
...----
l 

13f 



Casa abierta al tiempo 

UN IVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 

UN IDAD XOCHIMILCO 

DIVISiÓN DE CIENCIAS BIOLÓGICAS Y DE LA SALUD 

DEPARTAMENTO DE SISTEMAS BIOLÓGICOS 

" EVALUACiÓN DE LAS VíAS DE SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS 

EN EL EFECTO ANTIFIBROSANTE DEL FACTOR DE CRECIMIENTO 

DE FIBROBLASTOS (FGF-l) SOBRE LA EXPRESiÓN DE COLAGENASA 

(MMP-l) y COLÁGENA EN FIBROBLASTOS DE PULMÓN" 

COMUNICACIÓN IDONEA DE RESULTADOS 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

MAESTRíA EN CIENCIAS FARMACEÚTICAS 

PRESENTA 

Q.F.B DORIAN IVÁN ALEMAN NAVA 

206280252 

COMITE TUTORAL 

TUTOR: DRA. JULIA PEREZ RAMOS 
ASESOR: DR. JOSÉ GUADALUPE ClSNEROS LI RA 

ASESOR: DR. CARLOS RAMOS ABRAHAM 

ABRIL 2009 



" EVALUACiÓN DE LAS viAs DE SEÑALIZACIÓN IMPUCADAS EN EL EFECTO ANTIFIBROSANTE DEL 

FACTOR DE CREC IMIENTO DE RBROBLASTOS (FGF-1) SOBRE LA EXPRESiÓN DE COLAGENASA(MMP-1) 

y COLÁGENA EN FIBROBLASTOS DE PULMÓN" 

VO. Bo. 

COMITÉ TUTORAL 

Tutor: 

Asesores : 

Dr. J Guadalupe Cisneros Lira Dr. Carlos Ramos Pbra ham 

Alumno: 

O.F.B. Donan lván Alemán Nava 

Matricula : 206280252 



WEVAlUACIÓN DE LAS ViAS DESEÑAUZACIÓN IMPUCADAS EN B.. EFECTO ANTIRBROSANTE DEL 

FACTOR DE CRECIMIENTO DE RBROBlASTOS (FGF-1) SOBRE LA EXPRES iÓN DE COLAGENASA(MMP-1) 

y COLÁGENA EN FIBROBLASTOS DE pUl...M 6N" 

JURADO DEL EXÁMEN DE GRADO 

Presidente: 

Dr. Vtctlr Manuel Ruiz Lopez 

Vocal: 

M. en c . Martha M>ntaño Ramirez 

Secretaria: 



RESUMEN 

En la presente investigación se analizó la cascada de señalización de las proteínas 

MAPK implicadas en el aumento de MMP-1 en fibroblastos normales de pulmón, 

estimulados con FGF-1 más heparina, además de estudiar su efecto en la expresión de 

genes de MMP-1, colágena y el inhbidor tisular de melaloproteinasas-1 (TIMP-1, del 

inglés: tissular inhibitors of metalloproteinases-1). Para ello. diferentes culti vos de 

fibroblastos de pum6n, fueron estimuladas con el FGF-1 más heparina y 

adicionalmente con inhibidores de las diferentes vías de las MAPK (ERK 1/2, p38, 

JNKlSTAD, posteriormente a los fibroblastos, se les extrajo el RNA total o proteínas, 

para su estudio por medio de la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real o 

por medio de la técnica Western-blot respectivamente. 

Para el análisis de las muestras por medio de la técnica de la reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real, se construyeron curvas de cada uno de los genes 

estudiados (MMP-1, colágena, TIMP-1). Para el análisis de proteínas por medio de la 

técnica de Western-blot, se utilizaron anticuerpos especificos contra colágena, 

proteínas fosforiladas y proteínas totales de la vía ERK. 

Los resultados obtenidos señalan, que la estimulación de fibroblastos normales de 

pumón con FGF-1 más heparina , aumentan la expresión de MMP-1 , colágena y TIMP-

1, Y que las vias utilizadas para ello son la ERK Y la JNK/STAT de las MAPK, Sin 

embargo, el aumento en la expresión de colágena y de TLMP-1 , es ampliamente 

superado por la expresión de MMP-1 ; con ello se demuestran las propiedades 

antifibrosantes del FGF-1 más heparina en fibroblastos normales de pulmón. 
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INTRODUCCiÓN 

La fibrosis pulmonar es el resultado final de un grupo de padecimientos respiratorios 

tiene como resultado 1I1 depósito excesivo de moléculas de la matriz extracelular . Una 

caracteristica fundamental de esta enfermedad es la presencia de focos de 

fibroblastos/miofibrolastos ampliamente dispersos por todo el parénquima pulmonar 

(Selman, 2005). 

Los fibroblastos representan el tipo cehJar más abtndante en los tejidos conecti\oUs no 

cartilaginosos y participan de manera crucial en su fisiopatologia. Estas células 

participan en la remodelación de la matriz extracelular mediante la producción de 

diversas enzimas de la familia de las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs, 

del inglés: matrix metalloproteinases), tales como la gelatinasa A (MMP-2), 

estrome~sinas y la colagenasa intersticial (MMP-1); diferentes estudios muestra n que 

esta última es una enzima que se encuentra sobre-expresada en patologías como el 

cáncer, la artritis reumatoide, el enfisema pulmonar y la fibrosis pulmonar (Kuhn, 1991). 

Se ha demostrado que la activación de las enzimas pertenecientes a la familia de las 

proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPK, del inglés mitogen-activate protein 

kinases) desempeñan un papel muy importante en la regulación de la expresión de la 

MMP-1 . Los factores de crecimiento de fibroblastos , son pequeños polipéptidos, que 

tienen en común ciertas características estruch . .-ales y se l.I1en a receptores 

especificos de activ;dad cinasa de tirosina con ayuda de moléculas semeja ntes a 

heparina, induciendo así la dimerización del receptor y su acti vación para finalmente 

desencadenar una serie de señales en cascada (PO"Ner8, 2(00 ). 

Existen estudios que sugieren que el factor de crecimiento de fibroblastos-1 (FGF-1), 

puede desempeñar un papel protector para la fibrosis, debido a que ejerce un efecto 

antifibrosante sobre fibroblastos derivados de pulmón ya que disminuye la síntesis de 

colágena e incrementa la expresión de la colagenasa intersticial (Becenil, 1999) . Sin 

embargo, la vía de seña lización utilizada por el FGF-1 , Y gracias al cual pOdrían 

realizarse una mayor cantidad de estudios en contra de la fibrosis pulmonar, no ha sido 

dilucidada. 
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FIBROSIS PULMONAR IDIOPATlCA 

Enfermedades pulmonares intersticiales difusas 

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) constituye n un grupo 

heterogéneo de padecimientos, que presentan manifestaciones clínicas, radiológicas y 

funciona les respi rato rias comunes, que afectan a las estructuras a l veo lo ~ i n tersti ciales 

del pulmón y a menudo, a las pequeñas vías áreas y la vasculatura pulmonar (Ancochea, 

2004). Estas enfe rmedades tienen como resultado final el depósito excesivo de 

moléculas de matriz extrace lular que abarca de manera difusa al intersticio pulmonar, 

espacios intraalveolares (intraluminales) y en algunos casos, comprome te inclusive las 

vías aéreas periféricas. En va rias de estas patologias se han identificado los age ntes 

etiológicos, que pueden ser físicos , químicos y biológicos; sin embargo, cuama es de 

causa desconocida se denomina como fibrosis pulmonar idiopática (FPI) o neumo nía 

intersticia l usual (NIU ) (Selman. 1996) . 

Fibrosis pulmonar idiopática (FPI) 

La EPID más agresiva es la denominada fibrosis pulmonar idiopática. Esta 

enfermedad es progresiva, irreversible, incapacitante y letal, esto debido a que atrofia 

la capacidad del pulmón para realizar el intercambio gaseoso correctamente . La FP I se 

caracteriza por una marcada presencia de focos de fibroblastos/miofibloblastos 

ampliamente dispersos por todo el parénquima pulmona r y un incremento en la 

respuesta a citocinas fibrogénicas. En esta patologla , los fibroblastos y miofibroblastos 

producen cantidades exageradas de moléculas de la matriz extracelular, especia lmente 

fibras de colágenas (Montero, 2006; Ramos. 20(1). 

Durante el desarrollo de la fibrosis pulmonar se ha demostrado un incremento en la 

producción de procolagenasa , la activación de la misma, el increme nto en la expresión 

de irtlibidores tisulares de metaloproteinasas y la susceptibi lidad de la colágena a la 

degradación por parte de la enzima en el pulmón (Pa rdo. 1992). 
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Tradicionalmente se ha considerado que en la FPI ocurren cua tro eventos: un daño o 

agresión inicial en el epitelio alveolar vascular, una respuesta inflamatoria que afecta el 

intersticio ya los espacios alveola res. una fase caracteri zada por la proliferación de 

fibroblastos y fi nalmente una remodelación anormal con depósito exagerado de 

moleculas de matri z extracelular, en especial de colágenas tipo I y 111 (figura 1) (Selman, 

1996; Sheppard, 1992). Sin embargo recientes estudios difieren de la propuesta tradicional 

en donde la FPI es precedida por la inflamación y recientemente se ha suge rido que la 

FPI es una patología no inflamatoria que resulta de un proceso que involucra daño en 

los epi telios alveolares y la remodelació n anorma l del tejido alrededor de los sitios de 

lesión, en donde se forman los focos de fibroblastos/miofibroba lstos (Montero, 2006). 

MigaciOn/proliler3CiOn 
de fibrobLastos 

;¡;7 
--",,- TGF.p 

DafIQIactivaci6n epitelial 

MIoflbroblaslOS 

e TGf.P 

CTGf 

Q LTiPG 
ET· \ 

FiCIa"a 1. Seruenda para el desa rrollode la fibrosis pul mona r idiop.Atica: 1 . Lesión ¡nioalal e nI!) mo 
alo,eola r, 2. Uberación de citocinas inftamatorias, 3. Proliferación e~cesi\6 de fibroblastos, 4. 

