las membranas se montaron en un portaobjetos en el cnal se fijaron y se

observaron al microscopio. La cuantificacion celular se realiz6 contando el ndmero
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de células que migraron en 10 campos preseleccionados a 100x (HPF “high-power
fields”).

D) ENSAYO DE CONFIRMACION DE QUIMIOTAXIS:

A fin de verificar que los resultados obtenidos con el desarrollo del presente
trabajo, eran atribuibles a una quimiotixis real inducida por fa trombina o el
PDGFy no al efecto de una quimiocinésis (migracion al azar), se realizd un ensayo
de confirmacion de quimiotdxis.

En ésle ademds de seguir las condiciones de la quimioldxis, como se
describi6 anteriormente, en algunos pozos no se adiciond ninguin quintioatrayente
(trombina o PDGF) en el medio contenido en la parte inferior de la camara,
mientras  que en algunos oftros se agregd la misma concentracion de
quimioatrayente (trombina o PDGF) en los medios adicionados a la parte superior

e inferior de la cimara de Boyden.

IN. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DEL FACTOR
DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF):

Para conocer la concentracion éptima de PDGF que estimulara quimiotixis
sobre los fibroblastos empleados para el desarrollo de la presente tesis, se
utilizaron las tres formas estructurales del PDGF (R&D Systems, Minneapolis MN,
USA) (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB). Se hicieron curvas dosis respuesta de
cada mna de éstas utilizando concentraciones establecidas por experiencia en

laboratorio donde se trabaj6, que iban desde 8 a 128 ng/m} (Osornio, 1990).
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IV. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE
a-TROMBINA:

Para determinar ta concentracion éptima de trombina (Sigma St Louis, MD,
USA), que estimulara qumioticticamente a los fibroblastos se ulilizo un amplio
intervalo de concentracion de esta proteasa de serina (7.8x10 2 M a 1x10? M en
dobles diluciones). Dicho experimento se realiz6 por triplicado, utilizando en cada
uno de éstos PDGF-BB (32ng/ml) como control positivo (concentracion

previamente estandarizada, ver mds adelante).

V. DETERMINACION DE LA CONTRIBUCION ESPECIFICA DE LA
TROMBINA A LA QUIMIOTAXIS:

A) CURVA DOSIS-RESPUESTA DE INHIBIDORES DE TROMBINA:

Antes de determinar la contribucion especfica de la trombina para inducir
quimiotixis sobre los fibroblastos, se trabajé con dos inhibidores especificos de la
trombina: hirudina (Sigma, St Louis, MD, USA), y antitrombina I (Sigma, St
Louis, MDD, USA), a los que se ies determin el efecto quimitactico que presentaban
por sf solos por medio de una curva dosis respuesta para cada uno, se utilizaron
en el caso de la hirudina concentraciones que iban de 3.7x10¢ a 4.3x10* M y para la

antitrombina Il concentraciones de 1.2x107 a 7.5x10-® M.,

B) DETERMlNAbION DE LA CONTRIBUCION ESPECIFICA DE LA
TROMBINA A LA QUIMIOTAXIS:

Como se menciond anteriormente a fin de determinar la contribucién
especifica de la trombina se trabajé con inhibidores especificos de la trombina,
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hirudina y antitrombina N Se trabajo con la dosis de trombina que estimuld
optimamente Ja quimiotdxis de los fibroblastos, previaniente determinada, contra
una dosis de los inhibidores capaz de bloquear dicho efecto y que no presento
ningdn efecto quimioatrayente sobre los fibroblastos. En el caso de la hirudina la
cancentracion que se atilizo fué 0.65x107 M, dicha concentracion es 5x10° veces
mayor a la concentracién que teoricamente bloquearia el efecto de ta trombina. La
dosis de antitrombina utilizada fué  0.75x10% M y dicha concentracion es
aproximadamente 60 veces mayor a Ja dosis que tedricamente bloquearia el efecto

de la trombina, y na presents efecto quimiotdctico alguno.

VI. DETERMINACION DEL MECANISMO DE QUIMIOTAXIS INDUCIDO
POR LA TROMBINA:

Considerando los resultados obtenidos en cuanto a la induccion de
quimjotdxis por trombina, se intenté dilucidar el mecanismo de accion por el cual
atrae a los fibroblastos CCD 16 LU.

