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LISTA DE ABREVIATURAS

FBS dei ingies Fetal bovine serum: suero fetal bovino

EM del ingles extraceliular matrix: matriz extracelular

MM del ingles matrix metalloproteinase: metaloproteinasa de matriz

extracelular

MT-MMP del ingles membrane type-matrix metalloproteinase:
metaioproteinasa de matriz extracelular ascciada a ka2 membrana plasmatica

Cic Célula intersticial contractit

TUNEL del ingles Terminal deoxynucleotide transferase (TdT)- mediated

dUTP-digoxigenin Nick-End Labeling; marcaje de los extremos del DNA
fragmentado mediante la enzima TdT con dUTP-digoxigenina.

DPF del ingles diffuse puimonary fibrosis: fibrosis pulmonar difusa

IPF del ingles idiopathic puimonary fibrosis: fibrosis puimonar idiopatica
uiP del ingles usual interstitial pneumonia; neumonia intersticial usual
mMENA del ingles messenger ribonucleic acid: 4cido ribonucleico mensajers
DNA del ingles desoxyribonucieic acid. acido desoxiribonucleico

cDNA  delingles complementary desoxyribonudeic acid: acido desoxinbonuicleico complernentario
EDTA del ingles ethylen diamine tetra-acetic acid: acido etilen diamino tetraacetico
TIMP del ingles tissue inhibitor of metalloproteinase; inhibidor tisuilarde metaloproteinasas
TGFB1 del ingles ransforming growth factor-31: facior transformante de credimiento 5 tipo 1
TGF-a del ingles fransforming growth facior-o: facior transformente de cecimiento ipo o
IL-1 y 1L-4 interleukin types 1 and: 4 Interieucinas tipos 1y 4

TNF-a det ingles tumorai necrosis factor type a: factor de necrosis tumoral o
EGF del ingles epidermoid growth factor: factor de crecimiento epidermoide
FGF del ingles fibroblast growth factor: factor de crecimiento para fibroblastos

PDGF del ingles platelet derived growth factor: factor de crecimiento derivado
de plaquetas

ISEL del ingles in sifu end labeling (of terminal exiremes in fragmented DNA):
marcaje in situ de los extremos del DNA fragmentado

FALS del ingles Forward Angle Light Scatter

PMSF del ingles: Phenyi-methyl-sulfonil fluoride; fenil metil suifonil fluoruro

NEM del ingles N-ethyl maleimide: N-etil-maleimida

NaN; azida de sodio

o-SMA del ingles a~-smooth muscie actin: a-actina de miuscuio liso

Pl del ingles Propiduim lodide: Yoduro de Propidio

RT-PCR del ingles retfrotrascription-polymerase chain reaction:
retrotranscripcion-reaccién en cadena de la polimerasa

DR del ingles death receptor; receptor para muerte celular

31D del ingles death domain; dominic para muerte celular

DISC del ingles death-inducing signaling complex; complejo de sefializacion
para la induccién de muerie celular

FADD del ingles Fas-Asssociated Death Domain (6 Mort-1);

dominio para muerte célular asociado al receptor de Fas

GAPDH  delingles glceraldehyde -3 phospete dehydrogenase: gliceraldehido-3-fosfaio deshidrogenasa
cGAPDH  delingles complementary GAPDH: GAPDH complementario



RESUMEN

INTRODUCCION. La fibrosis pulmonar idiopatica/neumonia intersticial
usual (IPF/UIP), es un desorden puimonar progresivo, generaimente letal que
se caracteriza por la proliferacion de fibrobiastos y acumulacion excesiva de
moleculas de la matriz extracelular (EM), especialmente de las colagenas
fibrilares. Una caracteristica considerada de importancia fundamental
considerada recientemente en esta enfermedad, es ia presencia de focos de
fibroblastos ampliamente dispersos por todo el paréengquima pulmonar, que
parecen representar zonas microscépicas de dafio pulmonar agudo, hacia
donde éstas células migran y proliferan en un intento de reparar el dario
alveoiar preexisienie; ocurriendo subsecuentemente ei remodelamienio
anormal de ia arquitectura alveoiar; dando como resuitado el depédsito de tejido
conectivo intersticial e intraluminal caracteristico de la IPF. Sin embargo, los
estudios enfocados al analisis de las caracteristicas proliferativas de los
finroblastos cbtenidos de pulmén humano con IPF y normales son escasos v
contradictorios. Asi por ejemplo: mientras Jordana y cols. mostraron que los
fibroblastos derivados de tejido fibrético proliferan significativamente mas
rapido que los fibroblastos derivados de pulmdn humanoc normal, Raghu y cois.
encontraron que la proliferacion de fibroblasios fue mas alta en células
derivadas de areas con inflamacion comparadas con los de areas normales,
mientras que el rango de proliferacion méas bajo fue observado en céluias

btenidas de &reas con fibrosis densa.

Por otra parte, los fibroblastios no son poblaciones homogéneas, de
manera que en la década de los 90's, surgio el concepio de diversidad o©
heterogeneidad de los fibroblastos. El cual se refiere a la presencia de
diferentes subpoblaciones de fibroblastos. De manera que hoy conocemos qgue
la presencia de tales subpoblaciones corresponde a fibroblastos pulmonares

fenotipicamente distintos, en los cuales se han descrito diferencias en los tipos



de marcadores de superficie, expresion de receptores membranaies,
arquitectura de citoesqueleto con filamentos caracteristicos. y diferentes
patrones de expresion de citosina y moléculas de la EM. En este contexio,
hemos demostrado recientemente diferencias significativas en la tasa de
crecimiento de subpoblaciones de fibroblastos pulmonares separadas por
gradientes de ficol en condiciones atmosféricas estandar (1g), con una relacién
inversa entre el tamano celular y la tasa de crecimiento.

Los miofibroblastos son subpoblaciones de fibroblastos que expresan
caracteristicas de ceélulas musculares lisas y de fibroblasto. Estas células
positivas para o-actina de musculo liso («—SMA), se incrementan en la IPF y
constituyen el principal compeonente de los fccos de fibroblastes. Ademas,
estas células adquieren un fenctipo que favorece la acumulacidon de colagena.
Por otra parte, el remodelamiento anormal de |la matriz extracelular observado
en la |IPF es debido, al menos parcialmente, a un desbalance en ia sintesis y
secrecion de algunos componentes de la familia de las metaloproteinasas de la
matriz extraceiular (MMPs), por ejempio ia colagenasa-1 (MMP-1), ias
gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-8), y a los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMPs). Los fibroblastcs son buenos candidatos para
desempefar una importante participacion en este proceso fibrogénico, debido
a que son responsables de la secrecion exagerada de la mayoria de los
componentes de |la EM; sin embargo, su participacion mediante la expresion

de MMPs y TIMPs es conocida parcialmente.

OBJETIVOS. Se analizé la tasa de crecimiento, % de apoptosis
espontanea, % de células positivas para o-actina de musculo liso (a-SMA), vy
expresion de ios mRNA dei factor transformante g (TGFB1), colagena a1]i],
colagenasa-1 (MMP-1), gelatinasas A y B y TIMP-1, -2, -3 y —4 en cultivos
primarios de fibroblastos pulmonares derivados de pacientes con IPF (n=5), y
sujetos control (n=5).



MATERIAL Y METODOS. La tasa de crecimiento se analiz6 mediante
un ensayo basado en la utilizaciéon del cromogenc WST-1 que es una sal
derivada del formazan; el % de apoptosis esponténea, con la técnica del
marcaje in situ de los extremos del DNA fragmentado (ISEL), combinado con la
tincién de Yoduro de Propidio mediante citometria de flujo; el porcentaje de
positividad para o-SMA a través de citometria de fiujo y microscopia
fluorescente; y la evaluacidbn de la expresibn del mRNA del factor
transformante 3 (TGFB1), colagena «1[l], colagenasa-1, gelatinasas Ay B, y
TIMP-1, -2, -3 y —4 utilizando la metodologia de fa RT-PCR.

RESULTADOS. La tasa de crecimiento fue significativamente mas baja
en los fibroblastos de IPF comparada con ios controles, tanto con 1 como con
10 % de FBS, y desde los 4 hasta los 13 dias del anélisis. De manera opuesta,
fue observado un porcentaje significativamente mas alio de células con
apoptosis espontanea en los fibroblastos derivados de IPF (314 £ 6.9 vs. 15.0
+ 7.4 en los controles; p< 0.008). El analisis de las células positivas para o-
SMA (principalmente miofibroblastos) revelé un porcentaje significativamente
mayor en ias céiuias derivadas de IPF (62.8 £ 25.2 vs. 14.8 £ 11.6 % de los
controles; p < 0.01). Los fibroblastos derivados de IPF se caracterizaron por
incremento en la expresion de colagena «1{l], TGFB1, gelatinasa B, y de todos
fos TIMPs; mientras que la expresion de colagenasa—1 y gelatinasa A no

mostré diferencias.

CONCLUSION. Estos resultados sugieren que en los cultivos primarios
de fibroblastos obtenidas de pacientes con IPF, existe un fenotipo celular que
favorece el desarrollo del proceso de fibrosis, con incremento en la sintesis de
coldgena |, asi como incremento en la expresion colagenasa B, TGFB1, y los
TIMPs 1, 2, 3, y 4, mosirando estas células ademas, tasa de crecimiento muy
baja, mayor % de apoptosis espontanea, y alto % de células positivas para a-

actina de musculo liso (principaimente miofibroblastos).
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INTRODUCCION.

Fibrosis Pulmonar

La fibrosis puimonar difusa (DPF) es el resultado final de un grupo
numercso y heterogéneo de padecimientos respiratorios tanto agudos como
crénicos que han sido clasificados como neumopatias intersticiales difusas,
6 bien como enfermedades fibrosantes del pulmdn (1). Estas enfermedades
tienen como resultado final el deposito excesivo de matriz extracelular (EM),
mejor conocido como fibrosis y que comprende de manera difusa ai
intersticio pulmonar, espacios intraalveclares y en algunos casos
compromete inciusive las vias aéreas periféricas (1). En varias de esias
patologias se han identificado agentes etiolégicos, fisicos, quimicos vy
bioldgicos. Sin embargo, en otras las causas son desconocidas y en tales
casos se denomina neumonia intersticial idiopatica, siendo la mas frecuente
y agresiva de eilas, la fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), tambien conocida
como neumonia intersticial usual (UIP) (2).

La fibrosis pulmonar idiopatica, se ha definidoc como un desorden
pulmonar crénico, progresivo, y generalmente letal, que se caracteriza por la
proliferacion y acumulacion exagerada de fibroblastcs que forman focos
ubicados en zonas subepiteliales; con acumulacion excesiva de moléculas
de ia matriz extracelular, y en especial de las colagenas fibrilares tipcs | y til
(2, 3).

Aun cuando se han desarrollado numerosos estudios con diferentes
modelos animales y en muestras pulmonares derivadas del padecimiento en
el humano, la secuencia de los eventos que se suceden durante la patogenia
de la IPF/UIP no se conoce con precision. A pesar de este hecho, se han
considerado tradicionalmente para el estudic y entendimienic de los

mecanismos patogénicos de la IPFI/UIP los siguientes cuatro eventos: Un



dafio 6 agresion inicial, seguido de un proceso inflamatorio, continuado por
un proceso fibroproliferativo y finalmente el remodelamiento anormal del
tejido conectivo, en el que se desarrolla el deposito exagerado de matriz
extracelular (1, 3).

Una nueva hipotesis en torno a ia patogenia de la |IPF (2), considera
que el proceso inflamatorio no es una condicion sine qua non que antecede
al desarrollo de la etapa fibroproliferativa. En este contexto, una
caracteristica considerada de importancia fundamental durante la patogenia
de la IPF/UIP, es la presencia de focos de fibroblastos, ampliamente
disperscs por todo el parénguima pulmonar (3). Estos focos de fibroblastos
al parecer representan zonas microscopicas de dafo pulmonar agudo, en
donde los fibroblastos migran y proliferan en un intento de reparar el dafo
alveolar. o que causa el remodelamiento anormal de |la arquitectura alveolar
provocando el depdsito de tejido conjuntivo intersticial e infraluminal (3-5).

El procesoc de acumuiacion de matriz extracelular involucra un
desbalance en su metabolismo, siendc responsables de este proceso ias
mismas subpoblaciones de fibroblastos presentes en los focos extendidos
por todo el parénguima pulmonar. En este sentido, es importante mencionar
diversas observaciones obtenidas en nuestro laboratorio. Una de éstas es el
incremento transitorio en ia sintesis de colagena (3-7), con la disminucion
progresiva en |os niveles de algunas metaioproteinasas (8), acompanado de
un incremento en la refacion molar TIMP/colagenasa intersticial-1, que se
observd en fibroblastos derivados de pacientes con IPF en relacién con los
controles (9);, y con la consecuente disminucidn en la actividad
colagenolitica en estados avanzados de ia enfermedad (7). La mayoria de
estos estudios se han realizado por lo general con tejidos pulmonares, y de
esta manera, la participacion de las diferentes subpoblaciones de

fibroblastos no ha sido establecida con precision en esta enfermedad.



