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Introduccidn

Introduccion.

El pulmon es un 6rgano que se encuentra en contacto directo y permanente con
el ambiente externo y esta expuesto a organismos infecciosos asi como a mdultiples
particulas dafiinas y gases; sin embargo cuenta con mecanismos de defensa capaces de
neutralizar o remover el dafio ocasionado por estos factores.

Después de un dafio al pulmdn, se encienden los mecanismos de reparacion y se
activa la inflamacion para eliminar al agente agresor (Frank et al 1996, McGrath,
Barnes 1982); concomitantemente se inician eventos reparativos con el fin de
restaurar las unidades alveolo-capilares cruciales para el intercambio gaseoso y la
oxigenacion tisular. El resultado de la activacion de las defensas es usualmente el
regreso del pulmén a sus funciones normales; sin embargo, en dafios cronicos al tejido
o cuando se presentan episodios repetidos de inflamacion, algunos de los mecanismos
de defensa/reparacion se descontrolan, lo que puede dar como resultado la
proliferacién de fibroblastos, el depésito anormal de matriz extracelular (fibrosis), y
la alteradon de la estructura normal del pulmon lo que compromete el intercambio
gaseoso (Gauldie et al 2002, Hagimoto et al 2002).

La composicion de la matriz extracelular (MEC) en los pulmones es critica para
el mantenimiento de sus funciones normales. Los fibroblastos son los principales
productores de las moléculas de MEC: elastina, colagenas intersticiales, fibronectina y
proteoglicanos. La matriz extracelular tiene un recambio normal del 10% diario y el
balance se mantiene por un fino control entre sintesis ydegradacion, que se da en
tres niveles (Pardo y Selman, 1999):

-Sintesis de novo y deposito de componentes de matriz extracelular.

-Degradacion proteolitica de los componentes mediante un grupo de enzimas
especializadas denominadas metaloproteinasas de matriz (MMPs).

-Inhibicion de las MMPs por inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPS)
(Eickelberg et al 1999).
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Fibrosis pulmonar intersticial difusa

La fibrosis pulmonar intersticial difusa es la secuela final de un grupo muy
heterogéneo de patologias que pueden involucrar un proceso inflamatorio o una lesiéon
epitelial (Selman e al, 2001); ejemplos de agentes conocidos son la inhalacion de
particulas inorganicas (asbestos, silice), la inhalacion de particulas organicas (hongos,
bacterias termofilicas, proteinas aviarias), la exposicién a radiaciones, el uso de
ciertos medicamentos (bleomicina, amiodarona). La fibrosis pulmonar puede también
ser secundaria a enfermedades sistémicas como la esclerosis sistémica progresiva o la
artritis reumatoide. Sin embargo, en muchos casos el agente etiol6gico se desconoce y
a esta fibrosis se le denomina: fibrosis pulmonar idiopatica (FPI). (Pardo, Selman,
2002; Coker, Laurent, 1998, Gauldie et al 2002)

La respuesta fibrosante presenta una serie de mecanismos comunes
independientemente de la enfermedad que le dio origen (Selman 1996, McGrath,
Barnes 1982, Kunkel, Strietel 1997).

En este contexto, se pueden mencionar por lo menos cuatro eventos que participan
en la fibrogénesis, sin tener limites definidos entre ellos y sobreponiéndose unos con
otros:

-Dafio extensivo de células endoteliales y epiteliales sin una adecuada

reepitelizacion (este Gltimo muy importante en FPI).

-Inflamacién heterogénea, inicialmente mediada por leucocitos polimorfonucleares

(PMN) vy posteriormente por células mononucleares, pero con la presencia

constante de granulocitos.

-Proliferacion de fibroblastos e incremento de células cebadas intersticiales.

-Alteraciones en el metabolismo de las moléculas de la matriz extracelular, en

especial de las colagenas fibrilares caracterizada por un incremento en su sintesis y

disminucién en la degradacion (Selman et al. 1989).

El efecto principal del dafio es la induccién de cambios genéticos y estructurales en los

tipos de colagenas especificas que forman la matriz extracelular. Esto se observa
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principalmente con las colagenas intersticiales, donde existe un incremento de las
coladgenas del tipo lll y VI en fases tempranas, y de las tipo | y V en las etapas
avanzadas, cuando el proceso se torna irreversible. En general, el deposito excesivo
de coldgenas se debe a que la sintesis de éstas moléculas, provocada por la
proliferacion y transformacion de fibroblastos en las etapas iniciales del dafio, excede

su degradacién (Selman 1996).

Factor de crecimiento transformante beta

Una caracteristica fundamental en la fibrosis pulmonar es la proliferacion de
fibroblastos y la aparicion de fenotipos alterados de los mismos (miofibroblastos). Los
miofibroblastos muestran un potencial incrementado para producir matriz
extracelular, asi como una disminucion en la secrecion de factores de crecimiento
para células epiteliales alveolares del tipo Il (encargadas de repoblar los neumocitos
tipo ). Ademas, producen factores pro-apoptéticos para células epiteliales (Uhal et al,
1995), uno de ellos identificado como angiotensindgeno (Wang et al. 1999).

Un modulador muy importante en el cambio de fenotipo de fibroblastos a
miofibroblastos es el factor de crecimiento transformante beta (TGFb) el cual se
encuentra en grandes cantidades en plaguetas y es sintetizado por células
inflamatorias y residentes como por ejemplo, macrofagos, neutrofilos, keratinocitos, y
fibroblastos (Frank et al 1996).

Existen diversas evidencias que sugieren que este factor desempefia un papel
relevante en el desarrollo de fibrosis. Entre estos destacan: a) el dafio al epitelio
incrementa la produccién de TGF-b el cual precede al aumento en el deposito de MEC;
b) los niveles de TGF-b y de RNAm de TGF-b se encuentran elevados en diferentes
organos fibroticos; c¢) la aplicacibn exdégena de TGF-b induce fibrosis
independientemente de dafio tisular; d) inhibidores de unién de TGF-b al receptor
reducen o abaten la fibrosis.

Como se menciond previamente, algunos estudios han demostrado que el TGF-b

puede alterar el fenotipo y funcién de fibroblastos normales y mediar su cambio
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fenotipico hacia miofibroblastos, los cuales son células que expresan a-actina
caracteristica de musculo liso. Este cambio, se ha relacionado con el desarrollo de
fibrosis renal tubulointersticial o secundaria a glomerulolnefritis, con la fibrosis
pulmonar y la hepatica. (Goumenos et al 2002)

El TGF-b es un miembro de una familia de factores de crecimiento
polipeptidicos diméricos que incluye proteinas morfogénicas de hueso y activinas.
Practicamente todas las células del organismo lo producen y tienen receptores para
TGF-b el cual tiene numerosos efectos. Asi por ejemplo, regula la proliferacion y
diferenciacion celular, desarrollo embrionario, reparacion de heridas, y angiogénesis
entre otros. Asimismo, los incrementos o decrementos en su produccion estan ligados
a numerosas enfermedades, incluyendo arteriosclerosis y fibrosis de rifion, higado y
pulmoén. (Blobe et al 2000)

