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b.esumen 

La ct-trombina es una proteasa de serbia que ademas de participar en la 

cascada de coagulación convirtiendo al fibrinogeno en fibrina, modula la 

proliferación, quimiotáxis y el metabolismo de la colágena de fibroblastos de piel de 

rata y de humano fetal. Se ha postulado que la proliferación fibroblástica inducida por 

la trombina, puede atribuirse a la liberación de otros factores como el PDGE. Con 

estos antecedentes y debido a que no se conoce el efecto de la trombina sobre la 

quimiotáxis de los fibroblastos del pulmón humano adulto, el objetivo de este trabajo 

fué demostrar este efecto en dichos fibroblastos (CCD16 Lu), así como determinar la 

participación del PDGE como posible mediador de ésta. I,a quimiotáxis se realizó 

utilizando microcámaras modificadas de Haden de 48 pozos. Como control positivo 

se utilizó PDGE-BIS en una dosis de 32ng/ ml, como control negativo se empleó buffer 

de quimiotáxis solo. Para determinar la actividad específica de la trombina, se 

utilizaron dos inhibidores de dicha proteasa: hirudina (6.5x10" NI) y Antitrombina 111 

(0.075x10 8  M), así como el anticuerpo neutralizante de PDGE anti-PDGP (50 µg/ml). 

El efecto inducido por la trombina se determinó en un amplio intervalo de 

concentraciones (1011  a 10-9  M). En todos los casos se confirmó que los resultados 

obtenidos fueran quimiotáxis y no quimiocinésis. Los resultados se expresaron como 

promedio de 12 réplicas/punto + desviación estándar. En el caso de la curva dosis-

respuesta a trombina, la máxima migración observada, fué de 52.7+7 células/10hpf. 

Dicha migración disminuyó significativamente (p<0.05), hasta en un 85 y un 82% en 

presencia de hirudina y AT-Ill, respectivamente. El anti-PDGE indujo una inhibición 

del 32%. Buscando una posible modulación entre la trombina y • el PDC'', los 

fibroblastos que se someterían a quimiotáxis por PDGE, fueron estimulados 

previamente con trombina a 24 y 48 horas; observándose una disminución (le la dosis 

óptima de PDGF requerida para inducir migración celular (16 ng/ml, 38 4. 3 

células/10hpf). Estos resultados sugieren que la trombina estimula la quimiotáxis de 

6 



Resumen 

fíbroblastos de pulmón humano adulto. Esta actividad está mediadil por PDGF, al 

menos en forma parcial. Debido a dicha proteasa induce directa o indirectamente la 

replicación y la quimiothis de los fibroblastos de pulmón humano adulto, podría 

postularse que la trombina pudiese contribuir en la patogénesis de la fibrosis 

pulmonar. 

7 
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Introducción 

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. Este tipo 

de células es importante en los procesos normales de reparación como la 

cicatrización y también es probable que participen en procesos patológicos como la 

fibrosis pulmonar. La importancia de los fibroblastos en los procesos fibróticos 

pulmonares, se ha atribuído a que una de sus funciones principales es la 

producción de algunos componentes de matriz extracelular (Avery, 1966). 

Se sabe que existen muchas citocinas o mediadores de la respuesta biológica 

de los fibroblastos, 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), etc., que estimulan 

la quimiotáxis y proliferación de éstos. Así como el Factor de Crecimiento 

Transformante (TGF- 0), que estimula la producción de colágenas (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 modulación en la respuesta biológica de los fibroblastos. Ya que los 

fibroblastos, constituyen el 40 % de la población celular del pulmón, y a que en 

pulmones de pacientes fibróticos, se ha reportado altas concentraciones de algunas 

citocinas y alteraciones en las funciones como la producción de colágenas, 

proliferación y quimiotáxis (Richards, 1991); el fibroblasto y su modulación 

inducida por factores de crecimiento son de suma importancia en el 

establecimiento de los mecanismos tempranos de la patogénesis de la fibrosis 

pulmonar. 

9 



Introducción 

En cuanto a la u-trombina, motivo de estudio en la presente tesis, se debe 

destacar que además de su participación en id cascada de coagulación, 

convirtiendo al fibrinógeno en fibrina (Fenton, 1993), puede actuar como un 

potente agente mitogénico 	quinnotactico para fibroblastos (llar-Shavit, 1992, 

Hernández, 1995). Así mismo, se ha demostrado que esta proteasa de serina está 

presente en alta concentración en lavados broncoalveolares de pacientes adultos 

con fibrosis pulmonar (Hernández, 1995) y que es capaz de estimular la 

proliferación y el metabolismo de la colágena en fibroblastos fetales de pulmón 

humano (Hernández, 1995). 

Estos antecedentes destacan la importancia que pudiera tener la u-trombina 

en el establecimiento de patologías pulmonares como la fibrosis pulmonar. Debido 

a que la fibrosis es un estadio final de una serie de desórdenes, que tienen en 

común la acumulación de colágena (McAnulty,1991), se ha postulado que los 

factores de crecimiento secretados por células pulmonares (fibroblastos, células 

epiteliales y endoteliales) o bien por células que circulan en el pulmón 

(macrófagos, neutrófilos, linfocitos) son los responsables de atraer a los 

fibroblastos a los sitios de lesión, estimulando su proliferación y así mismo la 

excesiva producción de colágena (Roberts,1993). 

Sin embargo, a la fecha no se ha demostrado el efecto inducido por la u-

trombina en fibroblastos de pulmón humano a nivel de quimioláxis, por lo que el 

presente trabajo tiene como objetivo determinar la actividad que tiene la u-

trombina como moduladora de Quimiotáxis sobre los fibroblastos de pulmón 

humano adulto. Como se mencionó anteriormente, la determinación de esta 

función biológica es de suma importancia, ya que se ha reportado como esencial 

en el establecimiento de una fibrosis pulmonar (McAnulty, 1991). En relación al 

efecto inducido por la u-trombina en fibroblastos de piel o de pulmón fetal, 

algunos autores sostienen, que la estimulación de la proliferación.  fibroblástica 
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Introducción 

inducida por esta proteasa de serena, puede atribuirse a la liberación de otros 

factores de crecimiento (llenezra, 1982, 1983, Ohba, 1994) como el PDGF (Shankar, 

1994), el TG113 (Taipale, 1992), dila (13enezra, 1990), etc. 

Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se consideró como 

objetivo secundario la determinación de la participación del PDGF cuino mediador 

de la quin► ioláxis inducida por la a-trombina en los fibroblastos de pulmón 

humano adulto. 

A fin de facilitar la interpretación de la presente tesis, se incluyó una 

sección de antecedentes, en la que en forma general se revisan conceptos básicos, 

esenciales para el entendimiento de los resultados obtenidos en la misma. A 

continuación se presenta una sección de materiales y métodos donde se describe, 

las técnicas utilizadas en el desarrollo del trabajo. Posteriormente se presentan los 

resultados, la discusión de los mismos, así como las conclusiones. 

Los resultados experimentales obtenidos con la realización de ésta tesis, 

permitieron cumplir los objetivos planteados y corroborar las hipótesis propuestas. 

Estos demostraron que in nitro la a-trombina induce quin►iotáxis en fibroblastos de 

pulmón Irun►ano adulto. Dicha quin► totáxis se presentó en forma dosis 

dependiente y pudo atribuirse parcialmente a la acción de un segundo factor de 

crecimiento, el PDGF. 

11 
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Antecedentes 

I. FIBROMASTOS 

1.1. PROPIEDADES 

Los fibroblastos son células de origen mesenquimatoso, es decir, células derivadas 

del mesodermo embrional. Estos se encuentran ampliamente distribuidos en el tejido 

conjuntivo fibroso. Tienen una forma alargada y poseen un núcleo elíptico (Avery, 

1966). La característica principal de su citoplasma es la presencia de numerosas 

mitocondrias y un abundante retículo endoplásmico. Los fibroblastos al ser 

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

1.2. ACTIVIDAD 13 101,0G ICA: 

Se sabe que los fibroblastos participan en procesos normales de reparación como 

la cicatrización y que debido a su actividad biológica, están involucrados en algunos 

procesos patológicos como la fibrosis pulmonar (Laurent, 1981). Estos además de 

reproducirse, son capaces de sufrir quimiotáxis y producir algunos componentes de la 

matriz extracelular (McAnulty, 1995). A continuación describiré brevemente las 

características principales de cada una de las funciones biológicas, ejercidas por los 

fibroblastos, para luego profundizar en la actividad quimiotáctica, motivo de estudio 

en el presente trabajo. 

Entre las actividades más importantes de los fibroblastos se encuentra su 

capacidad de migración in vivo o in vitro hacia ciertos factores, misma que ha sido 

llamada quimiotáxis (Kang, 1978, Faller, 1994). Un gran número de agentes 

quimiotácticos para fibroblastos han sido caracterizados, algunos de estos son: el Factor 

Quimiotáctico para Fibroblastos Derivado de Linfocitos (LDCFF) (Postlethwaite, 1976), 

los tripéptidos y dipéptidos de las colágenas tipo I, 11, y 111 (Postlethwaite, 1978),. y los 

fragmentos de la fracción 5 del complemento (C5a) (PoStlethwaite,1984). 

Así como los fibroblastos son estimulados quimiotácticamente, existen algunos 

factores que los estimulan mitogénicamente. La proliferación celular desempeña un 

13 



Antecedentes 

papel Muy importante en el desarrollo del tejido normal, la reparación  d,, tejido 

dañado y el desarrollo de diferentes padecimientos, L1 11110111110niiiS, la bronquitis 

crónica, la fibrosis y el cáncer (Kati ffman, 1980). Los fibroblastos intervienen en dichos 

procesos de reparación y cicatrización, debido al tipo de actividad biológica quo 

desempeñan. Estos sintetizan numerosas proteínas que integran a la matriz 

extracelular: fibras de colágena, reticulares y elásticas, así como glucosaminoglucanos y 

glucoproteínas, las cuales proporcionan sostén y fuerza tensil a los tejidos (Prockop, 

1995). 

1.3. QUIK110171X1S: 

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 quimiotáxis. En la primera de éstas, la 

migración de las células depende del gradiente de concentración (le diversas sustancias 

químicas difusibles. En cambio la quimiotáxis, implica movilidad celular hacia una 

sustancia química específica, en forma independiente del gradiente de concentración. 

(Preston, 1990). 