Algunos autores (Benezra, 1992, 1993, Ohbva, 1994) han explicado el efecto de
estimulacién inducido por la trombina en fibroblastos, via la liberacién de otros
factores de crecimiento. Estos autores sostienen, que la trombina induce la
expresion y secrecién de factores de crecimiento, almacenados en forma activa en
la matriz extracelular, tal es el caso de PDGF y TGF-B. A éstos dltimos se les ha
atribufdo la estimulacién la proliferacién fibroblastica inducida por trombina en
fibroblastos, A fin de dilucidar si la trombina por si misma estimula la quimiotixis
de los fibroblastos o bien su accién es mediada por ejemplo por el PDGF, se
trabajé con el anticuerpo monoctonal anti-PDGF (Sigma, St Louis, MD, USA). Se
realizaron ensayos de quimiotixis con mezclas de la trombina a la dosis 6plima de
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estimulacion de quimiotixis y el anti-PDGT en una concentracion de 50 pg/mi que

fa bibliografia propone como éptima (Osornio-Vargas, 1995).

VII. DETERMINACION DEL EFECTO DEL PDGF SOBRE CELULAS
PREVIAMENTE ESTIMULADAS CON TROMBINA:

Por estudios hechos anleriormente (Herndndez, 1995) se postuld que la
lrombina podria tener un efecto modulatorio sobre los receptores especificos del
factor derivado de plaquetas (PDGF), por lo que se realizd un experimento mds,
donde los fibroblastos fueron estimulados durante 24 y 48 horas antes de la
quimiotdxis con trombina en concentracién de estimulacién quimiotictica éplima
(125 x 1011 M). Posteriormente las células fueron sometidas a quimiotixis
realizando una curva dosis-respuesta a PDGF y se evalu6 el efecto quimiotactico
inducido por éste factor de crecimiento después del tratamiento previo con

trombina.

VIIL. MODULACION DE PDGF POR TROMBINA:

Tomando en consideracién los resultados de la seccion VII, mismos que
sugirieron que la trombina modulaba al receptor de PDGF (ver seccion de
resultados), se confirmé6 indirectamente dicho efecto intentando bloquear la

quimiotéxis inducida por trombina con dosis de anti-PDGF mds bajas (25 y 50

ng/mil).
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IX, ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados se expresaron como promedios +/- desviaciones estindar y
las diferencias estadisticas entre los diferentes puntos se determinaron empleando
la prueba para datos paramétricos de t de Student, de dos colas, Un valor de p<

0.05 se considerd como significativo,
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ki Resultados

. CULTIVO CELULAR:

Antes de realizar cualquier experimento se optimizaron las condiciones a las
cuales se debian mantener a los fibroblastos anles del experimento. Debido a que
en el suero se encuentran muchos factores de crecimiento que pudiesen interferir
en los resultados, se determind que el tiempo ideal de cultivo, a la densidad
celular empleada, sin cambio de medio DMEM con SBF, cra de 5 dias ya que
durante este tiempo los fibroblastos consumirian la mayar parte de dicho suero,

evitando de esta forma resultados erréneos. ‘
II. QUIMIOTAXIS:

A) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE
GELATINA PARA CUBRIR MEMBRANAS DE QUIMIOTAXIS:

Para poder realizar las quimiotéxis, se determiné la concentracion ideal de
gelatina que cubriria las membranas. Se experimenté con dos diferentes
concentraciones: 0.07% y 0.14% .

Para medir la migracion celular en ambas membranas, se utilizé un control
positivo de migracién que fué suero humano normal al 20 %. Como se observa en
el cuadro 1 de la seccién de resultados, la concentracién optima de gelatina fué la
de 0.14%, ya que ademds de permitir una mayor migracién celular, fisicamente
presentaba una mejor apariencia, ya que al observarla al microscopio estaba
cubierta completamente, las células no se observaban barridas como se observaba

en la membrana cubierta con la menor concentracion.
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CUADRO 1

Optimizacién de la Concentracion de Gelatina

Concentracion

Nitmero de células que

Caracteristicas de la

de Gelatina migraron membrana
0.07 % 57 Membrana con alpunas
secciones no cubiertas, fas
células no se adhieren hien
0.14 % 69 Membrana complelamente

ctibierla, poros bien definidus,

B) ENSAYO DE CONFIRMACION DE QUIMIOTAXIS:

Con el fin de asegurar que los resultados oblenidos se debian a una

quimiotdxis y no a un movimiento al azar (quimiocinesis), se realizaron ensayos

donde se utilizé6 como control negativo, medio de quimiolidxis, dos controles

positivos: trombina y PDGF-BB.

La confirmacién de la quimiotixis se realizé colocando en ambos pozos

(inferior y superior) de la cimara de Boyden la misma dosis de los controles

positivos. Los resultados de este ensayo se muestran en le cuadro 2, donde puede

observarse que en este caso la migracion inducida por trombina (2 + 1 células/

10hpf) y PDGF (5 + 1 células/10hpf) no fué diferente a la observada en el control

negalivo, confirmando asf la quimiotdxis. En los controles positivos la migracion
fué de: 46 + 11 células/10 hpfy 23 + 4 células/10 hpf para trombina (1.25x 1 M) y
PDGF (32 ng/ml) repectivamente.




