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Abreviaturas

Akt = proteina cinasa C (PKC)

aro = aromatasa

ATP = adenosin trifosfato

BrdU = bromodesoxiuridina

DHEA = dehidroepiandrosterona

DHEAS = dehidroepiandrosterona sulfato
DMEM = Dulbecco's Modified Eagle Medium
DOC = desoxicorticosterona

ERK = cinasa regulada por sefiales extracelulares
FPI = fibrosis pulmonar idiopética

GSKS3 3 = glucdgeno sintasa cinasa 3 3

HK = hexocinasa

HRP = peroxidasa (POD)

HSD = deshidrogenasa de hidroesteroides

HSO = oxidoreductasa de hidoesterodies

HSS = sulfatasa de hidoresteroides

IGF-I = factor de crecimiento insulinico |

IKB = inhibidor de kappa B

JNK = cinasa c-Jun N-terminal

KSR = reductasa de cetoesteroides

MAPK = proteina cinasa activada por mitdgeno

MEC = matriz extracelular

NF-kB = factor nuclear kappa-cadena ligera-potenciador de linfocitos B activados

NID = neumopatias intersticiales difusas



PBS = solucién amortiguadora de fosfatos

PDGF = factor de crecimiento derivado de plaquetas
PI3K = cinasa de fosfoinositido 3

P-S = pregnenolona sulfato

R = reductasa

RE = reticulo endoplasmico
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scc= corte de la cadena lateral (side-chain cleavage)
SFBi = suero fetal bovino inactivado
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TGF (3 = factor de crecimiento transformante 3
THDOC = tetrahidrodesoxicorticosterona

THP = tetrahidroprogesterona

TMB = tetrametil-benzidina

TNFa = factor de necrosis tumoral a
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Resumen

La dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona esteroide que se produce
principalmente en la corteza de las glandulas suprarrenales. Junto con su forma
sulfatada (DHEAS), en humanos, es el esteroide mas abundante en la circulacion cuya
concentracion plasmatica disminuye fisiolégicamente con la edad y es un precursor
clave en la sintesis de andrégenos vy estrégenos. Estudios previos en nuestro
laboratorio demuestran que la concentracion de la DHEA disminuye significativamente
en pacientes con Fibrosis Pulmonar Idiopéatica (FPI) respecto a controles sanos. La
FPI es una enfermedad progresiva, irreversible y letal asociada al envejecimiento que
se caracteriza por un aumento en la migracion/proliferacion de fibroblastos y su
diferenciacion a miofibroblastos. Se ha sugerido que dichas células presentan
resistencia a la apoptosis y se ha observado que la dehidroepiandrosterona (DHEA) es
capaz de inducir muerte celular por apoptosis en diversos tipos celulares. En este
contexto, el presente estudio pretende evaluar la capacidad de la DHEA de inducir
apoptosis de fibroblastos pulmonares humanos con miras hacia nuevas estrategias

terapéuticas contra la FPI.

En esta investigacion, la DHEA produjo una disminucién estadisticamente significativa
en el nimero de fibroblastos pulmonares humanos tratados con la hormona. De
manera notable, dicha disminucidén se debi6 tanto a inhibicion de la proliferacion como
a la inducciéon de apoptosis, siendo ésta Ultima mediada por la activacion de la
caspasa 9. Tanto los efectos sobre la proliferacion como de induccion de apoptosis

pueden estar relacionados con la inhibicion de la fosforilacion de Akt.

De este modo, queda claro que la DHEA es una hormona con efectos antifibrosantes
potenciales, ya que ataca dos de los principales procesos que caracterizan el fenotipo
de los fibroblastos/miofibroblastos en FPI: resistencia a apoptosis y proliferacion
desregulada. Estudios como el presente son de vital importancia porque analizan el
problema desde perspectivas distintas a las establecidas tradicionalmente, en las que
la inflamacion se consideraba un hecho fundamental en el desarrollo de esta

patologia.
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Abstract

Dehydroepiandrosterone (DHEA) and its sulphate ester, DHEAS, are the most
abundant steroid hormones in human circulation produce by the adrenal cortex. Its
secretion declines with ageing and is a key molecule in the synthesis of androgens and
estrogens. Previous studies in our laboratory show that DHEA concentration
significantly decreases in patients whit Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) compared
to healthy controls. IPF is a chronic, progressive and usually lethal lung disorder
characterized by increased in proliferation/migration of fibroblast and their
differentiation into myiofibroblast, with a consequent accumulation of extracellular
matrix. It has been suggested that these cells are apoptosis resistant and that DHEA is
capable of inducing cell death by apoptosis in different cell types. In this context, this
study aims to evaluate DHEA's ability to induce human lung fibroblasts apoptosis with

a view to new therapeutic strategies against IPF.

Our results show a significantly decrease in number of fibroblasts stimulated with
DHEA. This decrease was due to both apoptosis and proliferation inhibition. Apoptosis
was mediated by caspase-9 activation and both effects appear to be related with

inhibition of Akt phosphorylation.

Thus, DHEA could be a hormone with potential antifibrosant effects, since it attacks
two major processes that characterized the fibroblasts/myofibroblasts phenotype in
IPF: resistance to apoptosis and deregulated proliferation. Studies like this are very
important because they address the problem from different perspectives with respect to
the traditional approach in which inflammation was considered a fundamental process

for development of IPF.
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Introduccion

Fibrosis Pulmonar Idiopdtica

Las neumopatias intersticiales difusas (NID), también conocidas como enfermedades
fibrosantes de pulmédn, son diferentes padecimientos respiratorios subagudos crénicos
que comparten el hecho de responder ante un dafio con un proceso inflamatorio
intersticial e intralveolar difuso, que es seguido por fibrosis o destruccion de las
unidades alveolo-capilares [1]. El dafio a los tejidos puede resultar de diversos
estimulos: infecciones, reacciones autoinmunes, toxinas, radiacion y dafio mecénico
[2]. Y, aunque los cambios fibréticos tipicamente son conceptualizados como el
engrosamiento fibroso del intersticio (el espacio tisular que se encuentra entre las
paredes alveolares), una parte importante de la remodelacion del pulmén sucede en
los espacios alveolares. Dichos cambios pueden tener efectos draméticos e
irreversibles en la arquitectura pulmonar, resultando en insuficiencia respiratoria

progresiva y ocasionando la muerte en pocos afios [3].

La fibrosis pulmonar idiopética (FPI) es la mas comun de las neumopatias intersticiales
de causa desconocida y, de hecho, la mas agresiva de todas las enfermedades
pulmonares intersticiales difusas [4,5]. Se trata de un padecimiento con una sobrevida
promedio de 3 afos después de realizado el diagndstico, cuya prevalencia y
mortalidad estdn aumentando [6,7]. En un estudio reciente que abarcd causas de
muerte entre los afios 1992-2003 en EUA se observd que la mortalidad por FPI se
increment6 28.4% en hombres y 41.3% en mujeres [7]. El sintoma principal de la FPI
es la disnea de esfuerzo progresiva y de evolucion insidiosa, ademas se presenta tos
seca 0 con expectoracion mucosa, hiponexia, astenia y baja de peso, siendo la
taquipnea un signo constante. Como la causa mas comdn de muerte asociada a FPI
se encuentra la progresion de la fibrosis pulmonar y de la insuficiencia respiratoria con
el consecuente desarrollo de hipertension arterial pulmonar y cor pulmonale con
sucesivas descompresiones. Otras causas son enfermedad cardiovascular, incluyendo

isquemia miocardica e insuficiencia ventricular izquierda; carcinoma broncogénico;
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embolismo pulmonar (3-7%) e infeccidn pulmonar favorecida por el uso de esteroides

y agentes citotoxicos (2-4%) [1].

Hasta la fecha se han caracterizado dos rutas distintas para el desarrollo de fibrosis
pulmonar difusa. La ruta comun a la mayoria de las NID es la ruta inflamatoria. Esta
consta primero de una fase de alveolitis y luego de fibrosis en fase terminal e involucra
redes de citocinas comunes en los distintos padecimientos. Por esta via, la interaccion
entre las células inmunes e inflamatorias y otros mediadores controla el inicio, la
progresion y la eventual resolucion de la inflamacién o el paso a la fibrosis [2,3]. No
obstante, se ha sefialado que la inflamacién no es un evento importante en la FPI [3].
Evidencia de ello es la presencia de alveolitis media/moderada en estados tempranos
0 avanzados de la enfermedad y la falta de respuesta a terapia anti-inflamatoria
potente y de largo plazo [3]. Asi, se ha postulado que la FPI, a diferencia del resto de
las NID, puede resultar de microdafios epiteliales que llevan a la alteracion de la
forma, el estado de diferenciacion y la funcion de las células epiteliales [3]. De este
modo, la FPI se caracteriza por la lesion y la activacion anormal de las células del
epitelio alveolar, mismas que provocan la migracién y proliferacion de fibroblastos y su
posterior diferenciacion a miofibroblastos, los cuales son los responsables de la
acumulacion exagerada de matriz extracelular (MEC) con la consecuente destruccién
de la arquitectura pulmonar [8,9], todo lo cual constituye la ruta epitelial a la fibrosis

pulmonar (Fig. 1).