La movilidad celular de los fibroblastos, específicamente, se realiza mediante una 

extensión delantera llamada hunda, misma que se pone en contacto con la sustancia 

quimioatrayente y da origen a su morfología alargada. Esta extensión del fibroblasto 

carece de organelos, sin embargo, consta de un borde denominado lamilopodio, que 

está sujeto por fuerzas de adhesión locales. El borde está 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 el 

fibroblasto migre. El movimiento del fibroblasto es lento, se calcula que 

aproximadamente se mueve 0.004-0.02 nunis (ver figura 1) . 



Antecedentes 

1.1mi lop io 

uktm 

FIGURA 1. DIAGRAMA DE LA MORFOLOGIA DE UN FIBROI3LA510. 

El lamilopodio que está formado por un conjunto de microfibrillas de actina, es lo 

que da a los fibroblastos una refracción que permite visualizarlos fácilmente al 

microscopio. En cuanto a la extensión que da movimiento a los fibroblastos, existen dos 

hipótesis que intentan explicar su formación. La primera propone un flujo lipídico 

direccional, que conduce a la extensión. La segunda involucra la activación de la vía del 

inositol fosfato que genera fuerzas osmóticas locales, siendo éstas últimas las que 

propician finalmente la formación de las fuerzas hidrostáticas, que promueve la 

polimeración de la actina. Cabe destacar que la formación de redes de actina, es la que 

da forma y estabiliza la forma cilíndrica del fibroblasto y sus extensiones (Presión, 

1990). 

1.4. PROLIFERACION CELULAR: 

La célula como unidad viva fundamental, tiene la capacidad de reproducirse, al 

tiempo que transcurre para que se lleve a cabo dicha reproducción se le conoce como 

ciclo celular. El ciclo celular comprende muchos eventos que involucran tanto al núcleo 

como al citoplasma y consisten en una serie de eventos de biosíntesis que poseen una 

secuencia ordenada y específica (Avers, 1981, Berkalof, 1986). 
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La proliferación de los tibroblastos involucra una serie de eventos genicos y 

bioquímicos que para su estudio se han dividido en cuatro tases corno se muestra en la 

figura 2 (Koshland, 1994). 

FIGURA 2. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL CICLO CELULAR. 

La fase G I del ciclo celular es un periodo previo a la síntesis del DNA, durante 

esta etapa aumenta la síntesis de proteínas nucleares y citoplasinaticas. En la fase 5 se 

sintetiza el DNA, posteriormente durante la fase G2 se incrementa la síntesis de 

proteínas nucleares. La fase M es la etapa mitótica, es decir, donde la célula se divide 

(O'Connel, 1994). Existe una quinta etapa en el ciclo celular, esta es la fase Go, donde la 

célula se encuentra en un estado de reposo, antes de iniciar nuevamente el ciclo celular 

con la fase Gt. Para que la célula pase de la fase Go a la fase Gt, requiere ser estimulada 

por una señal bioquímica, ésta puede ser proporcionada por diferentes factores, como 

podrían ser diversos factores de crecimiento. Cabe mencionar que dichos factores, 

pardójicamente, también pueden inhibir la proliferación celular por mecanismos de 

retroalimentación (Murray, 1994). 
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1.5.COLAGENAS: 

Como se 111011d011(5 anteriormente las colágenas son un grupo de proteínas 

relacionadas que forman la matriz extracelular. listas proteínas, 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, la 

laminilla y el nidogen. A la fecha se conocen 19 diferentes tipos de colágenas y se han 

descrito, al menos 30 genes involucrados en su codificación (Van der Rest, 1991, Shaw, 

1991, Miller, 1992, Kivirikko, .1993, Prockop, 1995). 

Debido a la importancia que tiene la síntesis de la colágena como una de las 

actividades biológicas de los fibroblastos, en el siguiente cuadro, se muestran los 

principales tipos de colágenas, así como su distribución en los diferentes tejidos. Cabe 

mencionar que estas proteínas de la matriz extracelular se han agrupado de acuerdo a 

sus características fisicoquímicas como el tamaño de sus cadenas lX y el número de 

regiones triple helicoidales que poseen, en fibrilares, no fibrilares y colágenas 

(colágenas fibrilares asociadas con triples hélices interrumpidos) (Prockop, 1995). 

CUADRO 1. TIPOS DE COLAGENAS 

COLAGENAS TIPO DISTRIBUCIÓN EN EL TEJIDO 
F 

I 
B 
R 
I 

L 
A 
R 

E 
S 

1 Hueso, tendón, piel, tejido 
vascular, disco intervertebral 

11 Cartílago, ojo, disco intervertebral 

111 Tejido vascular 

V 
Pulmón, piel, ojo, hueso, 
placenta, membranas fetales 

XI Cartílago articular 
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11? 
I 
B 
R 

N 	1 
O 	1_, 

A 
R 
E 
S 

1V IVIentbrana basal, glonterular 
y membrana basal del cristalino 

VI Vasos, piel y disco intervertebral 

VII Uniones dermoepidermicas 

VIII Membrana del endotelio de la córnea 

X Placa de crecimiento epifiseal 

F 
A 
C 
I 

T ' 

IX Cartílago hialino y humor 
vítreo 

XII 

— 
Tendón y piel de embrión, 
ligamento peridental 

XIV Tendón y piel fetal 

1.6. MEDIADORES DE ACTIVIDAD EIHROISLASTICA 

En la presente sección se revisarán brevemente las propiedades de los mediadores 

de la actividad fibroblástica, también llamados factores de crecimiento. Muchos de los 

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

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

evaluará el efecto biológico inducido por la trombina y el PDGF a nivel de su efecto en 

la quimiotaxis de fibroblastos, se hará especial énfasis en los antecedentes, hasta ahora 

conocidos, de estos dos factores, mismos que serán revisados en las siguientes 

secciones. 

Un gran número de mediadores de actividad fibroblástica han sido caracterizados 

(Kelley, 1990), la mayoria de estos, son de origen polipeptídico y afectan la producción 

de la colágena, estimulando directamente su producción o bien induciendo la 

quintiothis y la proliferación de los fibroblastos (Laurent, 1990) (Cuadro 2). 
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Los mediadores polipeptidicos tales como el factor de crecimiento semejante a la 

insulina (1GE-1), los interferones u, 0, y y, la interleucinaba y 11 (11, 1-u y 11), la insulina, 

el factor de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), las prostaglandinas E1  y E2, el 

ácido retinoico, el factor de crecimiento epidérmico (EG17), el factor transformante u y j1 

(TGFu y 11), el factor de crecimiento básico para fibroblastos (b-EGF), la endotelina-1 

(ET-1), los corticoesteroides, la fibronectina, etc., son producidos por diferentes tipos de 

células, tales como los inacrófagos, los monocitos, los linfocitos, las células epiteliales y 

endoteliales y los mismos fibroblastos (NicAnulty, 1995). Estos pueden funcionar como 

mitógenos solubles, esenciales en los procesos normales de cicatrización y como ya se 

mencionó anteriormente, participan en ciertas patologías como la fibrosis pulmonar 

(Kovacs, 1994). 
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CUADRO 2. NIEDIADORES DE LA ACTIVID,AI) RIOIOGICA DE LOS 

IOS 

V 

MEDIADOR 
.1 

EFECTO BIOLOGICO REFERENCIA 

IGF- I 
4% Síntesis de cotagena 
4% Proliferación 

Goldstein, 1989 
Phillips, 1987, Haserga, 1991 

Interferón u 
Nir Síntesis de colagena  

4, Proliferación 

Jiménez, 1984 
Duncan, 1987 

Interferón 0 y I'roliferación Tontinaga, 1985 

Interferón y 
* Síttlesis de uttlagena 

*Proliferación 
Jiménez, 1984 

llunninglialst•, 198n 

II, 1-ux y ri 
+ Síntesis de colagena 
4. Proliferación 

* Producción de coLlgena 

Kaltari, 1907, Ireltney, 1991 

Postletliwaite, 1983 

Single, 1988 

Insulina 
+ Síntesis de colagerta 

T Producción de colágenas 
Ilativiel, 1991 

PDGF 
41 Quimiouxis 
4% Proliferación 

s„1,1,,,,, 1982 

Oliver, 1989 

Prostaglandina E, 4' Síntesis di. colagisia 

* Degradación de colagena 
Pauto, 1980 

Prostaglandina E, * Pronreriicion 
NI,  Síntesis de colagena 

salzroon, 1982 
Oliver, 1989 

rj1 

Acido retinóico 
4/  Proliferación 

+ S01198is de cottl/Wila 
• 4 	Quizitiotaxis 

Oikarinen, 1985 

Cfriy, 1990, Peppelenbuscli, 1999 

llaves, 1991 

TGF-0, 

41 Síntesis de colagena 

41  Degradación de colagerta 

4' Producción de colágenas 

Al  Inhibición% de metido- 
' 	protemasa 

* QuintiotAxis 

Varga y Jiménez, 1990 

McAnulty, 1991 

Overa II, 1989 

Osornio-Vargas, 1993 

'ENE cx 
---.1 Síntesis de colágona 

4% Proliferación 
Vilcitk,1986 
Mauvicl, 1988 

EGF 4, Síntesis de colágena Nurata, 1991 

ET-1 
41 Proliferación 

dts Quinnotaxis 
Cambrey, 1992 
Peacock,1992 

factor Activador 
Eibroblastos __de 

#ft Proliferación Walil, 1981 

Corticoesteroides 

.1. Síntesis y producción 
v de colagena 
4# Degradación de colagena 

gf Proliferación 

Cockaynt!, 1984i 

Mccoy, 1980, Oikarinen, 1987 

McCoy, 1980, Postlethwait, 1981 

Fibronectirm 44. Proliferación 

4 Quintioláxis 
Ilitterman, 1983 
Anis, 1995 

t Incremento de la actividad biológica 

4,  Disminución de la actividad biológica 
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II. LA u TROMBINA: 

2.1. PROPIEDADES: 

La 	- kom bina es una enzima clasificada como proteasa de serina, debido a la 

presencia del aminoácido serina en su sitio catalítico, aunque por el tipo de reacción 

que cataliza se considera una hidrolasa. Esta proteasa es de suma importancia en la 

cascada de la coagulación (Roberts, 1994), su peso molecular es de 37 000 Da, es 

.sintetizada por las células parenquimatosas del hígado, en forma de protrombina y 

liberada a circulación. Se ha aislado trombina en diferentes especies, tales como la 

bovina, pcircina y equina (Bar-Shavit, 1992, Ratnoff, 1977), y en diferentes formas, como 

la y-trombina y C—trombina (Brezniak,1990). 