Se ha demostrado que el contenido total de TGF-bl en pulmoén de ratas con
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, es varias veces mas alto que en ratas
normales. La produccion incrementada de TGF-blprecede la sintesis de colagenas,

proteoglicanos, y fibronectina. Asimismo, en humanos con FPIl el TGF-b se incrementa

y se localiza en el epitelio alveolar y en las paredes alveolares en los sitios donde se
acumula MEC (Khalil N et al, 1991). En el lavado bronquioalveolar se encuentra 10
veces mas RNAm de TGF-bl en pacientes con enfermedades autoinmunes y fibrosis
que en individuos sanos o pacientes con asma. (Border et al 1994) Ademas de
contribuir al cambio de fenotipo de los fibroblastos a miofibroblastos, el TGF-b
contribuye en los procesos fibrosantes porque estimula la sintesis y depdsito de
colagenas intersticiales y altera el balance entre las metaloproteinasas de matriz y sus
inhibidores. (Eickelberg et al, 1999)

Existen 3 isoformas de TGF-b codificados por diferentes genes y con patrones de
expresion distintos: TGF-bl, TGF-b2 y TGF-b3 (Khalil, 2001). La homologia entre las
tres isoformas es de 64 a 85% (Frank et al 1996). La primera se expresa en células
endoteliales, hematopoyéticas y de tejido conectivo. La segunda en células neurales y

epiteliales y el subtipo 3 en células del mesénquima. Todas las variedades se
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sintetizan como precursor que contiene una region propéptido adicional al TGF-b. En
pulmones normales la isoforma mas abundante es la de TGF-bl y se encuentra
expresada en los fibroblastos intersticiales y macrofagos alveolares, pero en los
pulmones que desarrollan fibrosis el TGF-b1 se sobreexpresa en nuevos tipos celulares
incluyendo a células epiteliales y endoteliales. EI TGF-b es liberado del propéptido
antes de ser secretado por la célula pero se mantiene unido a él por fuerzas no
covalentes. Una vez secretado se almacena en la matriz extracelular como un
complejo de TGF-b, propéptido y una proteina que mantiene su latencia llamada
proteina de union a TGF-b-latente. La union de la citocina a esta proteina mediante
enlaces disulfuro impide su unién al receptor. EI TGF-b se activa al ser liberado por la
glucoproteina multifuncional de matriz trombospondina-1 y por plasminas. La
excepcion en los mecanismos de liberacion son las plaguetas que almacenan al TGF-b
activo en granulos intracelulares que se secretan con la activacion plaquetaria.

Se han encontrado 3 receptores para TGF-b (Lutz M et al, 2002). EI mas
abundante es el tipo Ill que se une a la citocina y la transfiere a los receptores
transductores tipo | y Il. Estos ultimos contienen en el dominio intracelular una cinasa
que fosforila residuos de serina y treonina de factores de transcripcion de la familia de
los Smads. Después de la union al ligando, el complejo receptor activado con TGF-b
interactla transitoriamente con Smad2 y Smad3 iniciando los mecanismos de
sefializacion intracelular. Smad2 y Smad3 fosforilados interactian con Smad4
formando complejos que se traslocan al ndcleo donde funcionan como factores de
transcripcién al unirse a la secuencia consenso CAGA en el promotor COL1A2 para
colagena, y de los genes PAI-1 y junB entre otros.

El TGF-b es un potente regulador de produccion y deposito de matriz
extracelular. Estimula a los fibroblastos y otras células para producir MEC y proteinas
de adhesion celular, incluyendo colagenas intersticiales, fibronectina e integrinas y es
quimiotactica para neutrofilos y fibroblastos. También inhibe la produccion de
moléculas que degradan la MEC como colagenasa, heparinasa y estromielisina e

incrementa la produccion de enzimas que inhiben a las proteinas que degradan la MEC

10
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incluyendo inhibidor tipo 1 del activador de plasminégeno y las TIMP’s (Blobe
et al 2000). Adicionalmente, puede producir apoptosis en distintos tipos celulares
mediante activacion de caspasas, sobreexpresion de p2l y represion de BckxL
(Hagimoto et al 2002)

En modelos de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina y glomerulonefritis
proliferativa de ratas se ha demostrado que la administracién de anticuerpos contra
TGF-b, receptores solubles, el inhibidor decorina y la sobreexpresion de Smad?7
restringe la fibrosis, por lo que se ha especulado que la terapia mas efectiva sera la
que logre disminuir los niveles de expresion de TGF-b como por ejemplo la
administracion de interleucina-7 la cual parece disminuir la produccién de TGF-b solo
en pacientes fibrdticos y aumenta la produccion de interferén gamma (IFN-g) en
homogenados de pulmén murino con fibrosis inducida por bleomicina (Ghosh et al
2001, Blobe et al 2000).

Interferén gamma

Los interferones se describieron originalmente como moléculas capaces de
proteger a las células de infecciones virales. Se han agrupado en dos categorias de
acuerdo a su origen celular, estructura genética y propiedades biologicas. Los
interferones de tipo | (IFN-a e IFN-b) se inducen como resultado de infecciones virales
principalmente en fibroblastos y leucocitos (Nguyen et al, 2002).

El interferon de tipo Il, esta representado por el IFN-g, el cual es un
homodimero no covalente que consiste de dos cadenas de 17 kDa, asociados de modo
antiparalelo. La principal funcion del IFN-g es la regulacion del sistema inmune. El IFN-
g es producido por linfocitos T y células asesinas naturales en respuesta a estimulos
antigénicos. (Bach et al 2000)

Se han caracterizado dos familias de proteinas involucradas en la sefializacion
de IFN-g las proteinas STAT y protein-tirosin cinasas de la familia Janus (JAKs). Una
vez estimulado el receptor, el dominio citoplasmico fosforilado en una tirosina de

Statla forma complejos homodiméricos que se pueden traslocar al ndcleo y unirse

11
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directamente on sitios palindromes gactivados (GAS) de los promotores para genes
inducidos por IFN-g (Peilot et al, 2000).

El IFN-g se considera una molécula antifibrosante ya que, entre otros efectos, es
un potente inhibidor de la transcripcion de colagenas intersticiales e incluso inhibe la
sintesis de coldgenas inducida por TGF-b (Ziesche et al, 2000). En este contexto, se
considera que estas dos citocinas presentan efectos antagénicos en relacién a la
fibrogénesis. Estas dos citocinas se secretan en el sitio de inflamacion, y sus
interacciones antagonistas son determinantes en el mantenimiento de la homeostasis
del tejido conjuntivo. Aparentemente la regulacién antagonista de la transcripcion de
COL1A2 se integra en el ndcleo en donde Statla y Smad3 compiten por una cantidad
limitada de p300/CBP (Ghosh et al 2001).

Apoptosis

La apoptosis, o muerte celular programada es un proceso fisiologico
fundamental en organismos multicelulares para mantener el nimero apropiado de
diferentes tipos celulares en un dérgano, modelar la anatomia y destruir células
malignas o infectadas. Este proceso sin embargo, cuando no es apropiadamente
regulado puede provocar alteraciones patologicas. En términos generales, la apoptosis
participa en enfermedades humanas de 2 modos diferentes:

-La enfermedad puede aparecer por disminucién de los mecanismos apoptoticos.
La reparacién de tejidos después de un dafio requiere de la eliminacion de
células inflamatorias y mesenquimatosas que han participado en el proceso para
evitar la autoperpetuacion de la inflamacion o la persistencia de los eventos
fibrosantes.

