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1. La unidad alveolocapilar.

La unidad alveolocapilar es la unidad funcional y estructural del pulmén, ya que es el
lugar de intercambio gaseoso (Figura 1.1). Los alvéolos, de los que se calcula un namero
promedio de 480 millones en el adulto, estan casi en su totalidad cubiertos por los capilares
pulmonares (pudiendo existir hasta 280 millones, o sea, de 500 a 1000 capilares pulmonares por
alvéolo). El resultado de este impresionante nimero de alvéolos y capilares pulmonares es un
extenso area de contacto entre unos y otros, probablemente de 50 a 100 m? de superficie

disponible para el intercambio gaseoso por difusion.

La superficie alveolar esta compuesta principalmente por una fina capa de células
epiteliales escamosas, las células alveolares de tipo |, cuyas extensiones protoplasmaticas largas
tapizan casi por completo la superficie alveolar. Esta célula, cuya funcién es el sostén mecénico,
rara vez se divide y no es muy activa desde un punto de vista metabdlico. Las células cubicas
alveolares de tipo Il estan intercalas entre ellas, son mas grandes y producen la capa liquida que
tapiza los alvéolos (el surfactante), siendo metabolicamente mas activas. Un tercer tipo de
células, el macréfago alveolar fagocitico, se encuentra en numeros variables en la cubierta
extracelular de la superficie alveolar. Estas células patrullan la superficie de los alvéolos

fagocitando las particulas extrafias y las bacterias.

El espacio comprendido entre el epitelio vascular y el endotelio capilar es lo que se
conoce como intersticio. Se trata de una estructura delgada que consiste en una fusion de las
membranas basales de las capas epitelial y endotelial, a un lado del capilar, y la presencia de
fibrillas de colageno y elastina, al otro lado. El tejido intersticial se encuentra en todo el pulmoén,
especialmente en los espacios perivasculares y peribronquiales. Después de diversas agresiones
patoldgicas este tejido puede engrosarse por deposicion de colageno y elastina, volviéndose
rigido o cicatricial. Debido al engrosamiento del tabique alveolar la capacidad de difusion del
oxigeno hacia el capilar sanguineo disminuye. El resultado final es el aumento del trabajo
respiratorio y una oxigenacion defectuosa de la sangre, caracteristicos de la insuficiencia

respiratoria.
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2. La enfermedad pulmonar intersticial (fibrosis).

El intercambio gaseoso entre los alvéolos y la sangre capilar pulmonar tiene lugar por
difusion. Esta difusion del oxigeno y el diéxido de carbono se produce de forma pasiva, segin
sus gradientes de concentracion a través de la barrera alveolocapilar. Dichos gradientes deben
mantenerse en equilibrio gracias a la ventilacion de los alvéolos y la perfusién de los capilares
pulmonares. Sin embargo, en algunas enfermedades la barrera hematogaseosa se halla
engrosada y la difusién esta tan retardada que es posible que el equilibrio sea incompleto,
contribuyendo a la hipoxia. Estas enfermedades se conocen como enfermedades pulmonares
intersticiales y cursan con inflamacion o cicatrizacion (fibrosis) de los pulmones. La fibrosis es un
trastorno por el cual el tejido conectivo fibroso prolifera y se disemina sobre las estructuras
organicas normales reemplazandolas; dicha reaccion es inespecifica y suele ser la consecuencia

de un proceso inflamatorio mas o menos importante.

Las causas que llevan al desarrollo de las enfermedades pulmonares intersticiales son
multiples, sin bien en febrero de 2002 se alcanza un consenso entre clinicos, radidlogos vy
patélogos de la American Thoracic Society (ATS) y de la European Respiratory Society (ERS)
gue propone la siguiente clasificacién segun si los mecanismos etiolégicos son conocidos 0 no
(2002):

1. Las que tienen una causa identificable o asociadas con otras enfermedades:

* Neumonitis por hipersensibilidad o alveolitis alérgica extrinseca. Se trata de una
reaccion de hipersensibilidad que afecta a las zonas mas distales del pulmén y que se
produce como respuesta a la inhalacién de una serie de antigenos. La exposicion por

lo comun es ocupacional e intensa, siendo un buen ejemplo el pulmén del granjero.
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« Causadas por polvos inorganicos (neumoconiosis), como la asbestosis, la silicosis, la

siderosis y aquella desarrollada por los mineros del carbén.

* Inducidas por farmacos o radioterapia. Se ha estimado que entre el 5y 10% de los
pacientes sometidos a quimioterapia desarrollan enfermedad pulmonar relacionada
con la misma. Entre los que podemos destacar el tratamiento con Bleomicina, cuya
incidencia global de lesiéon pulmonar es entorno al 10%. Por otro lado, se han descrito
casos de toxicidad pulmonar tras la administracion de G-CSF / Adriamicina y tras el
tratamiento con ciclos de CAF (Ciclofosfamida, Adriamicina, 5-Fluorouracilo),
caracterizada por una pérdida de la capacidad de difusion del pulmén para el
monodxido de carbono y la induccién de una respuesta celular inflamatoria (Bhalla et
al., 2000), (Eisenbeis et al., 2001).

« Asociadas a colagenopatias. Estas son un grupo heterogéneo de enfermedades
caracterizado por una inflamacién secundaria a procesos de origen inmunolégico, que
pueden afectar a diversos érganos, siendo frecuente la afectacion pulmonar. Entre
otras enfermedades del tejido conectivo que pueden producir fibrosis pulmonar
figuran la esclerodermia, el lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoide. En los
pacientes con esclerodermia (esclerosis sistémica) es posible observar fibrosis
intersticial con un patrén restrictivo tipico, afectando en torno al 40% de los pacientes.
Por otro lado, la afectacién pulmonar asociada a la artritis reumatoide se manifiesta
sobre todo como pleuritis, nddulos reumatoides y todo un espectro clinico que abarca
desde la neumonitis subclinica a la fibrosis intersticial con enfermedad restrictiva

(indistinguible de la forma idiopética), vasculitis e hipertension pulmonar.
2. Las que no tienen causa conocida o neumonias intersticiales idiopaticas:

« Lafibrosis intersticial difusa, que incluye la fibrosis pulmonar idiopética y la neumonia

intersticial. Se explicara en detalle en el siguiente apartado.

« La bronquiolitis respiratoria con enfermedad pulmonar intersticial y las neumonias
intersticiales, como la neumonia intersticial descamativa y la neumonia intersticial
linfocitica, forman un subgrupo de enfermedades raras que comparten una relacion
clara con el tabaquismo. Los sintomas son leves e incluyen disnea y tos pero puede

observarse disnea severa o hipoxemia y no suele observarse hipocratismo.

+ La neumonia organizada criptogenética, cuyo cuadro morfolégico muestra una

reparacion tisular inespecifica con ocupacion de espacios aéreos distales por yemas
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de tejido fibroinflamatorio laxo que se extiende de un alvéolo a otro, ocasionando una

distribucién de la afectacién parcheada en torno a pequefas vias aéreas.
3. Primarias o asociadas a otros procesos que no se hallan bien definidos:

» Sarcoidosis. Es una enfermedad multiorganica que se caracteriza por la presencia de
tejido granulomatoso epitelioide en los ganglios linfaticos, los pulmones, la piel, los
ojos, el higado y/o el bazo. Su etiologia es desconocida, aunque parece probable que
exista una base inmunolégica. Ademas, en la mayoria de las ocasiones presenta una

resolucion espontanea o mediante el tratamiento con corticoides.

» La proteinosis alveolar. Es una rara enfermedad en la cual un tipo de proteina se
acumula en los alvéolos pulmonares, dificultando la respiracion. En algunos casos, se
desconoce la causa y en otros se encuentra asociada con una infeccién o un

problema inmunitario.

« La microlitiasis alveolar. Se trata de una enfermedad poco frecuente, de causa
desconocida y que se caracteriza por la acumulacion difusa de cuerpos nodulares
calcificados microscépicos, compuestos de fosfato de calcio, conocidos como
calcosferitas. Estos se encuentran inicialmente dentro de los espacios alveolares,

presentandose fibrosis intersticial en las etapas de progresién de la enfermedad.

« La linfangiolemiomatosis pulmonar. Es una enfermedad muy rara que afecta sélo a
mujeres en edad fértil y que se caracteriza por una proliferacion excesiva de musculo
liso intersticial pulmonar y la formacién de quistes. No se conoce su incidencia y
prevalencia, pero probablemente represente menos del 1% de los casos de

enfermedades pulmonares difusas.

« Las eosinofilias pulmonares. Son un grupo heterogéneo de enfermedades que tienen
en comun la presencia de infiltrados eosinéfilos aumentados en sangre periférica y/o

parénquima pulmonar. Son enfermedades poco frecuentes y de diagndstico complejo.

Entre las manifestaciones clinicas que presentan los pacientes con enfermedad pulmonar
intersticial la disnea es la mas frecuente, habitualmente acompafiada de tos y acentuada con el
ejercicio. En las pruebas de esfuerzo, los pacientes muestran una tolerancia reducida al ejercicio
a consecuencia de la pérdida del lecho capilar pulmonar, del incremento del grosor de la barrera
alveolo-capilar y la reduccion del volumen de sangre del capilar pulmonar. La suma de todas

estas alteraciones ocasiona un empeoramiento de la mecanica ventilatoria y una disminucion de
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la eficacia del intercambio gaseoso, que impide que se alcance la ventilacion requerida por el

incremento metabdlico que exige la realizacion del ejercicio.

3. La fibrosis pulmonar idiopatica.

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), también conocida como fibrosis pulmonar difusa,
neumonia intersticial o alveolitis fibrosa criptogénica, es un tipo de enfermedad pulmonar
intersticial difusa (EPID) de etiologia desconocida y que se caracteriza por el patrén histoldgico
de neumonia intersticial. Algunos médicos reservan el término “fibrosis” para estadios finales de

la enfermedad.

La FPI es la mas frecuente de las EPID, con una prevalencia estimada entre 5 a 15 casos
de cada 100.000 personas y cerca de 175 por cada 100.000 en la poblacién anciana (Rogliani et
al., 2008) siendo ésta mayor en los hombres. Ademas, la supervivencia media estimada es de 3
a 5 afos desde el diagnéstico, con escasa 0 nula respuesta al tratamiento esteroideo e

inmunosupresor, siendo la principal causa de muerte la insuficiencia respiratoria.

La etiologia de la FPI es desconocida aunque se piensa que sea consecuencia de la
interaccion de factores ambientales en individuos genéticamente predispuestos. Entre los
factores ambientales relacionados con la FPI, cabe destacar el habito tabaquico, la exposicion a
polvos de madera y determinados metales y algunos virus (virus de la hepatitis C, adenovirus y
virus Epstein-Barr). Se ha postulado que el reflujo gastroesofagico (RGE) podria constituir un
factor de riesgo para el desarrollo de FPI debido a que mas del 80% de los pacientes con FPI
presentan RGE (Adamson, 1976), (Bringardner et al., 2008).

3.1. Anatomia patoldgica

El patrén histolégico tipico de la FPI es el de neumonia intersticial usual (NIU), que se
caracteriza por una desestructuracion difusa de la arquitectura pulmonar, con engrosamiento del
intersticio de la pared alevolar, presencia de areas de depdsitos gruesos de haces de colageno
(fibrosis), lesiones quisticas fibréticas (areas de “panal de abejas”) y la presencia de focos de
proliferacién fibroblastica (que parecen ser el preambulo del proceso fibrético) (Katzenstein and
Myers, 1998), (Travis et al., 2000). Cool y cols. postulan ademas que dichos focos aparecen
conectados en un complejo reticular que se extiende desde la pleura interna, sugiriendo que no

existen sitios individuales de lesién (Cool et al., 2006).
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La inflamacién parenquimatosa suele ser leve o moderada, con infiltracion de los septos
alveolares por linfocitos, células plasmaticas e histiocitos asociados a hiperplasia de los
neumocitos tipo Il. En algunos pacientes se observa, ademas, un exudado celular consistente en
macroéfagos y otras células mononucleares en el interior de los alvéolos en los primeros estadios
de la enfermedad; que se denomina “descamacion”. Las lesiones son parcheadas y
heterogéneas alternando zonas de pulmén normal, con areas de inflamacion, fibrosis y de

proliferacién fibroblastica (Katzenstein and Myers, 1998), (Travis et al., 2000).

3.2. Caracteristicas clinicas

Al igual que ocurre en el resto de enfermedades pulmonares intersticiales, en la FPI es
imprescindible llevar a cabo una anamnesis exhaustiva y una historia clinica detallada. La historia
familiar puede proporcionar informacién util (se estima que un 5% de los pacientes con FPI tienen
algun otro miembro de la familia afecto). En cuanto a la edad y al sexo, la FPI suele aparecer por
encima de los 50 afios y es mas frecuente en varones. El inicio de la enfermedad suele ser
insidioso, siendo la disnea de esfuerzo el sintoma cardinal (Turner-Warwick et al., 1980b). El
paciente lo suele atribuir a “la edad” o “no estar en forma”. Por lo general, la disnea es lentamente
progresiva, mayor de 3- 6 meses de duracion, lo que hace que el enfermo acuda al médico
después de semanas o meses de iniciado el proceso patoldgico. Esto conlleva un retraso
diagnostico en la mayoria de los casos. El otro sintoma destacado que refieren la mayoria de los
pacientes es una tos seca, irritativa y molesta, que no suele mejorar tras la toma de farmacos
antitusigenos. Por lo general, se auscultan crepitaciones finas en ambos pulmones, sobre todo
hacia el final de la inspiracion; que en algunas ocasiones pueden acompafiarse de un cuadro
pseudogripal con fatiga, pérdida de peso y dolores musculares y articulares. La radiografia de
térax convencional muestra tipicamente un patrén intersticial o infiltrados reticulonodulares de

distribucién bibasal y periférica (subpleural).

En la exploraciéon fisica los pacientes presentan acropaquias o “dedos en palillo de
tambor” entre el 20 y el 50% de los casos (Xaubet, 2003). A medida que la enfermedad progresa

suelen aparecer signos de insuficiencia cardiaca derecha y de hipertension pulmonar.
3.3. Pronéstico
Dentro de las neumopatias intersticiales idiopaticas, la FPI es la de peor pronéstico.

Trabajos clasicos sobre supervivencia, como el llevado a cabo por el grupo del Royal Brompton

Hospital de Londres en 1980, estimaban una supervivencia de un 50% a los 5 afios y de un 25%
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a los 8 afios. El 57% de los pacientes tratados con corticoides manifestaba una mejoria subjetiva
de su disnea y, en un 17%, se constatd una mejoria objetiva adicional (Turner-Warwick et al.,
1980b), (Turner-Warwick et al., 1980a). Desgraciadamente hoy dia sabemos que la FPI es una
enfermedad progresiva y letal, con un pronéstico infausto y que conduce a la muerte del paciente
en la mayoria de los casos. En trabajos recientes, la supervivencia media estimada desde el
diagnéstico de los pacientes con FPI es inferior a 3 afios, significativamente peor que en otros

subgrupos de neumopatias intersticiales cronicas (Hubbard et al., 1998), (Rudd et al., 2007).

3.4. Tratamiento

No existe ningun tratamiento que modifique el pronéstico de la enfermedad. Ademas, se
puede afirmar que no hay evidencia suficiente que justifique el uso rutinario de ningdn esquema
terapéutico en el manejo de la FPI. Las teorias fisiopatoldgicas clasicas consideraban que la
inflamacién pulmonar crénica era el paso previo al desarrollo de fibrosis. Por este motivo durante
las Ultimas décadas el tratamiento de la FPI se ha basado en el uso de farmacos antiinflamatorios
(corticosteroides) asociados 0 no a inmunosupresores (azatioprina o ciclofosfamida). Sin
embargo, a pesar de este tratamiento, la mayoria de los pacientes experimentan un deterioro
clinico progresivo que les conduce a la muerte en un periodo relativamente corto de tiempo. El
documento de consenso elaborado por la ATS y la ERS en el afio 2000 estableci6 como
recomendacion el uso de corticoides asociados a azatioprina o ciclofosfamida en el tratamiento
de la FPI (Zisman et al., 2000). So6lo del 10 al 30% de los pacientes responde a dichos
tratamientos y la toxicidad a la que se ven sometidos es sustancial, dando lugar a respuestas
parciales o transitorias. Incluso entre aquellos pacientes que responden bien al tratamiento, las
recaidas o la progresion de la enfermedad posterior a una respuesta inicial son frecuentes, lo que
requiere un tratamiento prolongado (pudiendo desarrollar hepatotoxicidad, osteoporosis,
ganancia de peso, hiperglucemia y cataratas). En la mayoria de los casos, los pacientes son

remitidos a una unidad de trasplante pulmonar.

Actualmente se considera que el acontecimiento principal en el desarrollo de la FPI es la
lesion celular del epitelio alveolar, que estimula el desarrollo de fibrosis, y que la inflamacién
representa un proceso secundario. En el desarrollo de la fibrosis pulmonar intervienen numerosas
citocinas, como la interleuquina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). La liberacién de estas citocinas
proinflamatorias con capacidad fibrogenética en las fases iniciales de la FPI hace que un objetivo

I6gico del tratamiento sea una actuacién directa en ese nivel, existiendo ensayos clinicos con
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farmacos anti-TNF-q, Interferén gamma-1 (IFN-y1b), pirfenidona y antagonistas de la endotelina |

(bosentan) .

La mejora en la comprensiéon de la patogénesis de la FPI permite identificar nuevas
dianas terapéuticas en la busqueda de farmacos con propiedades antifibroticas y poner en

marcha ensayos clinicos rigurosos y bien disefiados en esta enfermedad.

4. Modelos animales de fibrosis pulmonar

Dado que en humanos el estudio de la FPI es complicado, debido a la multitud de factores
desencadenantes y la evolucion diferencial de las lesiones, es necesario recurrir al uso de
modelos animales que nos permitan identificar los mecanismos implicados en el desarrollo de la

fibrosis y desarrollar estrategias terapéuticas mas eficaces.

Existen diversos modelos animales de fibrosis pulmonar (o en un sentido mas amplio de
fibrosis tisular) basados en el empleo de farmacos o de agentes profibréticos o en el

desencadenamiento “espontaneo” de fibrosis tras manipulacion genética.

4.1. Fibrosis por administracion de Bleomicina.

Es el modelo de fibrosis pulmonar mas utilizado en la investigacion médica y de cuyos
mecanismos se tiene un conocimiento mas amplio. Dicho farmaco pertenece a un grupo de
antibidticos de la familia de las antraciclinas y se aisl6 originariamente de Streptomyces
verticillatus (Adamson, 1976), siendo su uso efectivo en la terapia contra linfomas, carcinomas de
células escamosas, cancer testicular, carcinoma esofagico, tumores ovaricos de células
germinales, osteosarcomas y tumores de piel (Umezawa, 1974), (Bringardner et al., 2008), entre
otros. Su mecanismo de accion se sustenta en su capacidad para promover rotura en las
cadenas de ADN por la quelacién de los atomos de hierro (Lown and Sim, 1977) y dafio oxidativo
(Sausville et al.,, 1976). Una produccion elevada de especies reactivas de oxigeno puede
provocar toxicidad pulmonar mediante una respuesta inflamatoria exacerbada, activacion de
fibroblastos y consecuente desarrollo de fibrosis (Chaudhary et al., 2006); siendo dicha toxicidad

dependiente de la dosis administrada del farmaco.

La Bleomicina induce fibrosis pulmonar en una amplia variedad de animales, entre los que
se incluyen ratones, ratas, hamsteres, conejos, perros y primates, cuando se administra por

cualquiera de las vias intravenosa, intraperitoneal, subcutanea o intratraqueal (Moore and



Introduccién | 37

Hogaboam, 2008); siendo esta Ultima la mas empleada y mejor caracterizada. No obstante, este
modelo tiene ciertas limitaciones, especialmente en las diferencias que presenta con respecto a
la FPI en cuanto a cronicidad y patogénesis. El desarrollo de fibrosis en este modelo puede
observarse tanto bioquimica como histolégicamente a dia 14 tras la instilacion del farmaco, con
una respuesta maxima entre los dias 21 y 28 (Phan et al., 1983), (Schrier et al., 1983a), (Janick-
Buckner et al., 1989b), (Izbicki et al., 2002). Algunos autores apuntan que esta fibrosis se
mantiene hasta 60-90 dias (Starcher et al., 1978), (Goldstein et al., 1979), (Thrall et al., 1979). En
cambio otros encuentran que la respuesta fibrética inducida por la Bleomicina comienza a
resolverse a partir de este periodo (Phan et al., 1983), (Gharaee-Kermani et al., 2005), (Lawson
et al., 2005).

4.2. Administracion IT de FITC.

El modelo de fibrosis pulmonar inducida por instilacion intratraqueal de FITC fue
inicialmente descrito por Robert y cols. en 1995; siendo desarrollado posteriormente por
Christensen y cols., quienes demostraron que tanto la estirpe C57BL/6 como BALB/c son
susceptibles de evolucionar hacia un estado fibrético, si bien el Ultimo presenta un mayor grado
de afectacion (Christensen et al., 1999). La instilacion de una sola dosis de FITC conlleva un
dafio pulmonar resultado de la infiltracion del intersticio pulmonar por mononucleares y
neutréfilos, afectdndose principalmente los bronquiolos, que desemboca en un aumento del
contenido de colageno en el pulmoén (Christensen et al., 1999), (Moore and Hogaboam, 2008).
Esto lleva, en ultima instancia, al desarrollo de una fibrosis pulmonar parcheada, persistente (al
menos 6 meses) y no autolimitante; si bien, no es progresiva como ocurre en la FPl humana.
Ademas, dicha fibrosis es T-independiente, como lo demuestran estudios de deplecion de células
CD4" o el empleo del modelo en ratones inmunodeficientes (SCID y RAG-KO) (Christensen et al.,
1999).

Como inconvenientes de este modelo cabe destacar que la respuesta por parte del
pulmén a la instilacién del compuesto puede variar dependiendo del lote del producto y que la
preparacion de la solucién es técnicamente complicada, al requerir ciclos de sonicacién y

agitacion (Moore and Hogaboam, 2008), (Degryse and Lawson, 2011).
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4.3. Irradiaciacion.

La fibrosis y el dafio pulmonar derivados de la aplicaciéon de radiaciones ionizantes estan
bien descritos en humanos, caracterizandose por edema pulmonar, aumento de la permeabilidad
vascular e incremento en el nimero de leucocitos y macréfagos alveolares (McDonald et al.,
1995). En el modelo animal la administracion de una dosis Unica de 12-15 Gy de radiacion total
desencadena fibrosis pulmonar a las 20 semanas de la exposicion (McDonald et al., 1993). La
respuesta fibrética a la radiacion viene regulada tanto por la dosis como por el fondo genético del
animal, siendo las estirpes mas resistentes C3H/HeJ y CBA/J, mientras que C57BL/6 es mas
sensible (Sharplin and Franko, 1989), (Franko et al., 1996). Ademas, en este Ultimo caso, las
hembras son mas propensas a desarrollar fibrosis que los machos (Haston and Travis, 1997). En
dicho modelo se ha constatado una elevacién en los niveles de TGF-B, RANTES (CCL-5), CXCL-
10, CCL-2 (MCP-1), CCL-7 y MIP-1y (Johnston et al., 1998), (Johnston et al., 2002). Por otro
lado, parece que TNF-a podria estar actuando como un factor regulador, ya que en los ratones
C3H aparece sobre-expresado, al contrario de lo que ocurre en los ratones C57BL/6 (Moore and
Hogaboam, 2008).

4.4. Inhalacion de irritantes: Silica y asbesto.

La instilacién de fibras minerales en el pulmén de roedores tiene como resultado la
formacion de nédulos fibréticos con caracteristicas similares a los encontrados en humanos. La
administracion de la silice en el ratdén puede realizarse por via intranasal (D'Armiento et al., 1992),
(Davis et al., 1998), intratraqueal (Olman et al., 1995), (Barbarin et al., 2005) o aspiracion
orofaringea (Lakatos et al., 2006). Como ocurre en otros modelos animales, existe debate acerca
de la via de administracion 6ptima y, mientras que unos autores apuntan a que el desarrollo de la
fibrosis se produce dentro del primer mes tras la exposicién (Lardot et al., 1998), (Lakatos et al.,
2006), otros sostienen que son necesarios al menos 65 dias (Barbarin et al., 2005). En el caso de
la fibrosis inducida por asbesto en ratones, las lesiones se restringen al area subpleural con

formacién de algun nédulo ocasional y calcificaciones.

4.5. Fibrosis pulmonar en animales transgénicos.

Desde sus comienzos, los modelos con animales transgénicos se han considerado una
herramienta particularmente atractiva y han revelado algunas de las consecuencias
fisiopatologicas de la sobreexpresion de genes humanos o murinos sobre el desarrollo de

fibrosis. Existen numerosos ejemplos, pero los mas citados incluyen la sobreexpresién de TGF-3
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humano dirigida por el promotor de la proteina C del surfactante pulmonar (Korfhagen et al.,
1994), la sobreexpresion de PDGF-B dirigida por el promotor SP-C (Korfhagen et al., 1994) y la
sobreexpresion de IL-11 e IL-13 dirigida por el promotor CC10 (Zhu et al., 1999). Cada una de
estas estirpes altera un elemento clave para la remodelacion pulmonar y el desarrollo de fibrosis,
que en el caso de la IL-13 lleva a unas altas tasas de morbilidad y mortalidad en el raton. El
mayor inconveniente del empleo de ratones transgénicos en modelos de fibrosis pulmonar es que
en la mayoria de ellos se genera un ambiente pulmonar “artificial”, que podria tener poco que ver

con la naturaleza multifactorial de la fibrosis pulmonar humana.

Como se ha podido apreciar por lo anteriormente expuesto, una de las mayores
desventajas de la ausencia de un modelo experimental estandar en la induccién de fibrosis
pulmonar en animales es la variabilidad intrinseca en los resultados y su limitada aplicacion a la
enfermedad humana. Algunos de estos modelos mimetizan el perfil de citocinas o las
manifestaciones anatomopatologicas, mientras que otros reproducen las poblaciones celulares
observadas en la FPI humana. Sin embargo, ninguno de ellos es capaz de recrear el patrén
clinico completo. Por lo tanto, la biusqueda de nuevos modelos experimentales de fibrosis

pulmonar tiene un gran interés.

4.6. Adriamicina (ADR), un potencial agente profibrotico en pulmon.

La ADR, también conocida como Doxorrubicina, es otro antibidético de la familia de las
antraciclinas que también tiene aplicacion en quimioterapia antitumoral. Se usa habitualmente en
el tratamiento de algunas leucemias y en el linfoma de Hodgkin, asi como en otros tipos de
cancer. Ataca solo a células que estan en ciclo celular, a través de un efecto directo en la doble
cadena de ADN. Su uso clinico se ve limitado principalmente por la toxicidad cardiaca aguda y
cronica (Singal et al., 1987), (Singal and lliskovic, 1998). Ademas, la toxicidad de la ADR puede
implicar también a otros tejidos como la piel, los rifiones, los pulmones, el higado y el misculo
esquelético (Julicher et al., 1988), (Minchin et al., 1988), (Meadors et al., 2006), (Injac and
Strukelj, 2008). Robert T. Dorr y cols. ya describieron en 1980 que la administracién intradérmica
de ADR en ratones provoca toxicidad tisular en la piel, con un engrosamiento de la dermis similar
a la observada en humanos. Por lo tanto, aunque hay escasos datos en la literatura sobre la
capacidad de la ADR para inducir fibrosis pulmonar, es un farmaco con un potencial interés

experimental en este sentido.
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5. Mecanismos patogénicos en la fibrosis pulmonar.

Independientemente de la causa de la enfermedad, una caracteristica comun a todos los
tipos de fibrosis, incluida la FPI, es la expansién y activacion de miofibroblastos responsables
directos de la produccion y acumulo excesivo de matriz extracelular (MEC) (Postlethwaite et al.,
2004), (Herzog and Bucala, 2010). El origen exacto de dichos miofibroblastos no esta
perfectamente caracterizado aunque puede ser multiple. Por un lado, puede ser secundario a la
proliferacién y activacion de fibroblastos residentes en el estroma o en las areas perivasculares
de los tejidos afectados en respuesta a las agresiones externas (Postlethwaite et al., 2004). Un
segundo origen potencial es mediante el reclutamiento de precursores fibroblasticos que emigran
desde la médula ésea en respuesta a la liberacion de factores quimiotacticos por parte del tejido
afectado. Estos precursores, denominados fibrocitos, representan una poblacion de células
CD34+ capaces de producir colageno de tipo | (Bellini and Mattoli, 2007), (Herzog and Bucala,
2010). Por dultimo, los miofibroblastos implicados en la patogenia de los procesos fibroticos
pueden proceder de la transformacion fibroblastica de células de los epitelios y/o endotelios de
los tejidos afectados mediante una serie de procesos globalmente conocidos como transicion
epitelio-mesénquima (TEM) o endotelio-mesénquima (TEndM) (Chapman, 2011), (Piera-

Velazquez et al., 2011).