2.2. LA CASCADA DE LA COAGULACIÓN: 

La cascada de la coagulación constituye un mecanismo natural de la hemostasis 

cuya acción fisiológica detiene la hemorragia de los vasos lesionados o deteriorados. 

Está constituida por una serie de reacciones enzimáticas, en las cuales se produce una 

activación de factores zimógenos, de tal forma que el factor activado opera en cada fase 

como la enzima que activa al zimógeno del paso siguiente.  (Roberts, 1994). Todos estos 

pasos conducen a la conversión de una proteína plasmática, en una proteína altamente 

polimerizada, denominada fibrina, cuyas redes constituyen el trombo hemostático que 

se forma, La conversión enzimática de fibrinógeno a fibrina la realiza la a-trombina, 

que deriva de la activación de la protrombina plasmática (Fent" 1991). La cascada de 

la coagulación puede activarse por cualquiera de dos vías, la intrínseca, que es el 

resultado de la interacción de sustancias presentes en la sangre llamados factores de la 

coagulación, y la extrínseca, que resulta cuando es activado un factor externo a la 

circulación denominado hístico (factor III) (Williams, 1990, Meyer, 1985). En la figura 3 

se muestran los pasos fundamentales en éste sistema que involucran a la u-trombina 

motivo de estudio en la presente tesis. 
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FIGURA 3 REPRESFNTACION FSQUENIATICA DE LA CASCADA DE 1,A 

COAGUI,ACION 

Vía extrínseca 
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IX---r-->IXa Ca 

VIII --s-1—>VIlla 

Vía intrínseca 
PK 

XII 	HK  > 1Ha 

	 HK 
vr 

Ca' 

VII 

VIIa\ Factor hístico 

Ca" 
PL 

X 

V 	Va 	 

Protrombina 

Xa --II- X 

Caz' 
PL 

Trombina 

Fibrinógeno 

Monómero de 
fibrina 

Polímero de 
fibrina 

Polímero de 
fibrina con enlace 
cruzado 
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Uno de los pasos claves en la cascada de la coagulación es la formación de la a-

trom bina, Esta se forma a partir de la ruptura proteolítica de su precursor enzimático la 

protrombina, por un complejo enzintático denominado protrombinasa (Brezniak, 1990). 

La protrombinasa está constituida por el factor Xa, ligado al fosfolípido 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 fosfolípido por calcio unido a la protrombina, y el otro en el factor 

V, expuesto por la acción proteolítica de la trombina previamente formada (Roberts, 

1994). El fibrinógeno, sustrato natural de la trombina, es una molécula, estabilizada por 

cargas negativas de la extremidad N-terminal de sus cadenas Aa y 143. La acción 

proteolítica de la trombina rompe al fibrinógeno, en dos extremos formando 2 

fibrinopéptidos el A y el B, a los que se les denomina monómeros de fibrina. Dichos 

m onómeros pueden polimerizar creando entonces, una red fibrilar organizada, misma 

que da lugar al trombo hemostático (Roberts, (994, Meyer, 1985). 

Por estudios de biología molecular realizados sobre el proceso de la coagulación, 

se han postulado nuevas funciones de la trombina (Roberts, 1994), Entre algunas de 

estas, se encuentran una activación de las plaquetas (Ruggeri, 1994), así como una 

facilitación de la activación y el ensamblaje de los demás factores y los cofactores sobre 

la superficie plaquetaria (Nurden, 1994). Cabe destacar que en ambos casos, se produce 

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

2.3. RECEPTOR DE LA a- TROMBINA: 

La a—trombina es reconocida por un receptor, constituido por una sola cadena 

polipeptídica, que posee siete dominios transmembranales acoplados al sistema de 

proteínas G (Baffy, 1994). Para la activación de éste, es necesario que la a-trombirta 

fraccione catalíticamente, un segmento del receptor. Esto permite la exposición de una 

secuencia nueva de aminoácidos, muy específica (Bar-Shavit, 1991), misma que genera 
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diversas señales de transnuccion romo la hidrólisis del tosfoinositocido, el incremento 

del Caz' citosólico, la formación de eucosa mides y la fosiorilación de proteínas en 

residuos de serina, tramilla v tirosina (Brass, 1994). Así mismo, la trombina pone en 

acción cascadas de proteínas cinasa, tales como la activación de mitosis vía la proteína 

cinasa (MAP), necesaria para el crecimiento de algunas células estimuladas con 

trombina como es la línea de megacarioblastos humanos CCL, 39 (Chen, 1994). 

Existe evidencia experimental que sugiere que el efecto ontogenia) %' 

quinnotactico de la trombina, requiere que el receptor celular de la trombina, esté 

ocupado vía sus dos sitios activos, el de proteólisis y otro sitio de unión de alta afinidad 

(Bar-Shavit, 1991). Algunos estudios en los.que se ha intentado demostrar el posible 

mecanismo de inducción de la proliferación fibroblástica por trombina, muestran que el 

di-isopropilflurofosfato de trombina (análogo de la trombina, proteolítica mente 

inactivo), no es capaz de estimular la proliferación de fibroblastos, sin embargo, si es 

capaz de competir con la p.-trombina activa para unirse a receptores mem branales 

(Carnet', 1986). Al bloquear a la trombina con moléculas más grandes que el análogo 

antes, mencionado, se ha observado una inhibición del fenómeno de competencia, hecho 

que sugiere que el sitio de unión de alta afinidad se encuentra muy cercano al sitio 

activo de la molécula de trombina (Carnes', 1986). 

Además los clásicos sitios activos, antes mencionados, la trombina posee también 

un exositio de unión aniónico, independiente del sitio catalítico. Este exositio tiene la 

capacidad de adhesión a superficies cargadas negativamente (Fent" 1991). 

2.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA: 

Además de su función en la hemostasis, la u-trombina es capaz de inducir, otro 

tipo de actividad biológica muy diverso, entre otras se encuentra una estimulación 

quimiotáctica para monocitos (Bar-Shavit, 1993), y macrófagos (Dar-Shavit, 1993), 

activación •de plaquetas (Marfil], 1975, Hartwing, 1995). La a-trombina también 
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participa en procesos fisiológicos normales y algunos patológicos como la inflamación, 

la reparación de tejido, la aterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas, etc. (Bar-

Shavit, 1992). Así mismo, se ha postulado su importancia en la fibrosis pulmonar 

asociada a Esclerosis Sistémica, debido a que se encuentra en alta concentración en 

lavados bronqueolaveolares de este tipo de pacientes (Hernández, 1995). Por otro lado 

se ha demostrado que la a-trombina, además degrada algunos componentes de la 

matriz extracelular e induce proliferación celular en fibroblastos de pulmón de hamster 

(Chen, l994), y células de músculo liso (McNamara, 1993) entre otras. 

2.5. MEDIADORA DE QUIMIOTAXIS: 

Aunque ha sido demostrado que la a-trombina es quimiotáctica para fibroblastos 

de piel de rata fetal y fibroblastos de prepucio humano (Dawes, 1993), esto no ha .sido 

demostrado en fibroblastos de pulmón humano adulto razón por la cual se realiza el 

presente estudio. 

Esta capacidad de la trombina para atraer fibroblastos al sitio de lesión vascular, 

enfatiza el papel de esta proteasa en procesos de iniciación y mantenimiento de la 

respuesta inflamatoria y probablemente su relevancia en la patogenesis de la fibrosis 

pulmonar. Cabe destacar la importancia que tendría este hecho, ya que se ha sugerido 

fuertemente la participación de la trombina en el desarrollo de diversos padecimientos 

. pulmonares tales como la fibrosis y el cáncer pulmonar (Hernández, 1995, Nierodziz, 

1992) 

Los mecanismos mediante los cuales la a-trombina ejecuta la respuesta 

quimiotáctica parece no ser de tipo enzimático, ya que se ha comprobado que las 

formas catalíticamente inactivas de esta proteasa de serial mantienen dicha actividad 

biológica. 

Actualmente existe una controversia, en cuanto al papel que desempeña la a-

trombina como agente mitogénico y quimiotáctico para fibroblastos. Algunos 
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investigadores postulan que estas respuestas son consecuencia de la liberación de otros 

factores de crecimiento tales como el PDGF, cuva función como 0511nudanle de la 

proliferación y agente quindoláctico para fibroblastos están comprobadas ampliamente 

(Ohba, 1994, Hartan, 1986). Por esta razón, en el presente trabajo cuyo objetivo es 

demostrar el efecto quimiotactico de la tromhina, se trabajará también con el PDGE 

fin de comprobar dicha relación, documentada en proliferación, pero ahora en el caso 

de la quitnioláxis de fibroblastos. 

2.6 MEDIADORA DE PROLIFERACION: 

A la fecha se ha documentado ampliamente, que la a-hrombina es capaz de 

estimular mitogénicamente a células tales como los fibroblastos de pulmón humano 

fetal (IMR-90, IILF-1) y adulto (CCD 34 1,11) (Flernandez, 1995, Ohba, 1994), los 

fibroblastos de piel de rata fetal, los fibroblastos de prepucio humano (Dawes, 1993), 

los astrocitos, los macrófagos y las células de músculo liso (McNamara, 1993, Bar-

Shavit, 1992). 

2.7. INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD DE LA 

La actividad catalítica de la trombina puede ser inhibida por diferentes sustancias. 

Estos inhibidores pueden ser naturales como la Antitrombina Hl (de origen natural), y 

la hirudina (no proveniente del cuerpo humano) o bien, sintéticos como el PPACK (1)-

Phe-Pro-ArgCH2C1) (Fenton, 1993). 

i) ANUTROMBINA 

La antitrombina III humana tiene un peso molecular de 53,000 Da. Un análisis de 

la estructura primaria de este inhibidor, demuestra que está constituido por ciertos 

dominios como el sitio reactivo, sitios de unión potencial a la heparina, una 

conformación sensible a triptofano, así como algunos enlaces disulfuro. La 
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alliiir0111billa es capaz de neutralizar la actividad biológica de la trombina, formando 

con ella un complejo en relación estequiometrica 1:1 entre el sitio reactivo (arginina) y 

el centro activo de la trombina (serina) (Fenton, 1993). 