9] Resultados

CUADRO 2.

Insayo de quimiokixis.

Contol Negativo Control Positivo: Ensayo de quimiotixis:
U @) )
™ PDGF-BB Th PDGE-BB
(1.25x10-11 M) (32 ng/mi) (L25x10-11 M) (32 ng/ml)

5+ T cdlulas/ 10 hpf. |46 & T células/ WO hpl. |23 4 4 colutas/ 10 hpt. | 24 Tedtulas/ 10 hpf [ 5 + 1 células/ 0 hpf.

(1) Control negativo: Buffor de quiniotixis
(2) Control positivo en una sola cimara: trombina y PDGF
(3) Quimioatrayentes en ambas cémaras

I DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DEL FACTOR
DERIVADO DE PLAQUETAS:

Debido a que se sabe que el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas es
inductor de quimiataxis sobre muchos tipos de células, se experimento el efecto
que tenfa sobre los fibroblastos de pulmén humano adulte CCD 16 LU, Se
realizaron curvas-dosis respuesta de las tres formas estructurales del PDGF (AA,
AB, BB). Se trabaj6é con un amplio intervalo de concentraciones (8 ng/ml a 128
ng/ml en diluciones dobles).

La grifica 1 muestra el efecto inducido por cada una de las formas
ostructurales del PDGF. Como se puede apreciar la forma estructural BB indujo
un efecto quimiotdctico mayor que el inducido por [as demds formas estructurales
del PDGF. El efecto quimiotdctico maximo del PDGE-BB (36 + 3 células/10hpf) se
observé a una dosis de 32 ng/ml, dicha dosis se utilizé en los demds experimentos
como el control positivo de migracion celular, La forma estructural AB y AA del
PDGF indujeron un efecto quimioatrayente casi nulo, 10 + 1 células/hpf y 8 + 3

células/ hpf para PDGF-AB y -AA respectivamente. En este experimento, el control
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negativo (medio de quimiotixis solo) indujo solamente fa migracion de 4 + |

células/hpf.
GRAFICA 1.
Curva dosis-respuesta a PDGF
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V. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OFTIMA DE TROMBINA:

Para determinar el efecto quih\iol{:ctico de la trombina, se realizé una curva
dosis-respuesta, en donde, como se mencion6 anteriormente, se utilizé un amplio
intervalo de concentraciones de esta proteasa de serina (1x10%, 15x 10-#, 10x10-",
7.5x10M, 5x104, 3.75x1041, 2.5x10-M, 1.87x14, 1.25xM, 0.94x100, 0.63x10,
0.31x101, 0.15x10-4, 0.67x101* M)

En la grifica 2, se muestra que la trombina indujo un efeclo quimiotictico
sobre los fibroblastos CCD 16 LU. La méxima migracién estimulada por la
trombina (52 +7 células /10 h.p.f.), se observé a una dosis de 'l.25x'10~“' M. Cabe
mencionar que dicho experimento se realizé tres veces empleado cuadruplicados

de cada punto. Como control negativo se emplesé medio de quimiolixis que
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presentd una migracion de 7 + 2 células/ 10 hp.f. y como control positivo PDGE a
una dosis de 32 ng/ml que presentd un efecto quimiotdctico de 36 + 6 células/ 10
h.pf.

GRAFICA 2,

Curva dosis-respuesta a trombiua.
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V. DETERMINACION DE LA CONTRIBUCION ESPECIFICA DE. LA
TROMBINA-A LA QUIMIOTAXIS:

A fin de determinar la contribucién especifica de la trombina, al efecto
quimiotictico inducido sobre los fibroblastos de pulmén humano (CCD 16 LU), se
trabajé con dos inhibidores especificos de la trombina, la hirudina y la
antitrombina 1L Primeramente se establecio si cada uno de éstos tenia algiin efecto
estimulador sobre la quimiotdxis de los fibroblastos. Posteriormente, se establecio

la dosis 6ptima de inhibicion de cada uno de éstos, al efecto inductor de la
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quimiotixis por Ia trombina, en dosis de estimulacion optima, para asegurar que
el inhibidor bloqueara plenamente fa accion de esta proteasa,

