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RESUMEN

En la presente investigacion se analizé la cascada de sefalizacion de las proteinas
MAPK implicadas en el aumento de MMP-1 en fibroblastos normales de pulmén,
estimulados con FGF-1 mas heparina, ademas de estudiar su efecto en la expresion de
genes de MMP-1, colagena y el inhibidor tisular de metaloproteinasas-1 (TIMP-1, del
ingles: tissular inhibitors of metalloprofeinases-1). Para ello, diferentes culivos de
fibroblastos de pulmoén, fueron estimuladas con ei FGF-1 mds heparina vy
adicionalmente con inhibidores de las diferentes vias de las MAPK (ERK 1/2, p38,
JNK/STAT), posteriormente a los fibroblastos, se les extrajo el RNA total o proteinas,
para su estudio por medio de la reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real o

por medio de la téecnica Western-blot respectivamente.

Para el anlisis de las muestras por medio de la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real, se construyeron curvas de cada uno de los genes
estudiados (MMP-1, colagena, TIMP-1). Para el analisis de proteinas por medio de la
técnica de Western-blot, se utilizaron anticuerpos especificos contra colagena,

proteinas fosforiladas y proteinas totales de la via ERK.

Los resultados obtenidos sefialan, que la estimulacion de fibroblastos normales de
pulmén con FGF-1 mas heparina, aumentan la expresion de MMP-1, colagena 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 expresion de colagena y de TIMP-1, es ampliamente
superade por la expresion de MMP-1; con ello se demuestran las propiedades

antifibrosantes del FGF-1 mas heparina en fibroblastos normales de pulmén.
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Abreviaciones

CXCL
ERK
EPID
FGF-1
FGFR
FPI
GAG
HPX
IFN-y

JNK
MAPK
MKs
MMP
MMP-1
MMP-2
NIU
PDGF
TGF-B
TIMP
TNF-a

Ligandos con dominios CXC

Proteinas cinasas activadas por sefales extracelulares
Enfermedades Pulmonares Intersticiales Difusas
Factor de crecimiento de fibroblastos-1

Receptor de factor de crecimiento de fibroblastos
Fibrosis Pulmonar Kiopatica

Glicosaminoglicano

Dominio hemopexina

Interferén gamma

Inmunoglobulina

Interleucina

Profeinas cinasas c-Junamino terminal
Proteinas cinasas activadas por mitbgenos
Proteinas cinasas activadas por MAP cinasas
Metaloproteinasas de matrz extracelular
Ccolagenasa intersticial

Gelatinasa A

Neumonia Intersticial Usual

Factor de crecimiento derivado de plaguetas
Facter de crecimiento transformante-beta
Inhibidor de Metaloproteinasas de tejido

Factor de Necrosis Tumoral-alfa
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INTRODUCCION

La fibrosis pulmonar es et resultado final de un grupo de padecimientos respiratorios
tiene como resultado un depdsito 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 celutar mas abundante en los tejidos conectivos no
cartilaginosos y participan de manera crucial en su fisiopatologia. Estas células
participan en la remodelacion de la matriz extracelular mediante fa produccién de
diversas enzimas de la familia de las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs,
del inglés: matnx metalloproteinases), tales como la gelatinasa A (MMP-2),
estromelisinas y la colagenasa intersticial (MMP-1); diferentes estudios muestran que
esta Ulima es una enzima que se encuentra sobre-expresada en patologias como el

cancer, la artritis reumatoide, el enfisema pulmonar y la fibrosis pulmonar (Kunhn, 1991).

Se ha demostrado que la activacién de las enzimas pertenecientes a la familia de las
proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPK, de!l inglés mitogen-activate protein
kinases) desempefian un papel muy importante en la regulacion de la expresion de la
MMP-1. Los factores de crecimiento de fibroblastos, son pequefios polipéptidos, que
tienen en comun ciertas caracteristicas estructurales y se unen a receptores
especificos de actividad cinasa de tirosina con ayuda de moleculas semejantes a
heparina, induciendo asi la dimerizacidén del receptor y su activacién para finalmente

desencadenar una serie de senales en cascada (Powers, 2000).

Existen estudios que sugieren que el factor de crecimiento de fibroblastos-1 (FGF-1),
puede desempeniar un papel protector para la fibrosis, debido a que ejerce un efecto
antifibrosante sobre fibroblastos derivados de pulmén ya que disminuye la sintesis de
coldgena e incrementa la expresién de la colagenasa intersticial (Becemil, 1999). Sin
embargo, la via de sefializacion utilizada por el FGF-1, vy gracias al cual podrian
realizarse una mayor cantidad de estudios en contra de la fibrosis pulmonar, no ha sido
dilucidada.



FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA
Enfermedades pulmonares intersticiales difusas

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) constituyen un grupo
heterogeneo de padecimientos, que presentan manifestaciones clinicas, radiologicas y
funcionales respiratorias comunes, que afectan a las estructuras alveolo-intersticiales
del pumén y a menudo, a las pequefas vias dreas y la vasculatura pulmonar {Ancochea,
2004). Estas enfermedades tienen como resultado final el depdsito excesivo de
moléculas de matriz extracelular que abarca de manera difusa al intersticio pulmonar,
espacios intraalveolares (intraluminales) y en algunos casos, compromete inclusive las
vias aéreas periféricas. En varias de estas patologias se han identificado los agentes
efiocidgicos, que pueden ser fisicos, quimicos y biologicos; sin embargo, cuando es de
causa desconocida se denomina como fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) o neumonia

intersticial usual (NIU) (Selman, 1996).

Fibrosis pulmonar idiopatica (FPI)

La EPID mas agresiva es la denominada fibrosis pulmonar idiopatica. Esta
enfermedad es progresiva, irreversible, incapacitante y letal, esto debido a que atrofia
la capacidad del pulmon para realizar el intercambio gaseoso correctamente. La FPlse
caracteriza por una marcada presencia de focos de fibroblastos/miofibloblastos
ampliamente dispersos por todo el parénquima puimonar y un incremento en la
respuesta a citocinas fibrogénicas. En esta patologia, los fibroblastos y miofibroblastos
producen cantidades exageradas de moléculas de la matriz extracelular, especialmente

fibras de colagenas (Montero, 2006; Ramos, 2001).

Durante el desarrolle de la fibrosis pulmonar se ha demostrado un incremento en la
produccion de procolagenasa, la activacion de la misma, el incremento en la expresion
de inhibidores tisulares de metaloproteinasas y la susceptibilidad de la coladgena a la

degradacion por parte de fa enzima en el pulmoén (Pardo, 1992).
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Tradicionalmente se ha considerado que en la FPIl ocurren cuatro eventos: un dafo o
agresion inicial en el epitelio alveolar vascular, una respuesta inflamatoria que afecta el
intersticio y a los espacios alveolares, una fase caracterizada por la proliferacion de
fibroblastos vy finalmente una remodelacidn anormal con depédsito exagerado de
moléculas de matriz extracelular, en especial de colagenas tipo | y lll {figura 1} (Selman,
1998; Sheppard, 1992). Sin embargo recientes estudios difieren de la propuesta tradicional
en donde la FPIes precedida por la inflamacién y recientemente se ha sugerido que la
FPIl es una patologia no inflamatoria que resulta de un proceso que invelucra dafio en
los epitelios alveolares y la remodelacion anormal del tejido alrededor de los sitios de

lesién, en donde se forman los focos de fibroblastos/miofibrobalstos (Montero, 2008).

Migracion/prodileracion
de libroblasics

/ Teansicion epitetial/
fibroblastica

Dafofactivacion epitelial Fibrosis

Figura 1. Seauenda pars el desarrollo de |a fibrosis pulmonaridiopatica: 1. lesiéninidal al e nte oo
alweolar, 2. Uberadén de dtodnas inflamatodas, 3. Proliferrddn excesiva de fibroblasws, 4.
Remodeladdn anarmal de la estructitrm pulmonar debido al deseguilibrio de moleaulas de la
matnz extracelular. "tmagen extmida de: Selman M. Navarm C. vy Gaxicla M. (2005) Abrosis
pulmonaridiopitica:en busea de un tratamiento eficaz. Arch Bronconeumol, 41 (SuplS5): 157

Debido a ello, se han postulado al menos 2 diferentes vias para el desarroilo de la
fibrosis pulmonar, la via inflamatoria, que participa en las enfermedades pulmonares
intersticiales difusas asociadas al uso de diferentes medicamentos, exposiciéon a

agentes ocupacionales y/o ambientales y enfermedades autoinmunes entre otfras; y por
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otra parte la via epitelial-fibroblastica que participa en la patogenia de la FPI. Sin
embargo 1a hipdlesis mas aceptada, sostiene que la fibrosis es precedida y provocada
por un proceso inflamatorio crénico que dafia el tejido pulmenar, el dafio a los epitelios
provoca la liberacion de moléculas quimioatrayentes y moléculas de adhesion que
favorecen el reclutamiento de células inflamatorias, incluyendo macrofagos, neutré filos,
infocitos y eosindfilos (Seiman, 2001). Los focos de fibroblastos, distribuidos ampliamente
en el parénquima pulmonar, se comportan como pequefias areas de lesiones
pulmaonares agudas, que proliferan y en unintento de reparar el dano alveolar producen
grandes cantidades de colagena, contribuyendo asi a la acumulacion de moleculas de
la matriz extracelular que danan los alveolos (Gauldie, 1992). Asi mismo, la remodefacion
anormal que se observa en la matriz extracelular de los pulmones de pacientes con FPI
es, al menos en parte, debido a un desequibbrio entre algunas MMPs como [a
colagenasa intersticial (MMP-1) o las gelatinasas MMP-2 y MMP-9, vy sus inhibidores
{Kuhn, 1991).