Segun experimentos realizados in vitro, en presencia de heparina, está se une a los 

residuos de lisina, presentes en la antitrombina, induciendo una alteración alostérica de 

este inhibidor de trombina específico en el residuo de arginina, que hace a la molécula 

Mb accesible a la trombina. Se sabe que la heparina incrementa la formación del 

complejo trombina-AT III, hasta 1000 veces. Esto es relevante ya que existen muchos 

mucopolisacáridos presentes en el organismo, cuya estructura es muy semejante a la 

heparina por lo que podría esperarse, in vivo un comportamiento semejante (Rosenberg, 

1987). 

ii)  

La hirudina es un inhibidor específico y altamente selectivo para la trombina. Este 

se obtiene de la saliva de la sanguijuela medicinal europea Hirudo medicinalis, sin 

embargo en estudios recientes, se han encontrado algunos residuos proteicos iguales o 

semejantes, en otras especies más populares de sanguijuelas. La hirudina tiene una 

estructura nuclear apolar, unida por tres puentes disulfuro, y una parte final o cola 

aniónica. La hirudina y la a-trombina forman un complejo no covalente con relación 

estequiométrica 1:1, en donde el grupo apolar de la hirudina se une a las regiones 

apolares cercanas al sitio catalítico de la proteasa y su exositio es ocupado por la parte 

final aniónica del inhibidor (Fenton, 1991). 

iii) PPACK: 

Se han sintetizado algunos péptidos derivados del arginil clorometil cotona que 

inhiben a la trombina. Estos péptidos contienen una secuencia de aminoácidos 

semejante a la que contienen los sitios claves de los sustratos fisiológicos de la 
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trombina. En cuanto al mecanismo de acción de éstos, se piensa que alquilan el centro 

activo de la trombina. Algunos ejemplos de estos péptidos son: 11,e-Pro-ArgC11C1, 

Pro-ArgC412CI, así como también D-Phe-Pro-Arg0 LCI, denominado como PPACK. El 

PPACK también interactna con la trombina en una relación estequiometrica 1:1 

(Kettner, 1979). 

III. FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGE) 

Debido a que con el desarrollo de la presente tesis, se pretende determinar si el 

efecto quimiotáctico inducido por la a-trombina en fibroblastos de pulmón humano, es 

mediado por el PDC.W. En la siguiente sección se revisarán brevemente las principales 

propiedades de dicho factor de crecimiento y el porque se piensa, podría mediar el 

efecto biológico inducido por la bombilla. 

3.1. PROPIEDADES: 

El PDGF es un mediador de la quimiotáxis y proliferación de los fibroblastos, que 

ha sido estudiado muy ampliamente (Lleldiii, 1993). Este factor de crecimiento es una 

proteína dimérica cuyo peso molecular es de 30,000 Da. Esta consta de dos cadenas 

polipeptídicas denominadas A (14,000 Da) y II (17,000 Da), unidas entre sí por puentes 

disulfuro (Ross, 1987). Las cadenas polipeptídicas del PDGF, pueden formar diferentes 

formas estructurales: dos homodínteros AA y B11 y un heterodimero AB (Fleldin, 1989). 

Ross y colaboradores en 1974, demostraron por primera vez la existencia del 

Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas, en el suero. PreviaMente se había 

demostrado que éste se caracterizaba por ser un factor estimulador de la proliferación 

de algunas células (Ross, 1986). Aunque originalmente el PDGE fué aislado de los 

gránulos a de las plaquetas, que constituyen su principal sitio de almacenaje, ahora se 

sabe que éste potente mitógeno no sólo es secretado por las plaquetas, sino que también 
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es sintetizado por numerosas células entre las que se encuentran: los fagocitos 

mononucleares (Martinet, '1986, Shintokado, 1995), las células endoteliales (DiCorleto, 

'1983), las células de músculo liso (Walker, 1986), las células embrionarias, los 

megacariocitos, algunas células como las Swiss 313, las NRK y las 1:117  transformadas 

con el virus del sarcoma de simio (ssv), la línea celular de osteosarcoma (U2-0S), etc. 

(Ross, 1986), así como también por los mismos fibroblastos (Heldin, -1989, Leof, 1986, 

Ross, 1990) sobre los cuales induce un incremento de su actividad mitogénica y 

quimioláctica. 

3.2. RECEPTORES PARA PDGF: 

Las células susceptibles a la actividad de PDGF expresan sobre su superficie dos 

tipos de receptores denominados a y cada uno de éstos difiere en su afinidad por las 

diferentes formas estructurales del PDGF. El receptor se une con gran afinidad al 

monómero 1.1 del PDGF por lo que se une eficientemente al PDGF 1111 y con una 

afinidad menor al PDGF AB. El receptor a se une a las tres formas estructurales con la 

misma afinidad (Williams, 1989, Matsul, 1989, Bonner, 1993). Los receptores del 

PDGF poseen dominios intracelulares con actividad de tirosin cinasa, que se estimula 

con la unión al PDGF (Franke, 1995). Una vez que el PDGF interactúa con las células 

blanco, es decir, células cuya superficie tiene alguno o ambos receptores, se ~eriza el 

receptor y se desencadenan diversas señales de transducción (Wennstram, '1994). 

Algunas de las más documentadas son la autofosforilación del receptor y el cambio en 

la polaridad de los fosfolipidos de la membrana celular, la activación de la fosfolipasa 

C-y, y el fosfatidil inositol 3 cinasa C (Faller, '1994). Se piensa que esta fosforilación de 

residuos de tirosina por el receptor, se relaciona íntimamente con la mitogénesis, así 

como con otras actividades biológicas del PDGF (Westermark, 1990). 

29 



Antecedentes 

3.3. ACTIVIDAD B1OLOGICA: 

A pesar de que las diferentes formas estructurales del PDGF, están IlltIV 

relacionadas entre sí, cada una de éstas induce un efecto biológico diferente. Ejemplo 

de esto, es la estimulacion de la actividad quimiotactica inducida por el PDGF-1111, en 

células de músculo liso (Martinet, 1987), fibroblastos (Seppa, 1982) monocitos y 

neutrófilos (Deuel, 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 chinero AA (11eldin, 1984, Clarck, 1989). La respuesta mitogénica, así como 

la quimiotáxis, dependerá entonces del número, y tipo de receptores de las células, y 

de la concentración de los (limeros del PDGF, presentes en el microambiente celular. 

Como resultado de su papel como potente mitógeno y quimioatrayente . para 

fibroblastos pulmonares el PM' se ha ligado a procesos de cicatrización heridas. 

Cuando existe una lesión de tejido, las plaquetas se depositan y se agregan en el sitio 

de lesión liberando PDGF, éste actúa entonces, como quimioatrayente de numerosos 

monocitos que maduran a macrófagos (Shimokado, 1985), mismos que a su vez 

empiezan a liberar diversos factores de crecimiento como son el mismo PDGF, el TOF- 

O, el b-FGF, etc. que inducen un incremento de la multiplicación celular y por ende una 

regeneración de tejido conectivo, regeneración epitelial y en algunos casos extremos el 

desarrollo de patologías como fibrosis debido a que estos factores, también regulan el 

depósito de proteínas de la matriz extracelular, como la colágena (Pirare, 1991, Clark, 

1989). 

3.4. MEDIADOR DE QUIMIOTÁXIS: 

Se ha demostrado ampliamente, que otra de las funciones del PDCF, es su 

capacidad de quintioatracción para algunas células como los fibroblastos de pulmón de 

rata (Osornio, 1990, '1995), células de músculo liso (Bornfeld, 1995) los fibroblastos de 

piel humana (Soma, 1994), los monocitos y los granulocitos (Deuel, 1982, Siegbahn, 
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1990). La respuesta quimiohíctica aI PDGF va 11 ser diferente a cada una de las formas 

estructurales del PDGF, tal es el caso de las células de ratón Swiss 31'3 que presentan 

una migración celular a las formas AB y BIS, y aunque la forma estructural AA también 

estimula la migración no es con el mismo potencial que presentan las anteriores 

(Osornio-Vargas, 1995). 

3.5. MEDIADOR DE LA PROLIFERACIÓN: 

Así mismo, destacan entre las funciones biológicas del PDGF, su potente acción 

como estimulador mitogénico (Seiferat, 1994) de numerosas células: por ejemplo están 

las de origen mesenquimatoso (Pierce, 1991, Deuel, 1982), gliales, del músculo liso y 

los fibroblastos de pulmón de rata (Bonner 1990). De igual forma que en la quimioláxis 

la respuesta de proliferación 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 está caracterizada por un incremento en la producción de 

proteínas de la matriz extracelular y consecuentemente una alteración en el número de 

espacios relacionados con las células del parénquima. Este incremento en la producción 

de las proteínas (le matriz, se ha atribuído a la proliferación y activación de los 

fibroblastos pulmonares. Dicha proliferación se ha asociado a la participación de 

diferentes citocinas y mediadores inflamatorios que se ha reportado, se encuentran 

presentes en el lugar (le la lesión pulmonar. Numerosos factores quintiohícticos 

potenciales, como son algunas proteínas de la matriz extracelular tales como las 

fibronéctinas y elastinas, o bien productos de la cascada de coagulación, como la 

trombina, mediadores inflamatorios y citocinas, entre los que destacan el factor de 
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante-11 

(TG17-(1), pueden promover la migración intersticial de los fibroblastos pulmonares. 

Dicha migración podría ser importante en el desarrollo de esta enfermedad, ya que si 

existe un mayor número de fibroblastos, estos podrían producir una mayor cantidad de 

colágena originado así, dicho padecimiento (Crouch, 1990, Cristal, 1991). 

Las anomalías en el depósito de la colágena, se han atribuído a los cambios en el 

balance entre su síntesis y su degradación. En la fibrosis pulmonar caracterizada por un 

depósito excesivo de colagena y otras proteínas de matriz extracelular, este 

desequilibrio puede ser atribuído a la cantidad de colágena producida por las células 

en forma individual o bien por un incremento en la degradación de colágena (Mays, 

1989, Laurent, 1982, McAnulty, 1987, Labat-Robert, 1990). Los fibroblastos pulmonares, 

son los principales productores de la colágena pulmonar (Kirk, 1986, Seyer, 1976, 

Laurent, 1981, Reiser, 1981), por lo que podrían estar implicados en la regulación del 

depósito de esta proteína de matriz extracelular. Existen varias teorías al respecto, 

algunas postulan que los fibroblastos son qUitnioatraídos, y que al aumentar su 

número, aumenta la fuente potencial de colágena en el pulmón. Otras teorías sugieren 

que el aumento en la proliferación fibroblástica, redunda en un alta producción de 

colágena. A partir de esto se deduce que cambios en la síntesis y degradación de la 

colágena podrían ser determinantes para el establecimiento de un proceso fibrótico. 
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Hipótesis y Objetivos 

1. 111POTESIS : 

- Si la a-trombina es un factor quimioatrayente de fibroblastos de piel humana, se 

esperaría que éste se comportara en forma semejante con los fibroblastos de 

pulmón humano adulto normal. 