A) EFECTO QUIMIOTACTICO INDUCIDO POR LA HIRUDINA Y LA
ANTITROMBINA:
Se trabajo con un amplio intervalo de concentraciones de Hirudina (37x10 7, 27x10
7, 18x10 7, 1Ax10 7, 9x10 7, 7x10 7, 4.6 x10 7, 3.5 x10 7, 2.3 x10 7, 1.7x10 7, LIx10 7,
0.84x107, 0.6x10 7, 0.4x10 7 M) y de Antitrombina 1L (12.0x10 ¥, 9.6x10 #, 6.0x10 -,
4.8x10%, 3.0x10 4, 2.4x10 4, 1.5x10 4, 1.2x10 8, 0.7x10 8, 0.6x10 +, 0.35x10 4, 0.3x10 4,

0.15x10 %, 0.075x10 * M). Los resultados obienidos se resumen en los siguientes

cuadros.
CUADRO 3.
Efecto quimiotdctico inducido por fa hirudina.
Concentracién de % de Migracién SEM

Hirudina ‘

37x107 M 16 % 2
27 x107 M 15 % 3
18 x107 M 16 % 1
14x107 M 13 % 2
9x107 M 13 % 3
7x107 M 15 % 2
4.6 x107 M 20 % 2
3.5x107 M 13% 2
23x107 M 13% 3
1.7x107 M _ 13 % 2
1.1x107 M 16 % 3
0.8x107 M 11 % 2
0.6x107 M 13 % 2
04 x107 M 15 % 2
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Como se observa en el cuadro 3, el inhibidor especifico para la trombina: la
hiruding, indujo un porcentaje de estimulacion de quimiotixis muy bajo, con
respecto al control positivo (PDGE a dosis de 32 ng/ml, 60 + 10 células/ 10 hp.f.),
en todas las dosis se observd menos de un 20 % de migracion, lo que equivale a

menos de 12+ 2 células. La migracion del control negativo fué de 5 + 2 células.

CUADRO4.

Efecto gquimiotictico inducido por la Antitrombina HI

Concentracion de | % de Migracion SEM
AT-II1
12x108 M 12% 1
9.6x108 M 14 % 0.8
6.0x10% M 12 % 0.5
48x108 M 6 % 0.8
3.0x10¢ M 10 % 0.3
24x108 M 10 % 1
1.5x104 M 12 % 0.4
1.2x108 M 12% 0.5
0.7x10-8 M 16% 0.4
0.6 x10% M 14 % 0.7
0.35x10-% M 10 % 0.9
03x10-8 M 10 % 0.4
015x108 M 10 % 0.4
0.075x108 M 12 % 1
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En el cuadro 4 podemos abservar que asi como la hirudina, la antitrombina
IiHtambién indujo, una estimulacion quimiotictica muy baja, en comparacion con
ta inducida por el control positivo PDGF (32 ng/ml, 48 + 3 células/hpf). El
namero maximo de células que migraron con la antitrombina Il fué de 8 + 0.4
células/hpf, equivalente a un 16 % de migracién. El control negativo (medio de
quimiotdxis) presentd una migracion de 4 + 1 células/hpf.

Listos resultados nos permitieron utilizar tibremente ambos inhibidores para
comprobar fa contribucion especifica de la trombina, ya que por si solos indujeron
un efecto quimiotdctico minimo, lo que aseguré que pudiesen existir interferencias

con los resultados siguientes,

B) DETERMINACION DE LA CONTRIBUCION [LSPECIFICA DE LA
TROMBINA A LA QUIMIOTAXIS:

Una vez que se comprobé que los inhibidores de la trombina indujeron una
estimulacién quimiotdctica muy baja, sobre los fibroblastos CCD 16 LU, se
prosiguié  a observar el efecto quimiotictico que se presentaba cuando se
estimulaban a los fibroblastos con una mezcla de trombina y sus inhibidores. Se
trabajé con un exceso de la concentracién de hirudina y AT-III capaz de inhibir
estequiométricamente la concentracion optima de trombina (1.25x10-1" M), en el
caso de la hirudina se utiliz6 la concentracion de 0.65x107 M y con la antitrombina

se utilizé una concentracion de 0,075x 10-8 M.
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GRATFICA 3

Efecto quimiotdctico de la trombina en presencia de hirudina.
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En la gréfica 3 se observa el efecto de migracion inducido porla trombina en
los fibroblastos CCD 16 LU a una dosis dg 1.25x10 -1* M, este fué de 70 + 1
células/hpf. Asf mismo se observé que la hirudina por sf sola no indujo efecto
significativo en la quimiotixis (2 + 1 células/hpf). Sin embargo al mezclar
hirudina junto con la trombina, se observa una inhibicion significativa del efecto
de la quimiotaxis inducida por la trombina hasta de un 85 % (p< 0.05).
En este experimento, el control positivo PDGF-BB (32 ng/ml) indujo una
migracion celular de 33 + 4 células/hpf, mientras que en el control negativo

(medio de quimiotéxis solo) se observaron solamente 3 + 1 células/hpf.
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GRAFICA 4.