En el desarrollo de la fibrosis pulmonar estan implicadas diversas citocinas como la IL-
8, el PDGF (del inglés: platelet derived growth factor) y algunas quimiocinas {(subfamilia
de citocinas caracterizadas por tener una regiéon conservada de 4 cisteinas €n grupos
de dos de alta actividad quimiotactica, ligadas principalmente a procesos inflamatorios)
entre las que destacan la CCL17, CCL22, CCL2, y CCL3 {tabla 1) (Gauidie, 1993). La
proliferacion de fibroblastos y la produccién de moléculas de la matriz extracelular es
iniciada y sostenida por una cascada de citocinas inducidas por el TNF-a (del inglés:
tumor necrosis factor-a) y que incluye a las interleucinas {IL-14a, IL-1B) y TGF-B, {(del
inglés: tumor growth factor-B) (Agostini, 2006; Senties, 2005).

Tratamiento contra la Fibrosis pulmonar Idiopatica

Debido a que la hipdtesis mas aceptada sostiene que la FPI es precedida por un
proceso inflamatorio, el tratamiento tradicional de esta enfermedad implica elevadas
dosis de corticosterocides por un tiempo prolongado, ya sean solos o en combinacion
con medicamentos inmunosupresores o citotdxicos como la azatioprina y
ciclofosfamida. Por desgracia ninguno de esos farmacos ha demostrado ser realmente

(#it a la hora de mejorar el prondstico de la mayoria de los pacientes (Raghu, 1991).
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TABLA 1. CITOCINAS INVOLUCRADAS EN LA PATOGENESIS DE LA FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

Citocina/Quimiocina Fuente Efecto
-1 Macréfagos Inflamacion, Proliferacién
fibroblastica, secrecion de PDGF
TNF-a Macrdfagos Proiiferacion fibroblastica, secrecion
Linfocitos de citocinas profibréticas y
Células Epiteliates proinflamatarias {TGF-B, IL-1, IL-6,
PDGF)
Reclutamiento y activacion  de
TGF-B Macrofagos fibroblastos y monocitos,
Células Epiteliales diferenciacidn  de fibroblastos a
Células Endoteliales miofibroblastos,  estimulacion  de
angiogénesis
PDGF Macréfagos
Fibroblastos
Células Endoteliales Proliferacion fibroblastica
Células Epiteliales
CCL2, CCL3 Macréfagos
Linfocitos Reclutamiento de monocitos
Fibroblastos Secrecion de citocinas prefibroticas
CCL17 Macréfagos

CXCL9, CXCL10

Células Epiteliales
Células Dendriticas

Macréfagos
Fibroblastos
Celulas Endoteliales

Reclutamiento  de
monocitos

linfocitos  y

Inhibicion de angiogénesis
secrecion de IFN-y

Abreviadones: Ugando cn dominio CC, O{CL: Ligandos con dominio (XC, PDGF: Factor de Credmiento derwdo de
Plaquetas, IFN-y: Interferdn Gamma, IL: Intedeuana, TGE-J: Factor Bets de Transformaddn del creameento, TNF-o: Factor
de Necmsis Tumorel Alfa. “Texto extroide de: Agostim Cy Gurrieri C (2006) Chemokine/Cytokine Cocktail v Idiopathic
pulmonaryfibrosis. Proc Am Thorac Soc, 3: 3597
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La mayor parte de los estudios que han valorado la eficacia de los farmacos utilizados
en contra de la FPl son controvertidos, y han incluido, con toda probabilidad a
pacientes con otros tipos de neumonias intersticiales menos radicales. De las
estrategias terapéuticas actuales, la unica que ha demostrado ser util para mejorar

ligeramente el pranéstico, es la asociacion de prednisona yazatioprina (Raghu, 1991).

Nuevas Estrategias Terapéuticas

Los ensayos clinicos actuales se basan en medicamentos dirigidos contra mediadores
biologicos que actuan sobre el epitelio y los fibroblastos, como el TGF-B1 y sustancias
inhibidoras de la sintesis de colagena. En este contexio, existen determinadas lineas
de trabajo que se proponen como posibles tratamientos en contra de la FPI, como lo
son el interferén gamma, fAirmacos anti receptor de TNF-at, N-acetilcisteina, entre otros
(Selman, 2001}.

- Interferén gamma (IFN-y}). El IFN-y es una citocina enddgena que tiene efectos
antifibréticos, antiinfecciosos, antiproliferativos e inmunomoduladores. En la FPI existe
un desequilibrio entre las citocinas producidas por los linfocitos colaboradores 2 (Th2) y
las producidas por los linfocitos colaboradores 1 (Th1) a favor de las primeras. Ef IFN-y
altera este cociente a favor de los linfocitos Th1, En estudios in vitro y con modelos
animales se ha demostrado que el IFN-y inhibe 1a proliferacién de los fibroblastos, el
deposito de matriz extracelular y la sintesis de colagena que se debe en parte a su
capacidad para blogquear el TGF-f3 {Montero, 20086).

- Farmacos anti receptor de TNF-a. El TNF-a es una citocina multifuncional que parece
tener algunas activdades profibréticas. Estudios experimentales, demuestran que la
administracién del receptor del TNF soluble recombinante atenua ia fibrosis inducida
por bleomicina, ademas de que ratones deficientes del TNF-a practicamente no
desamollan fibrosis por silice {Selman, 2005).

- N-acetilcisteina (NAC). Existen ewvidencias que constatan la presencia de un

desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes como parte de la patogenia de la fibrosis
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pulmonar idiopatica. En efecto, la fibrosis pulmonar idiopatica se caracteriza por un
estrés oxidativo excesivo en el tracto respiratorio inferior. Las concentraciones de
glutation (el mayor componente del sistema de defensa antioxidante del puimén
humane, que en condiciones normales, protege al tracto respiratorio inferior del estrés
oxodativo) se encuentran reducidas de forma importante en la superficie epitelial

alveolar de los pacientes con FPI (Ancachea, 2004).

- Pirfenidona. El efecto antifibrético de la pirfenidona ha quedado demostrado en
diversos estudios tanto in vitro como en modelos animales. /n vitro la pirfenidona,
inhibe la sintesis de colagena estimulada por el TGF-B, disminuye la formacion de
matriz extracelular y reduce fa produccion de citocinas fibrogénicas como el TNF-q, el
TGF-B y el factor de crecimiento derivado de plaquetas. En animales con fibrosis
puimonar inducida por bleomicina se ha visto que la piffenidona disminuye el desarrolio

de esta {Ancochea, 2004).

- Factor de crecimiento de fibroblastos acidico-1. Exisien resultados que demuestran
que el FGF-1 en combinacién con heparnna incrementa la expresiéon del mRNA de la
MMP-1, ydisminuye la sintesis de colagena en fibroblastos de pulmén, acompafado de
una disminucion en la expresion de su MRNA (Becerit, 1999; Prudovsky, 2008). Esto
sugiere que el FGF-1 puede desempefar un papel protector para la fibrosis debido a
que ejerce un efecto antifibrosante sobre fibroblastos derivados de pulmén,
Adicionalmente, el FGF-1 y su receptor se sobre-expresan en la fibrosis pulmonar,

particularmente en sitios donde no hay lesion (Bamios, 1997).

Matriz Extracelular

La matriz extracelular estd formada por un conjunto de macromoléculas, que se
localizan entre células de un determinado tejido ¢ en el lado externo de la membrana
plasmatica de las células. Estos componentes son en general producidos por las
mismas células o son aportados por la corriente sanguinea. En ambos casos forman el
medio donde las células sobreviven, se multiplican y desempefian sus funciones. Las

macromoléculas que constituyen la matriz extracelular son de cuatro tipos: (1) sistema
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elastico, (2) proteoglicanos, (3) glicoproteinas multifuncionales (laminina, fibronectina,

tenascina, trombospondina entre otras) y (4) sistema de colagenas (Susuki, 2004).

1. El sistema elastico esta formado por elastina, que es un polimero insoluble,
constituido por moléculas solubles de tropoelastina, y por una glicoproteina
denominada fibrilina. La tropoelastina estd formada por cadenas de polipéptidos de
aproximadamente 800 residuos de aminoacidos derivados de la lisina y denominados
desmosina e isodesmosina. Durante el proceso de desarrolio de una fibra elastica, el
componente fibrilar es el primero en formarse, seguido de depdsitos de elastina,
probablemente debido a una interaccion idnica entre la elastina y la superficie
microfibrilar, como consecuencia de sus cargas opuestas. La cadena de tropoelastina
es sintetizada en el reticulo endoplasmatico rugoso, donde inicialmente se produce la
formacion de una secuencia con 20 residuos. De esta secuencia parece formarse dos
tipos de tropeelastina, denominadas tropoelastina A, que posee un peso molecular de
aproximadamente 70 KDa, y tropoelastina B, la cual tiene un peso estimado de 73 KDa
(Solera, 2007).

2. Los proteoglicanos son complejos de macromoléculas formados por la asociacion
covalente entre cadenas polipeptidicas y glicosaminoglicanos. Estas tltimas se forman
de polimeros de unidades de disacardos (hexosamina mas acido hexauronico). El
nuclec proteico de los diferentes proteoglicanos varia de peso molecular, de 19 a 500
KDa. La funcidn de los proteoglicanos es contribuir a la adhesividad celular mediante
su interaccion con la superficie celular y con otros componentes matriciales. El
sindecan, por ejemplo, proteoglicano de la membrana celular, transmite senales a
proteinas transmembranales, como las integrinas, que a su vez interactian con el

citoesqueleto, el cual facilita Ja interaccidon de los filamentos de actina (lozze, 1998).

3. Las glicoproteinas son proteinas multifuncionales y las mas importantes encontradas
en la matriz extracelular son: fibronectina (FN), laminina (LN), tenascina (TN) y
trombospondina (TB). Para cumplir con sus funciones estas moléculas necesitan de
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otras moléculas que sirven de union entre la matriz exiracelufar y el citoesqueleto
celular, como son: las integrinas, las caderinas, las inmunoglobulinas y las selectinas

{Arenas, 2004).