Remodelaci6n anOrm:l1 de la estructura pulmonar debido al desequilibrio de moIeCIJlas de la 

matriz utracelular. -Ima gen e_tlaida de : Selman M. Navarro C. V Ga_iota M. (2005) Flblmis 

pulmonarldiopá ti ca :e n busca de un trata miento efi ca l. Arch 8ronconevmol, 41 (Su piS): IS· 

Debido a ello, se han postulado al menos 2 diferentes vías para el desarrollo de la 

fibrosis pulmonar, la via inflamatoria, que participa en las enfermedades pulmonares 

intersticiales difusas asociadas al uso de diferentes medicamentos, exposición a 

agentes ocupacionales y/o ambientales y enfermedades autoi nmunes entre otras; y por 
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otra parte la vía epitelial-fibroblástica que participa en la patogénia de la FPI. Sin 

embargo la hipótesis más aceptada, sostiene que la fibrosis es precedida y provocada 

por un proceso inflamatorio crónico que daña el tejido pulmonar, el daño a los epitelios 

provoca la liberación de moléculas quimioatrayentes y moléculas de adhesión que 

favorecen el reclutamiento de células inflamatorias, incluyendo macrófagos, neutrófilos, 

linfocitos y eosinófi los (Selman, 2001), Los focos de fibroblastos, distribuidos ampliamente 

en el parénquma pulmonar, se comportan como peque ñas áreas de lesiones 

pulmonares agt.das, que proliferan yen un intento de reparar el daño alveolar producen 

grandes cantidades de COlágena, contribuyendo así a la acumulación de moléculas de 

la matriz extracelular que dañan los alveolos (Gauldie, 1992). As í mismo, la remodelación 

anonnal que se observa en la matriz extracelular de los pulmones de pacientes con FPI 

es, al menos en parte, debido a un desequlibrio entre algunas MMPs como la 

colagenasa intersticial (MMP-1) o las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 , Y sus inhibidores 

(Kuhn, 1991). 

En el desarrollo de la fibrosis pulmonar están implicadas diversas ci tocinas como la L-

8, el PDGF (del inglés: platele t derived growth factor) y algunas quimiocinas (subfamilia 

de citocinas caracterizadas por tener una región conservada de 4 cisteínas en grupos 

de dos de alta actividad quimioláctica, ligadas principalmente a procesos inflamatorios) 

entre las que destacan la CCL17. CCL22. CCL2. y CCL3 (tabla 1) (Gauldie. 1993). La 

proliferación de fibroblastos y la producción de moléculas de la matriz extracelular es 

iniciada y sostenida por una cascada de citocinas inducidas por el TNF-a (de l ing lés: 

tumor necrosis factor-a) y que incluye a las inter)eucinas (1L-1a. IL - 1 ~) Y TGF - ~. (del 

inglés: tumor growth facto r - ~) (Agostini , 2006; Senties, 20(5). 

Tratamiento contra la Fibros is pulmonar Idiopática 

Debido a que la hipótesis más aceptada sostiene que la FPI es precedida por un 

proceso inflamatorio, el tratamiento trad icional de esta enfermedad implica elevadas 

dosis de corticosteroides por un tiempo prolongado, ya sean solos o en combinación 

con medicamentos irmunosl4'resores o ci totóxicos como la azatioprina y 

ciclofosfamida. Por desgracia ninglK'lO de esos fánnacos ha demostrado se r realmente 

úti l a la hora de mejorar el pronóstico de la mayoria de los pacientes (Raghu, 1991). 
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TABLA 1. CITOCINAS INVOLUCR.ADAS EN LA PATOGENESIS DE LAFIBROSIS PULMJNAR IDIOPATICA 

Citocina/Quimiocina 

Il-l 

TNF-a 

T G F-~ 

PDGF 

CCl2, CCl3 

CCl17 

CX Cl 9, CX Cll0 

Fuente 

Macrófagos 

Macrófagos 
Linfocitos 
Células Epiteliales 

Macrófagos 
Células Epiteliales 
Células Endoteliales 

Macrófagos 
Fibroblastos 
Células Endoteliales 
Células Epiteliales 

Macrófagos 
Linfocitos 
Fibroblastos 

Macrófagos 
Células Epiteliales 
Células Dendriticas 

Macrófagos 
Fibroblastos 
Células Endoteliales 

Efecto 

Inflamación, Proliferación 
fibroblástica, secreción de PDGF 

Proliferación fibroblástica , secreción 
de citocinas profibróticas y 
proinflamatorias (TGF-I3, IL-1 , IL-6, 
PDGF) 

Reclutamiento 
fibroblastos 
diferenciación 
miofibroblastos, 
angiogénesis 

y activación de 
y monocitos, 

de fibroblastos a 
estmulación de 

Proliferación fibroblástlca 

Reclutamiento de monocitos 
Secreción de citoc:inas profibróticas 

Reclutamiento 
monocitos 

de linfocitos 

Inhibición de angiogénesis 
secreción de IFN-y 

y 

AbreYiaci ones: ligaodo roo domioio ce. CXCL: ligaodos ro o domioio cxe. PDGF: Factor de Crecimieoto deriwdo de 

Plaquetas, IFN-V: loterferóo Gamma, I L: 10teo1 eud na, TGF-a: Factor Beta de Traosformad60 del credmieolO, TNF-Q: Factor 

de Necrosis Tumoral ~fa . í~ JCt o eJCtroido de: Aflost;o; Cy Gurriefi C. (1006) Chemokioe/CV'okioe Co<ktai l io Idiopathic 

pulmonary fi bros is. Proc Am Thcxoc Soc, 3: 359
M 
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La maj()r parte de los estudios que han valorado la eficacia de \os fármacos utilizados 

en contra de la FPI son controvertidos, y han incluido, con toda probabi lidad a 

pacientes con otros tipos de neumonías intersticiales menos radica les. De las 

estrategias terapéuticas actuales, la única que ha demostrado ser útil para me;orar 

ligeramente el pronóstico, es la asociación de prednisona y azatioprina (Raghu, 1991). 

Nuevas Estrategias Terapéutícas 

Los ensayos clinicos actuales se basan en medicamentos dirigidos contra mediadores 

biológicos que actúan sobre el epitelio y \os fibroblastos, como el TGF-~1 y sustancias 

inhibidoras de la síntesis de colágena. En este contexto, existen determinadas lineas 

de trabajo que se proponen como posibles tratamientos en contra de la FPt, como \o 

son el inlerferon gamma. fármacos anti receptor de TNF-a , N-acetilcisteina , entre otros 

(Selman.2oo1). 

- Interteron gamma (IFN-y) . El IFN-y es una citocina endógena que tiene efectos 

antifibroticos. antiinfecciosos. antiproliferati'llOs e inmunomoduladores. En la FPI existe 

un desequilibrio entre las citocinas producidas por los li nfocitos colaboradores 2 (Th2) Y 

las producidas por los linfocitos colaboradores 1 (Th1) a fa'llOr de las primeras. El IFN- Y 

anera este cociente a fa'llOr de los linfocitos Th1 . En estudios in vitro y con modelos 

animales se ha demostrado que el IFN-y inhibe la prOliferación de los fibroblastos, el 

depósito de matriz extracelular y la síntesis de colágena que se debe en parte a su 

capacidad para bloquear el TGF-j3 (Montero. 2(06). 

- Fármacos anti receptor de TNF-a. El TNF-a es una ci tocina multifuncional que parece 

tener algunas actividades profibróticas. Estudios experimentales, demuestran que la 

administración del receptor del TNF soluble recombinante atenúa la fibrosis inducida 

por bleomicina. además de que ratones deficientes del TNF-a prácticamente 00 

desarrollan fibrosi s por silice (Serman, 2005). 

- N-acetilcisteína (NAC) . Existen el.ñdencias que constatan la presencia de un 

desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes como parte de la patogenia de la fibrosis 
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pulmonar idiopática. En efecto, la fibrosis pulmonar idiopática se caracteriza por un 

estrés oxidativo excesivo en el tracto respiratorio inferior. Las concentraciones de 

glutatión (el mayor componente del sistema de defensa antioxidante del pulmón 

humano, que en condiciones nonnales, protege al tracto respiratorio inferior del estrés 

oxodativo) se encuentran reducidas de fonna importante en la superficie epitelial 

alveolar de los pacientes con FP I (Ancochea, 2004). 

- Pirfenidona. El efecto antifibrótico de la piñenidona ha quedado demostrado en 

diversos estudios tanto in vitre como en modelos animales. In vitro la piñenidona, 

inhibe la síntesis de colágena estimulada por el TGF-¡3, disminuye la formación de 

matriz extracelular y reduce la producción de citocinas fibrogénicas como el TNF-a, el 

TGF-¡3 y el factor de crecimiento derivado de plaquetas. En animales con fibrosis 

plimonar inducida por bleomicina se ha v;sto que la piñenidona disminuye el desarrollo 

de esta (Ancochea, 2004). 

- Factor de crecimiento de fibrotiastos acidico-1. Existen resultados que demuestran 

que el FGF-1 en combinación con heparina incrementa la expresión del mRNA de la 

MMP-1 , y disminuye la síntesis de colágena en fibroblastos de plAmón, acompañado de 

una disminución en la expresión de su mRNA (Becerril, 1999: Prudovsky, 2008). Esto 

sugiere que el FGF -1 puede desempeñar LI1 papel protector para la fibrosis debido a 

que ejerce un efecto antifibrosante sobre fibroblastos derivados de pulmón. 

Adicionalmente, el FGF-1 y su receptor se sobre-expresan en la fibrosis plAmonar, 

particularmente en si tios donde no hay lesión (Banios, 1997). 

Matriz Extracefular 

La matriz extracelular está fonnada por un conjunto de macromoléculas, que se 

localizan entre células de un determinado tejido o en el lado externo de la membrana 

plasmática de las células. Estos componentes son en general producidos por las 

mismas células o son aportados por la corriente sang uínea. En ambos casos forman el 

medio donde las células sobrev; ven, se multiplican y desempeñan sus funciones. Las 

macromoléculas que constituyen la matriz extrace lular so n de cuatro tipos: (1) sistema 
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elástico, (2) proteoglicanos, (3) glicoprote ínas multifuncionales (Iaminina, fibronectina, 

tenasci na, trombospondina entre otras) y (4) sistema de colágenas (Susuki, 2004). 

1. El sistema elástico está formado por elastina , que es un polimero inso luble, 

constituido por moléculas solubles de tropoelastina, y por una glicoproteína 

denominada fi brili na. La tropoelastina está formada por cadenas de pOlipéptidos de 

aproximadamente 800 residoos de aminoácidos derivados de la lisina y denominados 

desmosina e isodesmosina. Durante e l proceso de desarrollo de una fibra elás ti ca, el 

componente fibrilar es el primero en formarse, seguido de depósitos de elastina, 

probablemente debido a una interacción iónica entre la elastina y la superficie 

microfibrilar, como consecuencia de sus cargas opuestas. La cadena de tropoe lastina 

es sintetizada en el retículo endoplasmático rugoso, donde inicia lmente se produce la 

formación de una secuencia con 20 residoos. De esta secuencia parece formarse dos 

tipos de tropoelastina , denominadas tropoelastina A, que posee un peso molecular de 

aproximadamente 70 KDa, y tropoelasti na B, la cua l tiene un peso estimado de 73 KDa 

(Solero. 2007). 

2. Los proteoglicanos son complejos de macromo léculas formados por la asociación 

covalente entre cadenas po lipeptK:ficas y glicosaminoglicanos . Estas últimas se forma n 

de polímeros de unidades de disacáridos (hexosamina más ácido hexaúronico). El 

núcleo proteico de los diferentes proteoglicanos varía de peso molecular, de 19 a 500 

KDa. La función de los proteoglicanos es contribuir a la adhesiv;dad celular mediante 

su interacción con la supe rfi cie celula r y con otros componentes matri cia les. El 

sindecan, por ejemplo, proteoglicano de la membrana ce lular, transmite señales a 

proteínas transmemb rana les, como las integrinas, que a su vez interactúan con el 

citoesqueleto , el cual facilita la interacción de los filame ntos de actina (Iozzo, 1998). 