Efecto quimiotdctico de la trombina en presencia de AT-111
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En la grifica 4 se observa el efecto de migracién inducido por la trombina en
los fibroblastos CCD 16 LU, A una dosis de 1.25x10 -1t M, este fué de 58 + 6
células/hpf. Asf mismo se observé que la AT-III pbr si sola no indujo efecto
significativo en la quimlotaxis (5 + 1 células/hpf). Sin embargo al mezclar AT-111
junto con fa trombina, se observa una inhibicion significativa del efecto de la
quimiotdxis inducida por la trombina hasta de un 82 % (p< 0.05).
En este experimento, el control positivo PDGF-BB (32 ng/ml) indujo una
migracion celular de 37 + 4 células/hpf, mientras que en el control negativo

(medio de quimiotéxis solo) se observaron solamente 3 + 1 células/hpf,

V1. DETERMINACION DEL MECANISMO DE QUIMIOTAXIS INDUCIDO
POR LA TROMBINA:

Una vez determinado que la trombina inducia un efecto quimiotictico en
los fibroblastos de pulmén humano adulto CCD 16 LU, se intenté ditucidar si el

mecanismo de migracion inducido por esta proteasa de serina estaba o no
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mediado por la accion del PDGE. Se trabajo con trombina en su dosis optima
(E25x10 1 M), misma que se incubd en presencia del anticuerpo neutralizante de

actividad biolagica del PDGI anti-PDGFE,

GRAFICA'5,

Efecto de la trombina en presencia de anti-PDGF
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La gréfica 5 nos muestra que la quimiotaxis inducida por la trombina (59 +
7 células/hpf) fué inhibida significativamente hasta un 32.5 % por el anti-PDGF
(p< 0.05). Los controles internos del experimento corroboraron la validez del
mismo.

El anticuerpo anti-PDGF por si sélo indujo una migracién celular baja (15
1.2 células/hpf) ademds se observé una inhibicion del 80% sobre la quimiotixis
inducida por el PDGF (40 + 3 vélulas/hpf), siendo esta muy significativa (p< 0.05),

En el control negativo solamente se observaron 4 + 1 células/hpf.
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VI DETERMINACION DEL EFECTO DEL PDGF SOBRE CELULAS
PREVIAMENTE ESTIMULADAS CON TROMBINA:

Después de observar los resultados obtenidos en los experimentos
anteriores, se postul6 que la trombina podria tener un efecto modulatorio sobre los
receptores especificos del PDGF. Entonces las células se estimularon con trombina

durante 24 y 48 horas previamente a la realizacion de curvas dosis-respuestas a

PDGF-BB (2-128 ng/ml).

GRATICA 6.

Curva dosis-resi)uesta a PDGF
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En la grifica 6 podemos observar el efecto quimiotdctico inducido por las
curvas dosis-respuesta a PDGF-BB después de la estimulacion previa de 24 y 48
horas con trombina (dosis 6ptima, 1.25x101! M). Se aprecia que la mayor
migracion celular, inducida por PDGF (35 + 3 células/hpt y 32 + 1 células/hpf a
las 24 y 48 horas respectivamente), en las células estimuladas previamente con

trombina, se presenté a una dosis menor (16 ng/ml) que la observada
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anteriormenle en el caso de células no pre-estimuladas con trombina (32 ng/ml).
No se observa diferencia significativa entre ambos tiempos de pre-estimulaciion
(24 y 48 horas) con trombina.

En este experimento, el control positive trombina (1.25x10" M) indujo una
migracion celular de 35 + 6 células/hpf, mientras que en el control negativo

(medio de quimioldxis solo) se observaron solamente 3 + | células/ hpf.

VL. MODULACION DE PDGF POR TROMBINA:

Después de observar los resultados oblenidos en la seccion anterior que
sugieren que la trombina podria modular negativamente al receptor del PDGF, se
realizé este experimento donde se uliliz6 el anticuerpo anti-PDGF a dosis mucho

mds bajas (25 y 50 ng/ml), para intentar inhibir el efecto quimiotictico inducido

por la trombina,

GRAFICA 7.