4, El sistema de coldgenas resulta de la asociacion de tres cadenas polipeptidicas con
una formacidn caracteristica de triple hélice. Ademas de la triple hélice, las colagenas
poseen dominios giobulares, que le confieren flexibilidad y especificidad a las

moléculas que los poseen.

Actualmente se conocen aproximadamente 27 tipos de colagenas y han sido
clasificadas dependiendo su tipo de agregacion en colagenas fibrilares y colagenas no

fibrilares.

La colagena tipo | es un heterotrimero formado por dos cadenas a1(l) y una cadena
a2(l) de aproximadamente 300 nm. La triple hélice es particularmente resistente a la
degradacion de la mayoria de las proleinasas con excepcidon de las colagenasas. Las
colagenas son sintetizadas por fibroblastos, osteoblastos y odontoblastos en donde
residuos especificos de prolina y lisina son hidroxilados para formar hidroxiprolina e
hidroxilisina respectivamente que junto con otras cadenas forman puentes de
hidrégeno para generar la estructura de triple hélice de pro-colagena (Kadler, 1997). Las
pro-colagenas son secretadas por los fibroblastos a través del aparato de Golgi donde
los propéptidos N-terminal y C-terminal son cortados por proteasas especfficas. Las
moléculas de coldgena maduras se agregan para formar fibras de coldgena mayores y
ayudar a formar la matriz extracelular junto con otras moléculas, se encuentra
principalmente en la dermis, fendones, en la lamina propia de las mucosas y en la
placenta se localiza a nivel del estroma velloso (Ghosh, 2002). La colagena tipo-1 es la
molécula mas abundante y participa en los procesos de inflamacion cronica vy fibrosis,

sustituye ndo los tejidos parengquimatosos (Woessner, 2001).

El catabolismo de la colagena se realiza por un conjunto de enzimas proteoliticas del
grupo de las metaloproteinasas, las cuales son producidas por los fibroblastos y otros

tipos celulares y liberadas al medio extracelular, donde actuan sobre las fibras de
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colagena y producen su degradacion. Estas enzZmas se denominan en conjunto
metaloproteinasas de matnz extracelular. Hasta el momento se han identificado vy

clasificado cerca de veinte (Woessner, 2001},

Metaloproteinasas de matriz extraceiular

Las MMPs son importantes para el desarrolio del ambiente celular requerido durante el
desarrolio y la morfogenesis. La remodelacion de la matriz extracelular interviene en el
inicio y la progresion de una gran variedad de condiciones fisiologicas normales, como
el desarrollo embrionario y la reparacidn de iejidos, esta remodelacidn es lievada a
cabo principalmente gracias al equilibrio de moléculas como gelatinas, coldgenas vy
otras (Eruman, 2007).

Las MMPs o también llamadas colectivamente matrixinas, son una familia de mas de
20 endopeptidasas exracelulares que contiene Zn? en su sitio activo y requieren de
Ca?®' para su catalisis (Jinnin, 2005), Estas metaloenzimas degradan a los diversos
componentes de fa matriz extracelular fanto en su forma nativa como desnaturalizada,
ademas de oftras moléculas incluyendo factores de crecimiento, inhibidores de
proteasas, citocinas, factores de coagulacion y moléculas de adhesién celular

(Willenbrock, 1994).

Las MMPs se dividen en familias dependiendo de la especificidad hacia su sustrato,
similitud en la secuencia de sus aminoacidos y la organizacidn de sus dominios. Las
MMPs de los vertebrados, se dividen principalmente en cinco grupos (tabla 2)(Nagase,
1999).

La estructura basica de las MMPs presenta una sere de dominios caracteristicos: un
péptido sefal que dirige la secrecidn al exterior de la célula, un propéptido que
mantiene a la enzima inactiva hasta que sufre un coste proteolitico y un dominio
catalitico carboxilico terminal que une zZinc (Akinson, 2000). Sobre esta estructura basica,
aparecen diversas variantes, como un dominio de tipo hemopexina que reguia la

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

(figura 2} (visse, 2003; Hemmann, 2007).

TABLA 2. CLASIFICACION DE LAS METALOPROTEINASAS

Enzima MMP Sustrato

1. Colagenasas

Colagenasa 1 MMP-1 Colagena |, I, HI, VII, VIIly X, proteoglicanos, MMP-2,
MMP-9

Colagenasa 2 MMP-8 Cotagena |, 11, 1L, V, Vi, Villy X, gelatina, proteoglicanos

Colagenasa 3 MMP-13 Colagena |, I, 1} v 1V, gelatina, protecglicanas, PAL-2

Gelatinasa -A MMP-2 Gelatina, colagena |, IV, V, VII, X, Xl y X1V, elastina

Gelatinasa -B MMP-G Gelatina, colagena IV, vV, Vil y X, elastina

2. Estromelisinas

Estromelisina 1 MMP-3 Colagena Ili, IV, X, X gelatina, MMP-1, MMP-7, MMP-8,
MMP-9

Estromelisina 2 MMP-10  Colagena Ili, IV y V, gelatina, caseina, MMP-1, MMP-8

Estromelisina 3 MMP-11 desconocido

3. MMP's de Membrana

MT-MMP-1 MMP-14 Colagena |, I, Ill, gelatina, MMP-2 y MMP-13
MT-MMP-2 MMP-15 MMP-2, gelatina
MT-MMP-3 MMP-16 MMP-2
MT-MMP-5 MMP-24
4. Matrilisinas
Matrilisina 1 MMP-7 Coldgena IV y X, gelatina, fibronectina, laminita
Matrilisina 2 MMP-26  Colagena IV, fibronectina, fibrindgeno, gelatina
5. Otras
Enamelisina MMP-20 Amelogenina
XMMP MMP-21 Desconocido
CMMP MMP-27 Desconocido
Epilisina MMP-28 Caseina

"Texto extraido de: Visse R. y Nagase H. {2008) Matrix Metalloproteinases and tissue inhibitors of mellop roteinases. Gre
Res. 92: 8297
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La MMP-1 denominada también colagenasa-1 o ¢olagenasa intersticial, es expresada
en su forma latente 0 Zmogeno con un peso aproximado de 52 KDa, generalmente
esta relacionada con el desamollo fisiclégico, la morfogénesis tisular y la cicatrizacion
de heridas. Ademas de los fibroblastos, muchas otras células como queraiinocitos,
células endoteliales y macréfagos producen la MMP-1 (Cuadros, 2004).

La MMP-1 es encargada de degradar la colagena tipo I, Il y Il como parte del
remodelamiento de la matriz extracelular, aunque también es responsable de la
degradacion de ofras moléculas que no pertenecen a la matriz extracelular y moléculas
de superficie celular (Matsumura, 2004). Adicionalmente, la funcidn de las MMPs depende
de la interaccién con sus inhibidores enddégenos, los TIMP. Los TIMPs son las
principales moléculas que regulan la actividad de las MMPs en el microambiente tisular
y hasta la fecha se han caracterizado 4 miembros (TIMP 1-4} (Gomez, 1997).

MMP
7.26

138,10
12,13.18
10.20.27

waze| (ITPe X ca @
1624 ) SR
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Figura 2. Estructura de las diferentes familias de metaloproteinasas. &l nombee de los diferentes
dominios se indica a wntnuaddn: $, péptido; Pro, propéplido; Cat, dominio @wlitico; Zn, sitio
actw de zdng; Hpx, hemopesna; Fn, dominio fibronectina; V, inserto vitmnectina; |, dominio
trans membra nal tipo |1; 11, domimo transme mbranal tpo I; G, gicosilfos lat dilinositol; Cp, dominio

ctoplasmatico; Ga, region de dsteina; |g, dominio seme pnte ainmunoglobulina G
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Estas proteinas tienen caracleristicas similares en su estructura, pero cada una
muestra rasgos distintivos en sus propiedades bioquimicas y patrones de expresion.
Sus moléculas tienen un peso de entre 21-29 KDa y su estructura es similar entre el 37
y el 51%. 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
infracadena que determinan una estructura con dos dominios: el dominio amino-
terminal y el dominio carboxlo-terminal. Los TIMPs son secretados por una gran
variedad de células, incluyendo fibroblastos, macréfagos y células epiteliales (Baker,
2002).

El TIMP-1 es una glicoproteina de un peso aproximado de 28.5 KDa que cuenta con un
gran numero de puentes de disulfuro que hace a [a molécula resistente bajo
condiciones extremas de temperatura y pH. Cada molécula de TIMP se une en una
relacion 1:1 de forma no covalente con moléculas activas de MMPS, inhibiendo de esta
forma la actividad proteoliica de estas enzimas, ademas TIMP-1 puede formar
complejos con moléculas pro-MMP-9. La importancia del dominio N-terminal en su
actividad es demostrada por el hecho de que mutaciones puntuales en esta region de
la proteina inhabilitan su capacidad de inhibir MMPs. Existen multiples sitios dentro
dominio N-terminal que resultan fundamentales para su interaccién con las MMPs,
como por ejemplo se ha demostrado que son cruciales los residuos adyacentes al

puente de disulfuro Cys-1-Cys-70 para la actividad inhibitoria de TIMP-1 (Wurtz, 2005).

El desequilibrio entre fas metaloproteinasas y sus inhibidores tiene implicaciones en la
remodetacion de la matriz extracelular y en diversos fendmenos asociados como fa
apoptosis epitelial y la migracién celular, como es el caso de los fibroblastos en la
fibrosis pulmonar idiopatica en donde se encuentra sobreexpresada (Xaubet, 2007).
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Fibrobhlastos

Los fibroblastos son células que representan el tipo celular mas abundante en los
tejidos conectivos no cartilaginoses, sin embargo hay diferencias en términos de
estructura, fisiologia, comportamiento, funcién y antigenos de superficie (Dytiatev, 2003).
Los fibroblastos son de forma fusiforme o de huso, con un didmetro aproximado de
26um, presentan actinas a, B ¥ ¥ €n su citoesqueleto, y un patrén de organelos tipico
de una célula secretora, es decir reticulc endoplasmico y un aparato de Golgi

desarrollado (Ramos, 2004).