3. Las glicoproteinas son proteínas multifuncionales y las más importantes encontradas 

en la matriz extracelular son: fibronectina (F N), laminina (LN), tenascina (TN) y 

trombospondina (TB). Para cumpli r con sus funciones estas moléculas necesitan de 
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otras molécuas que sirven de unión entre la matriz extracelular y el citoesqueleto 

celular, como son: las integrinas , las caderinas, las inmuooglobulinas y las selectinas 

(Arenas, 2004) . 

4. El sistema de colágenas resulta de la asociación de tres cadenas polipeptídicas con 

una formación caracteristica de triple hétice . Además de la triple hélice, las colágenas 

poseen dominios glob ulares, que le co nfieren flexibilidad y especificidad a las 

moléculas que los poseen. 

Actua lmente se coooce n ap roximadame nte 27 tipos de co lágenas y han sido 

clasificadas dependiendo su tipo de agregación en colágenas fibrilares y co lágenas 00 

fibrilares. 

La colágena tipo I es un heterotrímero formado por dos cadenas 01(1) Y una cadena 

02(1) de aproximadamente 300 nm. La triple hélice es particularmente resistente a la 

degradación de la ma}Qra de las proteinasas con excepción de las co lagenasas . Las 

colágenas son sintetizadas por fi broblastos, osteoblastos y odontob lastos en donde 

residuos específicos de prolina y lisina son hidroxilados para formar hidroxiprolina e 

hidroxi lisina respectivamente que junto co n otras cadenas forman puentes de 

hidrógeno para generar la estructura de triple hélice de pro-colágena (Kadler, 1997). Las 

pro-<;olágenas son secretadas por los fibroblastos a tra vés del aparato de Golgi donde 

los propéptidos N-terminal y e-terminal son cortados por proteasas específicas. Las 

moléculas de COlágena maduras se agregan para formar fibras de COlágena ma }Qres y 

ayu::tar a formar la matri z extracelular junto con otras moléculas, se encuentra 

principalmente en la dermis, tendones, en la lámina propia de las mucosas yen la 

placenta se localiza a nivel del estroma velloso (Ghosh, 2002) . La colágena tipo-1 es la 

molécula más abundante y participa en los procesos de inflamación crónica y fibrosis, 

sustituyendo los tejidos parenquimatosos (Woessner, 2001) . 

El catabolismo de la colágena se realiza por un conjunto de enzimas proteolíticas del 

g~ de las metaloproteinasas, las cuales son producidas por los fibroblastos Y otros 

tipos celulares y liberadas al medio extracelular, donde actúan sobre las fibras de 
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colágena y producen su degradación. Estas enzimas se denominan en conjunto 

metaloproteinasas de matriz extracelular. Hasta el momento se han identificado y 

clasificado cerca de vei nte (Woessner, 2(01) . 

Meta/oproteinasas de matriz extra celula r 

Las MMPs son importantes para el desarrollo del ambiente celu lar requerido durante el 

desarrollo y la morfogenesis. La remodelación de la matriz extracelular interviene en el 

inicio y la progresión de una gran variedad de condiciones fisiológicas normales, como 

el desarrollo embrionario y la reparación de tejidos, esta remodelación es llevada a 

cabo principalmente gracias al equilibrio de moléculas como gelatinas, colágenas y 

otras (Eruman, 2007). 

Las MMPs o también llamadas colectivamente matrixinas, son una familia de más de 

20 endopeptidasas extracelulares que contiene 2n2
-+ en su sitio activo y requieren de 

Ca2
+ para su catá lisis (Jinnin, 2005). Estas metaloenzimas degradan a los diversos 

componentes de la matriz extracelular tanto en su forma nativa como desnaturalizada , 

además de otras moléculas incluyendo factores de crecimiento , inhibidores de 

proteasas, citocinas, factores de coagulación y moléculas de adhesión celular 

(Willenbrock, 1994). 

Las MMPs se dividen en familias dependiendo de la especificidad hacia su sustrato, 

similitud en la secuencia de sus aminoácidos y la organización de sus dominios. Las 

MMPs de los vertebrados, se dividen principalmente en cinco grupos (tabla 2)(Nagase, 

1999). 

La estructura básica de las MMPs presenta una serie de dominios característicos: un 

péptido señal que dirige la secreción al exterior de la célula, un propéptido que 

mantiene a la enzima inactiva hasta que sufre un corte proteolítico y un dominio 

catalítico carboxilico terminal que une zinc (Alkinson, 20(0) . Sobre esta estructura básica, 

aparecen diversas variantes, como un dominio de tipo hemopexina que regula la 

especificidad del sustrato y las interacciones con los inhibidores endógenos, o un 
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dominio transmembranal en el caso de las MMPs asociadas a la membrana plasmática 

(figua 2) (Visse, 2003; Hemmann, 2007). 

TABLA 2. CLASIFICACióN DE LAS METAlOPROTEINASAS 

Enzima 

1. Colagenasas 

Colagenasa 1 

Colagenasa 2 
Colagenasa 3 

Gelatinasa -A 
Gelatinasa -B 

2. Estromelisinas 

Estranelisina 1 

Estranelisina 2 
Estrcrnelisina 3 

M"" 

M""-1 

MMP-8 
MMP-13 

M""-2 
MW-9 

M""-3 

MMP-10 
MMP-11 

3. MN'P's de Wembrana 
MT-MMP-1 MMP-14 
MT-MMP-2 M""-15 
MT-MMP-3 MMP-16 
MT-MMP-5 MMP-24 

4. Matrilisinas 

Matrilisina 1 
Matrilisina 2 

5. Otras 

Enamelisina 

XMMP 

CMMP 

Epilisina 

MMP-7 
MMP-26 

M""-20 

MW-21 

MW-27 

M""-28 

Sustrato 

Colágena 1, 11, 111 , VII, V III Y X, proteoglicanos, MMP-2, 
M""-9 
Colágena 1, 11 , 111 , V, V II , V III Y X, gelatina , proteoglicanos 
Colágena 1, 11, 111 Y IV, ge latina, proteoglicanos, PAI-2 

Gelatina, colágena 1, IV, V, VII , X, X I Y X IV, elastina 
Gelatina, colágena IV, V , VII Y X, elastina 

Colágena 111, IV, IX, X gelatina, MMP-1 , MMP-7, MN'P-8, 
MW-9 
Colágena 111, IVyV, gelatina, caseína, MMP-1, MMP-B 
desconocido 

Colágena 1, 11, 111 , gelatina, MMP-2 y MMP-13 
MtvP-2, gelatina 
M""-2 

Colágena IVy X, ge latina, fibronectina, laminita 
Colágena IV , fibronectina , fibrinógeno, gelatina 

Amelogenina 

Desconocido 

Desconocido 

Caseina 

"Texto extr¡¡ido de: Visse R, '1 Nól g;¡se H, POO8) Mólll1x Woetalloproteinases ilnd ti ssue inhibilOlS o f metallop toteinases. o" 
Res. 92: 829· 
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La MMP-1 denominada también colagenasa-1 o colagenasa intersticial, es exp resada 

en su forma latente o zimógeno con un peso aproximado de 52 KDa, generalmente 

está relacionada con el desarrollo fisiológico, la morfogénesis ti sular y la cicatrización 

de heridas. Además de los fibroblastos, muchas otras cé lulas como queratinocitos, 

células erdoteliales y macrófagos producen la MMP-1 (Cuadros, 2004). 

La MMP-' es ercargada de degradar la colágena tipo 1, 11 Y 111 como parte del 

remodelamiento de la matriz extracelular, aunque también es responsable de la 

degradación de otras moléculas que no pertenecen a la matriz extracelular y moléculas 

de superficie celular (Matsumura, 2004). Adicionalmente, la función de las MMPs deperde 

de la interacción con sus inhibidores erdógenos, los TIMP. Los TIMPs son las 

principales moléclJas que reglian la actividad de las MMPs en el microambiente tisular 

y hasta la fecha se han caracteri zado 4 miembros (TIMP 1-4) (Gomez, 1991). 

MMP 
7,26 0 "'" 1 Ca. I'!nl ) 

1.3,8,10 0 "'" 1 Ca. I'!nl ~ 12,13.18 
19.20.21 

( f.~ 
2,' 0 "'" ~ X CM 

" 0 "'" EX c.. I'!nl ~ 
11.28 0 "'" X c.. I'!nl ~ 
14,15 0 "'" X c.. I'!nl ~ 16,24 

17.25 0 "'" X c..@ ~ 

23 (s- m( o.. @ e ~ ) 

FlI.n 1. ESlructuQ de lu diferentes bmirias de metillroproteinasas. B nombre de ros diferentes 

dorrinios R Indica ~ continuaCión: S, péptido; Pro, p,.ptido; 011, dominio catilllitico; Zn, sitio 

n ti>o de zinc; Hp)(, l!emopui". ; Fn, dominio fibronecti". ; 11, Insel'b vitlQOecti". ; 1, dominio 

transmemblllnal tipo 1; 11, dominio tr.lnsmembranal tipo 11; G, gtloosilfosfatidilillOsitol; ep, dominio 

cilOplas~tioo; CJ. región de astern", 18, dominio semejante" Inmunoglobolina G. 
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Estas prote ínas tienen característi cas similares en su estructura, pero cada una 

muestra rasgos distintivos en sus propiedades bioquímicas y patrones de exp resión. 

Sus moléculas tienen un peso de entre 21-29 KOa y su estructura es simi lar entre el37 

y eI51%. Una caracteristica importante de los TIMPs es la presencia de 12 residuos de 

Cys altamente conservados que se unen y forman seis puentes de disulfuro 

intracadena que determinan una estructura con dos dominios: e l dominio amino­

terminal y el dominio carboxi lo-termina l. Los TIMPs son secretados por una gran 

variedad de células, incluyendo fibroblastos, macrófagos y células epi teliales (Baker. 

2(02). 

El TIMP-1 es una glicoproteina de un peso aproximado de 28.5 KOa que cuenta con un 

gran número de puentes de disLifuro que hace a la molécula resistente bajo 

condiciones extremas de temperatura y pH. Cada molécula de TlMP se une en una 

relación 1:1 de forma no covalente con moléculas activas de MMPs, inhibiendo de esta 

forma la ac ti'llidad proteolitica de estas enzimas, además TlMP-1 puede formar 

complejos con moléculas pro-MMP-9. La importancia del dominio N-te rminal en su 

acti'llidad es demostrada por el hecho de que mutaciones puntuales en esta región de 

la prote ¡na inhabilitan su capacidad de inhibir MMPs. Existen múltiples sitios dentro 

dominio N-terminal que resultan fundame ntales para su interacción con las MMPs, 

como por ejemplo se ha demostrado que son cruciales los residuos adyacentes al 

puente de disu~lXo Cys-1-Cys-70 para la actividad inl-Obitoria de TIMP-1 (WL<tz. 20(5). 