- Si el PDGF interviene en la respuesta mitogénica inducida por la trombina en. 

fibroblastos de pulmón humano, podría esperarse que también mediara la 

respuesta quilo ioláctica inducida por trombina en fibroblastos de pulmón 

humano adulto normal. 

II. OBJETIVOS: 

-Determinar si la a-trombina induce actividad quimiotáctica en fibroblastos de 

pulmón humano adulto normal (CCD 16 LU). 

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

pulmón humano adulto normal (CCD 16 LU), es mediada por el PDGF. 
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Material y Métodos 

1. C:ULTIV() ('ELULAII: 

Para el desarrollo de la presente tesis, se emplearon fibrobla tos de pulmón 

humano adulto normal CCD 16 LU, (American Upe Culture Collection, Rockville, 

MI), USA). Se mantuvieron en medio de cultivo Dulbecco modificado de Eagle 

(DMEM-1112, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MI), USA), suplementado con suero 

bovino fetal al 10 % (SISE, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA), en una atmósfera 

húmeda al 5 % de CO2 y 37° C. Cabe mencionar que el medio también estuvo 

suplementado con aminoácidos no esenciales (0.08g/1) (Sigma, St Louis, MD, 

USA), vitaminas (Sigma, St Louis, MI), 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 días, hasta observar 

confluencia en los cultivos, momento en que se procedió a dar un pase celular 

subsecunte para el mantenimiento de la línea. En todos los experimentos 

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

A) CUENTA CELULAR 

Después de tripsinizar las células se tomó una alícuota de 20 Id de la 

suspensión celular y se agregaron 20 pl de azul tripón al 0.05% en solución 

isotónica, una fracción de esta mezcla se colocó en la cámara de Neubauer y se 

contó el número de células que se encontraban en la cuadrícula empleada para el 

conteo de glóbulos blancos, calculando: 

# (le células /ml # de células x 2 x 15 x 1W 
4 
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donde: 	4: Número de cuadros contados 

2: Dilución 1:2 del colorante 

15: Volumen total de la dilución 

101: Transformación de mm3  a ml. 

1,a viabilidad celular se determinó por exclusión del colorante azul de 

tripán, calculando: 

% de viabilidad = # de células teñidas x 100 
It de células totales 

II. QUIMIOTAXIS: 

A) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE 

GELATINA PARA CUBRIR LAS MEMBRANAS DE QUIMIOTAXIS: 

Antes de realizar los experimentos de quimioláxis se determinó la 

concentración ideal para cubrir las membranas de policarbonato (Nucleopore, 

Cabin John, MD; USA), dichas membranas con poros de 8 pm de diámetro fueron 

cubiertas con dos diferentes concentraciones: 0.07 y 0.14 % de gelatina Upó A 275 

G-8 500 (Fisher Scientific, USA). 

Las membranas se lavaron con ácido acético al 0.5 %, durante 20 minutos a 

50° C. Posteriormente se lavaron tres veces con 1120 destilada y se incubaron con 

la gelatina durante 1 hora a 100° C. Transcurrido este tiempo las membranas se 

dejaron secar en el horno a 100°C durante 1 hora, Las diferencias entre una y otra 

concentración se determinaron al observarlas al microscopio y cuantificando la 

migración celular de un control positivo. 
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13) TECNICA DE QUIMIOTAXIS: 

Los fibroblastos de pulmón humano adulto (CCD 161,11), se sembraron a una 

densidad de 4x10►  células/cm2  en cajas de cultivo de 25 (ir!, se crecieron durante 

5 días en medio DMEM suplementado con S131; al 10 %. Estos se mantuvieron 5 

días 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 

ningún rastro del suero y quo pudiera interferir con los resultados de las 

quimiotáxis. Una vez transcurrido este período de tiempo, las células se incubaron 

durante 1 hora con DMEM sin suero, posteriormente se resuspendieron en medio 

de quimiotáxis (DMEM adicionado con albúmina sérico humana al 1%, Sigma St 

Louis, MD, USA), hasta lograr una concentración final de 15x105  células/ml. 

La quimiotáxis se realizó en cámaras de Boyden modificadas (Snyderman, 

1981) de 48 pozos (Neuro-probe Inc., Cabin John, MD; USA), dichas cáMaras 

constan de dos compartimentos separados por un empaque de silicón como puede 

observarse en la figura 4. 

FIGURA 4. CAMARA DE QUIMIOTAXIS 
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En los pozos de la parte inferior de la cámara, se adicionaron las diferentes 

diluciones a prueba, el volumen fué de aproximadamente 29 pl en cada uno de los 

pozos. Se evitó formar burbujas, que impidieran la migración celular, así como el 

derramar la solución, a fin de evitar contaminación de un pozo a otro. 

Posteriormente con ayuda de unas pinzas se colocó la membrana cubierta con 

gelatina, evitando nuevamente la formación de burbujas, enseguida se colocó el 

empaque y por último la parte superior de la cámara, se ajustaron las tuercas, para 

que de esta forma la cámara quedara cerrada. En los pozos de la parte superior, se 

adicionó la suspensión celular. El volumen de suspensión adicionado en cada 

pozo fué de 50 

En cada experimento de quimiotáxis se hicieron cuadruplicados de cada 

uno de los puntos y cada experimento se realizó tres veces. En dichos 

experimentos se empleó medio de quimiotáxis y PDGF-B11 (32 ng/mI, R&D 

Systems, Minneapolis MN, USA, concentración previamente optimizada, ver 

sección de resultados) como control negativo y positivo respectivamente. 

A fin de permitir la migración celular las cámaras una vez llenas se 

incubaron 5 horas a 37° C en un ambiente húmedo al 5 % de CO2. 

C) CUANTIFICACIÓN DE LA MIGRACIÓN CELULAR: 

Una vez transcurridas las 5 horas de incubación, las membranas se extrajeron 

de las cámaras y se introdujeron a una solución de PBS, las células se fijaron con 

una mezcla Metanol-Etanol-PBS (1:›1:2) y se tiñeron con el colorante eosina Y 

amarilla y posteriormente con el colorante azure, por último las membranas 

fueron introducidas en FI20 durante unos segundos para eliminar el exceso de 

colorante. Las membranas se montaron en un portaobjetos en el cual se fijaron y se 

observaron al microscopio. La cuantificación celular se realizó contando el número 

39 



Material y Métodos 

de células que migraron en 10 campos preseleccionados a 100x (IIIT "high-power 

fields"). 

D) ENSAYO DE CONFIRMACION DE QUIN,1101'AXIS: 

A fin de verificar que los resultados obtenidos con el desarrollo del presente 

trabajo, eran atribuibles a una quimiotáxis real inducida por la trombina o el 

PDGE y no al efecto de una quimiocinésis (migración al azar), se realizó un ensayo 

de confirmación de quimiotáxis. 

En éste además de seguir las condiciones de la quimiotáxis, como se 

describió anteriormente, en algunos pozos no se adicionó ningún .quimioatrayente 

(trombina o PDGF) en el medio contenido en la parte inferior de la cámara, 

mientras que en algunos otros se agregó la misma concentración de 

quimioatrayente (trombina o PDGF) en los medios adicionados a la parte superior 

e inferior de la cámara de Boyden. 

DI. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DEL FACTOR 

DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF): 

Para conocer la concentración óptima de PDGF que estimulara quitn ioláxis 

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-1313, PDGF-AB). Se hicieron curvas dosis respuesta de 

cada una de éstas utilizando concentraciones establecidas por experiencia en 

laboratorio donde se trabajó, que iban desde 8 a 128 ng/ml (Osorrtio, 1990). 
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IV. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE 

ot-TROMBINA: 

Para determinar la concentración óptima de trombina (Sigma St Louis, MD, 

USA), que estimulara qumiotácticamente a los fibroblastos se utilizó un amplio 

intervalo de concentración de esta proteasa de serina (7.8x1.0 -13  k1 a 1x10" M en 

dobles diluciones). Dicho experimento se realizó por triplicado, utilizando en cada 

uno de éstos PDGF-1313 (32ng/ml) como control positivo (concentración 

previamente estandarizada, ver más adelante). 

V. DETERMINACION DE LA CONTRII3UCION ESPECIFICA DE LA 

TROMI3INA A LA QUIMIOTAXIS: 

A) CURVA DOSIS-RESPUESTA DE INHIBIDORES DE TROMBINA: 

Antes de determinar la contribución específica de la trombina para inducir 

quimiotáxis sobre los fibroblastos, se trabajó con dos inhibidores específicos de la 

trombina: hirudina (Sigma, St Louis, MD, USA), y antitrombina III (Sigma, St 

Louis, MI), USA), a los que se les determinó el efecto quimitáctico que presentaban 

por si 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 6  a 4.3x108  M y para la 

antitrombina III concentraciones de 1,2x10.7  a 7.5x100  M. 

DETERMINACION DE LA CONTRI1IUCION ESPECIFICA DE LA 

TROMBINA A LA QUIMIOTAXIS: 

Como se mencionó anteriormente a fin de determinar la contribución 

específica de la trombina se trabajó con inhibidores específicos de la trombina, 
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hirudina y antitrombina III, Se trabajó con la dosis de trombina que estimuló 

óptimamente la quimiotaxis de los fibroblastos, previamente determinada, contra 

una dosis de los inhibidores capaz de bloquear dicho efecto y que no presentó 

ningún efecto quimioatrayente sobre los fibroblastos. En el caso de la hirudina la 

concentración que se utilizó fué 0.65x10 7  M, dicha concentración es 5x101  veces 

mayor a la concentración que teóricamente bloquearía el efecto de la trombina. La 

dosis de antitrombina utilizada fué 0.75xIP M y dicha concentración es 

aproximadamente 60 veces mayor a la dosis que teóricamente bloquearía el efecto 

de la trombina, y no presentó efecto quimiotáctico alguno. 

VI. DETERMINACION DEL MECANISMO DE QUIMIOTAXIS INDUCIDO 

POR LA TROMBINA: 

Considerando los resultados obtenidos en cuanto a la inducción de 

quimiotáxis por trombina, se intentó dilucidar el mecanismo de acción por el cual 

atrae a los fibroblastos CCD 16 LU. 