Entre las funciones que desarrollan los fibroblastos, se encuentra ei remodelamiento de
la maftriz extracelular, mediante ia produccion de diversas meléculas incluyendo a la
MMP-1, MMP-2 proteoglicanasas, glicosaminiglicanasas, TIMPs y los faclores de
crecimiento. Por otra parte, interaccionan con diversas células locales e inflamatornias, a
través de diferentes tipos de mensajes quimicos 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 pequefios polipéplidos que
comparten entre si, caracteristicas estructurales y la mayoria de ellos tienen alta avidez
por su unidn a heparina. Muchos FGFs contienen péptidos sefal para su secrecion en
un ambiente extracelular, donde pueden unirse a sulfato de heparina, heparina, o
glicosaminoglicanos de Ja matniz extracelular. Los FGFs se unen a receptores
especificos conocidos como receptores de factores de crecimiento de fibroblastos
(FGFR, del inglés: fibroblast growth factor recepiors) a través de glicosaminoglicanos,
logrando asi la dimerizacion y la activacién de los receptores, para finalmente
desencadenar una serie de transduccién de senales dentro de la célula. Algunos
FGFs, son polentes factores angiogénicos y muchos de ellos juegan papeles
importantes en el desarrollo embrionaric y la cicatrizacion. La sefializacion provocada
por los FGFs al parecer, también juega un papel importante en el desarrollo de tumores

y la angiogénesis, mientras que fa sefalizacion autocrina de los mismos puede ser de
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particular importancia en la progresidon de canceres dependientes de hormonas

estercideas {Powers, 2000).

A la fecha, se han descubierto mas de 20 FGFs diferentes, que son nombrados
consecutivamente. Los FGFs inducen principalmente actividad mitogénica,
quimiotactica y angiogénica en las células sobre las que acttan, pero también pueden
inducir diferenciacién y sintesis de proteinas. El FGF-1 es el primer miembro de esta
familia y es el prototipo de estos factores. EI FGF-1 ha sido ampliamente caracterizado
a nivel biologico y molecular. Este factor consta de una simple cadena de polipéptidos
formada con 155 aminoacidos con un pesc molecular aproximada de 17 KDa,
codificados por una sola copia del gen localizado en el cromosoma 3. El FGF-1, es un
potente factor angiogénico, inductor de proliferacion, diferenciacion, y otras actividades
celulares en células endoteliales, mesenquimales, fibroblasios entre otras. Debido a
que el FGF-1 esta presente en la matriz extracelular en asociaciéon con los
glicosaminoglicanos se ha sugerido que puede actuar como regulador local para el
crecimienio vy diferenciacidn celular durante procesos fisiologicos fales como la
embriogénesis, angiogenesis ydurante la reparacion tisular (Becerril, 1999).

Receptores de los factores de crecimiento de fibroblastos (RFGFs)

Existen 4 diferentes receptores asociados a los FGFs denominados numéricamente
desde FGFR-1 hasta FGFR-4, con una similitud del 55% al 72% en la composicién de
sus aminoacidos, teniendo en comun que para la activacion de ios dominios de
actividad cinasa de tirosina que lo conforman, es necesaria una dimerizacion. Los
FGFRs son proteinas transmembranales, que contienen 3 dominios extracelulares
similares a Ig {designados ki, Igll, kgill), una regién acidica entre Igl e iglil, un dominto
transmembranal y una region intracelular con dominios cinasa de tirosina (figura 3)
{Klint, 1999).
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Figura 3. Estructura del FGFR-1. La estructura es simifar para los otros 4 eceptores. El
dominia extracelular (EC) puede estar formado por dos dominios(igil, 1Ig 1), o tres {lgl,
igll, lglll) dominios similares a inmunoglobilina |g, seguido de una pare
transmembra nal {TM), un dominio yuxtamembranal (M), un daminio dnasa {KD)

Dominios semejantes a lg

JM

CcT

dividide por un pequeiio inserto dnasa, ¥ un una pane C-terminal {CT}. Los numeros
marcados indic@anlos residuos de tosina.

Se ha demosirado que los dominios igll e Iglli, juegan un papel importante para la
unién de los FGFs y posterior dimerizacion de los receptores con una estructura final
de dos receplores unidos por una molécula de FGF que interacciona con los dominios
ig (figura 4).Sin embargo, las interacciones entre FGF y el FGFR no son suficientes
para estabilizar los dimeros de FGFR en la superficie celular bajos condiciones
fisioldgicamente normales. La heparina ¢ el sulfato de heparina es esencial para la
estabilizacion de dichos complejos, ya que se une a residuos de lisina y arginia
cargados positivamente que se extienden a través de los dominios kgll de los dos

receptores contiguos a la molecula FGF (Schlessinger, 2000).

La longitud total del dominio extracelular del FGFR, contiene también, un dominio Igl y
un dominic de residuos Acidos conocido como “caja acida”, que funciona como
conector entre Igl, e Igll. Ni ef dominio igi, ni la caja acida, son requerdos para la unidn
del FGF con el receptor, de hecho {a supresion del dominio gl y la caja &cida,
refuerzan la union del complejo. Diversos estudios han demostrado, que el propdsito

final de estos dos factores tiene una funcidon en la formacidn del complejo FGF-FGFR.
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Se piensa que la caja acida, puede unirse intra-molecularmente al sitio de unién de la

heparina Igll, compitiendo asicon la heparina (Plotnikov, 2000).

YS503PIY585P YS83P/Y5385P
YBESIPIES4P Y&53P/YB54P
Y730P Y730P
Y766F — YT66P

Figura 4. Estructua foamada entre FGF ysu receptorpar suactivadon y dimerzadén,

Similarmente kI, podria interactuar intramolecularmente, con el sitio de unién del
ligande en Igll e Ig Ill y por lo tanto interferir en la formacion del complejo FGF -FGFR.
Esta autoinhibicion, tendria la funcion de controlar fa activacién de FGFR independiente
de FGF por algin glucosaminoglicano que son abundantes en la matriz extracelular de
la célula. De acuerdo a esta teoria, el dominio extracelular de FGFR, tiene una funcidn
inhibitoria ademas de su papel en la activacion del receptor {Schlessinger, 2000).

El modelo propuesto sobre la formacion del complejo FGF-FGFR, con ayuda de
moléculas similares a heparina, se lleva a cabo en dos pasos: primero la molécula de
heparina recluta FGFs a fla superficie de las células, incrementando asi su
concentracion y logrando que la activacidén de los receptores sea mas favorable
termodinamicamente. El segundo paso consiste en el cambio de conformacion que
logra la heparina sobre el FGF y el receptor logrando asi su unién y la formacidn del
complejo. Las moléculas semejantes a heparina pemmanecen unidas al complejo para

lograr 1a estabilidad y dar paso a las sefializaciones (figura 5).
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Los receplores de FGFs, como otros receptores tirosin-cinasas, transmiten sepales
extracelulares por medio de transduccién de sefales asociadas a la fosforilacién de
residuos de tirosina, seguidos de fa unidn del ligando y su posterior dimerizacion, 10s
receplores son capaces de fosforilar residuos de tirosina especificos propios o de

algunas otras moléculas (Malarkey, 1995).

Figura 5. Formadén del complejo FGF-FGFR con ayuda de una molé auia simifar a
heparina. Fibroblast Growth Factor {FGF), HLGAG (Heparine-ike
glycosaminoglyan), |g {dominios similares a2 inmun ogl obilina) .

El receptor una wvez autofosforilado interactia con proteinas adaptadoras Src de
homeologia-2, {(Src homology 2: SH-2), llamadas asi debido a su similaridad en la
secuencia de regiones no cataliicas de la familia de fas proteinas Src. Las
caracteristicas estructurales que determinan la especificidad de la union a los dominios
SH2 a los receptores de los FGFs, han sido recientemente identificadas; la
cristalografia de rayos X demuestra, que el residuo de arginina 175, es un aminoacido
critico en la interaccion del grupo fosfato con un residuo tirosina, este aminoacido es
conservado en todos los grupos SH-2 (Mercer, 2004).

Los dominios SH-2 reconocen lirosinas fosforiladas y permiten a las proteinas que los
presentan unirse a los receptores tirosina cinasa activados, asicomo a otras proteinas
sefales intracelulares que hayan sido fosforiladas transitoriamente sobre tirosinas.
Estas proteinas adaptadoras (Src) que unen receplores activados a otras moléculas

intermediadoras, tales proteinas contienen dominios SH3 compuestos de
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aproximadamente 60 residuos de aminodacidos. Estas pequefias proteinas SH
adaptadoras, no presentan actividad catalitica intrinseca y acttan acoplando proteinas
fosforiladas en firosinas, como los receptores tirosina cinasa aclivados, con ofras
proteinas que no tienen dominios SH2 — SH3 propios (Klint, 1999). Los dominios SH3
son vinculados a una amplia variedad de transduccion en células estimuladas con FGF-
1, activando asi una cascada de proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK);
estas proteinas se agrupan como cinasas de residuos serina/treonina encargadas de
mediar fa transduccidn desde la superficie cetular hasta el ndcleo (Plotnikov, 2000).