El desequilibrio entre las metaloproteinasas y sus inhibidores tiene implicaciones en la 

remodelación de la matriz extracelular y en diversos fenóme nos asociados como la 

apoptosis epitelial y la migración celular, como es el caso de los fibroblastos en la 

fibrosis pulmonar idiopática en donde se encuentra sobreexpresada (Xaubet, 2007). 
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Fibroblastos 

Los fibroblastos son células que representan el tipo celular más abundante en los 

tejidos conectivos no cartilaginosos. sin embargo hay diferencias en términos de 

estructura . fisiologia. comportamiento. función y antígenos de superficie (Oyliale .... 2003). 

Los fibroblastos son de forma fusiforme o de huso. con un diámetro aproximado de 

261Jm. prese ntan actinas a. ~ y y en su citoesquele to. y un patrón de organelos típico 

de una célula secretora . es decir retK:ulo endoplasmico y un aparato de Golgi 

desarrollado (Ramos, 2004) . 

Entre las funciones que desarrollan los fibroblastos, se encuentra el remodelamiento de 

la matriz extracelular, mediante la producción de diversas moléculas incluyendo a la 

MMP-1 , MMP-2 proteoglicanasas, glicosaminiglicanasas, TIMPs y los factores de 

crecimiento. Por otra parte , interaccionan con diversas células locales e inflamatorias, a 

través de diferentes tipos de mensajes químicos como las quimiocinas. neuropéptidos y 

diversos factores de crecimiento (Akamine. 1992). 

Factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) 

Los factores de crecimiento de los fibroblastos son pequeños polipéptidos que 

comparten entre si. caracteristicas estructurales y la mayoría de ellos tienen atta avidez 

por su unión a heparina. Muchos FGFs contienen péptidos seña l para su secreción en 

un ambiente extracelular, donde puede n unirse a sulfato de heparina, hepari na , o 

glicosaminoglicanos de la matriz extracelular. Los FGFs se unen a receptores 

específicos conocidos como receptores de factores de crecimiento de fibroblastos 

(FGFR, del inglés: fibroblast growth factor receptors) a través de glicosaminog licanos, 

logrando así la dimerización y la activación de los receptores, para finalmente 

desencadenar una serie de transducción de señales dentro de la céltJa . Algunos 

FGFs, son potentes factores angiogénicos y muchos de ellos juega n papeles 

importantes en el desarrollo embrionario y la cicatrización. La señalización provocada 

por los FGFs al parecer, también juega un papel importante en el desarrollo de tumores 

y la angiogénesis, mientras que la señalización autocrina de los mismos puede ser de 
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particular importancia en la prog resión de canceres dependientes de oormonas 

esteroideas (POwefS, 20(0). 

A la fecha, se han descubierto más de 20 FGFs diferentes, que so n nombrados 

consecuti vamente. Los FGFs inducen principalmente actividad mitogénica, 

quimiotáctica y angiogénica en las células sobre las que actúa n, pero también pueden 

inducir diferenciación y síntesis de proteínas . El FGF-l es el primer miembro de esta 

fami lia yes el prototipo de estos factores . El FGF-l ha sido ampliamente caracterizado 

a nivel biológico y molecular. Este factor consta de una simple cadena de polipéptidos 

formada con 155 aminoácidos con un peso molecular aproximada de 17 KDa, 

codificados por una sola copia del gen localizado en el cromoso ma 3. El FGF-l , es un 

potente factor angiogénico, inductor de proliferación, diferenciación, y otras actividades 

celulares en células endote~ales, meserx:¡uimales, fibroblastos entre otras . Debido a 

que el FGF-1 está presente en la matriz extracehAar en asociación con los 

glicosaminoglicanos se ha sl.gerido que puede actuar como regulador local para el 

crecimiento y diferenciación ce lular durante procesos fisiológicos tales como la 

embriogénesis, angiogenesis y d ura nte la reparació n ti sula r (Becerril , 1999). 

Receptores de 105 factores de crecimiento de fibroblastos (RFGFs) 

Existen 4 difere ntes receptores asociados a los FGFs denominados numéri camente 

desde FGFR-l hasta FGFR-4, con una similitud de l 55% al 72% en la composición de 

sus aminoácidos, teniendo en común que para la activación de los dominios de 

actilJidad cinasa de tirosina que lo conforman, es necesaria una dimerizaci6n. Los 

FGFRs son proteínas transmembranales, que contiene n 3 dominios extracelulares 

simi lares a Ig (designados 191, Ig lI , 191I1), una región acidica entre Igl e 19111, un domino 

transmembrana l y una región intracelular con dominios cinasa de tirosina (figura 3) 

(Klint, 1999). 
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FiSura 3 . ES l ructura del FGFR-l. la eS !I\ICIU I(I es similar pa ra los otros 4 receptores . El 

dominio extracelula r IEQ puede ~ta r formado por dos dominios!lg 11 , 18 111 1, o tres (lgI. 

Igll, 18111) dominios similares a inmunoglobilina Ig. seguido de una pane 

ttansmembr.lnal (TM), un dominio yuxtamembranal (JM), un dominio on¡¡sa (m) 

di>4dido por un pequeoo Inseno tinasa, y un una parte e-terminal ((T). l.ol nYme~ 

man:adosindicanlos residuos de ti rosina. 

Se ha demostrado que los dominios IgII e 19 111 , juegan un papel importante para la 

unión de los FGFs y posterior dimerización de los receptores con una estructura final 

de dos receptores unidos por una molécula de FGF que interacciona con los dominios 

Ig (figura 4).Sin embargo, las interacciones entre FGF y el FGFR no so n suficientes 

para estabilizar los dímeros de FGFR en la superficie celu lar bajos condiciones 

fisiológicamente normales . La heparina o el sulfato de heparina es esencial para la 

estabi lización de dichos complejos, ya que se une a residuos de lisina y arginia 

cargados positivamente que se extienden a través de los dominios gil de los dos 

receptores contigoos a la molécLia FGF (Schlessinger, 2000). 

La Iongitoo total del dominio extracelular del FGFR, contiene también, un dominio Igl y 

un dominio de residuos ácidos conocido como -caja ácida-, que funciona como 

conector entre 19 1, e 19 11 . Ni el dominio 191, ni la caja ácida , son requeridos para la unión 

del FGF co n el receptor, de hecho la supresión del dominio IgI y la caja ácida, 

refuerza n la unión de l complejo. Diversos estooios han demostrado, que el propósito 

final de estos dos factores tiene una fl.Jl"K:ión en la formación del complejo FGF -FGFR 
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Se piensa que la caja ácida, puede unirse intra-molecularme nte al sitio de unión de la 

heparina 1911, compi tiendo asicon la heparina (Plotnikov, 2000). 

Y46 3P 

YS83PfY585P 

Y553PI"654P 

Y730P 

Y766P 

Y583PIY585P 

Y6S3PIY6S4P 

Flcura 4. Es tru tb.J ra fOlTflilda entre FG F ysu re teptor pa ra su aai>6dón y dime rilildÓn. 

Similarmente 191, podria interactuar intramolecularmente, con el siti o de unión del 

ligando en Ig lI e Ig 111 Y por lo tanto i nterferir en la formación del co mplejo FGF -FGFR. 

Esta autoinhibición, tendría la función de controlar la activació n de FGFR independiente 

de FGF por algún glucosaminoglicano que so n abundantes en la matriz extrace lular de 

la célula. De acuerdo a esta teoría , el dominio extracelular de FGFR, tiene una función 

imibitoria además de su papel en la activación del receptor (Schlessinger, 2000). 

El modelo propuesto sobre la formación del complejo FGF-FGFR, con aywa de 

moléculas similares a heparina , se lleva a cabo en dos pasos: primero la molécula de 

heparina recluta FGFs a la superficie de las células, incrementando as í su 

concentración y logrando que la activación de los receptores sea más favorable 

termodinámicamente. El seg undo paso consiste en el cambio de conformación que 

logra la heparina sobre el FGF yel receptor logrando as í su unión y la formación del 

complejo . Las moléculas semejantes a heparina permanecen unidas al complejo para 

lograr la estabi lidad y dar paso a las señali zaciones (figura 5). 

25 



Los receptores de FGFs, como otros receptores tirosin-cinasas, transmiten señales 

extracelulares por medio de transducción de señales asociadas a la fosforilación de 

residuos de tirosina, seg uidos de la unión del ligando y su posterior dimerización, los 

receptores son capaces de fosforilar residuos de tirosina especificas propios o de 

algunas otras moléculas (Mala rkey, 1995). 

Fisura S. Formadón del complep FGF.fGFR con a yud¡I de una moIéwla iimilar a 

heparina. Rbroblast Growth Factor (FGF), HtGAG (Heparine-like 

glycosaminoglycan),lg (dominios similares a Inmunoglobillna). 

El receptor una vez autofosforilado interactúa con proteínas adaptadoras Src de 

homologia-2, (Src homology 2: SH-2), llamadas asl debido a su similaridad en la 

secuencia de regiones no catalíticas de la familia de las proteínas Src. Las 

características estructurales que determinan la especificidad de la unión a los dominios 

SH2 a los receptores de los FGFs, ha n sido recientemente identificadas; la 

cristalografía de raJ'Os X demuestra, que el residoo de arginina 175, es un aminoácido 

críti co en la interacción del grupo fosfato con un residuo tirosina, este aminoácido es 

conservado en todos los grupos SH-2 (Mercer, 2004). 

Los dominios SH-2 reconocen tirosinas fosforiladas y penniten a las proteínas que los 

presentan unirse a los receptores tirosina cinasa activados, as í como a otras prote ínas 

señales intracelulares que haya n sido fosforiladas transitoriamente sobre tirosinas. 

Estas proteínas adaptadoras (Src) que unen receptores acti vados a otras moléculas 

intermediadoras, tales proteínas contienen dominios SH3 compuestos de 
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aproximadamente 60 residuos de aminoácidos . Estas pequeñas proteínas SH 

adaptadoras, no presentan actividad catalítica intrínseca y actúan acoplando proteínas 

fosforiladas en tirosinas, como los receptores tirosina cinasa activados, con otras 

proteínas que no tienen dominios SH2 - SH3 propios (Klinl. 1999). Los dominios SH3 

son vinculados a una amplia variedad de transducción en células estimuladas con FGF-

1, activando asi una cascada de proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK); 

estas proteínas se agrupan como cinasas de residuos serina/treonina encargadas de 

mediar la transducción desde la s~e rficie celular hasta el nUcleo (PIOInikov, 2000). 