Factores
(TGFB, PDGF, IGF-I)

AGRESION
INICIAL

migracion/proliferacion

fibroblastos Focos de

Fibroblastos/miofibroblastos

DANO /
ACTIVACION
EPITELIAL

Acumulacién de matriz
extracelular
y destruccion del
parénquima pulmonar

Figura 1. Esquema del dafio epitelial y el desarrollo de fibrosis pulmonar idiopatica (FPI).
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En la FPI, las células del epitelio alveolar contribuyen a la fibrogénesis no solo por
sobreexpresar citocinas profibréticas, sino porque quizds son incapaces de secretar
algunos inhibidores de crecimiento de fibroblastos, mismos que adquieren un fenotipo
migratorio, proliferativo y profibrético (miofibroblasto) [3]. Considerar dicho proceso
debe ser de primordial importancia al proponer nuevas terapias contra la FPI ya que
gran parte de la terapéutica actual se enfoca en la resolucion del proceso inflamatorio,
situacion que la torna inadecuada e ineficiente. Por ejemplo, se ha observado que la
terapia inmunosupresiva y con corticosteroides, en la mayoria de los individuos
afectados, no previene la acumulacion de MEC [10]. La acumulacién de MEC es el
hecho final comun de cualquier desorden fibrético y la fibrosis ocurre cuando la
sintesis de colagena nueva por miofibroblastos excede la tasa a la cual ésta es

degradada, de modo que la cantidad total de coldgena incrementa con el tiempo [2].

En los dltimos afios se han desarrollado multiples investigaciones sobre este
padecimiento, algunas enfocadas a conocer la causa del mismo y otras tantas
enfocadas a su tratamiento. No obstante, hasta la fecha no ha sido posible desarrollar

un tratamiento efectivo contra la FPI.

Dehidroepiandrosterona

La dehidroepiandrosterona (DHEA), junto con su forma sulfatada (DHEAS), es la
hormona esteroide mas abundante en la circulacidon en humanos [11], y es producida
principalmente en la corteza de las glandulas suprarrenales, ademas del cerebro, las
gonadas y el tracto gastrointestinal [12,13]. Su secrecidon presenta un patrén
caracteristico asociado a la edad, de manera tal que, inmediatamente después del
nacimiento, la concentracion de la DHEAS circulante es elevada debido a que es
sintetizada por la glandula adrenal fetal. Sin embargo, dicha concentracion baja
rapidamente y no comienza a subir otra vez sino hasta los 6-10 afios de edad [11]. Los
niveles maximos de la hormona se alcanzan alrededor de los 25 afios (Fig. 2), luego
comienzan a descender nuevamente y de manera sostenida, de tal modo que
alrededor de los 60 afios las concentraciones séricas de la DHEA se encuentran solo
entre el 5-10% de lo observado en adultos jovenes [11,14]. Este descenso es conocido
como “adrenopausia” y es un fendmeno independiente de la menopausia que ocurre
tanto en hombres como en mujeres. Otro dato interesante sobre la regulacién en los

niveles de la dehidroepiandrosterona es que, mientras que la concentracion de la
15



DHEAS no varia a lo largo del dia, la secrecion de la DHEA sigue un ritmo diurno

similar al exhibido por el cortisol [11].

Hombre

4000 b —— Mujer

2000

DHEAS en suero (ng/ml)

1 10 20 30 40 50 60

Edad (afios)

Figura 2. Representacion grafica del comportamiento de la concentracién promedio de la
DHEAS durante la vida humana.
(Modificado de Arlt W. Best. Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab. (2004).18 (3):363-8).

Las hormonas esteroides proceden de tejidos corporales especificos y se dividen en
dos tipos: las hormonas sexuales y progestacionales y las hormonas suprarrenales.
Todas ellas se sintetizan a partir del colesterol y necesitan un intermediario, la A°-
pregnenolona (Fig. 3). Este precursor se convierte en dehidroepiandrosterona en las
células suprarrenales de la zona reticular mediante la accion de la 17a-hidroxilasa del
reticulo endoplasmico (RE) para formar 17a-hidroxipregnenolona que, a continuacion,
actia en un sistema de rotura de la cadena lateral carbonada y la convierte en
dehidroepiandrosterona. Dicho compuesto se transforma en 173-estradiol a través del
sistema de aromatasa y la accion de la 17-reductasa. Asi mismo, el estradiol se
genera a partir de la testosterona por accién del sistema de la aromatasa. Las

hidroxilasas del RE son enzimas citocromo P450 [15].
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Figura 3. Sintesis de la dehidroepiandrosterona (DHEA), la DHEA sulfato (DHEAS) y otros
esteroides. El sefialamiento de mas de una enzima indica un proceso de miltiples pasos. aro =
aromatase, DOC = deoxycorticosterone, HSD = hydrosteroid dehydrogenase, HSO =
hydrosteroid oxidoreductase, HSS = hydrosteroid sulfatase, KSR = ketosteroid reductase, R =
reductase, scc= side-chain cleavage, SH = sulfohydrolase, P-S = pregnenolone sulfate, THDOC
= tetrahydrodeoxycorticosterone, THP = tetrahydroprogesterone.

(Modificado de referencia [16])

Las hormonas ejercen sus efectos en el organismo mediante distintos mecanismos. El
mecanismo clasico de accion de las hormonas sexuales es a través de la interaccion
con sus receptores intracelulares: receptores de estrogeno, andrégenos vy
progesterona, que son factores nucleares de transcripcion. Ademas de estos
receptores, en sistema nervioso se ha demostrado la existencia de receptores para
esteroides en la membrana celular, por ejemplo para la progesterona [17], la vitamina
D [18], la testosterona [19] y los estrogenos [20]. Los efectos que desencadenan se
han llamado “no transcripcionales”. Otro mecanismo de accion de los esteroides, muy
importante  en el sistema nervioso, es la modulacion alostérica de receptores

ionotropicos y de transportadores de neurotransmisores [21].

En este contexto, algunos estudios han mostrado que la DHEA induce la apertura de
canales de potasio dependientes de voltaje (K,) [22,23]. En células PASMC

(pulmonary artery smooth muscle cells), al estimular con la DHEA, se induce la
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apertura de canales de potasio activados por corrientes de Ca®', lo que ademas de
aumentar las corrientes de dichos canales también induce apoptosis y mejora aquella
mediada por el 6xido nitrico. Esto es explicado por una pérdida del K* citosélico
resultante del aumento en el eflujo de K* [23]. Los autores de ese trabajo sefialan que
la apoptosis inducida por 6xido nitrico también puede estar relacionada con una
despolarizacion de la membrana mitocondrial. Adicionalmente, se ha observado que
concentraciones elevadas de la DHEA inhiben el complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial y son neurotdxicas in vitro e in vivo. El tratamiento de cultivos intactos de
neuronas con DHEA ademas es asociado con un aumento en la glucosa y lleva a

muerte neuronal [24].

Por otra parte, en células vasculares de musculo liso se ha probado que la DHEA
disminuye la proliferaciébn e incrementa la apoptosis [22]. Bonnet y colaboradores
demostraron que esos efectos son mediados por la inhibicion de Akt y la subsecuente
activacion de GSK-3(3, lo que ocasiona una despolarizacion mitocondrial, un
incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la activacion de canales de
potasio dependientes de voltaje (K,) con un aumento en la concentracion de calcio.
Dichos efectos resultaron ser independientes de receptores tanto de andrégenos como
de estrogenos y al parecer involucran un receptor de membrana acoplado a proteinas

G, hecho que resulta interesante de considerar.

En otros trabajos, se observé que la DHEA inhibe la proliferacion de células HepG2
(una linea celular de hepatoma) inhibiendo la actividad de PI3K/Akt. Igualmente, en
este tipo celular es capaz de inducir apoptosis, que ha sido asociada a la inhibicién de
la fosforilacion de Akt (Thr*®® y Ser*®) [14]. En células HT-29 (una linea celular de
adenocarcinoma de colon) se ha reportado la induccion de arresto celular por la
DHEA, proceso que, por el contrario, puede ocurrir sin induccién de apoptosis [14].
Otra investigacion realizada también con células de hepatoma, mostré que la inhibicion
del crecimiento inducida por la DHEA era acompafiada por una disminucion en la
expresion de genes mitocondriales, alteraciones morfolégicas y funcionales de la
mitocondria y el agotamiento de ATP intracelular [25]. Dicha inhibicién del crecimiento

se veia contrarrestada al suplementar con piruvato.
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No obstante, es importante sefialar que, hasta la fecha, se desconocen los
mecanismos exactos involucrados en los diversos efectos de la DHEA, y tampoco ha

sido bien caracterizado un receptor para esta hormona.

Apoptosis

La apoptosis, 0 muerte celular programada, es un proceso controlado genéticamente
en el que las células mueren en respuesta a sefiales ambientales o de desarrollo [26].
Su principal caracteristica morfolégica es la contraccion de la célula y su ndcleo. A lo
largo de este proceso se mantiene la integridad de la membrana plasmatica, hay
condensacion de la cromatina, fragmentacién nuclear y la formacion de cuerpos
apoptéticos, mismos que son fagocitados rapidamente para evitar dafios en las células
vecinas. La distincion entre apoptosis y necrosis se debe en parte a diferencias sobre
coémo la membrana plasmética participa en el proceso. En la necrosis, la pérdida
temprana de la integridad de la membrana plasmatica permite un influjo de fluido e

iones extracelulares que resulta en hinchazoén de la célula y sus organelos [27].