Cascada de sefializacion de la via de proteinas cinasas activadas por Mitégenos (MAPK)

Las c¢élulas son capaces de reconocer y responder a estimulos extracelulares dehido a
la activacidn de moléculas que se encuentran dentro de la célula, como cascadas de
sefalfizacidén que pemiten la activacidn de proteinas cinasas activadas por mitdgenos.
Todas las células eucariotas poseen vias vinculadas a MAPK, que coordinan y regulan
diversas actividades celulares, tales como la expresion de ciertos genes, mitosis,

metabolismo, movilidad, supervivencia, apoplosis y diferenciacidén (Roux, 2004).
Ala fecha se conocen 4 diferentes subfamilias de las MAPK:

a. Proteinas cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK) con dos isoformas
conocidas (ERK1/2)

b. Proteinas cinasas c-Jun amino terminal (JNK) con tres isoformas (JNK1/2/3)

¢. Proteina p38 con 3 isoformas (a, B. y. 0)

d. Proteinas ERKs, ERK 4, ERK 5

Las vias de las MAPK mas estudiadas hasta el momento son la ERK, JNK/ISTAT vy la
familia p38. Las MAPK pueden ser activadas por una amplia variedad de diferentes
estimulos, pero en general, la via ERK es generalmente activada por factores de
crecimiento y esteres de forbol, mientras que las vias JNK y p38 responden a estimulos
generadores de estrés, como estrés osmético y radiacion ionizante y citocinas (Gary,
2002).
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Las subfamilias de las MAP cinasas, comparten cierlas caracteristicas debidgo a que

tienen un origen ewolutivo comun. Cada subfamilia estd compuesta de al menos tres

diferentes proteinas cinasas secuenciales (figura 6) (Chow, 2001):

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

2. una proteina cinasa gue precede a la MAP cinasa y la fosforila, denominada

MAPKK

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

denominada MAPKKK

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

activadas a través de la fosforlacién o como resultado de su interaccidon con una

pequena proteina unida a GTP de la familia de las Ras/Rho en respuesta a un estimulo

extracelular (Mercer, 2004 ).

Stimulus

.

MAPKKK

Mitogens

}

A-Raf, B-Raf
Raf-1. ¢-Mos

!

MEK1
MEK2

b

ERK1
ERK2

Stressicytokines

L

MEKK1-4, DLK, MLK2
Tpl-2, ASK1, TAKY

TAQ1/2
'/\-
MEK3 MEK4
MEKG MEK7
p38 JNK
isoferms 17213

Figura b. Las tres diferentes proteinas dnasas que conforman la @sada de senalizadén. Enla
primera columna de izquierda a demdha se muestran los nombres representativos de las

proteinas dnasas, en fas demds columnas se muestran las proteinas de Jas vias ERX, p38 y JNK

respe clhivamente
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La activacién de la MAPKKK, conlleva a la fosforilacion y activacion de las proteinas
MAPKK, que a su vez, estimula la actividad de la MAPK a través de una doble
fosforilacion en los residuos de trecnina y tirosina en el subdominio VIII. Una vez
activada, la MAPK fosforila diferentes moléculas diana en residuos de freonina,
seqguidos por una prolina (Malarkey, 1995). Como se menciono anteriormente, cada
subfamilia de la cascada de las MAPK, es conformada por proteinas especificas que
son activadas secuencialmente, ewvitando de esta forma el cruzamiento entre
sefializaciones. El amplio alcance que tienen las proteinas MAPK, es regulado por
medio de la fosforilacion sobre determinados sustratos ya su vez son reguladas a partir
de otras moléculas como fosfolipasas, faciores de ftranscripcion y proteinas del
citoesqueleto. Las MAPKSs, también catalizan la fosforilacién y activacion de proteinas
cinasas, denominadas proteinas cinasas activadas por MAP cinasas (MKs), gue
representan una amplficacion en la cascada de las MAPK (Seger, 1995).

La familia de las MKs, compromete diferentes moléculas como: cinasa de la proteina
56 ribosomal de aproximadamente 90 KDa (RSKs, del inglés: Ribosomal $6 kinases),
cinasas activadas por mitdgenos y estrés (MSKs , del inglés: mitogen and stress
activated kinases), las cinasas que interactian con MAPK (MNKs , del inglés: MAPK-
interacting kinases:), MAPK activadas por proteinas cinasas 2-3 (MAPKAP2 and 3, del
inglés: MAPK-activated protein kinases 2 and 3) y MAPK activadas por proteinas 5
cinasas (MAPKAP-K5, del inglés: MAPK-activated protein kinase 5). Las MKs, son
cinasas relacionadas que controlan un amplioc espectio de funciones biolégicas en

respuesta a estimulos como los mitégenos (Roux P. 2004).
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Planteamiento del Problema

La fibrosis pulmenar es el resuitado final de un grupo de padecimientos respiratorios
gue en su conjunto se definen como EPID. Estas enfermedades tienen como resultado
final el depdsito excesivo de moléculas de malriz extracelutar en el intersticio pulmonar.
Durante el desarrolio de la FPI existe una acumulaciéon de fibroblastos en la zona
danada que conduce finalmente a una remodelacién anormat de la estructura pulmonar

(Seiman, 2005).

Durante décadas el tratamiento de la FPI ha ido encaminado a combatir la inflamacion
mediante el uso de glucocorticoides asociados a inmunosupresores como la azatioprina
y ciclofosfamida. Por desgracia ningunc de esos famacos ha demostrado ser
realmente util a la hora de mejorar el prondstico de la mayoria de los pacientes {Raugh,
1991).

Existen estudios in vitro que sugieren que el FGF-1 puede tener efecto modulador en la
acumulacion de proteinas de la matriz extracelular como la colagenasa vy la colagena
{Becerril, 1999). Sin embargo, la via de senalizacion por medio fa cual este facior produce
un efecto antifibrosante en fibroblastos de pulmén no ha sido del todo dilucidada, Dicho
mecanismo podria utilizarse para la realizacion de otros estudios in vitro y modelos
experimentales, para conftrmar los efectos antifibrosantes del FGF-1 y asi proponer un

posible tratamiento contra la fibrosis pulmonar idiopatica.
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Objetivo General

+ Determinar cuiles vias de sefalizacién utiliza el FGF-1 para regular la
sobreexpresion de MMP-1 y el decremento de colagena en cultivos de

fibroblastos pulmonares.

Objetivos Particulares

« Analizar mediante PCR en tiempo real el efecto del FGF-1 sobre la expresion de

MMP-1, coldgena y TIMP-1 en fibroblastos de pulmén.,

« Deteminar la via de sefializacion por la cual el FGF-1 incrementa la expresién
de MMP-1.

» Elucidar fa via de sefializacion por la cual el FGF-1 disminuye la expresion de

colagena en fibroblastos de pulmon.

+ Determinar las proieinas cinasas fosforitadas en la via de sefalizacion activada

por et FGF-1 en la sobree xpresion de MMP-1.

- Examinar la fosforilacion de las posibles cinasas implicadas en la via de

senalizacién activada por el FGF-1 enelincremento de coladgena.
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METODOLOGIA
Cultivos celulares

Se trabajd con una linea celular de fibroblastos normales procedente de un paciente del
Institute Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Los fibroblastos se crecieron
en frascos de cultivo de 75 cm? con medio de cultivo de Ham (F-12) con penicilina [100
U/mL]), estreptomicina [100mg/mL] y 10% de suero fetal bovino, incubandose con una
mezcla gaseosa de 5% CO;/ 95% aire a 37°C hasta lograr un 75% de confluencia.
Posteriormentg, las células se cosecharon con tripsina-EDTA 1X (tripsina 0.05 mg/mL
.02 mg/mL de EDTA) y fueron sembradas en cajas de cultivo de 6 pozos.

Tratamientc con FGF-1 + heparina e inhibidores

Una vez que los cultivos alcanzaron el 75% de conftuencia, se retird el medic, y las
celulas se lavaron dos veces continuas con un amortiguador de fosfatos salino
(NaH,PO4 0.02 M, NasHPO4 0.07M, NaCl 70mM} y posteriormente se agregaron 4 mL
de medio de cultivo de Ham (F-12), sin suero fetal hovino y se dejo durante 12 horas.
Transcurrido este tiempo, se relire el medio y se adiciono medio nuevo sin suero con
inhibidores para la via de ERK [PD98059, 20pM]), fa via de p38 [SB203580, 10 yM] y la
via de JNK/STAT [SB00125, 10 uM) (Badache, 2000; Wu, 2007; Chow, 2001; Bennett, 2001).
Después de transcurridos 30 minutos con los inhibidores, a los cultivos se les agregd
FGF-1 (20ng/mL) (R&D systems Minneapolis, MN), mas heparina (100 pg/mL) {Grado

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

Transcurrido el tiempo de estimulacién, se extrajo el RNA total utilizando para ello
reactivo Trizol (Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Para cada
pozo se utilizaron 800 pl del reactivo y el contenido fue transferido a tubos de 2 mL y se
dejaron incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. A cada tubo se agregaron
200 pl de cloroformo y se agitaron durante 15 segundos vy se incubaron a temperatura
ambiente por 3 minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm

por 15 minutos a 4° C. La mezcla se separo en dos fases, una fase acuocsa superior y
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una fase inferior de fenol-cloroformo; ta fase acuosa se transfirio a un nuevo tubo, a la
cual se le agregaron 500 ul de isopropancl y se incubaron por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 12000 x g, por
10 minutos & 4° C. Se decanto el sobrenadante y se agregé 800 ul de etanol al 75%, se
centrifugd a 7500 x g por 5 minutos, se decantd el sobrenadante y se dejaron secar las
muestras sobre papel absorbente durante aproximadamente 30 minutos. El RNA se re
suspendié en 10ul de agua ftratada con DEPC (Dietilpirocarbonato). EI RNA se
cuantificd por medio de un espectréfotometro UV (Spectrophotometer NanoDrop ND-

1000) a una absorbancia de 260nm.
Sintesis de ADN complementario (cDNA)