Cascada de seña lización de la vía de proteinas cinasas activadas por Mltógenos (MAPK) 

Las células son capaces de reconocer y responder a estmulos extrace lulares debido a 

la activación de moléculas que se encuentran dentro de la célula, como cascadas de 

señali zación que permiten la activación de protelnas cinasas acti vadas por mi tógenos. 

Todas las células eucariotas poseen vías vinculadas a MAPK, que coordinan y regulan 

diversas actividades celulares, tales como la expresión de ciertos genes, mitosis, 

metabolismo, movi lidad, superviwncia, apoptosis y diferenciación (Roux, 2004). 

A la fecha se conocen 4 diferentes subfami lias de las MAPK: 

a. Proteínas cinasas reguladas por señales extracelulares (ERK) con dos isotormas 

conocidas (ERK1/2) 

b. Proteínas cinasas c-Jun amino terminal (JNK) co n tres isoformas (JNK112/3) 

c. Proleina p38 con 3 isofonTlas (a , ~ , y, 6) 

d. Prole inas ERKs, ERK 4, ERK 5 

Las vías de las MAPK mas estudiadas hasta el momento son la ERK, JNKlSTAT Y la 

familia p38. Las MAPK pueden ser acti vadas por una amplia variedad de diferentes 

estímulos, pero en general, la vía ERK es generalmente activada por factores de 

crecimiento y esteres de forbol, mientras que las vías JNK y p38 responden a estmulas 

generadores de estrés, como estrés osmótico y radiación ionizante y citacinas (Gary. 

2002). 

27 



Las subfamilias de las MAP cinasas, comparten ciertas características debido a que 

tienen un origen e\Qlutívo común. Cada subfamilia está compuesta de al menos tres 

diferentes proteínas cinasas secuenciales (figura 6) (Chow. 200 1): 

1. Una proteína final denominada MAP cinasa (MAPK), 

2. una proteína cinasa que precede a la MAP cinasa y la fosforila , denominada 

MAPKK 

3. una proteína inicial cinasa que fosforila a la proteína cinasa de la MAP cinasa, 

denominada MAPKKK 

Las MAPKKKs, son enzimas cinasas de serina-treonina que generalmente son 

activadas a través de la fosforilaci6n o como resultado de su interacción con una 

pequeña proteína unida a GTP de la familia de las RaslRho en respuesta a un estímuo 

extracelular (Mercer. 2004 l. 
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La activación de la MAPKKK, conlleva a la fosforilación y activación de las proteínas 

MAPKK, que a su vez. estimula la actividad de la MAPK a través de una doble 

fosfori lación en los residuos de treonina y tirosina en el subdominio V III. Una vez 

activada, la MAPK fosforila diferentes moléculas diana en residuos de treoni na , 

seguidos por una prolina (Malarkey, 1995) . Como se menciono anterionnente, cada 

subfamilia de la cascada de las MAPK, es conformada por proteínas especificas que 

son activadas secuencialmente, evitando de esta fonna el cruzamiento entre 

señali zaciones. El amplio alcance que tienen las proteínas MAPK, es regulado por 

medio de la fosfori lación sobre determinados sustratos ya su vezson reguladas a partir 

de otras moléculas como fosfolipasas, factores de transcripción y proteinas del 

citoesqueleto . Las MAPKs, también ca talizan la fosforilación y activación de proteínas 

cinasas, denominadas proteínas cinasas activadas por MAP cinasas (MKs), que 

representan una amplificación en la cascada de las MAPK (Seger, 1995). 

La familia de las MKs, compromete diferentes moléculas como: cinasa de la proteína 

S6 ribosomal de aproximadamente 90 KDa (RSKs, del inglés: Ribosomal S6 kinases), 

cinasas activadas por mitógenos y estrés (MSKs , del ing lés: mitogen a nd stress 

activated kinases), las cinasas que interactúan con MAPK (MNKs , del inglés : MAPK­

interacting kinases :), MAPK activadas por proteínas cinasas 2-3 (MAPKAP2 and 3, del 

inglés: MAPK-activated protein kinases 2 and 3) y MAPK activadas por proteínas 5 

cinasas (MAPKAP-K5. del inglés : MAPK-activated protein kinase 5). Las MKs. son 

cinasas relacionadas que controlan un amp lio espectro de funciones biológicas en 

respuesta a est imulos como los mitógenos (Roux P. 2004). 
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Planteamiento del Problema 

La fibrosis pulmonar es el resultado final de un grupo de padecimientos respiratorios 

que en su conjunto se definen como EPID. Estas enfermedades tienen como resultado 

final el depósito excesivo de moléculas de matriz extracelular en el intersticio pulmonar. 

Durante el desarrollo de la FPI existe una acumulación de fibroblastos en la zona 

dañada que conduce finalmente a una remodelación anormal de la estructura pulmonar 

(Selman, 2005). 

Durante décadas el tratamiento de la FPI ha ido encaminado a combatir la inflamación 

mediante el uso de glucocorticoides asociados a inmunosupresores como la azatioprina 

y ciclofosfamida. Por desgracia ninguno de esos fármacos ha demostrado ser 

realmente útil a la hora de mejorar el pronóstico de la mayoría de los pacientes (Raugh, 

1991). 

Existen esWios in vitro que sugieren que el FGF·1 puede tener efecto modulador en la 

acumulación de proteínas de la matriz extracelular como la colagenasa y la colágena 

(Becerril, 1999). Sin embargo, la vía de seña lización por medio la cual este factor produce 

un efecto antifibrosante en fibroblastos de pulmón no ha sido del todo dilucidada. Dicho 

mecanismo podría utilizarse para la rea lización de otros estud ios in vitro y modelos 

experimentales, para confirmar los efectos antifibrosantes del FGF·1 y así proponer un 

posible tratamiento contra la fibrosis pulmonar idiopática. 
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Objetivo General 

Determinar cuáles vías de seña lización utili za el FGF-1 para regula r la 

sobreexpresión de MMP-1 y el decremento de cOlágena en cu lti 'vOs de 

fi broblastos pulmonares. 

Objetivos Particulares 

Analizar mediante PCR en tiempo real e l efecto del FGF-1 sobre la expresió n de 

MMP-1, colágena y TIMP-1 en fibrob lastos de pulmón. 

Determinar la vía de señalización por la cual e l FGF-1 increme nta la expresión 

de MMP-1. 

Elucidar la via de señali zación por la cual e l FGF-1 disminuye la expresión de 

colágena e n fi broblas tos de pulmó n. 

Determinar las pro te ínas cinasas fosforiladas en la vía de señalización acti vada 

por el FGF-1 en la sobreexpresi6n de MMP-1. 

Examinar la fos fori lación de las posibles cinasas implicadas en la vía de 

señalización acti vada por e l FGF-1 en el increme nto de COlágena. 
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METODOLOGíA 

Cultivos celulares 

Se trabajó con una linea celular de fibroblastos normales procedente de un paciente del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respira torias ( INER). Los fibroblastos se crecieron 

en frascos de cult i~ de 75 cm2 con medio de cultivo de Ham (F-12) con penicilina (100 

U/mL], estreptomicina (100mg/mL] y 10% de suero fetal bovino, incubándose con una 

mezcla gaseosa de 5% C02! 95% aire a 3rC hasta lograr un 75% de confluencia . 

Posteriormente , las cé lulas se cosecharon con tripsina -EDTA lX (tri psi na 0.05 mg/mL 

0.02 mglmL de EDTA) y fueron sembradas en cajas de culti vo de 6 pozos. 

Tratamiento con FGF-1 + heparína e inhibidores 

Una vez que los culti vos alcanzaron el 75% de confluencia, se reti ró el medio, y las 

células se lavaron dos veces continuas co n un amortiguador de fosfatos sa lino 

(NaH,pO, 0.02 M, Na,HPO, 0.07M, NaCI 70mM) y posteriormenle se agregaron 4 mL 

de medio de culti \() de Ham (F-12), sin suero fetal bovino y se dejo durante 12 horas. 

TranscllTido este tiempo, se retiro el medio y se adicioro medio nuel,() sin sue ro con 

inlibidores para la vía de ERK [PD98059, 20~ MJ , la via de p38 [5 6203580, 1 O ~MJ Y la 

vía de JNKl5TAT [5 600125, 10 ~M ) (Badache, 2000; Wu. 2007; Chow, 2001 ; Bennett. 20(1). 

Después de transcurridos 30 minutos con los inhibidores. a los culti\-Q$ se les agregó 

FGF-l (20ng/mL) (R&D syslems Minneapolis, MN ), más heparina (100 ~g / mL) (Grado 

1-A de mucosa intestinal porcina , Sigma) y se dejaron incubando durante 24 horas . 

Obtención y purificación RNA total 

TranscllTido el tiempo de estimulación, se extrajo el RNA tota l utilizando para ello 

reacti\oQ Trizo l (ln'v'itrogen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante . Para cada 

pozo se utilizaron 800 ~ I del reactivo y el contenido fue transferido a tubos de 2 mL y se 

dejaron incubando por 5 minutos a temperatlXa ambiente . A cada tubo se agregaron 

200 !JI de cloroformo y se agitaron durante 15 segundos y se incubaron a temperatura 

ambiente por 3 minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm 

por 15 mirutos a 40 C. La mezcla se separó en dos fases, una fase acoosa sL,perior y 
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una fa se inferior de fenol-ck:lroformo; la fa se acoosa se transfirió a un nue\Q tubo, a la 

cual se le agregaron 500 !JI de isopropanol y se incubaron por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente las muestras se centnfugaron a 12000 x g, por 

10 minutos a 4" C. Se decanto el sobrenadante y se agregó 800 !JI de etanol al 75%, se 

centrifugó a 7500 x g por 5 minutos, se deca ntó el sobrenadante y se dejaron secar las 

muestras sobre papel absorbente durante aproximadamente 30 minutos . El RNA se re 

suspendió en 10 ~1 de agua lralada con DEPC (Dieülpirocarbonalo). El RNA se 

cuantifi có por medio de 1I1 espectrófotometro UV (Spectrophotometer Na roDrop ND -

1000) a una absorbaneia de 260nm. 

Síntesís ele ADN complementario (cDNA) 

El cONA se sintetizó por medio de transcripción reversa , utilizando el kit Advantage RT­

PCR (Ck>nlech, Palo Allo CA) de acuerdo a las i nslrucciones del fabri canle . Se colocó 

1!Jg de RNA de cada muestra en un tubo de 0.2 mL y se agregaron 2¡JI de una solución 

(DNAsa[500UJ, amortiguador 10X [1~ V mue s lra]), afrorandose a 10 ~I con agua DEPC. 