Una célula puede ser llevada a apoptosis por una de las dos rutas distintas pero
convergentes: por receptores de muerte (ruta extrinseca) o por la via mitocondrial (ruta
intrinseca) (Fig. 4). En ambos casos, las enzimas encargadas de regular dicho
proceso son las caspasas. Las caspasas apoptoéticas se dividen en iniciadoras y
efectoras, y sus cascadas de sefializacibn desempefian un papel central en la
inducciodn, la transduccion y la amplificacion de las sefiales apoptéticas intracelulares
para determinar el destino de la célula [28], que dependera del balance entre factores
que promueven la sobrevivencia celular y aquellos responsables de iniciar y ejecutar el
“suicidio” celular. Dichos factores incluyen mediadores transcripcionales (NF-kB),
receptores de membrana (TNFa, FAS), miembros de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bax, Bad,
Bid), cinasas/fosfatasas (PI3K, Akt, JNK, MAPK, ERK) y proteasas de cisteina
(caspasas) [26].
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(Modificado de referencia [29])
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Aunado a lo anterior, resulta interesante la evidencia acerca de cambios en el
metabolismo de la glucosa inducidos por la DHEA. El metabolismo de la glucosa es
una fuente primaria de energia y biomateriales para el mantenimiento de la vida. Como
primer paso del metabolismo, la glucosa es transportada a través de la membrana
plasmatica por el transportador de glucosa (Glut) bajando su gradiente de
concentracion. La hexocinasa (HK) en la mitocondria entonces fosforila la glucosa
dando como resultado glucosa-6-fosfato (G6P). El producto generalmente entra en la
ruta glucolitica generando NADH, ATP vy piruvato, o la ruta de las pentosas-fosfato
(PPP). En presencia de suficiente oxigeno, el piruvato de la glucdlisis puede
introducirse en la mitocondria y oxidarse por completo para producir mas ATP. Cuando
el oxigeno es limitado, el piruvato es dispuesto en forma de lactato y la glucdlisis se

convierte en la principal fuente de produccion de ATP [30].

La conexion entre el metabolismo de la glucosa y la apoptosis es clara debido a que
ésta ultima es un proceso dependiente de energia. Sin importar la ruta por la cual se
inicie la apoptosis, en todo caso se lleva a cabo la activacion de las caspasas. Tanto la
activacion como el funcionamiento de estas enzimas son dependientes de ATP,
entonces se requiere de energia para continuar con la apoptosis [31]. El efecto del
metabolismo de la glucosa en la ruta intrinseca de la apoptosis ha sido bien estudiado.
Las proteinas de la familia Bcl-2 son reguladores clave de esta ruta e incluyen
proteinas antiapoptoticas, proapoptéticas y BH3-only. Cuando las células son
expuestas a algun factor de estrés las proteinas BH3-only son activadas y translocan
hacia la mitocondria en donde antagonizan la funcidon de proteinas antiapoptéticas
como Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1. Proteinas proapoptéticas, como Bax y Bak, sufren
entonces un cambio conformacional y se oligomerizan en la mitocondria para permitir

la liberacién del citocromo c¢ [30], sefial para la activacién de la caspasa 9.

La apoptosis funciona como un mecanismo para mantener la homeostasis. Cuando la
homeostasis se ve comprometida, ya sea por el exceso o la disminucién de la
apoptosis, resulta un proceso patoldgico. Asi, humerosos estudios le han otorgado un
papel importante en la remodelacién pulmonar asociada con enfermedades fibrosantes

de pulmon.
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Fibrosis Pulmonar Idiopdtica y Dehidroepiandrosterona

Selman y colaboradores han notado que la FPI ocurre generalmente después de los
50 afios de edad, y que dos tercios de los pacientes son mayores de 60 afos. Estos
hallazgos sugieren que la FPI es una enfermedad asociada al envejecimiento, aunque

las razones se desconocen.

Es sabido que el envejecimiento es un proceso complejo que involucra mdultiples
reacciones bioquimicas con cambios moleculares que se manifiestan tanto a nivel
celular como en el organismo completo. En suma, representa la serie de cambios
(fisioldgicos, genéticos y moleculares) que se dan en un organismo vivo a lo largo del
tiempo y que conducen a una afectacion funcional y a un incremento en la ocurrencia
de patologias[32,33]. De manera notable, el incremento en la edad se asocia con un
decaimiento de la funcién inmune conocido como inmunosenescencia. Esta situacion
implica un aumento en la susceptibilidad a desérdenes autoinmunes y crénicos asi
como a enfermedades infecciosas y cancer, debido a la baja capacidad del sistema
inmune de responder al estimulo de antigenos [34]. El resultado es un microambiente
con un desbalance de citocinas que afecta la respuesta inmune tanto innata como
adaptativa [35]. Es bien conocido que mdultiples hormonas participan en el
mantenimiento de la funcion inmune y, muchas de ellas, también observan un
descenso en sus niveles conforme incrementa la edad; ejemplos claros de esto son la
hormona de crecimiento (GH), el estrégeno, la dehidroepiandrosterona (DHEA) y la
melatonina. Se ha propuesto que la disminucién en la concentracion circulante de
estas hormonas desempeiia un papel crucial en la inmunosenescencia [36]. De este
modo, se establece una relacibn muy importante entre el sistema endécrino y el
sistema inmune para el mantenimiento de la homeostasis y la regulacion de

enfermedades degenerativas asociadas con la edad, como es el caso de la FPI.

En este contexto, una hormona cuyos niveles se ven fuertemente asociados a la edad
y que se ha visto que presenta efectos muy diversos en su accion contra distintos
padecimientos es la dehidroepiandrosterona. En modelos animales, se ha observado
que la DHEA muestra una actividad protectora contra una amplia variedad de
enfermedades crénico degenerativas como la diabetes [37], enfermedades

autoinmunes [38], enfermedad de Alzheimer [39], ateroesclerosis [40] y cancer [41].
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Sin embargo, el papel fisiolégico de la DHEA aun se desconoce. Los efectos
biol6gicos de esta hormona dependen del tipo celular, 6rgano o tejido; se ha
demostrado que induce un efecto antiproliferativo en diversos tipos celulares, tanto in
vitro como in vivo [42,43], y que promueve apoptosis de timocitos y células tumorales
[14,44-46], pero, tal y como ya se menciono6 en el apartado previo, se desconocen los

mecanismos moleculares involucrados en dicho proceso.

En este sentido, cabe destacar que se ha sugerido que los fibroblastos/miofibroblastos
de la FPI muestran una sefalizacion apoptotica desregulada que los hace mas
resistentes a dicho proceso, razén por la cual permanecen tiempos prolongados en el

parénquima lesionado [47].

A la fecha no existen trabajos publicados que aborden la relacion entre enfermedades
fibrosantes de pulmén y la DHEA; sin embargo, estudios preliminares en nuestro
laboratorio demuestran que tanto la DHEA como la DHEAS se encuentran
significativamente disminuidas en pacientes con FPI en comparacion con sujetos
normales pareados por sexo y edad. Lo anterior permite pensar que la DHEA pudiera
tener efectos antifibrosantes y que su disminucién podria favorecer el desarrollo de la
FPI.

Justificacion

Las terapias existentes hasta la fecha para el tratamiento de la FPI resultan
insuficientes e ineficientes dado que en este padecimiento, a diferencia del resto de las
enfermedades fibrosantes de pulmon, parece que el proceso crucial para su desarrollo

no es la inflamacion sino la activacién anormal de las células del epitelio alveolar.

La apoptosis juega un papel fundamental tanto en el mantenimiento de la homeostasis
del pulmdén normal como en la patogénesis de diversas enfermedades pulmonares. Se
ha sefalado que los fibroblastos/miofibroblastos de la FPI son resistentes a apoptosis
y, dado que los fibroblastos son los responsables de la acumulacién exagerada de
matriz extracelular, su prevalencia en el parénquima lesionado contribuye a la
progresion de la enfermedad. En este sentido, se ha observado que la DHEA es capaz

de inducir apoptosis en distintos tipos celulares, esto aunado a la correspondencia
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observada entre la disminucion de los niveles de la hormona en personas de edad
avanzada y la prevalencia de FPI en individuos de 60 afios, permiten ver a la DHEA
como una molécula con posibles efectos antifibrosantes. Asi, el estudio de nuevas
moléculas que estimulen la apoptosis de los fibroblastos/miofibroblastos en FPI resulta

prometedor para el desarrollo de terapias mas efectivas contra esta enfermedad.

Hipotesis

La dehidroepiandrosterona (DHEA) tiene un efecto antifibrosante a través de la

induccién de apoptosis en fibroblastos pulmonares humanos.

Objetivo general

Determinar si la DHEA promueve la muerte celular en fibroblastos pulmonares
humanos de la linea CCD25Lu e identificar algunos de los mecanismos involucrados
en este fenémeno.

Objetivos particulares

e Cuantificar la apoptosis mediada por la DHEA en fibroblastos pulmonares

humanos.

» Determinar el efecto de la DHEA en la activacion de moléculas proapototicas

(caspasas, Bax) y antiapoptéticas (Akt, NF-kB) en fibroblastos pulmonares

humanos.
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Metodologia

Cultivo Celular

Fibroblastos pulmonares normales de la linea comercial CCD25Lu (ATCC) y primarios
(NOVA) fueron cultivados en medio DMEM (GIBCO) y F12 (GIBCO) respectivamente,
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino inactivado (SFBi) (GIBCO) y una
mezcla de antibidtico/antimicético (SIGMA). Todos se mantuvieron a 37C en
incubadoras (NAPCO; Forma Scientific) con atmosfera humeda y 5% de CO, hasta y

durante los experimentos.