Algunos autores (Benezra, 1992, 1993, Ohha, 1994) han explicado el efecto de 

estimulación inducido por la trombina en fibroblastos, vía la liberación de otros 

factores de crecimiento. Estos autores sostienen, que la trombina induce la 

expresión y secreción de factores de crecimiento, almacenados en forma activa en 

la matriz extracelular, tal es el caso de PDGF y TGT-B. A éstos últimos se les ha 

atribuído la estimulación la proliferación fibroblástica inducida por trombina en 

fibroblastos. A fin de dilucidar si la trombina por si misma estimula la quimiotáxis 

de los fibroblastos o bien su acción es mediada por ejemplo por el PDGF, se 

trabajó con el anticuerpo monoclonal anti-PDGF (Sigma, St Louis, MD, USA). Se 

realizaron ensayos de quimiotáxis con mezclas de la trombina a la dosis óptima de 
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estimulación de quimiotáxis y el anti-PDGF en una concentración de 50 ug/m1 que 

la bibliografía propone como óptima (Osornio-Vargas, 1995). 

VII. DETERMINACION DEL EFECTO DEI, PDGF SOBRE CELULAS 

PREVIAMENTE ESTIMULADAS CON TROMBINA: 

Por estudios hechos anteriormente (Hernández, 1995) se postuló que la 

trombina podría tener un efecto modulatorio sobre los receptores específicos del 

factor derivado de plaquetas (PDGF), por lo que se realizó un experimento más, 

donde los fibroblastos fueron estimulados durante 24 y 48 horas antes de la 

quimiotáxis con trombina en concentración de estimulación quimiotáctica óptima 

(1.25 x 1011  M). Posteriormente las células fueron sometidas a quimiotáxis 

realizando una curva dosis-respuesta a PDGF y se evaluó el efecto quimiotáctico 

inducido por éste factor de crecimiento después del tratamiento previo con 

trombina. 

VIII. MODULACION DE PDGF I'OR TROMBINA: 

Tomando en consideración los resultados de la sección VII, mismos que 

sugirieron que la trombina modulaba al receptor de PDGF (ver sección de 

resultados), se confirmó indirectamente dicho efecto intentando bloquear la 

quimiotáxis inducida por trombina con dosis de anti-PDGF más bajas (25 y 50 

ng/ml). 
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IX. ANALISIS rmns rico: 

Los resultados se expresaron COMO promedios -Fp desviaciones estándar v 

las diferencias estadísticas 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 consideró corno significativo. 
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Resultados 

I. CULTIVO CELULAR: 

Antes de realizar cualquier experimento se optimizaron las condiciones a las 

cuales se debían mantener a los fibroblastos antes del experimento. Debido a que 

en el suero se encuentran muchos factores de crecimiento que pudiesen interferir 

en los resultados, se determinó que el tiempo ideal de cultivo, a la densidad 

celular empleada, sin cambio de medio DMEM con SISE, era de 5 días ya que 

durante este tiempo los fibroblastos consumirían la mayor parte de dicho suero, 

evitando de esta forma resultados erróneos. 

II. QUIMIOTAXIS: 

A) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE 

GELATINA PARA CUBRIR MEMBRANAS DE QUIMIOTA.XIS: 

Para poder realizar las quimiotáxis, se determinó la concentración ideal de 

gelatina que cubriría las membranas. Se experimentó con dos diferentes 

concentraciones: 0.07% y 0.14% . 

Para medir la migración celular en ambas membranas, se utilizó un control 

positivo de migración que fué suero humano normal al 20 %. Como se observa en 

el cuadro 1 de la sección de resultados, la concentración óptima de gelatina fué la 

de 0.14%, ya que además de permitir una mayor migración celular, físicamente 

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 concentración. 
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CUADRO1 

Optimización de la Concentración de Gelatina 

Concentración 

de Gelatina 

Número de células que 

mitrron 

Características de la 

membrana 

0.07 "/0 57 Membrana con ¡tipa-bis 

secciones no cubiertas, LIS 

células no se adhieren bien 

0.14 'Yo 69 Membrana completamente 

cubierta, poros bien definidos. 

B) ENSAYO DE CONFIRMACION DE QUIMIOTAXIS: 

Con el fin de asegurar que los resultados obtenidos se debían a una 

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

donde se utilizó como control negativo, medio de quimiotáxis, dos controles 

positivos: trombina y PDGF-BB. 

La confirmación de la quimiotaxis se realizó colocando en ambos pozos 

(inferior y superior) de la cámara 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 migración inducida por trombina (2 + 1 células/ 

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

negativo, confirmando así la quimiotáxis. En los controles positivos la migración 

fué de: 46 + 11 células/10 hpf y 23 + 4 células/10 hpf para trombina (1.25x-n M) y 

PDGF (32 ng/ml) repectivamente. 
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CUADRO 2. 

Ensayo de M'u iota xis. 

Control Negativo 
(1) 

Control Positivo: 
(2) 

Th 	 PDGF-1111 
(1.25x10-11 M) 	(32 ng/inl) 

Ensayo de go 

Th 
(1.25,41041 M) 

2 + 1 células/10 hpi. 

(3) 

int iotáxis: 

PDGE-1311 
122 n ,  nA____ 

5 + I células/ 101.44. 5 + 1 células/10 hpf. 46 + 11 células/ 10 hpl. 23 + 4 células/ iti hpf. 

(I) Control negativo: Huí fer de quinnotaxis 
(2) Control positivo en una súla cántara: bombilla y PDGF 
(3) Quintioatrayentes en iun has cámaras 

DE'I'ERMINACION DE 1.A CONCEN tRACION OPf IMA DEL FACTOR 

DERIVADO DE PLAQUETAS: 

Debido a que se sabe que el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas es 

inductor de quimiotáxis sobre muchos tipos de células, se experimentó el efecto 

que tenia sobre los fibroblastos de pulmón humano adulto CCD 16 LU. Se 

realizaron curvas-dosis respuesta de las tres formas estructurales del PDGF (AA, 

AB, BB). Se trabajó con un amplio intervalo de concentraciones (8 ng/ntl a 128 

ng/ml en diluciones dobles). 

La gráfica 1 muestra el efecto inducido por cada una de las formas 

estructurales del PDGF. Como se puede apreciar la forma estructural BB indujo 

un efecto quimiotáctico mayor que el inducido por las demás formas estructurales 

del PDGF. El efecto quimiotáctico máximo del PDGF-B13 (36 + 3 células/10hpf) se 

observó a una dosis de 32 ng/ml, dicha dosis se utilizó en !es demás experimentos 

como el control positivo (le migración 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-All y -AA respectivamente. En este experimento, el control 
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negativo (medio de quimiotáxis solo) indujo solamente la migración de 4 + I 

células/bpf. 

GRAFICA I. 

Curva dosis-respuesta a PDGF 
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IV. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE TROMBINA: 

Para determinar el efecto quimiotáctico de la trombina, se realizó una curva 

dosis-respuesta, en donde, como se mencionó anteriormente, se utilizó un amplio 

intervalo de concentraciones de esta proteasa de serina (1x10-5, 15x mit, toxian, 

7.5x10-u, 	3.75x10-", 2.5x10-", 1.87x1-11, 	0.94x10", 0.63x10-", 

0.31x10-u, 0.15x10 1, 0.07x10 1  /11). 

En la gráfica 2, se muestra que la trombina indujo un efecto quintiohíctico 

sobre los fibroblastos CCD 16 LU. La máxima migración estimulada por la 

trombina (52 +7 células / .19 h.p.f.), se observó a una dosis de 1.25x10-m M. Cabe 

mencionar que dicho experimento se realizó tres veces empleado cuadruplicados 

de cada punto. Como control negativo se empleó medió de quimiotáxis que 
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presentó una migración de 7 :1- 2 células/ I() 11.p.f. y cuino control positivo PDGI; 

una dosis de 32 lig/migue presentó un efecto quimiotactico de 36 + ( células/ 10 

h.p.f. 

GRAFICA 2. 

Curva dosis-respuesta a bombilla. 
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V. DETERMINACION DE LA CONTRIBUCION ESPECIFICA DE LA. 

TROMBINA ,A LA QUIMIOTAXIS: 

A fin de determinar la contribución específica de la trombina, al efecto 

quintiotactico inducido sobre los fibroblastos de pulmón humano (CCD 16 LU), se 

trabajó con dos inhibidores específicos de la trombina, la hirudina y la 

antitrombina HL Primeramente se estableció si cada uno de éstos tenía algún efecto 

estimulador sobre la quindoláxis de los fibroblastos. Posteriormente, se estableció 

la dosis óptima de inhibición de cada uno de éstos, al efecto inductor de la 
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quimiotáxis por la bombilla, en dosis de estimulación óptima, para asegurar que 

el inhibidor bloqueara plenamente la acción de esta proteasa. 

A) EFECIO QUIMIOTACTICO INDUCIDO POR LA HIRUDINA Y LA 

ANTITROMBINA: 

Se trabajo con un amplio intervalo de concentraciones de Hirudina (37x10 27x1 

18x10 -7,1,1x-10 	9x10 	7x10 "7, 4.6 x10 '7, 3.5 x10 -7, 2.3x1( .7, 1.7X.1(1 	1.1X.10 

0.84x101, 0.6x10 0.4x10 M) y de Antitrombina 111 (12.0x10 9.6X10 6.0x10 -8, 

4.8x1 	3.0x10 H, 2.4x10 -8,1.5x.10 -8,1,2x10 	0.7x10 	0.6x10 .8, 0.35x10 	0.300 8, 

0.15x10 -8, 0,075x10 M). Los resultados obtenidos se resumen en los siguientes 

cuadros. 

CUADRO 3. 

Efecto quintiotáctico inducido por la hirudina. 

Concentración de 
Hirudina 

% de Migración SEM 

37 x10 -7  M 16% 
27 x10 -7  M 15% 3 
18 x10 -7  M 16% 1 
14 x10 "7  M 13 % 
9 x10 "7  M 13% 3 
7 x10 "7  M 15% 2 

4.6 x10 -7  M 20% 2 
3.5 x10 "7  M 13% 2 
2.3 x10 -7  M 13% 3 
1.7 x10 -7  M 13% 2 
1.1 x10 -7  M 16 % 3 
0.8 x10 -7  M 11% 2 
0.6 x10 -7  M 1.3% 2 
0.4 x10 -7  M 15% 2 
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Como se observa en  el c uad ro 3, el inhibidos específico para la trombina: la 

hirudina, indujo un porcenlaje de estimulación de quinnotaxis muy bajo, con 

respecto al control positivo (PDGE a dosis de 32 ng/mI, 60 + 1(1 células/ 10 h.p.f.), 

en todas las dosis se observó menos de un 20 	de migración, lo que equivale a 

menos den + 2 células. La migración del control negativo fué de 5 2 células. 