-La apoptosis excesiva causa dafio. Por ejemplo, la inyeccién intraperitoneal de
anticuerpo anti-Fas es hepatotdxica y produce la muerte en ratones adultos, y la
inhalaciéon repetida del anticuerpo induce la apoptosis de células epiteliales
alveolares que resulta en inflamacion y fibrosis en ratones. (Kuwano et al 1999).

Asimismo, se considera que la apoptosis descontrolada de células epiteliales

12
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alveolares participa en la patogénesis de la fibrosis pulmonar idiopéatica (Uhal et
al, 1995, 1998).

El mecanismo de transduccién de la apoptosis comienza con la recepcién de una
sefial de muerte, principalmente la unién del ligando al receptor Fas (FasL) o al TNF.
La union del ligando con su receptor provoca la aglutinacién de varios receptores,
permitiendo la asociacién de algunas proteinas adaptadoras que se unen en la cara
citoplasmica con el receptor y con las proteinas procaspasas.

Las procaspasas unidas a las proteinas adaptadoras son procesadas por
proteasas que cortan en sitios especificos transformandolas en caspasas, las cuales
tienen propiedades proteoliticas y nucleoliticas. La activacién de estas enzimas
provoca la destruccion de la célula en pequefios cuerpos denominados cuerpos
apoptoéticos que son fagocitados por las células vecinas sin inducir una respuesta

inflamatoria. (Aravind et al 1999)

Bases de la hipdtesis de este estudio

Una caracteristica morfoldgica de la fibrosis pulmonar idiopatica es la presencia de
focos de fibroblastos/miofibroblastos los cuales son los principales responsables de la
destruccion del parénquima pulmonar. En general, estos focos estan constituidos por
fibroblastos, miofibroblastos, y matriz extracelular laxa, y practicamente no se
encuentran células inflamatorias. Linfocitos y algunas otras células inflamatorias se
pueden apreciar en la periferia de estos focos, pero no en su interior (figura 1). Como
estas células son las principales productoras de IFN-g se puede especular que su
ausencia dentro del foco de fibroblastos/miofibroblastos representa una alteracion en
la regulacion del comportamiento de las células mesenquimatosas en el sitio de lesion.
En un trabajo previo realizado en colaboracion entre el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, y la Universidad de lllinoiis, Chicago, se demostré tanto
in vitro (Uhal Et al, 1995; Wang Et al, 1999) como in situ (Uhal Et al, 1998), que los
fibroblastos aislados de pulmones fibroticos (FPI) secretan factores que inducen la
muerte celular programada en células del epitelio alveolar pulmonar (figura 2). A la

fecha se desconoce si los fibroblastos/miofibroblastos de estos focos producen

13
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factores inductores de apoptosis para linfocitos, y si este podria ser uno de los

mecanismos por el cual se mantienen estos focos.

Fig. 1.Foco de fibroblastos /miofibroblastos. Nétese la
ausencia de células inmunocompetentes en el interior de
este foco fibrotico, y la localizacion de las mismas en la

periferia.

Fig 2. Célula epitelial alveolar en apoptosis
(flecha) adyacente a un miofibroblasto en
un paciente con FPI. El fibroblasto (F)
subepitelial no se encuentra en zonas del
mismo tejido que no presenten dafio
epitelial (Uhal et al, 1998).

14
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Hipotesis

1. Medios de cultivo condicionados por fibroblastos de pulmones normales no

estimulados no inducen apoptosis de linfocitos.

2. Fibroblastos de pulmones normales activados con el factor de crecimiento
transformante beta secretan factor(es) en el medio de cultivo que inducen la

apoptosis de linfocitos.
3. Fibroblastos derivados de pulmones fibroticos secretan factor(es) en el medio de

cultivo que inducen la apoptosis de linfocitos.

Objetivos

Determinar si los fibroblastos activados con factor de crecimiento

transformante b (TGF-b) secretan moléculas de apoptosis para linfocitos T y comparar

la induccién de apoptosis con medios condicionados por fibroblastos normales sin

estimulo y estimulados con interferén gamma (IFN-g)

Determinar si medios de cultivo condicionados por fibroblastos obtenidos de

pulmones con fibrosis pulmonar idiopatica inducen la apoptosis de linfocitos.

15
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Disefio Experimental.

1. Obtencion y cultivo de fibroblastos.

Los fibroblastos fueron obtenidos de biopsias pulmonares de pacientes con
enfermedades no fibrosantes o con fibrosis pulmonar idiopatica en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias. Se recuperd de 1 a 3 gramos de tejido en PBS
frio y se fragment6 en pedazos menores a 1 mm? que se incubaron con 20 ml de
tripsina porcina y EDTA durante 20 minutos. Se centrifugd la solucion que contenia las
células a 100 g durante 2 minutos y se colectd el sobrenadante. Las células fueron
centrifugadas a 400 g durante 4 minutos y se resuspendi6 el paquete celular en medio
F12 de Ham suplementado con suero fetal bovino al 10%, penicilina (200 U/ml) y
estreptomicina (200 mg/ml). Los fibroblastos se sembraron a una concentracion de

1x10° células/ml en el mismo medio de cultivo.

2. Estimulacion de los fibroblastos con TGF-b y con IFN-g

Antes de que los fibroblastos llegaran a confluencia, se adicionaron 10 ng/ml de
TGF-bl 6 1000 U/ml de IFN-g humano disueltos en medio de cultivo fresco libre de
suero. En los primeros experimentos el medio condicionado se colect6 a las 24 horas
para el ensayo de apoptosis de linfocitos; en experimentos posteriores se cambiod el
medio de cultivo a las 24 horas y se colecto el nuevo medio libre de citocinas pasadas
24 0 48 horas. Los medios condicionados fueron preservados a -70 °C o se utilizaron en
fresco.

3. Obtencidn de linfocitos de sangre periférica por el método de Ficoll.

Se obtuvieron 20 ml de sangre de individuos sanos por la vena mediana del codo
en una jeringa estéril humedecida con heparina. Se diluy6 1:3 en PBS y se colocaron
lentamente 6 ml de la suspensién en tubos conicos de 15 ml que contenian 3 ml de

Ficoll libre de endotoxina.
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Se centrifugaron a 300 g por 30 minutos a temperatura ambiente. Se colecté la
interfase rica en linfocitos y monocitos utilizando una pipeta Pasteur, tomando lo
menos posible de Ficoll o plasma.

Se lavo la muestra colectada en 50 ml de PBS y se centrifugé 10 min a 200 g.
Posteriormente, se decantd el sobrenadante y resuspendid el paquete celular en 1 ml

de PBS, de donde se tomaron 10 nl para conteo celular y para determinar la viabilidad

por azul tripano. Después se siguié alguno de los siguientes pasos:

1. Criopreservacion: Se resuspendieron las células mononucleares en suero fetal de
bovino a una concentracién entre 1 y 5 x 10° células/ml y se 1:10 de DMSO. Se
fraccion6 la mezcla en crioviales y se congel6 a -70 °C durante 24h para
posteriormente ser almacenadas en nitrogeno liquido entre una semana hasta varios

meses.