Determinacion del nitmero celular

Tincién con cristal violeta: Los fibroblastos pulmonares normales se sembraron en
placas de 48 pozos a una confluencia de 10 000 células por pozo. Cada pozo contenia
500 pl de DMEM 10% SFBiI. Las células se estimularon con diferentes concentraciones
de la DHEA (SIGMA) (50-400 uM) durante 24, 48, 72 y 96 h para las CCD25Lu. En el

caso de los cultivos primarios se estimul6 con la DHEA durante 2, 4, 6 y 8 dias.

En todos los casos se prepar6 un stock 100 mM de DHEA que se diluy6 directamente
en el medio de cultivo para obtener la concentracion final deseada. La DHEA fue
disuelta en etanol, mismo que previamente se corroboré que no tuviera efectos
citotoxicos, concentraciones menores al 1% final en el medio no tienen efecto toxico

en las células en cultivo.

Una vez concluido el tiempo de estimulo se aspiré el medio, se lavé una vez con PBS
y se adiciond glutaraldehido al 1.1% en medio o PBS. Se incubdé de 15-20 min a
temperatura ambiente y se aspir6 el glutaraldehido. Posteriormente se adicionaron 200
ul de cristal violeta (solucion de cristal violeta 0.1 % en solucion amortiguadora de
acido férmico 200 mM pH 6.0) y se dejo incubando en agitacion durante 15 min. Luego
se recupero el cristal violeta y se lavé exhaustivamente la placa. Se dejé secar el
tiempo necesario y se redisolvio el cristal violeta en 200 pl de acido acético al 10% por
pozo. De esta solucién se tomaron 100 pl que se transfirieron a una placa de 96 pozos

en la que se leyo la absorbancia a 590 nm.
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Ademas de la tincion con cristal violeta, se sembraron células CCD25Lu en
cubreobjetos a una densidad del 60-70% y se estimularon con la DHEA 100 uM y 200
UM durante 48 h. Al finalizar las 48 h se removié el medio y se lavé una vez con PBS.
Las células fueron fijadas usando suficiente paraformaldehido al 4% en PBS para
cubrir completamente los cubreobjetos durante 15 min a temperatura ambiente. Se
removio el paraformaldehido y se permeabilizaron los fibroblastos con 0.25% Triton X-
100 en PBS incubando por 20 min a temperatura ambiente. Después las células se
lavaron dos veces con agua desionizada y se montaron en portaobjetos utilizando
medio de montaje con DAPI (Santa Cruz). Estas muestras fueron observadas y
fotografiadas en un microscopio de Fluorescencia (OLYMPUS) utilizando el filtro para

DAPI (excitacidén: 358 nm; emision: 461 nm).

DAPI es un colorante fluorescente que se une fuertemente a regiones ricas en A-T en
el ADN y que puede pasar a través de una membrana celular intacta, por lo que es
usado ampliamente en microscopia de fluorescencia. En el presente trabajo permitid

visualizar la cantidad de células vivas restantes después del tratamiento con la DHEA.

Proliferacion celular

El efecto de la DHEA sobre la proliferacion de las células CCD25Lu fue medido con un
inmunoensayo colorimétrico basado en la incorporacion de BrdU, un analogo sintético
de la timidina, durante la duplicacion del ADN (Roche) siguiendo las instrucciones del

proveedor.

Las células se sembraron en placas de 96 pozos a confluencia de 3000 células por
pozo y en un volumen final de 100 pl de DMEM 10% de SFBi. Se estimularon con
DHEA 50 pM, 100 pM y 200 pM por un periodo de 24 h y 48 h. Concluido el
experimento se retir6 el medio con la DHEA y se agregé medio con BrdU
(concentracion final: 10 uM BrdU) con el que se incubaron las muestras durante 4 h
(Fig. 5). Transcurrido dicho tiempo se removio el medio con BrdU y se agregaron 200
ul de solucién fijadora (FixDenat) por pozo y se incubd por 30 min a una temperatura
de 15-25<C. Se retiré la solucion FixDenat y se adicionaron 100 pl de solucién con
anticuerpo anti-BrdU (anti-BrdU-POD 1:100) incubando por 90 minutos. Después se

retird la solucién con el anticuerpo y se lavé cada pozo con 200 ul de solucion de
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lavado (Washing Solution 1X) tres veces. Concluidos los lavados se agregaron 100 pl
de sustrato (Substrate Solution) a cada pozo cubriendo de la luz, y se incub6 por 5
minutos (o hasta que el color emitido fuera suficiente para su deteccion fotométrica)
en oscuridad a 15-25 €. Los 100 pul de soluciéon fueron trasladados con una pipeta
multicanal a una placa nueva de 96 pozos para detener la reaccion de la enzima
(POD) con el sustrato. La medicion de la absorbancia de las muestras se llevé a cabo
en un lector de ELISA (Synergy HT, BioTeK) a 370 nm.
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Figura 5. Representacion del ensayo de proliferacion con BrdU.
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Deteccion de apoptosis por citometria de flujo (Anexina V)

Para cuantificar el porcentaje de apoptosis inducido por la DHEA se utilizé citometria
de flujo con anexina V. La anexina V es una glucoproteina que presenta una alta
afinidad por la fosfatidilserina. Dicho fosfolipido se encuentra en la cara interna de la
membrana plasmética y es expuesto en la cara externa cuando comienza el proceso
de apoptosis. La anexina puede ser conjugada con distintos fluorocromos de manera
tal que la tincién con estos compuestos permite identificar estados tempranos de la

apoptosis (Fig. 6).
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Figura 6. Representacion de la deteccion de la apoptosis mediante citometria de flujo por
Anexina V.

Fibroblastos pulmonares de la linea CCD25Lu se sembraron a un 70-80% de
confluencia en cajas de 6 pozos y se estimularon con la DHEA. Al concluir el
experimento se recupero el medio de cada pozo en tubos de 5 ml para citometria
utilizando pipeta automatica y se lavaron las células con 4 ml de PBS. Para
desprender las células de los pozos de cultivo se agregaron 500 ul de tripsina 0.5X
(Tripsina diluida con PBS). Se monitorearon las células hasta que éstas se
desprendieron y sin exceder 3 min. Sin retirar la tripsina, se adicion6 1 ml de DMEM
30% SFBi y se resuspendieron las células suavemente con micropipeta. Hecho esto,

se coloco el medio con células en el tubo correspondiente en el que previamente se
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habia recuperado el sobrenadante. Los tubos asi preparados se centrifugaron a 1500
rpm durante 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se elimin6 decantando
cuidadosamente y el pellet se resuspendié suavemente. Las células se lavaron con 4
ml de PBS y se centrifugaron a 1500 rpm por 10 min y a temperatura ambiente. Como
en la ocasion anterior el sobrenadante se eliminé decantando cuidadosamente. Se
agregaron 150 pl de buffer de anexina 1X y se resuspendieron las células. A cada
muestra se le agregaron 2.5 pl de anexina (Kit BD Pharmingen) y/o 2.5 pl de yoduro
de propidio (IP), un colorante de ADN impermeable a la membrana celular que se usa
para discriminar entre células muertas y células apoptoticas (células positivas para el
IP indican un estado necroético). Se incubd durante 15 min a temperatura ambiente
protegiendo de la luz y transcurrido ese tiempo se agregaron 350 pl més de buffer de
anexina 1X. Se agit6 cuidadosamente cada muestra y se leyeron en un citdmetro de
flujo FACS Aria (BD, Palo Alto CA), equipado con un laser de 488 nm. Las muestras

se adquirieron y analizaron con el programa FACSDiva.

En todos los experimentos, los controles de compensacion se realizaron tratando a los
fibroblastos con estaurosporina (Sts) (SIGMA) (1 uM por 12 h 0 2 uM por 6 h). La
estaurosporina es una toxina que se sabe que induce apoptosis de manera dosis y

tiempo dependiente, por lo que es empleada como control positivo.

Controles de compensacion para citometria de flujo:

Tratamiento Tincién
Control sin tratamiento Sin tefiir
Positivo (Sts) Anexina
Positivo (Sts) IP
Positivo (Sts) Anexina / IP
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Western Blot

Los fibroblastos pulmonares CCD25Lu fueron sembrados al 70-80% de confluencia y
estimulados con DHEA 100 puM durante 4 h, 12 h y 24 h. Concluido el experimento se
realizaron extractos celulares de proteina total. Las células se lavaron 2 veces con
PBS a 4C y se les agregaron 70 pul de buffer de lisis (Tris 50 uM pH 8, NaCl 120 uM,
0.5% Igepal CA-630, 100 mM NaF y 200 uM de ortovanadato de Na) al que justo antes
de usarse se le adicion6 PMSF (concentracion final 1 mM) y cocktail inhibidor de
proteasas (500 pM AEBSF, HCI; 150 nM Aprotinina; 1 uM E-64; 1 uM Leupeptina
hemisulfato) (Calbiochem). Las muestras con buffer de lisis se dejaron en hielo (4C)
durante 3-5 min y después se rasparon las células con gendarmes. Los lisados totales
se centrifugaron a 14 000 rpm en frio (2-4C) durante 15 min. Se recuperaron los
sobrenadantes y se les midié el contenido de proteina por el método de Bradford
(reactivo de Bradford, BIO-RAD). 50 ug de las muestras diluidas con buffer Laemmli
(4% SDS, 20% glicerol, 10% p-mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol, 0.125 M
Tris-HCI) se corrieron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10% a 100 volts
durante 60-90 min. Los geles se transfirieron a membranas de Nitrocelulosa
(Osmonics, Westhoroug, MA) utilizando buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina
192 mM, 20% de metanol y 0.05% de SDS) en camara semi-humeda (Biorad) a 15
volts durante 40 min. Las membranas fueron bloqueadas en TBS-Tween (SIGMA)
0.05% (TBS-T) con leche libre de grasa (Svelty) al 5% durante 1 hora, cambiando la
solucion cada 30 min. Terminado el bloqueo las membranas se lavaron 3 veces con
TBS-T y se incubaron con anticuerpo primario en diluyente comercial (Invitrogen) por 1
hora, en agitacion y a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con TBS-T de
5-10 min cada uno y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente diluido
en TBS-T con 1% de albamina durante 1 hora, en agitacion y a temperatura ambiente.
Concluido el tiempo de incubacion se realizaron de 3-5 lavados de 10 min con TBS-T.
Las proteinas se visualizaron por quimioluminiscencia con un Kit comercial (Termo
Scientific) exponiendo las membranas en placas de autoradiografia (Kodak). Todas las

sefales se normalizaron contra B-tubulina.