Recientemente han sido publicados diversos estudios en los que se
ha sugeridc, gque una de las subpoblaciones de fibroblastos que
desempefan un papel crucial en el proceso patogénico de la fibrosis es la
de miofibroblastos; células probablemente diferenciadas de fibrobiastos 6 de
células musculares lisas; éstas son células con capacidad confracti] y
potente efecto fibrogénico. En el procesc de curacidon de heridas, estas
células desempefian un papel relevante en la fibrogénesis y finalmente
desaparecen por apoptosis (5,10 -14).

Observaciones recientes tanto in vivo como in vitro, en el analisis de la
nroporcion de miofibrobiastos v la presencia de apoptosis en fibroblastos
pulmonares, sugieren que es probable gue este fendmeno también ocurra en
la IPF (2). Ademas, se ha observado en la fibrosis producida
experimentalmente en ratas, que ia proliferacion de fibroblastos derivados
de pulmones con !PF es considerablemente mas baja que la de los
normailes (13, 14). Un proceso simiiar ha sido descrito en [a patogenia de la
fibrosis renal y la cirrosis hepatica (15).

En el caso de la cirrosis hepatica, se ha propuesto que el pericito
hepatico se diferencia en miofibroblasto y es responsabiliza de |la
fibrogénesis, para después morir por apoptosis en su estadio terminal de
diferenciacion, lo cual coincide con la etapa terminal del proceso fibrogénico
(18). En este contexto, resuita importante entender los mecanismos
mediante los cuales las poblaciones de fibroblastos y miofibroblastos
mantienen la celularidad durante la patogenia de la IPF/UIP.

Es importante enfatizar que tradicionalmente se ha considerado en la
patogenia de las enfermedades fibrosantes dei pulmén, gue la zona de
acumulacién excesiva y ancrmal de matriz extracelular se restringia al
intersticio, por lo que se popularizé el término de fibrosis pulmonar

intersticial. Sin embargo, en los afios 90 se modificé este concepto, debido

()



a qgue en algunos estudios retrospectivos se analizaron ios tejidos
pulmonares de pacientes con diferentes tipos de fibrosis, incluyendo ia IPF.
En estos estudios se encontré que ademas de ia fibrosis intersticiai, existia
deposito excesivo de matriz extracelular en ios espacios adyacentes a zonas
los epitelios alveolares dafiados, que comprometian a las membranas
basales, y contenfan ademas cumuios de fibroblasto y miofibroblastos. A
esta forma de fibrosis se le denominé fibrosis intraluminal o intraalveolar
(16,17). Por lo tanto, la IPF consiste de un componente de fibrosis intersticial
asociada con otro de fibrosis intraluminal, ambos asociados a la presencia
de focos de miofibroblastos y fibrobiastos, en la cercania inmediata a estas
zonas con epitelio alveolar dafiado, y en algunos casos desnudado, debido a
la pérdida de las células epiteliales; los neumocitos tipo | y || principalmente
(1,3, 12).

MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular (EM) del pulmoén, asi como la de otros organos
se compone de dos categorias estructural y molecuiarmente distintas pero
retacionadas entre si: la EM intersticial y la EM de las membranas basales
del epitelio alveolar y del endotelio-vascular, siendo estas dltimas mejor
conocidas como membranas basales. La EM intersticial se constituye por 75
% de colagenas fibrilares, 15 % de fibras elasticas, y el resto por diversas
glicoproteinas. Todos éstas moléculas embebidas dentro de un
microambiente  viscoelastico compuesto de proteoglicanos y
glicosaminoglicanos (18), que son responsables de proporcionar una alta
presion hidrostatica interna a los tejidos, debido a la hidratacién de los iones
de sodio unidos a sus radicales sulfato (19). Adicionalmente, se encuentran

diferentes poblaciones celulares de origen mesenquimatoso e



inmuno/inflamatorias, tales como fibroblastos, miofibroblastos,
lipofibroblastos, células intersticiales contractiles, pericitos, macréfagos,
linfocitos T y B, y leucocitos polimorfonucleares (20-21).

La EM en las membranas basales se constituye principaimente de
colagenas tipos IV y V, laminina, entactina, fibronectina, proteoglicanos y
glicosaminoglicanos como el heparan sulfato y el condroitin sulfato. En las
unidades de intercambio gaseoso las membranas basales del epitelio
alveolar y el endotelio vascular se fusionan y adelgazan facilitando asi el
intercambio de oxigeno y CO; (20-21).

lLas colagenas constituyen una familia heterogénea de proteinas
estructurales, formada de 19 tipos diferentes genéticamente, derivados de
por o menos 34 genes (22). Las moléculas de éstas proteinas se
constituyen por Ia asociacién de tres cadenas polipeptidicas denominadas «,
que se contienen por dominios colagénicos o triple helicoidales y dominios
no colagénicos © no helicoidales. En los dominios colagénicos o triple
helicoidales, existe una secuencia repetitiva de aminoacidos [-giy-Xaa-Yaa-
]n, €n donde ia giicina se ubica cada tercer sitio y representa por o tanio
alrededor del 33% de los residuos de aminoacidos totales. Alrededor del 10-
12 % de los residuos iotales en la posicion Xaa son ocupadas por prolina, y
otro % igual por 4-Ohprolina en Ia posicién Yaa. También estan presentes
otros aminoacides como la 3-Ohproling, lisina y 5-OHlisina pero en menor
proporcidn. El arreglo repetitivo del tripéptido [-gly-Xaa-Yaa-], permite |la
formacion de la triple hélice asemejandose a una varilla cilindrica rigida; el
radical hidroxilo de la Ohprolina es esencial para la formacion de puentes de
Hidrégeno con el agua, lo cual estabiliza la triple hélice. Por ofra parte la
lisina e Ohlisina, tanto en areas triple helicoidales como no helicoidales,
permiten la formacion de enlaces covalentes intermoleculares, lo cual es

necesario para el ensamblajie supramolecular de las colagenas; ademas,



tanto la relacion Ohlisinaflisina, como el grado de hidroxilacion de lisina se
modifican para un mismo tipo de colagena en diferentes tejidos, y también
varian con la edad del tejido (22).

Las colagenas se clasifican en dos grandes grupos: a) colagenas
fibrifares que incluye los tipos |, I, I, V, y Xl; y b) colagenas no fibrilares,
las que a su vez se subdividen en varias categorias, y entre las que
destacan aquelias que determinan estructuras reticulares en membranas
basales como los tipos IV, VI, y X. Ademas, se encuentran las colagenas
asociadas a fibras: tipos X, Xil, XIV, XVI|, y XIX. Por otra parte existen
colagenas como los tipos Xl y XV-XIX gque fueron descubiertas por
secuenciacion del cDNA; éstas se expresan en varios tejidos y a excepcion
de la colagena XIX han sido ya caracterizadas (22-25).

Las moléculas de colagena dependiendo del tipo de cadenas o que
las constituyen, se pueden organizar como homotrimeros de 3 cadenas «1
idénticas, como en las colagenas tipo ii y lll, o bien se pueden encontrar
como heterotrimeros compuestos por una asociacion de cadenas o1y a2 é
al, a2 y a3; por ejemplo la colagena tipo | se compone por dos cadenas
idénticas «1]l] y una cadena oZ2[l]; y en la colagena tipo VI se puede
encontrar la combinacion o1[VIle2[VI]a3[VI]. En la colagena tipo IV se
dispone de seis cadenas o, de la «1{lV] a la «6 [IV], sin embargo, la
asociacion mas comun |la forman dos cadenas «1[1V] y una cadena o2[IV]
(23-25).

Las colagenas representan del 15 al 20 % de! peso seco del pulmon y
entre sus funciones esta la de mantener las fuerzas ténsiles y evitar el
colapso de las unidades aiveolo-capilares durante el ciclo respiratorio Las
colagenas fibrilares tipo | y lll son las mas abundantes, coexistiendo con los
tipos V y Vi. Por su parte, la colagena de membrana basal tipo 1V representa

el 5% de ta masa total de las colagenas pulmonares (25,26).



Las células responsables de la sintesis de moléculas de matriz

extracelular en el pulmén son principaimente los fibroblastos,

miofibroblastos, células musculares lisas, pericitos, células endoteliales,

neumocitos tipo |l y células mesoteiiopieuraies (25,26).

METALOPROTEINASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR

Las metaloproteinasas de la matriz extracelular o MMP contienen Zn**

en su sitio activo y requieren de Ca®" para su actividad biolégica. Estas

metaloenzimas constituyen una familia de mas de 20 proteinas que en

conjunto pueden degradar todos los componentes de la matriz extraceluiar

{(27,28). Estas metaloproteinasas poseen especificidad, de tal manera que

cada MMP tiene la propiedad de degradar un grupo particuiar de moiéculas

de [a matriz extracelular.

Los diferentes miembros de ta familia de la MMPs son el producto de

diferentes genes, y comparten los siguientes dominios estructurales: {27,28-
30):

Un propéptido que codifica para un péptido sefial que dirige a |la proteina
recién sintetizada hacia la cisterna del reticulo endoplasmico, y por io
tanto hacia la via de secrecién.

Un péptido de 8 -10 kDa que mantiene a la proteinasa inactiva, para lo
cual se ha sugerido un mecanismo de “switch” que involucra la accién
coordinada del residuo cys’ con el dominio catalitico. La activacién de la
proenzima requiere la remocion de este fragmento (31).

Un dominio catalifico con la secuencia conservada -his-glu-x-gli-his- que
incluye un dominio de union al Zinc. Se reconocen dos sitios de unién aj
Zn**: en el primero 6 “Zn*" estructural” interactGa con los residuos de his

149,154 y 179; en el segundo & “Zn** catalitico’, interactia con los



residuos de ias his 199, 203 y 210. En este ultimo se lleva a cabo la
actividad proteolitica para los diferentes sustratos.

= Un dominio carboxi-terminal. Con excepcion de la MMP-7 v MMP-26
(matrilisina-1 y matrilisina-2) (32), el resto presentan un dominio carboxi-
terminal con 3 & 4 secuencias repetidas similares a la
hemopexina/vitronectina, conectadas por un puente disulfuro enire los
residuos cys™ y cys*®, que contribuye a la unién con el sustrato y los
inhibidores (28,31).

o Existen otros dominios estructurales que comparten algunas de estas
enzimas, por ejemplo. a) el dominic tipe furina, que es un sitic que
permite la activacion intracelular alternativa mediante la hidrolisis de un
enlace peptidico. Algunas enzimas como las metaloproteinasas de
membrana contienen este dominio; b) el dominio de ancliaje
transmembranal que también presenta el subgrupo de MMPs de
membrana; ¢) dominios de reconocimiento de sustrato contenidos en el
subgrupo de las gelatinasas, como por ejemplo un dominio tipo

ibronectina que separa al dominio catalitico y un dominic similar a Ia
colagena tipo V que presenta solo la gelatinasa B (33).

De acuerdo con las caracteristicas funcionales y estructurales las
MMPs se han clasificado en & diferentes subfamilias de miembros muy
relacionados (28,29,31,32,34). Estas subfamilias son los siguientes:

Colagenasas: Este subgrupc retune a 3 distintos miembros: la
colagenasa-1 (MMP-1) expresada en un gran numero de células,
preferentemente fibroblastos y macréfagos, la colagenasa-2 de neutrofilos
(MMP-8), y la colagenasa-3 (MMP-13) derivada de carcinoma de mama.
Estas enzimas degradan preferentemente colagenas intersticiales tipos |, |l

y Il



Gelatinasas: son la gelatinasa A ¢ colagenasa tipo IV de 72 kDa
(MMP-2), y la gelatinasa B de 92 kDa (MMP-9) que degradan
predominantemente colagena tipo IV y V, elastina y gelatina (colagena
desnaturalizada).

Estromelisinas: son las estromelisinas 1 y 2 (MMP-3 v MMP-10).
Estas enzimas actlan sobre todo sobre fibronectina, laminina, y colagena
tipo V.

Matrilisinas: Este subgrupo reune a proteasas que contienen solo los
tres dominios necesarios para la secrecion, latencia y actividad catalitica.
Esta representado por ia matrilisina (MMP-7) vy la recien clonada matrilisina-
2 (MMP-26).