2. Células en fresco: Las células mononucleares se diluyeron en medio de cultivo RPMI
a una concentracién entre 1 y 2 x 10° células/ml y se sembraron en cajas de Petri
durante 2 horas para permitir la adherencia de los monocitos al vidrio. Se recuperaron
las células en suspension (los linfocitos) en un tubo de 50 ml y se centrifugaron a
300 x g durante 10 minutos. Se desechd el sobrenadante y el boton celular se
resuspendio en 1 ml de medio AIM-V libre de suero. Se repitié el conteo celular y se

ajustd la concentracion a 2 millones de células por mililitro.

4 .Estimulacién de linfocitos por medios de cultivo condicionados.

En el caso de las células congeladas, éstas se descongelaron a 37 °C agregando
medio de cultivo RPMI y se sembraron en cajas de Petri durante 2 horas a una
concentracion de 1 a 2 millones de células/ml. Se recuperaron las células en
suspension y se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos. Se resuspendié el botdn
celular en 1 ml de medio de cultivo AIM-V con o sin albumina y se ajustd la

concentracion celular a 2 x10° células/ml.
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En otros experimentos, se utilizaron células en fresco segun se describié en la
seccion anterior.

Se adicioné el medio condicionado de los fibroblastos derivados de pulmones
fibroticos 6 normales, estos ultimos expuestos a TGF-b, IFN-g (experimental) o no
expuestos (testigo) al cultivo de linfocitos en concentraciones de 1:2, 1:5y 1:10. Las
células se incubaron a 37°C, CO, al 5% durante 6, 12, 16 y 20 horas para el ensayo de
apoptosis, y durante 48 y 72 horas para determinar la proliferacién y activacion

celular.

5. Ensayo de proliferacion

Para determinar si los medios condicionados estimulan la proliferacion de
linfocitos, se suspendieron 2x10° células en una mezcla 1:1 de medio de cultivo AIM-V
y medio condicionado por fibroblastos normales sin estimulo o estimulados con TGF-b,
e IFN-g. En experimentos independientes se cultivaron las células durante 24 y 48
horas, después de las cuales se agregaron 20 nl una dilucién 1:10 de trinucledtido de
timidina marcado radioactivamente con tritio cuya actividad era de 5 nCi en medio de
cultivo RPMI, y se cosech6 a las 24 horas de haber sido marcadas ( 48 y 72 horas de
cultivo). Se cuantificd la incorporaciéon de timidina tritiada al DNA en un contador de
centelleo liquido. Como controles se utilizaron medio AIM-V sin suero (indicador de la
proliferacién basal) y el mismo con 5y 10 ng/ml TGF-b 6 1000 U IFNg para simular la

citocina que pudiera encontrarse residual en el medio condicionado.

6. Ensayo de Activacion de linfocitos

Se determind si los medios condicionados inducian la activacion de linfocitos
mediante el analisis de la presencia de moléculas de superficie CD25 (receptor de IL-
2), CD69 (marcador de activacion temprana) y CD152 (CTLA-4, marcador de activacion
gue se une a CD80) en las poblaciones de linfocitos T CD4+ (linfocitos T facilitadores)
y CD8+ (linfocitos T supresores/citotoxicos) estimulados con los diferentes medios
condicionados por fibroblastos normales, sin estimulo o estimulados con TGF-b e IFN-g

de acuerdo a la siguiente metodologia:
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a) Se lavaron las células obtenidas de los cultivos con los medios condicionados en
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) con BSA al 1%, se centrifugaron a 650 g
durante 10 minutos y se resuspendieron en 50 ml de la misma solucién.

b) Se incubaron 30 minutos con 5 nl de solucién de anticuerpos anti-CD3, CD4, CD8,
CD25, CD69 y CD152 marcados con diferentes combinaciones de fluorocromos.

c) Se lavaron en el buffer PBS-BSA dos veces centrifugando a 650 g durante 10 minutos
cada vez.

d) Se resuspendieron en 500 ml de amortiguador PBS con paraformaldehido al 1%.

e) Se analizaron en el citometro de flujo FACScan con el programa CellQuest (Becton

Dickinson)

7. Ensayo de Apoptosis
Los linfocitos cultivados con los distintos medios condicionados se colectaron
para determinar el nimero de células apoptoéticas mediante citofluorometria, por las

técnicas de Anexina V y por el estuche comercial APO-BrDU.

Determinacion de apoptosis con el estuche comercial APO-BrDU.

Se fijaron las células con paraformaldehido al 1% en PBS de acuerdo al siguiente
procedimiento:
a) Se suspendieron de 0.5 a 2 x 108 células en 0.5 ml de PBS.
b) Se afiadid 0.5 ml de paraformaldehido al 1% en PBS y se mantuvo un minimo de 15
min en hielo.
c) Se centrifugd a 300 g durante 5 minutos y se desechoé el sobrenadante.
d) Se lavo en 5 ml de PBS.
e) Se resuspendieron las células fijadas en 0.5 ml de PBS.
f) Se afiadié 5.0 ml de etanol al 70% fri6. Se dejoé reposar por lo menos 30 min a 4°C.”

Posteriormente:

* Ellos primeros experimentos se utilizé la técnica completa para fijar los linfocitos, pero debido a la pérdida excesiva de
células se decidio fijar las células directamente en etanol como se describe en f).

19



Diseflo Experimental

a) Se resuspendieron 1 x 10° células control positivas y negativas incluidas en el
estuche de deteccion, junto con las experimentales en tubos de centrifuga para
citometria de flujo. Se centrifugaron a 300 g durante 5 min y se retir6 el etanol por
aspiracion, sin remover el botén celular.

b) Se resuspendid el boton celular de cada tubo en 1 ml de buffer de lavado. Se
recentrifugé y lavé en la misma solucion una vez.

c) Se resuspendieron las células en 50 ni de la solucién de tincién para DNA que se
describe a continuacion, y se incubaron durante 60 minutos a 37°C con agitacion

constante.

Solucién de tincion para DNA m para un ensayo
Amortiguador de reaccion 10.0
Enzima TdT 0.75
Br-dUTP 8.0
Agua desionizada 32.25
Volumen total 51.0

d) Se afiadié 1.0 ml de la solucion amortiguadora a cada tubo, y se centrifugd a 300 g
por 10 minutos. Se removio el sobrenadante por aspiracion.

e) Se resuspendio el botdn celular en 0.1 ml de la solucion de anticuerpos (5 M de anti
Br-dUTP conjugado con FITC en 95 ni de solucién amortiguadora por cada tubo), y se
incubo6 durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad.

f) Se afiadieron 0.5 ml de la solucion PI/RNAsa A a cada tubo y se incub6 durante 30
min en la oscuridad a temperatura ambiente.

g) Se analizaron las células por citometria de flujo.
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Determinacién de apoptosis por Anexina V.