Las concentraciones de anticuerpo primario y secundario variaron de acuerdo a la

proteina buscada como se presenta a continuacion:
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Anticuerpo Hospedero Marca Dilucién de Tamaiio Dilucién

trabajo prot. (KDa) secundario
b-tubulina Mouse IgG Santa Cruz 1:200 55 -
HRP
1kB Rabbit IgG Santa Cruz 1:500 37 1:3000
Bax Mouse IgG Biolegend 1:500 21 1:3000
Akt-P Rabbit IgG Santa Cruz 1:500 60 1:5000
Akt 1/2/3 Rabbit 1gG Santa Cruz 1:500 60/56/60 1:5000
Total
Caspasa 8 Rabbit IgG Abcam 1:500 55 1:6000
Caspasa 9 Rabbit IgG Abcam 1:500 46 1:5000

Actividad de la caspasa 8 por colorimetria.

Los fibroblastos se sembraron en cajas circulares de 6 cm de diametro a una densidad
del 70-80% y se estimularon con DHEA 100 pM durante 6, 18 y 24 horas. Una vez
concluido el experimento se aspiré el medio con la DHEA y se lavaron las células 1-2
veces con PBS. Se agregaron 70 pl del buffer de lisis (buffer salino de Tris y
detergente) del kit (Kit Apo Target, Invitrogen) y se incubaron las muestras en hielo
(4<C) por 10 min. Posteriormente se rasparon las cé lulas y el extracto recuperado fue
centrifugado a 10 000 x g durante 1 min en frio. Se recuper6 el sobrenadante y se
mantuvo en hielo hasta su uso. Cada extracto fue usado considerando 50-200 g de
proteina en un volumen de 50 pl, para lo cual se midié la concentracion de la proteina
con el método de Bradford. En una caja opaca de 96 pozos se colocaron 50 pl del
extracto de proteinas y se adicionaron 50 pl del buffer de reaccion (buffer salino,
glicerol y detergente) del kit, al que previamente se le afiadi6 10 mM de DTT.
Finalmente se agregé el sustrato (IETD-pNA) de la caspasa 8 a una concentracion
final de 200 uM y se leyé la absorbancia a 405 nm en un lector de ELISA (Sinergy HT,
BioTek). La lectura se llevo a cabo haciendo una cinética de 3 h con medicién cada

minuto y a temperatura constante de 37<.
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La medicion corresponde a la absorcion de luz por el croméforo pNA libre, que
inicialmente est4 acoplado a un tetrapéptido sintético (IETD) especifico, y que después

del corte del sustrato por la caspasa 8 puede ser cuantificado.

Actividad de la caspasa 9 por fluorometria.

Los fibroblastos pulmonares (CCD25Lu) sembrados al 70% de confluencia fueron
estimulados con la DHEA (100 uM) por 12 y 24 horas. Transcurrido el tiempo de
estimulo se aspiré el medio, se lavé una vez con PBS y se agregaron 70 ul de buffer
de lisis que contenia Tris-HCI 10 mM, NaH,PO, 10 mM, NaCl 130 mM y 1% de Tritén
100X. Las células con buffer de lisis se mantuvieron en hielo (4C) durante 3-5 min,
posteriormente se rasparon y se recolectaron los lisados. Estos se centrifugaron a
14000 rpm por 15 min en frio (2-4C) y se recuperar on los sobrenadantes, mismos que

se mantuvieron en hielo o en congelacién (-80C) ha sta su uso.

En una placa de 96 pozos (fondo claro y paredes oscuras) se colocaron 100 pl del
lisado celular mas 100 pl de buffer de ensayo (HEPES 40 mM, 20% glicerol y DTT 2
mM) al que previamente se le agrego el sustrato (Ac- LEHD-AMC) (Peptide) para la
caspasa 9 a una concentracién final de 20 uM por pozo. Luego se incubd durante 5
min a temperatura ambiente en oscuridad y posteriormente se leyo la fluorescencia a
360/40 - 460/40 nm (Lector ELISA Synergy HT, Bioteck) realizando una cinética de

media hora con mediciones cada minuto, a temperatura constante (37<C).

En cada ensayo se incluyé un blanco (100 ul de buffer de lisis + 100 pl de buffer de
ensayo) y con el resto de los lisados celulares se cuantificd la cantidad de proteina
mediante el método de Bradford. Para el ensayo se consideré cuando menos 40 ug de
proteina en 50 ul de buffer de lisis. Los resultados se presentan normalizados con

respecto a la cantidad de proteina por muestra.

La medicién representa la cantidad del residuo fluorogénico AMC, inicialmente
acoplado a un terapéptido especifico para la caspasa 9 y que es liberado por la

actividad de la caspasa (Fig. 7).
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Figura 7. Representacion de la deteccion de la actividad de las caspasas por fluorometria.

El célculo de la actividad enzimatica en cada muestra se realizdé con la siguiente
férmula, en la que UF se refiere a las Unidades de Fluorescencia detectadas en el

pozo:

Actividad enzimatica = (pendiente de las UF / tiempo / mg de proteina)
Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo con el programa Statistica. Se realiz6 un ANOVA
de una via (con alfa de 0.05) para la concentracion de la DHEA seguido de una prueba
de Dunnett para evaluar la significancia de los grupos experimentales con respecto del

control.

En todos los casos la significancia de los resultados fue evaluada sobre el promedio
de los datos obtenidos en 2-3 experimentos distintos, y se presentan como promedio *

desviacion estandar (D.E.).

33



El analisis densitométrico de los western blots se realiz6 con el programa Quantity One

(BioRad).

Resultados

La DHEA disminuye el numero de fibroblastos pulmonares humanos normales.

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que, tanto en cultivos
primarios como en fibroblastos de la linea comercial CCD25Lu, la DHEA disminuye el

namero celular. La respuesta observada fue concentracion y tiempo dependiente.

En el caso de los fibroblastos pulmonares de la linea CCD25Lu, se observaron valores
que resultaron ser estadisticamente significativos (p<0.05; Tabla 1 del Anexo) en todos
los tiempos evaluados (24 h, 48 h, 72 h y 96 h) a partir de 200 uM de DHEA (Fig. 8).
Se observan valores que bajan a 90.3% y hasta un 26.6% de células con respecto al

control (100%).

La DHEA disminuye el numero de fibroblastos pulmonares normales

(CCD25Lu)
1504
-» 1 dia
- 2 dias
100 -+ 3 dias
- 4 dias

% no. celular

0 100 200 300 400 500
DHEA pM

Figura 8. Efecto de la DHEA sobre el nimero de fibroblastos pulmonares normales
(CCD25Lu). Valores promedio + D.E. El asterisco indica diferencias significativas con respecto
al control.
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Adicionalmente, al tratar fibroblastos CCD25Lu con la DHEA durante 48 h, fijarlos y
tefiirlos con DAPI, se observa una disminucion marcada en el numero de células que
responde de manera dosis dependiente (Fig. 9). El porcentaje de nucleos observados

respecto al control sin tratamiento es de 68% y 32.8% con DHEA 100 uM y 200 uM,

respectivamente.

CCD25Lu teriidas con DAPI

Control D100, 48h D200, 48h

% nucleos teiiidos con DAPI en fibroblastos
pulmonares normales (CCD25Lu) estimulados con DHEA

1504

% nucleos

Figura 9. Efecto de la DHEA sobre el nimero de fibroblastos pulmonares normales
(CCD25Lu). % de nucleos tefiidos/area.

Para corroborar los efectos de la DHEA sobre fibroblastos de pulmén observados en la
linea comercial CCD25Lu, se realizd el mismo experimento con fibroblastos primarios
(NOVA). En los cultivos primarios también se registré una disminucion significativa
(p<0.05; Tabla 2 del Anexo) en el numero de células a los 6 dias de estimulo con
DHEA 300 uM y a los 8 dias con todas las concentraciones empleadas (Fig. 10). El

porcentaje de células disminuye hasta un 45.2% con respecto al 100% del control.
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La DHEA disminuye el numero de fibroblastos pulmonares normales
primarios (NOVA)
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Figura 10. Efecto de la DHEA sobre el nimero de fibroblastos pulmonares normales primarios
(NOVA). Valores promedio = D.E. El asterisco indica diferencias significativas con respecto al
control.