El cDNA se sintetizd6 por medio de transcripcion reversa, ulilizando el kit Advantage RT-
PCR (Clontech, Palo Alto CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se colocd
1ug de RNA de cada muestra en un tubo de 0.2 mbL y se agregaron 24l de una solucion
(DNAsa[500U], amortiguador 10X [1pVmuestra]), afrorandose a 10 pl con agua DEPC.
A cada una de las muestras, se agité y centrifugd. Posteriormente, se incubaron las
muestras por 15 min a temperatura ambiente y se afadié EDTA (1mM) y se incubaron
las muestras por 10 min a 65°C y se afiadieron 9ut a cada una de las muestras, de una
solucidén (amortiguador 5X para la enzima M-MLV [4pl/muestra), H2O libre de nucleasas
[4ulfmuestra), 2.5 M de hexameros al azar, 500 pM de cada deoxinucledtido (dNTPs)
enzima transcripatasa reversa termoestable (RT-MMLV) (1 pl de M-MLV de 200 Uiyl
/muestra} volumen final de 15ul} y fueron incubadas en un temogiclador per 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 sintetizado el ¢cDNA se procedid a realizar PCR en tiempo real, utilizando el
sistema i-Cycler iQ Detection System (BioRad, Hercules, CA). La reaccién de
amplificacién se llevd a cabo con la técnica multiplex utilizando sondas Tagman
obtenidas de Applied Biosystems marcadas con fluroforos FAM (Sonda r188
[4333760F, eukaryotic 18SrRNA endogenous control], MMP-1 [HS 00899660 g1],
colagena [HS 01076777_m1], TIMP-1 [NM00-2421)).
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La reaccién de PCR entiempo real fue realizada en las siguientes condiciones: 15 ulde
mezcla reaccidon con los siguientes componentes a una concentracién final de 2 mM
MgCl,, amortiguador de la enzima 10X, 0.2 mM dNTPs, 10 uM Sonda Tagman, 1.25U
Tag platinum, 2 pl de cDNA y agua libre de nucleasas necesaria para 15 ul. Las
condicicnes de amplificacion fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion
de 94°C durante 2 minutos sequido de 40 ciclos de 30 segundos en cada una de las
siguientes femperaturas, desnaturalizacidén a 94°C, alineamiento a 60°C, y elongacion a
72°C, seqguido de un paso final de elongacion de 72 °C durante 5 minutos. Se ulilizé
una curva estdndar hecha a partir de diluciones seriales para cada uno de los genes
(r18S, MMP-1, colagena, TIMP-1) y se amplificaron con los iniciadores especificos de
cada gen de interés. Tanto los estandares como los ¢cDNAs fueron amplificados por
duplicado. Las ecuaciones de las curvas estandar se calcularon refinéndose al ciclo
umbral {Ct), mientras que los resultados se expresaron como el ndmero de copias de

cada gen normalizado con el nimero de copias del RNA ribosomal 18S.
Extraccion de proteinas

Una vez transcurmrido el tiempo de estimulacion se procedid a extraer las proteinas
retirando el medio Ham, los pozos de cultivo se lavaron 2 veces con amortiguador
salino frio vy las células se lisaron con un amortiguador de lisis (10 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl, 1mM EDTA, NP40 1%} conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas
(1 nM PMSF, 1 mg/mL de pepstatina y 1 mg/ mL de leupeptina) raspando las cajas de
cultivo sobre hielo. El extracto de células se transfirid a tubos de 1.5 mL y entonces se
sonicaron (4 pulsos de 20 segundos a 60 MHz), posteriormente los homogeneizados se
centrifugaron a 14 000 rpm por 20 min a 4° C, y se recuperd el sobrenadante que se
separo en 4 alicuotas y fue almacenado (-70°C) hasta su uso. Se evalud la
concentracion de proteinas con el reactivo BioRad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories

Inc, Hercules, CA) del medio condicionado concentrado y de las muestras de lisis
celular extrapolando el resultado cbtenido en una curva estandarizada de albdmina.
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Andlisis por Western Blot.

Las proteinas se descongelaron y mezclaren (V/V) con amortiguador de Laemmii (0.5
M Tris-HCI pH 6.8 -SDS 3%-glicerol-azut de bromofenol 0.05%, 2-B-mercaptoetancl
5%). Se cargaron 30pg de proteina total de cada una de las muestras y fueron
fraccionadas en geles SDS-PAGE al 12% bajo condiciones reductoras calentandose a
80°C, los geles se corrieron a un woltaje de 150 V durante una hora. Las proteinas se
transfiieron a una membrana de PVDF (polivinil difloruro) que fue humedecida en
metancl por 1 minuto v luego se equilibro 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 camara para transferencia semi-humeda de geles (BioRad). Los
sitios inespecificos de unidén en la membrana, se bloguearon por incubacion con leche
descremada al 5% en amortiguador TBS-T (10 mM Tris base, pH 8.0, 150 mM de NaCj,
y 0.06% Tween 20} durante una hora a temperatura ambiente. Despues las
membranas se incubaron 18 horas a 4°C con el anticuerpo primario especifico para
cada una de las proteinas a estudiar (1 pg/mk Ac MMP-1, 2 yg/mL Ac MAPK p44/42
fosforilado, 2 pg/mL Ac MAPK p42/p44) en amortiguador de fosfatos salino con leche
descremada 3%. Transcurrido el tiempo indicado con el anticuerpo primario, se lavé ia
membrana por 4 tempos de 15 minutos cada uno con TBS-T. Posteriormente, se
afadié el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa {1:500 anti-rabbit-HRP) diluido
en TBS-T con BSA 1% a la dilucion previamente sefalada, se mantuvo en agitacion
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 deteccidén de quimiofluminiscencia ECL exponiendo la membrana con una placa

fotografica para rayos X (X-OMAT,; Eastman Kodak) por 5 minutos.
Analisis Estadistico

Todos los resultades son expresados como la media (+) la desviacion estandar. El
andlisis estadistico se desarrollé usando el paguete estadistico SPSS v.15. Se realizo
un analisis de varianza de una via para determinar la diferencia entre los grupos de
cada estudio, asi como la prueba de Tukey para comparaciones multiples. Un valor

para p menor a 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Analisis mediante PCR en tiempo real de la expresion del gen constitutivo r18S

en fibroblastos de pulmon

Se calculd el nimero de copias del gen nbosomal 18S (r18S), realizandose una curva

estandar por medio de diluciones serales desde 1x10°% 1x107, 1x10° 1x10* por

duplicado. En la tabla 3, pueden observarse los resultados obtenidos a partir de fa

curva estandar realizada mediante PCR en tiempo Real, la grafica 1 muestra su

representacion grafica.

TABLA 3. Curva estdndardel gen r185

No. De copias (r18S} | No. De muestra| Ciclo umbral (Ct) | % Ct
. 1 14.79
1x10 > €79 14.99
7 1 22.68
1x10 5 5183 22.26
5 1 29.1
1x10 2 28.33 28.72
a 1 31.6
1x10 > 3218 31.89
1.00E+10
wy H
o 1.00E+09 | R = 0:999
L; 1.00E+08 |
-2 1.00€+07
€ 1.00E406 -
-
£ 100€+05 |
S 1008404 | i g
£ 100E+03 |
s, 100€:02
S LO0EsO1
100E100 hooome - -
10 15 20 25 30

Ciclo umbral

TABLA 4. Datos obtenidos del ri85 de cada unade las rmues tras problema
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El nimero de copias dei r18S de cada una de las muestras problema (tratadas vy

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

contra el ciclo umbral {Ct) de la curva estandar anteriormente descrita, cada muestra se
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analizé por triplicado. El nimero de copias del r18S de cada una de las muestras, se
utiliz6 para nommalizar el numero de copias del resto de los genes analizados (MMP-1,
colagenasa, TIMP-1). Las ecuaciones de las curvas estandar se calcularon refirié ndose
al ciclo umbral (Ct), mientras que los resultados se expresaron como el numero de

copias del gen (Tabla 4).

Muestraftratamiento | No. De muestra | Ciclo umbral (Ct}| X Ct dNO' de copias (r18S)
e muestras problema
22.45
22.49 22.49 6.82X10°
22.52
31.93
30.55 30.92 2.41X10°
30.29
29.21
28.6 29.01 6.89X10°
29.21
2211
22.32 22 .46 7.15X10°
22.95
26.1
25.79 24.04 6.5X10°
20.22
2822
28.88 28.9 7.05X10*
296
23.84
24.36 2405 2.38X10°
23.95

Control

FGF-1 + Heparina

Heparina

Inhibidor PGCY98059

inhibidor UO 126

Inhibidor SB8203580

Inhibidor SPCO125

a2 |PI ] =] Q| P | Q| B =] G| | =] ) B3| | LI | R

Se analiz6 el numero de copias en la expresién genes estudiados {colagena, MMP-1 y
TIMP-1) en cada una las muestras estimuladas con FGF-1 mas heparina para
determinar su efecto, adicionalmente se analizaron muestras estimuladas con
diferentes inhibidores de las rutas de las MAPK para determinar la via utilizada. Para
ello se cuantifico el nimero de copias del gen r18S de cada una de las muestras
problema (descrito previamente) y se obtuvo una relaciéon ¢on respecto a cada uno de

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

expresion de colagena

Para detemminar la cantidad de colagena en las muestras problema, se realizé una
curva estandar por duplicade de la expresidn del gen colagena (Tabla 5} y mediante
los datos obtenidos, se obtuvo el nimero de copias del gen en cada una de las
muestras problema (Tabla 6).

TABLA S. Curva estindarde coldgena

Numero de copias del gen colagena | No. de muestra | Ciclo umbral (Ct)| x Ct
1x10° ; 13:33 14.98
1x10° ; gg:gg 26.18
1x10° ; 3%38 29.74
1x10° ; 333 44.69
110" ; j‘?:;g 42.56

Se obtuvieron las cantidades de colagena en relacion al gen r18S para obtener los
datos normalizados respeclo a cada una de las muestras, posteriormente se calcularon
las magnitudes de las muestras fratada con respecto al control (tabla 7). Se observa
unaumentd en el nimero de copias de colagena en la muestra estimulada con el FGF-
1 mas heparina y heparina, respeclo al resto de las muestras. Dentro de las muestras
estimuladas con inhibidores, la muestra estimulada con el inhibidor de la via p38 es la
que presenta menos cambios. Finalmente los resultados de las magnitudes fueron

graficados {grafica 2).