Para determinar el numero de ceélulas en apoptosis por union de Anexina V a
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana lipidica se llevé a cabo la siguiente
metodologia:

a) Se colectaron entre 5x10° y 1x10° linfocitos estimulados con los medios de cultivo
condicionados en tubos para citometria de 5 ml. Se centrifugaron a 300 g durante 10
minutos. b) Se lavo el botén celular con amortiguador de Hepes.

c) Se volvié a centrifugar y se desheché el sobrenadante.

d) Se resuspendieron las células en la siguiente solucion:

Buffer Hepes 100m
Anexina V unida a FITC (Roche) 20m
Yoduro de Propidio 20ny.

Se incubaron durante 15 minutos a 4°C y se analizaron 10,000 eventos por tubo
en un citometro de flujo FACScan utilizando el programa CellQuest. Se determinaron
las células apoptéticas mediante el andlisis de histograma de la intensidad neta para

FITC (unida a anexina).

8. Anadlisis Estadistico.

Los datos se expresan en promedio * desviacion estandar de por lo menos tres

experimentos independientes. Los datos se analizaron con la prueba de ANOVA y la
significancia estadistica se determind mediante comparaciones multiples de Fisher.

Una P menor de 0.05 se considero significativa.
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1. Proliferacion.

La capacidad de los medios condicionados para activar la proliferacion de

linfocitos a 48 y 72 horas de cultivo, expresada como actividad radioactiva (CPM)

debida a timidina tritiada incorporada al DNA se muestra en la tabla 1 y figura 1. Se

afadié un marcador de proliferacion basal (medio de cultivo AIM-V) y un mitdégeno

como control positivo (fitohemaglutinina o PHA, mostrada en la tabla mas no en la

grafica 1 ya que supera la escala por varias ordenes de magnitud).

Medio de cultivo CPM 48 h CPM72h

AIM (proliferacién basal) 99.7+23.1 130.0+43.9
medio condicionado Control 1:1 99.543.5 91.0+25.7

medio condicionado TGF 1:1 94.746.1 110.0+11.3

medio condicionado IFN 1:1 89.0+2.6 118.0£31.4
AIM +TGF 5 ng 71.3+10.6 79.0£7.1

AIM +TGF10 ng 60.74£3.1* 83.0+13.8

medio condicionado control +
PHA (control positivo)

6399.7+1205

30109.3+2943

gendmico a 48y 72 horas de cultivo.

Tablal. Radioactividad producida por la incorporacion de timidina tritiada al DNA
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Proliferacién de linfocitos
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Figura 1. Grafico de incorporacion de timidina tritiada al DNA genémico de linfocitos
estimulados con distintos medios de cultivo 48 y 72 horas.

A las 48 horas de cultivo se observé una disminucién en la proliferacion de
linfocitos cultivados con medio AIM-V que contenia 10 ng/ml de TGF-b1l con respecto
al medio definido AIM-V y al medio condicionado por fibroblastos normales sin
estimulos (medio control) :p=0.004. Sin embargo, esta inhibicion de la proliferacion no
se mantuvo a las 72 horas. Al comparar los grupos de estudio con un control positivo
fitohemaglutinina sobre medio condicionado control (no graficado) observamos que las
diferencias entre los grupos experimentales se tornan insignificantes: p=3.9x10-'° para

la prueba de F en cuyo caso todos los demas grupos son estadisticamente iguales en

comparaciones de Tukey-Kramer.
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2. Activacion.

Para determinar si los medios condicionados inducen la activacién de linfocitos
normales, se analiz6 la expresion de tres marcadores de activacion (CD25, CD69 y
CD152) sobre cultivos de linfocitos expuestos a los medios condicionados por

fibroblastos normales sin estimular (medio control), y estimulados con TGFb (medio
condicionado TGF-b) e IFN-g (medio condicionado IFN-g en diluciones 1:5 por 72
horas. Los porcentajes de células que son CD3 positivas que contienen los marcadores

de activacion se muestran en la figura 2.

Expersién de marcadores de activacion en
Linfocitos CD 3 + con los medios condicionados

60

50 7

40 1

30 77

% de células

20 77

10 71

. | Iﬁﬁﬁlmﬁﬁlﬁﬁ

CDh4 CD8 CD 25 CD 69 CD 152

O medio control 0O medio cond. TGF 0O medio cond. IFN

Fig 2. Expresion de las moléculas de superficie CD25, CD69 y CD152
en linfocitos CD3+

En los linfocitos estimulados con los medios condicionados no se observd un
aumento significativo de ninguno de los marcadores de activacion

Los resultados indican que los medios condicionados no estimulan a los

linfocitos T.
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3. APOPTOSIS

Para llevar a cabo la determinacion de apoptosis de linfocitos sometidos a
diversos estimulos se tuvieron que hacer varias pruebas preliminares hasta que se
obtuvo un ensayo reproducible. El primer problema que se enfrenté fue la pérdida
excesiva de células que ocurria durante la fijacion una vez que habia concluido el
tiempo de estimulacion para aplicar el ensayo de tincion de DNA fragmentado
mediante incorporacién de un analogo de nucledtido que posteriormente era
detectado por union de un anticuerpo fluorescente. Las primeras adquisiciones se
realizaron partiendo de 7.5x10° células pero debido probablemente a las repetidas
centrifugaciones se llegaba al paso final con un ndmero inferior a las 5 mil células por
ensayo.
Con un numero tan reducido de células se observd que los resultados eran poco
consistentes, ademas de que la muestra adquirida era poco significativa para evaluar
el comportamiento global de los linfocitos estimulados.
Para mantener un buen nimero de células desde el momento de cosecharlas hasta el
momento de adquirirlas en el citometro de flujo, se vari6 el método de fijar las
células. Inicialmente, se siguieron las instrucciones del manual del estuche comercial
que consistia en una fijacion en paraformaldehido seguida de dos lavados en PBS para
almacenarlas finalmente en etanol al 70%. Posteriormente, se decidio fijar las células
directamente en etanol frio con agitacion constante, lo que dio muy buenos resultados
por lo que fue el método finalmente adoptado.
Otro cambio que ayud6 a mantener la concentracion celular sin pérdidas importantes
fue el de recoger los sobrenadantes de cada centrifugacion por aspirado en lugar de
decantacién, procurando dejar siempre un pequefio volumen de solucién para no

resuspender accidentalmente el botdn celular.

El segundo problema que se enfrentd fue definir correctamente el rango de células
integras y células apoptdéticas en el histograma de fluorescencia para anti-BrDU-FITC
(unido a cadena rota de DNA), ya que no se contaba con los controles positivo y

negativo. Se intentd hacer un control positivo con dexametasona pero nunca se
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encontré la concentraciéon adecuada para inducir apoptosis de linfocitos. Finalmente,
se ensay0 el perdxido de hidrogeno (H20.) y se encontré que una dilucion al 5% de
perdxido induce la apoptosis de la mayoria de linfocitos en cultivo y es un excelente
control positivo.

El mejor control negativo fueron las células en fresco, donde se encontr6 menos del
1% de células en apoptosis al tiempo cero.