5.1. Papel de la TEM y TEndM en la fibrosis pulmonatr.

La TEM es un proceso biolégico que permite la conversion de células epiteliales
polarizadas que interaccionan con membranas basales en células mesenquimales con capacidad
migratoria e invasiva, con una alta resistencia a la apoptosis y productoras de componentes de la
MEC tales como colageno |, lll y IV, fibronectina, lamininas, elastina y tenacina (Kalluri and
Neilson, 2003). Este fendmeno indicativo de la gran plasticidad fenotipica de las células
epiteliales, es frecuente durante el desarrollo de los vertebrados (TEM de tipo 1) y se mantiene
silente en la etapa adulta de los organismos. No obstante puede reactivarse en diferentes
procesos fisioldgicos o patoldgicos tales como la cicatrizacion fisiolégica, la regeneracion tisular o
la fibrosis patoldgica (TEM de tipo Il) y la metastatizacion tumoral (TEM de tipo IIl). La TEM es el
resultado de la puesta en marcha de una maquinaria molecular que incluye la activacion de
factores de transcripcion, la reorganizacién y expresion de proteinas del citoesqueleto, la
produccién de enzimas que degradan la MEC y cambios en la expresién de micro-RNAs

especificos (Figura 1.2).


http://es.wikipedia.org/wiki/Tumor
http://es.wikipedia.org/wiki/Fibrosis
http://es.wikipedia.org/wiki/Vertebrados
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Figura 1.2. Fibrosis y TEM. Se ha detectado en modelos murinos de fibrosis hepatica y renal que mas de un
40% de las células a-SMA* son miofibroblastos secretores de colageno generados a partir de TEM,
demostrandose que surgen de la diferenciacion de progenitores epiteliales locales a través de la TEM. Esta se
induce a través de la generacion de numerosas moléculas por parte de células inflamatorias y fibroblastos
residentes en el tejido (miofibroblastos); incluyendo NFkB, TGF-B1, proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) y la
proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1). Dichas moléculas provocan la ruptura de las capas
endoteliales a través de la degradacion de la membrana basal. Asi, las células epiteliales pierden su polaridad y, o

bien sufren apoptosis (destino mayoritario) o bien se induce TEM.

Un proceso analogo a la TEM es la TEndM mediante el cual las células endoteliales
asociadas a la microvasculatura pueden transformarse en miofibroblastos productores de MEC
(Piera-Velazquez et al., 2011). Como se comentard posteriormente tanto la TEM como la TEndM
gue acontecen en el curso de la fibrosis tisular se desencadenan en el contexto de una reaccion
inflamatoria y estan mediados por TGF-B (lwano et al., 2002), (Willis et al., 2005), (Kim et al.,
2006), (Paruchuri et al., 2006), (Derynck and Akhurst, 2007). Las pruebas que demuestran de
forma méas fehaciente la participacion directa de la TEM y TEndM en la patogenia de la fibrosis
tisular proceden del estudio de animales transgénicos portadores de genes reporteros en
configuracion germinal regulados por promotores especificos de células epiteliales o endoteliales.
El estudio de estos animales en modelos de fibrosis renal mostré que aproximadamente el 12%
de los fibroblastos productores de MEC en el tejido fibrético procedian de precursores de la
médula osea, un 30% de fenédmenos de TEM y un 35% de fenémenos de TEndM (Kalluri and

Neilson, 2003), (Zavadil and Bottinger, 2005). Estos estudios iniciales se han extendido a otros
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modelos de fibrosis tisular tales como la fibrosis pulmonar tras instilacion endotraqueal de
Bleomicina, demostrando la participacion relevante de estos dos fenomenos en el
desencadenamiento del proceso patologico (Kim et al., 2009a), (Hashimoto et al., 2010). La
identificacion de células que co-expresan marcadores epiteliales y mesenquimatosos en las
lesiones anatomopatoldgicas de pacientes con FPI indica que la TEM también esta involucrada
en la patogénesis de esta enfermedad (Kim et al., 2006), aunque la contribucion exacta de este

proceso al nimero total de miofibroblastos productores de MEC no ha sido aln determinada.

Multiples estudios en diferentes modelos experimentales de fibrosis han demostrado el
papel central de TGF-(3 en el desencadenamiento de la TEM y TEndM. Esta citocina se secreta
en una forma latente no activa unida no-covalentemente a un polipéptido denominado LAP
(latency-associated peptide) que secuestra el sitio activo de TGF-f y lo une a la MEC,
principalmente a la fibronectina (Fontana et al., 2005) (Figura 1.3). Los TGF-Bs sefializan en las
células diana a través de receptores de membrana especificos. Se han descrito 3 tipos de
receptores de TGF-fs: tipo |, tipo Il y tipo Il (Lin and Moustakas, 1994). Los receptores tipo | y
tipo 1l son los responsables directos de la transduccion de la sefial. El receptor de TGF-s tipo lll,
también conocido como betaglicano, posee en su regién extracelular varios sitios de union de alta
afinidad para las diferentes isoformas de TGF-3, facilitando la interaccién de los TGF-f3s con los
receptores tipo Il (Lépez-Casillas et al., 1993), (Esparza-Lopez et al., 2001), (Kirkbride et al.,
2008). Los receptores de TGF-B tipo | y Il son moléculas de membrana con actividad quinasa en
serina y treonina, siendo responsables directos de la transduccién de la sefial al interior de la
célula (Wrana et al., 1994). Dentro del complejo ligando-receptores, el receptor tipo | es el
responsable final de la sefializacién mediada por TGF-Bs y por lo tanto es el que determina la
especificidad de la misma (Heldin et al., 1997). Una vez activado, el receptor tipo | transduce la
sefial mediante la fosforilacion de miembros de la familia Smad (Moustakas et al., 2001) (Figura
1.3). Desde el punto de vista funcional se distinguen tres grupos de Smads. El primer grupo esta
compuesto por los Smads especificos de receptor tipo |. Dentro de este grupo, los responsables
de la sefializacion de TGF-fs son Smad-2 y Smad-3 (Massagué and Chen, 2000) que interactian
directamente con los receptores de la superfamilia TGF-3 de tipo I, siendo activados mediante
fosforilacion del motivo SXS en su regién carboxi-terminal (formado en el caso de Smad-3 por los
residuos Ser423/425). El segundo grupo de Smads esta formado por los Smads comunes a todas
las vias y esta compuesto por un unico miembro; Smad-4. Una vez fosforilados/activados, los
Smads especificos de receptor forman complejos con Smad-4. Dichos complejos se translocan
entonces al interior del nicleo de la célula diana y alli regulan la transcripcion génica,
directamente, como factores de transcripcion, o interaccionando con otros factores de

transcripcion (Massagué and Chen, 2000). Por ultimo, se distingue un tercer grupo de Smads con
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funcién inhibitoria. Este grupo de Smads inhibidores (anti-Smads) acttan, bien impidiendo la
interaccion entre los receptores tipo | activados y los Smads especificos de receptor o bien
blogueando la interaccion entre los Smads especificos de receptor con Smad-4. Dentro de estos
anti-Smads, Smad-7 es un inhibidor de la sefial de TGF-B (Schmierer and Hill, 2007). Aparte de
esta ruta de transduccion canénica, los TGF-Bs inducen la activacion de otras rutas de
trasduccion de sefial entre las que se encuentra las rutas de las MAPK, PISK-AKT y NFkB (Heldin
et al., 1997), (Massagué and Chen, 2000), (Zhang, 2009). Asimismo, el receptor de TGF- de
tipo Il promueve la fosforilacion de PAR6 que, a través del reclutamiento de la ubiquitin-ligasa E3
y SMURF1, promueve la degradacién de RHOA (Ozdamar et al., 2005), (Viloria-Petit et al., 2009).
Esto conduce a la disolucién de las denominadas “tight-junctions” en las células epiteliales
(Ozdamar et al., 2005), (Viloria-Petit et al., 2009).

Aunque existen controversias al respecto, la teoria patogénica predominante en la FPI y
en los modelos experimentales de fibrosis pulmonar indica que un proceso inflamatorio resulta en
el reclutamiento de elementos de la inmunidad innata y adaptativa (ver posteriormente) que
desencadenan los procesos de TEM y TEndM mediante la liberacion de un gran nimero de
citocinas y factores de crecimiento entre los que destaca el TGF-$ (lwano et al., 2002), (Willis et
al., 2005), (Kim et al., 2006), (Paruchuri et al., 2006), (Derynck and Akhurst, 2007). Asimismo, el
proceso inflamatorio puede inducir la produccién de TGF-B latente por las células epiteliales
alveolares y su posterior activacién por un mecanismo dependiente de la integrina av6 (Munger
et al., 1999). La activacion por estimulos pro-inflamatorios de la integrina av36 presente en las
células epiteliales promueve su unién con el TGF-f latente a través de un dominio RGD presente
en LAP e induce un cambio en esta citocina hacia una conformacién activa capaz de
interaccionar con sus receptores especificos (Munger et al., 1999). Estudios recientes muestran
que, aparte de las células epiteliales alveolares, las células dendriticas (DC) y fibroblastos
residentes pueden unir TGF- latente y activarlo por un mecanismo similar al descrito
anteriormente que implica a las integrinas avp8 y avp5, respectivamente (Araya et al., 2006),
(Travis et al., 2007), (Wipff et al., 2007), (Scotton et al., 2009). A su vez, el entorno rico en TGF-3
activo, citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y metaloproteasas tales como MMP-2, MMP-3 y
MMP-9, induce activacion de la sefializacion por TGF-f3 dependiente de integrinas que actla en
células epiteliales tras la pérdida de sus contactos interepiteliales. En este contexto se forman
complejos supramoleculares que contienen E-cadherina, p-catenina, la integrina a3fl y
receptores de TGF-3, capaces de generar modulos transcripcionales de -catenina fosforilada en
la tirosina 654 y Smad-2 fosforilada (Kim et al., 2009b). Estos complejos se traslocan y acumulan
posteriormente en el nlcleo y potencian la reprogramacion de las células epiteliales hacia células

migratorias con fenotipo mesenquimatoso. Estudios en biopsias de pacientes con FPI muestran
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gue la mayoria de los miofibroblastos de los focos fibréticos muestran niveles elevados de 3-
catenina fosforilada en la tirosina 654 a nivel nuclear (Kim et al., 2009b), sugiriendo que esta ruta
de sefializacion por TGF-p dependiente de integrinas también esta activada en estos pacientes.
Por ultimo, cabe destacar que aparte de la participacion de las rutas de trasduccién canonicas de
TGF-B y de Wnt descritas anteriormente, en la fibrosis pulmonar también se han involucrado
rutas de TGF-B3 no candnicas que implican la activacion de MAPK (Davies et al., 2005), (Docherty
et al., 2006), (Alcorn et al., 2008) o PAR6 (Ozdamar et al., 2005).
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Figura 1.3. La sefalizacion profibréotica de TGF-B es dependiente de la via Smad. La matriz extracelular
(MEC) actua como reservorio de la forma latente de TGF-3, que se mantiene en forma inactiva gracias a la union
con proteinas LAP. Tras la activacion, el TGF-B se une a sus receptores de superficie celular y desencadena una
transduccion de sefales intracelulares mediada por Smad. Estas proteinas Smad activadas se acumulan en el
nucleo y se unen a elementos reguladores conservados (SBE) de genes diana; ademas, reclutan co-activadores
de la transcripcion y enzimas modificadoras de la cromatina, tales como AP-1 y p300/CBP, induciendo de este
modo la sintesis de RNAm vy diferentes respuestas celulares. La proteina inhibidora Smad-7 bloquea la

fosforilacion de las proteinas Smad inducida por ligando, apagando la sefializacién mediada por Smad.
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5.2. Inflamacion y fibrosis pulmonar.

Como se coment6 anteriormente la teoria patogénica predominante de la FPI defiende el
papel preponderante de la inflamacion tanto en el desencadenamiento como en la cronificacion
de la fibrosis pulmonar. Esta teoria ha sido cuestionada por algunos autores basandose
fundamentalmente en el escaso efecto de los tratamientos inmunosupresores, principalmente
aquellos con corticosteroides, en la evolucién y prondstico de la FPI (Davies et al., 2003),
(Richeldi et al., 2003). Sin embargo, es absolutamente innegable que un gran numero de
elementos celulares y solubles de la respuesta inmune innata y adaptativa estan presentes
durante todas las fases del desarrollo de la fibrosis tisular (Figura 1.4). A continuacion se
resumiran los mecanismos mas importantes mediante los cuales el sistema inmune contribuye a
la patogenia de esta enfermedad. Los estudios que describiremos estan realizados
principalmente en modelos experimentales animales de fibrosis tisular que en la medida de lo

posible se intentara poner en relacion con estudios clinicos en humanos.

5.2.1. Inmunidad innata y fibrosis.

El primer mecanismo de defensa que se pone en marcha durante una lesion es el sistema
de la coagulacion. Tras un dafio endotelial las plaquetas circulantes se activan tras el encuentro
con colageno y el factor de von Willebrand en la capa subendotelial. La activacion plaquetaria
conduce a la liberacion de PDGF (platelet-derived growth factor), un potente factor quimiotactico,
y TGF-B que como se comentd en el apartado precedente induce TEM (Esmon, 2005),
(Barrientos et al., 2008). Por otro lado, la trombina o factor Xa induce la produccion de la
guimiocina CCL2 y promueve la activacion de la integrina avB6 en las células epiteliales del
pulmén (Coughlin, 2000), (Xu et al., 2009). En este sentido, la inhibicién de la trombina inhibe el
desarrollo de fibrosis pulmonar por Bleomicina en roedores y su actividad esta incrementada en

pacientes con FPI (Scotton et al., 2009).
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Figura 1.4. La inflamacién y la fibrosis pulmonar. Numerosos mediadores de la inflamacion han sido descritos
en la patogénesis de la FPI. Las células inflamatorias pueden inducir un dafio directo sobre los tejidos a través de
sustancias como elastasas, citoquinas y factores de crecimiento; ademas, estos mediadores quedan “atrapados”
en la matriz extracelular pulmonar, lo que conduce a un mecanismo de reparacion tisular prolongado y
amplificado que se traduce en el fenotipo fibrético. Por otro lado, algunos tipos celulares que expresan en su
superficie receptores del factor de crecimiento son capaces de proliferar sin control en este entorno, lo que resulta
en la activacién y la amplificacion de la cascada inflamatoria. De igual modo, numerosos tipos de células pueden
diferenciarse en otros tipos celulares (por ejemplo, las células epiteliales a células mesenquimales (TEM), los
neutréfilos y los monocitos a macréfagos, etc.), y esta diferenciacion tiene como resultado interacciones
complejas entre los mediadores de la inflamacion, los factores de crecimiento y otros factores no identificados.
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Ademas de su papel en la cascada de la coagulacién, las plaquetas y los epitelios o
endotelios lesionados secretan una amplia gama de factores quimiotacticos que inducen el
reclutamiento al foco inflamatorio de monocitos y neutréfilos. Una vez en el foco inflamatorio y
tras su activacion los monocitos se transforman en macréfagos, responsables de la fagocitosis de
los agregados de fibrina y restos celulares. Fragmentos de la MEC tales como hialuronato son
capaces de estimular la produccion de citocinas pro-inflamatorias por los monocitos activados y
macréfagos favoreciendo el proceso fibrético (Li et al., 2011). El papel patogénico de los
macrofagos en el desarrollo de fibrosis ha sido demostrado recientemente. Asi, la eliminacion
temprana de esta poblacién celular se acompafia de una reduccién importante en el desarrollo de

fibrosis hepatica en un modelo experimental en ratones (Duffield et al., 2005).

Diversos estudios han demostrado la existencia de dos subpoblaciones principales de
macrofagos dependiendo del ambiente de citocinas en el que se encuentran, que resulta en una
marcada diferenciacion funcional; los macréfagos M1 o macréfagos de activacion clasicay M2 o
macrofagos de activacion alternativa (Sandor et al., 2003), (Martinez et al., 2008) (Figura 1.5). La
activacion clasica de macrofagos esta inducida por IFN-y, y se caracteriza por la expresion de IL-
1B, IL-6, TNF-a y éxido nitrico. Gordon y cols. describieron que los macroéfagos activados con IL-4
(0o IL-13) desarrollan un estado de activacidon alternativa, diferente a la que presentan los
macréfagos activados de forma clasica (M1) (Gordon and Taylor, 2005). Estudios in vitro e in vivo
en ratones han demostrado que este fenotipo se caracteriza por una expresion elevada del
receptor de manosa (CD206), la proteina de unién a lectina YM1, la molécula-a tipo resistina
(Relm-a, también conocida como FIZZ-1), antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad
de clase Il, la quimiocina CCL18 y la enzima arginasa-1 (Arg-1) (Prasse et al., 2006), (Migliaccio
et al., 2008), (Gordon and Martinez, 2010). La expresion de Arg-1 por parte de las células M2 es
de particular interés ya que esta enzima controla la produccion de L-prolina, requerida para la
sintesis de colageno por miofibroblastos activados (Hesse et al., 2001). Por otro lado, se ha
implicado a las células M2 en el desarrollo de las respuestas efectoras de las células T-CD4+ de
tipo 2 (TH2), en la produccion de citocinas fibrogénicos, la supresion de las respuestas tipo M1y
el reclutamiento de fibrocitos (Song et al., 2000), (Sun et al., 2011). Ya que se observan
frecuentemente durante el pico de la respuesta inmune profibrética, se ha planteado que los
macréfagos M2 podrian actuar como inductores importantes de la reparacion tisular y la fibrosis.
En este sentido, varios modelos animales de fibrosis pulmonar han demostrado que los
macrofagos alveolares presentan un fenotipo compatible con la activacion alternativa (M2) (Mora
et al., 2006), (Murray et al., 2010), (Murray et al., 2011). Del mismo modo, los datos obtenidos en
pacientes con fibrosis pulmonar muestran que las células M2 son el fenotipo predominante. En

comparacion con los controles sanos, los macréfagos alveolares de pacientes con FPI muestran
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un incremento en la expresion de CD206, y generan espontdneamente niveles mas elevados de
las citocinas pro-inflamatorias CCL17, CCL18 y CCL22 (Prasse et al., 2006), (Pechkovsky et al.,
2010). Igualmente, estudios inmunohisquimicos y de expresion de proteinas en el pulmén de
pacientes con FPI demuestran un aumento en la expresion de la Arg-1 en comparacion con los

controles sanos (Mora et al., 2006).

A pesar de estas evidencias a favor de un papel patogénico relevante de los macrofagos
M2 en el desarrollo de fibrosis pulmonar, estudios realizados en ratones con una deficiencia
condicional de la cadena a del receptor de IL-4 en células mieloides, incluidos macréfagos M2,
han demostrado que esta poblacion macrofagica no esta implicada en el desarrollo de fibrosis
hepatica tras infeccion con Schistosoma mansoni dependiente de linfocitos TH2 (Herbert et al.,
2004). Otros estudios en ratones deficientes en Arg-1 sugieren que las células M2 productoras de
este enzima se requieren para la supresion y la resolucion de fibrosis (Pesce et al., 2009). De
hecho, las evidencias experimentales apuntan hacia el hecho de que esta poblacion de
macrofagos podria competir con los linfocitos TH2 y los fibroblastos por la L-arginina, requerida
para la produccién de poliaminas y L-prolina, que actdan regulando el crecimiento celular y la
sintesis de colageno, respectivamente (Pesce et al., 2009). Dicha actividad inhibidora presente
en los macréfagos M2 es también coherente con otros estudios que demuestran su capacidad
inductora de células Treg (Murray and Wynn, 2011); que han sido implicadas, a su vez, en la
supresion de la fibrosis. De este modo, en lugar de promover la fibrosis, las células M2 parecen

utilizar maltiples mecanismos para inhibir la sintesis de MEC por miofibroblastos.

Otras células de la inmunidad innata también se han asociado a la aparicion de lesiones
fibréticas. En este sentido, los neutréfilos se han involucrado en la fibrosis pulmonar por
Bleomicina y en la neumonitis inducida por hipersensibilidad en ratones, siendo posible su
implicacion también en el desarrollo de FPI (Pardo et al.,, 2000) (Figura 1.5). Por otro lado,
estudios en ratones demuestran que los mastocitos pueden actuar como inductores de la
esclerosis sistémica, la fibrosis renal provocada por el trasplante de rifibn o la fibrosis
desarrollada en el ventriculo izquierdo en corazones hipertensos. Ademas, otros estudios
realizados en ratas han sugerido que los mastocitos son capaces de inducir fibrosis mediante el
reclutamiento de leucocitos inflamatorios y la produccion de mediadores profibréticos (Levick et
al.,, 2009). A pesar de que los eosindéfilos han sido asociados comunmente con el desarrollo de
fibrosis pulmonar (Humbles et al.,, 2004), se ha podido establecer una asociacion entre el
aumento del numero de eosindfilos y la activacion de miofibroblastos en fibrosis cutanea, fibrosis
hepatica y fibrosis retroperitoneal idiopatica (Levi-Schaffer et al., 1999), (Reiman et al., 2006). Por

otro lado, la presencia eosinofilica en el lavado broncoalveolar de pacientes con FPI resulta ser
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un marcador predictivo de la progresion de la enfermedad (Peterson et al., 1987). En este
sentido, los eosindfilos parecen funcionar de manera similar a los mastocitos, ya que son fuentes
importantes de TGF-B1 e IL-13 (Minshall et al., 1997), (Reiman et al., 2006). Finalmente, aunque
los basdfilos presentan una funcion menos clara que el resto de la poblaciones mieloides en el
desarrollo de la fibrosis, con frecuencia se encuentran en grandes cantidades en pacientes con
enfermedad pulmonar intersticial (Gilbert, 1984). Se cree, ademas, que estas células son una
fuente importante de citocinas de tipo 2, lo que sugiere que podria actuar como inductores

importantes de la fibrosis dependiente de IL-4 y/o IL-13.

Varios factores de crecimiento y citocinas secretadas por células de la inmunidad innata
(incluyendo macrofagos, neutréfilos, mastocitos y eosinofilos) estan emergiendo como dianas
potenciales en la terapia anti-fibrética; en concreto, TNF-a e IL-1(3 en el control de enfermedades
fibréticas pulmonares (Zhang et al., 1993). En este sentido, ratones que sobre-expresan TNF-a o
IL-1B en el pulmdn desarrollan una fibrosis pulmonar progresiva (Miyazaki et al., 1995), (Kolb et
al., 2001). También se ha encontrado un aumento en los niveles de TNF-a en pacientes con FPI
(Nash et al., 1993), (Piguet et al., 1993a), (Hasegawa et al., 1997), (Ziegenhagen et al., 1998) y
en modelos animales de fibrosis pulmonar (Piguet et al., 1989), (Phan and Kunkel, 1992), (Piguet
et al., 1990), (Thrall et al., 1997), (Ortiz et al., 1998); mientras que los polimorfismos en el gen
que codifica para esta citocina se han asociado con un aumento del riesgo a desarrollar la
enfermedad (Whyte et al., 2000). Ademas, la neutralizacion de TNF-a con anticuerpos (Piguet et
al., 1989), (Giri et al., 1993) o la administraciéon de receptores de TNF-a solubles (p75 y p55)
(Piguet et al., 1993b) puede prevenir o disminuir el desarrollo de fibrosis pulmonar inducida por
Bleomicina en ratones. Basandose en estos hallazgos, recientemente se han iniciado ensayos
clinicos para evaluar si inhibidores de la ruta de TNF, tales como etanercept o infliximab podria
ser beneficiosos en el tratamiento de la fibrosis pulmonar y otras enfermedades fibréticas (Raghu
et al., 2008).
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Figura 1.5. Inmunidad innata y fibrosis. El macrofago es el prototipo de célula inmune innata implicada en la
inflamacion crénica y la fibrosis. Se generan a partir de monocitos de la sangre o, en algunos casos, a partir de la
proliferacion local de los macréfagos residentes. Dependiendo de su etiologia, los macréfagos pueden ser
activados por una variedad de factores. El IFN-y y/o ligandos de los receptores tipo Toll tales como el
lipopolisacéarido (LPS) y el acido hialurénico de bajo peso molecular (LMWHA) conducen a la activacion clasica
(M1), que se caracteriza por la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Por otro lado, la
presencia de IL-4, IL-13 y GM-CSF media la activacion alternativa (M2), que conduce a la produccién de
poliaminas y L-prolina. Algunos desencadenantes (como las bacterias extracelulares y el dafio tisular) provocan, a
su vez, la infiltracion de neutréfilos persistente mediada por IL-17 y otras sefiales activadoras que pueden
aumentar sustancialmente la actividad microbicida y dafar el tejido. Del mismo modo, los antigenos de helmintos
y alergenos inducen la infiltracion de eosindéfilos que ayudan en la eliminacién del parasito. EPO, eritropoyetina;
MBP, proteina basica de la mielina; EDN, neurotoxina derivada de eosindfilos; MMP-2 y -9, metaloproteinasa-2 y
-9; INOS, o6xido nitrico sintasa inducible; ROS, especies reactivas de oxigeno, RNS, especies reactivas de

nitrégeno.
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De manera similar a TNF-q, otros estudios han documentado la actividad profibrética de la
IL-1B y de la sefalizacién a través del inflamasoma NALP3/ASC en macréfagos (Gasse et al.,
2007). Diversas enfermedades fibréticas en animales (como la fibrosis pulmonar inducida por
Bleomicina o silice, la fibrosis hepética en ratones hipercolesterolémicos, la fibrosis renal
intersticial resultado de la obstruccién ureteral unilateral y la fibrosis cardiovascular desarrollada
tras isquemia miocardica) aparecen reducidas en ratones deficientes en IL-13 (Bujak and
Frangogiannis, 2009), (Jones et al., 2009). Ademas, otros estudios muestran que el desarrollo de
neumonitis en el modelo de la Bleomicina puede ser prevenido por antagonistas del receptor de
IL-1B (Piguet et al., 1993b). Al igual que TNF-qa, IL-1f3 es un potente mediador pro-inflamatorio
que exacerba la lesidn de las células del parénquima, asi como la induccion de la TEM vy la
activacion de miofibroblastos a través de un mecanismo dependiente de TGF-B1 (Fan et al.,
2001). IL-1B y TNF-a también inducen un aumento en la expresion de IL-6, que actia como un
factor de crecimiento autocrino en fibroblastos. IL-6, ademas, es un importante mediador de la
fibrosis en la esclerosis sistémica difusa, en la fibrosis hepética tras la exposicién a CCL4 y en la
fibrosis consecuencia del rechazo crénico cardiaco (Natsume et al., 1999), (Diaz et al., 2009). Por
lo tanto, las citoquinas pro-inflamatorias propias de la inmunidad innata parecen tener papeles

cruciales en la patogénesis de la fibrosis.

Como se comentd anteriormente, el TGF-B es indiscutiblemente el mediador por
excelencia de la fibrosis tisular. La produccion de TGF-3 se correlaciona con una progresion de la
fibrosis en el higado, el pulmén, el rifidén, la piel y el corazén; ademas, se ha demostrado que la
inhibicion de la via de sefializacion de TGF-B1 reduce el desarrollo de la fibrosis en muchos
modelos experimentales (Cutroneo et al., 2007), (Everett and Olgin, 2007), (Anscher, 2010), (Lan,
2011). Sin embargo, y como se comentard posteriormente, la fuente celular de TGF-1 va a dictar
su posible actividad patogénica; mientras que el TGF-B1 derivado de macréfagos muestra una
actividad profibrotica y cicatricial, el TGF-B1 secretado por células Treg funciona como un potente
mediador anti-inflamatorio y antifibrético (Kitani et al., 2003). Por otra parte, los ratones
deficientes en esta citocina desarrollan numerosos trastornos autoinmunes y son mas
susceptibles a padecer cancer (Letterio and Roberts, 1996), (Becker et al., 2006), (Bian et al.,
2009). Por lo tanto, no queda claro si el antagonismo de la via de sefializacion de TGF-B1 sera
beneficioso en humanos, ya que en pacientes con fibrosis progresiva es probable que se requiera
una terapia anti-fibrética prolongada y se podria interferir en las diversas funciones fisiolégicas

que implican dicha ruta.
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5.2.2. Inmunidad adaptativa y fibrosis.

5.2.2.1. Los linfocitos B y la fibrosis.

A pesar de que la mayor parte de la literatura que hace referencia a la posible
participacion de los linfocitos en el proceso fibrético esta centrada principalmente en el estudio de
los linfocitos T, en los dltimos afios se ha sugerido un papel para las células B en dicho evento.
Los pacientes con FPI a menudo presentan en el pulmén estructuras tipo nddulos linfaticos
compuestas por células T y B activadas (Marchal-Sommé et al., 2006). Asimismo, se ha
detectado la presencia de autoanticuerpos circulantes contra antigenos presentes en las células
epiteliales alveolares, tales como la vimentina y citoqueratinas (Wallace et al., 1994a), (Wallace et
al., 1994b), (Dobashi et al., 1998), (Fujita et al., 1999), (Yang et al., 2002), (Feghali-Bostwick et
al., 2007) o mas recientemente periplakin (un componente de los desmososomas del epitelio)
(Taillé et al., 2011), en pacientes con FPI asociandose todos ellos con peores pardmetros

funcionales.