MMP tipo membrana (MT-MMP). Estas proteinas tienen un dominio
de membrana, una pequefa cola citoplasmica, y adicionaimente tienen un
dominio de furina. Comprende 6 miembros diferentes, 1a MT1-MMP (MMP-
14), MT72- MMP (MMP-15), MT3-MP (MMP-16} y MT4- MMP (MMP-17),
MT5- MMP (MMP-24), y MT6- MMP (MMP-25) Son capaces de activar a
otras MMPs como la MMP-2 y MMP-13. Estas metaloenzimas pueden
degradar numerosas proteinas de ia matriz extracelular.

Otras MMPs: Reune a un grupo de enzimas cuyas propiedades
estructurales o funcionales no les permite clasificarse en los subgrupos
mencionados con anterioridad como por ejemplo la metaloelastasa de
macroéfagos (MMP-12), la estromelisina-3 (MMP-11), y la MMP-19.

L a regulacion de las MMPs ocurre a diferentes niveles (29,31,34). El
primero de estos es iranscripcional. Diferentes moléculas actuan como
inductores de la activacion de algunos de estos genes, entre éstos se
encuentran IL-1, IL-4, TNF-a, TGF-o, EGF, FGF, PDGF, TGF-B, interferén «,

B ¥ v, colchicina, pentoxifilina y concanavalina A. Por otra parte, entre las



moléculas que pueden reprimir algunos genes de las MMPs se encuentran
los estrogenos vy la progesterona.

Se ha propuesto que en los fibroblastos existe un factor especifico que
es inducido por EGF, gue regula la estabilidad del mRNA de ia colagenasa-
1 y la estromelisina 1; por otro lado, el TGF-B1 puede incrementar la
estabilidad de mRNA de la MMP-2 (29,30).

Al nivel de secrecion y activacion, las MMPs se regulan mediante su
péptido de 8-10 KDa, a través del “switch de cisteina”. En algunos casos
comc en las procolagenasas de fibroblastos, neutrdfilos y las
proestromelisinas 1 y 2, los propéptidos presentan sitios de hidrolisis
enzimatica para plasmina y fripsina; esta hidrélisis desestabiliza |a
interaccion entre el residuo de cys™ y el Zn® y la conformaciéon de la
proteinasa cambia, permitiendo asi el proceso autocatalitico hacia la forma
activa. En el caso de la progelatinasa A (MMP-2), la activacién se lleva a
cabo en la superficie celular y las metaloproteinasas de membrana
desempenan un papel central mediante un complejo mecanismo que
involucra a ja MT1-MMP vy al TIMP-2.

Finalmente, la actividad de las MMPs puede ser modulada a través de
su interaccién con sus inhibidores tisulares especificos, conocidos como
TIMPs, los cuales se unen a las MMPs en el sitio de unién al Zinc. Sin
embargo, en el caso de {as proenzimas de {as gelatinasas MMP-2 Y MMP-9
existen sitios caracteristicos de unién a los TIMPs; de manera que los TiMPs

participan en los procesos de activacion de estas MMPs.

INHIBIDORES TISULARES DE LAS METALOPROTEINASAS

Los principales inhibidores de las metaloproteinasas, son los

denominados TIMPs, de los que se conocen cuatro tipos: TIMP-1, TIMP-2,
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TIMP-3 v TIMP-4, estos han sido identificados, caracterizados y clonados en
varias especies de animales (29, 30, 35, 36). Los TIMPs se expresan en una
amplia variedad de células, y se encuentran presentes tanto en el intersticio
como en diversos fluidos corporaies (37).

De estos inhibidores los mejor estudiados son los tipos 1, 2 y 3. Su
peso molecular varia en funcién de que estén 6 no glicosilados, asi como del
grado de glicosilacion; para las proteinas no glicosiiadas el PM se encuentra
en el rango 21,000 a 28,500, aumentando en la forma glicosilada. Por
gjemplo, en el caso del TIMP-1 el peso molecular de la proteina no
glicosilada es de 21,000 y de 28,500 en su forma glicosilada. El TIMP-1 vy el
TIMP-2 son secretados por varias células y se encuentran en fluidos
corporales y en zenas intersticiales, mientras que el TIMP-3 es el dnico que
se encuentra exclusivamente asociado con moléculas de la matriz
extracelular, y por lo tanto en forma insciuble.

Las moléculas de estos inhibidores se constituyen de 184-194
residuos de aminoacidos y presentan alrededor del 40% de similitud en su
de 12 residuos de cys altamente conservados e la evolucion, que permiten
la formacion de seis enlaces disulfuro, esenciales para mantener la
estructura terciaria de la molécula, ademas de que permiten la formacién de
asas o “loops”. El dominio amino-terminal es necesario para la actividad
inhibitoria de las MMPs. Sin embargo, para la gelatinasa A (MMP-2) las
interacciones idnicas del dominio carboxi-terminal, son también importantes
en la formacion dei compiejo inhibitorio (29,35,36).

Los TiMPs ademas de inhibir las formas activas de las MMPs,
desarrollan una serie muy amplia de funciones, algunas de éstas semejante
a las de los factores de crecimiento. Estas funciones se han descrito para

los TIMPs -1, -2 y -3 (35,36). Recientemente, se reportd el efecto
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estimulador de la inhibicidbn de apoptosis por TIMP-1 y TIMP-2 sobre
linfocitos B, células epiteliales de glandula mamaria, y células de musculo
liso cultivadas sobre diferentes biomatrices elaboradas a base de matrigel,
colagena tipo | y fibronectina (38,39). También se ha evidenciado, el efecto
inductor de apoptosis por el TIMP-3 en células epiteliales derivadas del
carcinoma de colon y células de musculo iisc cultivadas sobre matrigel
(37,39).

MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

Los principales mecanismos que mantienen la celularidad, ios tipos y
poblaciones celulares presentes en los tejidos son la proliferacién,
diferenciacion y muerie celular; siendo ia necrosis y la apoptosis i0s
principales tipos de muerte ceiular. Las diferencias entre la necrosis y la
apoptosis se encuentran indicadas en la tabla A y se citan a continuacion:

La apoptosis es un mecanismo de muerte ceiular programado
genéticamente, mieniras que la necrosis no es programable (40, 41).

La necrosis es un mecanismo relacionado generalmente con procesos
patologicos, mientras que la apopiosis se desarrolla fundamentalmente
asociada a procesos fisiologicos, aunque también puede participar en el
desarrollo de diferentes enfermedades; en la eliminacién de células
dafnadas, disminucion, y eliminacidn de cierta poblacion especializada que el
tejido ya no necesita (40), durante el recambio tisular, embriogénesis,
remodelamiento, respuesta inmunolégica y diferenciacién entre otros
procesos (40, 42,43).

La apoptosis se desarrolla en células individuales y dispersas mas
que en grupos celulares dentro del tejido; la célula en proceso de apoptosis

disminuye de tamafio, el citoplasma se condensa conteniendo organelos
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intactos, la cromatina nuclear se compacta y condensa formando zonas
densas contiguas a la membrana nuclear, que se estructuran en forma de
pequefias vesiculas de cromatina fragmentada, las cuales junto con las
vesiculas citoplasmicas, constituyen los cuerpos & vesiculas apoptéticas
caracteristicas. Finalmente, estas estructuras son fagocitadas por
macrofagos y otras células fagociticas vecinas (40-42). Ademas, la
apoptosis se diferencia de la necrosis por ser un mecanismo dependiente
del nivel y consumo de ATP intracelular.

Por otra parte, el mecanismo fisioloégico opuesic a la apoptosis o
cualquier otra forma de muerte celular es la proliferacion celular. Ambos
mecanismos son el resultado final de una serie compleja de eventos
intracelulares que determinan finalmente el nimero de células tanto in vifro
como in vivo. El término tasa de crecimiento se refiere a la velocidad de
proliferacion celular, y depende del balance entre muerte y duplicacion
celular (42).

La regulacidon del proceso de apoptosis es bastante compleja e
G que para su estudio se ha
dividido en tres fases: la fase de induccion, la fase de efectores y la fase de
hidrolisis enzimatica o ejecucién de la célula. La fase de induccién consiste
en la transduccion de ias sefiales que estimulan el desarrollo del proceso de
apoptosis, siendo una de ellas, la pérdida de contacto con la matriz
extracelular. Por otra parte, se acompana de sefiales intracelulares que
atentian la divisidn celular arrestando a la célula en ia fase G1 del ciclo
celular (etapa Go)(43). Este efecto inductor es mediado por una serie ampiia
de estimulos, mejor conocidos como inductores de apoptosis, y se inicia
cuando los receptores membranales para muerte celular o DR, s& unen con
ciertos factores de crecimiento o algin ligando proapoptético especifico. Los
DR mejor estudiados son: el ligando de Fas (CD95 o Apo-1), TNF-R1 (p55 o
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cd120a), DR3 (Apo3 o Wsl-1 0 TRAMP o LARD), DR4, DR5 (Apo2 o TRAIL-
R2 o TRICK-2 o KILLER) y p75NGF (44).

Tabla A. Caracteristicas comparativas de la necrosis y la apoptosis. *

Caracteristica Necrosis Apoptosis
Distribucion tisular grupos de celulas celulas independientes
Reaccion tisular lisis y liberacidn fagocitosis de cpos. Apoptoticos

del contenido celular por células vecinas
| Induccién de inflamacién si no
Morfologia celular hinchazon encogimiento y perdida de contacto

Con células vecinas

Membrana plasmatica pierde integridad forma vesiculas
apoptoticas

| Aumenta de la permeabilidad

Organelos dafiados Intactos
Nucleo desintegrado condensado formando vesiculas
Lisosomas con ruptura intactos
Mitocondria defectuosa, deplecidon de ATP hinchazén, permeabilidad
| alterada
cambio en permeabilidad, ruptura liberacién de citocrome C,

posible ruptura
Cambios moleculares (bioguimicos):

DNA degradacion inespecifica hidrolisis internucieosomal
Proteinas degradacion inespecifica activacion de caspasas y
calpainas |
Sustratos sustratos inespecificos sustratos especificos
NMoleculas anti-apoptosis Bei-2 (a veces) familia de Bcl-2, IAPs, FLIPs, crmA

Inhibidores de caspasas

| Requeriento de ATP no si (indispensable)

*Fuente: Granvelle DJ, Carthy CM, Hunt DWC, and McManus BM. Apoptosis molecular
aspects of cell death and disease. Lab. Invest 199878 (8) 893-913

]

Estos receptores membranales, una vez que se han unido mediante

su dominio extracelular al inductor especifico (ligando o factor de

crecimiento), por ejemplo Fas-L, TNFo, Apo 3L, forman complejos con las
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proteinas llamadas adaptadoras, mediante secuencias de aminoacidos
altamente conservadas en su evolucion. Tales secuencias se denominan
dominio para muerte o DD, y se encuentran ubicados en el exiremo
citopiasmico del receptor; con esta unién a los DD se forma ei complejo de
sefializacion inductor de muerte celular o DISC. Este complejo DISC recluta
a un grupo de proteinas denominadas adaptadoras 6 FADD las cuales se
activan causando la dimerizacién y activacidén de la enzima procaspasa-8,
para formar la caspasa-8 activa, la cual se encuentra intimamente unida a
los FADD (44.,45).

De igual manera se activan la caspasas 10 y 9, aungue esta ultima
enzima se activa dentro de una via de inducciéon dependiente del citocromo
C liberado por la mitocondria. Posteriormente, ias caspasas 8, 9 y 10 activan
a las procaspasas 3, 6 y 7 mediante mecanismos en cascada. Las caspasas
son enzimas del grupo de las cistein-proteinasas que participan en la fase
de ejecucion, en la que ocurre ia fragmentacién dei DNA, proteinas
nucleares como la lamina, la formacion de las vesiculas apoptéticas y todos
aquellos fendmenos caracteristicos de la etapa final del proceso de
apoptosis, que ocurren antes de que la célula “desaparezca’, sin dejar
finalmente ninguna evidencia de su muerte {(40-45).

Existen diversos moléculas inductoras o inhibidoras de apoptosis, que
han sido analizados bajo condiciones experimentales in vivo e in vitro. Entre
los inductores se incluyen diversos activadores fisiologicos, factores de
crecimiento, moléculas relacionados con dafio y tensién (estrés) celular,
toxinas e inhibidores de proieinasas como el TIMP-3, el ligando de Fas, el
anicuerpo monoclonal anti-Fas, la familia del TNF (TNFa y TNFB) y los
peptidos de angiotensina Il (37, 45-47). Por su parte, los inhibidores de
apoptosis agrupan varios inhibidores fisiolégicos, diversos genes virales, e
inhibidores de proteinasas como el TIMP-1y TIMP-2, entre otros (37, 45).
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LOS FIBROBLASTQS: CONSIDERACIONES GENERALES

Como se anotd previamente, uno de los eventos claves en la
patogenia de la IPF/UIP, es la proliferacion exagerada de las
subpoblaciones de fibroblastos, con la subsecuente acumulacion anormal de
matriz extracelular intersticial e intraluminal. De hecho, este proceso se
asocia directamente con la irreversibilidad y letalidad de esta enfermedad en
los pacientes, cuya esperanza de vida promedio no sobrepasa los 3 anos a
partir de la presencia de los sintomas caracteristicos de ia IPF, tales como
la disnéa progresiva, hipoxemia, tos, sibilancias y la imagen radiogréafica
conocida como pulmoén en panal de abeja (1-3).