A cada una de las muestras, se agitó y centrifugó. Posteriormente, se incubaron las 

muestras por 15 min a temperatura ambiente y se añadió EDTA (1mM) y se incubaron 

las muestras por 10 min a 65"C y se añadieron 9¡JI a cada una de las muestras, de una 

solución (amortiguador 5X para la enzima M-M LV [4!Jl/muestra], H20 ~bre de nucleasas 

[4~l / mueslra] , 2.5 ~M de hexámeros al azar, 500 ~M de cada deoxinucleóüdo (d NTPs) 

enzima transcripalasa reversa lermoeslable (RT-MMLV) (1 ~I de M-MLV de 200 U / ~I 

Imuestra) \Qlumen final de 15!J1) y fueron incubadas en un te rmociciador por 60 min a 

37"C. al salir las muestras del termocilcador fueron almacenadas a -70"C hasta su uso . 

PCR en Tiempo Real 

Una vez sinteti zado el cONA se procedió a rea lizar PCR en tiempo real , utilizando el 

sistema i-Cycler iO Oetection System (BioRad, Hercules. CA). La reacción de 

amplificación se llevó a cabo con la técnica mutiplex utilizando sondas Taqman 

obtenidas de Applied Biosystems marcadas con fluróforos FAM (Sonda r1 8S 

[4333760F, eukaryolic 18SrRNA endogenous co nlrol], MMP-1 [HS 00899660_g1], 

colágena [HS 01076777 _ml], TlMP-l [NMOO-2421]). 
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La reacción de PCR en tiempo real fue realizada en las siguientes condiciones: 15¡J1 de 

mezcla reacción con los siguientes componentes a una conce ntración final de 2 mM 

MgCl" amortiguador de la enzima 10X, 0.2 mM dNTPs, 10 ~M Sonda Taqman, 1.25U 

Taq platinum, 2 ¡JI de cONA yagua libre de nucleasas necesaria para 15 ¡JI. Las 

condiciones de amplificación fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalización 

de 94°C durante 2 minutos seguido de 40 ciclos de 30 segundos en cada una de las 

siguientes temperaturas, desnaturalización a 94°C, alineamiento a 60°C, y elongación a 

72°C, seguido de un paso final de elongación de 72 oC durante 5 minutos. Se utilizó 

una curva estándar hecha a partir de diluciones seriales para cada uno de los genes 

(r18S, MMP-l , colágena, TIMP-1) Y se ampli fi caron con los iniciadores específicos de 

cada gen de interés. Tanto los estándares como los cONAs fueron amplificados por 

duplicado. Las ecuaciones de las curvas estándar se calcularon refiriérdose al ciclo 

umbral (CI), mientras que los resultados se expresaron como el número de copias de 

cada gen normalizado con el número de copias del RNA ribosomal18S. 

Extracción de proteínas 

Una vez transcurrido el tiempo de estimulación se procedió a extraer las proteínas 

retirando el medio Ham, los pozos de cultivo se lavaron 2 veces con amortiguador 

salino fro y las cé lulas se lisaron con un amortiguador de lisis (10 mM Tris-HCI, 150 

mM NaCI , lmM EDTA, NP40 1%) conteniendo una mezcla de inhibidores de proleasas 

(1 nM PMSF, 1 mg/mL de pepslalina y 1 mgl mL de leupeptina) raspando las cajas de 

cultivo sobre hielo. El extracto de células se transfirió a tubos de 1.5 mL y entonces se 

sonicaron (4 pulsos de 20 segundos a 60 MHz), posterionnente los homogeneizados se 

centrifugaron a 14000 rpm por 20 min a 4° C, y se recuperó el sobrenadante que se 

separo en 4 alícuotas y fue almacenado (_70°C) hasta su uso . Se evaluó la 

concentración de prote rnas con el reactivo BioRad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories 

Inc, l-lercules, CA) del medio coroicionado concentrado y de las muestras de lisis 

celular extrapolando el resultado obtenido en una curva esta ndarizada de albúmina. 
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Análisis por Westem Blot. 

Las proteínas se descongelaron y mezclaron (VN) con amortiguador de Laemmli (0.5 

M Tris-HCI pH 6.8 -SOS 3%..glicerol-azu de bromofenol 0.05%, 2-B-mercaptoetanol 

5%). Se cargaron 30IJg de proteína total de cada una de las muestras y fueron 

fraccionadas en geles SDS-PAGE al 12% bajo condiciones reductoras calentándose a 

80°C, los geles se corrieron a un volta;e de 150 V durante una hora. Las proteínas se 

transfirieron a una membrana de PVOF (polivini l di floruro) que fue humedecida en 

metanol por 1 minuto y luego se equi libro con amortiguador de transferencia durante 30 

minutos junto con el gel. La transferencia del gel a la membrana fue a 100 V durante 

45 minutos con una cámara para transferencia semi-húmeda de geles (BioRad). Los 

sitios inespecíficos de unión en la membrana, se bloquearon por incubación co n leche 

descremada al 5% en amortiguador TBS-T (10 mM Tris base, pH 8.0, 150 mM de NaCI, 

y 0.05% Tween 20) durante una hora a temperatura ambiente . Después las 

membranas se inclbaron 18 horas a 40C con el anticuerpo primario especifico para 

cada una de las proleínas a esludiar (1 ~ g / mL Ac MMP-1, 2 ~g/mL Ac MAPK p44/42 

fosforilado.2 IJg/mL Ac MAPK p421p44) en amortiguador de fosfatos salino con leche 

descremada 3%. Transcurrido elliempo indicado con el anticuerpo primario, se lavó la 

membrana por 4 tiempos de 15 minutos cada uno con TBS-T. Posterionnente, se 

añadió el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (1 :500 anti-rabbit-HRP) diluido 

en TBS-T con aSA 1% a la dilución previamente señalada , se mantuvo en agitación 

constante a 37° C por una hora. Posteriormente la membrana fue lavada por 4 tiempos 

de 15 minutos con amortiguador TBS-T para después revelar la marca con el sistema 

de detección de quimioluminiscencia ECL exponiendo la membrana con una placa 

folográfica para rayos X (X-OMAT; Eastman Kodak) por 5 minulos. 

Análisis Estadístico 

Todos los resultados son expresados como la media (±) la desviación estándar. El 

análisis estadístico se desarrolló usando el paquete estadístico SPSS v.15. Se realizó 

un análisis de varianza de una via para detenninar la diferencia entre los grupos de 

cada esh.dio, así como la prueba de Tukey para comparaciones múltiples . Un valor 

para p menor a 0.05 fue considerado estadísticamente significativo . 
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RESULTADOS 

Análisis mediante PCR en tiempo real de la expresió n del gen constitut ivo r1 8S 

en fibroblastos de pulmón 

Se calculó el número de copias del gen ribosomal1 BS (r1 8S), realizándose una ClKva 

estándar por medio de diluciones seriales desde 1x109
, 1x107

, 1x10s, 1x104 por 

d~ l icado . En la tabla 3, pueden observarse los resultados obtenidos a partir de la 

curva estárdar rea lizada mediante PCR en tiempo Real, la gráfica 1 muestra su 

representación gráfica. 

TABLA 3. Curvaestándardel ge n rlSS 

No. De copias (r18S) No. De muestra Ciclo umbral (el) x Ct 

1x109 1 14.79 
14.99 

2 15.19 

1x107 1 22.68 
22.26 

2 21.83 

1x105 1 29. 1 
28.72 

2 28.33 

1x104 1 31.6 
31.89 

2 32.18 
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~ 1.00E+09 RJ · O.999 
" 1.00E+08 

"lO 
"O 1.00E+07 

. ~ 1.00E+06 

" e 1.00E.05 
~ 

e 1.00Et04 
~ 

" 1.00E+03 o 
e 
u 1.00E.02 

3 1.00E.Ol , 
1.00Eloo -l.-

10 15 lO 30 

Ciclo umbral 

TABLA 4. Datos obtenid os del rl85 de ca da U~ de lits mues ItaS problema 

El número de copias del r18S de cada una de las muestras problema (tratadas y 

control) fue determinado a partir de la extrapolación del ciclo umbral de las muestras 

contra el ciclo umbral (Ct) de la curva estándar anteriormente descrita. cada muestra se 
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analizó por triplicado. El numero de copias del r1 8S de cada una de las muestra s, se 

utili zó para normalizar el numero de copias del resto de los genes analizados (MMP-l, 

colagenasa, TlMP-1). Las ecuaciones de las curvas estándar se calcularon refiriéndose 

al ciclo umbral (et), mientras que los resultados se expresaron como el numero de 

copias del gen (Tabla 4). 

Muestra/tratamiento No. De muestra Ciclo umbral (CI) x et 
No. de copias (r18S) 

de muestras f}foblema 
1 22.45 

Control 2 22.49 22.49 6.82X106 

3 22.52 
1 31.93 

FGF-1 + Heparina 2 30.55 30.92 2.41X104 

3 30.29 
1 29.21 

Heparina 2 28.6 29.01 6.89X 10
4 

3 29.21 
1 22.11 

Inh ibidor PD98059 2 22.32 22.46 7.15X 10· 
3 22.95 
1 26.1 

Inhibidor UO 126 2 25.79 24.04 6.5X10' 
3 20.22 
1 28.22 

Inhibidor $B203580 2 28.88 28.9 7.05Xl04 

3 29.6 
1 23.84 

Inhibidor $POO125 2 24.36 24.05 2.38X1o' 
3 23.95 

Se analizó el numero de copias en la expresión genes estudiados (colágena , MMP-1 y 

TIMP-l ) en cada una las muestras estimuladas con FGF-1 más heparina para 

determina r su efecto; adicionalmente se analizaron muestras estimuladas con 

diferentes inhibidores de las rutas de las MAPK para determinar la via uti li zada. Para 

ello se cuantificó el número de copias del gen r1 8S de cada una de las muestras 

problema (descrito previamente) y se obtuvo una re lación con respecto a cada uno de 

los genes estudiados, los datos obtenidos se describen a co ntinuación. 
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Analisis mediante PCR en tiempo real del efecto del FGF-1 mas heparina sobre la 

expresión de colágena 

Para determinar la ca ntidad de colágena en las muestras problema, se realizó una 

curva estándar por duplicado de la expresión del gen colágena (Tabla 5) y mediante 

los datos obtenidos, se obtuvo el número de copias del gen en cada l.Kla de las 

m...,slras problema (Tabla 6). 

TABLA 5. Curva estánda rdr CDI"gena 

Número de copias del gen colágena No. de muestra Giclo umbral (GI) x Cl 

1 x10' 
1 15.06 

14.98 2 14.89 

1x1011 1 26.75 
26.18 2 25.62 

1x105 1 30.48 
29.74 2 29 

1x10l 1 39.84 
44.69 

2 49.54 

1x10' 1 43.14 
42.56 

2 41 .99 

Se obtuvieron las cantidades de colágena en relación al gen r18S para obtener los 

datos rorma lizados respecto a cada una de las muestras, posteriormente se calcliaron 

las magntudes de las muestras tratada con respecto al control (tabla 7). Se observa 

unaument6 en el número de copias de colágena en la muestra estimulada con el FGF-

1 más heparina y heparina, respecto al resto de las muestras. Dentro de las muestras 

estimuladas con inhibidores, la muestra estimulada con el inhibidor de la va p38 es la 

que presenta meros cambios. Finalmente los resutados de las magnitudes fueron 

graficados (gráfica 2). 