Estudios en modelos animales y pacientes con fibrosis pulmonar implican a los linfocitos
B y a la molécula CD19, una molécula de superficie que forma parte del co-receptor de estos
linfocitos, en la patogénia de esta enfermedad. Asi, en pacientes con esclerosis sistémica (SSc),
las células B periféricas muestran un nivel de expresion de CD19 mayor que los controles sanos
y los polimorfismos en CD19 estadn asociados con un aumento de la susceptibilidad a padecer
dicha enfermedad (Sato et al., 2000), (Tsuchiya et al., 2004). En un modelo animal de induccion
de SSc tras administracién de Bleomicina por via subcutanea, los ratones deficientes en CD19
desarrollaron una fibrosis pulmonar y cutanea atenuada en comparaciéon con los controles WT
(Yoshizaki et al., 2008). En el modelo de fibrosis pulmonar por Bleomicina intratraqueal, la
sobreexpresion de CD19 se correlaciona con un incremento histoldgico de la fibrosis, un aumento
en el contenido de hidroxiprolina en el pulmén y una disminucién de la supervivencia (Komura et
al., 2008). En cambio, los ratones deficientes en CD19 presentaban un menor desarrollo de
fibrosis y una mayor tasa de supervivencia en comparaciéon con los controles (Komura et al.,
2008).

En oposicion a los estudios descritos anteriormente, otros autores muestran que la
presencia de células B en las lesiones fibréticas puede actuar como un mecanismo protector. En
el modelo de fibrosis pulmonar inducida por silice, la sobreexpresiéon de la citocina anti-
inflamatoria IL-9 esta acomparfiada por una expansién de las células B dentro de los pulmones y

con una disminucién de la fibrosis pulmonar (Arras et al., 2001), (Arras et al., 2006). La presencia
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de células B es necesaria para que la IL-9 genere un efecto protector, ya que ratones deficientes
en células B no muestran un menor grado de fibrosis y tras reconstituir estos ratones con células
B, se instauran las condiciones protectoras iniciales (Arras et al., 2006). Por tanto, el papel que
cumplen las células B en la patogenia de la fibrosis es conflictivo ya que, de forma similar a lo
postulado para las células T (ver posteriormente), el fenotipo celular y la naturaleza del medio

pulmonar pueden actuar promoviendo o inhibiendo el proceso fibrotico.

5.2.2.2. Los linfocitos T v la fibrosis.

En la mayoria las enfermedades pulmonares fibréticas, tanto en humanos como en los
modelos experimentales en animales, se ha detectado la presencia de linfocitos T. Sin embargo,
existen ciertas controversias sobre el papel que estas células juegan en la patogenia de la
enfermedad, habiéndoselas atribuido un papel irrelevante, pro-fibrético o anti-fibrético (Jindal and
Agarwal, 2005), (Luzina et al., 2008). En este sentido, la administracion de FITC a ratones SCID y
ratones RAG™, carentes de linfocitos T y B, induce el desarrollo de una fibrosis pulmonar similar a
la observada en los controles silvestres (Christensen et al., 1999). Asimismo, el tratamiento con
un anticuerpo anti-CD3 no disminuye la extensién o severidad del dafio pulmonar inducido por
Bleomicina (Janick-Buckner et al., 1989a) o FITC (Christensen et al., 1999). Por el contrario, otros
estudios muestran que la proliferacién de fibroblastos y la acumulacién de MEC tras la
administracion de Bleomicina esta inhibida en ratones atimicos (Schrier et al., 1983b) o tras la
eliminacion de linfocitos T con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 (Piguet et al., 1989), (Sharma et
al.,, 1996). En este mismo sentido, ratones cuyas células T carecen de la molécula co-
estimuladora CD28, necesaria para la completa activacién de los linfocitos T, muestran una
marcada disminucion de fibrosis pulmonar inducida por Bleomicina (Okazaki et al., 2001);
guedando restaurada la respuesta fibrética tras la transferencia pasiva a estos animales de
células T de ratones normales. Estas controversias pueden estar en relacién con los diferentes
modelos estudiados y/o con los reactivos utilizados para eliminar o inactivar las diferentes
poblaciones T y que podrian estar finalmente en relacidon con la activacion/inhibicion diferencial
de las distintas subpoblaciones funcionales de linfocitos T-CD4*. Por este motivo, a continuacion,

nos centraremos en el papel que desempefian dichas poblaciones en este proceso.
Diversidad funcional de los linfocitos T-CD4".
Lejos de constituir una poblacion homogénea, los linfocitos T-CD4" pueden dar lugar tras

su activacion a distintas subpoblaciones funcionales adaptadas al estimulo que las inducen y

caracterizadas por patrones de produccion de citocinas especificos (Zhu and Paul, 2008) (Figura



54 | Introduccién

1.6). Durante mucho tiempo, la heterogeneidad de las células T-CD4" se limité a su divisién en
células TH tipo 1 (TH1) y células TH tipo 2 (TH2), las cuales se habian considerado responsables
no solo de diferentes tipos de respuestas protectoras, sino también de la patogénesis de muchas
enfermedades. Sin embargo, en los Ultimos afios, nuestro conocimiento sobre la diferenciacion
de las células T-CD4" se ha incrementado significativamente, y nuevas subpoblaciones contindian
descubriéndose. A continuacién, haremos una descripcion abreviada de las supoblaciones T-

CD4* mejor caracterizadas.

Paradigma TH1/TH2

La primera demostracion de la existencia de al menos dos subpoblaciones diferentes de
linfocitos T-CD4" fue dada por Parish y Liew (Parish and Liew, 1972); y mas adelante, en 1986
Mosmann y colaboradores demostraron que esta heterogeneidad funcional se debia a su
diferente patron de produccion de citocinas (Mosmann et al., 1986), descubrimiento que fue
confirmado posteriormente en humanos (Del Prete et al., 1991), (Parronchi et al., 1991). En base
a esto, las células T-CD4" tanto humanas como murinas fueron clasificadas en ese momento en

dos subpoblaciones principales, definidas como TH1 y TH2.

Subpoblaciones

itocin Respuesta
celulares Citocinas p

. i ) Inmunidad celular.
/,W TH1 IRy Respuesta a patégenos intracelulares.

Stat-4

il Inmunidad humoral (IgG1, IgE).
IL-12 y TH2 [garay —— P IL-13 Respuesta a helmintos.
] _ Stat-6 Alergia.
IL-4
IL-6 — Stat3 —p TH17 b IL-17 Respuesta a bacterias extracelulares,
L3 hongos.
IL-2 Autoinflamacion.
~ Stat-5 _ N IL-10
21 Treg F@ —» IL25 Supresion de la respuesta inmunitaria.
- TGF-B
Stat-3
A Tfh Bsﬁ —p IL-21 Cambio de isotipo de las células B.

Figura 1.6. Diferenciacién funcional de los linfocitos TH: Modelo clasico del linaje. Los estudios iniciales
realizados con cultivos in vitro de células TH1 y TH2 llevaron a la idea de que estas subpoblaciones se comportan
como linajes, lo que significa que su fenotipo (es decir, su produccién selectiva de citocinas) era fijo e inflexible.
En consecuencia, estas subpoblaciones expresan factores de transcripcion definidos cuya expresion es, por si

sola, suficiente para inducir la produccién de estas citocinas; estableciéndose, de este modo, linajes estables.



Introduccién | 55

Células TH1

Se caracterizan por la producciéon de niveles elevados de IFNy junto con citocinas
proinflamatorias como TNF-a y TNF-3, lo que da lugar a una activacion del sistema inmune innato
y de la inmunidad mediada por células, caracterizada por un efecto citolitico. Son responsables
de la activacion de fagocitos y de la produccion de anticuerpos opsonizantes que facilitan la
accién del complemento, jugando asi un importante papel en la proteccién frente a patdgenos
intracelulares. Por el contrario, una actividad excesiva de las mismas contribuye a la aparicién de
dolencias inflamatorias y autorreactivas como la enfermedad inflamatoria intestinal (Davidson et
al.,, 1996) y la enfermedad injerto contra huésped (Hu et al., 1999), asi como deso6rdenes
autoinmunes como la diabetes mellitus insulino-dependiente (Wang et al., 1997) y artritis

reumatoide (Leung et al., 2000).

Para una completa diferenciacion funcional a esta subpoblacion celular es necesaria la
colaboracion entre el IFNy y la IL-12 (Hsieh et al., 1993), (Seder et al., 1993), (Swihart et al.,
1995), (Wenner et al., 1996). La IL-12 producida por células presentadoras de antigeno (APCs)
tras el contacto con bacterias y virus induce a las NKs a producir IFNy, y la unién de este a su
receptor (IFNyR) en células T-CD4" naive da lugar a la fosforilacion de STAT-1. El STAT-1 activo
incrementa la expresién del factor de transcripciéon T-bet, fomentando la diferenciaciéon a TH1
mediante la induccidn de la expresion de IFNyy de la subunidad especifica del receptor de la IL-
12 (IL-12R[;) (Mullen et al., 2001), (Afkarian et al., 2002). De este, modo la célula se vuelve
respondedora a la IL-12, activindose STAT-4 que estabiliza ain mas el fenotipo TH1 (Szabo et
al.,, 1997). En la ultima fase de diferenciacién también se incrementa la expresion del IL-18Raq,
gue requiere de la sefializacion a través de IL-12/STAT-4 y se potencia en presencia de IFNy. IL-
12 e IL-18 conjuntamente, inducen la produccion de IFNy por las células TH1 en ausencia de
estimulacion a través de su receptor de células T (TCR), y esta producciéon de citocinas
independiente de antigeno es, probablemente importante para la amplificacion de respuestas
TH1 a través del reclutamiento de otras células TH1 preexistentes (Okazawa et al., 2002),
(Smeltz et al., 2002).

Células TH2

Son células caracterizadas por la produccién especifica de IL-4, IL-5, IL-13, IL-25, IL-31 e
IL-33, aunque también pueden expresar citocinas compartidas con otros linajes como IL-2, IL-3,
IL-9, IL-10, GM-CSF y TNFa. Se asocian con una respuesta de tipo humoral, estando

involucradas principalmente en la protecciéon frente a patdégenos extracelulares del tipo de
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parasitos helmintos. También se ha descrito que juegan un importante papel en la inmunidad

asociada a mucosas. Ademas, IL-4 e IL-13 son los principales mediadores del cambio de clase a
IgE en las células B (Kopf et al., 1993). La IgE se une al receptor FceRI de basofilos y mastocitos,

y su interaccion con ligandos multivalentes induce entrecruzamiento de receptores FceRl, lo que
lleva a la secrecidon por parte de estas células de mediadores activos como histamina y
serotonina, y la secrecidn de varias quimiocinas y citocinas como IL-4, IL-13 y TNFa. El resultado
es la constricciéon del masculo liso, un incremento de la permeabilidad vascular y el reclutamiento
de células inflamatorias (Larché et al., 2006). La IL-5 regula positivamente un gran namero de
funciones de los eosindfilos, como su produccién y liberacién de la médula ésea, activacion y
supervivencia (Coffman et al., 1989). Asimismo, la producciéon de IL-9 tras la infeccién por
helmintos contribuye a la activacion de mastocitos y produccion de IgE caracteristicas de estas
infecciones (Faulkner et al., 1998), ademas de inducir la produccion de mucina por las células
epiteliales (Longphre et al.,, 1999). Sin embargo, un incremento aberrante en su respuesta da
lugar a la aparicion de patologias crénicas del tracto respiratorio como asma atopico y alergias
(Barrett and Austen, 2009).

La IL-4 es la citocina mas potente, si no la Unica, en la induccién de la diferenciacion de
linfocitos al perfil TH2 (Swain et al.,, 1990) y su presencia, incluso a niveles muy bajos, es
imprescindible para que esta se desarrolle correctamente. Tras estimulacion via TCR y el
receptor de la IL-4, se activa una cascada que lleva a la fosforilacion de STAT-6, esencial para la
induccién del factor de trascripcion GATA-3, especifico de las células TH2. GATA-3 a su vez
activa la produccion de citocinas caracteristicas de esta poblacion como IL-4, IL-5 e IL-13,
mientras al mismo tiempo regula a la baja STAT-4 e IL-12R[3; (Szabo et al., 1997), (Zheng and
Flavell, 1997), descritos anteriormente como inductores de diferenciacion TH1. Ademas, el factor
de transcripcion c-Maf también contribuye a la diferenciacion TH2 debido a que activa la
transcripcion de IL-4 (Ho et al., 1996).

Células TH17

Estudios recientes en dos modelos experimentales de enfermedad autoinmune, la artritis
inducida por inmunizacion con colageno de tipo Il (CIA: collagen-induced arthritis) y la esclerosis
multiple secundaria a inmunizacién con proteina basica de mielina (EAE: experimental
autoinmune encephalomyelitis), han demostrado la debilidad del paradigma TH1/TH2 como
Unicas formas de diferenciacion de las células T-CD4*, sugiriendo la existencia de otras
subpoblaciones funcionales de linfocitos T-CD4*. En ambas patologias experimentales, la

severidad de la enfermedad se agravaba en ausencia de citocinas, receptores o factores de
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transcripcion de tipo TH1 tales como IFNy, IFNyR, IL-12p35, IL12-R[3;, T-bet 0 STAT-1 (Ferber et
al., 1996), (Manoury-Schwartz et al., 1997), (Vermeire et al., 1997), (Gran et al., 2002), (Zhang
et al., 2003). Sin embargo, los ratones que carecian de la subunidad p40 de la IL-12, una
subunidad compartida con la citocina IL-23 (Oppmann et al., 2000), eran resistentes al desarrollo
de estas patologias, y los deficientes para la subunidad p19 de la IL-23 estaban protegidos tanto
frente a EAE como a CIA (Cua et al., 2003), (Murphy et al., 2003). Esta paradoja se resolvio
cuando diferentes grupos identificaron una subpoblacién diferente, que llamaron TH17, que se
caracterizaba por la produccion de IL-17a e IL-17f y que necesitaba IL-23 para su mantenimiento
y expansion (Oppmann et al., 2000), (Cua et al., 2003), (Harrington et al., 2005), (Park et al.,
2005). Méas tarde se ha descubierto que también producen IL-21, IL-22 y GM-CSF ademas de IL-
26 en humanos; y que expresan el receptor de quimiocinas CCR6 y su ligando CCL20 (Wilson et
al., 2007). La IL-17a estimula las células endoteliales, epiteliales y fibroblasticas a producir otras
citocinas y quimiocinas como IL-6, IL-8, GM-CSF y MCP-1; y sinergiza con otras citocinas
proinflamatorias como el TNFa e IL-1( para inducir la produccién de quimiocinas. El resto de
citocinas producidas por esta subpoblacion contribuyen también a la activacion de células
mononucleares y, por tanto, inducen o mantienen el proceso inflamatorio crénico. Por ello, las
células TH17 son cruciales en la defensa contra bacterias extracelulares y algunos hongos frente
a los cuales las respuestas TH1 y TH2 no resultan totalmente eficaces. Por otro lado, una
respuesta exagerada de las mismas da lugar a la aparicion de patologias inflamatorias y
autoinmunes tanto en ratones como en humanos tales como esclerosis multiple, artritis
reumatoide, psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal y episodios alérgicos (Lubberts et al.,
2004), (McKenzie et al., 2006), (Aranami and Yamamura, 2008).

Para la diferenciacion funcional a esta subpoblacién celular tanto en ratones como en
humanos, es imprescindible la presencia en el ambiente de TGF-B e IL-6 que actdan en conjunto
y sin redundancia en sus funciones (Bettelli et al., 2006), (Mangan et al., 2006), (Manel et al.,
2008). El TGF-B, citocina inmunomoduladora producida por una gran variedad de células, inhibe
la produccion de IL-2 generada por STAT-5 en células estimuladas a través de su TCR y también
interfiere en la diferenciacién hacia TH1 y TH2 debido a que inhibe la expresion tanto de T-bet
como de GATA-3 (Gorelik et al., 2000), (Gorelik et al., 2002). Por otro lado, hay que resaltar que
el TGF-B también induce la expresion de Foxp3 'y, por tanto, de células T reguladoras (Tregs) (ver
posteriormente). Sin embargo, la presencia adicional de la citocina proinflamatoria IL-6 junto con
el TGF-B suprime la expresion de Foxp3 y por ende la generacién de Tregs, y simultaneamente
induce la produccién de IL-17 y diferenciacién hacia células TH17 (Bettelli et al., 2006).
Recientemente se ha descrito en ratones que la IL-21, producida en gran cantidad por las células

TH17, puede sustituir a la IL-6, utilizando una ruta alternativa en la diferenciacién (Korn et al.,
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2007). Estas citocinas proinflamatorias inducen la fosforilacion de STAT-3, que da lugar a la
expresion de RORyT y RORa (en ratones), factores de transcripcion caracteristicos de esta
poblacién (lvanov et al., 2006), (Yang et al., 2007), (Yang et al., 2008). Parece que STAT-3 y
RORyT cooperan uniéndose al promotor de la IL-17, induciendo su expresién (Chen et al., 2006).
La IL-21 producida por las propias células TH17, en presencia de TGF-$ induce TH17, creando
un circuito de autoamplificacién. Ademas, tanto IL-6 como IL-21 en cooperacion con el TGF-3
inducen la expresién del receptor especifico de la IL-23 (IL-23R), citocina producida por células
presentadoras de antigeno y que es imprescindible, a través de la activacion de STAT-3, en el

mantenimiento y la expansion de esta poblacion celular (Veldhoen et al., 2006).

Células TH foliculares (THf)

Estas células se podrian definir como aquellas que ayudan en el aclaramiento de
particulas virales e infecciones bacterianas y sus productos (toxinas), a través de su capacidad
de proporcionar ayuda a las células B en la produccion de anticuerpos, ya que les posibilita llevar
a cabo el cambio de clase de inmunoglobulina, la reaccién de centro germinal y la maduracion de
afinidad; ademas de favorecer la formacién de células B memoria de alta afinidad (King et al.,
2008). A pesar de que se han descrito como una poblacién bastante heterogénea, presentan
caracteristicas especificas como la expresién del factor de transcripcién Bcl-6, la ausencia de
Blimp-1 y la secrecion de IL-21 (Vogelzang et al., 2008), (Johnston et al., 2009), (Nurieva et al.,
2009); citocina esta ultima esencial en el desarrollo de sus funciones y necesaria para su
diferenciacion. En la mayoria de los casos también expresan ICOS, PD-1 y CXCR5 que les dirige
hacia el foliculo linfoide (Yu et al., 2009), ademas de presentar niveles reducidos de CD127
(IL7R), CD62-L (Lim and Kim, 2007), (Fazilleau et al., 2009) y CCR7 que les hace perder su
afinidad por las zonas T del ganglio linfatico (Yu and Vinuesa, 2010). Los requerimientos para su
mantenimiento y diferenciacion no estan completamente esclarecidos pero incluyen la existencia
de una interaccion T-B mantenida (Haynes et al., 2007) y de una sefializaciéon ICOS-ICOSL
(Nurieva et al., 2008), ademas de atribuirle un papel autocrino a la IL-21 secretada por las propias
células. Recientemente se ha observado que la IL-27 incrementa la produccién de IL-21 y la
funcion de las células THf (Batten et al., 2010). Su alteracion puede desencadenar un amplio
espectro de patologias mediadas por anticuerpos y una acumulacién aberrante de estas células
se ha asociado a lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sojgren’s y artritis autoinmune
(Hutloff et al., 2004), (Watanabe et al., 2008).
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Células T reguladoras

Hasta ahora hemos descrito diferentes poblaciones de linfocitos T-CD4" que presentan un
papel efector tanto en la proteccién frente a agentes externos, como en la induccion de
patologias autoinmunes/inflamatorias en el caso de que respondan de una forma desmesurada.
Sin embargo, una de las principales funciones del sistema inmune es el mantenimiento del
control de estas respuestas intentando establecer un equilibrio u homeostasis. Entre los multiples
mecanismos encargados del mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica destaca, por su
caracter dominante y por actuar en la periferia sobre repertorios linfoides ya establecidos, la
actividad de un grupo heterogéneo de células inmunosupresoras/reguladoras (Shevach, 2006).
La primera subpoblacion T-CD4* reguladora fue identificada en los afios 90 por el grupo del Dr
Simon Sakaguchi. Estas células, denominadas linfocitos T reguladores (Tregs), expresaban
constitutivamente la cadena a del receptor de la IL-2 6 CD25, eran anérgicos in vitro, tenia un
origen timico y constituia aproximadamente el 10% de los linfocitos T-CD4" periféricos.
(Sakaguchi et al., 1995). Ademas del CD25 se han incorporado otros marcadores para identificar
esta poblacion, entre los que se encuentran CTLA-4, CD62L, CD69, GITR, CD127"" (Corthay,
2009), pero ninguno de ellos es suficiente para discriminar especificamente las células Treg de

las efectoras ya que estas Ultimas pueden expresarlos transitoriamente tras su activacion.

El avance mas importante en su caracterizacién ha sido la identificacién del factor de
transcripcion Foxp3 como esencial en la generacion de Tregs (Fontenot et al., 2003), (Hori et al.,
2003), (Khattri et al.,, 2003). Este descubrimiento vino de la mano de la identificacién de
mutaciones en su gen de origen, que eran las responsables del sindrome autoinmune ligado al
cromosoma X (IPEX) en humanos (Bennett et al., 2001), y de la patologia del raton mutante
scurfy (Brunkow et al., 2001). Los ratones scurfy, al igual que los pacientes con sindrome IPEX,
desarrollaban una hiperproliferacion linfocitaria y mudltiples alteraciones autoinmunes o6rgano-
especificas que llevaban a la muerte del animal en el primer mes de vida (Brunkow et al., 2001).
Estas alteraciones eran muy parecidas a las observadas en ratones a los que se les habian
eliminado las células Treg, estableciéndose una relacién entre el Foxp3 y dicha poblacién
reguladora. Ademas, diversos estudios demostraron que la expresion de Foxp3 era especifica de
la poblaciéon de células Treg, observandose Unicamente una ligera expresién en células T
efectoras tras activacion en humanos (Hori et al., 2003), (Khattri et al., 2003). Al mismo tiempo se
observé que los humanos que padecian IPEX y los ratones con la mutacion scurfy, o aquellos a
los que se les habia eliminado el Foxp3 eran incapaces de generar células Treg, mientras que la
expresion exdgena de esta molécula, conllevaba un aumento en el niumero de células Tregs y la

adquisicion de propiedades supresoras de los linfocitos T-CD4*CD25  (Fontenot et al., 2003),
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(Hori et al., 2003). También se realizaron estudios en ratones quiméricos reconstituidos con una
mezcla de células madre derivadas de ratones normales y deficientes en Foxp3 en relacién 1:1,
demostrando que el desarrollo de las células Tregs depende de la expresion de esta molécula ya
que las células madre deficientes en Foxp3 fueron incapaces de aumentar la poblacion
reguladora (Fontenot et al., 2003).

En los ultimos afios se ha descubierto la existencia de células Tregs generadas fuera del
timo a partir de precursores CD4'CD25Foxp3;, y por ello, la poblacién reguladora Foxp3* se ha
clasificado en: células reguladoras naturales (nTreg) si tienen un origen timico, y células

reguladoras inducidas (iTreg) si han sido generadas en la periferia.

Células Tregs naturales (nTregs)

Esta subpoblacién se desarrolla y adquiere su fenotipo supresor en el timo, migrando
posteriormente a la periferia, donde son denominadas nTregs. La mayoria de estas células
expresan constitutivamente CD25 y su desarrollo y funcidn son dependientes de la transcripcion

de Foxp3.

Su seleccidn timica parece escapar al proceso convencional de diferenciacion de las
células T, ya que son seleccionadas al reconocer el MHC en presencia del péptido agonista,
situaciéon que normalmente provocaria su eliminacién (Jordan et al., 2001), (Apostolou et al.,
2002). Ademés, numerosos factores de transcripcion activados a partir de la estimulacion del
TCR (NFAT, AP1, CREB, ATF) estan implicados en la regulacion de la expresion Foxp3 a nivel
transcripcional (Kim and Leonard, 2007). Por otro lado, las sefales transmitidas a través de la
union de CD28 con B7.1/B7.2 son también relevantes en la formacion del repertorio y tamafio del
compartimento de esta poblacion reguladora, dado que ratones deficientes en alguna de estas
moléculas poseen un nimero muy disminuido de células Treg (Salomon et al., 2000). Este
fendmeno se ha atribuido al hecho de que los ratones CD28" o B7.1/B7.2" producen bajos
niveles de IL-2 (Tang et al., 2004). En base a estos hallazgos, se ha propuesto un modelo de dos
pasos para la diferenciacion de las células Tregs a nivel timico donde, primero una fuerte
sefializacion a través del TCR resulta en la sobre-regulacién del CD25 haciendo al precursor de

las Tregs sensible a la IL-2, que entonces induciria la expresion de Foxp3 (Lio and Hsieh, 2008).
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Células Tregs inducidas (iTregs)

Estas células constituyen otro grupo dentro de la poblaciéon de linfocitos Tregs y son
generadas en la periferia a partir de células CD4"'CD25 naive en presencia del antigeno y de
ciertas citocinas (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009). Comparten varias caracteristicas con las
nTregs, como la supresion de respuestas de las células T efectoras de manera especifica de

antigeno, la anergia in vitro y también la expresion de Foxp3 (Thorstenson and Khoruts, 2001).

Diversos estudios han demostrado que su generacion in vivo se ve favorecida cuando
existe una exposicion continuada con el antigeno (Apostolou and von Boehmer, 2004) y tras la
estimulacion de los linfocitos T bajo condiciones inmunogénicas suboptimas, es decir, en
presencia de concentraciones muy bajas de antigeno y ausencia de coestimulacion (Kretschmer
et al., 2005); y se produce siempre en presencia de TGF-$ e IL-2 (Wan and Flavell, 2006). Estas
células iTregs aparecen en ganglios mesentéricos durante la inducciébn de tolerancia oral
(Coombes et al., 2007), se diferencian continuamente en la lamina propia del intestino en
respuesta a la microbiota y antigenos alimentarios (Sun et al., 2007), en tejidos donde existe una
inflamacién crénica (Curotto de Lafaille et al., 2008), en tumores y tejidos trasplantados. El
desarrollo de iTreg en el intestino se ve favorecido por la existencia de un microambiente
caracteristico, rico en TGF-B y en el que coexisten DC CD103" de la lamina propia que expresan
cantidades elevadas de acido retinoico junto con células T-CD4*CD25 (Coombes et al., 2007),
(Sun et al., 2007). La importancia del TGF-p3 se ha demostrado al observar que su neutralizacion
in vivo inhibe el desarrollo de tolerancia oral e impide la diferenciacidbn de iTregs antigeno

especificas (Mucida et al., 2005).

El mecanismo por el que TGF-B induce la transcripcién de Foxp3 lleva consigo la
cooperacion de Smad-3 y NFAT a nivel del amplificador del gen foxp3 (Josefowicz and Rudensky,
2009). Por su parte, la sefializacion a través de la IL-2 activaria STAT-5, que se uniria al gen
foxp3 (Burchill et al., 2007). Se ha observado que esta citocina es necesaria para la
diferenciacién pero no para el mantenimiento de la expresion de Foxp3 (Davidson et al., 2007).
Ademés otros factores podrian promover o inhibir la inducciéon de iTregs. Las citocinas que
inducen la diferenciacién a otras subpoblaciones TH (TH1, TH2, TH17), antagonizan con el
desarrollo de células iTreg. El caso de la diferenciacion a TH17 es mas especial ya que la
presencia de la citocina IL-6 junto con el TGF-[3, bloquea completamente la expresion de Foxp3,
permitiendo la expresion de RORYyt e induciendo a las células a producir IL-17 (Bettelli et al.,
2006).
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Las células TH1 muestran una actividad anti-fibrética.

Numerosos estudios han sugerido que la células TH1 efectoras, definidas por su
produccién de IFN-y, presentan actividad antifibrética (Giri et al., 1986), (Baroni et al., 1996),
(Oldroyd et al., 1999) de manera similar a las células NKs productoras de IFN-y y las células
NKTs (Kim et al., 2005), (Jeong et al., 2008). Se cree que esta citocina inhibe la fibrosis, al menos
en parte, por antagonizar con la actividad pro-fibrética de TGF-B1, ya que es capaz de inhibir la
fosforilacion de Smad3 inducida por TGF-B y, por tanto, la posterior activacién de genes sensibles
a TGF-B (Ulloa et al., 1999). Ademas, el IFN-y actla a través de una via dependiente de la
quinasa asociada a Janus (Jak-1) y el factor de transcripcion STAT-1 induciendo la expresion de
Smad?7, que previene la interaccion de Smad3 con el receptor de TGF-3, atenuando aun mas su
sefializacion. Por otro lado, el IFN-y inhibe de forma directa la proliferacién de los fibroblastos y la
expresion del procolageno-l y el procolageno-lll en estas células, asi como la sintesis de
colageno en miofibroblastos activados (Gurujeyalakshmi and Giri, 1995). Asimismo, esta citocina
es capaz de impedir la produccién de citocinas TH2 inducida tras la diferenciacion de los
monocitos CD14* circulantes a fibrocitos (Shao et al., 2008).