TABLA 6. Nimem de cnias en |a exoresidn de colieena de cada una de las muestmas

Muestraftratamiento | No. de muestra | Cicloumbral (Ct) | x Gt | No de copias{colagena)
1 19.86
Control > 19.82 19.84 2.00E+07
. 1 28.27
FGF-1 + Heparina > 5755 27.91 2.12E+05
Heparina 1 25.08 24.63 1.38E+08
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2 2418

Inhibidor PD80SY ; gfzgg 21.21 6.64E+06

Inhibidor UO126 ; 2233_'395 23,63 2.37E+06

Inhibidor SB203580 ;_» ﬁgﬁgg 26.81 3-91E+05

Inhibidor SP00125 ; Egzg‘z‘ 22.78 3.82E+06

TABLA 7. Dates normalizados de coldgena vy cilculo de magnitudes respecto al control

Control FGF+Heparina Heparina PD9gos9 Vo126 SB203580 | SPOO125
Colagera | 2.006+07 | 2.42E+05 | 1.36E+06 | 6.64E+06 | 2.37E+06 | 3.91E%05 | 3.82E+06
T185 687E+06 | 241E+04 | 6.08E+04 | 7.15E706 | 6.50E705 | 7.05E+03 | 2.38E+06
Colagenalr 185 | 2.92E+00 | 8.79E+00 | 1.97E+01 | 9.20E-01 | 3.65E+00 | 5.55E+00 | 1.61E+00
Magnitudes 3.0060 6738 | 0317 | 1247775 | 18982 | 0549
DESVEST 0.7890 5271 | 00547 | 0245 | 0438 | 04155

FGF+H
PD980S5Y

FGF+H
U126

FGF+H
SB203580

FGF+H
SPO0L2S

Numero de veces del aumento de coldgena / control

FGF+Heparina Heparina

Gréfica 2. Namerm de copias toales de colagena de las muestas tratadas. * p<0.05 comparados respecto al cantrol, + p<0.05 comparados
contralas muestras tratadas con alganinhibidor
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Analisis mediante PCR en tiempo real del efecto del FGF-1 sobre la expresién de MMP-1

Para determinar la expresion del gen MMP-1 en cada una de las muestras tratadas,
primero se realizd una curva estandar por duplicado de MMP-1 (tabla 8), mediante los
datos obtenidos, se obtuvo el numero de copias del gen en cada una de las muestras
problema (tabla 9).

TABLA 8. Curvaestdndarde MMP-1

Numero de copias del gen MMP-1 | No. De muestra | Cicloumbral (Cl) | x Ct
1x10° ;_ 2355‘?24 24.74
1x10° : o 34.78
1x10° ; i‘?? 35.73

TABLA 9. Nuamero de copias en la expresidon del gen MMP-1 de cada una de las muestras

Muestraftratamiento | No. De muestra| Ciclo umbral (Ct) | x Ct | No de copias(MMP-1)
Control ; gggg 33.91 5.76X10°
FGF-1 + Heparina :12 iigl 25.08 9.74X1¢
Heparina :12 gg;g 31.51 2.47X10°
Inhibidor PD98059 ; 2;85 27.75 2.01X10
Inhibidor UO126 . el 26.02 5.57X107
Inhibidor SB203580 . ;g:gé 23.12 2.91X10°
Inhibidor SP00125 ; 331?3 23.94 1.81X10°

Se obtuvieron las cantidades de MMP-1 en relacion a la expresion del gen r185 para
obterer los datos nommalizados 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 (grafica 3). Se observa un
aumento de MMP-1 en la muestra estimulada con FGF-1 mas heparina con respecto al

resto de las muestras, mientras que dentro de las muestras estimuladas con algun
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inhibidor, dentro de las muestras estimuladas con inhibidores,

con elinhibidor de la via p38 es la muestra que presenta menos efectos.

TABLA 10. Datos normalizados de MMP-1 v ril aula de maenitudes esoe o al control

la muestra estimulada

Controf FGF+Heparina | Hepatina PDABO5Y Uct126 SB203580 SPO0125
MMP-1 5.76E+05 9.77E+07 247E+06 | 2.02E+07 | 5.57TE+Q07 | 291E+08 | 1.81E+08
r18s 6.82E+06 2A41E+04 6,98E+04 | 7.15E+06 | 6. 50E+05 | 7.05E+04 | 2.38BE+06
MMP-1/r188 | 0.0843 4048.1137 35.3164 2.8197 85.7346 | 4123.2747 | 76.1361
Magnitudes 47999.54007 | 418.7562 | 33.4349 | 1016.578 | 48890.74 | 902.7659
DESVEST 1820.7127 206.0481 7.8013 | 322.6413 150568 | 213.4601
g
8 50000 1
s *
E 48000
=
<
_?g 1500 *
%
@ 1000 T
E 500 T
=
E 0 T T
R FGF+H FGF+H FGF+H FGF+H
< FGF+Heparina Heparina PDY95059 U126 SR203580 SPODI2S

Graflca 3. Ndmero de copias totales de MMP-1 en las muestras tratadas. * p<0.05 mmpamdos respecto al control, + p<0.05 wompa ados
contra las muestras estmuladas con algdn inhibidor

Analisis mediante PCR en tiempo real del efecto del FGF-1 sobre la expresiéon de TIMP-1

Para determinar la expresion del gen TIMP-1 en las muestras tratadas, se realizd una

curva estandar por duplicado de TIMP-1 (tabla 11} y mediante los datos obtenidos, se

obtuvo el numero de copias de en cada una de las muestras problema (Tabla 12).
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TABLA 11. Curva estandar de TIMP-1

Numero de copias def gen TIMP-1 | Ciclo umbral (Ct)
1x10'" 11.22
1x10° 9.91
1x107 17.18
1x10° 24.37
1x10° 30.66
1x10° 344

TABLA 12. Numero de copias de TIMP-1 de cada una de las muas tras trmtadas

Muestra/tratamiento | No. De muestra | Ciclo umbral (Cf) | % Ct | No de copfas(TiMP-1)
1 19.1
Control > 0.1 191 3.55E+06
FGF-1 + Heparina ; ;‘gg 15.3 5.31E+Q7
1 17.5
j 16. . +
Heparina > 5.9 6.7 2.29E+07
1 17.6
£ +
Inhibidor PD98059 2 173 17.45 1.15E+07
£ 1 157
Inhibidor UO126 > 156 15.65 4 14E+0Q7
Inhibidor 58203580 ! 14 13.95 1.39E+08
ibidor > 39 . )
Irhibidor SPQ0125 ; ! ?49 13.95 1.39E+08

Se obtuvieron las cantidades del TIMP-1 en relacién al r18S para obtener los datos
nomalizados respecto a cada una de las muestras, posteriormente se calcularon las
magnitudes de las muestras tratada con respecto al control (tabla 13). Finalmente los
resultados de las magnitudes fueron graficadas (grafica 4). Se observa un aumento de
TIMP-1 en la muestra estimulada con FGF-1 mas heparina, heparina y FGF-1 mas
heparina (SB203580) respecto al resto de las muestras, mientras que dentro de las
muestras eslimuladas con algun inhibidor, dentro de las muestras estimuladas con
inhibidores, la muestra estimulada con el inhibidor de la via p38 (SB203580) es la

muestra que presenta menos efectos.
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TABLA 13. Datos normalizados en la exoresidn del sen TIMP-1 v cil culo de maenitudes respecto al control

Controf FGF+Heparina | Heparina PD98059 Uvo128 5B203580 | SPO0125
TIMP-1 3.55E+06 5.31E+07 | 2.29E+07 | 1.15E+07 | 4.14E+07 | 1.39E+08 | 1.39E+08
r18% 6.82E+06 241E+04 | 6.98E+04 | 7.15E+06 | 6.50E+05 | 7.05E+04 | 2.38E+06
MMP-1/r185 | 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 156.0928 4591961 | 0.468139 | 6.1750 | 191.0998 | 5663389
E *
= * ¥
8 4000 1
£ 35001
=
-
2
=
260071
3
S 400 7
8
2 200 1
3
g 0 T T T
£ FGF + H FGFH FGF+]I FGF+H
z FGF+Heparina Heparina PD98059 U126 53203580 SP0012S

Grafica 4. Nomero de copias totales de TIMP-1 en las muestas tratrdas. * p<Q.05 comparados respecto al control, + p<0.05 mmparados
contra las muestras estimuladas qon alguninhibidor.

Posteriormente, se compararon los datos obtenidos en la expresion de los tres
diferentes genes estudiados de cada una de las muestras {grafica 5) para determinar el
aumento de cada uno de los genes en relacién al resto. En la grafica 5, puede
observarse que todas las muestras estimuladas con FGF-1 mas heparina presentan un
aumento en la expresion de cualquiera de los tres genes estudiados (coldgena, MMP -1,
TIMP-1) mientras que la muestras fratadas con inhibidor de la via p38 son las que
presentan menos cambios respecto a las muestras tratadas con FGF-1 mas heparina
dentro de las muestras estimuladas con algun inhibidor.
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Grafica 5. Comparaddn en la expresion de MMP-1, coligena y TIMP-1 en fibroblastos nomales de pulmén estmulados con el factor de
credmiento de fibroblastos acidico [FGF-1) +bhepaiina e inhibidores. NOTA. E gje "y" se encuentra expresado en escala logaritmica.