Los fibroblastos forman parie del tejido conjuntivo pulmonar y
participan de manera crucial en el mantenimiento de la funcidn respiratoria.
Entre las funciones que desarroltan estas céluias se encuentra la produccion
y remodelamiento de la matriz extracelular, {a cual realizan mediante la
sintesis de diversas moléculas como colagenas tipos | y lll, fibras elasticas,
proteoglicanos, y fibronectina, asi como de una gran variedad de MMPs y
TiMPs. Por otra parte, los fibroblasics interaccionan con diversas células
locales, como las epiteliales e inflamatorias (macréfagos, linfocitos v
leucocitos polimorfonucleares), a través de diferentes tipcs de mensajes
quimicos como las quimosinas, neuropéptidos y factores de crecimiento
(48,49-51).

Es importantie considerar que actualmente el concepto de fibroblasto
corresponde al de un grupo heterogéneo de celulas & subpoblaciones
denominadas genéricamente como fibroblastos. Entre estas subpoblaciones
se incluyen los fibroblastos "clasicos", los pericitos, miofibroblastos, el
lipofibroblastos, y células intersticiales contractiles. Todas estas células,
dependiendo de la composicién molecular de su citoesqueleto, poseen

mayor o menor capacidad contractii y en el ambito del parénquima
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pulmonar, contribuyen a la distensibilidad caracteristica de este érgano, asi
como a sus alteraciones en condiciones fisiopatologicas (48, 49, 50, 54, 55).

Una caracteristica descrita recientemente, y considerada de
importancia fundamentai en la patogénesis de la FPI/UIP es ia presencia de
focos de fibroblastos/miofibroblastos, ampliamente dispersos por todo el
parénquima pulmonar (4). En etapas tempranas, estos focos de fibroblastos
antes parecen representar zonas microscépicas de dafio pulmonar agudo,
en donde los fibroblastos migran y proliferan en un intento de reparar el
dafo alveolar. Subsecuentemente ocurre el remodelamientoc anormal de la
arquitectura alveolar, que da como resultado del depdsito excesivo v
anormal de tejido conjuntivo intersticial e intra-alveolar (5).

Los estudios enfocados al analisis de |las caracteristicas proliferativas
de |os fibroblastos obtenidos de puimén humano normal y de pulmones con
IPF son escasos y contradictorios (10, 52, 53). Asi por ejemplo, mientras
Jordana y cols. (10) mostraron que los fibroblastos derivados de tejido
fibrotico proliferan significativamente mas rapido que los fibroblastos
derivados de pulmén humano normal, Raghu v cols. (52) y encontraron que
la proliferacion de fibroblastos fue mas alta en las células derivadas de
areas inflamadas comparada con las de areas normales, mientras que el
rango de proliferacion mas bajo fue observado en células obtenidas de
areas con fibrosis densa.

Por otra parte, los fibroblastos no son poblaciones homogéneas, y en
la década de los 90's, surgi6 el concepto de diversidad o heterogeneidad de
los fibroblastos, lo cual se refiere a la presencia de diferentes
subpoblaciones de estas céiuias mesenguimatosas. En este contexto, hoy
conocemos que existen subpoblaciones de fibroblastos pulmonares
fenotipicamente distintos, por ejemplo, en los tipos de marcadores de

superficie, expresion de receptores, arquitectura y expresion de filamentos
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del citoesqueleto, y expresion de moléculas de la matriz extracelular (13,
51). Asi por ejemplc, recieniemente se han demosirado diferencias
significativas en la tasa de crecimiento de subpoblaciones de fibroblastos
pulmonares humanos separados por gradientes de ficol en condiciones
atmosféricas estandar (1g), con una relacién inversa entre el tamano ceiular
y Ia tasa de crecimiento (13).

Los miofibroblastos son subpoblaciones de fibroblastos que expresan
caracteristicas tanto de células musculares lisas como de fibroblasto (54);
expresan o-actina de musculo liso («-SMA), constituyen el principal
componente celular en los focos de fibroblastos en la |PF (4, 5), y parecen
ser los principales responsables de la acumulacidon de colagena en esta
enfermedad (55).

El remodelamientc anormal de la matriz extracelular (EM) observado
en la [PF es debido, al menos parcialimente, a un desbalance entre algunos
componentes de la familia de las metaloproteinasas de la matriz extracelular
{(MMPs), por ejemplo la colagenasa-1 (MMP-1) y las gelatinasas A y B

teinasas
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(TIMPs) (6-9,56 57).

y a los inhibidores tisulares de las metalopr

Los fibroblastos pueden desempefiar un papel importante en este
proceso aberrante, debido a que son responsables de la secrecion de la
mayoria de los componentes de la EM; sin embargo, su participacion
mediante |la expresion de MMPs y TIMPs es practicamente desconocida.

Un aspecto que no ha sido evaluado en cultivos primarios de
fibroblastos pulmonares de pacientes con IPF y sujetos normales y que fue
la base de esta tesis, es la reiacidbn existente enire ia presencia de
apoptosis, la positivas para a-SMA, |a tasa de crecimiento, y el analisis de la

expresion génica de las metaloproteinasas (MMPs) y TIMPs.
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JUSTIFICACION

La fibrosis pulmonar idiopatica, es una forma especifica de neumonia
intersticial e intraluminal fibrosante. Los pacientes que padecen esta
enfermedad usualmente tienen entre 50 y 70 afos de edad y dos tercics son
mujeres. La estimacidn anual del numero de casos es de 7 por cada
100,000 mujeres y de 10 por cada 100,000 hombres. la mayoria de los
pacientes tienen sintomas 6 meses antes del diagndstico de ia enfermedad,
y el tiempo que transcurre para el desarrollo de los sintomas graves de la
enfermedad es de aproximadamente 24 meses; algunocs de estos sintomas
son ia disnéa crénica progresiva, tos, dedos en forma de palillo de tambor,
sibilancias, y finaimente una imagen radiografica llamada "puimdn en panal
de abeja’, que es la fase terminal cuando el proceso fibrogénico ha
culminado y el pulmén esta ya muy alterado morfo-funcionalmente. Cuando
estos sintomas se presentan, ia esperanza de vida de oS pacientes es de
aproximadamente tres meses.

Desafortunadamente, aunque se conocen estos y muchos otros
aspectos de la enfermedad (1-3), no se cuenta con un iratamiento que
permita la curacion de los enfermos. Debido a esto, se debe seguir
investigando para resolver este problema y obiener un tratamienio o
prevencion que evite el desarrollo de esta enfermedad. En relacion con la
participacion de ios fibroblastos y miofibrobiastos, se ies considera como ias
células responsables directamente dei proceso fibrogénico. Pero a pesar de
esto, no se conoce bien su tasa de crecimiento, especialmente en humanos;
como se asocia ésta con la muerte celular por apoptosis y la presencia de a-
SMA; y cual es su patrén de expresion génica en relacion con las moléculas
de la matriz extracelular. Debido a esto se desarrollc el frabajo de

investigacion correspondiente a esta tesis.
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OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar la tasa de crecimiento en cultivos primarios de
fibroblastos pulmonares derivados de pacientes con IPF y sujetos
control.

2. Examinar el % de apoptosis espontanea en estos fibroblastos.

3. Evaluar el % de células positivas para a-actina de musculo liso
en estos cultivos.

4. Comparar la expresion del coladgena génica de algunas
moléculas responsables del metabolismo de la matriz extracelular
en estas céluias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. determinar ia tasa de crecimiento con 1 % de FBS, en cultivos
primarios de fibroblasios derivados de pulmones con IPF y
pulmones conirol.

2. Estudiar la tasa de crecimiento con 10 % de FBS en estos
cultivos.

3. Examinar el % de apoptosis espontanea en estos fibroblastos
mediante citometria de flujo.

4. Evaluar el % de células positivas para a-actina de muscuio liso
en estos cultivos por medio de citometria de flujo.

5. Analizar el tamafno de los fibroblastos positivos para o-actina
de masculo en relacién con los negativos para esta proteina,
mediante microscopia de fluorescencia.

6. Comparar la expresion del mRNA para colagena «1-[1], factor
transformante B (TGFB1), colagenasa-1 (MMP-1), gelatinasas Ay
B (MMP-2 y MMP-9) y de los TiMPs-1, -2, -3 y -4, mediante Ia
metodologia de la RT-PCR en las mismas células.
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PACIENTES Y METODOS

Todos los materiales para cultivo de células se adquiriercn de Gibco
BRL (Rockville, MD.) La tripsina, Yoduro de Propidio, el anticuerpo
monoclonal para a-actina de muasculo liso conjugado con fluoresceina (a-
SMA-FITC; clone B4A)} fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). La avidina—conjugada con isitiocianato de flucresceina (Avidina-FITC),
el anticuerpo anti [gG de ratdén conjugado con fluoresceina (anti-mouse IgG—
FITC: 2° anticuérpo), la DNAsa libre de RNAsa grado citometria de fiujo y el
reactivo para proliferacion celular WST-1, se obtuvieron de Boheringer
Mannheim (Indianapolis, IN). Todos los demas reactivos utilizados para la
realizacion de este trabajo fueron de grado analitico, grado cultive celular, y
en el caso de los métodos utilizados para el analisis de la expresién del

mRNA fueron de grado Biologia Molecular.

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE FIBROBLASTOS

Todos los cultivos primarios de fibroblastos de pulmén humano que
fueron utilizados en este estudic, se obtuvieron en el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (58). Los fibroblastos derivados de pacientes
con fibrosis pulmonar idiopatica (IPF, n=5), se aislaron del tejido pulmonar
obtenido mediante la técnica quirdrgica de biopsia pulmonar a cielo abierto.
En estos pacientes |la IPF se diagnosticé considerando las caracteristicas
clinicas, radiologicas y morfolégicas de esta enfermedad (4,12). Los
pacientes fueron 3 masculinos y 2 femeninos, 4 no-fumadores y un
exfumador, su edad fue de 57 £ 5 afios y el tiempo que transcurrié desde su
primera visita al INER hasta el desarrolio de sintomas graves fue de 22 =+ 6

meses.
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Todos los pacientes mostraron un patrdn funcional restrictivo (FVC: 57
+ 10 % del predicho, TLC: 62 + 9 % del predicho) v falta de oxigeno
(hipoxia) en reposo (53 + 7 mmHg (valores normales para la ciudad de
México 59 + 8 mmHg) la cual empeoraba con el ejercicio. La biopsia
pulmonar fue obtenida usuaimente una semana después de la admision del
paciente en hospitalizacién. Ninguno de ellos habia sido tratado con
corticoides o drogas inmunosuprescras al momento de obtener la biopsia.

Los fibrobiastos control (n=5) se obtuvieron de pacientes sometidos a
lobectomia/neumonectomia para la remocion de tumor pulmonar primario.
De tejido pulmonar que no mostrd evidencia histoldgica de enfermedad.

Los fibroblastos puimonares se aislaron por dispersidon con
tripsina:EDTA (tripsina 0.05 mg/ml y EDTA 0.02 mg/ml), incubandolos
durante 20 minutos a 37 °C, en medio de cultivo nutriente de Ham (F-12)
libre de suero (GIBCC Laboratories, Grand island, NY). Una vez realizada la
hidrolisis con tripsina, las céluias fueron recuperadas por centrifugacion a
200 g, a 15 °C por 10 min, y se cultivaron a 37°C con una mezcla gaseosa
de 5% CO, y 95% aire, en medio nutriente de Ham (F-12) conteniendo 10%
de FBS, penicilina 100 U/mi, estreptomicina 100 ng/mi y anfotericina 2.5
ug/mi. Todos los cultivos de fibroblastos utilizados para este estudio fueron

de los pasajes 5 a 8.

ENSAYO DE LA TASA DE CRECIMIENTO

Inicialmente se desarroild un experimento para comprobar ia reiacion
de la absorbancia con el reactivo WST-1 (Boehringer Mannheim) en relacién
con el npomero de fibroblastos. Para este fin se sembraron desde 10,000

hasta 50,000 células, de 3 cultivos control y 3 derivados de IPF en medio de
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cultivo conteniendo FBS 10 % y antibidticos. A las 24 horas se cambio el
medio de cuitivo por 100 ul de medio sin suero y se le adicionaron 10 ul del
reactivo WST-1, después de colocar a las céluias 3 horas en el incubador
metabodlico incubacion, se determind la absorbancia a 450 nm corrigiéndola
con la de 620 nm.