Por ultimo, la citocina IL-12, inductora de la diferenciaciéon a TH-1, demuestra tener una
actividad anti-fibrética similar en experimentos in vivo con ratones, en virtud de su capacidad para
estimular la produccion de IFN-y en células TH1 y células NKs (Wynn et al., 1995), (Keane et al.,
2001). Estudios realizados en modelos de fibrosis pulmonar (Xu et al., 2006) y de fibrosis cutanea
(Lakos et al., 2006) inducidas por administracion local de Bleomicina en ratones t-bet” muestran
el desarrollo de lesiones fibréticas mas severas que en los animales controles silvestres. Ademas,
en ambos casos, este aumento en la fibrosis se asocié con una elevada produccién de las
citocinas de perfil TH2 (IL-4, IL-5 e IL-13), una disminucién en la produccién de IFN-y y una
expresion aumentada de TGF-B; lo que sugiere que la via de T-bet confiere resistencia a la
fibrosis inducida por Bleomicina; desempefiando un papel fisiolégico en la regulacion de la
reparacion tisular, al promover una respuesta de perfil TH1 que impide la acumulacién excesiva
de MEC.

A pesar de la abundancia de pruebas tanto in vitro como in vivo que apoyan la hipétesis
de una funcion anti-fibrética de los linfocitos TH1, los estudios clinicos que investigan el potencial
terapéutico de IFN-y en el tratamiento de la FPI, la esclerosis sistémica y otros trastornos

fibréticos han sido hasta ahora decepcionantes (King et al., 2009).
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La respuesta tipo TH-2 es un potente promotor de fibrosis.

En la literatura encontramos muchos estudios que muestran que las citocinas tipo TH2
estan involucradas en una gran variedad de enfermedades fibréticas (Ong et al., 1999),
(Hoffmann et al., 2001), (Sandler et al., 2003), (Wynn, 2004), (Lakos et al., 2006), (Aliprantis et
al., 2007). A pesar de que todas ellas, se han relacionado con el desarrollo de fibrosis (Ong et al.,
1998), (Chiaramonte et al., 1999), (Reiman et al., 2006), la IL-13 se ha convertido en el mediador
dominante durante la remodelacion del tejido fibroso en varios modelos experimentales de
fibrosis y en pacientes (Chiaramonte et al., 1999); implicandose en el desarrollo de fibrosis
crénica en asma (Yang et al., 2004), FPI (Furuie et al., 1997), (Murray et al., 2008), modelos de
fibrosis pulmonar experimental (Kolodsick et al., 2004), esclerosis sistémica (Fuschiotti, 2011),
fibrosis cutanea inducida por dermatitis atépica (Oh et al., 2011), fibrosis inducida por radiacion
(Han et al., 2011), fibrosis asociada con la colitis ulcerosa (Heller et al., 2002) y la fibrosis
hepética resultante de infecciones persistentes (Shimamura et al., 2008), (Weng et al., 2009). En
el caso de la FPI, se han encontrado niveles elevados de IL-4 e IL-13 en los BALF y pulmén de
pacientes (Emura et al., 1990), (Wallace et al., 1995), (Hancock et al., 1998), (Wallace and Howie,
1999); existiendo una correlacion de los niveles tisulares de IL-13 y la severidad de la
enfermedad (Wallace et al., 1995), (Hancock et al., 1998), (Wallace and Howie, 1999), (Golec et
al., 2008). Estas dos citocinas comparten muchas actividades funcionales ya que ambas utilizan
la misma cascada de sefializacion IL-4Ra/Staté (Zurawski et al., 1993). Sin embargo, con el
desarrollo de ratones deficientes y transgénicos para IL-13 (McKenzie et al., 1998), (Zhu et al.,
1999), vy la utilizacién de antagonistas de IL-13 (Donaldson et al., 1998), (Chiaramonte et al.,
1999), se han descubierto funciones Unicas y no redundantes para estas citocinas en numerosos
modelos. Asi, estudios en los que se inhibian IL-4 e IL-13 de forma independiente revelaron que
IL-13 es la citocina efectora dominante en muchos modelos experimentales de fibrosis,
incluyendo la fibrosis pulmonar por Bleomicina (Chiaramonte et al., 1999), (Blease et al., 2001),
(Kumar et al., 2002), (Kolodsick et al., 2004), (Aliprantis et al., 2007), (Keane et al., 2007).
Ademas, la sobreexpresion de IL-13 en el pulmén induce por si sola en los ratones un aumento
significativo de la fibrosis en las vias aéreas, en ausencia de cualquier estimulo inflamatorio
adicional (Poynard et al., 2003); mientras que diversos métodos de inhibicién de IL-13 son
efectivos en el control de la sintesis de coldgeno inducida por Bleomicina (Belperio et al., 2002),
(Jakubzick et al., 2003), (Fichtner-Feigl et al., 2006). Ademas, ratones deficientes en el factor de
transcripcion T-bet, implicado en la diferenciacién TH1 (Szabo et al., 2000) desarrollan una
potente fibrosis tras la exposicién a Bleomicina comparado con el mismo tratamiento en ratones
con fenotipo salvaje; en cambio, cuando se cruzan estos ratones t-bet” con ratones deficientes

en IL-13 (IL-137) no se produce respuesta fibrética (Aliprantis et al., 2007), lo que indicaria que
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IL-13 juega un papel esencial en el desarrollo de la fibrosis pulmonar inducida por Bleomicina.

Por otro lado, existen evidencias de que las citocinas TH2 cooperan con TGF-f3 en la
induccién de fibrosis. En este sentido, experimentos realizados por S. Fichtner-Feigl sugieren que
la fibrosis pulmonar conducida por TGF-B1 en algunos casos podria ser dependiente de la
sefializacion mediada por IL-13 a través del receptor IL-13Ra2 (Fichtner-Feigl et al., 2006), que
originariamente se describi6 como un receptor “sefiuelo” para IL-13, capaz de participar en la
inhibicion de la fibrosis (Chiaramonte et al., 1999), (Wood et al., 2003); mientras que dos estudios
independientes de C.G. Lee (Lee et al., 2001a) y S. Lanone (Lanone et al., 2002) reflejan que IL-
13 es capaz de inducir la produccion de la forma “latente” TGF-B1 en macroéfagos, al mismo
tiempo que estimula la produccion de proteinas que degradan las LAP (proteinas asociadas a
latencia), resultando indirectamente en la generacién de la forma activa de TGF-f3. Sin embargo,
otros autores han sugerido que la IL-13 es capaz de promover la fibrosis independendientemente
de TGF-B (Kaviratne et al., 2004), (Liu et al., 2011), induciendo directamente la proliferacién de
los fibroblastos, las células epiteliales y las células de musculo liso (Lee et al., 2001b), (Kuperman
et al., 2002). De igual modo, las células TH2 que producen IL-13 y las células Treg que expresan
TGF- son ademas capaces de inhibir la respuesta tipo TH17 (Wilson et al., 2011); sugiriendo un
papel dual para ambas citocinas en la reparacion tisular, ya que suprimen la inflamacion a la vez

que promueven la fibrosis.

La actividad profibrotica de IL-13 estéd controlada por la expresién de los receptores IL-
13Ral e IL-13Ra2 presentes en la superficie de los miofibroblastos (Chiaramonte et al., 2003),
(Ramalingam et al., 2008). Asi, cuando la expresion del receptor “sefiuelo” IL-13Ra2 es baja o
nula, la fibrosis dependiente de IL-13 aparece exacerbada (Mentink-Kane et al., 2011); sin
embargo, los ratones deficientes en este receptor son mas resistentes a la inflamacién impulsada
por IL-1(3 e IL-17 probablemente debido a una actividad aumentada de IL-13 (Wilson et al., 2011).
Estos datos sugieren que el receptor IL-13Ra2 funciona como un regulador clave tanto de la
inflamacién mediada por TH17 como de la fibrosis promovida por TH2 (Mentink-Kane and Wynn,
2004).

La respuesta tipo TH17 es pro-inflamatoria y pro-fibrética.

La subpoblacién de células CD4" TH17 estd emergiendo como un importante mediador en
el desarrollo de fibrosis a través de la secrecion de las citocinas especificas como IL-17a
(también llamada IL-17), IL-17f e IL-22, ademas de otras como IL-21, IL-23, TNF-a y GM-CSF
(Korn et al., 2009). Se ha postulado un papel de IL-17a en la patogénesis y desarrollo de
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autoinmunidad y desdrdenes cronicos, tales como el asma severo (Nembrini et al., 2009), la
fibrosis pulmonar (Wilson et al., 2010), la esclerodermia (Kurasawa et al., 2000) el rechazo
cronico a aloinjerto (Faust et al., 2009), la fibrosis en el trasplante ortotdépico de pulmén (Fan et
al., 2011), la fibrosis miocéardica (Feng et al., 2009) y la fibrosis hepatica inducida por hepatitis
(Wang et al., 2011). Ademas, estudios realizados con ratones il17a’” muestran que esta citocina
es esencial para el desarrollo de fibrosis inducida por Bleomicina (Wilson et al., 2010). En
muchos casos la expresion de IL-17a se asocia con una neutrofilia persistente (Laan et al., 1999),
sugiriendo que el infiltrado de neutrdéfilos contribuye al desarrollo de dafio tisular y fibrosis a
través de la induccion de apoptosis de las células del endotelio vascular (Zhu et al., 2011). En el
caso de paciente con FPI, la presencia de dichos infiltrados sirve de indicador de mortalidad
precoz (Kinder et al., 2008). Por consiguiente, a diferencia de la actividad fibrética directa que
muestran IL-13 y TGF-B, la IL-17a parece promover la fibrosis indirectamente mediante la

induccioén de dafo en los tejidos e inflamacion.

Estudios realizados en modelos de fibrosis murinos han revelado que las citocinas IL-1(3 e
IL-23 actlan como importantes mediadores “aguas arriba” de la respuesta préfibrética de las
TH17 (Wilson et al., 2010), (Gasse et al., 2011). De igual modo, se ha identificado un vinculo
entre la IL-17a y TGF-B1, ya que ademas de que TGF- contribuye a la inflamacion y la fibrosis
inducidas por Bleomicina estimulando la proliferacién de fibroblastos y miofibroblastos, con la
consecuente acumulacion de colageno, presenta un papel clave en el desarrollo de células T-
CD4" productoras de IL-17a (Bettelli et al., 2006), (Veldhoen et al., 2006), (Wilson et al., 2010).

Ademas de su papel promoviendo las inflamaciones de neutrofilos, se ha demostrado que
la IL-17a induce de forma directa la expresion de la metaloproteinasa de matriz-1 (MMP-1) en
cultivos primarios de fibroblastos cardiacos humanos (Cortez et al., 2007); lo que sugiere que la
IL-17a induce fibrosis gracias, por un lado, al aumento la respuesta inflamatoria y, por otro, a la
regulacién la activacion de fibroblastos. En conjunto, estos datos confieren al eje de citocinas IL-
1B/IL-17a/TGF-B1 un papel esencial en la cascada de sefalizacion inflamatoria que conduce a la

fibrosis.

Las células Treg pueden tanto suprimir como promover fibrosis.

A pesar de que las células Treg aparecen inducidas en diversas enfermedades fibroticas
su papel en la fibrogénesis tisular es menos claro que el que presentan otras subpoblaciones de
células TH. La expresion del factor de transcripcion Foxp3 en esta poblacion es esencial para la

produccién de citocinas inmunosupresoras, como IL-10 y TGF-[3, que controlan la funcion celular
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de las Treg y regulan respuestas inflamatorias crénicas a través de diversos mecanismos (Moore
et al., 2001). En humanos, la IL-10 suprime significativamente la sintesis de colageno tipo | en
fibroblastos derivados de tejido cicatricial (Wangoo et al., 1997), indicando que puede inhibir la
fibrosis de forma directa (Wang et al., 1998). Ademas, en relacién con una mayor severidad de la
enfermedad Kotsianidis y cols. muestran que pacientes con FPI presentan niveles reducidos de
linfocitos Treg, en comparaciéon con voluntarios sanos, tanto en el BALF como en sangre
(Kotsianidis et al., 2009). En concordancia con esto se ha observado que la IL-10 es capaz de
modular la fibrosis en numerosos modelos murinos (Wynn et al., 1998), (Hesse et al., 2004), (Mu
et al., 2005), (Hoffmann et al., 2000), incluido el modelo de fibrosis pulmonar por Bleomicina
(Thompson et al., 1998), (Holsti et al., 2004), (Nakagome et al., 2006), y los ratones deficientes
en IL-10 o con una expresioén reducida de IL-10 en el pulmoén estan mas predispuestos a padecer
fibrosis pulmonar, con una elevada inflamacion local, tras exposicion a la radiaciéon ionizante
(Haase et al., 2007). Ademas, la administracion de un plasmido que sobre-expresa TGF-B1 en
dicho modelo, induce la generacién de una poblacion de células Treg productoras de TGF-f1 e
IL-10, reduciendo la fibrosis (Kitani et al., 2003). Este plasmido no tiene efecto en ratones
deficientes en IL-10, lo que indica que esta citocina juega un papel clave en esta actividad
supresora (Kitani et al., 2003). En contraposicion con estos hallazgos, J.D. Estes et al. y F. Liu et
al. en dos estudios independientes demuestran que las células Treg son una fuente importante de
de TGF-B y promueven el desarrollo de fibrosis (Estes et al., 2007), (Liu et al., 2010). Por lo tanto,
el papel preciso de los linfocitos Tregs en la patogenia de la fibrosis esta todavia por esclarecer;
en particular, porqué las células Treg presentan una actividad anti-fibrética en unos casos y pro-
fibrética en otros. Una posible explicacion a esto probablemente este en relacion con el grado de
induccién y reclutamiento de estas células al tejido dafiado en relacion con el de otras
poblaciones de células T efectoras. Otra posibilidad es que las células Treg podrian suprimir la
fibrosis inducida por las respuestas tipo TH2 y TH17, a la vez que exacerban la fibrosis
dependiente de TGF-31.

5.3. Estrés oxidativo y fibrosis pulmonar.

El oxigeno molecular es fundamental para el metabolismo aerébico, mas adn en el caso
de los vertebrados, siendo indispensable el suministro constante del mismo para asegurar la
supervivencia. Sin embargo, el oxigeno es ademas un fuerte oxidante y su exceso tiene efectos
perjudiciales sobre las células y las macromoléculas biolégicas debido a la formacion de especies
oxigeno-reactivas (ROS). El estrés oxidativo se produce cuando hay un desequilibrio entre la
generacién de ROS y la capacidad celular para eliminar estos intermediarios; debido a la

generacién desmesurada de ROS, la reduccion en la defensa antioxidante o una combinacién de
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ambos procesos. Ademas, existen evidencias que apuntan a que las ROS pueden estar
involucradas en el procesamiento post-traduccional de las proteinas y en mecanismos de
sefializacion intracelular que incluyen la activacién/inhibicion de factores de transcripcion, la
regulacion de la expresién génica y la diferenciacion celular. Asi, durante afios se han acumulado
datos que indican que el estrés oxidativo y/o la sefializacion oxidativa puede jugar un papel
importante en la patogénesis de la fibrosis pulmonar (Crapo, 2003), (Kinnula and Crapo, 2003),
(Kinnula et al., 2005), (Griffith et al., 2009). Es interesante resefiar en este sentido que el estrés
oxidativo puede inducir la aparicion de fibrosis tisular resistente a los esteroides (Marwick et al.,
2009), (Marwick et al., 2010).

En los Ultimos afios se esta prestando mucha atencion a la familia de enzimas NADPH
oxidasas, también denominadas enzimas NOX, por su capacidad para producir ROS (Bedard and
Krause, 2007). En un principio se atribuyd una gran importancia de estos enzimas en la defensa
frente a patdgenos invasores por parte de las células fagociticas. Sin embargo, se ha detectado
la presencia de NADPH oxidasas en casi todos los tejidos y las ROS generadas por estas
enzimas han demostrado tener numerosas funciones celulares (Griendling, 2006), (Bedard and
Krause, 2007). Se han descrito siete isoformas de NADPH oxidasas en mamiferos, siendo la
NOX4 la mas importante en la regulacion por TGF-B1 (Cucoranu et al., 2005), (Hecker et al.,
2009).

Como indicabamos anteriormente, existen multiples evidencias que implican al estrés
oxidativo en la aparicion de fibrosis. En este sentido, los pacientes con FPI muestran un
desequilibrio en la produccién de ROS en el pulmén, probablemente causado por la generacion
espontanea de grandes cantidades de ROS por parte de las células del parénquima pulmonar,
los fibroblastos y las células inflamatorias alveolares (macréfagos, linfocitos, neutréfilos y
eosinodfilos) (Cantin et al.,, 1987), (Bocchino et al., 2010); y por la deficiencia de glutation
extracelular (Kinnula et al., 2005). Ademas, un exceso de estrés oxidativo provoca efectos
deletéreos que podrian contribuir a la patogénesis de la FPI, incluyendo la activacion de
cascadas de sefializacion sensibles a reduccién-oxidacién, cambios en la expresién de citocinas
y quimiocinas, modificacion del balance entre proteasas y anti-proteasas, induccion de apoptosis
y activacion de fibroblastos (Walters et al., 2008). Por otro lado, la presencia de agentes
exdégenos, como el asbesto, la silice, la radiacién ionizante y la Bleomicina, pueden causar
fibrosis pulmonar en modelos animales, a través de la produccion de ROS (Janssen et al., 1993),
(Nakamura et al., 1997), (Hoshino et al., 2003). Estudios realizados con estos modelos
demuestran que la exposicion al agente externo no solo es capaz de incrementar la carga

oxidativa en el pulmoén sino que el tratamiento con antioxidantes es capaz de proteger de la
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enfermedad in vivo (Hagiwara et al.,, 2000), (Tamagawa et al., 2000), (Oury et al., 2001),
(Vujaskovic et al., 2002), (Kinnula and Crapo, 2003). Los antioxidantes mas ampliamente
utilizados en estos modelos incluyen glutation, N-acetilcisteina (NAC) (un precursor sintético de
glutation reducido) y superoxido dismutasa (SOD). De forma notable, la administracion de NAC
por via intraperitoneal, oral o en aerosol disminuye significativamente la reaccion inflamatoria
primaria (en el nidmero de células inflamatorias presentes en el BALF y las citocinas de
inflamacién aguda), la deposicidon de colageno (tanto en la cuantificacion de hidroxiprolina como
en la histologia) y la progresién de fibrosis pulmonar en el modelo de Bleomicina (Hagiwara et al.,
2000), (Mata et al., 2003), (Serrano-Mollar et al., 2003). Ademas, el tratamiento con SOD y sus
derivados induce una reduccion del estrés oxidativo, la inflamacién pulmonar y el desarrollo de
fibrosis en un amplio rango de modelos animales (Tamagawa et al., 2000), (Oury et al., 2001),
(Bowler et al., 2002), (Vujaskovic et al., 2002), (Fattman et al., 2003), (Kinnula and Crapo, 2003),
(Day, 2004). Por otro lado, estudios realizados en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por
Bleomicina en ratones deficientes en NOX4 revelaron menor cantidad de la fosforilacion de
Smad-2, menor expresion de a-SMA y del ARNm de procoladgeno, menor contenido total de
colageno y una fibrosis histolégica reducida en comparacion con los controles (Carnesecchi et al.,
2011); si bien, la respuesta inflamatoria en el pulmén no se vio alterada, sugiriendo que la
inflamacién por si misma no es suficiente para conducir la fibrosis inducida por Bleomicina.
Ademas, esta disminucion de la fibrosis se asocia con una tasa de muerte de las células
epiteliales inferior a la detectada en los controles (Carnesecchi et al., 2011). En conjunto estos
resultados ponen de manifiesto que el estrés oxidativo puede contribuir tanto en la apoptosis del
epitelio alveolar como en la proliferacién de fibroblastos durante la evolucion patogénica de la

fibrosis pulmonar.

Por dltimo, recientes trabajos acerca de los mecanismos oxidativos implicados en la
fibrosis pulmonar se han centrado en la interaccion existente entre la via de TGF-B1 y los
procesos mediados por ROS. Estos estudios han demostrado que ROS es capaz de activar la
forma latente de TGF-B1 (Barcellos-Hoff and Dix, 1996) y, de forma inversa, TGF-31 incrementa
la produccion de ROS en fibroblastos pulmonares humanos (Thannickal and Fanburg, 1995). De
este modo, los fibroblastos pulmonares procedentes de pacientes con FPI exhibieron un aumento
en la generacion de H.O; en presencia de TGF-1; promoviendo, ademas, un efecto citotoxico en
el co-cultivo con células epiteliales de pulmon, que podia ser inhibido por la adicién de catalasa o
mediante el bloqueo en la produccion de H.O, (Waghray et al., 2005). Ademas, el tratamiento con
glutation, NAC o inhibidores de ROS previene el desarrollo de TEM inducido por TGF-B1 en las

células epiteliales alveolares (Felton et al., 2009).
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6. Nuevas dianas terapéuticas en fibrosis tisular.

Por lo expuesto previamente, nuestro conocimiento de los mecanismos patogénicos de la
fibrosis pulmonar tanto a nivel celular como molecular, es todavia incompleto. En paralelo, han
surgido un sinfin de tratamientos médicos que no han conseguido frenar el desarrollo de la
enfermedad, persistiendo el trasplante como el Unico recurso real para la supervivencia de los
enfermos. Parece claro, por lo tanto, que es necesario identificar nuevas dianas terapéuticas en
la fibrosis pulmonar idiopatica. En este sentido, nuestro grupo ha considerado como diana
potencial en este tipo de reacciones a GPBP (siglas de Goodpasture antigen Binding Protein) una

protein-quinasa capaz de fosforilar in vitro distintos tipos de colageno (Raya et al., 1999).

6.1. El Sindrome de Goodpasture

También conocido como enfermedad anti-membrana basal glomerular, es una patologia
que afecta a las membranas basales alveolar y glomerular (esenciales en la barrera de
ultrafiltracion de la sangre) y se caracteriza por una hemorragia pulmonar y una glomerulonefritis
rapidamente progresiva (Savage et al., 1986), (Kluth and Rees, 1999), (Borza, 2007) que resulta
en un fallo renal terminal si no se instaura un tratamiento urgente (Ambrus and Sridhar, 1997),
(Avella and Walker, 1999). Fue descrita por primera vez por Ernest Goodpasture durante la
pandemia de gripe de 1919. El Sindrome de Goodpasture esta mediado por anticuerpos
circulantes que se depositan de forma lineal en la membrana basal del glomérulo renal y del
alveolo pulmonar (Saus et al., 1988), (Kalluri et al., 1995), (Kalluri et al., 1996), (Salama et al.,
2001). Estos anticuerpos estan dirigidos contra el dominio C-terminal no colagenoso (NC1) de la
cadena o3 del colageno IV [a3(IV)NC1], también llamado antigeno Goodpasture (Ag GP).
Después de unirse a sus dianas en la membrana basal, los anticuerpos (tipicamente IgG) inician
el dafio local tisular por la activacién del sistema del complemento y el reclutamiento de células
inmunes efectoras, como macréfagos y neutrofilos, via receptores para el fragmento Fc de las

inmunoglobulinas.

6.2. GPBP

Estudios comparativos entre dominios NC1 han permitido identificar en el extremo N-
terminal del Ag GP humano una region altamente divergente y fosforilable in vitro (Quinones et
al.,, 1992), (Revert et al., 1995). Ademas, en humanos pero no en otros mamiferos superiores la
regién génica que codifica el Ag GP genera miultiples ARNm mediante reordenamiento exénico

(Bernal et al., 1993), (Penadés et al., 1995). Los productos alternativos divergen entre si en su
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regién C-terminal y comparten la regién N-terminal fosforilable (Penadés et al., 1995). Los
extremos C-terminal divergentes inducen de forma desigual la fosforilacion por la proteina
quinasa dependiente de AMPc (PKA) del correspondiente extremo N-terminal (Saus, J.
Goodpasture antigen Binding Protein. Utility Patent Application PCT/IB00/00324. Publication n°

WO00/50607), (Saus, J. Methods and reagents for treating autoimmune disorders. Utility Patent
Application PCT/EP02/01010. Publication n® W002/061430), sugiriendo que los extremos C-

terminal activan la fosforilacion por PKA y que esta quinasa, u otra muy similar, fosforila
endogenamente el extremo N-terminal del antigeno. De acuerdo con esta idea, péptidos
sintéticos que representan los extremos C-terminal alternativos inducen la fosforilacién por PKA

del extremo N-terminal del antigeno primario (Saus, J. Goodpasture antigen Binding Protein.

Utility Patent Application PCT/IB00/00324. Publication n® WOO00/50607), (Saus, J. Methods and
reagents for treating autoimmune disorders. Utility Patent Application PCT/EP02/01010.

Publication n® WO02/061430). Basandose en estos resultados y utilizando bibliotecas de
expresion de cDNA humano, un péptido sintético de 21 residuos de la region N-terminal del Ag
GP y anticuerpos monoclonales contra dicho péptido, el grupo del Dr Juan Saus identificé un
cDNA de 6.4 Kb que codificaba para una proteina de 624 aminoécidos a la que denominaron
GPBP (Raya et al., 1999). La contrapartida recombinante de GPBP era capaz de catalizar in vitro
la fosforilacion del Ag GP humano en la region N-terminal incluyendo el sitio principal para la
PKA, asi como los residuos serina y/o treonina presentes en su propia molécula
(autofosforilacion) (Raya et al., 1999). GPBP presenta un alto numero de aminoacidos
fosforilables siendo la serina el residuo mas abundante. Estructuralmente, GPBP posee un
dominio homologo a pleckstrina en su region N-terminal, lo que sugiere una localizacion en la
membrana plasmatica (Lemmon and Ferguson, 2001), (Lemmon et al., 2002), un dominio FFAT,
que dirige proteinas al reticulo endopasmico, y un dominio START en la regién C-terminal,
potencialmente implicado en el transporte de lipidos, incluido ceramida (Tsujishita and Hurley,
2000). Por ultimo, esta proteina presenta una sefial bipartita de localizaciéon nuclear (Saus et al.,
1988).

GPBP esta codificado por el gen COL4A3BP que se encuentra en el cromosoma 5q13.3,
situado cabeza-con-cabeza con POLK el gen que codifica para la ADN polimerasa kappa (pol k),
un nuevo miembro de la superfamilia de DNA polimerasas que extienden horquillas aberrantes de
DNA replicante (Granero et al., 2005). POLK y COL4A3BP comparten 140-pares de bases ricas
en GC que son significativamente homoélogas a regiones intergénicas de un buen ndmero de
unidades bi-direccionales incluyendo aquellas que transcriben los genes que codifican las
cadenas a del colageno IV. Esta region contiene un sitio Spl y un sitio tipo TATA, comdnmente

asociados con el inicio de la transcripcion, y un elemento de unién a NFkB. Cabe destacar que la
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expresion del gen COL4A3BP esta regulada positivamente por la citocina pro-inflamatoria TNF-a
(Granero et al., 2005).

A pesar de que GPBP muestra una expresion ubicua, presenta preferencia por células y
tejidos celulares que normalmente se asocian con el desarrollo de patologias autoinmunes. En el
rifidn GPBP se localiza en la membrana basal glomerular, en las células epiteliales de los tibulos
y en las células mesangiales y podocitos del glomérulo. En los alvéolos pulmonares presenta una
disposicion lineal que sugiere una localizacion en la membrana basal y en los neumocitos.
También se expresa a nivel del endotelio vascular. En el tejido hepético presenta baja expresion
en el parénquima pero alta en los conductos biliares. En el sistema nervioso central se expresa
en la materia blanca pero poco en neuronas. En el testiculo existe una alta expresiéon en las
espermatogonias y en el pancreas se localiza principalmente en los islotes de Langerhans. En
general, en los tejidos donde se expresa, GPBP presenta un patrén citosélico difuso (Raya et al.,
2000). Por udltimo cabe destacar que la expresion tisular relativa de GPBP esta fuertemente

aumentada en el contexto de procesos inflamatorios (Raya et al., 2000).

6.2.1. Isoformas de GPBP.

Se han identificado al menos tres isoformas de GPBP generadas mediante splicing
alternativo o mediante el uso de un sitio de iniciacion de la translacién alternativo (Revert et al.,
2008). GPBP-1 (77 kDa), anteriormente denominado GPBP, es la forma de la proteina candnica y
es secretada al compartimento extracelular en donde, entre otras actividades, puede unirse al
coldgeno de tipo IV. Una variante de GPBP-1 generada por splicing alternativo es GPBP-2,
anteriormente denominado GPBPA26 o CERT, que carece de un motivo de 26 residuos rico en
serina codificado por el exén 2 de 78 pb (Raya et al, 2000). GPBP-2 se localiza
fundamentalmente en el citosol (Raya et al.,, 2000), transporta ceramida entre el reticulo
endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi (Hanada et al., 2003) e induce la secrecién proteica
(Fugmann et al., 2007). Por ultimo, GPBP-3 (91 kDa) es una variante que resulta de la iniciacion
de la traslacion del RNAm de un sitio no canoénico en posicién 5’ al ATG canonico que se localiza
en membranas celulares y que promueve la secrecion de GPBP-1 (Revert et al., 2008). GPBP-3
puede sufrir modificaciones covalentes post-traduccionales que modifican la region de 26

residuos rica en serina dando lugar a un producto de 120 kDa.
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6.2.2. GPBP y glomeruloesclerosis autoinmune.