La DHEA disminuye la proliferacién de fibroblastos pulmonares humanos
normales.

Como se observo que la DHEA disminuye de manera significativa el nimero de
fibroblastos, era importante conocer si esta disminucién se debia a muerte celular, a
inhibicion de la proliferacion o a ambos procesos. Dado que la disminucion en el
namero de fibroblastos se veia tanto en la linea comercial como en fibroblastos
primarios, de aqui en adelante se emplearon solo células de la linea comercial
CCD25Lu.

Para ello, se llevo a cabo un ensayo de proliferacion en el que se observaron valores
de proliferacién significativamente menores (p<0.05; Tabla 3 del Anexo) en las células
tratadas con la DHEA que los obtenidos para el control sin tratamiento (Fig. 11).

Dichos valores oscilaron entre 64.9% y 40.1%.

No obstante, al usar un inhibidor contra caspasa 3 (para eliminar el componente de
muerte celular), la disminucién en la proliferacion es menos marcada (Fig. 12). Esto
podria indicar que parte del descenso observado previamente en la proliferacion se ve

afectado por la pérdida de células a causa de la apoptosis.
36



La DHEA disminuye la proliferacion de fibroblastos pulmonares
normales (CCD25Lu)

150
EA 24 h

B3 48 h
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% proliferacion
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Figura 11. Efecto de la DHEA sobre la proliferacién de fibroblastos pulmonares normales
(CCD25Lu). Valores promedio + D.E. El asterisco indica diferencias significativas con respecto
al control.

Efecto de la DHEA + un inhibidor de la caspasa 3 en
la proliferacion de fibroblastos pulmonares normales (CCD25Lu)

150+
B3 sinIC3

E3 conIC3

% proliferacion

Figura 12. Efecto del uso de un inhibidor de la caspasa 3 sobre la proliferacién de fibroblastos
pulmonares normales (CCD25Lu) tratados con la DHEA. Valores promedio + D.E.
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La DHEA induce apoptosis en fibroblastos pulmonares humanos normales de
la linea CCD25Lu.

El ensayo de Anexina V mostr6 que la DHEA induce muerte de fibroblastos
pulmonares normales (CCD25Lu) y que la muerte se debe principalmente a apoptosis
y no a necrosis. Como en los casos anteriores, se observa una tendencia
concentracion y tiempo dependiente; mientras que en los controles, se observan
valores de apoptosis basal entre 8.8-11.5%, con DHEA 100 pM los valores van de
18.4-33%, con 200 uM de 23.5-38.5% y con 300 uM de 18.7-40% incrementando
conforme aumentaba el tiempo de estimulo (Fig.13). Dicho aumento en el porcentaje

de apoptosis resultd ser estadisticamente significativo (p<0.05; Tabla 4 del Anexo).

La DHEA induce apoptosis en fibroblastos pulmonares normales

(CCD25Lu).
60+
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P DHEA 100 pM
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Figura 13. Efecto de la DHEA sobre el porcentaje de apoptosis en los fibroblastos pulmonares
normales (CCD25Lu). Valores promedio + D.E. Asterisco indica diferencias significativas con
respecto al control.
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La DHEA disminuye los niveles de la procaspasa 8.

CASPASA 8

El western blot para la caspasa 8, con extractos de proteina total provenientes de
células CCD25Lu, mostré una disminucion en la procaspasa 8 a las 24 h de estimulo
con DHEA 100 uM. Sin embargo, no fue posible observar la caspasa activa (Fig. 14,
se muestra una imagen representativa de al menos tres experimentos

independientes).
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Figura 14. A) Western blot para la caspasa 8 en las células CCD25Lu estimuladas con DHEA
100 uM durante 4, 12 y 24 h. B) Densitometria para el western blot de la caspasa 8
normalizado contra B-tubulina.

Como método alternativo se empled colorimetria para ver la actividad de la caspasa 8.
En este caso tampoco se detectd un aumento considerable en la actividad de dicha
caspasa al estimular con DHEA 100 pM en tiempos de 6, 18 y 24 h (Fig. 15). Para
mostrar la funcionalidad del ensayo y descartar problemas metodolégicos en la
deteccion de la actividad de la caspasa 8, se incluyd un control positivo que

corresponde a células Hela estimuladas con estaurosporina 2 UM durante 6 h.
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Actividad de la caspasa 8 en fibroblastos pulmonares
normales (CCD25Lu) estimulados con DHEA 100 pM
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Figura 15. Actividad de la caspasa 8 medida por colorimetria en células CCD25Lu estimuladas
con DHEA 100 uM durante 6, 18 y 24 h.

La DHEA induce la activacién de la caspasa 9.

CASPASA 9

El western blot contra caspasa 9 mostr6 una marcada disminucion de la procaspasa 9
a las 24 h de estimulo con DHEA 100 uM con el respectivo aumento de la caspasa 9
activa en el mismo tiempo (Fig. 16, se muestra una imagen representativa de al menos

tres experimentos independientes).

Tales datos pudieron ser corroborados al medir la actividad de la caspasa 9 por

fluorometria, en donde, al igual que en el western blot, se observa un aumento en la

actividad de la caspasa 9 a las 24 h de estimulo con DHEA 100 pM (Fig. 17).
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Figura 16. A) Western blot para la caspasa 9 en las células CCD25Lu estimuladas con DHEA
100 pM durante 4, 12 y 24 h. Se presenta la densitometria de B) la caspasa 9 activa
normalizada con la procaspasa 9; C) caspasa 9 activa normalizada contra B-tubulina; D)
procaspasa 9 normalizada contra -tubulina.

La DHEA induce activacion de la caspasa 9 en fibroblastos pulmonares
normales (CCD25Lu)

20004

15001

1000 4

500+

UF/minfmg prot.

oL B3 FEA

B 1zh
E3 24h

N

DHEA uM

o
w3

Figura 17. Actividad de la caspasa 9 medida por fluorometria en las células CCD25Lu
estimuladas con DHEA 100 uM durante 12 y 24 h.
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El ensayo fluorométrico para medir la actividad de la caspasa 9 se realizd en repetidas
ocasiones tratando fibroblastos pulmonares CCD25Lu con 100 y 200 uM de DHEA.
Los resultados obtenidos refieren un aumento significativo (p<0.05; Tabla 5 del
Anexo), con respecto al control sin tratamiento, en la actividad de la caspasa 9 en los
fibroblastos pulmonares estimulados con la DHEA. Los valores oscilan entre 243- 309

UF/min/mg prot. en las células tratadas con la DHEA contra 153 UF/min/mg proteina
del control (Fig. 18).

La DHEA induce la activacion de la caspasa 9 en fibroblastos pulmonares
normales (CCD25Lu)
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Figura 18. Efecto de la DHEA sobre la actividad de la caspasa 9, medida por fluorometria, en
fibroblastos pulmonares normales (CCD25Lu). Valores promedio + D.E. El asterisco indica
diferencias significativas con respecto al control.

Al utilizar un inhibidor especifico de la caspasa 9 en células CCD25Lu tratadas con
100 uM de DHEA se observa que la actividad de dicha caspasa es abatida hasta los
valores basales. Estos datos corroboran que la DHEA induce apoptosis de fibroblastos
pulmonares normales (CCD25Lu) via la activacion de la caspasa 9, que corresponde a
la llamada ruta intrinseca de la apoptosis (Fig. 19).
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Efecto del inhibidor de la caspasa 9 sobre la activacion de la caspasa 9
inducida por la DHEA
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Figura 19. Efecto del inhibidor de la caspasa 9 en la actividad de la caspasa 9 medida por
fluorometria en células CCD25Lu tratadas con DHEA 100 uM por 24 h.

La DHEA modula moléculas anti- y pro- apoptéticas

Moléculas antiapoptdticas

Se realizd un western blot para determinar la expresion de IkB, el inhibidor de NFkB,
un factor nuclear que participa en rutas de sobreviencia celular. Cuando NFkB se
encuentra inactivo se halla en el citoplasma formando un complejo con IkB. Por el
contrario, cuando NFKB se activa se transloca al ndcleo e IKB es degradado. Por tanto,
es posible conocer, de manera indirecta, a través de la cantidad de IkB en lisados

celulares totales, si NFKB esta siendo activado al estimular con la DHEA.

43



RECEPTOR

Fosforilacion

+ubiquitinacion

/7

>:o easoma

Figura 20. Esquema representativo de la regulaciéon de NF-kB por su inhibidor IkB.

Los resultados obtenidos muestran un ligero aumento en la cantidad de IkB a los 5, 10
y 20 min luego del estimulo con DHEA 100 pM y a los 10, 20 y 30 min después del
estimulo con DHEA 200 uM, ambos casos respecto del control sin tratamiento (Fig. 21,
se muestra una imagen representativa de al menos tres experimentos

independientes).

Por otra parte, se evalué el efecto de la DHEA sobre la fosforilacion de Akt, una
molécula bien conocida por su participacion en diversas rutas de sefalizacion a través
de la induccién de la fosforilacién de multiples moléculas, entre las que destacan rutas

para el control de la proliferacion y la sobrevivencia celular.