TABLA 6. ~melO de mojas rn la u Or.!slón de coI"l!ena de Cilda una de las mues tras 

Muestraltratam;ento No. de muestra Ciclo umbral (Cl) ji GI No de copias(coltlgena) 

Control 
1 19.86 

19.84 2.00E+07 
2 19.82 

FGF-1 + l-ieparina 
1 28.27 

27.91 2.12E+05 
2 27.55 

l-ieparina 1 25.08 24.63 1.38E+06 
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2 24.18 

Inhibidor PD98059 
1 20.65 
2 21.78 

21.21 6.64E+06 

Inhibidor U0126 
1 23.9 

23.63 2.37E+06 
2 23.35 
1 26.54 

26.81 3.91E+05 
Inhibidor S8203580 2 27.08 

Inhibidor SPOO125 
1 22.54 

22.78 3.82E+06 
2 23.02 

TABlA 7. Da~ fIOflTI¡liQdos de coIásena y dlwlo de magJlitudes ~spectl al con trol 

Control FGF+Hcparina 

CoIagena 2.00E+07 2.12E+05 

,'SS 6.82E+06 2.41E+04 

CoIagenalr 1 SS 2.92E+OO 8.79E+00 

Magnitudes 3.0060 

DESVEST 0.7890 

1 • 7 

3 I 
25 I 

2 

1.5 

0.5 

O 

FGF+fl t'parinl IItparina 

Heparina PD980S9 

1.38E+06 6.64E+06 

6.98E+04 7.15E+06 

1.97E+01 9.29E-01 

6.738 0.317 

2.271 0.0547 

FGF + It ""GF + ti 

1"098059 UO l26 

U0126 58203580 

2.37E+06 3.91E+05 

6.50E+05 7.05E+04 

3.65E+OO 5.55E+OO 

1.247775 1.8982 

0.245 0.438 

+ 

FCF + II 

SUZOJS80 

SP(X)125 

3.82E+06 

2.38E+06 

1.61E+OO 

0.549 

0.1155 

FCF+ ti 

SpOO125 

Gr.iflQ Z. Numero de copi ,, ~ totales de colágena de las muestras tr<ltadas. * p<O.OS compa rados respecto al control, • p<O.OS compar.Hlos 

contr.llas mue:st!3S ltilladas con algún il'lhibidor 

39 



Anális is mediante PCR en tiempo real del efecto del FGF-1 sobre la expresión de MMP-1 

Para determinar la expresión del gen MMP-1 en cada una de las muestras tratadas, 

primero se realizó una curva estándar por duplicado de MMP-1 (tabla 8), mediante los 

datos obtenidos, se obtuvo el número de copias del gen en cada una de las muestras 

problema (tabla 9). 

TABLA 8. Curvaestindarde MMP·l 

Número de copias del gen MMP-1 No. De muestra Ciclo umbral (Ct) x el 

1x10& 1 25.84 24.74 
2 35.2 

1x106 1 36.75 34.78 
2 22.85 

1x10s 1 34.35 
35.73 2 34.71 

TABLA 9. Número de molas en la exoresión del ¡¡en MMP-l de cada tina de las muestras 

Muestraltratamiento No. De muestra Ciclo umbral (Cl) x Ct No de copias(MMP-1) 

Control 
1 33.95 

33.91 5.76X10' 
2 33.87 

FGF-1 + Heparina 
1 25.61 

25.08 9.74X10' 
2 24.54 

Heparina 
1 32.19 

31.51 2.47X10' 
2 30.83 

Inhibidor PD98059 
1 27.5 

27.75 2.01X107 

2 28 

Inhibidor U0126 1 26.46 
26.02 5.57X10' 

2 25.58 

Inhibidor S8203580 
1 22.87 

23. 12 2.91X106 

2 23.36 

Inhibidor SPOO125 
1 23.69 

1.81X106 

2 24.19 
23.94 

Se obtuvieron las cantidades de MMP-1 en relació n a la expresión del gen r18S para 

obtener los datos normali zados respecto a cada una de las muestras, posteriormente 

se calcularon las magnitudes de las muestras tratada con respecto al control (Tabla 

10) y los resultados de las magnitudes fueron graficadas (gráfica 3). Se observa un 

aumento de MMP-1 e n la muestra estimulada con FGF-1 más heparina con respecto al 

resto de las muestras, mientras que dentro de las muestras estimuladas con algún 
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inhibidor, dentro de las muestras estimuladas con inhibidores, la muestra estimulada 

con el inhibidor de la vía p38 es la muestra que presenta menos efectos. 

TABLA 10. o..tQ>i, nnrm;tlllildo!. de MMP- I v cilQJIn dio m;tmihlflp ~ rr<Of'do ,,1 con lrol 

Con."" FGF+Heparina Hepatina PD98059 U0126 5 8203580 SPOO125 

MMP·1 5.76E+05 9.77E+07 2.47E+06 2.02E+07 5.57E+07 2.91E+08 1.81E+08 

, 185 6.82E+06 2.41E+04 6.98E+04 7.15E+06 6.50E+05 7.05E+04 2.38E+06 

MMP·1/r1 85 0.0843 4048.11 37 35.3164 2.8197 85.7346 41 23.2747 76.1381 

Magnitudes 47999.54007 418.7562 33.4349 1016.578 48890.74 902.7659 

DESVEST 1820.7127 206.0481 7.8013 322.6413 1505.68 213.4601 

.+ 1 - 50000 , 

• 

FG F+ lltp~r1nl 

FGF + II 
P09110S9 

FGF + II 
U01l6 

FGF+ H 
S820J580 

FGF + II 
SPOOI2S 

Grlifla 3. NUmero de copias totales de MMP-l en las mues tr.ls t!'iltadas. · p <O.OS colTll'l!'ildos respecto al control, • p<O.OS comparados 

con t!'il las muestllU es limuladas «In algún inhibidor 

Análisis med iante PCR en tiempo real del efecto de l FGF·1 sobre la expres ión de TIMp· 1 

Para determinar la expresión del gen TIMp-1 en las muestras tratadas, se realizó una 

curva estárdar por duplicado de TIMP-1 (tabla 11 ) Y mediante los datos obtenidos, se 

obtuvo el número de copias de en cada una de las mues tras problema (Tabla 12 ). 
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TABLA 11. Cul'V<1estándarde TIMP- l 

Número de copias del gen TfMp·1 Giclo umbral el 
1x101O 11 .22 

1x109 9.91 

l x10' 17.18 

1x10s 24.37 

1x103 30.66 

l xlO' 34.4 

TABLA 12. Número de coOias de TIMP- l ele cad;J una de las muestras tratadas 

Mueslraltralamienlo No. De muestra Giclo umbral (Gt) x Gl No de copias(TfMP·1) 

Con!"" 
1 19.1 

19. 1 3.55E+06 
2 19.1 

FGF· 1 + Heparina 
1 15.3 

15.3 5.31E+07 
2 15.3 
1 17.5 

16.7 2.29E+07 Heparina 
2 15.9 
1 17.6 

17.45 1.15E+07 IrIhibidor PD98059 
2 17.3 
1 15.7 

15.65 4.14E+07 Inhibidor U0126 
2 15.6 
1 14 

13.95 1.39E+08 Inhibidor 58203580 
2 13.9 

Inhibidor 5POO125 
1 13.9 

13.95 1.39E+08 
2 14 

Se obtuvieron las cantidades del TIMP-l en relación al r18S para obtener los datos 

nonnalizados respecto a cada l.l1a de las muestras, posterionnente se calcularon las 

magnih..des de las muestras tratada con respecto al contro l (tabla 13). Finalmente los 

resultados de las magnitudes fueron graficadas (gráfica 4). Se observa un aumento de 

TIMP-1 en la muestra estimlAada con FGF-1 más heparina , heparina y FGF-1 más 

heparina (88203580) respecto al resto de las muestras, mientras que dentro de las 

muestras estimuladas con algún inhibidor, dentro de las muestras estimuladas con 

imbidores, la muestra estimulada con el inhibidor de la vía p38 (58203580) es la 

muestra que presenta menos efectos. 
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TABLA 13. Da tos normal izados en la e )l) resión del ~ n TI Mp· l v ~ I OJlo de Il'Ia llnitudes resoecto al oon!rol 

Control FGF+Heparina Heparina PD98059 U0126 S8203580 SPOO1 25 

TIMP-1 3.55E+06 5.31E+07 2.29E+07 1.15E+07 4.14E+07 1.39E+08 1.39E+08 

,' BS 6.82E+06 2.41E+04 6.98E+Q4 7.15E+06 6.50E+05 7.05E+Q4 2.38E+06 

MMP-1fr185 5.20E-01 2.20E+03 3.27E+02 1.62E+00 6.37E+01 1.97E+03 5.84E+01 

Magnitudes 4236.3229 630.2533 3. 110331 122.6666 3796.198 112.5032 

DESVEST 156.0998 459.1961 0.468139 6.1750 191.0998 5.663389 

g 
e 

8 4000 
.. 

3500 

600 

400 

200 

o 

FGF+lleparina lIepa rina 
FGF + II 
1'098059 

FGF + II 
UO l26 

FGF + II 
SIJ20J580 

FGF + II 
SI'00125 

Gr;ifica 4. Número de copia5 tolale5 de llMp· l en las muestlaS tla laclas . • p<O.05 rompa lados respeclD al control, + p<O.OS a;HTlp'lfados 

contla las mues tras estimuladas ron 31g1l n inhibidor. 

Posteriormente, se compararon los datos obtenidos en la exp resión de los tres 

diferentes genes estudiados de cada una de las muestras (gráfica 5) para determinar el 

aLfTlento de cada uno de los genes en relación al resto . En la gráfica 5, puede 

observarse que todas las muestras estimuladas con FGF-1 más hepari na presentan un 

aumento en la expresión de cualquiera de los tres genes estudiados (CO lágena, MMP -1, 

TIMP-1) mientras que la muestras tratadas con inhibidor de la vía p38 son las que 

presentan menos cambios respecto a las muestras tratadas con FGF-1 más heparina 

dentro de las muestras estimuladas con algún inhibidor. 
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Gráfica 5. CompalildÓl'l en la elCpresión de MMP· l , colágena y TIMP- l en ftbroblaslos normales de pulmón estimulados con el factor de 
crecimiento de fibroblaslDS acídiro (FGF- l) t heparina e inhibido res. NOTA. B ejr w..¡' se enwen llil eKpresildo en esala logarilmiGi. 