El hecho de que la expresion tisular de GPBP esté fuertemente incrementada en
procesos inflamatorios/autoinmunes y que este factor interactiie con el colageno de tipo IV de las
membranas basales nos llevd a analizar la implicacion de GPBP en la patogénia de la
gromerulonefritis asociada al desarrollo de Lupus Eritematoso Sistémico (LES). En primer lugar,
se observé que los ratones NZW desarrollaban espontaneamente una glomerulonefritis
mesangial asociada a la produccién de autoanticuerpos (autoAc) y al deposito glomerular de IgA.
Histologicamente las lesiones glomerulares consistian en una expansion de la matriz mesangial,
debida al acimulo aberrante de colageno de tipo IV (glomeruloesclerosis), y una desorganizacion
de la membrana basal glomerular (MBG) en donde las dos redes de colageno tipo IV que la
componen, la red al.al.a2(lV) y la red a3.a4.a5(1V), aparecian disociadas (Revert et al., 2007).
La desorganizacion de la MBG se asociaba a un incremento en la expresion de GPBP-1 y al
deposito de inmunocomplejos de tipo IgA (nefropatia IgA). La relacién causa-efecto entre el
incremento en la expresion de GPBP, las alteraciones ultraestructurales de la MBG, el depdsito
glomerular de inmunocomplejos y en definitiva el desarrollo de glomeruloesclerosis, quedo
definitivamente de manifiesto con el estudio de ratones B6 transgénicos que sobre-expresaban
GPBP-1 en el rifidn. En estos animales se reproducian todas las anomalias glomerulares
observadas en los ratones NZW viejos aunque no se observd la produccion espontanea de
autoAcs (Revert et al.,, 2007). Estos estudios constituyeron la primera prueba directa de la
implicacion de GPBP en el desarrollo de patologias asociadas al depdsito aberrante de colageno
(en este caso colageno de tipo IV y glomeruroesclerosis) y constituyen el punto de partida para
analizar la implicacién de este enzima en otros tipos de fibrosis patolégicas (fibrosis pulmonar por

ADR en el presente estudio).
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Durante los Ultimos afios, diversos estudios han arrojado luz sobre la comprensién de los
mecanismos patogénicos de la Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI), la forma mas comuin de
neumonia intersticial. En este sentido, los modelos animales resultan ser muy Utiles para revelar
los factores de susceptibilidad a la enfermedad. Los métodos mas comunes incluyen irradiacion,
instilacion intratraqueal de Bleomicina o FITC, inhalacion de silice o asbesto, y el uso de ratones
transgénicos. De todas ellos, algunos son capaces de imitar el perfil de citocinas y otros la
patologia propios de la FPI humana, pero ninguno recrea el cuadro patolégico completo. A pesar
de que el agente mas empleado para la induccion de fibrosis pulmonar experimental en animales
es la Bleomicina, su administracién no recapitula algunas de las caracteristicas de la FPI, en

consecuencia, resulta necesario el desarrollo de huevos modelos animales.

En base a este hecho nos propusimos evaluar los efectos de la administracion
intratraqueal de ADR en la induccidn de la inflamacién pulmonar y la fibrosis in vivo con un amplio
abordaje que incluia también el estudio del papel que juega GPBP como regulador del proceso
fibrético. Por tanto, los objetivos concretos que nos planteamos en la presente tesis fueron los

siguientes:

1. Determinar si la instilacién intratraqueal de ADR es capaz de desencadenar una
respuesta inflamatoria y fibrética en el pulmén, alterando los niveles de expresion de

colageno tipo | y tipo IV (marcadores de fibrosis) en el parénquima pulmonar.

2. Evaluar el numero y frecuencia de las diferentes poblaciones de células
inmunocompetentes, tanto en el fluido del lavado broncoalveolar (BALF) como en el
parénquima pulmonar, y los patrones de las diferentes citocinas pro-inflamatorias

inherentes al desarrollo de la respuesta inmune en los pulmones expuestos a ADR.

3. Investigar los patrones de expresion de las citocinas y factores de transcripcién nuclear
gue caracterizan a las distintas subpoblaciones de linfocitos T-CD4® vy, mas
concretamente, la participacién de la poblacién TH17 en el desarrollo de la patogenia

pulmonar tras la administracion de ADR.

4. Determinar el papel de GPBP en el desarrollo de la patologia pulmonar inducida por ADR.

5. En este Ultimo caso, evaluar si la administracion de anticuerpos monoclonales 6 farmacos
que inhiban especificamente a GPBP influye en la evoluciéon del proceso inflamatorio

pulmonar tras la instilacion de ADR.
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1. Ratones.
1.1. Ratones consanguineos.

En la mayor parte de los experimentos se utilizaron ratones machos C57BL/6 (B6) de 10-

12 semanas de edad procedentes de Harlan Ibérica (Barcelona, Espafia).
1.2. Ratones mutanes

Para la produccién de anticuerpos monoclonales se emplearon ratones Nude (Nu/Nu)
procedentes de Harlan Ibérica (Barcelona, Espafia). Estos ratones portan una mutacion que
afecta al desarrollo del epitelio cortical timico, por lo que no generan linfocitos T, siendo de esta

forma ratones atimicos.

1.3. Ratones Knock-out B6.129-1l17ra(tm1Koll) (IL-17RA).

Estos ratones fueron descritos por primera vez por Ye P. y cols en 2001 (Ye et al., 2001) y
se desarrollaron a partir de la insercion de un vector génico en el que se sustituyeron 5,7 Kb que
contienen los exones 4-11 del ADNc de IL-17R murino con un casete PGKneo y la insercion de
un casete de timidina quinasa (MC-TK) en el extremo 5' del vector. Este vector se insertdé por
electroporacion en células madre embrionarias y los clones positivos se inyectaron
posteriormente en blastocistos de ratones B6. Los ratones quimera resultante se cruzaron con
ratones B6 para generar ratones heterocigotos (IL-17R*"), que posteriormente se entrecruzaron
para generar ratones deficientes en IL-17R. Dichos ratones fueron trasladados a un fondo
genético B6 tras cinco generaciones. Los ratones fueron amablemente cedidos por el Dr. Joel

Tocker (Molecular Sciences, Amgen, Seattle).

2. Mantenimiento y manipulacién de los animales.

Todos los animales empleados en el presente trabajo fueron mantenidos y manipulados
en las instalaciones de animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Cantabria. Los
animales se alojaron en un cuarto libre de patégenos con sistemas de ventilacion y renovacién de
aire estériles (circulacion cerrada en cada caja), con agua y comida esterilizados, para mantener
las condiciones SFP del animal. La manipulacion de los animales se realizd siguiendo en todo

momento la normativa del Real Decreto 1201/2005, recogida en el n°252 del BOE.



80 | Material y Métodos

Cuando fue necesaria una anestesia ligera, los ratones fueron introducidos en una
camara conteniendo vapores éter dietilico. Para las intervenciones quirdrgicas, se inyect6 via
intraperitoneal (i.p.) un coctel anestésico compuesto por 50 mg/kg de ketamina (Ketolar™, Parke-
Davis, Barcelona, Spain), 200 pg/kg de atropina sulfato (B. Braun Medical, Madrid, Spain) y 4
mg/kg de diazepan (Valium™, Roche, Madrid, Spain).

3. Induccién de fibrosis pulmonar por administracién de Adriamicina (ADR).

En primer lugar disolvemos la Adriamicina (ADR) (Doxorrubicina, Sigma) en solucién
salina estéril, obteniendo una concentracion final de 1 mg/ml. Tras anestesiar al animal con el
céctel ketolar-atropina-diazepan descrito anteriormente, se practica una incisién cutanea vertical
en la cara anterior del cuello de aproximadamente 5 mm. Con ayuda de unas pinzas de
microdiseccion se inmoviliza la traquea y se inyectan 75 ul de la solucion de ADR en las vias
respiratorias mediante el uso de una aguja de 30G. Para evitar que al animal expulse la solucién
mediante el reflejo de la tos se realiza un movimiento de sacudida vertical del animal que facilite
la entrada de la ADR en ambos pulmones. Posteriormente, suturamos la piel con seda de 3/0. En
el grupo control, procedemos de igual modo inyectando el mismo volumen de salino. Para
prevenir la hipotermia post-anestesia, los animales se colocan bajo una fuente de calor durante

un par de horas.

Alos 7 y 14 dias de la exposicion a ADR, sacrificamos a los animales en la
camara de éter dietilico y recogemos los dos pulmones para estudios

anatomopatolégicos y moleculares.

4. Produccién de anticuerpos monoclonales de rata.

Para administracion in vivo, en distintos experimentos, se produjeron y purificaron
anticuerpos monoclonales (AcMs) a partir de las siguientes lineas de hibridomas: 1D11.16.8 (anti-
TGF-B1), 6B4 (anti-IL-6) y mAb14 (anti-GPBP). Las células se expandieron in vitro mediante
cultivo en DMEM suplementado (ver apartado de reactivos) durante aproximadamente una
semana. En ratones atimicos Nude (Nu/Nu), previamente estimulados por via i.p. con Pristano
(2,6,10,14-tetrametil-pentadecano, Sigma), se inyectaron por via i.p. 5-10 x 10° células de
hibridoma por raton. Cuando fue evidente la existencia de ascitis, se extrajo por puncion
peritoneal bajo anestesia. Con toda la ascitis recogida (en varios dias) se hizo un pool, se

centrifugd a 2095 x g 10 min., se filtré y se conservo a -20°C hasta el momento de su uso.
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4.1. Purificacion de los anticuerpos obtenidos por ascitis.

La purificacién y cuantificacién de 1gG en la ascitis, se llevé a cabo por el método de
precipitacion con acido octanoico (o caprilico) (Sigma), que consiste en una doble precipitacion
sucesiva con acido octanoico y sulfato amoénico. Por cada volumen de liquido ascitico se
afiadieron 4 volimenes de tampén acetato 60 mM pH 4 (ver apartado de reactivos), ajustando el
pH a 4.5 con NaOH 1 M. Seguidamente, se llevd a cabo la primera precipitacién afadiendo
lentamente y con agitacion 25 pl de octanoico por cada ml de la solucion obtenida, incubandose
durante 30 min. en agitacién a RT. Posteriormente, se centrifugd la muestra a 12000 r.p.m. y se
recuper6 el sobrenadante. Afladimos PBS-10X en un volumen que quede finalmente al 1X y se
ajusté el pH a 7.4 con NaOH 1M. Se lleva a cabo entonces la segunda precipitacion con Sulfato
Amonico Saturado (SAS, ver apartado de reactivos) (Sigma) al 50% (v/v) pH 7 y se incub6 16 h a
4°C en agitacion. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifug6 la muestra a 12000 r.p.m y
resuspendimos el pellet con PBS-1X. Dializamos la solucién 3 dias con PBS-1X haciendo varios
cambios y cuantificamos la concentracion de IgG mediante densidad Optica a A 280 nm, mediante

la formula 1.4 x D.O.280 = 1 mg Ig G/ml. Una vez cuantificado, se almaceno a -20°C hasta su uso.

5. Tratamientos.

5.1. Bloqueo in vivo de la accién de las citocinas IL-6 y TGF-f1.

El tratamiento consistié en la administracion por via i.p. (sistémica) de 500 ug del AcM
anti-IL-6 cada 2 dias o de 1 mg por semana repartido en 3 dosis en el caso de anti-TGF-(1,
segun el grupo, durante 14 dias a partir del dia 0 respecto a la administracion de ADR.

5.2. Bloqueo in vivo de GPBP-1.

El tratamiento consistié en la administracién por via i.p. (sistémica) de 25 pg por semana
en dosis Unica en el caso del AcM anti-GPBP N12 y de 1 mg por semana repartido en 3 dosis en
el caso del AcM anti-GPBP mAb14 durante 14 dias a partir del dia O respecto a la administracién
de ADR.

5.3. Administracion de farmacos moduladores de la actividad de GPBP.

Con el fin de evaluar los posibles efectos de inhibidores de GPBP, se ha rastreado la

quimioteca Prestwick Chemical Library®, compuesta por moléculas organicas ya autorizadas
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para diferentes usos clinicos, y por lo tanto con una toxicidad escasa o nula. Mediante ensayos in
vitro (lab. de J. Saus, CIPF, Valencia), se han identificado 16 compuestos que inhiben entre el 50
y el 90% de la actividad de autofosforilacion de GPBP y otros 15 que inhiben, entre un 65 y un
80% la interaccion de GPBP con el coldgeno y méas concretamente con el dominio a3(IV)NCL1. De
estos 16 productos se seleccionaron los dos en los que el efecto fue mas marcado: Myricetin y
Pinacidil. Estos farmacos se inyectaron i.p. solos 0 en combinacion, segun el grupo, a partir del
dia O respecto a la administracion de ADR hasta el momento del sacrificio. Las dosis ensayadas
fueron diferentes segun el farmaco, siendo 0.245 mg/Kg, 0.082 mg/Kg y 0.027 mg/Kg en el caso
de Pinacidil; y 0.95 mg/Kg, 0.34 mg/Kg y 0.11 mg/Kg en el caso de Myricetin.

6. Estudios anatomopatolégicos.

El desarrollo de fibrosis pulmonar se evalué mediante estudios anatomopatol6gicos.
Habitualmente se empled el pulmén derecho, dejando el izquierdo para otro tipo de estudios que
se describirdn més adelante. Para ello, tras pinzar el bronquio izquierdo, se expandio el pulmon
derecho perfundiendo 500 pl de formol tamponado al 4% mediante punciéon endotraqueal. El
pulmén perfundido se mantuvo 24 h en formol tamponado al 4% y posteriormente se incluyé en
parafina. Se realizaron secciones de 5 ym que se procesaron para tinciones con hematoxilina-
eosina (H&E) y tricromico de Masson (Mss), empleando los métodos convencionales. Las
preparaciones obtenidas se analizaron con un microscopio Optico (Nikon, Eclipse E 400) y la

presencia de dafio tisular y desarrollo de fibrosis se valoré de acuerdo a dos criterios:

1. El porcentaje de epitelio alveolar con fibrosis intersticial (representandose 0: no fibrosis, o
% de area pulmonar afectada) y

2. Laintensidad del dafio tisular: (0): no fibrosis; (1): Minimo engrosamiento de los tabiques
alveolares; (3): Lesiones focales dispersas de predominio perivascular o peribronquial;
(5): Engrosamiento moderado de los tabiques alveolares sin alteracion de la arquitectura
pulmonar; (7): Moderado engrosamiento de los tabiques alveolares con pérdida local de la
estructura pulmonar; (9): Severa distorsion de la arquitectura pulmonar; (10): Obliteracidn

alveolar total).
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7. Ensayos con suspensiones celulares frescas.

7.1. Lavado bronquio-alveolar.

Seis dias después de la administracion de ADR o salino los ratones fueron sacrificados
mediante exsanguinacién, bajo anestesia ligera con éter dietilico, y se procedio a la realizacién
de una traqueotomia. El fluido del lavado bronquio-alveolar (BALF) se obtuvo mediante dos
lavados consecutivos de las vias aéreas con 1 mly 0,8 ml de PBS frio, con ayuda de una jeringa
de 1 ml y aguja de 30G. El tubo con la suspensién celular recogida se introdujo en hielo hasta su
centrifugacion a 524 x g 5 min. a 4°C. Tras esto se conto el nimero de células viables obtenidas
mediante exclusion de Azul Tripan (ver apartado 7.3) y se utilizaron para estudios de citometria

de flujo (ver apartado 7.4) y tincion May-Griinwald Giemsa (ver apartado 7.5).

7.2. Obtencion de suspensiones celulares simples de pulmaén.

A dia 7 post-administracion de ADR o salino, se extrajeron los pulmones para el analisis
por citometria de flujo de las poblaciones celulares presentes en la totalidad del érgano. Todo el
procedimiento se realizé segun el protocolo descrito por Sauer KAy colaboradores, publicado en

Nature Protocols (Sauer et al., 2006), con algunas modificaciones.

En primer lugar se llevé a cabo el sacrificio del animal por dislocacién cervical. Trabajando
siempre en condiciones asépticas, se extrajeron los pulmones, se introdujeron en un falcon de 15
ml que contenia 5 ml de medio RPMI completo frio (ver apartado de reactivos) y se depositaron
rdpidamente en hielo. Posteriormente, transferimos los pulmones a una placa Petri (guardando el
medio que lo contenia en hielo hasta su uso) y se cortaron con ayuda de un bisturi en fragmentos
pequefios de aproximadamente 1-2 mm. Acto seguido, se depositaron estos fragmentos en un
tubo que contenia 5 ml de solucion colagenasa y se procedié a su digestion incubandolo 1 h a
37°C en agitacion horizontal. El producto resultante, se pasé por un filtro de células de 70 pm
ayudandonos con el émbolo de una jeringa y se lavé bien con los 5 ml de medio RPMI guardados
con anterioridad. Se centrifugd la preparacién a 524 x g 5 min. a 4°C, se desechd el
sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 10 ml de buffer de lisis ACK (ver apartado de
reactivos), que va a provocar la lisis de los eritrocitos existentes en la muestra. Tras incubar 10
min. a RT, centrifugamos de nuevo a 524 x g 5 min. a 4°C. Para finalizar, decantamos el
sobrenadante y realizamos dos lavados con 10 ml de PBS, centrifugando la muestra entre
ambos. Seguimos el mismo procedimiento para cada una de las muestras, partiendo de un tubo

por ratén y tratandolo de forma individual.
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Esto tiene como resultado una suspension celular de pulmén completo, que nos va a
permitir analizar las poblaciones celulares por citometria de flujo (ver apartado 7.4), previo

recuento del nimero de células viables por exclusion de Azul Tripan (ver apartado 7.3).

7.3. Recuento de células viables por exclusion de Azul Tripan.

El nimero de células viables en las suspensiones celulares obtenidas se determiné
mediante exclusion de Azul Tripan y recuento en una camara de Neubauer (0.1 mm, 0.025 mm?,
Marienfeld Germany). En base a la turbidez de la suspension, se preparé una dilucion adecuada
para intentar obtener un n° de células de 60-100 por cuadrante de la camara. En esta dilucién, se
incluyd Azul tripan en una proporcion de 1:10. Tras examen al microscopio éptico, las células
excluyentes del colorante fueron consideradas células viables, calculdndose el n° total de células

de la muestra segun la siguiente formula:

Media células viables X Factor Dilucién X 10*x Vol Muestra

7.4. Deteccion y cuantificacion de poblaciones linfoides mediante citometria de

flujo.

Para el analisis citométrico se emplearon 10°¢ células, que fueron tefiidas con los AcMs
adecuados conjugados a diferentes fluorocromos: FITC (fluoresceina isotiocianato), PE
(ficoeritrina), PerCP (peridin-clorofila a-proteina) o APC (aloficocianina). Para el andlisis de
moléculas de superficie, las células fueron lavadas una vez con 2 ml PBS en tubos de
polipropileno de 5 ml. Tras resuspender el pellet, se bloquearon los receptores de Fc para evitar
uniones inespecificas de los AcMs. Para ello, las células se incubaron durante 2-3 min. a RT con
30 pl de una solucion 1:100 de sobrenadante de 1IgG2b de rata anti-FcyRII (hibridoma H2B4, clon
2.4G2), que contiene una elevada concentracién de este AcM. A continuacién se afiadieron 50 pl
de las diluciones adecuadas (en PBS) de los AcMs conjugados a fluorocromo. Tras una
incubacion de 25-30 min. a 4°C en oscuridad, se procedio a lavar 2 veces con 2 ml de PBS, con
el fin de retirar el exceso de AcM no unido. Cuando el AcM empleado estaba conjugado con
biotina, se procedi6 a una segunda incubacién con StreptAvidina conjugada a PerCP o APC. Tras
el marcaje las células fueron resuspendidas en todos los casos en 250 ul de PBS y conservadas

a 4°C hasta el momento de su analisis en el citbmetro.

Cuando las muestras se pasaron por el citometro al dia siguiente del marcaje, al terminar

éste se fijaron con PFA-2% para mantener la integridad de la estructura celular, evitando la
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alteracion de los complejos Ag-Ac. Todos los anticuerpos empleados en el presente trabajo son
inmunoglobulinas monoclonales de rata anti-raton y fueron suministrados por BD Pharmingen
(San Diego, USA). En la tabla 2.1 se recogen los anticuerpos empleados, el clon y la cantidad

empleada (ug/10¢ células).

En general, se adquirieron 3-4 x 10* células dentro de la regién de células mononucleares
viables (acotada en base a los parametros de tamafio o FSC y complejidad celular o SSC) en un
citometro de flujo FACScanto (Becton Dickinson, Palo Alto, CA, USA). El estudio de las diferentes
subpoblaciones celulares deseadas se realizd6 mediante andlisis fenotipico empleando el software

FACSDiva, en base al perfil se expresion simultanea de un conjunto de marcadores.

AcM Clon ug
anti-CD3 145-2C11 0.165
anti-CD4 GK1.5 0.165
anti-CD8a 53-6.7 0.070

anti-B220 / CD45R RA3-6B2 0.025
anti-CD11b M1/70 0.025
anti-CD11c HL3 0.200
anti-CD62L MEL-14 0.165
anti-CD69 H1.2F3 0.165

anti-CD45Rb 16A 0.040
anti-CD80 16-10A1 0.165
anti-CD44 IM7 0.070
anti-CD25 PC61 0.060
anti-IAb 25-9-17 0.165
anti-FoxP3 FJK-16s 0.070
anti-Grl RB6-8C5 0.100
Anti-NK1.1 PK136 0.165
anti-lgG1 G235-2356 0.0125
anti-lgG2a eBR2a 0.0125

Tabla 2.1. Anticuerpos monoclonales para citometria de flujo.
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7.5. Deteccion de poblaciones celulares mediante la tincion May-Griinwald-Giemsa.

Primeramente, se sometieron las células a un citospin a 700 r.p.m. durante 10 min.
(Cytospin 3®, Thermo Shandon, Ltd, Astmoor, United Kingdom) y se dejo secar el portaobjetos
con las células al aire. Una vez seco, se paso6 rapidamente por una llama para fijar las células y
se procedi6 a tefiir las células con el colorante May-Grunwald (Merck) durante 2 min. Tras lavar
abundantemente con agua, se incubaron las células 18 min. con el colorante Giemsa (Merck)
diluido 1/3 en agua destilada y se lavd de nuevo. Dejamos secar el portaobjetos al aire y lo
montamos con DPX. Con la ayuda de un microscopio éptico se llevo a cabo un conteo diferencial

de 200 células usando criterios morfoldgicos estandarizados para dicha técnica.

8. Purificacién de ARNm total.

El ARN total fue aislado del pulmdn izquierdo completo por el método de extraccion fenol-
cloroformo con TRizol Reagent® (InvitrogenTM Life Technologies), aunque con pequefios
cambios en el procedimiento estdndar. Este método se basa en el uso de una solucion
monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina que provoca la lisis celular y la separacion de la
muestra en dos fases (acuosa y organica). Seguidamente se lleva a cabo la extraccion y
precipitacion del ARN total con cloroformo e isopropanol respectivamente a partir de la fase

acuosa.

Cada pulmén se homogeniz6 individualmente en un mortero agregando nitrégeno liquido
hasta obtener un polvo fino. Dicho polvo se afiadié a un tubo eppendorf que contenia 750 pl de
TRizol Reagent® (fenol-sales de guanidina). Entre una muestra y otra el mortero se lavé dos
veces con HPLC (Panreac) y agua DEPC (dietil-pirocarbonato, Serva) al 0.001% (ver apartado de
reactivos). El tejido homogenizado se centrifug6 a 15600 x g 8 min. a 4°C; en este paso se
eliminan los restos celulares resultado de la accion del TRizol®. El sobrenadante se transfirié a
un eppendorf y se adicionaron 150 ul de cloroformo, se agité vigorosamente durante 15 s. y se
incub6 a RT durante 2-3 min. Posteriormente, la muestra se centrifugd a 15600 x g por 10 min. a
4°C; en este paso se forman dos fases por diferencia de densidad: 1) Una fase fendlica organica
gue contiene al ADN y restos de proteinas desnaturalizadas y 2) Una fase superior acuosa que
contiene el ARN en cloroformo. Esta fase acuosa se transfirio a un nuevo eppendorf y se incubé

10 min. a RT con 375 pl de isopropanol (precipitacion del ARN). Centrifugamos a 15600 x g 10
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min. a 4°C, lavamos el pellet con 750 pl de etanol frio al 75% y centrifugamos de nuevo a 5200 x
g 5 min. a 4°C. Tras el lavado se desechd el sobrenadante y se dejo secar el pellet al aire (con el
tubo abierto) aproximadamente 5 min. en hielo. Al final, el pellet de ARN se disolvié en 30-35 pli
de agua DEPC al 0.001% estéril, dependiendo de su tamafio, y se almacené a —80°C hasta su

uso.

8.1. Determinacion de la concentracion, pureza e integridad del ARN total.

Para conocer la concentracion del ARN total se prepard una dilucién 1:100 con agua
DEPC y se midi6 la absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotdmetro (Thermo
Scientific NanoDrop 1000). Una vez conocidos los valores de absorbancia, la concentracion se

calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

A260 X Factor Dilucion x40 ug/ml
1000

La relacién de absorbancias a 260/280 indica la pureza del ARN, considerandose que las
relaciones entre 1.7 a 2.0 unidades son las 6ptimas. Para determinar la integridad del ARN total
extraido, se someti6 una muestra a electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%. Se
mezclaron 2 yl de la muestra de ARN con 3 pl de ARN mix (ver apartado reactivos) y 10 pl de
agua DEPC vy se realiz6 la eletroforesis a 120 voltios durante 30-40 min. El ARN se observé en un
transiluminador con luz ultravioleta a 260 nm. La radiacion UV es absorbida por el ARN y emitida
al bromuro de etidio, que a su vez, emite la radiacién a 590 nm en la regién rojo-naranja del

espectro visible. Ademas, se tomdé una fotografia de las muestras de ARN.

9. Sintesis de ADNCc.

A partir de 5 ug de ARN se sintetiz6 ADN complementario (ADNc) de cadena sencilla de
cada una de las muestras, usando la transcriptasa reversa SuperScriptTM Il (InvitrogenTM Life
Technologies), segun las especificaciones del fabricante; y empleando hexameros aleatorios

como cebadores de la reaccién. El programa del termociclador fue el siguiente:

15 min.

4°C
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10. Estudios de expresiéon por RT-PCR cuantitativa a tiempo real (RTgPCR).

Esta técnica es una variante de la PCR utilizada para amplificar y simultdneamente
cuantificar de forma absoluta el producto de la amplificacion de ADN o ADNc y, de este modo,

podemos conocer el n° de copias de un determinado gen presentes en nuestra muestra.

Con el ADNc obtenido tras la retrotranscripcion, se realizaron RTgPCR para estudiar la
expresion de colagenos (I y IV), y la expresidon de distintas citocinas y factores de transcripcion.
Para ello, se empled la molécula fluorescente SYBRGreen (BioRad) y sondas TagMan (Applied
Biosystems), respectivamente. Los primers empleados con SYBRGreen fueron disefiados con la
ayuda del programa informatico Primers 3. Ademas, en todos los casos se utiliz6 como gen de
control endégeno el 18s ribosémico. En la Tabla 2.2 se enumeran los cebadores y sondas

empleados, indicando el nombre, el tipo de sonda y la secuencia o cédigo.

Tanto las reacciones para iISYBRGreen Master Mix (BioRad) como para TagMan (Applied
Biosystems), se llevaron a cabo segun las instrucciones del fabricante, manteniendo las
proporciones de los distintos reactivos. En ambos casos, de cada muestra se realizaron
duplicados de 10 pl/pocillo en placas de 96 pocillos especificas para RTgPCR (Thermo
Scientific), selladas con peliculas adhesivas también especificas (Thermo Scientific). Todas las
muestras se procesaron en un termociclador MX-3000P de Stratagene (La Jolla, CA, USA) vy el

esquema de los ciclos de amplificacion utilizados fue el siguiente:

xSYBRGreen:
10 min.: 30 seg. ‘ 1 min. 30 seg.
T LALLLLE _ 9USEY.
95°C | 95°C | 95°C 95°C
! 1 min. ‘
} 72°C }
[ 1 min. |
! 30 seg.
‘ 60°C ‘ —_—
| | 55°C
\ \
25°C

1Ciclo | 40 Ciclos | 1 Ciclo
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xTagMan:
i 15 seg.
} 95°C
|
|
! 1 min.
} 60°C
|
| |
25°C \ |
1 Ciclo ‘ 1 Ciclo ‘ 45 Ciclos

Los datos de fluorescencia de cada una de las muestras fueron analizados con el
software especifico del aparato de forma individualizada, mediante el método 2[-AACt] y

utilizando la media del grupo control (tratado con salino) como calibrador.
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Mouse TGF-31
Mouse TGF-33
Mouse IFN-y

Mouse IL-13

Mouse
Tbx21/T-bet

Mouse GATA-3

Mouse
Rorc/RORyYT

Mouse FoxP3

18S rRNA
Control kit de
Takara®

Gen Técnica Cédigo o Secuencia
al(l)coldgeno 5-TCCTGCTGGTGAGAAAGGAT-3'
9 3'-CTGGAGTCCCATAACGACCT-5'
a1(IV)colageno 5'-AGGACAGCCAGGTTTGACAG-3'
9 3'-CTCTAACCAAAGGGACCTGT-5'
3 SYBR 5-AGGTTGTCCTGGTGAGATGG-3'
ad(lVjcolageno | Green 3.CTCCAACCTTACTACCCGAT-5
GPBP 5-GCTGTTGAAGCTGCTCTTGACA-3'
3-AAGTGTCTAAGTCGAGGGTCC-5'
18s 5'-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3'
3'-GCGATGATGGCTAACCTACC-5'
Mouse IL-1f3 Mm00434228 m1l
Mouse IL-2 MmO00434256_m1
Mouse IL-4 MmO00445259 m1l
Mouse IL-6 MmO00446190_m1
Mouse IL-10 MmO00439616_m1
Mouse IL-12a MmO00434165 m1l
Mouse IL-13 Mm00434204_m1
Mouse IL-17a MmO00439619 m1l
Mouse IL-21 Mm00517640_m1
Mouse IL-22 MmO00444241 m1l
Mouse IL-23-p19 Mm00518984 m1
Mouse IL-27 TagMan MmO00461164_m1
Mouse TNF-a Mm00443258_m1

MmO00441724 _m1
MmO00436960_m1
MmO00801778 _m1l

Mm00434228_m1
Mm00450960_m1
Mm00484683_m1
Mm00441139_m1

MmO00475156_m1

Ref. RT-CKYD-18S

Tabla 2.2. Cebadores para RTgPCR.
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11. Estudios in vitro con macréfagos derivados de médula 6sea (BMDMs).