El analisis de la tasa de crecimiento se realizd en un lapso de 13 dias,
incubando las células con 1 6 10 % de FBS, conteniendo antibidticos a 37
°C con la mezcla gaseosa de 5% CQO: y 95% aire dentro del incubador
metabdlico. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos a razén de
10* células/pozo. El nimero de células en cada uno de los tiempos de
estudio se determiné con el reactivo para proliferacién celular WST-1 (13).
Para este fin, el medio de cultivo se reemplazé por 100 ul de medio fresco,

al gue se adicionaron 10 pi del reactivo WST-1, las células se incubaron
durante 3 horas mas, y al término de estas se colectd el medio, en el cual se
determind ia absorbancia a 450 nm corrigiéndola con la absorbancia a 620
nm en un lector para placas de ELISA (AbSsse-AbSsx).

El reactivo para proiiferacion celular WST-1, es una de las sales
derivadas del fetrazolio y es oxidado por el sistema enzimatico succinato
deshidrogenasa mitocondrial de células metabdlicamente activas o viables,
produciendo como resultado un cromoforo soluble cuya concentracion se
determina en el medio de cultivo con las absorbancias ya citadas.

Los resultados del analisis de la tasa de crecimiento se expresaron

como porceniaje, utilizando la siguiente férmula:

Ar-Ag X 100 = % de crecimiento. En donde:
Aq A = absorbancia al dia 2, 4, 8, 11 6 13
Ag = absorbancia al dia cero (basal)
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ANALISIS CITOFLUOROMETRICO DE APOPTOSIS Y o-ACTINA DE
MUSCULO LISO

Se utilizd un citofluorémetrc Partec (Partec model CA-lll, fiow
cytometer), equipado con una lampara de 25 mW para producir un rayo
laser por excitacidn idnica con Argdn, para excitacion a 488 nm. Para el
caso de la fluorescencia de Yoduro de Propidio (Pl) se utilizé un filtrc de 610
nm de absorbancia {long-pass), mientras que la deteccién de moléculas
marcadas con fluoresceina fiuorescente (FITC) fue a través de un filtro EM
de 520 nm de absorbancia. Todos los analisis se reaiizaron después de la
estandarizacion con microesferas fluorescentes (Coulter, Hialeah, FL), y ios
granos de amplificacién inespecificos debidos a restos ceiulares fueron
descartados del andlisis citofluorométrico (13).

Los fibroblastos utilizados para el analisis por citometria de flujo
fueron cultivados hastia |a fase de crecimiento semi-logaritmico, en medio de
cultivo conteniendo 10 % de FBS y antibidticos. Posteriormente las céluias
fueron recuperadas por digestion con tripsina:EDTA, centrifugadas a 300 g,
y fijadas con 5 ml de etanol 70 % a 4 °C, adicionadc gota a gota mientras
las células se agitaban de manera constante durante 5 minutos. Las céiulas
fueron almacenadas a —20 °C hasta su analisis.

Todos los datos obtenidos de las determinaciones por citometria de
fiujo, fueron anailizados y cuantificados mediante eii softiware WiNMDI
(Scripps Institute, La Jolla, CA)), y con el analisis estadistico de rutina para
cuadrantes  obtenidos por compartamentalizacién de los histogramas
bivariados. Los datos de la distribucidn del DNA  fueron
compartamentalizados dentro de las fases de ciclo celular con el software
MULTICYCLE (Phoenix Flow Systems).
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En todos los casos los dobletes de células se eliminaron de la
compartamentalizacidén a través del software residente para ilenadc de

algoritmos basado en la posicion de los picos sobre las posiciones 2N y 4N.

ENSAYQO DE APOPTOSIS ESPONTANEA POR CITOMETRIA DE
FLUJO

Para el analisis de apoptosis espontdnea se utilizaron células
previamente cosechadas por tripsinizacion, y fijadas con etanol 70 % a 4 °C,
adicionado gota a gota mediante agitacién constante por cinco minutos. En
estas células se desarrolld ia técnica del marcaje in sifu de los extremos del
DNA fragmentado (ISEL); éste andlisis se relacioné con el logaritmo del
tamafio celular, el cual se conoce como FALS (del ingles Forward Angle
Light Scatter), utilizando para esto citometria de flujo. Las células se
marcaron con dUTP-biotinilada, seguido de la deteccion con avidina-FITC
(13,59).

Primero se elimind el alcohol 70 % de la fijacion de las células
mediante centrifugaron a 300 g, a 4 °C por 10 min. Las céiulas se incubaron
con el buffer SSC conteniendo BSA 1 % en PBS pH 7.4, durante 45 min a 37
°C. Después fueron lavadas con 0.5 ml de PBS, se centrifugaron a 300 g a4
°C por 10 min, y se incubkaron cen 100 ! de buffer ISEL conteniendo dUTP-
biotinilado 10 ug/ml, a 17 °C durante 2 horas. Los fibroblastos se lavaron
dos veces con 0.5 ml de PBS y se centrifugaron una vez mas a 300 g.
Finalmente las células fueron incubadas con avidina- FITC/PBS 10 ug/mi
por 45 min a 37 °C. y se analizaron mediante citometria de flujo.

Los resultados se expresaron como % de ceélulas positivas para

apoptosis.
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ANALISIS DE «-ACTINA DE MUSCULQ LISO POR CITCMETRIA DE

1111
FLUJO

Para evaiuar la proporcion de fibrobiastos positivos para w-actina de
musculo liso (a-SMA), se elimind primerc el etanol al 70 % de la fijacion
lavando dos veces con PBS por centrifugacion a 300 g, a 4 °C por 10 min.
Posteriormente, las células se incubaron durante 1 h con el anticuerpo
monoclonal anti a-actina de musculo liso humana marcado con isotiocianato
de fluoresceina, con una concentracion de 4 pg/mi con BSA 1 % preparada
en PBS pH 7.3, RNAsa libre de DNAsa 25 ng/mi, a 37°C. Finalmente las
células se lavaron y resuspendieron en PBS. Los experimentos de
distribucion del DNA se desarrollaron mediante tincion del DNA con Yoduro

de Propidio & pg/mi mediante citometria de flujo (13,59).

MICROSCOPIA Y ANALISIS DE IMAGENES DE ¢-ACTINA DE
MUSCULQO LISO

Los fibroblastos se cultivaron en medio nutriente conteniendo 10 % de
FBS mas antibidticos. Las células fueron cosechadas mediante
tripsinizacion cuando liegaron a [a fase de crecimienio semi-fogaritmico. Las
células se marcaron con el anticuerpo monoclonal dirigido contra a-actina de
musculo liso humana conjugado con [sitiocianato de fluoresceina a una
concentracion de 10 ug/ml (a—AML-FITC; clone BA4), del mismo modo
como se describid para el anaiisis por citometria de flujo. Las céluias se
montaron en portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia y se
fotografiaron con un microscopio de epifluorescencia y contraste de fases

(Olympus EMT-2, Tokio, Japén), equipado con filtro para deteccién de
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fluorescencia de isotiocianato de fluoresceina (FITC), y camaras para color
y escalas de grises. El diametro de ias células positivas y negativas al
marcaje de «-actina de muascuio liso fue determinado por medicién
automatizada de grupos de 50 céluias, utilizando el programa para analisis
de imagenes MOCHA (Jandel Scientific, San Rafael, CA).

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA APOPTOSIS

La deteccion de células en proceso de apoptosis se desarrolld
mediante tincidn con Yoduro de Propidio (Pl) en fibroblastos sembradas en
placas de 24 pozos. Las placas se centrifugaron a 300 g a 4 °C durante 5
min, y las células se fijaron incubandotas con etanol 70 % a 4 °C durante 30
minutos. Las céiuias fueron incubadas con RNAsa libre de DNAsa 1 mg/mi
(13,53,54) en PBS conteniendo Pl 5 ug/mi. Para cuantificar la proporcién de
fibroblastcs con nucleos fragmentados, la cromatina tefiida se visualizé
mediante microscopia fluorescente (intensidad fluorescente en A > 590 para
P1), utilizando un minimo de 4 campos por pozo y 4 pozos por cultive. Se
recopilaron ios datos de tres diferentes cultivos primarios normaies y tres
derivados de |PF.

Los resultados se expresaron como % de apoptosis.

EXTRACCION DEL RNA TOTAL

El RNA total fue extraido de 3 diferentes cuitivos primarios de
pacientes con IPF y 3 puimones control. El RNA total se purificé utilizando el

método de Chomcynski y Sacchi { 61), que combina la extraccion de
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RNA con isotiocianato de guanidina, fenol y cloroformo, obteniéndose el
RNA con alto grado de pureza v sin degradacion. El método consistié en
adicionar 2 mi por cada 25 cm”® de é&rea celular de una solucién
desnaturalizante que contenia isotiocianato de guanidina 4M, citrato de
sodio 25 mM, sarcosil 0.5%, 2-mercaptoetanol 0.1 M pH 7.0. Esta
suspension se transfirid a un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml y se le
adicionaron 200 pl de acetato de sodio 2 M pH 4.0, conteniendo 2 mi de
fenol saturado en agua y 0.4 ml de cloroformo. Después de agitar las
muestra por 10 segundos, se incubaron en hielo por 15 minutos, y
posteriormente se centrifugaron a 10,000 g, a 4 °C durante 20 min, sin
frenado.

Ei RNA obtenido en la fase acuosa superior fue precipitado con un
volumen igual de isopropanol fric por 24 hrs a -70°C y se centrifugd a 10,000
g a 4 °C durante 20 min sin frenado. Después de decantd el sobrenadante y
la pastilia se mantuve a 4 °C. Se resuspendid con 300 ul de la misma

solucion desnaturalizante citada mas arriba. Posteriormente se transfirié a
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de sodio 3 M pH 5 mas 825 pl de etanol a 4 °C. Se incubd durante 3 horas a
—20 °C y se centrifugd a 10,000 g, a 4 °C por 20 min, sin frenado. La pastilla
resultante fue disuelita en 20 pl de buffer Tris-EDTA (Tris-HCI 10 mM vy
EDTA 1 mM pH 7.0). La pureza del RNA el cual co-purifica con proteinas, se
determind mediante la lectura espectrofotométrica a 260 y 280 nm,
disolviendo el RNA con buffer TE; la pureza del RNA obtenido se consideré
aceptable, si la relacién obtenida de la absorbancia a 260/280 nm se
encontraba deniro del rango 1.8-2.2. Esto debido a que el RNA absorbe
principalmente luz UV de 260 nm vy las proteinas fundamentalmente luz UV
de 280 nm.
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TRANSCRIPCION REVERSA Y REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

cn {odos los ensayos se ulilizd el RNA f{otal. Para evaluar los
transcritos se desarrolid Ia técnica de conversién del RNA a cDNA mediante
retrotranscripcion con la enzima franscriplasa reversa, seguida de la
amplificacién del cDNA mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa
con oligonucledtidos especificos, aplicando un ensayc semicuantitativo, vy
utilizando un termociclador (Perkin-Eimer modeic 9,600. Brancbburg, NJ).

El RNA {otal fue incubado con 1 unidad de DNAsa (Gibco/BRL) para
eliminar el DNA gendémico. Ei RNA se mezcld con el buffer para
retrotranscripcidén (RT), el cual contenia MgCl, 5 mM, KC! 50 mM, tris-HCI
10 mM pH 8.3, desoxirribonucledtides (dNTPs) 0.5 mM, mezcla de
hexameros aleatorios (random hexamers) 2.5 uM, inhibidor de RNAsa 2.5
U/ul v enzima Tag DNA polimerasa 1 U/ul (Perkin Elmer) en un volumen
final de 25 ul.

Una vez obtenidos los cDNA, se utilizaron los primers sense y
antisense especificos para su amplificacién mediants PCR, utilizando os
primers que se indican en la tabla 1.

Para el anaiisis semi-cuanitative mediante PCR, se ulilizé un
competidor interno del ¢cDNA para la enzima GAPDH, que tiene un tamafic
de 240 pb.

PCR COMPETITIVO

EL PCR para GAPDH se desarroilé con el cDNA total con una mezcla
de reaccién de 25 pl finales, fa cual estaba constituida por Tris-HCI 20 mM
pH 8.3, KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, dNTPs 200 uM, 1 uM de los primers sense

79



0¢

Tabla 1. Secuencia de los primers (oligonucledtidos) sense y antisense utilizados en el anaiisis de Ia
expresion génica mediante RT-PCR.