Los resultados de las pruebas de Apo-BrDU y Anexina que se muestran a continuacion
se obtuvieron con las condiciones de cultivo méas adecuadas después de probar
diferentes condiciones de optimizacion dosis-respuesta y tiempo-respuesta. Asi, la
induccidon de apoptosis se analizd utilizando medios de cultivo condicionados de
fibroblastos en fresco (sin congelacién previa) a una dilucion de 1:5. Los linfocitos
utilizados en el ensayo también eran frescos y se incubaron en medio de cultivo
definido para linfocitos AIM-V suplementado con BSA y libre de suero; finalmente, el
analisis citofluorométrico se realizé a las 20 horas de cultivo en presencia del medio
condicionado de fibroblastos. En el caso de fibroblastos normales se utilizaron 3 lineas
diferentes. En el caso de los fibroblastos provenientes de pulmones fibroticos se

analizaron cultivos primarios de 3-4 diferentes pulmones.
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ApoBrDU.
El porcentaje de células en apoptosis inducida en los linfocitos estimulados con

diferentes medios de cultivo se muestran en la tabla y grafico y tabla 3.

0 .
. Numero de % de CeIUIa.S Induccién de apoptosis en linfocitos por
Estimulo experimentos en apoptosis a medios condicionados
20 horas 35 ApoBrDU
Medio de " —
+
cultivo solo 3 12.5+1.3 g 30 1.
Medio control 3 10.4+2.7 525
: 220 <
Medio TGF-b 3 10.2+1.8 )
S 15
Medio IFN-g 3 9.2+1.7 ‘§ 10 T
Medio de 3 5
fibroblastos 3 26.7+5.9 °
fibroticos 0
Om AIM-V Ocontrol OmTGF B mIFN Ofibroticos|

Tabla y gréfico 3. Induccién de apoptosis en linfocitos
a 20 horas de cultivo con medios condicionados y
basal (AIM-\.

El andlisis de varianza demostré que los medios condicionados de fibroblastos
obtenidos de pulmones fibréticos inducian un incremento significativo de apoptosis en

linfocitos (p<0.01). Entre los demas grupos no se observaron diferencias.
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Anexina

Los resultados en la induccion de apoptosis por los distintos medios
condicionados por fibroblastos obtenidos de pulmones normales sin estimulo,
estimulados con TGF-b, IFN-g y sobrenadantes de medios de cultivo condicionados por
fibroblastos de pulmones fibroticos se muestran en la tabla y grafico 4. Se definié el
tiempo de cultivo de linfocitos en 20 horas por ser el tiempo maximo hasta el cual la
apoptosis basal se sostiene en limites similares. A tiempos mayores, se observa un
incremento en la apoptosis basal lo que tiende a enmascarar la apoptosis inducida. La

dilucion de medio condicionado con medio definido para linfocitos fue 1:5, como en el

experimento anterior.

Estimulo Ndmero de % de apoptosis B . o )
experimentos a 20 horas Induccién de apocpotr?csj;(s;isgallljn;gmtos por medios

medio de cultivo

solo 4 8.5+1.8 3

medio control 4 8.2+1.2 30 *

medio TGF-b 4 9.2+1.8 g 25

medio IFN-g 4 8.3+3.1 3 -

medio de 3 15

fibroblastos 9 25.0+ 4.6 2 10 - % T

fibrotioos 5

TGF-b en medio

de cultivo AIM-V |1 8.4 0 n=4 n=4 n=4 n=4 n=9

(Sng/ml) Om AIM-V Bcontrol OmTGF BEmIFN Ofibréticos

IFN-g en medio

AIM-V 1 16.3

Tabla y grafico 4. Porcentaje de linfocitos en apoptosis medidos por el método de Anexina V después
de 20 horas de estimulo con medios condicionados.

La apoptosis aumenté significativamente en los linfocitos estimulados con
sobrenadante de fibroblastos derivados de pulmones con fibrosis pulmonar idiopatica

(F=34.98, p<0.01). No se observaron diferencias entre los otros grupos en estudio,
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donde el porcentaje de células en apoptosis resulté similar al basal. Un ejemplo de las

diferencias densitométricas observadas entre lineas de fibroblastos normales y de

pulmon fibrotico se ilustra en la figura 5.

FL-2 IP

21% 1.5% 3%

annexin FITC (3] vs PI(4) annexin FITC (3] vs P4

o
o
105

104

10
102

FL-1 AnexinaFITC FL-1 AnexinaFITC

Fig.b. Grafica densitometrica de Anexina-HIC contra yoduro de propidio (IP)
correspondientes a linfocitos estimulados con A: sobrenadantes de fibroblastos normales
y B:sobrenadantes de fibroblastos de pulmones fibréticos. Los cuadrantes en la grafica
muestran el estado de las células a las 20 horas de cultivo:

Inferior izquierdo -células integras.

Inferior derecho - células en apoptosis

Superior izquierdo- DNA desnudo

Superior derecho - Células necréticas o en las Gltimas etapas de apoptosis.
Los cuadrantes fueron reasignados de acuerdo a los controles positivo y negativo del
experimento para determinar el porcentaje de células en cada etapa reportada en la
tabla 4.
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Discusion

La fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad pulmonar incapacitante y
progresiva cuyos mecanismos patogénicos no se conocen con precisén. En particular,
los eventos responsables del desarrollo y permanencia de los focos de
fibroblastos/miofibroblastos no han podido ser esclarecidos. En este estudio decidimos
explorar si fibroblastos obtenidos de pulmones normales estimulados con TGF-b
(mimetizando in vitro lo que podria ocurrir in vivo), u obtenidos de pulmones
fibroticos inducia apoptosis de linfocitos, lo que podria explicar al menos parcialmente
la ausencia de células inmunocompetentes en los focos de
fibroblastos/miofibroblastos.

Lo primero que se analizé fue la induccion de proliferacion y/o activacion de
linfocitos por los diferentes medios de cultivo condicionados. Nuestros resultados
demostraron que los medios condicionados de fibroblastos normales sin estimulo o
estimulados con TGF-b e IFN-g no activan la proliferacion celular de linfocitos. Se
estudié la proliferacién celular ya que algunas moléculas que inducen apoptosis
también pueden activar el ciclo celular. Ejemplos de factores que tienen ambos
efectos son TNF-a y Fas cuando se co-estimula con el receptor CD3 (Budd 2002).

Asimismo, ninguno de los marcadores de activacion de linfocitos como CD25
(que es el receptor de interleucina 2 y funciona como marcador de activacién tardia),
CD69 (marcador de activacion temprana) y CD152 (CTLA-4, un marcador de activacion
de las células anérgicas) se modificaron con la exposicién a los diferentes medios
condicionados.