11.1. Diferenciacion de BMDMs.

Los macrofagos derivados de médula 6sea son macrofagos primarios obtenidos a partir
de cultivos in vitro de células de médula 6sea en presencia de factores de crecimiento. EI GM-
CSF es un factor de crecimiento especifico de linaje responsable de la proliferacion y
diferenciacién de las células mieloides progenitoras a células del linaje monocito/macréfago
maduras; por tanto, la presencia de este factor en el medio de cultivo (secretado por las células

L929 y utilizado en forma de medio condicionado) dirigir4 dicha diferenciacion.

11.1.1. Preparacion del medio condicionado L929.

Las células de la linea L929 se expandieron in vitro mediante cultivo en DMEM
suplementado, a una concentracion de 5 x 10° células en 50 ml de medio (en frascas de 75 cm?),
a 37°C con 5% CO; durante aproximadamente una semana. Transcurrido este tiempo, se recogi6
el sobrenadante y se centrifugd a 940 x g 10 min.; se decant6 el sobrenadante a un tubo limpio y

se conservo a -80°C hasta el momento de su uso (para complementar el medio BMDM).

11.1.2. Aislamiento y diferenciacion de macroéfagos.

El protocolo se debe llevar a cabo en condiciones asépticas en su totalidad, por tanto,

todo el procedimiento se realiz6 en campana de flujo laminar y con material estéril.

Extrajimos el fémur, la tibia y el peroné de cada ratén, y se depositaron en una placa Petri
gue contenia PBS estéril. Para realizar la extraccion de la médula, se cort6 la epifisis de los
huesos y se perfundio el interior con medio BMDM (ver apartado de reactivos) ayudandonos con
una jeringa de 10 ml y aguja de 25G. Se emplearon 20 ml para cada pata y se plaquearon en 2
placas de Petri (150 mm x 25 mm). Completamos con 15 ml de medio BMDM por placa, por lo
gue al final obtuvimos 4 placas/ratén con 25 ml/placa. Dichas placas se incubaron durante 6-7
dias, afiadiendo 10 ml mas de medio BMDM fresco a dia 3-4.

Una vez pasado este tiempo, se recogieron todas las células en un falcon de 50 ml, se
centrifugbé a 524 x g 10 min. y se contaron las células viables. Para comprobar la eficiencia de la
diferenciaciéon, se realiz6 una citometria de flujo con marcaje especifico de macréfagos

(CD11b*B220°) vy, en base a ésta, se re-plaquearon las células segun las necesidades de la
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induccién in vitro:
* Placas de 6 pocillos: 2 x 10° células/pocillo.

* Placas de 12 pocillos: 10° células/pocillo.

11.2. Induccidn in vitro de NFkB y NALP3.

La activacion de NALP3 estd mediada por la presencia de dos sefiales secuenciales que
promueven, en primer lugar, la activacion de NFkB estimulando asi la transcripcion de IL-13 e IL-
18. Para estudiar el papel del inflamasoma NALP3 en el desarrollo de la fibrosis pulmonar
inducida por ADR, quisimos evaluar in vitro cada una de las dos sefiales requeridas para su

activacion en presencia de ADR.

Con el fin de analizar la posible activacion de NFkB, se realiz6 una cinética en placas de 6
pocillos con ADR a una concentracién de 50 ug/ml, estimulando las células 5 min., 15 min., 30
min. y 75 min.; utilizando como control negativo células sin estimular y como control positivo

células estimuladas con LPS (1 pg/ml) durante 75 min.

En el caso de la induccion de NALP3, se llevé a cabo una primera estimulacién de las
células con ADR (50 pg/ml) o LPS (1 pg/ml) por un periodo de 120 min. (Sefial 1) en placas de 12
pocillos y por duplicado; tras los cuales, se afiadio ATP exdgeno (5 mM) y se incubaron durante

30 min. mas (Sefal 2).

En ambos casos, una vez concluido el ensayo se lisaron las células con 100 ul NP40 al
10% y 5 pl de DTT 2M, en presencia de inhibidores de proteasas (10 pl) (Complete Mini EDTA-
free, Roche) y se incubaron 10 min. en hielo. Se recogi6é todo el contenido de los pocillos, se
centrifugé a 15600 x g 15 min. y se almacenaron los lisados (sobrenadante) a -20°C hasta su

uso.

11.3. Medida de ROS en BMDM.

Las vias de sefializacion capaces de activar el inflamasoma NALP3 tienen en comun la
produccién de ROS y experimentos realizados con los farmacos inhibidores de ROS Gliburide y
Apocynin (Acetovanillona) muestran un bloqueo de la actividad de NALP3. Con el objeto de
evaluar si la ADR es capaz de inducir la produccion de ROS, se llevo a cabo un experimento de
estimulacion in vitro de BMDMSs bajo distintas condiciones: 1) células sin estimular; 2) células en

presencia de 100 pM H202; 3) células en presencia de 50 pug/ml de ADR; 4) células en presencia
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de 100 uM H20:2 + 100 pM Apocynin (Sigma); y 5) células en presencia de 50 ug/ml ADR + 100
UM Apocynin; utilizando como control negativo células sin estimular y como control positivo
células estimuladas con Hz202 (100 uM). En el caso de H20:2 y ADR las células se estimularon por
un periodo de 120 min.; sin embargo, para que el Apocynin (Sigma) resultara efectivo fue

necesario afiadirlo 30 min. antes que dichos estimulos.

El estudio de los niveles de ROS en estas células se llevo a cabo mediente el uso del
compuesto H.DCF-DA (Invitrogen) y su deteccion por el citdmetro de flujo FACScanto (Becton
Dickinson, Palo Alto, CA, USA). Dicho compuesto (también conocido como 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato) es una forma quimicamente reducida de fluoresceina
utilizada como un indicador de especies de oxigeno reactivas (ROS) en las células; por ejemplo,
en la deteccién de intermediarios reactivos del oxigeno en neutréfilos y macréfagos. Tras la
escision de los grupos acetato por esterasas intracelulares y una posterior oxidacién, la H2DCF-
DA no fluorescente se convierte en 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) que es altamente fluorescente
y emite a una longitud de onda de 517-527 nm. Por tanto, un incremento de ésta es indicativo de

un aumento de ROS en el interior de las células.

Una vez finalizada la estimulacién, se recolectaron las células en tubos de polipropileno
de 5 ml y se centrifugaron a 524 x g 5 min. Tras resuspender el pellet, se afiadieron 50 pl H.DCF-
DA (concentracion final 10 yM en DMSO) y se incubaron las células durante 30 min. a 4°C en
oscuridad. Tras la incubacién se procedi6 a lavar con 2 ml de PBS y se bloguearon los receptores
de Fc para evitar uniones inespecificas de los AcMs. Para ello, las células se incubaron durante
2-3 min. a RT con 30 pl de una soluciéon 1:100 de sobrenadante de 1gG2b de rata anti-FcyRlI
(hibridoma H2B4, clon 2.4G2). A continuacion se afiadieron 50 pl de un AcM anti-CD11b
conjugado a PE (dilucion de 1:400 en PBS). Tras una incubacién de 25-30 min. a 4°C en
oscuridad, se procedi6 a lavar 2 veces con 2 ml de PBS, con el fin de retirar el exceso de AcM no
unido. Por ultimo, las células fueron resuspendidas en todos los casos en 250 ul de PBS y

conservadas a 4°C hasta el momento de su analisis en el citbmetro.

11.4. Inmunodeteccion de NFkB y NALP3 en lisados celulares por Western Blot.

En primer lugar, se realizé la separacion de las proteinas por electroferesis vertical en
geles de poliacrilamida (29:1)-SDS (dodecil sulfato sédico) al 12%. Como partimos de un nimero
constante de células por pocillo, no se cuantificd la cantidad de proteinas totales y se cargaron
directamente 55 pyl de muestra por pocillo, que contenian buffer de carga Laemli a una

concentracion final 1x. La electroforesis vertical se llevd a cabo en aparatos Mini-protean (Bio-
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Rad), en tampon TGS y en presencia de un marcador de pesos moleculares (BenchMark
Prestained Protein Ladder, Invitrogen). Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF
(Millipore) toda la noche a 4°C y a un voltaje constante de 30V, por inmersiéon en buffer de

Transferencia (transferencia himeda).

Finalizada la transferencia, las membranas se incubaron durante 1.30 h a RT y con
agitacion en una solucion bloqueante, bien TBST al 5% de BSA (seroalbumina bovina, Sigma) (en
el caso de la deteccion de 1kB/fosfo-1kB) o bien TBST al 3% de leche (GE Healthcare) (en el caso
de la deteccion de NALP3 o IL-1pB), para bloquear la unién a sitios inespecificos. Seguidamente
se incubaron las membranas con anticuerpo primario (200 pg/ml) diluido en TBST al 2% de BSA
(para IkB) o TBST al 1% de leche (para NALP3 o IL-1B) durante 1.30 h como minimo y en
agitaciéon continua. Seguidamente, se realizaron 3 lavados con TBST durante 5 min. cada uno a
RT y en agitacion. El siguiente paso consistid en incubar la membrana con anticuerpos
secundarios conjugados a HRP (horseradish peroxidase) a diluciéon 1:10.000 (ver Tabla 2.3) en
una solucion TBST con 2% de leche, durante 1.30 h a RT y agitaciéon. Se realizaron de nuevo 3
lavados con TBST de 5 min. cada uno y se procedi6 a la deteccion de la proteina por
quimiolumuniscencia, utilizando el kit ECL™ Western Blotting detection (Amersham, Biosciences).
Por dltimo, se autorradiografiaron las membranas en peliculas fotograficas (X-Ray Medical Film,
18x24 cm, Konica Minolta). Finalmente, la intensidad de banda del western blot se cuantificd

mediante andlisis de imagen utilizando el programa ImageJ.

Para poder reutilizar las membranas y reincubarlas con otros anticuerpos, se incubaron
con una solucién Striping, durante 20 min. y se lavaron sucesivamente con TBST durante tiempos

prolongados, cambiando el buffer varias veces consecutivas.

recgqooliicr#zln to Casa Comercial - Catalogo Dilucién
IkBa Cell Signaling # 9242 1:500
Fosfo-1kBa (Ser32) Cell Signaling # 2859 1:1000
Caspasa-1 Cedido(B% ‘;eelr[?igj)g?t,(\)/;;ghj_j;as).Nuﬁez
IL-1B R&D Systems # AF-401-NA 1:5000
Goat anti-Rabbit Bio-Rad # 166-2408 1:10000
anti-Goat Sigma # A5420 1:10000

Tabla 2.3. Anticuerpos para Western Blot.
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12. Cuantificacion de GPBP-1 circulante (cGPBP-1). ELISA.

12.1. Obtencion de muestras de suero.

Tras anestesiar a los ratones con éter dietilico (Panreac) se extrajeron unos 200 pl de
sangre mediante la puncion con un capilar en el seno retroorbitario. Esta sangre se mantuvo
durante toda la noche a 4°C, o durante unas horas a RT para permitir la retraccion del coagulo,
obteniendo posteriormente el suero por centrifugacion de la misma durante 5 min. a 4500 x g. Las

muestras se almacenaron a -20°C hasta el momento de su uso.

12.2. ELISA para cuantificacion de cGPBP-1.

La valoracion de los niveles de cGPBP-1 en los ratones tratados con ADR se realizé
mediante la técnica ELISA en sandwich. Para ello, placas de ELISA (Maxisorb; Nunc, Wiesbhaden,
Germany) fueron incubadas durante 16 h a 4°C con el AcM anti-GPBP N26, utilizando un buffer
especifico que favorece la unién a placa. Tras lavados con TBST, las placas fueron incubadas
durante 1 h con solucién de bloqueo (PBS-3%BSA) para saturar los sitios de uniones
inespecificas. Después de lavar de nuevo con TBST, se afiadieron los sueros experimentales a
las diluciones adecuadas (en TBST). Tras 1-2 h de incubacion a RT con agitacion moderada, las
placas, previamente lavadas, fueron incubadas durante 1-2 h con el AcM anti-GPBP N27
conjugado a HRP. La reaccion enzimatica se desarrolld con un sustrato HRP flurorescente
(Quanta Blue, Thermo Fisher Scientific). La intensidad de fluorescencia se cuantificé con un lector
de fluorescencia de placas SpectraMax Gemini XPS (Molecular Devices, Sunnyvale , CA) y los
datos adquiridos se analizaron con el software SoftMax Pro Data Acquisition & Analysis

(Molecular Devices).

13. Reactivos.

13.1. Tampones.

* Formol tamponado al 4%: compuesto por 100 ml de formaldehido al 37%, 4 g de
NaH2PO4 + H20, 6.5 g de Na:HPO4 y 900 ml de agua destilada.

* PBS-1X:tampon fosfato salino a 1X, pH 7.2. Contiene por litro de agua destilada: 0.8 g de
NacCl, 0.2 g de Kcl, 0.2 g de KH2PO4, 1.5 g de Na:HPOa..
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* PBS-10X: Contiene por litro de agua destilada: 8 g de NaCl, 2 g de KCI, 2 g de KH2POs,
11,5 g de NazHPO..

* Buffer de lisis de eritrocitos: es un tampon Tris-NH4Cl a pH 7.5. Esta compuesto por un
volumen de Trizma base (Tris-hidroximetil-aminopentano; 2.06 g en 100 ml de agua
destilada pH 7.5) y nueve volimenes de NH4Cl disuelto al 0.83% (peso/volumen) en agua
destilada.

* Tampodn Acetato-Acético: se prepara mediante la mezcla de acetato sédico anhidro 60mM
(9 ml) y acido acético 60 mM (41 ml).

» Sulfato Amoénico Saturado (SAS): 540 g de (NH4):SO4 en 600 ml de agua destilada.
Calentar en agitacion hasta que se disuelva (15-30 min.). Filtrar en caliente y conservar a
4°C. En el momento de su uso, filtrar de nuevo la cantidad a utilizar y ajustar el pH a 7
con NaOH 1N.

» Buffer TBE 0.5%: para preparar 1 litro afadir 5.4 g Tris, 2.75 g acido Bérico y 2 ml EDTA
0.5 M pH 8.

* Buffer de lisis ACK: 8.29 g NH,CI (0.15 M), 1 g KHCO4 (0.1 mM), 0.367 g Na,-EDTA (0.1
mM) y agua destilada, hasta un volumen final de 1 I. Ajustar pH a 7.2 y filtrar la solucién.

» Buffer de carga para proteinas Laemli 5x: compuesto por 100 mM Tris pH 6.8, 4% SDS,
20% glicerol, 20 mM DTT y 0.005% azul de bromofenol.

* Tris-Glicina 10X. Para 1 |: 144 g Glicina (Panreac), 30,3 g Tris (Panreac) y llevar hasta 1 |
con agua destilada.

* Buffer TGS: 25 mM Trizma base, 192 mM Glicina 'y 0.1% SDS.

» Buffer de Transferencia: 25mM Trizma base, 192 mM Glicina y 10% Metanol.

* TBST (Tris Buffer Saline Tween 20): 20mM Tris base pH 7.5, 137mM NaCl y 0.05% de

Tween 20.

13.2. Geles.

» Gel de agarosa al 1%: 50 ml de buffer TBE al 0.5 % y 0.5 g de agarosa.

* Gel de acrilamida al 5% (stacking gel), 5 ml: 0.85 ml de Acrilamida al 30%, 625 ul de Tris
1M pH 6.8, 50 pl de SDS al 10%, 50 pl de APS al 10%, 5 yl de TEMED (N,N',N,N'-
tetrametiletilendiamina) y 3.42 ml de agua destilada.

* Gel de acrilamida al 12% (running gel), 8 ml: 3.2 ml de Acrilamida al 30%, 2 pl de Tris 1M
pH 8.8, 80 pl de SDS al 10%, 80 ul de APS al 10%, 3.2 yl de TEMED (N,N',N,N'-

tetrametiletilendiamina) y 2.64 ml de agua destilada.
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13.3. Soluciones.

PBS-BSA: es una disolucion de albimina sérica bovina (BSA, de Serva) en PBS-1X.
PFA-2%: contiene 2 g de paraformaldehido disueltos con calor (65°C aprox.) en PBS-10X
(5ml), NaOH (3 ul) y agua destilada, hasta un volumen total de 100 ml. Esta solucién fue
filtrada y conservada a 4°C hasta su uso.

Saponina 3%: como agente permeabilizante de membranas celulares se utilizé saponina
disuelta al 3% en PBS, conservada a 4°C un maximo de una semana (por su elevada
susceptibilidad a la contaminacion).

Agua DEPC: 1 ml de Dietil-pirocarbonato en 1 | de agua destilada. Calentar a 37°C
durante 24 horas y autoclavar. Conservar en nevera hasta su uso.

Solucién colagenasa: 300 U/ml Colagenasa tipo Il (Worthington), 10 ml PBS, 150 ul
DNase | (10 mg/ml) (Roche).

Solucion Striping: compuesto por glicina 0.15 M pH 2.5y SDS al 0.4%.

13.4. Medios de Cultivo.

Medio de cultivo Eagle de Dulbeco Modificado (DMEM) suplementado: se empled medio
DMEM de Gibco suplementado con Hepes 10 mM, L-Glutamina 2 mM, penicilina-
estreptomicina (a 10 pl/ml), 23-mercaptoetanol 10 uM y 10% de Suero Fetal Bovino (FBS)
descomplementado por calor. Posteriormente, el medio fue filtrado y guardado a 4°C
hasta su uso. Todos los reactivos fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO).

Medio BMDM de diferenciacion a macréfagos: se emple6 medio IMDM (Gibco)
suplementado con Piruvato 10 mM, L-Glutamina 2 mM, penicilina-estreptomicina (a 10
pl/ml), 23-mercaptoetanol 10 pM, 10% de Suero Fetal Bovino (FBS) descomplementado
por calor, 1% de aminoacidos no-esenciales y 40% de medio condicionado L929.
Posteriormente, el medio fue filtrado y guardado a 4°C hasta su uso. Todos los reactivos
fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO).

Medio RPMI (Gibco): suplementado con Hepes 10 mM, L-Glutamina 2 mM, penicilina-
estreptomicina (a 10 pl/ml), 23-mercaptoetanol 10 uM y 10% de Suero Fetal Bovino (FBS)
descomplementado por calor. Posteriormente, el medio fue filtrado y guardado a 4°C

hasta su uso. Todos los reactivos fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO).
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14. Analisis estadistico.

En general, la media de cada grupo experimental fue comparada con la media del grupo
control correspondiente a través de un test no paramétrico t de Student, aplicando la correccion
de Welch en caso de existir diferencias significativas entre las varianzas. La diferencia de medias
fue considerada significativa cuando P<0.05 (*), muy significativa si P<0.01 (**) y altamente
significativa cuando P<0.001 (***). Estos andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el

programa informatico GraphPad Prism® 4.00.
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1. Desarrollo del modelo de fibrosis pulmonar por ADR (FPA).

1.1. El modelo de fibrosis cutanea inducida por ADR como punto de partida.

En la literatura médica existen varios modelos de fibrosis pulmonar en los que se han
evaluado mecanismos patogénicos y estrategias terapéuticas en la idea de encontrar claves que
permitan avanzar en el tratamiento de los pacientes con esta manifestacion. Entre estos modelos
el mas empleado ha sido la fibrosis inducida por el quimioterapico Bleomicina administrada a
través de diferentes vias (i.v. subcutanea, intratraqueal) (Moore and Hogaboam, 2008). Sin
embargo, en ninguno de estos modelos se reproducen todas las caracteristicas clinicas de la
fibrosis pulmonar que se desarrolla en humanos y, ademas, su reproducibilidad es muy
cuestionable. Otro antibidtico similar a la Bleomicina, también utilizado en el tratamiento de
diversos tipos de tumores, es la Doxorrubicina o Adriamicina (ADR) (Weiss, 1992), (Marczak et
al., 2003), (Simeonova et al., 2009). La administracion de este farmaco induce en el sitio de la
inyeccion una fibrosis cutdnea mucho mas marcada que la Bleomicina (Cohen et al., 1973),
(Werner and Tornberg, 1976). Sin embargo, apenas hay estudios sobre los mecanismos
implicados en la toxicidad pulmonar inducida por dicho farmaco (Baciewicz et al., 1991), (Bhalla
et al., 2000), (Brockstein et al., 2000), (Eisenbeis et al., 2001). La toxicidad inducida por ADR en
pacientes puede causar varias complicaciones pulmonares como broncoespasmo, edema local,
neumonitis intersticial y fibrosis pulmonar (Minchin et al., 1988), (Baciewicz et al., 1991),
(Meadors et al.,, 2006). Con estos antecedentes nos propusimos evaluar si la administracion
intratraqueal de Adriamicina podria llegar a ser un modelo de fibrosis pulmonar mas reproducible

y cercano a la patologia observada en humanos que los modelos previamente descritos.

Previamente, quisimos comprobar nuestra capacidad para inducir dicha fibrosis cutdnea
con Adriamicina en ratones C57BL/6 basandonos en el modelo desarrollado por Dorr RT y cols.
(Dorr et al., 1980). Para ello se administraron por via intradérmica 60 ug de este farmaco (en un
volumen de 60 pl), en una sola inyeccion. Diez dias mas tarde los animales fueron sacrificados y
las muestras se incluyeron en parafina para su posterior tincion con H&E y tricromico de Masson
(Mss). Macroscépicamente se evidenciaron lesiones sugestivas de fibrosis en la zona de la
inyeccion caracterizadas por un engrosamiento y endurecimiento de la piel con presencia de
hiperqueratosis y alopecia; ademas, en algunos casos se produjo ulceraciéon en el centro de la
lesion (Figura 3.1a). Desde el punto de visto histoldgico, y en comparacion con una piel sana, se
observé hiperplasia de la epidermis (acantosis) con proliferacién y elongaciéon de las crestas
interpapilares, engrosamiento de la dermis con deposicidon de tejido fibroso denso (como se

puede advertir en el Mss), formacién de globos coérneos y la existencia de un infiltrado
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inflamatorio mononuclear y polimorfonuclear que afecta a todas las capas de la piel, llegando

incluso al musculo subyacente (Figura 3.1b).

b)

Control ADR 10 dias

H&E

Figura 3.1. Modelo de fibrosis cutanea por administracién intradérmica de ADR. (a) Apariencia
macroscoépica de la piel en el punto de administracion, donde puede apreciar una clara alopecia e hiperqueratosis
(flecha blanca). (b) Los cortes histolégicos demuestran que existe una alteracion en la estructura de la piel con
acumulacion de colageno en la dermis (en el Mss aparece una intensa tincion azul, caracteristica de la presencia

de colageno).

1.2. Efectos de la administracion intratraqueal de ADR sobre la supervivencia de los

animales y las lesiones anatomopatoldgicas de los pulmones.

Tras comprobar los efectos fibrogénicos de la ADR en la piel, se procedi6 a la inoculacion
del farmaco en las vias respiratorias. Para ello en ratones C57BL/6 de 10 a 12 semanas de edad
se administraron, mediante inyeccion i.t., dos dosis de ADR: 75 pg o 25 pug (en un volumen nunca
superior a 75 pl, ya que volimenes mayores provocaban problemas respiratorios en los

animales).

En primer lugar realizamos estudios de mortalidad para poder acotar de forma precisa el
momento subletal de mayor indice de fibrosis. Después del tratamiento con ADR, los ratones
muestran una menor supervivencia en comparacion con el grupo control tratado sélo con salino,
presentando una tasa de mortalidad acumulada en torno al 20% a dia 7 y al 45% a dia 13 (Figura
3.2a). El andlisis estadistico muestra diferencias altamente significativas (*** p<0.0001) entre

ambos grupos. En correlacion con estos datos, a los 14 dias de la instilacion de ADR los
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pulmones muestras alteraciones macroscoépicas caracterizadas por hemorragia, edema y pérdida

de volumen pulmonar (Figura 3.2b), también observadas a los 7 dias, aunque en menor medida.

a b
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Figura 3.2. Efectos de la administracion i.t. de ADR en la supervivencia. (a) La curva de supervivencia nos
muestra que la instilacion de ADR provoca una mortalidad acelerada en los ratones, que se corresponde con

cambios en la apariencia macroscopica de los pulmones (b).

En vista de que la mortalidad de los ratones comienza a los 6 dias de la instilacion i.t. de
ADR vy su curva se estabiliza hacia el dia 13°, decidimos establecer los dias 7 y 14 como puntos

clave en la recoleccion de muestras para el andlisis histopatolégico y molecular de los pulmones.

A diferencia de lo que ocurre en un pulmén sano, donde tanto la pleura como el septo
alveolar exhiben el espesor de una célula, a los 14 dias de la administracién de 75 ug de ADR se
observa un marcado engrosamiento de estas estructuras, caracteristicos de una neumonia
intersticial, que afecta aproximadamente al 80% del parénquima pulmonar. Asi, junto al
engrosamiento del septo alveolar, causante de la obliteraciébn completa de los alve<<<olos, se
observa un intenso infiltrado inflamatorio, proliferacién de las células del epitelio bronquial y
broncoalveolar (algunas de ellas con caracteristicas displasicas) y la acumulacion de colageno
(Figura 3.3). Este tipo de lesiones ya se pueden observar a los 7 dias, aunque de manera menos
intensa, predominando la inflamacién perivascular y peribronquial, que afectan al 30% del
parénquima pulmonar (Figura 3.3). Con objeto de cuantificar estas lesiones de la forma mas
objetiva posible hemos elaborado un escore histolégico basado en la extension (porcentaje del
area de pulmon afectado) y en la severidad de las lesiones (Figura 3.4) (ver apartado de material
y métodos). Segun estos pardmetros, la media de la severidad de las lesiones a los 7 dias de la

inyeccion de ADR alcanz6 una escala de 3 y estuvo cercana a 8 en el dia 14 post-ADR. La
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reproducibilidad del modelo fue muy elevada, observando las lesiones descritas en mas del 80%
de los animales a los que se administr6 ADR, al tiempo que la variacién en el escore de

severidad entre los animales afectos también fue muy baja (figura 3.4).

Control ADR 7 dias ADR 14 dias

H&E

Mss

Figura 3.3. Apariencia histolégica de los pulmones tras la administracién de ADR por via i.t. La instilacion
de 75 pg de ADR provoca alteraciones en la estructura alveolar tanto a los 7 como a los 14 dias de la
administracién, llegando incluso a la obliteracion total de los alveolos. Ademds, estas alteraciones van
acompafiadas de acumulacion de colageno, detectable por la coloracion azul en el Masson (Mss), siendo més
intensa a dia 14.

Intensidad o Extension
o 107 o | 8 1001 ©
0 0000 o 00000
> g —o0 | & go- —Q000
S 000 ®
g 6 ™ | £ eo - o
° 47 o 3 40" % °
: : g —+
& 21 s I 207 °
w ) [aY s
0" —00000— Q\o 0" —Q0000—
© Control ® ADR 7 dias © ADR 14 dias

Figura 3.4. La elaboracion de un escore histolégico cualitativo muestra que las lesiones son dependientes
del tiempo. Dicho escore, elaborado en base al tipo de lesion observado en las muestras histoldgicas, revela que
las alteraciones que se producen en el pulmon tras la administracion de 75 pg de ADR alcanzaron su maxima
intensidad en el dia 14 (apareciendo el parénquima afectado en practicamente su totalidad). El grado de

afectacion en el dia 7 fue significativamente menor en extension y en intensidad.
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Ademads, con una dosis de ADR tres veces inferior (25 pg) las lesiones se restringen al
area pleural y subpleural (Figura 3.5), lo que nos indica, por un lado, que el modelo de fibrosis
pulmonar inducido por ADR es dosis-dependiente y, por otro, que la dosis de 75 pg es una buena

eleccion para los posteriores experimentos en este modelo.