Análisis de proteínas por Westem b lot 

Se llevó a cabo un análisis por Western blot para eva luar el efecto del FGF-1 en 

fibroblastos norma les de pulmón sobre la producció n de colagenasa, así como para 

analizar la posible vla de seña lización utili zada para su efecto. En la figura 7, puede 

apreciarse un aumento considerable de MMP-1 en la muestra estimulada con el FGF-1 

+ heparina comparado contra el contro l, mientras que se observa una disminución de la 

señal de la proteina MMP-1 en el carril de la muestra estimulada con FGF -1 + heparina 

junto con el inhibidor de la vía ERK (PD98059). Es decir e>ciste un aumento en la 

producción de colagenasa intersticial en muestras estimuladas con FGF-1 + heparina y 

sin embargo no se observa la misma intensidad en aquella muestra donde 

adicionalmente se agrego un inhibidor de la via ERK. No se observo ning ún cambio 

sobre la marca de MMP-1 en la muestra que solamente fue estimulada con el inhibidor 

PD98059. 

Por otra parte , se analizó en cada una las muestras tratadas, la proteína p42 total de la 

vla ERK de las MAPK y la proteína fosforilada (p42-p) para detenminar sí es una de las 

vias utilizadas para el aumento de colágenasa en fibroblastos normales de pulmón. 
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Fi,ura 7. Detecdón de MMP· l po rW e~te m · bl o l 

arril3 carr l 4 cau il S 

cortro! FGF. FGF. PD9IDS9 MMP· l 

ht¡»rina htl*in~ (Oraro! 

P09IDS9 

En la figura 8, se observa una similitud en la marca de la proteína p42 en las muestras 

estimuladas con FGF-1 + heparina y heparina respecto al controL En cambio existe un 

alJ'nento de las muestras que han sido estimuladas con FGF + heparina + algún 

irilibidor de la vías de las MAPK. Esto puede deberse a que probablemente las 

muestras estimuladas con el FGF-1 uti lizan la via ERK y fosforilan la proteína p42 para 

poder segur con esta ruta. 

Figura 8. [)e\eOOón de la proteín.ll p42/44 porWeslem-biot 
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FI,urlI 9. DetecdÓl1 de la proteln.ll p42/44 fosfoñlada po r Wesll'm -blol 

,,<-.J: ;. .... 

~~,..:.,' '" '. ,':: 
carT~ 1 

cortro! 

Ca ... ~2 

FGF·I+ 

heparinil 

carrl3 

PD9IllS9 00'" FGF-l + 

he¡»rinil 

PD980S9 

c arr ~ {; 
FGF· l + 

htp;tflnil 

UOI 26 

La figura 9 muestra el aumento de la marca de la proteína p42 fosforilada en la muestra 

que fue estímulada con el FGF-1 + heparina, mientras que en aquellas muestras que 

fueron estimuladas de la misma forma mas algún i nhibidor de la vía ERK (PD98059 -
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U0126) presentan una disminución de la marca (carril 5-6). Las muestras estimuladas 

solamente con inhibidores de la via ERK (carril 3-4) no presentan cambio alguno . 

Discusión de Resultados 

Se ha sugerida que el factor ácido de crecimiento de fibroblastos (FGF-1) con heparina 

puede modliar la relación entre las proteínas que conforman la matriz extracelular 

pulmonar, ya que aumenta la expresión de co lagenasa intersticial (MMP-1) en 

fibroblastos de pulmón (Becenil. 1999). También se ha encontrado que tanto el FGF-1 , 

como su receptor (RFGF-1) se sobreexpresan durante el desarrollo de la fibrosis 

pulmonar idiopáti ca (Barrios, 1997) . 

Gracias a la técnica de PCR en tiempo real se demostró que existe un aumento 

significativo en la expresión de MMP-1 (gráfica 3) en las muestras estimuladas con 

FGF-1 más hepari na comparada contra la muestra control (FGF-1+H: 47999.5 ± 

1820.7127; p<O.05) Ello corrobora los resultados encontrados previamente (Becerril. 

1999; Selman, 2001). Sin embargo en la presente investigación se demostró que existe de 

igual manera un aume nto en la expresión de colágena tipo I y de TlMP-1; sin embargo 

su expresión se ve ampliamente rebasada por la expresión de MMP-1. 

Se demostró que la expresión de colágena aumentaba en aquellas muestras que 

fueron expuestas al FGF-1 más heparina (gráfi ca 2) (respecto a la muestra control 

FGF-1+H: 3.0060 ±0.7890; p<0.05), lo mismo que la expresión del TIMP-1 (9ráfica 4) 

(FGF-1+H: 4236.3 ± 156.1; p<0.05), sin embargo la expresión de estos dos genes no 

fue ta n amplia como la expresión de MMP-1 bajo las mismas condiciones. Esto implica 

que la degradación de colágena es llevada a cabo en gran parte por la MMP-1 , aún 

tomando en cuenta que existe un pequeño incremento de colágena y de TIMP-1 . 

Existe una diferencia significativa entre la cantidad de colágena de las muestras 

estimuladas con FGF-1 más heparina y adicionalmente con un inhibidorde la ruta ERK 

o de la ruta JNK de las MAPK, contra las muestras estimuladas con FGF-1 más 

heparina y un inhibidor de la ruta p38 (gráfica 2) (FGF-1 +HIPD: 0.317 ± 0.054 ; FGF-

1+HlUO: 1.24 ± 0.24; FGF-1+H/SP: 0.549 ± 0.115 vs FGF-1+H/SB: 1.898 ± 0.438; 

p<0.05). 
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El mismo efecto se muestra en la expresión de MMP-1 (gráfica 3) (FGF-1+HIPD: 

33.43496 ± 7.801; FGF-1+HIUO: 1016.578 ± 322.641 ; FGF-1+H1SP: 902.765 ± 

213.406 lIS FGF-1 +H1SB: 48890.74 ± 11505.68; p<0.05) y del TIMP-1 (gráfica 4) (FGF-

1+H1PD: 3.11 ± 0.468; FGF-1+H/UO: 122.66 ± 6 .175; FGF-1+HISP: 112.50 ± 5.663 lIS 

FGF-1+HISB: 3796.198 ± 198.09 ; p<0 .05) . 

Esto indica que probablemente e l aumento de MMP-1, de colágena y TIMP-1 en 

fibroblastos estimulados con el FGF-1 mas heparina, se lleva a través de la cascada de 

señalización de las proteínas cinasa acUvadas por mitógeoos (MAPK) utilizando 

principalmente las ruta de proteínas cinasas reguladas por señales extracelulares 

(ERK) y la vía de las einasas e-Jun amino terminal (JUNKISTAT). 

En el análisis de proteínas a partir de la técnica de Western blot, se demostró con lo 

referente a la colagenasa intersticial, que existe un aumento considerable de 

colagenasa en la muestra que fue estimuladas con el FGF-1 más heparina y una 

disminución en aquellas muestras en las que adicionalmente se agregó el inhibidor de 

la via ERK con respecto al control. 

Se analizaron la proteínas cinasas fostonladas de la vía ERJ< (p-42-p) para determinar 

si era una de las vías utilizadas para el aumento de MMP-1 mediante el estímulo con 

FGF-1 más heparina y se demostró que existe un aumento de la proteínas fosforiladas 

en la muestra estimulada con FGF-1 más heparina, mientras que se muestra una 

disminución en la fosforilación de las proteínas cinasas en aquellas muestras que 

fueron adicionalmente tratadas con inhibidores de la vía ERK. 

Esto confirma los resultados encontrados mediante la técnica de PCR en tiempo real 

que aquellas muestras estimuladas con el FGF-1 más heparina, presentan un aumento 

en la expresión de MMP-1 respecto a aquellas muestras que no fueron estimuladas, 

adicionalmente, se corrobora que el aumento de colagenasa intersticial, colágena y de 

TIMP-1 se neva a cabo mediante la utilización de las rutas ERK y JUNKlSTAT de la 

cascada de seña lización de las proteínas cinasas acti vadas por mitógenos. 
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Conclusiones 

Los resultados obtenidos demuestran que el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-

1) junto con la heparina, aumenta la expresión de cotagenasa , colágena y TIMP-1 

respecto al contro l en fibroblastos de pulmón normales. 

La expresión de MMP-1 aumentó en una magnitud de 48000 veces en fibroblastos de 

pulmón normales estimulados con FGF-1 más heparina respecto a fibroblastos no 

estimulados. 

Contrario a lo reportado previamente (Becerril, 1999), la exp resión del gen de COlágena 

aumenta en fibroblastos de pum6n estimulados con FGF-1 más heparina. La expresión 

de COlágena aume ntó en una magnitud de 3 veces en fibroblastos de pulmón normales 

estimulados co n FGF-1 más heparina respecto a fibroblastos no estimulados. 

La expresión de TIvtP-1 aumentó e n una magnitud de 4000 veces en fibroblastos de 

pulmón normales estimulados con FGF-1 más heparina respecto a fibroblastos no 

estimulados. 

El aumento en la expresión de MMP-1, colágena y TIMP-1 en fibroblas tos nonna les de 

pulmón estimulados con FGF-1 más heparina utiliza la vía ERK y la vía JNKlSTAT de 

las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK). 

El aumento en la expresión de MMP-1 por medio de FGF-1 más heparina en 

fibroblaslos de pulmón, se ve reducida cuando se estimula además con un inhibidor de 

la vía ERK (PD98059. U0 126) o de la vía JNKlSTAT (SP00125). sin embargo no se 

observa el mismo efecto cua ndo se utifi za un inhibidorde la vía p38 (58203580). 

El aumento en la expresión de co lágena por medio de FGF-1 más heparina en 

fibroblastos de pulmón, se ve reducida cuando se estimula además con un inhibidor de 

la vía ERK (PD98059. U0 126) o de la vía JNKlSTAT (SP001 25). si n embargo no se 

observa e l mismo efecto cua ndo se utiliza un inhibidor de la vía p38 (S8203580). 

El aumento en la expresión de TlMP-1 por medio de FGF-1 más heparina en 

fibroblastos de pulmón, se ve reducida cuando se estimula además con un inhibidor de 
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la vía ERK (PD98059, U0126) o de la va JNKlSTAT (SP00125), sin embargo no se 

observa el mismo efecto cuando se utiliza un inhibidor de la via p38 (56203580). 

Los fibroblastos de pulmón estimuados con FGF-1 junto con la heparina. fosforilan 

proteínas (p44) utilizadas en la vía ERK de la cascada de seña lización de las MAPK 

para incrementar la expresión de MMP-1, esto indica que es a l menos una de las vías 

utilizadas de las MAPK para el aumento en la expresión de este gen. 

El FGF-1 junio con la reparina mas el inhibidor de la va ERK (PD98059), disminuye la 

fosfoMlación de la proteína p44 . 

Estos resutados demuestran que fibroblastos estimulados con FGF-1 más heparina 

allTlentan la expresión de MMP-1, colágena y TlMP-1 por medio de la (osfonlación de 

proternas de las vías de señalización ERK y JNK/STAT de las MAPK; sin embargo el 

aumento de en la expresión de los genes de colágena y TlMP-1 resultan ampliamente 

rebasados por el aumento en la expresión de MMP-1, lo cual explica las propiedades 

antifibrosantes del FGF-1 más heparina sobre fibroblastos de pulmón normales. 
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