Efecto de la trombina en presencia del anticuerpo anti-PDGE
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En la Grifica 7 podemos observar que la trombina indujo un efecto
quimiotdctico de 67 + 6 células / hpf, dicho efecto se via inhibido enun 31y 28 %,
con el anticuerpo anti-PDGF a dosis de 50 y 25 ng/ml, respectivamente. Dicha
inhibicion es significativa (p< 0.05), atn en estas concentraciones mucho mis bajas
que las anteriormente empleadas, lo que sugiere que el efeclo de la trombina

podria estar modulado via el PDGF.
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DISCUSION:

Con el desarrollo del presente trabajo se determiné que la a-trombina
estimula la quimiotéxis de fibroblastos de pulmén humano adulto (CCD 16 Lu).
Este hecho es relevante ya que recientemente se ha determinado el papel de Ia
trombina en enfermedades como la fibrosis pulmonar (Herndndez, 1995) y solo se
habia reportado a esta proteasa de serina, como moduladora de dizha actividad
sobre fibroblastos de piel de rata y de piel de humano fetal (Dawes, 1993), pero no
sobre fibroblastos de pulmén humano adulto.

Debido a que en la literatura se ha reportado al PDGF como el factor de
crecimiento responsable de la proliferacién celular inducida por la trombina
(Ohba, 19%), vy ademids trabajos previos han demostrado que el PDGF es
quimioatrayente para fibroblastos de pulmén de rata (Osornio, 1990, 1995) y
fibroblastos de piel (Soma, 1994), otro de los objetivo de esta tesis fue difucidar si
el mecanismo de acci6n de la trombina para estimular la quimioldxis fibrobldstica,
estaba mediado o no por el PDGFE. Con el desarrollo de éste trabajo se comprobd
que el PDGF si interfiere en la quimiotixis inducida por trombina en los

fibroblastos CCD 16 Lu, al menos en forma parcial.

A continuacién analizaré algunos resultados y puntos relevantes para el

desarrollo e interpretacién de este trabajo.

I. ESTANDARIZACION DE LLAS CONDICIONES OPTIMAS DE CULTIVO:
Los fibroblastos de pulmén humano adulto normal (CCD 16 Lu) empleados
para el desarrollo del presente trabajo, deben ser crecidos en DMEM-F12 al 10 %
de SBF, a 37° C 'y en una atmésfera al 5 % de CO». Debido a que esta linea celular
es incapaz de crecer sin suero, pero la presencia de éste en los experﬁnentos podria
ocasionar interferencias, antes de cada cuantificacion de quimiotixis los
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fibroblastos se mantuvieron sin cambio de medio durante cinco dias hasta
confluencia total, ademis de un cambia de medio DMEM-FI2 sin suero justo una
hora antes de cada experimento, para eliminar cualquier posibilidad de

interferencia con los residuos de suero del medio suplementado

11. CUANTIFICACION DF LA QUIMIOTAXIS FIBROBLASTICA:

Una de las mayores ventajas que ofrecen los experimentos realizados en
cultivos celulares, como los empleados en el desarrollo de fa presente tesis, es que
brindan- informacion sobre el comportamiento de poblaciones puras y ademis
permiten la caracterizacion de mediadores que modulan diversas actividades
biologicas (Herndindez, 1995). En este caso espécifico la modulacion fibrobldstica a
nivel de la quimiotaxis por la a-trombina.

El método para la cuantificacion de la migracion celular estimulada por la
trombina utilizado en el desarrollo de este trabajo, esli basado en el uso de
cdmaras de Boyden modificadas de 48 p6205 (Postlethwaite, 1976, Falk, 1980), y
membranas de policarbonato con poros de 8 pm, cubiertas con gelatina. La
gelatina que cubre las membranas proporeciona cargas y ademéas un medio de
traccién para los fibroblastos. Uno de los primeros experimentos que realicé fue la
determinacion de la concentracion adecuada de dicha gelatina, Aunque se han
reportado concentraciones de gelatina de 0.07 % (dsornio, 1990) y de 0.05%
(Postlethwaite, 1976), se concluy6 que la concentracién 6ptima, en este caso era de.
0.14% ya que la membrana presentaba mejor cubierta y apariencia microscopica,
ademés de una mejor migracion a un control positivo,

Cabe destacar que un punto importante en la cuantificacion de la
quimiotéxis, es eliminar la posibilidad de que dicha migracién sea sélo una
migracion al azar (quimiocinésis), ocasionada por un gradiente de concentraciones
y no una migracion dirigida y estimulada por un factor de crecimiento
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{quimiotaxis) (Preston, 1990). Por lo que se realizé un ensayo de confirmacion de
la quimiotixis (Osornio, 1990, Postlethwaile, 1976). Los resultados nos permitieron
asegurar que los dalos obtenidos en log experimentos realizados en esta tesis eran

de una quimiotixis verdadera y no de una quimiocinésis,

[lI. QUIMIOTAXIS INDUCIDA POR LA TROMBINA EN LOS
FIBROBLASTOS DF PULMON HUMANO ADULTO:

Existe evidencia experimental que sugiere que la trombina puede
interactuar con las células via mecanismos diferentes a su receptor, Esta incluye la
identificacién de un dominio quimiotictico (Arg-Gly-Asp), presente en fa
molécula de trombina (Bar-Shavit, 1992). Es importante mencionar que la
interaccién celular con esta region de la trombina, no requiere de la actividad
enzimética de la molécula y estd mediada, aparentemente, por sitios de union
diferentes al receplor. Cabe destacar el hecho de que el dominio Arg-Gly-Asp, esté
“escondido” en la estructura cristalina de la trombina, y se activa hasta que la
trombina sufre una modificacion estérica inducida por la plasmina. durante los
eventos de la cascada de la coagulacion (Rabiet, 1994).

Los resultados obtenidos con el desarrollo de la presen.te tesis, muestran
que la trombina es un factor quimiotictico para fos fibroblastos de. pulmén
humano adulto normal (CCD 16 Lu), utilizados para este trabajo. La concentracion
a la cual la trombina presenté un efecto sobre los fibroblastos fué de 1.25x10-" M, '
ya que en esta dosis existi6 una mayor migracién celular (ver grﬂﬁcra 2). Cabe
mencionar que dentro del sistema de migracién in vitro, con el que se trabaj6 en

“esta fesis, seguramente existen moduladores positivos y negativos de la
quimiotixis, por lo que los efectos de la quimiotixis. que se evaluaron, son
entonces el resultado del balance neto del efecto de estos moduladores sobre la
migracién celular de los fibroblastos.
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Con esta parte del trabajo se logré cumplir uno de los objetivos de la tesis,
que era conocer el efecto de la trombina en Jos fibroblastos de pulmén humano
adulto y de esta forma correlacionar la respuesta observada en otros fibroblastos

como son los fibroblastos de piel de rata y humano fetal (Dawes, 1993).

IV. MECANISMOS DE QUIMIOTAXIS INDUCIDOS POR TROMBINA:

Existe evidencia experimental que sugiere, que la modulacion fibroblastica
inducida por los diferentes factores de crecimiento, es resultado de la interaccion
entre ellos. Por ejemplo, se sabe que 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 B (Taipale, 1992), bFGF (Benezra, 1993), la
endotelina-1 (Shani, 1989). Por otro lado, se sabe que el TGF §} induce la secrecién
del PDGF (Leof, 1986) y que éste diltimo a su vez puede, mediante el dimero BB
inducir la expresion del TGT 3.

Todas estas complejas relaciones, en las que estd involucrada la trombina,
factor de crecimiento estudiado en este trabajo, son una muestra de que la
interaccion entre diferentes citocinas, debe ser la base de la mmodulacion
fibrobldstica y que es mucho ings compleja de lo que se piensa (Baltegan, 1990).
Debe considerarse ademds, que existe un gran nitmero de citocinas de las cuales se
conoce poco y que no estn bien caraclerizadas todavia. Sin embargo,
primeramente debemos entender la actividad moduladora inducida por los
factores d crecimiento puros, para que posteriormente podamos integrar el
conocimiento de las complejas interacciones que se establecen entre éstos y
determinar su efecto en la modulacién de los diferentes tipos de actividad
biolégica (Herndndez, 1995).

En esta parte del presente trabajo, se trato de dilucidar la modulacién
fibroblastica a nivel de quimiotdxis realizada por la trombina en los fibroblastos de
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pulmén humano adulto (CCD 16 Lu). Al respecto en la literalura se ha reportado
(Ohba, 199), que la trombina induce la expresion, la sintesis y la liberacion de
diversos factores de crecimiento, principalmente el PDGF. Como ya se menciond
en la seccion de antecedentes, éste ha sido caracterizado como un potente
quimioatrayente para fibroblastos (Osornio, 1990, Seppa, 1994) y del que ademis
se sabe que cada forma estructural produce diferente efecto sobre la misma linea
celular (Osornio, 1995). Para determinar la modulacion inducida por este factor de
crecimiento sobre la proliferacion  fibroblastica, en esta linea celular de
fibroblastos, se realizé una curva dosis respuesta para las diferentes formas
estructurales del PDGF (AA, BB, AB, ver grifica 1), observindose que la
estimulacion maxima (36 + 3 células/10hpf) de la quimiotaxis fué inducida por la
forma estructural BB a una concentracién de 32 ng/ml.

Para cuantificar la contribucién especifica de la trombina y el PDGF a la
migracién fibrobldstica, se emplearon inhibidores especfficos para cada faclor de
crecimiento: para la trombina (hirudina y AT-1II) y el anticuerpo neutralizante de
la actividad biolégica anti-PDGF para el PDGF.