Producto Fg/ numero| Referencia 6
Gene Primer Sense (5 > 3') Primer antisense (5 — 3') (bp) ?Gn:;g; Cic‘f:s “”a':(‘f;:ode
{GeneBank)
GAPDH CCCCTTCATTGACCTCAACT TTGTCATGGATGACCTTGGC 395 25 AF261085
MMP-1 AGCACATGACTTTCCTGGAATT | ATTTTGTGTTAGAAGAGTTATCC 619 50 27 NMO002421
GGC
MMP-2 TGACATCAAGGGCATTTCAGG | GTCCGCCAAATGAACCGGTCCT 180 150 45 a.
AGC TG
MMP-9 GTGCTGGGCTGCTGCTTTGLCT | GTCGCCCTCAAAGGTTTGGAAT 303 150 40 b.
G
Colagena | CGATGGATTCCAGTTCGAGTA | GTTTACAGGAAGCAGACAGG 405 750 45 c.
o A1]
TIMP-1 GCGGATCCAGCGCCCAGAGG | TTAAGCTTCCACTCCGGGCAGG 765 100 27 C.
ACACC ATT
TIMP-2 CCGAATTCTGCAGCTGCTCCC | GGAAGCTTTTATGGGTCCTCGA 580 100 30 d.
CGGTGCACCCG TGTCGAG
TIMP-3 CAGTACATTCACACGGAAGC TCTGTGGCATTGCTGATGCT 392 50 45 | NM0O00362
TIMP-4 CCAGAGGTCAGGTGGTAA ACAGCCAGAAGCAGTATC 446 50 45 NM003256
TGFp1 TGGAAGTGGATCCACGCGCCC | GCAGGAGCGCACGATCATGTTG 242 100 30 e.
AAGG GAC

a. Finlay GA, O'Driscol LR, Russell KJ, D'Arcy EM, Masterson JB, FitzGerald MX, O'Connor CM. Matrix metalloproteinase expression
and production by alveolar macrophages in emphysema. Am. J. Respir, Crit. Care Med, 1897; 156; 240-247
b. Lemjabbor H, Gosset P, Lechapt-Zatcman E, Franco-Montoya ML, Wallaert B, Harf A, and Lafuma C. Overexpression of alveolar
macrophage gelatinase B (MMP-8) in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. Am. J. Respir. Cell. Mo/, Biol. 1999; 20: 903-913.
€. Thur J, Nischt R, Krieg T, and Hunzelmann N. Quantitative analysis of «1() procollagen transcripts in vive by competitive polymerase
chain reaction. Mafrix Biol. 1996; 15: 49-52
d. Brew k, Dinakarpandian D, and Nagase H. Tissue inhibitors of metalloproteinases:; evolution, structure, and function. Bicchem.
Biophys. Actfa. 2000; 1477: 267-283
e. Napoli J, Prentice D, Niinami C, Bishop A, Desmond P, and McCaughan GW. Sequential increases in the intrahepatic expression of
epidermal growth factor, basic fibroblast growth factor, and transforming growth factor g in bile duct ligated rat model of cirrhosis.
Hepatology 1997; 26: 624-633




y antisense especificos, y una unidad de la enzima Tag DNA polimerasa
{Perkin Elmer). Se co-amplificaron 4 diluciones seriadas del competidor
estandar (5, 20, 50 y 100 pg), junto con 1 ul del cDNA t{otal. Las condiciones
de ciclaje fueron: 40 ciclos a 94°C/ 30 s, 60°C/30 s, 72°C/30 s. Para
determinar la cantidad de GAPDH en las muestras con base en la del
¢GAPDH se elaboraron geles de agarosa al 1.5 % conteniendo bomuro de
etidio, en los que se cargaron 8 ul de cada una de las muestras, los geies se
fotografiaron mediante una camara digital v con la ayuda del “software’ se
desarrollé el analisis densitométrico de las bandas para calcular asi la
intensidad neta (Kodak digital science electrophoresis documentation
and analysis System 120, Alemania). La relacion de GAPDH/cGAPDH se
ajusto en funcion de las cantidades conocidas del cGAPDH; con el punto de
eguivalencia en el cual la cantidad de ambas sondas fuera 1:1, se calculé la
concentracion del GAPDH en cada una de las muestras problema.

Los ensayos de la PCR se desarrollaron con cada una de ias
muestras, pero ahora utilizando como constante la cantidad de muestra que
tuviera una concentracidén conocida del cDNA para GAPDH.

En todos los experimentos de la PCR los productos de Ia
amplificaciéon se visualizaron en geles de agarosa al 1.5 % conteniendo
bromuro de etidio; los geles fueron fotografiados con la camara digital y se
obtuvo la intensidad neta de las bandas mediante densitometria con el
sistema para imagenes ya citado.

Los resultados del analisis por PCR se expresaron como la media +
d.e. de la intensidad neta en las bandas del DNA amplificado en las células

derivadas de IPF en relacion con ias de los controles.
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ENSAYO DE BIOSINTES!IS DE COLAGENA

La concentracion de colagena sintetizada y secretada al medio se
determind mediante la cantidad de colagena radiactiva, precipitada con
acido tricloroaceético (TCA) y solubilizada mediante hidrolisis con colagenasa
bacterial ultrapura (de Clostrdium Hystolyticumj, ulilizando el método de
Peterkofsky y Diegelman (58). Para esto, se cultivaron 250,000
fibroblastos/pozc en piacas para cuitive celular de 6 pozos, en medio de
cultivo conteniendo FBS 10 % durante 24 horas; los fibroblastos se favaron 4
veces con medio sin suero y se le adicionaron a cada pozo 2 mi de medio
sin suero mas acido ascoérbico 1.5 ug/ml y p-aminopropionitrilo 1.5 ug/ml pH
7.4.

Los fibroblastos se incubaron durante una hora a 37 °C, y después se
les adicionaron 15 uCi L-(2,3,4,5-°H)-prolina (New England Nuclear, Boston
MA), v se mantuvieron por & horas mas en e! incubador metabdlico a 37 °C.
El medio de cultivo fue colectado y a cada muestra se le agregaron 20 pg de
BSA. Las muestras se dializaron contra agua desionizada a 4 °C,
conteniendo  PMSF 1 mM, NEM 2.5 mM, EDTA 10 mM y NaN; 0.001%,
hasta alcanzar 30 cpm en la solucion de dialisis (valor del blanco).
Posteriormente las muestras se dializaron contra agua desionizada a 4 °C,
para eliminar totalmente los inhibidores de proteinasas. Finaimente las
muestras fueron iiofilizadas a sequedad.

El material liofilizado fue resuspendido en 1 ml de buffer Tris-HC| 50
mM, CaCl, 5 mM pH 7.6. De este ml se obtuvieron 2 alicuotas de 460 pl y se
colocaron en tubos para microentrifuga de 1.5 mil. Las muestras se
incubaron en ausencia o presencia de 3,600 ug/ml de colagenasa ulirapura
(derivada de Ciostridium histolyticum), en buffer Tris 50 mM y CaCli, 20 mM.

Las muestras se incubaron durante 3 horas en un bafo metabdlico a 37 °C
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con agitacion constante. Al término de la incubacion las muesiras se
colocaron en hielo v se les afadieron 500 ul de TCA 10 % conteniendo
acido tanico 0.5 %, a 4°C y recién preparado. Las muestras se incubaron
durante 30 minutos a 4 °C y se centrifugaron a 2,000 g, a 4°C por 15 min. El
sobrenadante se colects y el precipitado fue resuspendido en 500 ul de TCA
5 %, con acido tanico 0.25 %, y se centrifugd nuevamente a 2,000 g, a4 °C
por 15 min. En esta segunda centrifugacién el sobrenadante se colecté y se
juntd con el primero.

Finaimente se determinaron las cpm en 10 ml de medio para
centelléo liquido (Aquasol; New England Nuclear, Boston MA). Las cpm se
determinaron en un contador para centelléo liquido (Beckman LS6000, SE).
Las cpm obtenidas de la degradacion con colagenasa ultrapura se
consideraron como cpm en colagena (proteinas colagénicas degradadas).

Por otro lado, el precipitadc se coiocd en una ampolleta de vidrio y se
hidrolizé con 2 ml de acido clorhidrico 6 N durante 48 horas a 70 °C. El

producto hidrolizado se filtré y al liquido obtenido se le determinaron las cpm

T
L]

.

n
0 ml de Aquasol. Estas cpm

0
w
0O
)
o
3
“
o
@
-5
0
-
O
3
0
0
3
o
0
ol
=3
o
3
ge
-
Qo
—
D
23
©
w

no colagénicas.
Los resultados de la biosintesis de colagena se expresaron como %
de sintesis de colagena respecto a proteinas totales, para lo cual se aplicé

la siguiente formula (58):

% de sintesis = cpm en coldgena x 100
de colagena (cpm en proteinas no celagénicas x 5.4) + cpm en coldgena
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CUANTIFICACION DE TGF-B

Para la evaluacién de las concentraciones de TGFp1 se utilizaron los
medios de cultivo de 350,000 células incubadas por 24 horas en medio iibre
de FBS, con el uso de un paquete comercial sensitivo y especifico para un
ensayo por inmunc-absorbencia (Human TGFB1 Immunoassay, R & D:
Minneapolis, MN) (62). Los medios de cultivo fueron activados con HCI 0.2
mM durante 10 min, con la posterior neutralizacion adicionando NaOH 0.004
Ny HEPES 10 mM. Se utilizaron 200 pl de cada muestra por duplicado los
cuales se incubaron 3 horas a temperatura ambiente, se lavaron y se les
agregaron 200 pl del TGFB1 conjugado y se incubaron 18 horas a 4 °C,
después se adicioné H,SO4 15 mM para detener la reaccién. Finalmente se
determind la absorbancia a 450 y se corrigié con la absorbancia a 540 nm.

Los resultados de la concentracién para este factor de crecimiento se

expresaron como media + d.e de los pg TGFB1 /ug de proteina.

ANALISIS ESTADISTICO

[.os resultados se expresaron como media + desviacidn estandar. Las
comparaciones fueron desarroiladas mediante Ia prueba t de Student para
observaciones pareadas. En |los casos en que se analizaron méas de 2
grupos se utilizd las prueba del ANOVA, corregida con el analisis de
Bonferroni para comparaciones multiples. Los valores con p < 0.05 se

consideraron significativos.
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RESULTADOS

ANALISIS DE LA TASA DE CRECIMIENTO

Inicialmente se desarrolld la determinacion de la absorbancia con el
reactivo WST-1 en relacion al nimero de células sembradas, desde 10 x 10°
hasta 50 x 10° células, y se mostré una relacion proporcional en esta
evaluacion (figura 1). Posteriormente los fibroblastos control y derivados de
IPF fueron cultivados con 1 0 10 % de FBS en un lapso de 13 dias. EI
numero de células se determind con el reactivo para proliferacion celular
WST-1, en los dias cero (basal), 2, 4, 8, 11 y 13. Como se ilustra en la
figura 2 los fibroblastos pulmonares derivados de pacientes IPF incubados
con 1 % de FBS mostraron una tasa de crecimiento significativamente
menor que la de ios fibroblastos control, desde el dia 4 hasta el 13 del
analisis (IPF vs. controles: 8.75 + 35 vs. 254 + 35.7%, p<0.001, ai dia 11; vy
13.3 £38.5vs. 294.6 + 37 %, p < 0.001, al dia 13).

% de FBS observamos resultados similares, tal como se muestra en la

figura 3.

ANALISIS DEL % DE APOPTQSIS Y DE ¢-ACTINA DE MUSCULO
LISO MEDIANTE CITOFLUOROMETRIA.

El analisis in situ del marcaje de los extremos del DNA fragmentado
(ISEL) se utilizG para evaluar el porcentaje de fibroblastos que presentan
apoptosis espontanea. El analisis citoflucrométrico de apoptosis mediante la
técnica del ISEL en relacion con el tamafio de las células (FALS), se

muestra graficamente tomando como ejemplo el resulfado en uno de los
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cultivos primarios de fibroblastos derivados de IPF (figura 4 A) y uno de
fibroblastos control (figura 4 B). Asimismo, en la tabla 2 se muestran los
datos numéricos de este analisis. Los fibrobiastos derivados de puimones
con IPF mostrarcn un incremento significativo en el porcentaje de células
con apoptosis espontanea cuando se compararon con los controles: 31.4 &
6.9 vs. 15.0 + 74 %; p < 0.008. Adicionalmente, la presencia de céluias
apoptéticas se analizé con la tincidon de Yoduro de Propidio (figura 5 A y
figura 5 B). Como se muestra en la figura 5 C, las células derivadas de IPF
mostraron un incremento significativo en la proporcion de células
apopicdticas en comparacién con [os controles (43 +49vs. 10+ 16 % enlos

controles; p <0.01)}.