Previamente ha sido reportado que la DHEA es capaz de inhibir la fosforilacion de Akt
induciendo asi sus efectos antiproliferativos en distintos tipos celulares. Los resultados
obtenidos en este estudio corroboran los reportes previos, permitiendo observar que
en fibroblastos de pulmon también existe una marcada disminucion en la cantidad de
Akt fosforilado (activo) al tratar con DHEA 100 y 200 uM (Fig. 22, se muestra una

imagen representativa de al menos tres experimentos independientes).
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Figura 21. A) Western blot para IkB en células CCD25Lu estimuladas con DHEA 100 y 200
UM durante 0, 5, 10, 20 y 30 min. B) Densitometria del western blot de IkB normalizada contra

B-tubulina.
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Figura 22. A) Western blot para Akt en células CCD25Lu estimuladas con DHEA 100 y 200 uM
durante 0, 5, 10, 20, 30 y 60 min. La forma activa esta representada por P-Akt.
B) Densitometria del western blot de Akt normalizada contra B-tubulina.
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Moléculas proapoptoticas

Entre las moléculas que participan en la induccion de apoptosis por la ruta mitocondrial
se encuentra Bax, una proteina de la familia Bcl-2 que participa en la formacion del

poro mitocondrial para la liberacion del citocromo c.

El western blot realizado no muestra cambios en la expresion de la proteina Bax al
estimular con DHEA 50 uM, mientras que se observa una ligera disminucion de Bax
conforme se incrementa el tiempo de tratamiento con DHEA 100 y 200 puM (Fig. 23, se

muestra una imagen representativa de al menos tres experimentos independientes).
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Figura 23. A) Western blot para Bax en células CCD25Lu estimuladas con DHEA 50, 100 y
200 uM durante 0, 24, 48 y 72 h. B) Densitometria del western blot de Bax normalizada contra
B-tubulina.
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Discusioén

En este trabajo, en un esfuerzo por encontrar nuevas moléculas que permitan el
correcto tratamiento de la FPI, se evaluo el efecto de la DHEA sobre fibroblastos
pulmonares humanos. En un primer acercamiento fue posible demostrar que la DHEA
disminuye significativamente el nimero de fibroblastos pulmonares normales, tanto de
la linea comercial CCD25Lu (Fig. 8) como de cultivos primarios NOVA provenientes de
sujetos sanos (Fig. 10). Este fendmeno ocurre de manera dosis y tiempo dependiente.
En el caso de las células CCD25Lu, la disminucion en el nimero celular comienza a
observarse entre 100 y 200 uM en todos los tiempos probados (1, 2, 3 y 4 dias), la
disminucion mas acentuada se encontrd en las concentraciones y tiempos maximos
(300-400 uM, 3 y 4 dias) que se analizaron. Un experimento adicional que confirma
estos resultados es el que se muestra en la figura 9, donde se presenta una notable
disminucion en el numero de ndcleos de células tratadas durante 48 h con 100 y 200
UM de la DHEA. Por otro lado, en los fibroblastos NOVA (al contrario de lo observado
en las CCD25Lu) entre 2 y 4 dias de tratamiento no se observd efecto alguno en
ninguna de las concentraciones estudiadas (25, 50, 100, 200 y 300 pM); la
disminucion en el ndmero celular se observa a partir de los 6 dias, e incluso a
concentraciones bajas (25 puM). Nosotros observamos que las células NOVA proliferan
a menor velocidad que las CCD25Lu, lo cual podria explicar las diferencias en
sensibilidad respecto al tiempo y las concentraciones en los que se observan cambios
para la linea comercial y los cultivos primarios. La disminucién en el nimero celular
podria ser causada por dos mecanismos: inhibicién de la proliferacion y/o induccién de
apoptosis; ambos efectos antes descritos en diversos tipos celulares estimulados con
la DHEA (hepatocitos, fibroblastos cardiacos, adenocarcinoma de colon, etc)
[14,22,25,48].

Con el propésito de determinar si la disminucion en el nimero celular ocasionado por
la DHEA se debe a inhibicién de la proliferacion, a la induccion de apoptosis o al efecto
combinado de ambos fenédmenos, se disefiaron experimentos de proliferacion y
apoptosis. En los ensayos de proliferacion, nuestros resultados mostraron que la
DHEA es capaz de inhibir la proliferacion de fibroblastos pulmonares humanos
normales de la linea CCD25Lu a partir de 50 uM a 24 y 48 horas (Fig.11). Se observa
el valor méximo de inhibicién a 100 uM, no encontrandose diferencias entre 100 y 200

UM (alrededor del 55% de proliferacion con respecto al control). Considerando que las
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células no fueron sincronizadas para estos experimentos, es de notar que dentro de la
poblacién existen células que se encuentran en etapas distintas del ciclo celular, lo
gue podria marcar las diferencias en cuanto a la sensibilidad a la DHEA. No obstante,
nuestros resultados concuerdan con los hallazgos sobre las propiedades
antiproliferativas de la DHEA que otros autores han reportado en fibroblastos

cardiacos de rata [48].

Para determinar si el efecto observado durante los ensayos de proliferacion podia
estar influenciado no sélo por la inhibicion de la proliferacién sino quizas también por la
muerte celular, se realizé el mismo ensayo poniendo un inhibidor de la caspasa 3.
Nuestros resultados muestran que al agregar el inhibidor de la caspasa 3 el efecto de
la DHEA es considerablemente menor que el observado en las muestras sin inhibidor
a 100 uM de DHEA (Fig. 12). Dichos datos sugieren que la DHEA promueve una
reduccién en el numero celular (Fig. 8) a través de un mecanismo diferente a inhibicién
de la proliferacidn que involucra la activacion de caspasas. Respuestas similares a las
que nosotros observamos, han sido reportadas por otros autores en diferentes tipos
celulares en los que la DHEA es capaz de inducir tanto inhibicion de la proliferacion

como apoptosis [14,22,25].

Por tanto, para conocer si la DHEA efectivamente induce apoptosis en fibroblastos de
pulmén y, en su caso, cuantificar el porcentaje de la misma, se realizaron diversos
experimentos por citometria de flujo. Con ellos fue posible determinar que la DHEA
induce apoptosis (mas no necrosis) en fibroblastos de pulmdn normales y que esta
induccién presenta un patron concentracién y tiempo dependiente (Fig. 13). Es
posible observar un aumento en el porcentaje de apotosis a partir de 24 horas de
tratamiento y en todas las concentraciones de la DHEA probadas. Sin embargo,
resulta interesante notar que, aunque se ensayaron tiempos tan largos como 96 horas,
no fue posible superar el 45% de apotosis en la poblacion total. Este fenomeno podria
explicarse por el hecho de que las células no fueron sincronizadas y por lo tanto la

susceptibilidad al efecto proapoptético de la hormona podria ser diferente.

Los resultados que muestran que la DHEA es capaz de inducir apoptosis en
fibroblastos de pulmén son de gran relevancia en el contexto de la FPI, patologia en la
cual, como ya se menciond antes, la sefializacion apoptética parece estar

desregulada, motivo por el cual los fibroblastos permanecen tiempos prolongados en
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el parénquima lesionado. Por el contrario, en un proceso de reparacibn normal,
cuando el epitelio es restablecido, la MEC es reabsorbida y los fibroblastos que la

delimitan son eliminados por apoptosis [47].

Un hecho bien conocido es que la apotosis se da a través de dos rutas distintas y ya
descritas, que implican la activacion diferencial de caspasas. La ruta extrinseca de la
apoptosis, se caracteriza por la activacibn de la caspasa 8, mientras que la ruta
intrinseca requiere de la activacion de la caspasa 9. De este modo, nuestros
resultados muestran que la apoptosis inducida por la DHEA en fibroblastos de pulmén
humano CCD25Lu, involucra la ruta intrinseca o mitocondrial. Este evento fue
constatado primero por la disminucién de la procaspasa 9 y el correspondiente
aumento de la forma activa de la proteina detectada por western blot (Fig. 16) asi
como por el aumento en la actividad de la caspasa 9 medida a través del ensayo
fluorométrico en células estimuladas con DHEA con respecto a controles sin
tratamiento (Fig. 17, 18). De manera notable, el uso de un inhibidor especifico de la
caspasa 9 disminuye la actividad detectada a los niveles basales (Fig. 19). Por el
contrario, aunque fue posible detectar por western blot una disminucion en la
procaspasa 8 en extractos de células tratadas con DHEA 100 pM a distintos tiempos
(4, 12 y 24 h) (Fig. 14), no se observo el aumento esperado en la forma activa de esta
caspasa. Este dato concuerda con los resultados derivados del ensayo colorimétrico
en el que tampoco se detecta un incremento significativo en la actividad de la caspasa
8 (Fig. 15). Aunque los efectos asociados a la activacion de la ruta intrinseca de
apoptosis (despolarizacion de la mitocondria, inhibicién del complejo | de la cadena
respiratoria y liberacion de citocromo c) no se exploraron en este estudio, los
resultados obtenidos indican que la DHEA activa la ruta mitocondrial en nuestro

sistema.