Al observar el efecto que presentaron los inhibidores sobre la actividad de
la trombina (ver graficas 3 y 4) postulé, en primera instancia, que dicha actividad
se debfa tan sélo a la trombina, sin embargo, cuando el efecto de dicha proteasa de
serina también se vi6 disminuido por el anticuerpo anti-PDGF (ver gréfica 5)
conclui que dicha actividad esta mediada no sélo por la trombina sino también por
el PDGF, al menos en forma parcial.

Ademiés de concluir que la actividad quimiotictica de la trombina sobre
fibroblastos de pulinén humano adulto estaba mediada por olro factor més, el
PDGF, encontré que la  forma de actuar de esta. proteasa de seriny, es
probablemente modulando los receptores de dicho factor de crecimiento (ver
grafica 6). Ya que al ser estimuladas las células previamente con trombina a
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tiempos de 24 y 48 horas, respondian al PDGF a una dosis menor (16 ng/ml), es
posible que la estimulacion previa con trombina disminuya el nimero de
receptores para PDGF en los fibroblastos, lo que explicarfa que se requiera una
menor concentracion de PDGF para poder inducir la migracion celular. Es
importante mencionar que adn a dosis muy bajas del anticuerpo neutralizante
anli-PDGF la actividad quimioatrayente de la trombina se vié significativamente
disminuida (ver gréfica 7) lo que sugiere importantemente que dicha actividad

pudiera estar mediada por el factor de crecimiento PDGF.
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CONCLUSIONES:

o Se determiné que la concentracién de 0.14 % de gelatina es mejor que la de

0.07% para cubrir las membranas para quimiotixis.

« El Factor Derivado de Plaquetas en su forma estructural BB (PDGF-BB) indujo
in vitro una estimulacién de la actividad quimioldctica de los fibroblastos CCD-

16 Lu, en forma dosis- dependiente, La ddsis 6plima de estimulacion fué de 32

ng/ml

¢+ La o- Trombina indujo in vilro una estimulacion de la actividad quimiotictica
de los fibroblastos CCD-16 Ly, en forma dosis- dependiente. La dosis 6ptima de

estimulacion fué de 1.25: 10-1 M.

« Medlante el uso de inhibidores especificos de actividad biolégica de la trombina
(hirudina, AT-III), se delerminé que la estimulaciéon en la quimiotdxis

fibroblastica, es atribuible a la accién de esta proteasa de serina.

« Mediante el uso de un inhibidor especifico de la actividad biol6gica del PDGF

(ant-PDGF), se determin6 que la estimulacién en I quiﬁ\iotéxis de los
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fibroblastos inducida por la trombina es mediada al menos en forma parcial,

por el PDGF.

o Los resultados obtenidos sugieren que la trombina podria inducir un efecto

modulatorio sobre los receptores det PDGF.

o Los resultados de actividad quimiotactica inducida por trombina y PDGF, son
resultado de una quimioatraccién real, y no de un movimiento al azar

(quimiocinésis).
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PERSPECTIVAS FUTURAS:

El tipo de respuesta biologica evaluado en la presente tesis (Quimiotdxis),
podria ser mediada via la actividact del receplor de trombina, el cual se sabe tienen
siete dominios transmembranales y estd acoplado al sistema de proteinas G (Vu,
1991). Las senales de transduccion inducidas por éste, se propagan hacia el nticleo
y otros compartimentos por dos vias, la adenilato ciclasa y el fosfaticil inositol-
fosfolipasa C, éste dltimo genera dos segundos mensajer-s el inositol-1,4,5-
trifosfato y el diacil glicerol (Coughlin, 1994). Se sabe que estas seiiales de
transduccion inducidas por la trombina activan sistemas de protein cinasa de
tirosina (ligadas a receptores de factores de crecimiento como el PDGF) (Rabiet,
1994). '

Aunque se conoce, lo antes mencionado sobre el receptor de trombina,
todavia permanecen sin contestar preguntas tales como: ; Cudl es el papel de la
trombina en la activacion del receplor, una vez que la ruptura proteolitica ha
sucedido? ; Cuil es el nimero de receptores que pueden ser activados por una
sola molécula de trombina? Mismas que seria interesante considerar para
invesh'gaciones posteriores.

Sobre el mecanismo de quimiotixis inducido por la trombina, seria
importante conocer:

{Si la trombina es capaz de regular la sintesis del PDGF en el tiempo o
solamente es capaz de liberarlo al medio? ;Cémo es que la trombina estd
regulando el nimero de receptores para PDGF en la superficie celular? ;Cémo |

interacttia con otros factores de crecimiento?.
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