Nuestro hallazgo mas importante fue que los linfocitos estimulados con
sobrenadantes de fibroblastos derivados de pulmones fibroticos mostraban altos
indices de apoptosis, lo que no se observd en los linfocitos estimulados con
sobrenadantes de fibroblastos normales activados con TGF-b, IFN-g, o sin estimulo.
Para esto se utilizaron dos métodos diferentes de deteccién de apoptosis. El primero,
con el estuche comercial ApoBrDU mide la muerte celular programada por degradacion

de DNA genomico mediante la union de un analogo de nucledtido (la bromo-
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desoxiuridina) a cadena sencilla de DNA mediante una enzima al cual se le une un
anticuerpo fluorescente. El segundo método, mide la union de Anexina V fluorescente
a fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmatica. La fosfatidilserina
(PS) pertenece a una clase de fosfolipidos acidos que se localiza normalmente en la
cara interna de la membrana plasmatica. La distribuciéon asimétrica de este fosfolipido
junto con la fosfatidiletanolamina se debe a la traslocacion de estas dos moléculas por
una enzima traslocasa. La PS se expone a la cara externa de la membrana lipidica en
algunas condiciones fisiolégicas como el envejecimiento de los eritrocitos y la
activacion de las plaquetas, y en las células que estan llevando a cabo un proceso
apoptdtico (Naito ). Ambos métodos estan bien documentados de ser representativos
de la apoptosis celular y son complementarios al involucrar uno la presencia de
proteinas caspasas activas (por el ApoBrDU) y el otro que muestra la pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica (anexina).

Es importante sefalar que se ha descrito que el tratamiento de linfocitos con
IFN-g aumenta de modo significativo el nivel de muerte celular inducida por algunos
estimulos proapoptoéticos (Budd 2002). El activador de transcripcién IRF-1 es
responsable de mediar la transcripcion de genes inducidos por IFN-gy se requiere para
la apoptosis inducida en linfocitos T activados por mitégenos. De todas las moléculas
de la familia de Bcl2, IFN-gsolo induce la expresion de un miembro catalogado como
proapoptotico: Bax, que podria ser responsable de este efecto. (Ossina et al 1997)
Este fendbmeno amplificador de apoptosis no se observd en los linfocitos cultivados en
medios condicionados de fibroblastos previamente estimulados con IFN-g Esto
probablemente se debié a que para este experimento se cambié el medio de cultivo
con el cual se estimularon los fibroblastos normales con IFN-gy TGFb para evitar que
estuviera la citocina presente. Por otro lado, cuando se agregd directamente el IFN-g
en el medio de cultivo de linfocitos, éste provocé un aumento en la apoptosis (tabla
4).

La resolucién normal de una respuesta inflamatoria/fibrosante después de una
agresion pulmonar necesita, entre otros mecanismos, de la desaparicién controlada

mediante apoptosis de células no necesarias lo cual debe ocurrir sin liberacion de
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histotoxinas dafiinas. En este contexto, actualmente se reconoce que la muerte
celular programada desempefia un papel importante en la remodelacion de tejido
pulmonar después de un dafio agudo o cronico tanto para eliminar el exceso de células
inflamatorias como para remover el exceso de células mesenquimatosas una vez
superada la lesion (Fine Et al 2000)

En el pulmén la apoptosis se considera un mecanismo de defensa que regula la
proliferacion de células del mesénquima y permite remover las células inflamatorias
cuando se ha producido una lesion. La regulacién de la apoptosis en la remodelacion
tisular podria ser muy importante para prevenir la cicatrizacion patoldgica, que es una
caracteristica clasica de la fibrosis pulmonar, el dafio alveolar agudo y la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (Ortiz et al 1998, Goumenos et al 2002).

La apoptosis de los linfocitos T puede ocurrir por la expresién de algunos
factores o citocinas, como por ejemplo Fas y TNF-a. En las células quiescentes, la
estimulacion del TCR (receptor de células T) induce ligeramente los genes para FasL y
TNF, pero la estimulacion con IL-2 incrementa significativamente esta induccion
(Leonard Et al 1999). Asimismo, Fas se expresa en la superficie luminar de un gran
nuamero de células epiteliales alveolares tipo Il, y de manera constitutiva en células de
Clara en espacios aéreos de ratén (Fine et al 2000).

La FPI representa un modelo de cicatrizacion anormal resultante de maultiples
sitios microscopicos de dafio en células epiteliales alveolares. Los epitelios dafiados y
activados que se encuentran en proximidad de fibroblastos intersticiales producen un
gran numero de factores de crecimiento, que participan en el control paracrino de la
proliferacion, quimiotaxis y patron de secrecion de proteinas de matriz extracelular
en fibroblastos/miofibroblastos (Selman Et al 2001; Allen, Spiteri 2002). A su vez,
durante el desarrollo de la fibrosis, los fibroblastos/miofibroblastos inducen la
apoptosis de las células epiteliales mediante la liberacion de angiotensina Il (Wang e
al. 1999) y, de acuerdo a los resultados de nuestro estudio, producen la apoptosis de
linfocitos por algun factor desconocido.

Los posibles candidatos a molécula proapoptética de linfocitos producida por

fibroblastos derivados de pulmones fibréticos se describen a continuacion.
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TGF-b

El TGF-b es una citocina multifuncional producida por todos los leucocitos.
Promueve su diferenciacion e inhibe su activacién y proliferaciéon. Provee de estimulos
quimiotacticos para su migracion y regula moléculas de adhesion (Blobe et al 2000).
Ratones deficientes en TGF-b1l mueren de inflamacién cardiaca, pulmonar y gastrica.
Animales tratados con glucocorticoides presentan alteraciones en la curacion de las
heridas que se puede revertir con la aplicacion de TGF-b exdgeno. (Frank et al 1996)

El TGF-b es crucial en la interaccion entre fibroblastos y epitelios y desempefia
un papel fundamental en el desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopatica. La activacion
de TGF-b por integrinas avb6 favorece la fibrogenesis lo cual ocurre en presencia o
ausencia de una respuesta inflamatoria y puede progresar hacia la fibrosis de un modo
independiente. Asi, se ha demostrado en modelos animales que la remodelacion
fibrotica puede ocurrir como consecuencia de una inflamacioén aguda (como se observa
cuando se sobreexpresa IL-1) o independiente de inflamacién (como cuando se inyecta
el TGFb1l activo acoplado a adenovirus) (Allen, Spiteri 2002; Sime et al, 1997).

Los miofibroblastos, fibroblastos diferenciados con caracteristicas morfologicas
de mdasculo liso son comunes en lesiones fibréticas y comprenden el tipo celular
principal en los focos de fibroblastos. Esta diferenciacién estd al menos parcialmente
mediada por el TGF?. Los miofibroblastos tienen un fuerte fenotipo profibrosante y
favorecen la acumulacion de proteinas de matriz extracelular produciendo colagenas
fibrilares, TGF-bl, MMP-9, y TIMP’s.

En relacion a la apoptosis, el TGF-bl induce muerte celular programada de
células epiteliales bronquiolares de modo dependiente de caspasas, al tiempo que
disminuye la sintesis de p21. La exposicién conjunta de TGF-bl y FasL soluble potencia
el efecto proapoptotico de FasL. (Hagimoto et al 2002).

Sin embargo, la aplicacion directa de TGF-b a linfocitos en cultivo (5ng/ml) en
nuestro estudio, no aumento la apoptosis por encima de los resultados basales (tabla

en la fig. 4 de resultados/anexina).
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TNF-a.