ANALISIS DE «-ACTINA DE MUSCULO LISO MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO

El porcentaje de fibroblastos inmunorreactivos para el anticuerpo
monoclonal contra «-SMA, fue examinado tanto por citofluorometria de flujo,
en relacion con el contenido de DNA, como por el andlisis de las imagenes
obtenidas por abservacién con microscopia fluorescente. La evaluacion
mediante citofluorometria en relacion con ei contenido de DNA se muestra
en ia figura 6 y en la tabla 2. Los diferentes cultivos primarios de
fibroblastos derivados de pacientes con IPF mostraron un incremento
significativo en el porcentaje de células positivas para o-SMA respecto a los
fibroblastos control (IPF vs. controles: 62.8 £+ 25.2 vs. 14.8 £ 11.6 %; p <
0.004).

La tincidn inmunocitoquimica para «-SMA con el analisis por
microscopia fluorescente, se utilizd para evaiuar los didametros celulares en

las imagenes fotograficas de ias céluias positivas respecto a ias negativas
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en campos de 50 células/grupo. Este analisis mostré que tanto en las
células derivadas de IPF como en los contrcles, las células positivas para o-
SMA mostraron diametros mayores a los de ias células negativas (iPF: 38.1
+ 8.2 umvs. 268+ 7.4 um p< 0.05; controles: 35.8 + 7.0 um vs. 25.7 + 5.8
um; p <0.05).

EXPRESION GENICA EN FIBROBLASTQS DERIVADOS DE IPF Y
CONTROLES

Los resuitados dei analisis semi-cuantitativo cbtenido mediante la
técnica de ia PCR, para la expresion de los diversos mRNAs en los cuitivos
primarios de fibroblastos derivados de IPF y los coniroies se muesiran en
fas figuras 7 y 8.

El analisis densitométrico de las bandas del GAPDH en los diferentes
fibroblastos utilizados en este experimento no mostré diferencia significativa.
Esto indica que la cantidad de DNA utilizado para la amplificacién en los
distintos grupos de células fue similar {(controles: 5,314 + 96; IPF: 5377 +
85).

El analisis semicuantitativo de |la expresidén de colagena ol [l] reveld
una expresion mas aita en los fibroblastos derivados de IPF en relacidon con
los fibroblastos control (9,418 + 1,217 vs. 5,173 + 1,559 respectivamente; p<
0.02). Estos resultados correlacionaron con el ensayo de la sintesis de
colagena, la cual ue mayor en las células derivadas de IPF (531 £5.2 vs.
28.6 £ 3.7 en los controles; p<0.01).

En cuanto a la expresion dei mRNA del TGFp1 (figura 7), se observo
también un incremento significativo en los fibroblastos derivados de IPF:
12,881 £ 2,033 vs. 6,902 + 2,782 en los controles; (p< 0.05); sin embargo,

el analisis de las concentraciones de ésta proteina en los medios de cultivo



mostré resuitados heterogéneos y no se encontraron diferencias
significativas (IPF: 96 + 23 vs. 120 + 34 pg/mg de proteina en los controles).

La colagenasa-1 fue expresada solamente en uno de tres cultivos
primarios derivados de IPF y de igual manera en uno de tres cultivos control,
sin observarse diferencia significativa.

En relacion a la expresion de geiatinasa-A (MMP-2) no se encontraron
diferencias significativas entre los fibroblastos de IPF y controles (6,037 £
1,641 vs 3,922 + 664 respectivamente).

En contraste, la geiatinasa-B (MMP-9) fue expresada en 2 de tres
cuitivos derivados de IPF (30,414 +1,418) y en proporcion mucho menor
solamente en uno de tres cultivos de fibroblastos control anatizados (3,615),
por lo que su expresion mostré diferencias al comparar ambos tipos de
fibroblastos (figura 7).

Los resultados para la evaluacidén por PCR para los TIMP-1, -2, -3y —
4, se muestra en la figura 8.

El Analisis de la expresion del TIMP-1, mostré un incremento de dos
veces en los fibroblastos derivados de [PF al compararlos con los
fibroblastos control (75,195 + 10,119 vs. 38,479 £13,846; p<0.02).

En el caso de la expresion de TIMP-2 también se observd un
incremento de dos veces en las células derivadas de IPF respecto a los
controles (20,935 + 6,451 vs. 9,449 £ 4 322; p<0.05).

TIMP-3 y TIMP-4 se expresaron principalmente en |os fibroblastos de
{PF y Unicamente en uno de los cultivos control.

La expresion de los cuatro TIMPs fue mayor el los fibroblastos

derivados de pulmones con IPF en relacién con los controles (figura 8).
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Figura 1. Relacion de la absorbancia (450nm-620nm en U.O.) con
el reactivo para proliferacion celular WST-1 en funcién al nimero
de fibroblastos: C-1, C-2 y C-3 fibrobtastos derivados de pulmones
control; [IPF-1, IPF-2 y IPF-3 fibroblastos derivados de pulmones
con fibrosis pulmonar idiopatica. Cada punto representa la media
+ d.e. 4 determinaciones.
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Figura 2. Analisis de la tasa de crecimiento en cultivos primarios de
fibroblastos puimonares humanos incubados con FBS 1 %, mediante una
cingtica ensayada durante 13 dias. Fibroblastos de pulmones control
(circulos negros); Fibroblastos derivados de pacientes con fibrosis
pulmonar idiopatica (IPF; Cuadros negros). E! nimerc de células fue
estimado en los tiempos indicados con el reactivo para proliferacidn
celular WST-1 (ver métodos), determinando la absorbancia a 450 nm vy
corregida con la de 620 nm. Cada punto representa [a media = d.e. de
cinco diferentes lineas de fibroblastos, cada una de elias ensayadas por
cuadruplicado; p < 0.05 a los 4 dias; p <0.01 a los 8 y 11 dias; p < 0.0001
a los 13 dias (analizados con la prueba ANOVA-Bonferroni).
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Figura 3. Andlisis de la tasa de crecimienio en cuitivos primarios de

fibroblastos pulmonares humanos incubados con FBS 10 %, mediante una
cinética de 13 dias. Fibroblastos puimonares conirol (circulos negros);
Fibroblastos derivados de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica (IPF;
Cuadros negros). El numero de células fue estimado en los tiempos
indicados con el reactivo para proliferacion celular WST-1 (ver métodos),
determinando la absorbancia a 450 nm y corrigiéndola con la de 620 nm.
Cada punto representa la media + d.e. de cinco diferentes lineas de
fibroblastos, cada una de ellas ensayadas por cuadruplicado; p <0.05 a
los 4 dias; p < 001 alos 8 y 11 dias; y p < 0.0001 a los 13 dias
(analizados con la prueba ANOVA-Bonferroni).
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Figura 4. Imagenes obtenidas del anélisis bivariado mediante citometria de
flujo, para el marcaje in situ de los extremos de DNA fragmentado (ISEL), en
relacidon con el logaritmo del tamafio celular (FALS), en cultivos de
fibroblastos primarios de pulmén humano; A: un ejemplo de fibroblastos
derivados de un paciente con IPF; B: un ejemplo de fibroblastos derivados
de un sujeto controi.
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Céiulas positivas céluias positivas para
FIBROBLASTOS para o-SMA apoptosis {ISEL)
(cuitivo primario) (%) (%)
N-1 6 16
N-2 4 18
N-3 11 19
N-4 21 2
N-5 32 20
X +d.e. 148+ 11.6 15074
IPF-1 84 32
IPF-2 80 26
{PF-3 n.d. 43
IPF-4 58 27
IPF-5 29 29
X+ d.e. 62.8 £ 25.2 31.4+6.9

Tabla 2. Datos numeéricos comparativos para el analisis de la positividad a
la inmunorreactividad con el anticuerpo monoclonal dirigido contra o-actina
de musculo liso humana («-SMA), y la apoptosis evaluada mediante el
ensayo marcaje terminal in situ de los de los extremos del DNA fragmentado
(ISEL). En ambos cascs ensayado por citometria de flujc en 5 cultivos
primarios derivados de pulmones control (N) y 5 derivados de pulmones con
(IPF) (ver métodos). Se indica X £ d.e. del % en cada cultivo primario. El
analisis mosird diferencia significativa tanto para o-SMA (p < 0.01) como
para ISEL (p < 0.008). n.d. = valor no determinado.
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Figura 5. Deteccidon de apoptosis espontanea en cuitives primarics de fibroblastos
pulmonares con Yoduro de Propidio (P} mediante microscopia fluorescente. A:
nicleos normales en un cullivo de fibroblastos control. B: nicieos normales y
fragmentadoos (cabeza de flecha) conteniendoc cromatina condensada, indicativo de
la presencia de apoptosis en fibroblastos derivados de IPF. €: cuantificacién de
fibroblastos apoptéticos con el ensayo de tincién con Pi; los nlcleos fragmentados
fueron cuantificados como % del total. Los datcs representan la media + d.e. del

porcentaje de nucleos fragmentados en ires cultivos normales y tres derivados de
IPF; p< 0.01.
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Figura 6. Evaluacion de la inmunorreactividad con el anticuerpo monoclonal
contra a-actina de musculo liso (a-SMA) en cultivos primarios de fibroblastos
derivados de pulmon humano: en relacion con el contenido de DNA vy
analizado mediante citometria de flujo (A’ y B’); examinacidén por medio de
tincién inmunocitoquimica y microscopia fliorescente (A, B y C). Se muestra
un ejemplo de: A’ fibroblastos derivados de un paciente con IPF; B’
fibroblastos derivados de un pulmén control; A fibroblastos derivados de un
paciente con [PF; B fibroblasios derivados de un pulmén control; € un
control negativo omitiendo el anticuerpo monoclonal anti o-SMA.
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CONTROL IPF

colagena o 1[l]

—3 405 bp

TGF- B, | —® 242 bp
colagenasa-1 - 589 bp
gelatinasa A & —> 180 bp
gelatinasa B o — 303 bp
GA —P 395 bp

Figura 7. Expresion del mRNA de colagena a1 [l], TGFB1, colagenasa-1
(MMP-1), gelatinasas A v B, y GAPDH en tres cultivos primarios de
fibroblastos controi y fres fibroblastos derivados de pacientes con IPF
utilizando la metodologia de la RT-PCR (anaiisis semi-cuantitativo, ver
métodos). El RNA fotal fue extraido y sujeto a amplificacién utilizando los
primers especificos indicados en la tabla 1. Los productos del PCR se
resolvieron por electroforesis en geles de agarosa y visualizados con tincién
de bromuro de etidio, y con el analisis densitométrico de las bandas.
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CONTROL IPF

TIMP- 1

TIMP- 2

TIMP- 3

TIMP- 4

GAPDH

Figura 8. Expresiéon del mRNA de TIMP-1, -2, -3 y -4 y GAPDH en tres
cultivos primarios de fibroblastos control y tres fibroblastos derivados de
pacientes con IFP. Mediante el uso de la metodologia de la RT-PCR
(analisis semi-cuantitativo, ver métodoes). El RNA fotal fue extraido y sujeto
a amplificacién utilizando los primers especificos indicados en la tabla 1.
Los productos del PCR se resolvieron por electroforesis en geles de
agarosa Yy visualizados con tincion de bromuro de elidio y analisis
densitométrico.
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DISCUSION

La IPF es un padecimiento pulmonar progresivo y generaimente
mortal, caracterizado por la presencia de pequefnos agregados de
fibroblastos ampliamente distribuidos por todo el parénquima, vy
presumiblemente provocados por la presencia de multiples microfocos de
dafio epitelial, acompafiadc del remodelamiento anormal de la arquitectura
pulmonar (2, 5, 55).

Recientemente, diversas evidencias han demostrado la existencia de
una heterogeneidad funcional y fenotipica entre los fibroblastos tisulares,
esto es, la existencia de diferentes subpoblaciones de fibroblastos. Entre
estas destacan ias de miofibrobiastos, que expresan caracteristicas
fenotipicas de fibroblastos y células musculares lisas, y que se encuentran
comunmente incrementados tanto en la fibrosis pulmonar idiopéatica humana
como en diversos modelos de fibrosis pulmonar experimentat (5, 55).