H&E 1x H&E 10x H&E 40x

ADR 25 ug

Figura 3.5. El desarrollo de lesiones pulmonares tras la administracion de ADR es dosis-dependiente. El
analisis microscopico de tinciones de H&E provenientes de muestras de ratones tratados con 25 ug de ADR
(dial4), desvel6 que las lesiones se encontraban restringidas al area pleural y subpleural siendo, en cualquier

caso, de una severidad marcada.

1.3. Aumento en la expresion de colageno | y colageno IV en el pulmén de los

animales tratados con ADR.

A pesar de que el escore histoldgico citado anteriormente se confecciond en aras de la
objetividad y en base a €l se ha podido constatar una elevada reproductibilidad de las lesiones
tanto intra-ensayo como interexperimental, se ha considerado necesario incluir un nuevo
parametro de cuantificacion de la fibrosis, aun méas objetivo que el precedente: la cuantificacion
de colageno en el tejido pulmonar mediante RTqQPCR. Por otro lado, este es un parametro
ampliamente utilizado por la comunidad cientifica para este fin (Moore et al., 2005), (Manoury et
al., 2006), (Tian et al., 2010), (Turpin et al., 2010), (Sun et al., 2011).

Por ello procedimos a cuantificar, por un lado la expresion de colageno I, tipicamente
fibrilar, y de las cadenas al y a3 del colageno IV, caracteristico de la membrana basal alveolar y
glomerular. En todos los casos en los que se observaron lesiones tisulares detectamos un
aumento marcado de la expresién de ambos tipos de colageno los dias 7 y 14 tras el tratamiento
con 75 ug de ADR, en comparacion con la expresion basal que presentaban los pulmones de
ratones sanos (Figura 3.6). Ademas, este aumento fue directamente proporcional al tiempo

transcurrido después de la administracion de ADR, alcanzando su maxima expresion a dia 14.
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Figura 3.6. Expresion de colageno de tipo | y de tipo IV tras la administracién de ADR. En relacion con el
colageno acumulado en los pulmones, observado en la tincibn de Masson, se produce un aumento de la
expresion de colageno tipo | (a) y colageno tipo IV (b, ¢) en los pulmones tratados con ADR. A dia 14 este
aumento alcanza su cenit, no obstante es detectable ya a dia 7, apareciendo sobre-expresado entre 8-10 veces

(en el caso del colageno tipo 1V) y 20 veces (en el caso del colageno tipo I).

En base a todos estos resultados, podemos decir que la administracion de ADR por via
intratraqueal desencadena en el pulmén una serie de mecanismos inflamatorios inductores de
fibrosis, que culminan en un aumento de la expresién de colageno y, por ende, su acumulacion

en el parénquima pulmonar, provocando en dltima instancia la obliteracién de los alveolos.

2. Estudio de las poblaciones celulares presentes en el exudado pulmonar tras la.
administracién intratraqueal de ADR.

La fibrosis descrita es una reaccion cicatricial de un proceso inflamatorio que alcanza su
maxima intensidad en el dia 14 post-ADR (Figura 3.3). La aparicién de esta respuesta fibrética
coincide con la disminucién progresiva del infiltrado celular. Para evaluar el tipo de células
inflamatorias que infiltran el tejido pulmonar en las primeras fases de todo el proceso que sigue a
la instilacion intratraqueal de ADR se analizaron, por un lado, las poblaciones celulares obtenidas
en el fluido de lavado bronquio-alveolar (BALF) y, por otro, se procedid a digerir el pulmon

completo.
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2.1. Composicion celular del BALF de ratones tratados con ADR.

Las poblaciones linfocitarias presentes en el BALF de ratones tratados con ADR se
analizaron por citometria de flujo a los 7 dias de la inoculacion intratraqueal de 75 pg del farmaco.
Como controles se utilizaron pulmones de animales a los que se les inoculd6 un volumen
equivalente de suero salino. Como era de esperar a la luz de los hallazgos de anatomia
patoldgica, en todos los pulmones instilados con ADR se observd un incremento en el nimero
total de células presentes en las vias aéreas, con un aumento importante en el numero absoluto
de linfocitos T y B, granulocitos (Grl*) y NKs. El analisis estadistico muestra, ademas, que en
todos los casos existen diferencias significativas (* p<0.05) o altamente significativas (** p<0.01,
en el caso de las células B) (Tabla 3.1). Por otro lado, el bajo nimero de células obtenidas en el
BALF de los pulmones controles hizo imposible la deteccion de algunas poblaciones celulares en
dicho grupo, como es el caso de las células dendriticas (DCs), granulocitos (Grl") y NKs (Tabla
3.1).

Dentro de la poblacion de linfocitos, detectamos que las células T-CD4" eran las mas
abundantes y exhibian un fenotipo de célula activada, caracterizado por el aumento de expresién
de CD69 (marcador de activacion temprana de linfocitos) y CD44 (marcadores de activacion
tardia y memoria) y la pérdida de expresion de L-Selectina y CD45Rb (Tabla 3.1) (Figura 3.7).
Ademas, se puede observar un aumento en el porcentaje de células Treg (CD4"'CD25"FoxP3*) en

los pulmones tratados con ADR (Tabla 3.1).
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POBLACION

Control

ADR

Ne Células

%

Ne° Células

Células T-CD4+ (Total)

0.16 x 10° £ 0.12

0.65 x 10° + 0.04 (¥)

Naive CD4+ CD62L+ CD44- 88.56 + 3.17 3.00 £ 2.18 (***)
Memoria CD4+ CD62L- CD44+ 11.45 £ 3.17 81.58 * 2.66 (***)
Activadas CD4+CD69+ 15.33 £ 4.74 34.70 £ 12.92 (**)
Naive CD4+ CD45Rb+ 91.56 + 4.80 39.2 £11.93 (**)
Activadas CD4+ CD45Rb- 8.44 +4.80 60.80 + 11.93 (**)
Células Treg CD4+ CD25+ FoxP3+ 0.32+0.38 1.067 £0.95
Células T-CD8+ (Total) 0.038 x 10°  0.03 0.11 x 10° + 0.11 (¥)
Naive CD8+ CD62L+ CD44- 79.27 £12.91 13.28 + 1.45 (***)
Memoria CD8+ CD62L- CD44+ 20.74 +12.91 18.53 + 10.97
Activadas CD8+CD69+ 16.15 £ 8.92 22.98 £ 0.57
Naive CD8+ CD45Rb+ 98.58 + 9.37 76.63 + 0.57 (**)
Activadas CD8+ CD45Rb- 1.43 £9.37 23.38 £ 0.57 (**)

Células B (Total)

0.022 x 10° = 0.02

0.15 x 10° + 0.14 (**)

Células Dendriticas CD11c+ (Total)

Indetectables

0.083 x 10° + 0.02

Inmaduras CD11c+ CD80- lab-

Maduras CD11c+ CD80+ lab+

3.97 +£3.04

96.0 + 1.57

Macréfagos B220-CD11b high (Total)

0.073 x 10° = 0.09

0.11 x 10° + 0.08

Granulocitos B220- Gr1+ (Total)

Indetectables

0.064 x 10° + 0.05 (¥)

NKs B220- NK1.1+ (Total)

Indetectables

0.14 x 10° + 0.11 (¥)

Tabla 3.1. Poblaciones celulares

instilaciéon de ADR.

caracterizadas en el BALF de pulmones control y pulmones tras
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Figura 3.7. Las T-CD4"* presentes en el BALF de pulmones tratados con ADR presentan un fenotipo

activado. Tras la administracion de ADR por via intratraqueal se produce una activacién de las linfocitos T-CD4* y

T-CD8", caracterizada por la expresion de CD69, CD44 y L-Selectina.
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De forma paralela, quisimos estudiar las poblaciones celulares presentes en el fluido de
lavado bronquio-alveolar (BALF) mediante tincion Giemsa, y observamos como se produce un
cambio desde una poblacion compuesta Unicamente por macrofagos en el pulmén control a la
aparicion de linfocitos, neutréfilos y eosindfilos tras la administracién de ADR; siendo los linfocitos

la poblacion mas abundante (Figura 3.8).

. B

80%

—— = Macréfagos

60%
= Linfocitos

40% = Neutréfilos

= Eosindfilos

20%

0%

Control ADR

Figura 3.8. La tincion Giemsa en el BALF de ratones control y tratados con ADR revela un cambio en las
poblaciones presentes en el pulmén. A diferencia de lo que ocurre en el pulmén control, donde soélo

encontramos macrofagos, tras la exposicion a ADR se produce la aparicion de linfocitos, neutréfilos y eosindfilos.

2.2. Estudio de las poblaciones celulares totales aisladas del pulmén completo.

Dado que el lavado broncoalveolar s6lo nos da conocimiento de las poblaciones que
estan infiltrando el interior del espacio alveolar, decidimos estudiar las poblaciones linfocitarias
presentes en la digestion del 6rgano completo. Para ello, administramos por via intratraqueal 75
Mg de ADR (utilizando siempre como grupo control animales tratados con suero salino) y
transcurridos 7 dias se procedié al sacrificio de los animales y la digestién de los pulmones con
colagenasa, segun el protocolo desarrollado por Sauer KA y cols. (Sauer et al., 2006). Una vez
obtenida la suspension celular de pulmén completo, se llevé a cabo el andlisis de las poblaciones

celulares presentes por citometria de flujo.

Los datos muestran que, tras la administracion de ADR, se produce un aumento en el
numero de células propias de la inmunidad innata. Asi, observamos un incremento significativo
en el nimero absoluto de células dendriticas, granulocitos, células NKs y macréfagos, siendo en
esta Ultima poblacion especialmente llamativo (Tabla 3.2). Ademas, las células dendriticas (DCs)
presentes en el pulman tras la inoculacion de ADR sufren un cambio desde un fenotipo inmaduro

(en los animales control) a un fenotipo maduro, caracterizado por la expresion de las moléculas
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co-estimuladoras CD80 (B7.1) e IA° (MHC de clase II).

Por otro lado, cuando estudiamos las poblaciones de linfocitos T-CD4*, T-CD8" y B,
observamos que tras la administracién del farmaco no se induce aumento alguno en el nimero
de células totales; sin bien, en el caso de las células T se produce un cambio a un fenotipo de
célula activada, caracterizado por el aumento de expresion de CD69 (activacion temprana) y
CD44 (activacion tardia y memoria), y la pérdida de expresion de L-Selectina y CD45Rb (Tabla
3.2). Ademas, no detectamos cambios en la cantidad de células Treg (CD4*'CD25"FoxP3%),

apareciendo incluso en menor nimero tras la administracién de ADR (Tabla 3.2).

Control ADR
POBLACION Ne° Células % Ne° Células %
Células T-CD4+ (Total) 0.86 x 10° + 0.12 0.91 x 10° + 0.04
Naive CD4+ CD62L+ CD44- 62.04 + 4.43 28.07 £ 12.59 (*)
Memoria CD4+ CD62L- CD44+ 19.69 + 2.37 52.98 + 15.68 (*)
Activadas CD4+CD69+ 17.39+3.24 42.01 +5.28 (**)
Naive CD4+ CD45Rb+ 69.65 + 0.58 37.72+£7.72 (*¥)
Activadas CD4+ CD45Rb- 29.59 + 0.58 61.56 + 7.61 (**)
Células Treg CD4+ CD25+ FoxP3+ 1.13+0.43 0.53 + 0.09 (p=0.074)
Células T-CD8+ (Total) 0.68 x 10° + 0.13 0.83 x 10° + 0.09
Naive CD8+ CD62L+ CD44- 63.8 £4.79 36.08 + 4.79 (**)
Memoria CD8+ CD62L- CD44+ 6.93+1.95 29.25 £ 12.83 (*)
Activadas CD8+CD69+ 1.74+£0.4 11.08 + 6.68 (p=0.073)
Naive CD8+ CD45Rb+ 93.82 £1.02 75.45 £ 8.09 (*)
Activadas CD8+ CD45Rb- 6.18 £ 1.02 24.55 £ 8.09 (*)
Células B (Total) 2.32 x 10° £ 0.26 2.16 x 10° £ 0.36
Células Dendriticas CD11c+ (Total) 1.64 x 10°+ 0.21 2.20 x 10° + 0.91
Inmaduras CD11c+ CD80- lab- 98.09 + 0.15 79.89 £ 2.79 (**)
Maduras CD11c+ CD80+ lab+ 1.91+0.15 20.11 +2.79 (**)
Macréfagos B220-CD11b high (Total) 1.99 x 10° + 0.28 6.42 x 10° + 1.06 (**)
Granulocitos B220- Grl+ (Total) 0.87 x 10° + 0.33 2.04 x 10° + 0.80 (*)
NKs B220- NK1.1+ (Total) 1.41 x 10° + 0.13 2.46 x 10° + 0.26 (*¥)

Tabla 3.2. Poblaciones celulares caracterizadas por CMF tras la digestion con colagenasa del pulmoén

completo en ratones control y ratones tratados con ADR por via intratraqueal.



112 | Resultados

3. Andlisis de la expresidn de citocinas en el modelo de FPA.

Con objeto de intentar definir los mecanismos moleculares y celulares que participan en la
patogenia de este modelo, a la vista del marcado infiltrado inflamatorio en los pulmones de los
ratones tratados con ADR, se han estudiado los perfiles de expresion de diversas citocinas pro- y
anti-inflamatorias durante la fase inicial de la FPA (dia 7 tras instilacion de ADR) y en la fase de
inflamacion establecida y comienzo de las lesiones fibréticas (dia 14 tras instilacion de ADR). En
particular, se ha hecho especial hincapié en el estudio de las citocinas que definen a los distintos
subtipos funcionales de linfocitos T-CD4* en este proceso, analisis que se ha completado con el
estudio de la expresion de los distintos factores de transcripcion (master genes) caracteristicos

de cada uno de estos subtipos de linfocitos T-CD4".

Dado que las citocinas secretadas durante la reaccion inflamatoria constituyen un
entramado de factores reguladores muy complejo, con un fin eminentemente didactico
expondremos los resultados obtenidos agrupando las distintas citocinas en funcién del patron de
respuesta celular en el que juegan un papel principal. Es importante sefalar que todos los

factores que se van a comentar se han cuantificado en los mismos experimentos.

3.1. Citocinas de la respuesta inmune innata.

En primer lugar se exponen los resultados de expresién de las denominadas citocinas
pro-inflamatorias, secretadas fundamentalmente por monocitos o macréfagos, que nos permiten
evaluar la participacion de la respuesta inmune innata en la patogenia del proceso. En este
apartado observamos un importante aumento en la expresién de IL-13, IL-6, GM-CSF y TNF-q,
en ambas fases de la FPA, apareciendo una mayor expresion de ésta Ultima a los 7 dias de la
administracion de ADR (Figura 3.9a). También se han analizado las citocinas pro-fibréticas de la
familia TGF-, tanto a dia 7 como a dia 14, observandose un aumento en la expresion de TGF-
B1, TGF-B2 y TGF-B3 (Figura 3.9b). EI aumento més significativo con relacion a los ratones
control se registré en el caso de TGF-33, aunque hay que sefialar que en el raton es esta citocina
la que alcanza los valores mas elevados entre las citocinas de la familia TGF-3 en el pulmon
(Millan et al., 1991), (Schmid et al., 1991), (Kaartinen et al., 1995). Estos resultados ponen de

manifiesto la participacion de las células de la inmunidad innata en la FPA.
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Figura 3.9. La instilacién de ADR conlleva un aumento de la expresién de las citocinas pro-inflamatorias y
pro-fibréticas. Tras la administracion de 75 ug de ADR, el analisis del patron de expresion de IL-1p, IL-6, GM-
CSF y TNF-a (citocinas pro-inflamatorias) (a) y de TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 (citocinas pro-fibréticas) (b) reveld
gue en todos los casos se produce una sobre-expresion tanto a dia 14 como a dia 7 (siendo més elevada en este

punto en el caso de TNF-a y los TGF-fs).

3.2. Citocinas y factores de transcripcion que caracterizan a los subtipos TH1 y TH2.

Seguidamente se analizaron los patrones de los subtipos clasicos de células T-CD4": (a)
las células TH1, caracterizadas por la presencia de la citocina inductora IL-12a, la secrecién de
IL-2, IFN-y y TNF-B, y la expresion en éstas del factor de transcripcion T-bet, y (b) las células
TH2, caracterizadas por la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13 y la expresion del factor de transcripcion
GATA-3. En la evaluacion de las citocinas del perfil TH1 destaca un aumento de la citocina

efectora IFN-y y del factor de transcripcion T-bet (mayor en el 7° dia tras inyeccién de ADR). En
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cambio la citocina inductora IL-12a no muestra diferencias significativas con respecto al grupo

control a dia 7 aunque si a dia 14, presentando una sobreexpresion tardia (Figura 3.10a).

Atendiendo a las citocinas TH2, tanto la citocina inductora (IL-4) como las citocinas

efectoras (IL-4 e IL-13) y el factor de transcripcion GATA-3 estdn aumentados de forma muy

significativa, si bien en el caso de IL-13 este aumento es mas marcado a dia 7 (Figura 3.10b).
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Figura 3.10. Aumento de la produccion de citocinas TH1 y TH2 tras administracién de ADR. Tanto los

factores de transcripcion como las citocinas inductoras y efectoras caracteristicos de las subpoblaciones TH1 (a)

y TH2 (b) aparecen significativamente aumentados tras la administracion de 75 pug de ADR. A pesar de que en la

mayoria de los casos el aumento es mayor a dia 14, tanto el factor de transcripcion T-bet (TH1) (a) como la

citocina efectora IL-13 (TH2) (b) muestran su maxima expresion a dia 7.
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3.3. Citocinas y factores de transcripcion que caracterizan a los subtipos TH17 y

Tregs.

En el analisis de los marcadores que caracterizan la respuesta TH17 observamos un
aumento en la expresion tanto de las citocinas inductoras IL-6 y TGF-B1 (Figura 3.9) como de la
citocina efectora IL-17a (Figura 3.11b). Ademas, también aparece aumentada la expresion del
factor de transcripcion RORYT y de las citocinas IL-21 e IL-23, esenciales en la supervivencia y

mantenimiento de la poblacién TH17 (Figura 3.11b).

En paralelo con el aumento en la actividad TH17 hay un aumento tanto en las citocinas IL-
2 (inductora) e IL-10 (efectora) como en el factor de transcripcion FoxP3 (Figura 3.11a),

caracteristicos de las células Tregs.
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Figura 3.11. Efectos de la administracion i.t. de ADR en la expresion de las citocinas TH17 y Tregs. Tras la
instilacién de 75 pg de ADR, los pulmones muestran una expresion aumentada de las citocinas IL-10 e IL-2 y del
factor de transcripcion FoxP3, caracteristicos de las células Tregs, siendo estadisticamente mas significativa en el
dia 14 después del tratamiento (a). Por otro lado, la misma dosis de ADR también provoca una sobre-expresion
de las citocinas IL-17a, IL-21 e IL-23a, ademas del factor de transcripcion RORyT, implicados en la diferenciacion
y mantenimiento de la poblacion TH17 (b). Ademas, la expresion de IL-27 (implicada en la inhibicion de esta

poblacién) aparece reducida (b).
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4. Papel de la poblacién TH17 en el desarrollo de FPA.

Con el fin de profundizar en el conocimiento del papel de las células TH17 en el desarrollo
de la patogenia de la FPA, decidimos llevar a cabo un experimento de administracion de ADR
intratraqueal en ratones C57BL/6 deficientes en el receptor de la IL-17a (IL-17R-KO), utilizando
como grupos control a ratones C57BL/6 convencionales (fenotipo wild type: WT) a los que
también se administré ADR y ratones IL-17R-KO y WT a los que se administré intratraquealmente
un volumen igual de suero salino. Dado el papel relevante de la citocina IL-6 en la induccién de la
diferenciacién a TH17 (Zhou et al., 2007), otros dos grupos de ratones IL-17R-KO y WT, a los que
se administré ADR intratraqueal, fueron tratados con un AcM anti-IL-6 con efecto bloqueante de la
accion de esta citocina. El tratamiento consistié en la administracion por via i.p. (sistémica) de
500 pg del AcM cada 2 dias durante los 14 dias del experimento. Los ratones utilizados en todos

los grupos de este experimento fueron machos de 11-12 semanas de edad.

Las curvas de mortalidad muestran una aceleracion de la mortalidad en los grupos
tratados so6lo con ADR, tanto en los WT como IL-17R-KO, presentando a los 14 dias de la
inyeccion de ADR una tasa de mortalidad acumulada similar y en torno al 55-60% (Figura 3.12).
No obstante, en el caso de los ratones IL-17R-KO la mortalidad se retrasa en las primeras fases
del proceso y solamente se iguala al final del seguimiento. Hay que resaltar que en los grupos a
los que se inocul6 el AcM anti-IL-6 la supervivencia fue significativamente mayor, siendo nula la
mortalidad en el grupo de ratones WT inyectados con ADR al final del seguimiento (Figura 3.12).
El andlisis estadistico muestra diferencias altamente significativas entre estos grupos y los que

fueron tratados unicamente con ADR (*** p<0.001).

El analisis histolégico no se correlacion6 con los perfiles de las curvas de mortalidad. De
este modo, no detectamos diferencias ni en la extension (cercana al 50-60%) ni en la intensidad
de las lesiones (en torno al 6), a excepcion del grupo IL-17R-KOs tratado con anti-IL-6 en donde
la intensidad media es cercana al 3 (si bien ésta no es significativa debido a la escasa cantidad

de muestras y la heterogeneidad el grupo) (Figura 3.13).



118 | Resultados

100

90

80 T

70 A

% Supervivencia

60 -

50

--- Control (C57B/L6)
--- Control (IL17R KO)

— ADR (C57BIL6)
— ADR (IL17R KO)

----- ADR + anti-IL6 (B6)
----- ADR + anti-IL6 (IL17R KO)

40

01 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias

10 11 12 13 14

Figura 3.12. Influencia de la ausencia del receptor de IL-17 y del tratamiento con anti-IL-6 en la curva de

mortalidad en los ratones con FPA. El grafico de supervivencia nos muestra que la instilacion de ADR en

ratones IL17R-KO provoca una tasa de mortalidad similar a la encontrada en ratones C57BL/6 WT, aunque el

inicio de la misma se retrasa en el tiempo. Sin embargo, el tratamiento con un AcM anti-IL6 prolonga la

supervivencia de ambas estirpes, llegando incluso al 0% de mortalidad en el caso de los ratones WT.
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Figura 3.13. Tras la instilaciéon de ADR las lesiones pulmonares presentes en los ratones WT y los ratones

IL17R-KO son similares. Las alteraciones que se producen en el pulmén de los ratones WT e IL17R-KO,

seguidas a la administracion de ADR, presentan una intensidad y una extension similares. Ademas, el Gnico grupo

gque parece presentar una menor intensidad de afectacion es el compuesto por ratones IL17R-KO tratados con

anti-IL6, aunque hay que destacar la escasa cantidad de muestras y la variabilidad de las mismas.
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Todos estos datos quedan corroborados, ademas, por estudios de expresion de colageno
tipo | por RTgPCR, donde observamos que todos los grupos muestran el mismo patrén de
expresion; quedando de nuevo patente la elevada variabilidad del grupo de ratones IL-17R-KO

tratados con anti-IL-6 (Figura 3.14).
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5. Andlisis de la activacién in vitro de NFkB en macréfagos estimulados con ADR.

Como se coment6 anteriormente, se ha puesto en evidencia el papel de la IL-13 y de la
sefializacion a través del inflamasoma NALP3/ASC en la fibrosis (Gasse et al., 2007). Con el fin
de evaluar si la presencia de ADR era capaz por si sola de activar los mecanismos especificos de
la inmunidad innata, nos centramos en el analisis de la actividad de NALP3 in vitro tras estimular
macrofagos derivados de médula 6sea (BMDM) con distintas concentraciones de ADR. Dado que
la activacion in vitro del inflamasoma NALP3 requiere la activacién de NFkB (Sefial 1) y la adicion
de ATP exégeno (Sefial 2), y que ademdas éstas deben producirse de manera secuencial
(Bauernfeind et al., 2009), (Franchi et al., 2009); analizamos, en primer lugar, la capacidad de la

ADR para activar el factor de transcripcion NFkB.

En células no estimuladas, NFkB se encuentra en el citoplasma unido a la proteina
inhibidora 1kB, evitando que entre en el ndcleo. Cuando estas células son estimuladas, quinasas
especificas fosforilan residuos de serina del IkB (en concreto Ser32 y Ser36), causando su rapida
degradacion y la liberacion de NFkB. Este entra en el nlcleo y se une a secuencias especificas
del promotor de los genes diana (Gilmore, 2006). Basandonos en este hecho, analizamos por

Western Blot la presencia de IkB-fosforilado como medida de la activacion de NFkB. La
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estimulacion in vitro de BMDM con 50 ug/ml ADR es capaz de promover la activacion temprana y
transitoria de NFkB (Figura 3.15). Asi, los niveles de kB fosforilado aumentan a los 5 min. tras la
estimulacion con ADR alcanzando un pico a los 15 min. Posteriormente, los niveles de IkB

fosforilado en los BMDM retorna a su estado basal tras 30 min. de incubacién con ADR.

ADR 50 pg/ml

LPS Neg & 15 30" 75 4

3
fosfo-lkB
2
_ ] I il
0

Figura 3.15. La ADR induce activacién de NFkB in vitro. La deteccion de fosfo-IkB por western blot (WB)
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revela que con una dosis de ADR de 50 pg/ml se impulsa la activacion de NFkB, a partir de los 5 minutos
posteriores a la estimulacion (a); produciéndose a los 15 min. la respuesta mas efectiva. Estos datos quedan
confirmados con la cuantificacion y la equiparacion con la proteina total (IkB) (b) (el orden del diagrama de barras
es analogo al WB). Como control negativo (Neg) se utilizaron células sin estimular y como control positivo células

estimuladas con LPS (1 pg/ml) durante 75 min.

En paralelo, analizamos la capacidad de ADR para inducir la produccién de ROS en
BMDM. En este sentido, se ha demostrado que las sefiales capaces de activar el inflamasoma
NALP3, tales como las toxinas bacterianas aerolisina (A. hydrophila) o LLO (L. monocytogenes) y
diferentes sefiales de peligro (cristales de monourato, particulas de aluminio, asbestos, ATP,
irritantes de la piel o rayos UV) también promueven la produccion de ROS; ademas, farmacos
inhibidores de ROS (Gliburide y Apocynin) muestran un bloqueo de la actividad de NALP3
(Simons et al., 1990), (Ashcroft, 2005), (Dostert et al., 2008), (Lamkanfi et al., 2009). Para ello
realizamos un experimento de estimulacion in vitro de BMDM en presencia o ausencia de ADR
(50 pg/ml) y en presencia o ausencia del inhibidor Apocynin (100 uM), evaluandose las siguientes
condiciones: 1) células sin estimular; 2) células en presencia de 100 pM H20: (control de
activacion); 3) células en presencia de ADR; 4) células en presencia de 100 uM H20: + Apocynin;
y 5) células en presencia de ADR + Apocynin. En el caso de H202 y ADR las células se
estimularon por un periodo de 120 min.; sin embargo, para que Apocynin resultara efectivo fue
necesario afladirlo 30 min. antes que dichos estimulos. El estudio de los niveles de ROS en estas
células se llevé a cabo por citometria de flujo usando H.DCF-DA. Dicho compuesto cuando se
encuentra en estado reducido es un colorante no fluorescente pero tras su oxidacion y la

eliminacion de sus grupos acetato por esterasas celulares comienza a emitir fluorescencia. Por
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tanto, un incremento de ésta es indicativo de un aumento de ROS en el interior de las células.

Como puede observarse en la figura 3.16., en presencia de 50 pg/ml de ADR se produce
un aumento en la cantidad de ROS intracelular, incluso mayor que el obtenido tras la estimulacion
con el control de activacion H.O,. Ademas, dicho aumento es especifico puesto que en presencia
del inhibidor Apocynin la fluorescencia cae a niveles similares a los obtenidos con H;O, +
Apocynin; si bien, esta inhibicion es parcial ya que no se restauran los niveles basales de ROS

(células sin estimular).

20

ADR

'."IEI
8

ADR + Apo

_ H,O, + Apo

a0

i1 Control

10é

H,DCF-DA

Figura 3.16. La presencia de ADR produce un aumento de la produccion de ROS en BMDM in vitro. Para
evaluar la induccién in vitro de ROS por parte de la ADR, BMDM fueron cultivados bajo distintas condiciones: 1)
células sin estimular (Control); 2) 100 pM H.O- (control de activacion); 3) 50 yg/ml ADR; 4) 100 yM H.0O. + 100 uM
Apocynin; y 5) 50 yg/ml ADR + 100 pM Apocynin. La cantidad de ROS en el interior celular fue analizada por la
presencia de H,DCF-DA por CMF. La ADR es capaz de producir un incremento en la produccion de ROS mayor al
obtenido bajo estimulacion con H,O.. Ademas, la utilizacion del inhibidor Apocynin bloquea dicha produccion,

aungue de forma parcial.