Esta molécula puede inducir apoptosis y desempefia un papel importante en los
procesos fibrosantes (Gharaee-Kermani et al, 2001). La sobre-expresion de TNF-a
mediante la incorporacion de un pladsmido en ratones provoca fibrosis pulmonar difusa
mientras que los ratones deficientes de TNF-a o del receptor son resistentes a la
fibrosis provocada por bleomicina (Ortiz et al, 2001). El TNF-a se produce por células
epiteliales alveolares de tipo Il y sus efectos son el incremento indirecto en la
proliferacion de fibroblastos y la sintesis de colagena mediante la induccion de TGF-b
o PDGF (Allen, Spiteri 2002). También induce la expresion de gelatinasas que pueden
aumentar la degradacion de membranas basales facilitando la migracion de
fibroblastos.

Es importante sefalar, que el TNFa, el cual se encuentra aumentado en FPI
incrementa la expresion de cofactores pro-apoptoticos como p53, p2l y Bax,

requeridos para la via de sefializacion de Fas. (Allen, Spiteri 2002)

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

El PDGF es un potente mitégeno y quimioatrayente de fibroblastos. Evidencias
in vivo sugieren que varios mediadores fibrogénicos como IL-1, TNFa, TGFb, factor
de crecimiento de fibroblastos basico y trombina actian de manera dependiente de
PDGF.

PDGF se expresa en niveles muy bajos en pulmones normales, habitualmente en
macrofagos alveolares. Su produccién se incrementa en FPIl, donde participan
fundamentalmente las células del epitelio alveolar (Antoniades et al, 1990). La
transfeccion de PDGF con un vector viral que produce la sobreexpresion de esta
citocina provoca caracteristicas histopatologicas de FPI, y su inhibicion confiere
resistencia a la fibrosis inducida por bleomicina.

Aunque este factor se relaciona fundamentalmente con quimiotaxis y
proliferacion, algunos hallazgos recientes sugieren que puede desempefiar un papel

pro-apoptatico, al menos en células cancerosas (de Jong JS, et al, 2001).
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IGF-1

El factor de crecimiento similar a insulina-1 estimula la proliferacion de varias
células del mesénquima y se encuentra aumentado en macrofagos y células epiteliales
en las primeras etapas de la fibrosis. Su funcion es mitogénica para fibroblastos, y
podria ser un importante activador de transcripcion de otros genes involucrados en la
regulacion del crecimiento y apoptosis. Sin embargo, se ha demostrado que IGF-I, es
una molécula que aumenta la sobrevida de algunos tipos celulares y mas bien parece
inhibir la apoptosis, bloqueando la activacién de la caspasa-3 (Linseman DA et al,
2002, Reinmuth N et al, 2002).

IL-4

Los fibroblastos humanos exhiben un aumento en su proliferacién y sintesis de
coldgena asociada a inhibicién en la transcripcion de IFN-g en respuesta a IL-4. La
pérdida de actividad antifibrotica de IFN-g puede promover un ambiente
profibrosante y favorecer la seleccion de una respuesta inmune del tipo 2. Los
pacientes que desarrollan fibrosis tienen predominantemente células T tipo Th2 y
fallan en producir IFN, mientras que pacientes con enfermedades no fibrosantes
(alveolitis, sarcoidosis) expresan tanto IFN-? como IL-4.

La IL-4 media la apoptosis de algunas células como por ejemplo, de los
queratinocitos foliculares, de una manera independiente de bcl-2 y bax (Mandt N &
al, 2002). Asimismo, induce muerte celular programada en mastocitos (Sherman MA et
al, 2002).

Endotelina-1

ET-1 promueve la proliferacion tanto de fibroblastos como de células
epiteliales, la diferenciacion a miofibroblastos, quimiotaxis, contraccion y sintesis de
colagena al tiempo que inhibe la degradacion de la matriz extracelular. Puede inducir
la produccion paracrina de factores de crecimiento incluyendo TNF-a, TGF-b,
fibronectina y VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial). En FPI se colocaliza la

enzima activadora de ET-1 con ET-1 en células epiteliales tipo 1 y Il.
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Las endotelinas inducen proliferacion en muchos tipos celulares normales o
cancerosas. Se ha sugerido que puede promover o inhibir la apoptosis, aunque la
mayoria de las evidencias sugieren que desempefia un papel anti-apoptotico
(Filippatos et al, 2001).

Factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF)

El CTGF es un mediador que se ha involucrado en angiogénesis, adhesion celular
y fibrosis. Este factor se encuentra aumentado en enfermedades fibrosantes
incluyendo FPI, y la adiciéon de IFN-? inhibe su produccion. El hecho de que los ratones
deficientes de Smad3 no producen CTGF sugiere que se encuentra en la via de
sefalizacion de TGF-b.

En relacion con la apoptosis, se ha demostrado recientemente que el CTGF es
capaz de inducir muerte celular programada de células de musculo liso, a través de la

activacion de la caspasa-3 (Hishikawa K et al, 2000).

FAS

El antigeno Fas (Fas) es un receptor proteico de superficie celular tipo 1 de la
familia de receptores para TNF (TNFR) e induce apoptosis cuando se une al ligando de
Fas (FasL) (Hildeman DA et al, 2002). La sobre-expresién de Fas en tejido pulmonar
provoca apoptosis epitelial y una respuesta fibrosante en ratones (Kuwuano et al
1999).

Un aspecto muy importante de esta molécula, es que es la Unica de las
mencionadas que se ha asociado directamente con la apoptosis de linfocitos. La
homeostasis de los linfocitos depende de un balance entre proliferacién y apoptosis.
En este sentido, un control riguroso de los mecanismos de muerte programada de
estas células es esencial para una respuesta inmune adecuada y su alteracion puede
resultar en cancer y autoinmunidad.

La unién de Fas con el receptor TNF-R1 activa la cascada de las caspasas lo que

desencadena la apoptosis de linfocitos (Thome M et al, 2001). Este es uno de los
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fuertes candidatos a ser el responsable (s) de la apoptosis inducida en linfocitos por

los medios condicionados provenientes de pulmones fibroticos.

IFN-g
El IFN-g aumenta la sensibilidad de lineas tumorales a TNF y FasL. Es imortante
sefialar que los linfocitos T estimulados con IFN-g son mas susceptibles a apoptosis
inducida por dafio al DNA. En la realizacion de esta tesis se comprobd que el IFN-gen

una concentracion de 1000 U/ml induce la apoptosis de linfocitos, por lo que es un

buen candidato a ser uno de los responsables de nuestro hallazgo. (Hagimoto et al

2002).
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Conclusiones

En este estudio se demostrd que los sobrenadantes de fibroblastos derivados de
pulmones con fibrosis pulmonar idiopatica inducen la muerte celular programada de
linfocitos. Este fendbmeno no se observd cuando los linfocitos se expusieron a medios
condicionados de fibroblastos provenientes de pulmones normales aun cuando fueron
previamente estimulados con TGF-b. La diferente induccién de apoptosis sugiere que
los cambios fenotipicos inducidos por el TGF-b in vitro (expresion de a-actina,
aumento en la produccién de colagena etc.)no mimetizan, al menos en este proceso

de apoptosis, a lo que ocurre in vivo en el microambiente pulmonar fibrotico.
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