Cuando se examind mediante citometria de flujo (FACS) e
inmunocitogimica, en todos los cultivos primarios de fibroblastos
pulmonares, fanto controles como derivados de IPF expresaron a-SMA.
Ademas, encontramos que los fibroblastos derivados de pulmones con IPF
mostraron un marcado incremento en el porcentaje de miofibroblastos
respecto a los controles, o cual correlaciona con |as observaciones
desarroliadas in vivo (11-14). Aunque el origen ceiuiar de ios miofibrobiastos
pulmonares se desconoce, se consideran precursores potenciales al
fibroblasto intersticial y la célula de musculo liso que se ubica en las puntas
septales del ducto alveolar (63). El incremento de miofibroblastos en ios
multiples focos de fibroblastos observados en ia IPF puede tener diversas
consecuencias nocivas, que contribuyen a la confraccidon activa del

parénquima, el decremento de la distensibilidad puimonar y la distorsioén de
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la arquitectura pulmonar (5). En realidad, los miofibroblastos desempenan
una participacién critica en la cicatrizacidn, debido a que estas células
expresan altos niveles de a-SMA, se adhieren fuertemente a la matriz
extracelular, y se organizan constituyendc haces celulares contractiles,
cuando las células se ubican a lo largo de su eje para facilitar asi la
contraccion tisular, y reducir el area superficial en el tejido danado (64). En
adicion a todo esto, los miofibroblastos producen factores apoptoticos para
jas células alveolares in vifro, tal es el caso de la angiotensindégeno y
angiotensina Il (14), gue han sido ademas localizadas en areas adyacentes
a las de epitelio alveolar desnudado in vivo (12, 16). Por otra parte, se ha
sugerido gue los miofibroblastos pueden ser los principales responsabies
del incremento en la expresion de los genes de colagena en la IPF (55). A
pesar de esto, tal observacion no ha sido documentada in vitro. Raghu y
cols. (52) encontraron que los fibroblastos de los pulmones normales vy
fibroticos sintetizan cantidades similares de colagena, aun cuande fueran

estimuiados con TGFB1. En este estudio, los cultivos primarios de

niveles mas altos del mRNA de colagena |, y con mayor % de sintesis al
compararlos con ios fibroblastos derivados de puimén normal.

Por ofra parte los fibroblastos derivados de IPF mostraron un marcado
decremento en la tasa de crecimiento al compararias con los fibroblastos
derivados de sujetos normales, diferencia que se observd a desde el dia 4
hasta el 13. Estos resuitados difieren de los reportados previamente por
Jordana y cols. (10) quienes mostraron que los fibroblastos primarios
derivados de pacientes con IPF proliferan méas rapido que los derivados de
pulmones control. Sin embargo, Raghu y cols. (52) quienes obtuvieron
fibroblastos del mismo puimon fibrético, encontraron un rango mas alto de

proliferacion en células derivadas de areas inflamadas, y la mas baja en los
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fibroblastos de areas con cicatriz fibrética densa. Dada la nueva clasificacion
histolégica de la IPF (4), habria que considerar la posibilidad de que en
aquellos estudios los fibroblastos derivados de IPF hubieran sido obtenidos
de casos con diagnostico de neumonia intersticial usuai (UIP) (9).

Estos resultados son el producto de observaciones repetidas por afios
en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), que hasta
ahora no habian sido publicadas. Usualmente, los cultivos primarios
derivados de IPF han sido muy dificiles de establecer y crecer in vifro, ¥
exhiben un numero limitado de duplicaciones. La reducida tasa de
crecimiento de los fibroblastos derivados de IPF puede tener diferentes
explicaciones. Asi por ejemplo, se ha mostrado que la diferenciacion de locs
miofibroblastos pulmonares de rata in vitro presentan una actividad reducida
de las telomerasas (65). El decremento en la expresion de esta enzima
puede determinar una capacidad proliferativa reducida, ademas, hemos
demostrado previamente que Ilos miofibroblastos separados por
sedimentacién en gradientes de ficol en condiciones atmosféricas estandar,
son usualmente de mayor tamafo v proliferan marcadamente mas lento que
los fibroblastos de tamafio menor (13).

Coincidentalmente, en este estudio también observamos que las
células positivas para «-SMA son de mayos diametro que las células
negativas para «-SMA; independiente de que fueran derivadas de pacientes
con !PF o de puimones control. Adicionalmente, la tasa de crecimiento mas
baja puede ser explicada por un incremento en la muerte ceiular
programada o apoptosis. Nuestros hallazgos apoyan esta hipotesis, ya que
los fibroblastos derivados de IPF mostraron un porcentaje mucho mayor de
células con apoptosis espontanea en relacién con las células normales. En
estudios con fibroblastos derivados de pulmon humano normal, Alkamine y

cols. (49), han identificado dos subpoblaciones, las cuales fueron aisladas
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con base en la expresion diferencial del receptor para Cig. Uno de los
primeros componentes del compiemento. Los fibroblastos separadas por
C1q, mosiraron dos morfologias distintas: células en forma de huso con
proyecciones alargadas (y alta adherencia), o células grandes y mas
aplanadas {49). Los subgrupos también fueron diferentes en la tasa de
proliferacion y especialmente en la capacidad para la sintetizar colagena,
tanto en condiciones basales como después de la inhibicién por interferon-y
¢ con estimuiacién por TGF-B1. Mas interesante en el contexto de nuestros
hallazgos, en otfro articulo se reporté la presencia de una subpoblacion de
fibroblastos humanos con baja afinidad C1q, que mostrd tasa de crecimiento
muy baja, a pesar de contener un alto porcentaje de células en la fase S del
ciclo celular (49).

Esta paradoja puede ser explicada por un alto rango de apoptosis en
esta poblacion, la cual muestra la misma morfologia de células grandes y
aplanadas, tal como se describio en una subpoblacion de fibroblastos
pulmonares identificados en un trabajo desarrollado en el INER (13).

En este trabajo se mostrdé que los fibroblastos aislados de IPF
contienen una proporcion mayor de miofibroblastos, que exhiben capacidad
proliferativa disminuida y presentan un incremento en la proporcién de
células con apoptosis espontanea. Diversas citocinas podrian participar en
la induccién de esta apoptosis, incluyendo interieucina-13, la cual se ha
reportado que induce apoptosis ademas de inhibicion en la proliferaciéon de
linfocitos T (66). Ademas, la apoptosis basal incrementada podria estar
relacionada con la produccion de péptidos de angiotensina Il por parte de
ios miofibroblastos, que inducen apoptosis en diferentes tipos celulares,
incluyendo células del epitelio alveolar (47,668). En cuanto al analisis de las
moléculas analizadas en este estudio, aunque primariamente se han

relacionadc con la remodelacidon de la matriz extracelular, algunas de ellas
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también contribuyen al incremento de la apoptosis. Particularmente, Ia
sobreexpresion del TIMP-3, el cual induce muerte celular programada en
diversos tipos de células (67). La determinacion de cuales de estos factores
participa en ia induccidon de la apoptosis de los fibroblastos, y cuales son ios
fenotipos requeridos dentro de los fibroblastos puimonares aislados son [os
gue entran en apoptosis, sera un interesante tema para futuros experimentos.

El resultado final de la IPF es una desorganizacion estructural extensa
del parénguima pulmonar, con la subsecuente pérdida progresiva de las
unidades alveolo-capilares. El mecanismo molecular que participa detras de
este remodelamiento tisular erratico que produce como resultante una
acumulacion exagerada de matriz extracelular no ha sido elucidado, pero
podria involucrar una perdida en el balance altamente reguiado entre ias
MMP y los TIMPs (56,57). En este contexto, no se encontraron diferencias
en la expresion del gene de colagenasa-1, |0 cual corrobora hallazgos
previos respecto a ios niveles de la proteina de MiMP-1 en fibrobiasios
derivados de IPF y controles (9). En relacion con las gelatinasas, se ha
demaostrado que la MMP-2 se expresa de manera constitutiva en fibroblastos
pulmonares y en este estudio no encontramos diferencias entre las células
derivadas de IPF y las de los controles. Sin embargo, los fibroblastos
derivados de puimén normal usualmente no expresan MMP-8 in vifro, pero
en el caso de los fibroblastos derivados de IPF enconiramos que expresan
el transcrito de MMP-S. La cual ha sido encontrado en otros estudios
analizando mediante inmunocitoquimica en pulmones fibréticos (57). La
expresion de la gelatinasa B puede representar una participacion importante
en la ruptura de ias membranas basales y la migracion de los fibroblastos
hacia ios espacios alveolares.

La expresidon de los genes para ios cuatro TIMPs se encontrd en Ios

fibroblastos de pulmones derivados de pulmcnes con IPF. Aunque los
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TIMPs se unen fuertemente a la mayoria de las MMPs, exhiben diferencias
en sus propiedades inhibitorias, patrones de expresion, v otras propiedades
tales como su asociacién con ilas MMPs latentes, actividad promotora del
crecimiento celular, promocidn de la actividad de sobrevivencia y apoptosis
(36,67). En este contexto, la sobre-expresion de los TIMPs podria ser
considerada como una contribucién a los mecanismos de regulacion en el
mantenimiento de un microambiente fibrético, ya que son responsables de
la inhibicidon de la actividad de las metaloproteinasas de la matriz; y por
consiguiente de la degradacion de matriz extracefular. Apoyando este punto
de vista, recientemente se ha encontrado que ios pulmones derivados de
IPF presentan niveles intersticiales significativamente mas aitos de TiMPs
que de colagenasas (57). Por ofra parte, debido a que los TIMPs pueden
participar tanto en la induccidn de apoptosis como en su inhibicion, el
incremento de la expresidn de los TIMPs puede también contribuir al
desarrollo del proceso patogénico observado en ios pulmones con IPF, por
incrementc de la  proliferacibn de algunas poblaciones celulares o
induciendo la muerte de otras, En este contexto, es interesante enfatizar que
el TIMP-2 es expresado casi exclusivamente por fibroblastos clasicos v
miofibroblastos en los focos de fibroblastos caracteristicos de los sitios de
dano alveolar epitelial y asociado a la activacién del proceso que desarrolla
fibrosis tisular (57,68). La expresion del TIMP-2 por fibroblastos puede estar
asociada con el efecto inhibitoric de colagenasas, pero también con la
activacion de la gelatinasa A latente y la estimulacion de la proliferacion de
fibroblastos. El TIMP-3 es muy diferente debido a gue se une fuertemente a
componentes insoiubles de la matriz extracelular, principalmente ai heparan
sulfato, el cual posee propiedades antiadhesivas para los fibroblastos, y en
este contexto la sobre-expresiéon del TIMP-3 puede inducir apoptosis (67).

De manera Interesante, se ha reportado los niveles del mRNA para TIMP-3
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son altos en diversos cultivos de esclerosis sistémica (69). Los estudios
sobre TIMP-4 son escasos y sus actividades funcionales v aspectos de su
inhibicién sobre MMPs, son esencialmente desconocidos. Evidencias
recientes han demostrado una refacion temporal entre ia sobre-expresion del
TIMP-4 y el inicic del depdsito de colagena en las paredes arteriales
dafiadas, sugiriendo una participaciéon importante en el balance proteolitico
de la vasculatura (70).

Ciertamente, otros tipos de <células reiacionadas con los
fibroblastos/miofibroblastos pueden desempefiar un papel importante en el
desbalance proteasas-antiproteasas duranie la patogenia de la IPF. Asi, las
células residentes, como por ejemplo las células del epitelio alveoiar, las
células endoteliales, y las células derivadas de [a respuesta inmune, son
capaces de producir diferentes MMPs y TIMPs in vivo. Particularmente:
MMP-1, MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 han sido detectados en las células
epiteliales en ia cercania a los focos de fibroblastios. La MMP-1 se ha
observado también en los macréfagos alveolares, la MMP-9 en neutrdfilos,
los TIMP-1 v TIMP-3 en macréfagos intersticiales, y el TIMP-4 en células
plasmaticas (57,68,70). Por consiguiente, durante el desarrolio del
remodelamientc de la matriz extracelular en IPF existe una regulacidon muy
compleja debida a una relacidon en la que participan células epiteliales,
endoteliales, fibroblastos, células inflamatorias, y ia propia matriz
extracelular del microambiente pulmonar.

En resumen, aungue el numero de cultivos de fibroblastos analizades
en este estudio fue pequefio, los hallazgos in vitro se correlacionan con
observaciones previas jn vivo y sugieren que los fibroblastos/mifibroblastos
derivados de pulmones con IPF exhiben un fenotipo secretor profibrético,

con baja tasa de crecimiento y con apoptosis espontanea incrementada.
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CONCLUSIONES.

El analisis comparativec de los cultivos primarios de
fibroblastos derivados de pacientes con fibrosis puimonar
idiopatica (IPF), mostré las siguientes diferencias con los
obtenidos de puimones conirol:

1. Tasa de crecimiento mas baja, tantc con 1 como con 10 %
de FBS.

2. Porcentaje mas alto de células con apoptosis
espontanea.

3. Mayor proporcion (%) de fibroblastos positivos para o-
actina de musculo liso.

4. Mayor expresion de los mRNA para colagena a1-[1], factor
transformante B (TGFp1), geiatinasa B (MMP-9) vy ios
TiMPs 1, 2, 3y 4.

Por otra parte se encontraron las siguientes semejanzas en
los fibroblastos derivados de IPF en relacion con los controles:

5. Expresion similar de los mRNAs para colagenasa
intersticial = 1 (MMP-1) y gelatinasa A (MMP-2).

6. Mayor tamafio de las células positivas con la

inmunotincién para a-actina de mascule liso {«-SMA), en
relacion con las células negativas.
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