CUADRO 4. 

Efecto quimiotactico inducido por la Antitrombina 

Concentración de 

AT-III 

'Yo de Migración SEM 

12 x10 '8  M 12% 1 

9.6 x10 "8  M 14 % 0.8 

6.0 x10 '8  M 12 % 0.5 

4.8 x10 "8  M 6 % 0.8 

3.0 x10 '8  M 10 (X) 0.3 

2.4 x10 "8  M 10% 1 

1.5 x10 "8  M 12 % 0.4 
1.2 x10 -8  M 12% 0.5 

0.7 x10 "8  M 16% 0.4 

0.6 x10 "8  M 14 % 0.7 

0.35 x10 .8  M 10 % 0.9 

0.3 x10 "8  M 10% 0.4 

0.15 x10 "8  M 10% 0.4 

0.075 x10 -8  M 12 % 1 
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En el cuadro 4 podemos observar que así como la hirudina, la antitrom bina 

III también indujo, una estimulación quimiotáctica muy baja, en comparación con 

la inducida por el control positivo PDGF (32 ng/mI, 48 + 3 células/1TO. El 

número máximo de células que migraron con la antitrombina 111 fue de 8 + 0.4 

células/hpf, equivalente a un 16 % de migración. El control negativo (medio de 

quimiotáxis) presentó una migración de 4 + 1 células/hpf. 

Estos resultados nos permitieron utilizar libremente ambos inhibidores para 

comprobar la contribución específica de la trombina, ya que por sí solos indujeron 

un efecto quimiotáctico mínimo, lo que aseguró que pudiesen existir interferencias 

con los resultados siguientes. 

B) DETERMINACION DE LA CONTRIBUCION ESPECIFICA DE LA 

TROMBINA A LA QUIMIOTAXIS: 

Una vez que se comprobó que los inhibidores de la trombina indujeron una 

estimulación quimiotkictica muy baja, sobre los fibroblastos CCD 16 LU, se 

prosiguió a observar el efecto quimiotáctico que se presentaba cuando se 

estimulaban a los fibroblastos con una mezcla de trombina y sus inhibidores. Se 

trabajó con un exceso de la concentración de hirudina y AT-HI capaz de inhibir 

estequiométricamente la concentración óptima de trombina (1.25x1041  M), en el 

caso de la hirudina se utilizó la concentración de 0.65x10-7  M y con la antitrombina 

se utilizó una concentración de 0.075x 10-a M. 
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GRÁFICA 3 

Efecto quimiotactico de la trombina en presencia de hirudina. 
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En la gráfica 3 se observa el efecto de migración inducido por la trombina en 

los fibroblastos CCD 16 LU a una dosis de 1.25x10 	M, este fue de 70 + 1 

células/hpf. Así mismo se observó que la hirudina por sí sola no indujo efecto 

significativo en la quimiotáxis (2 + 1 células/hpf). Sin embargo al mezclar 

hirudina junto con la trombina, se observa una inhibición significativa del efecto 

de la quimiotáxis inducida por la trombina hasta de un 85 % (p< 0.05). 

En este experimento, el control positivo PDGE-1311 (32 ng/m1) indujo una 

migración celular de 33 + 4 células/hpf, mientras que en el control negativo 

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

Efecto quimiotáctico de la trom bina en presencia de AT-111 
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En la gráfica 4 se observa el efecto de migración inducido por la trombina en 

los fibroblastos CCD 16 LU. A una dosis de 1.25x10 -11  M, este fué de 58 + 6 

células/hpf. Así mismo se observó que la AT-II1 por sí sola no indujo efecto 

significativo en la quimiotáxis (5 + 1 células/hpf). Sin embargo al mezclar AT-1I1 

junto con la trombina, se observa una inhibición significativa del efecto de la 

quimiotáxis inducida por la trombina hasta de un 82 % (p< 0.05). 

En este experimento, el control positivo PDGE-1111 (32 lig/mi) indujo una 

migración celular de 37 + 4 células/hpf, mientras que en el control negativo 

(medio de quimiotáxis solo) se observaron solamente 3 + 1 células/hpf. 

VI. DETERMINACION DEL MECANISMO DE QUIMIOTAXIS INDUCIDO 

POR LA TROMBINA: 

Una vez determinado que la trombina inducía un efecto quimiotáctico en 

los fibroblastos de pulmón humano adulto CCD 16 LU, se intentó dilucidar si el 

mecanismo de migración inducido por esta proteasa de serina estaba o no 
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mediado por la acción del PDGF. Se trabajó con trombina en su dosis optima 

(1.25x10 	M), misma que se incubó en presencia del anticuerpo neutralizante de 

actividad biológica del P1)GI7: mai-11)W 

GRAFICA 5. 

Efecto de la trombina en presencia de anli-PDGF 
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La gráfica 5 nos muestra que la quimiotáxis inducida por la trombina (59 + 

7 células/hpf) fué inhibida significativamente hasta un 325 % por el anti-PDGF 

(p< 0.05). Los controles internos del experimento corroboraron la validez del 

mismo. 

El anticuerpo anti-PDGF por si sólo indújo una migración celular baja (15 + 

1.2 télulas/hpf) además se observó una inhibición del 80% sobre la quimioláxis 

inducida por el PDGF (40 + 3 células/hpf), siendo esta muy significativa (p< 0.05). 

En el control negativo solamente se observaron 4 + 1 células/hpf. 
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VII. DETERMINACION DEL EFECID DEL PDGF SOBRE CÉLULAS 

PREVIAMENTE ESTIMULADAS CON TROMBINA: 

Después de observar los resultados obtenidos en los experimentos 

anteriores, se postuló que la trombina podría tener un efecto modulatorio sobre los 

receptores específicos del PDGF. Entonces las células se estimularon con trombina 

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

PDGF-BB (2-128 ng/ m1). 

GRAFICA 6. 

Curva dosis-respuesta a PDGF 

En la gráfica 6 podemos observar el efecto quimiotáctico inducido por las 

curvas dosis-respuesta a PDGF-BB después de la estimulación previa de 24 y 48 

horas con trombina (dosis óptima, 1.250011  M). Se aprecia que la mayor 

migración celular, inducida por PDGF (35 + 3 células/hpf y 32 + 1 células/hpf a 

las 24 y 48 horas respectivamente), en las células estimuladas preViamente con 

trombina, se presentó a una dosis menor (16 ng/m1) que la observada 
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anteriormente P11 el caso de células no pre-estimuladas con trombina (32 ng/ m1). 

No se observó diferencia significativa entre ambos tiempos de pre-estimulaciión 

(24 y 48 horas) con trombina. 

En este experimento, el control positivo trombina (I.25x1011  M) indujo una 

migración celular de 35 	6 células/hpf, mientras que en el control negativo 

(medio de quimiotáxis solo) se observaron solamente 3 :t. 1 células/hpf. 

VIII. MODULACION DE PDGF POR TROMBINA: 

Después de observar los resultados obtenidos en la sección anterior que 

sugieren que la trombina podría modular negativamente al receptor del PDGF, se 

realizó este experimento donde se utilizó el anticuerpo anti-PDGF a dosis mucho 

más bajas (25 y 50 ng/nil), para intentar inhibir el efecto quimiotáctico inducido 

por la trombina. 

GRAFICA 7. 

Efecto de la trombina en presencia del anticuerpo anti-PDGF 
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En la Gráfica 7 podemos observar que la trombina indujo un efecto 

quimiotáctico de 67 + 6 células / hpf, dicho efecto se vió inhibido en un 31 y 28 %, 

con el anticuerpo anti-PDGF a dosis de 50 y 25 ng/mI, respectivamente. Dicha 

inhibición es significativa (p< 0.05), aún en estas concentraciones mucho más bajas 

que las anteriormente empleadas, lo que sugiere que el efecto de la trombina 

podría estar modulado vía el PDGF. 
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DISCUSION: 

Con el desarrollo del presente trabajo se determinó que la a-trombina 

estimula la quimiotáxis de fibroblastos de pulmón humano adulto (CCD 16 Lu). 

Este hecho es relevante ya que recientemente se ha determinado el papel de la 

trombina en enfermedades como la fibrosis pulmonar (Hernández, 1995) y sólo se 

había reportado a esta proteasa de serina, cuino moduladora de dizha actividad 

sobre fibroblastos de piel de rata y de piel de humano fetal (Dasves, 1993), pero no 

sobre fibroblastos de pulmón humano adulto. 

Debido a que en la literatura se ha reportado al PDGF como el factor de 

crecimiento responsable de la proliferación celular inducida por la trombina 

(Ohba, 1994), y además trabajos previos han demostrado que el PDGF es 

quimioatrayente para fibroblastos de pulmón de rata (Osornio, 1990, 1995) y 

fibroblastos de piel (Soma, 1994), otro de los objetivo de esta tesis fue dilucidar si 

el mecanismo de acción de la trombina para estimular la quimiotáxis fibroblástica, 

estaba mediado o no por el PDGF. Con el desarrollo de éste trabajo se comprobó 

que el PDGF si interfiere en la quimiotáxis inducida por trombina en los 

fibroblastos CCD 16 Lu, al menos en forma parcial. 

A continuación analizaré algunos resultados y puntos relevantes para el 

desarrollo e interpretación de este trabajo. 

I. ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CULTIVO: 

Los fibroblastos de pulmón humano adulto normal (CCD 16 Lu) eMpleados 

para el desarrollo del presente trabajo, deben ser crecidos en DMEM-1712 al 10 % 

de SBF, a 37° C y en una atmósfera - al 5 % de CO2. Debido a que esta línea celular 

es incapaz de crecer sin suero, pero la presencia de éste en los experimentos podría 

ocasionar interferencias, antes de cada cuantificación de quitniotaxis los 
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fibroblastos se mantuvieron sin cambio de medio durante cinco días hasta 

confluencia total, además de un cambio de medio 1)NIEM-E12 sin suero justo una 

hora antes de cada experimento, para eliminar cualquier posibilidad de 

interferencia con los residuos de suero del medio suplementado 

II. CUANTIFICACIÓN DE LA QUIMIOTAXIS 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' información sobre el comportamiento de poblaciones puras y además 

permiten la caracterización de mediadores que modulan diversas actividades 

biológicas (Hernández, 1995). En este caso específico la modulación fibroblástica a 

nivel de la quimiotáxis por la u-trombina. 