Analisis de proteinas por Western blot

Se llevé a cabo un analisis por Western blot para evaluar el efecto del FGF-1 ¢n
fibroblastos normales de pulmén sobre la produccion de colagenasa, asi como para
analizar la posible via de sefalizacién utilizada 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 control, mientras que se observa una disminucion de fa
sefial de la proteina MMP-1 en el carril de la muestra estimulada con FGF-1 + heparina
junto con el inhibidor de la via ERK (PD98059). Es decir existe un aumento en la
produccion de colagenasa intersticial en muestras estimuladas con FGF-1 + heparina y
sin embargo no se observa la misma intensidad en aguella muestra donde
adicionalmente se agrego un inhibidor de la via ERK. No se observo ningin cambio
sobre la marca de MMP-1 en la muestra que solamente fue estimulada con el inhibidor
PDY8059.

Por otra parte, se analiz6 en cada una las muestras tratadas, la proteina p42 total de la
via ERK de las MAPK vy la proteina fosforilada (p42-p) para determinar si es una de las

vias utilizadas para el aumento de colagenasa en fibroblastos normales de pulmén.



Figura 7. Detecodn de MMP-1 por Westem blot
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En la figura 8, se observa una similitud en la marca de la proteina p42 en las muestras
estimuladas con FGF-1 + heparina y heparina respecto al control. En cambio existe un
aumento de las muestras que han sido estimuladas con FGF + heparina + algun
inhibidor de la vias de las MAPK. Esto puede deberse a que probablemente las
muestras estimuladas con el FGF-1 utilizan la via ERK y fosforilan la proteina p42 para

poder seguir con esta ruta.

Figura B. Detecadn de la proteina p42/44 por Westem -bl ot

carril 1 carsil 2 carril 3 carril 4 carril 5 cactil b carril 7

controd FGF + Heparina FGF + FGF + FGF + FGF +
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Flgura 9. Detecdon de la proteina p42/44 fosfoilada por Westem -hlot

carrl 1 Camril 2 caral 3 carril 4 carnl S carril &
control FGF-1+ PO9805% U026 FGF-1 + FGF-1 +
heparina heparina heparina

PORB059 U126

La figura 9 muestra el aumento de la marca de la proteina p42 fosforilada en la muestra
que fue estimulada con el FGF-1 + heparina, mientras que en aquellas muestras que

fueron estimuladas de la misma forma mas algun inhibidor de la via ERK (PD98059 —
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UO126) presentan una disminucién de la marca {carnl 5-6). Las muestras estimuladas

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

Se ha sugendo que el factor acido de crecimiento de fibroblastos (FGF-1) con heparina
puede modular la relacidn entre las proteinas que conforman la matriz extracelular
pumonar, ya que aumenta la expresion de colagenasa intersticial (MMP-1) en
fibroblastos de puimdn (Becemil, 1999). También se ha encontrado que tanto el FGF-1,
como su receptor (RFGF-1) se sobreexpresan durante el desarrollo de la fibrosis
pulmonar idiopalica (Barrios, 1997).

Gracias a la técnica de PCR en tiempo real se demositré que existe un aumento
significativo en la expresion de MMP-1 (grafica 3) en las muestras estimuladas con
FGF-1 mas heparina comparada contra la muestra control (FGF-1+H: 479995
1820.7127; p<0.05) Ello corrobora lps resultados encontrados previamente (Becerril,
1999: Selman, 2001). Sin embargo en la presente investigacion se demostrd que existe de
igual manera un aumento en la expresidn de colagena tipo |y de TIMP-1; sin embargo

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

Se demostrdo que la expresion de coldgena aumentaba en aquellas muestras que
fuercn expuestas al FGF-1 mas heparina (grafica 2) (respecto a la muestra control
FGF-1+H: 3.0060 +0.7890; p<0.05), lo mismo que la expresion del TIMP-1 (grafica 4)
(FGF-1+H: 4236.3 + 156.1; p<0.05), sin embargo la expresion de estos dos genes no
fue tan amplia como la expresion de MMP-1 bajo las mismas condiciones. Esto implica
que la degradacion de colagena es llevada a cabo en gran parte por la MMP-1, aun
tomando en cuenta que existe un pequefo incremento de colagena y de TIMP-1.

Existe una diferencia significativa entre la cantidad de colagena de las muestras
estimuladas con FGF-1 mas heparina y adicionalmente con un inhibidor de la ruta ERK
0 de la ruta JNK de las MAPK, contra las muestras estimuladas con FGF-1 mas
heparina y un inhibidor de la ruta p38 (grafica 2) (FGF-1+H/PD: 0.317 + 0.054; FGF-
1+H/UO: 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 expresidon de MMP-1 (grafica 3) (FGF-1+H/PD:
33.43496 + 7.801; FGF-1+H/UQ: 1016.578 + 322.641; FGF-1+H/SP: 902.765 %
213406 vs FGF-1+H/SB: 48890.74 + 11505.68; p<0.05) y del TIMP-1 (gréfica 4) (FGF-
1+H/PD: 3.11 + 0.468; FGF-1+H/UQO: 122.66 £ 6.175; FGF-1+H/SP: 112.50 £ 5663 vs
FGF-1+H/SB: 3796.198 + 198.09; p<0.05) .

Esto indica que probablemente el aumento de MMP-1, de colagena y TIMP-1 en
fibroblastos estimulados con el FGF-1 mas heparina, se lleva a través de la cascada de
sefalizacion de las proteinas cinasa activadas por mitbgenos (MAPK) utilizando
principaimente las ruta de proteinas cinasas regutadas por sefiales extracelulares
{(ERK} v la via de las cinasas c-Jun amino terminal (JUNK/STAT).

En ef analisis de proteinas a partir de la técnica de Western blot, se demosiré con fo
referente a la colagenasa intersticial, que existe un aumenio considerable de
colagenasa en la muestra que fue estimuladas con el FGF-1 mas heparina y una
disminucion en aquellas muestras en las que adicionalmente se agrego el inhibidor de

la via ERK con respecto al control.

Se analizaron la proteinas cinasas fosforiladas de la via ERK {p-42-p) para determinar
si era una de las vias utilizadas para el aumento de MMP-1 mediante el estimulo con
FGF-1 mas heparina y se demostrd que existe un aumento de la proteinas fosforiladas
en la muestra estimulada con FGF-1 mas heparina, mienfras que se muestra una
disminucion en la fosforilacion de las proieinas cinasas en aquellas muestras gue

fueron adicionalmente tratadas con inhibidores de la via ERK.

Esto confirma los resultados encontrados mediante la técnica de PCR en tiempo real
que aquellas muestras estimuladas con el FGF-1 mas heparina, presentan un aumento
en la expresion de MMP-1 respecto a aquellas muestras que no fueron estimuladas,
adicionalmente, se corrobora que el aumento de colagenasa intersticial, colagena y de
TIMP-1 se lleva a cabo mediante la utilizacion de las rutas ERK y JUNK/STAT de fa

cascada de senalizacién de las proteinas cinasas activadas por mitégenos.

47



Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF -
1) junto con la heparina, aumenta la expresiéon de colagenasa, colagena y TIMP-1

respecto al control en fibroblastos de pulmén normales.

La expresion de MMP-1 aumentd en una magnitud de 48000 veces en fibroblastos de
pulmén normales estimulados con FGF-1 mas heparina respecto a fibroblastos no

estimulados.

Contrario a lo reportado previamente (Becemil, 1999), la expresion del gen de colagena
aumenta en fibrohlastos de pulmdn estimulados con FGF-1 mas heparina. La expresion
de colagena aumentd en una magnitud de 3 veces en fibroblastos de pulmon normales

estimulados con FGF-1 mas heparina respecto a fibroblastos no estimulados.

La expresion de TIMP-1 aumentd en una magnitud de 4000 veces en fibroblastos de
pulmén normales estimulados con FGF-1 mas heparina respecto a fibroblastos no

estimulados.

El aumento en la expresién de MMP-1, colagena y TIMP-1 en fibroblastos normales de
pulmon estimulados con FGF-1 mas heparina utiliza la via ERK y la via JNK/ISTAT de
fas proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK).

El aumento en la expresion de MMP-1 por medio de FGF-1 mas heparina en
fibroblastos de pulmdn, se ve reducida cuando se estimula ademas con un inhibidor de
la via ERK (PD98059, UO126) o de la via JNK/STAT (SP00125), sin embargo no se

observa el mismo efecto cuando se ufiliza uninhibidor de la via p38 (SB203580).

El aumento en la expresion de colagena por medio de FGF-1 mas heparina en
fibroblastos de pulmon, se ve reducida cuando se estimula ademas con un inhibidor de
la via ERK (PD98059, UQ126) o de la via JNK/STAT (SP00125), sin embargo no se

observa el mismo efecto cuando se uliliza un inhibidor de la via p38 (SB203580).

El aumento en la expresién de TIMP-1 por medio de FGF-1 mas heparina en

fibroblastos de pulmén, se ve reducida cuando se estimula ademas con un inhibidor de
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la via ERK (PD98059, UO126) 0 de la via JNK/ISTAT (SP00125), sin embargo no se

observa el mismo efecto cuando se utiliza uninhibidor de la via p38 (SB203580).

Los fibroblastos de pulmén estimulades con FGF-1 junto con la heparina, fosforilan
proteinas (p44) utilizadas en la via ERK de la cascada de sefalizacién de las MAPK
para incrementar la expresidn de MMP-1, esto indica que es al menos una de las vias

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

El FGF-1 junto con la heparina mas el inhibidor de la via ERK (PD98059), disminuye la

fosforlacién de la proteina p44.

Estos resultados demuestran que fibroblastos estimulados con FGF-1 mas heparina
aumentan la expresion de MMP-1, colagena y TIMP-1 por medio de la fosforitfacion de
proteinas de las vias de senalizacion ERK y JNK/STAT de las MAPK; sin embargo el
aumento de en la expresion de los genes de colagena y TIMP-1 resultan ampliamente
rebasados por el aumento en la expresidon de MMP-1, lo cual explica las propiedades

antifibrosantes del FGF-1 mas heparina sobre fibroblastos de pulmén normales.
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