Asi, es posible que los efectos de la DHEA se lleven a cabo por multiples mecanismos
relacionados con la funcibn mitocondrial. Wang y colaboradores, en ratones
deficientes de la proteina p53 (un gen supresor de tumores que regula la expresion de
Bcl-2 y Bax) tratados con la DHEA, pudieron observar un disminucion en los niveles de
MRNA de Bcl-2, mostrando que la DHEA es capaz de inducir apoptosis en el timo y de
modular la tumorogénesis a través de alteraciones en las rutas apoptéticas que
involucran a Bcl-2 y Bax. Sin embargo, en el presente estudio no se detectaron

cambios en la cantidad de Bax al estimular con la DHEA (Fig.23).
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Como se mencion6 con anterioridad, en algunos tipos celulares, no sélo la inhibicion
de la proliferacion sino también la induccion de la apoptosis por la DHEA ha sido
asociada a la inhibicion de la fosforilacion de Akt [14,22,44]. Akt es una cinasa
conocida por inducir cascadas de fosforilacion relacionadas tanto con proliferacion
como con sobrevivencia celular. Nuestros hallazgos concuerdan con los de
investigaciones previas, mostrando un claro descenso en la cantidad de Akt fosforilado
(activo) al estimular con la DHEA (Fig. 22). Aunque otros autores observaron la
inhibicion de la fosforilaciéon de Akt con 100 uM de DHEA en células de carcinoma
hepatocelular a las 24 h de estimulo [14], en nuestro sistema dicha inhibicion ocurre a
un tiempo considerablemente menor (1 hora), lo cual podria deberse a que se trata de
tipos celulares distintos. Nuestros resultados sugieren que los efectos proapopt6ticos
y antiproliferativos de la DHEA podrian estar dados por su accién inhibitoria sobre la

fosforilacion de Akt.

Por otro lado, carecemos de evidencia concluyente que nos permita asegurar que la
ruta de activacion de NF-kB, medida indirectamente a través de la degradacion de IkB
(Fig. 21), no esté siendo afectada por la DHEA. No obstante, en la presente
investigacion no se profundizé més sobre los mecanismos moleculares involucrados
en el afecto antiproliferativo de la DHEA, por lo que es necesario evaluar mas
ampliamente los mecanismos por los cuales la DHEA podria estar frenando el

crecimiento en fibroblastos de pulmon.

Todo lo anterior nos habla de una estrecha relacion entre diversos mecanismos
moleculares que bien podrian estarse combinando para producir los efectos
observados al tratar fibroblastos de pulmén con la DHEA. De tal modo que,
conjuntando la evidencia obtenida en el presente estudio sobre los efectos
antiprolifertativos y proapoptoéticos de la DHEA con la de investigaciones previas, es
posible sugerir un mecanismo de accion probable para explicar la relacion de esta
hormona con la FPI y sus potenciales efectos antifibrosantes. EI modelo que nosotros

proponemos se muestra a continuacion:
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El envejecimiento conlleva una serie de cambios fisiol6gicos entre los que se
encuentra la disminuciéon de la concentracion circulante de la DHEA/DHEAS. Este
descenso podria estar asociado a la fosforilacion de Akt y al aumento de proteinas
antiapoptoéticas de la familia Bcl-2, que favorecen la sobrevivencia y proliferacion
celular. En el contexto de la FPI, este mecanismo conduciria a la formacion y
persistencia de focos de fibroblastos en el parénquima pulmonar con la consecuente
acumulacion de MEC que deriva en el deterioro de la arquitectura pulmonar y fibrosis.
Por otra parte (in vitro) la presencia de la DHEA permitiria la inhibicion de la
fosforilacion de Akt y probablemente la disminucion de las proteinas antiapoptoticas de
la familia Bcl-2. Estos mecanismos derivarian por una parte en los dafios a nivel
mitocondrial ya descritos y en apoptosis, y por otro lado en inhibicion de la
proliferacibn de fibroblastos de pulmén. Ambos efectos, podrian contribuir a la

disminucion de los focos de fibroblastos y retardar el proceso fibrotico.

Resulta claro que la DHEA es una hormona con efectos antifibrosantes potenciales
desde que influye en dos de los principales procesos que caracterizan el fenotipo de
los fibroblastos/miofibroblastos en FPI: resistencia a apoptosis y proliferacion
desregulada. Estudios como este son de vital importancia ya que analizan el problema
desde perspectivas distintas a las establecidas tradicionalmente cuando la inflamacién

se consideraba un hecho fundamental en el desarrollo de esta patologia.

Conclusiones

- La DHEA tiene efectos antifibrosantes potenciales gracias a que es capaz de
inducir apoptosis e inhibiciébn de la proliferacion en fibroblastos pulmonares

humanos normales.

- Los efectos antiproliferativos y apoptoticos de la DHEA pueden estar asociados

a la inhibicion de la fosforilacién de Akt.

- La DHEA puede ejercer sus efectos antifibrosantes mediando la
activacion/inactivacion de multiples moléculas, como otras proteinas de la
familia Bcl-2 y factores de transcripcion, sobre los cuales es necesario realizar

mayores investigaciones.
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Perspectivas

Resulta importante notar que el presente estudio se llevd a cabo con fibroblastos de
pulmén normales, por lo que los resultados obtenidos nos hablan Unicamente de
efectos potenciales de la DHEA. Es de gran relevancia, una vez que se han
corroborado los efectos de la DHEA sobre fibroblastos de pulmdén normales, evaluar si
los mismos efectos se mantienen en fibroblastos provenientes de biopsias de
pacientes con FPI (in vitro) asi como sus efectos en un modelo animal. No obstante, la
importancia de esta investigacion radica en que sienta un precedente para nuevas

terapias contra FPI.

Es necesario realizar mayores investigaciones para poder esclarecer los mecanismos
de accion de la DHEA, una hormona controversial por la diversidad de efectos que

puede inducir. Existen diversas consideraciones para estudios futuros:

- Los efectos tan diversos observados al estimular con la DHEA podrian deberse
a la presencia de distintos receptores en diferentes tipos celulares, lo cual nos
hablaria de multiplicidad de receptores para la hormona dependiendo del

organo de procedencia de las células.

- La DHEA es metabolizada, por lo que es necesario asegurarse de que todos
los efectos atribuidos a la hormona son realmente ocasionados por ella y no

por alguno de sus metabolitos.

- Es necesario evaluar los efectos que se podrian presentar con una posible
terapia a largo plazo. Algunos reportes sefialan que puede promover cancer
dependiente de hormonas (seno y préstata) mientras que otros hacen énfasis

en sus potentes efectos contra el cancer.

- Para poder desarrollar un medicamento adecuado con la DHEA o alguno de
sus metabolitos primero es necesario identificar detalladamente los

mecanismos moleculares de accion de la DHEA.
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ANEXO

Tablas del Andlisis Estadistico

Tabla 1. Resultados del analisis de varianza y diferenciacion de promedios de Dunnett aplicado
al efecto de la concentracion de DHEA sobre el nimero de fibroblastos pulmonares normales

(CCD25Lu).
SC GL MC F p
ANOVA
24 h 1551.33 5 310.27 46.03 0.000*
48 h 6522.46 5 1304.49 176.688 0.000*
72 h 11945.36 5 2389.07 139.373 0.000*
96 h 12930.40 5 2586.08 24.8356 0.001*
Dunnett
24 h 48 h 72 h 96 h
0
50 0.410 0.812 0.998 0.964
100 0.390 0.599 0.712 0.746
200 0.017 0.000 0.001 0.033
300 0.000 0.000 0.000 0.001
400 0.000 0.000 0.000 0.001

Tabla 2. Resultados del andlisis de varianza y diferenciacion de promedios de Dunnett aplicado
al efecto de la concentracion de DHEA sobre el nimero de fibroblastos pulmonares normales
primarios (NOVA).

SC GL MC F p
ANOVA
2 dias 1737.8 5 347.6 0.690 0.650
4 dias 1183.8 5 236.8 2.428 0.155
6 dias 3146.11 5 629.22 3.273 0.091
8 dias 3906.83 5 781.37 10.426 0.006*
Dunnett
2 dias 4 dias 6 dias 8 dias
0
25 0.956 0.089 0.272 0.031
50 0.930 0.887 0.075 0.025
100 0.981 0.935 0.071 0.007
200 0.745 0.785 0.127 0.001
300 0.987 0.950 0.015 0.002
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Tabla 3. Resultados del andlisis de varianza y diferenciacion de promedios de Dunnett aplicado
al efecto de la concentracion de DHEA sobre el porcentaje de proliferaciéon de fibroblastos

pulmonares normales (CCD25Lu).

SC GL MC F p
ANOVA
24 h 13156.72 3 4385.57 47.840 0.000*
48 h 10038.29 3 3346.10 54.145 0.000*
Dunnett
24 h 48 h
0
50 0.000 0.000
100 0.000 0.000
200 0.000 0.000

Tabla 4. Resultados del analisis de varianza y diferenciacion de promedios de Dunnett aplicado
al efecto de la concentracion de DHEA sobre el porcentaje de apoptosis en fibroblastos

pulmonares normales (CCD25Lu).

SC GL MC F p
ANOVA
12 h 331.009 3 110.336 21.310 0.000*
24 h 1328.085 3 442.695 21.952 0.000*
48 h 1710.77 3 570.26 3.294 0.058
96 h 2255.81 3 751.94 28.162 0.000*
Dunnett
12 h 24 h 48 h 96 h
0
100 0.000 0.000 0.044 0.001
200 0.000 0.000 0.018 0.000
300 0.001 0.000 0.046 0.000
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Tabla 5. Resultados del andlisis de varianza y diferenciacion de promedios de Dunnett aplicado
al efecto de la concentracion de DHEA sobre la activacion de la caspasa 9, medida por
fluorometria, en fibroblastos pulmonares normales (CCD25Lu).

SC GL MC F p
ANOVA
12 h 21653.9 3 7218.0 5.353 0.039*
24 h 15419.9 3 5140.0 7.597 0.018*
Dunnett
12 h 24 h
C
50 0.943 0.679
100 0.029 0.020
200 0.113 0.011
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