El método para la cuantificación de la migración celular estimulada por la 

trombina utilizado en el desarrollo de este trabajo, está basado en el uso de 

cámaras de Boyden modificadas de 48 pozos (Postlethwaite, 1976, Falk, 1980), y 

membranas de policarbonato con poros de 8 um, cubiertas con gelatina. La 

gelatina que cubre las membranas proporciona cargas y además un medio de 

tracción para los fibroblastos. Uno de los primeros experimentos que realicé fue la 

determinación de la concentración adecuada de dicha gelatina. Aunque se han 

reportado concentraciones de gelatina de 0.07 % (Osornio, 1990) y de 0.05% 

(Postlethwaite, 1976), se concluyó que la concentración óptima, en este caso era de, 

0.14% ya que la membrana presentaba mejor cubierta y apariencia microscópica, 

además de una mejor migración a un control positivo. 

Cabe destacar que un punto importante en la cuantificación de la 

quimiotáxis, es eliminar la posibilidad de que dicha migración sea sólo una 

migración al azar (quimiocinésis), ocasionada por un gradiente de concentraciones 

y no una migración dirigida y estimulada por un factor de crecimiento 
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(quimiotáxis) (Preston, 1990). Por lo que se realizó un ensayo de confirmación de 

la quimiotaxis (Osornio, 1990, PostletInvaite, 1976). Los resultados nos permitieron 

asegurar que los datos obtenidos en los experimentos realizados en esta tesis eran 

de una quimiotáxis verdadera y no de una químiocinésís. 

QUIMIOTAXIS INDUCIDA POR LA TROMBINA EN LOS 

FIBROBLASTOS DE I'ULMON HUMANO ADULTO: 

Existe evidencia experimental que sugiere que la trombina puede 

interactuar con las células vía mecanismos diferentes a su receptor. Esta incluye la 

identificación de un dominio químfoláctíco (Arg-Gly-Asp), presente en la 

molécula de trombina (Bar-Shavit; 1992). Es importante mencionar que la 

interacción celular con esta región de la trombina, no requiere de la actividad 

enzimatica de la molécula y está mediada, aparentemente, por sitios de unión 

diferentes al receptor. Cabe destacar el hecho de que el dominio Arg-Gly-Asp, está 

"escondido" en la estructura cristalina de la trombina, y se activa hasta que la 

trombina sufre una modificación estérica Inducida por la plasmina, durante los 

eventos de la cascada de la coagulación (Rabiet, 199,4. 

Los resultados obtenidos con el desarrollo de la presente tesis, muestran 

que la trombina es un factor quimiotáctico para los fibroblastos de pulmón 

humano adulto normal (CCD 16 Lu), utilizados para este trabajo. La concentración 

a la cual la trombina presentó un efecto sobre los fibroblastos fié de 1.25x10-n M, 

ya que en esta dosis existió una mayor migración celular (ver gráfica 2). Cabe 

mencionar que dentro del sistema de migración in vitro, con el que se trabajó en 

esta tesis, seguramente existen moduladores positivos y negativos de la 

quimiotáxis, por lo que los efectos de la quimiotáxis. que se evaluaron, son 

entonces el resultado del balance neto del efecto de estos moduladores sobre la • 

migración celular de los fibroblastos. 
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Con esta parte del trabajo se logró cumplir uno de los objetivos de la tesis, 

que era conocer el efecto de la trom bina en los fibroblastos de pulmón 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 QUIMRSIAXIS INDUCIDOS POR TROMBINA: 

Existe evidencia experimental que sugiere, que la modulación fibroblástica 

inducida por los diferentes factores de crecimiento, es resultado de la interacción 

entre ellos. Por ejemplo, se sabe que la trombina induce la expresión y secreción de 

factores de crecimiento, o bien induce su liberación de la matriz extracelular, tal es 

el caso del PDGF (Ohba, 1994), el TGF (TaiOale, 1992), bFGF (Benezra, 1993), la 

endotelina-1 (Shani, 1989), Por otro lado, se sabe que el TGF induce la secreción 

del PDGF (Leof, 1986) y que éste último a su vez puede, mediante el chinero BB 

inducir la expresión del TGF 

Todas estas complejas relaciones, en las que está involucrada la trombina, 

factor de crecimiento estudiado en este trabajo, son una muestra de que la 

interacción entre diferentes citocinas, debe ser la base de la • modulación 

fibroblástica y que es mucho más compleja de lo que se piensa (Baltegán, 1990). 

Debe considerarse además, que existe un gran número de citocinas de las cuales se 

conoce poco y que no están bien caracterizadas todavía. 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 modulación de los diferentes tipos de actividad 

biológica (Hernández, 1995). 

En esta parte del presente trabajo, se trato de dilucidar la modulación 

fibroblástica a nivel de quimiotáxis realizada por la trombina en los fibroblastos de 
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pulmón humano adulto (CCD 16 1.u). Al respecto en la literatura se ha reportado 

(Ohba, 1994), que la trombina induce la expresión, la síntesis y la liberación de 

diversos factores de crecimiento, principalmente el PDGF. Como ya se mencionó 

en la sección de antecedentes, éste ha sido caracterizado como un potente 

quimioatrayente para fibroblastos (Osornio, 1990, Seppa, 1994) y del que además 

se sabe que cada forma estructural produce diferente efecto sobre la misma línea 

celular (Osornio, 1995). Para determinar la modulación inducida por este factor de 

crecimiento sobre la proliferación 	fibroblástica, en esta línea celular de 

fibroblastos, se realizó una curva dosis respuesta para las diferentes formas 

estructurales del PDGF (AA, BB, AB, ver gráfica 1), observándose que la 

estimulación máxima (36 + 3 células/10hpf) de la quimiotáxis fué inducida por la 

forma estructural BB a una concentración de 32 ng/mI. 

Para cuantificar la contribución especifica de la trombina y el PDGF a la 

migración fibroblásticá, se emplearon inhibidores específicos para cada factor de 

crecimiento: para la trombina (hirudina y AT-1H) y el anticuerpo neutralizante de 

la actividad biológica anti-PDGF para el PDGF. 

Al observar el efecto que presentaron los inhibidores sobre la actividad de 

la trombina (ver gráficas 3 y 4) postulé, en primera instancia, que dicha actividad 

se debía tan sólo a la trombina, sin embargo, cuando el efecto de dicha proteasa de 

serina también se vió disminuido por el anticuerpo anti-PDGF (ver gráfica 5) 

concluí que dicha actividad está mediada no sólo por la trombina sino también por 

el PDGF, al menos en forma parcial. 

Además de concluir que la actividad quimiotáctica de la trombina sobre 

fibroblastos de pulmón humano adulto estaba mediada por otro factor más, el 

PDGF, encontré que la forma de actuar de esta proteasa de serina, es 

probablemente modulando los receptores de dicho factor de crecimiento (ver 

gráfica 6). Ya que al ser estimuladas las células previamente con trombina a 
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tiempos de 24 y 48 horas, respondían al PDGF a una dosis menor (16 ng/mI), es 

posible que la estimulación previa con trombina disminuya el número de 

receptores para PDGF en los fibroblastos, lo que explicaría que se requiera una 

menor concentración de PDGF para poder inducir la migración celular. Es 

importante mencionar que aún a dosis muy bajas del anticuerpo neutralizante 

anti-PDGE la actividad quimioatrayente de la trombina se vió significativamente 

disminuida (ver gráfica 7) lo que sugiere importantemente que dicha actividad 

pudiera estar mediada por el factor de crecimiento PDGE 

66 



CAPITULO 6 

CONCLUSIONES 



Conclusiones 

CONCLUSIONES: 

• Se determinó que la concentración de 0.14 % de gelatina es mejor que la de 

0.07% para cubrir las membranas para quimiotáxis. 

• El Factor Derivado de Plaquetas en su forma estructural BB (PDGF-BB) indujo 

in vitro una estimulación de la actividad quimioláctica de los fibroblastos CCD-

16 Lu, en forma dosis- dependiente. La dosis óptima de estimulación fué de 32 

ng/ml. 

• La a- Trombina indujo in vitro una estimulación de la actividad quimiotáctica 

de los fibroblastos CCD-16 Lu, en forma dosis- dependiente. La dosis óptima de 

estimulación fué de 1.25x;10.1' M. 

Mediante el uso de inhibidores específicos de actividad biológica de la bombilla 

(hirudina, AT-I11), se determinó que la estimulación en la quimiotáxis 

fibroblástica, es atribuible a la acción de esta proteasa de serina. 

'• Mediante el uso de un inhibidor específico de la actividad biológica del PDGF 

(anta-PDGF), se determinó que la estimulación en la quimiotáxis de los 

68 



E Conclusiones 

fibroblastos inducida por la trombina es mediada al menos en forma parcial, 

por el PDGF. 

• Los resultados obtenidos sugieren que la trombina podría inducir un efecto 

modUlatorio sobre los receptores del PDGF. 

• Los resultados de actividad quimiotáctica inducida por trombina y PDGF, son 

resultado de una quimioatracción real, y no de un movimiento al azar 

(quimiocinésis). 
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PERSPECF1VAS FUTURAS: 

El tipo de respuesta biológica evaluado en la presente tesis (Quimiotaxis), 

podría ser mediada vía la actividad del receptor de trombina, el cual se sabe tienen 

siete dominios transmembranales y está acoplado al sistema de proteínas G (Vu, 

1991). Las señales de transducción inducidas por éste, se propagan hacia el núcleo 

y otros compartimentos por dos vías, la adenilato ciclasa y el fosfatidil inositol-

fosfolipasa C, éste último genera dos segundos mensajens el inosito1-1,4,5-

trifosfato y el diacil glicerol (Coughlin, 1994). Se sabe que estas señales de 

transducción 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, 

todavía permanecen sin contestar preguntas tales como: ¿ Cuál es el papel de la 

trombina en la activación del receptor, tina vez que la ruptura proteolítica ha 

sucedido? ¿ Cuál es el número de receptores que pueden ser activados por una 

sola molécula de trombina? Mismas que sería interesante considerar para 

investigaciones posteriores. 

. 	Sobre el mecanismo de quimiotáxis inducido por la bombilla, sería 

importante conocer: 

¿Si la trombina es capaz de regular la síntesis del PDGF en el tiempo o 

solamente es capaz de liberarlo al medio? ¿Cómo es que la trombina está 

regulando el número de receptores para PDGF en la superficie celular? ¿Cómo 

interactúa con otros factores de crecimiento?. 
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