6. Secrecciéon de IL-1 andlisis de la activacién in vitro de Caspasa-1 en
macroéfagos estimulados con ADR.

En vista de que los resultados in vitro demuestran que la presencia de ADR provoca una
activacion de los BMDM, via NFkB y produccion de ROS, y que la induccién de FPA conlleva un
aumento de la expresion de ARNm de IL-1B in vivo por RT-gPCR, decidimos evaluar la
implicacion del inflamasoma NALP3 en dicho proceso. Para ello, BMDMs recibieron una primera

estimulacion con ADR (50 pg/ml) o LPS (1 pg/ml) por un periodo de 120 min. (Sefial 1) seguido
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de una segunda estimulacion con ATP exdgeno (5 mM) durante 30 min mas (Sefial 2). Ademas, y
dado que la presencia de ADR provoca un aumento en la produccién de ROS, llevamos a cabo
un ensayo en paralelo para ver si ADR estaba actuando de forma similar a como lo hacia el ATP,
a nivel de la Sefial 2. Para ello estimulamos BMDM en presencia de LPS (1 pg/ml) durante 120
min. (Sefial 1) seguido de una segunda estimulacion con ADR (50 pg/ml) durante 30 o 60 min
(Sefnal 2). Posteriormente, analizamos por Western Blot la presencia de IL-13 y caspasa-1,

utilizando la condicion LPS + ATP como control de activacion.

Se ha descrito que en células activadas se produce un aumento en la produccién de pro-
IL-1B (inmadura) (31 kDa), a través de la cascada de sefializacion de NFkB y la translocacion al
nacleo del factor de transcripcion AP-1. Posteriormente, el ATP extracelular actuaria como una
sefial de peligro capaz de activar el inflamasoma NALP3, promoviendo la activacion de caspasa-
1 y la consecuente maduracion de IL-1B (17 kDa) (Mariathasan et al., 2004), (Mariathasan et al.,
2006). De acuerdo con esto, los BMDMs estimulados con LPS mostraban un aumento importante
en la produccion de pro-IL-13, que puede apreciarse por la deteccién de una banda de 31 kDa
(Figura 3.17). Ademas, cuando afiadimos a estas células ATP exdgeno a una concentracion de 5
mM se produce la activacién de caspasa-1, con la consecuente maduracion y la secrecion de IL-
1B (Figura 3.17). Por el contrario, en presencia de ADR no detectamos ni produccion de IL-13 (en
ninguna de sus formas) ni activacion de caspasa-1. Ademas, la ADR tampoco estaria actuando a
nivel de la Sefal 2, como lo demuestra la ausencia de maduracion de la pro-IL-1p inducida por
LPS (Figura 3.17).

+ ATP 30' LPS +
Neg LPS ADR Neg LPS ADR AS%B A6%.R
31 KDa »> pro-IL1B
17 KDa » IL1B
45 KDa > pro-Caspasa-1
20 KDa P> Caspasa-1

Figura 3.17. La presencia de ADR no induce la producciéon de IL-1B y la maduracién de Caspasa-1 en
BMDMs. La inmunodeteccion por WB de IL-1p y Caspasa-1 en lisados de BMDM estimulados in vitro con LPS (1
pg/ml) o ADR (50 pg/ml) durante 120 min., en presencia o ausencia de ATP exégeno (5 mM) durante 30 min. mas,
muestra que en presencia de ADR no existe induccién de IL-1p ni maduraciéon de Caspasa-1; al contrario de lo
gue ocurre en el caso de la estimulacién con LPS y con LPS + ATP, respectivamente. Por otro lado, la ADR
tampoco actla a nivel del ATP, ya que no es capaz de promover la maduracion de la forma pro-IL-1f a IL-1p.
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7. Implicacién de GPBP en el patogenia de la fibrosis pulmonar inducida por ADR.

A continuacién, analizamos el papel de GPBP, una protein-quinasa capaz de fosforilar in
vitro distintos tipos de colageno (Raya et al., 1999), en la patogenia de la FPA. Estudios previos
realizados en nuestro laboratorio con un modelo de glomeruloesclerosis espontanea en ratones
NZW, demostraron que dichos ratones son capaces de desarrollar con la edad una fibrosis
glomerular que conduce a la obliteracion del glomérulo, secundaria a la deposicion de colageno
IV, y que se correlaciona con un aumento de GPBP (Revert et al., 2007). La relacién que se
establece entre la fibrosis glomerular y GPBP queda, ademas, demostrada en estudios con
ratones transgénicos que hiper-expresan GPBP, en los que se ha observado un desarrollo de
glomeruloesclerosis con deposicidon de colageno en la matriz mesangial; siendo similar, aunque
menos intensa, a la encontrada en los ratones NZW (Revert et al., 2007). En base a esto, y a que
la membrana basal glomerular y alveolar son similares, pensamos que GPBP puede estar

implicado en fibrosis pulmonar.

7.1. Aumento de la expresion de GPBP durante la induccion de FPA.

Para comenzar a analizar el papel de GPBP en la fibrosis pulmonar, analizamos su
expresion en el pulmén tras instilacion de ADR mediante estudios de inmunohistoquimica en
tejido, RT-gPCR y cuantificacion de GPBP-1 circulante por ELISA (cGPBP-1) (Figura 3.18). El
andlisis de las muestras de suero de ratones tratados con ADR muestra un aumento en la
concentracion de cGPBP-1 en todos los puntos estudiados (5, 10 y 12 dias); si bien, a dia 5 este
incremento es considerablemente mayor, produciéndose una caida en los niveles de GPBP-1
circulante a medida que evoluciona el proceso fibrético, pero manteniéndose siempre por encima
de los niveles basales del dia 0 (Figura 3.18a). Los estudios de inmunohistoquimica usando un
anticuerpo policlonal especifico anti-GPBP (pep-1) muestran que en el pulmén de ratones sin
tratar GPBP se expresa a niveles muy bajos, quedando su expresion confinada al epitelio
bronquial y vascular. En cambio, 14 dias después de la instilacion de ADR el pulmén presenta un
aumento en la expresion de GPBP, detectdndose tanto en el epitelio bronquial como en el
parénquima; adoptando en esta Ultima localizacién un patrén parcheado asociado a los depdsitos
de matriz extracelular (Figura 3.18c). Ademas, el analisis del pulmén por RTqPCR revela una
elevada expresion del ARNm de GPBP, siendo casi 10 veces superior a la encontrada en el
pulmén control (Figura 3.18b). Estos estudios nos sugieren que GPBP es una molécula candidata

a participar en la patogenia de la fibrosis pulmonar.
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Figura 3.18. La fibrosis asociada a la instilacion de ADR por via endotraqueal conlleva un aumento en la
expresiéon de GPBP. Estudios de cuantificacion de cGPBP-1 por ELISA (a), RT-gPCR (b) e inmunohistoquimica
(c) revelan un aumento en la expresién de GPBP a nivel sérico y pulmonar, asociado con depdsitos de matriz
extracelular y acumulacion de colageno, en todos los puntos estudiados. Ademas, detectamos que en los
primeros dias tras la instilacion de ADR los niveles de cGPBP-1 aparecen aumentados de manera muy

significativa, disminuyendo posteriormente a medida que avanzamos en el proceso fibrético.

7.2. Efectos del tratamiento con AcM especificos anti-GPBP en el desarrollo de FPA.

Con el fin de evaluar la implicacion de GPBP en el desarrollo de la patogenia de la FPA,
decidimos llevar a cabo un experimento de administracion de ADR por via intratraqueal en
ratones B6 machos de 11-12 semanas de edad, utilizando como grupo control a ratones B6 a los
que se administré intratraquealmente un volumen igual de suero salino. Ademas, otros tres
grupos de ratones a los que se administrd6 ADR intratraqueal, fueron tratados bien con distintos
AcM anti-GPBP (mAbl14 o N12) con efecto bloqueante especifico de la isoforma GPBP-1 o bien
con un AcM anti-TGF-B con efecto blogueante de la accion de esta citocina. Dado que se ha

descrito que el proceso fibrético es dependiente de TGF-f3 (Pittet et al., 2001), este Ultimo grupo
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actuara como control de mitigacion de la enfermedad. El tratamiento consisti6 en la
administracion por via i.p. (sistémica) de 25 pg por semana en dosis Unica en el caso del AcM
anti-GPBP N12 y de 1 mg por semana repartido en 3 dosis en el caso del AcM anti-TGF-§3 y del
AcM anti-GPBP mAb14 durante los 14 dias del experimento.

Las curvas de mortalidad muestran una aceleracion de la mortalidad en el grupo tratado
s6lo con ADR, presentando a los 14 dias de la inyeccibn de ADR una tasa de mortalidad
acumulada en torno al 55-60% (Figura 3.19). En cambio, tanto en el grupo al que se inocul6 el
AcM anti-TGF-B como aquellos que recibieron el tratamiento con los AcM anti-GPBP-1 la
supervivencia fue significativamente mayor, destacando el grupo de N12 cuyo indice de

mortalidad fue en torno a un 10% menor que el grupo tratado con anti-TGF-3 (Figura 3.19).
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Figura 3.19. Influencia del tratamiento con anti-GPBPs en la curva de mortalidad en los ratones con FPA.
El grafico de supervivencia nos muestra que la instilacién de ADR en ratones B6 provoca una elevada mortalidad.
Sin embargo, el tratamiento con AcM especificos para la isoforma GPBP-1 (mAbl4 y N12) prolonga la
supervivencia de estos ratones. Ademas, observamos que la mortalidad en estos grupos es similar a la obtenida

tras el tratamiento con un AcM anti-TGF[3, que actuaria como control en la reduccién del proceso fibrético.

El analisis anatomopatolégico revela que en todos los grupos tratados se observa una
disminucion significativa en la severidad de las lesiones (Figura 3.20), detectandose en todos
ellos un menor engrosamiento del septo alveolar acompafiado de una intensa celularidad
intersticial e intra-alveolar (infiltrado mono- y polimorfonuclear), la presencia de edema intersticial
y una acumulacién de colageno en forma laxa. Por otro lado, el tratamiento con anti-TGF-3
también reduce el area afectada (** p<0.001); sin bien, a pesar de que en los otros grupos se
observa una tendencia a la baja, las diferencias no son significativas (Figura 3.20b). La severidad

de la fibrosis se evalu6 adicionalmente mediante la cuantificacion de la expresion colageno tipo |
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(fibrilar) por RTgPCR. De nuevo, la administracion de ADR se acompafia de un incremento
significativo de la expresion pulmonar de colageno tipo | con respecto al grupo de ratones no
tratados (Figura 3.21). En correlacion con la disminucién en la severidad de las lesiones
histolégicas, los tratamientos con los AcM anti-GPBP, o con anti-TGF[3 se acompafiaron de una

disminucion muy importante en los niveles de ARNm para colageno | (Figura 3.21).
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Figura 3.20. Tras la instilacién de ADR las lesiones pulmonares presentes en los ratones tratados con AcM
especificos anti-GPBP-1 son menores. Las alteraciones que se producen en el pulmén de los ratones tratados
con mAbl4 o N12, tras la inoculacion de ADR, presentan una intensidad y una extension menores a las
encontradas en el grupo que solo recibié ADR, existiendo diferencias significativas en la intensidad (* p<0.05).
Ademas, esta disminucion es similar a la encontrada en el grupo tratado con anti-TGFp, si bien éste muestra
diferencias altamente significativas con respecto al grupo tratado s6lo con ADR (** p<0.001).
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7.3. Efectos sobre el desarrollo de FPA del tratamiento con Pinacidil y Myricetin,

dos farmacos inhibidores de GPBP in vitro.

Para profundizar en la basqueda de una posible estrategia terapéutica asociada al uso de
inhibidores de GPBP en el tratamiento de la fibrosis pulmonar, el grupo del Dr. Juan Saus
(FribroStatin; Universidad de Valencia), con el que mantenemos una colaboracion activa,
identificé 16 farmacos de la quimioteca Prestwick Chemical Library® con capacidad para modular
la actividad de GPBP in vitro. Dichos compuestos fueron seleccionados en base a su capacidad
para inhibir la autofosforilacién GPBP in vitro. Para ello, se desarroll6 un ensayo donde GPBP
recombinante fue incubado con [*?P]-y-ATP en presencia o ausencia del tampén de fosforilacion
(controles positivo y negativo del ensayo, respectivamente) durante 15 min., tras los cuales se
afiadieron los compuestos a analizar durante un periodo adicional de 12 min. Transcurrido este
tiempo, se detuvo la reaccién con EDTA 0.5 M y Azul de bromofenol (0.01%) y 3 ul de las
muestras fueron transferidos a filtros de papel. Tras sucesivos lavados con H;PO, 75 mM, los
filtros se secaron y cuantificaron con un phosphorimager. En la figura 3.22 se muestra un ejemplo
de dicho analisis en donde se observa la presencia de compuestos capaces de inhibir la
autofosforilacion de GPBP (circulos negros). En base a este estudio, se seleccionaron dos

compuestos, Pinacidil y Myricetin, para la realizacion de los estudios in vivo en el modelo de FPA.



128 | Resultados

Figura 3.22. Ensayo HTS para actividad quinasa /

autofosforilacion de GPBP en presencia de distintos
farmacos pertenecientes a la Prestwick Chemical
Library® (realizado en el lab. del Dr. J. Saus). Algunos
farmacos, entre ellos Pinacidil y Myricetin, son capaces

de interaccionar con GPBP y modular su funcion a través

de la inhibicion de su capacidad autofosforilativa

(circulos negros). C+: control positivo de autofosforilacion

(GPBP+Tampén de fosforilacién); C-: control negativo

(GPBP sin tamp6n de fosforilacion).

Tras instilacién de 75 ug de ADR en ratones C57BL/6 testamos, en primer lugar, distintas
dosis de Pinacidil (0.245 mg/Kg, 0.082 mg/Kg y 0.027 mg/Kg) administradas diariamente por via
i.p. a partir del dia 0 hasta el final del experimento (dia 14). Dichas dosis se eligieron en base a
que la dosis mas alta (0.245 mg/Kg) es una adaptacioén al volumen y peso de un ratdén de las
dosis 6ptimas necesarias para modular GPBP in vitro. El andlisis anatomopatolégico revela que a
una dosis diaria de 0.082 mg/Kg se produce una marcada disminucién en la severidad de las
lesiones producidas por ADR; a pesar de que la intensidad de la fibrosis tisular en las zonas
afectadas es indistinguible al grupo tratado solo con ADR, la extensién del parénquima afectado
por dichas lesiones se ve fuertemente reducida tras el tratamiento con 0.082 mg/Kg de Pinacidil
(Figura 3.23). En paralelo con la histologia, con dicho tratamiento encontramos una disminucion
en la expresién de la cadena al del colageno I, mostrando diferencias significativas con respecto
al grupo tratado Unicamente con ADR (* p<0.05) (Figura 3.24). Ademas, a una dosis de Pinacidil
tres veces inferior (0.027 mg/Kg) este efecto es incluso mayor, si bien no es significativo en
relaciéon a la dosis de 0.082 mg/Kg (Figura 3.24). No obstante, a dosis altas del farmaco (0.245
mg/Kg) el efecto terapéutico se pierde, siendo la expresién de colageno | de igual intensidad que

en el grupo tratado sélo con ADR (Figura 3.24).
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Figura 3.23. El farmaco Pinacidil es capaz de reducir las lesiones pulmonares provocadas por ADR,
siendo mas eficiente a dosis bajas. El tratamiento con 0.082 mg/Kg de Pinacidil tras la instilacion de ADR por
via intratraqueal induce lesiones con una intensidad y una extension menores a las encontradas sélo con ADR,
existiendo diferencias muy significativas en la extension (** p<0.001); si bien, a una dosis de 0.245 mg/Kg dichas

lesiones son similares.
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Por otro lado, las curvas de mortalidad muestran una disminucion de la tasa de mortalidad
a dosis bajas de Pinacidil (0.082 mg/Kg) en comparacién con el grupo tratado sélo con ADR (55-
60% versus 70-75%) (Figura 3.25); siendo la mortalidad nula con la dosis de 0.027 mg/Kg (**
p<0.01), si bien en este grupo experimental no se llevaron a cabo estudios histolégicos ya que
prevalecio el andlisis de las muestras por RTqQPCR. En cambio, en aquellos grupos que recibieron
dosis altas del farmaco la supervivencia es similar o incluso menor a la provocada tras la
instilacién de ADR (Figura 3.25).
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Figura 3.25. El tratamiento con Pinacidil reduce la mortalidad inducida por FPA. El grafico de supervivencia
nos muestra que la instilacion de ADR en ratones C57BL/6 provoca una elevada mortalidad. Sin embargo, el
tratamiento con una dosis de Pinacidil de 0.082 mg/Kg prolonga la supervivencia de estos ratones. Ademas, el
tratamiento con 0.027 mg/Kg resulta en una supervivencia del 100% de los casos. No ocurre lo mismo a dosis
altas del farmaco, donde la mortalidad es similar al grupo tratado Gnicamente con ADR.
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De forma paralela a Pinacidil, estudiamos la respuesta a distintas dosis de Myricetin (0.95
mg/Kg, 0.34 mg/Kg y 0.11 mg/Kg) inoculadas diariamente por via sistémica i.p. desde el dia 0 a la
instilacién de la ADR. El analisis histoldgico muestra que a una dosis diaria de 0.11 mg/Kg se
produce una disminucion en la severidad de las lesiones producidas por ADR, tanto en la
intensidad de las lesiones como en la extension del parénquima afectado; existiendo en este
ultimo caso, diferencias significativas (* p<0.05) (Figura 3.26). Las dosis mas altas de Myricetin
también muestran un efecto limitante en el proceso fibrotico, aunque de forma menos eficiente y
rozando la significacion estadistica en cuanto a la intensidad de las lesiones (p=0.0513) (Figura
3.26).

Estos datos quedan avalados con el analisis de la expresion de colageno | por RTgPCR,
donde podemos ver una disminucién estadisticamente significativa en todas las dosis ensayadas

(* en el caso de 0.95 mg/Kg y ** en el caso de 0.34 mg/Kg y 0.11 mg/Kg) (Figura 3.27).
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Figura 3.26. El area de parénquima afectado tras la administracion de ADR se ve disminuido de manera
importante cuando administramos el farmaco Myricetin. El tratamiento con Myricetin tras la instilacion de ADR
por via intratraqueal provoca una disminucioén en el severidad de las lesiones, sobre todo en el caso de la
extensién, siendo mayor a medida que disminuye la concentracidon del farmaco. De este modo encontramos

diferencias significativas en en el grupo tratado con 0.11 mg/Kg (* p<0.05).
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Por otro lado, las curvas de mortalidad muestran una reduccion de la mortalidad en los
grupos tratados con 0.34 mg/Kg y 0.11 mg/Kg de Myricetin, siendo estadisticamente significativa
en el primer caso (* p<0.05); no asi en aquel grupo que recibié 0.95 mg/Kg donde la mortalidad

era similar a la desarrollada por el grupo tratado Unicamente con ADR (Figura 3.28).
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Figura 3.28. La administraciéon de Myricetin prolonga la supervivencia de los ratones en la FPA. El
tratamiento con una dosis de 0.34 mg/Kg de Myricetin disminuye la mortalidad de los ratones en
aproximadamente un 25% respecto al grupo tratado sélo ADR. No ocurre lo mismo a dosis altas del farmaco,

donde la mortalidad es igual a ADR.
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En vista de los datos anteriores y con el fin de evaluar un posible efecto sinérgico entre
los farmacos, decidimos llevar a cabo un experimento en el que se administraban de forma
simultanea Pinacidil y Myricetin tras instilacion de ADR en ratones B6 machos de 11-12 semanas
de edad. Ya que la dosis de Pinacidil de 0.082 mg/Kg presentaba un efecto terape(tico
intermedio y que las tres dosis de Myricetin testadas mostraban un patron de expresion de
colageno | similar, establecimos 4 grupos experimentales: 1) 0.082 mg/Kg de Pinacidil (como
control de tratamiento); 2) 0.082 mg/Kg de Pinacidil + 0.95 mg/Kg de Myr; 3) 0.082 mg/Kg de
Pinacidil + 0.34 mg/Kg de Myr; y 4) 0.082 mg/Kg de Pinacidil + 0.11 mg/Kg de Myr. En todos los
casos, los farmacos se administraron por via i.p. diariamente a partir del dia 0 de la inoculacion

de ADR por via intratraqueal.

Los estudios de RTQPCR en el pulmén mostraron que con todos los tratamientos se
producia una disminucién en la expresion de ARNm de colageno | estadisticamente significativa
(* p<0.05) (Figura 3.29). Ademas, esta reduccién es similar en todos ellos, no existiendo
diferencias entre el grupo tratado con 0.082 mg/Kg de Pinacidil y todas las combinaciones de
éste con Myricetin; si bien, cabe destacar que el grupo que presenta una menor desviacion

estadistica es el tratado con 0.082 mg/Kg de Pinacidil + 0.95 mg/Kg de Myricetin.
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Con todos estos resultados podemos establecer que en el modelo de FPA existe una
relaciéon entre la acumulacion aberrante de colageno y la sobreexpresion de GPBP. Como
demuestran los estudios llevados a cabo con AcM especificos, GPBP actuaria controlando dicho
proceso a nivel de la matriz extracelular. Ademas, los estudios con inhibidores farmacol6gicos

ponen de manifiesto la existencia de nuevas estrategias terapéuticas.






DISCUSION







Discusién | 139

En el presente estudio hemos desarrollado un nuevo modelo experimental de fibrosis
pulmonar en roedores. En este modelo la administracion endotraqueal de ADR induce un proceso
inflamatorio agudo del parénquima pulmonar que en 7 dias alcanza su grado maximo y que en el
plazo de 2 semanas evoluciona a una fibrosis intersticial con abundante presencia de colageno
de los tipos | y IV. En un estudio inicial mostramos que el desarrollo de fibrosis por ADR se asocia
con un incremento en la expresion génica de citocinas pro-inflamatorias de la inmunidad innata
clasicas y de aquellas producidas por los diferentes subtipos de células T-CD4+* asi como de los
factores de transcripcidon caracteristicos de las tres subpoblaciones efectoras de linfocitos TH
(TH1, TH2 y TH17), sin que exista un predominio claro de alguno de estos fenotipos. Nos hemos
centrado principalmente en el analisis del papel de GPBP en la patogénia de la fibrosis pulmonar
por ADR. En primer lugar, mostramos que la aparicién de la fibrosis se asocia con un incremento
de la expresion pulmonar de GPBP, tanto a nivel de proteina como de ARN, y con un aumento en
los niveles circulantes de GPBP-1. En segundo lugar, la inhibicion de GPBP-1 mediante el uso de
anticuerpos monoclonales especificos, tiene un efecto terapéutico sobre el desarrollo de fibrosis
sin afectar el cuadro inflamatorio. Por Ultimo, hemos identificado dos compuestos de la
quimioteca Prestwick Chemical Library®, Pinacidil y Myricetin, capaces de inhibir la actividad
quinasa de GPBP in vitro y que poseen una actividad terapéutica in vivo en el modelo fibrosis

pulmonar por ADR.

Dada la ausencia de un modelo experimental capaz de reproducir todas las
caracteristicas clinicas de la FPI en humanos, con la consiguiente limitacion a la hora de
comprender los mecanismos tanto celulares como moleculares implicados en su evolucién, la
primera parte del presente trabajo se ha centrado en el desarrollo y caracterizacién de un nuevo
modelo de fibrosis pulmonar por administracion intratraqueal de ADR. Nuestro primer objetivo fue
comprobar la capacidad fibrogénica de la ADR y establecer la dosis minima para la induccién de
fibrosis pulmonar por dicho farmaco. Para ello tomamos como punto de partida el modelo de
fibrosis cutanea descrito en ratones BALB/c por R.T. Dorr y cols. (Dorr et al., 1980), que
reproduce las lesiones cutaneas provocadas por la extravasacion accidental de ADR en el sitio de
puncién endovenosa en pacientes sometidos a quimioterapia antitumoral. La primera variacion
gue hicimos sobre este modelo fue la utilizaciéon de ratones B6, en lugar de los BALB/c, dada la
mayor susceptibilidad de los B6 a la induccién de fibrosis pulmonar por Bleomicina, otra
antraciclina de la misma familia que ADR (Adamson, 1976), y cuyo uso experimental en modelos
animales como agente profibrético esta bien establecido en la literatura biomédica (Moore and
Hogaboam, 2008). Asi, la administraciéon de 60 ug de ADR por via intradérmica en ratones B6
comenzo a provocar lesiones dérmicas a partir del 6° dia, adquiriendo su maxima expresioén a los

10 dias. MacroscoOpicamente se observo alopecia e hiperqueratosis en la zona de inyeccién,
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donde la piel aparecié engrosada y endurecida, en tanto que el analisis anatomopatoldgico
mostrd acantosis y deposicion de tejido fibroso denso. A pesar de que los resultados de Dorr y
cols. (Dorr et al., 1980) muestran un desarrollo maximo de las lesiones de forma mas temprana,
entre 3-5 dias, las caracteristicas clinicas e histolégicas de nuestros ratones B6 coinciden con lo
descrito en su modelo con ratones BALB/c. La dosis empleada en estos experimentos sirvid de
referencia para la puesta a punto del modelo de fibrosis pulmonar tras administracion
intratraqueal de ADR (FPA).

Una vez comprobada la capacidad fibrogénica de nuestra ADR, se procedié a inocularla
por via intratraqueal a los ratones B6, empleando dos dosis diferentes del farmaco, 75 ug o 25
Mg, en una sola inyeccidn. La reproducibilidad de las lesiones histolégicas, tanto inter- como intra-
ensayo, fue notablemente mayor con la dosis de 75 ug. El aspecto anatomopatolégico del pulmén
en estos ratones recuerda el de una neumonia intersticial, con engrosamiento del septo alveolar,
a costa de un marcado infiltrado inflamatorio y proliferacion de las células epiteliales, llegando a
obliterar completamente el espacio alveolar. Ademés, mediante tincion con Tricromico de Masson
se evidencio un marcado cumulo de colageno en los pulmones en que se instild ADR, refrendado
por el analisis por RTqPCR que mostrdé un incremento en la expresion tisular del ARNm de los
colagenos de tipo | y de tipo IV. Este tipo de lesiones las encontramos tanto en el dia 7 como en
el 14 tras inoculacién, si bien en el primer caso fueron menos prominentes, con predominio de la
inflamacién perivascular y peribronquial. Cuando se utilizé la dosis de 25 ug de ADR, las lesiones
se limitaron a la pleura y areas subpleurales, existiendo mas variabilidad en el grado de
afectacion entre los animales del mismo grupo. Esta menor reproducibilidad de la extensiéon de
las lesiones pulmonares con la dosis mas baja, nos aconsejo establer en 75 pg las dosis de ADR

a emplear en este modelo en los experimentos posteriores.

Pese a que son bien conocidos los efectos del tratamiento con ADR sobre el corazon
(Verschoore et al., 1987), (Friedberg et al., 2003), (Bredenfeld et al., 2004), (Dimopoulou et al.,
2006), apenas hay estudios sobre los mecanismos implicados en la toxicidad pulmonar inducida
por dicho farmaco, a pesar de la existencia de casos documentados en pacientes que reciben
altas dosis de quimioterapia (Brockstein et al., 2000). La toxicidad inducida por ADR en pacientes
puede causar varias complicaciones pulmonares como broncoespasmo, edema local, neumonitis
intersticial y fibrosis pulmonar (Minchin et al., 1988), (Meadors et al., 2006). Ademas, la induccién
estandar de tres ciclos de quimioterapia CAF (Ciclofosfamida, Adriamicina, 5-Fluorouracilo) en
pacientes con cancer de mama provoca una disminucioén significativa de la capacidad media de
difusién de los pulmones para el monoéxido de carbono (DLCO). Asimismo, el BALF de estos

pacientes muestra un incremento significativo de IL-6, IL-8, neutréfilos y linfocitos; lo que pone de
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manifiesto una disfuncion pulmonar, en la que la inflamacién puede actuar como un factor

impulsor del desarrollo de un sindrome de toxicidad pulmonar (Bhalla et al., 2000).

En este sentido, la Bleomicina y la Mitomicina son los quimioterapicos mas fuertemente
asociados con dafio pulmonar, promoviendo fibrosis pulmonar (Meadors et al., 2006). En
combinacién con otros farmacos, como ADR, ciclofosfamida, vincristina, procarbazina,
prednisona y gencitabina, pueden causar una variedad de manifestaciones pulmonares
patoldgicas en los pacientes que los reciben, que van desde el broncoespasmo temporal (que se
resuelve espontaneamente a las pocas horas de haber retirado el tratamiento) a la neumonitis
intersticial aguda, la neumonitis crénica y la fibrosis pulmonar (Brusamolino et al., 2006), (Macann
et al., 2008). Ademas, la instilacién intratraqueal de Bleomicina junto con dactinomicina,
mitomicina ¢, ADR y ciclofosfamida en ratones provoca un incremento en el contenido tisular de
hidroxiprolina, un indicador de fibrosis (Kehrer et al., 1986). Por otro lado, R.F. Minchin y cols.
(Minchin et al., 1988) examinaron en perros los efectos bioquimicos e histopatoldgicos sobre el
pulmén de la inyeccién de ADR en la arteria pulmonar, revelando que altas concentraciones del
farmaco (65 pg/ml) provocan necrosis del endotelio arterial acompafiado de edema periarterial,
edema subpleural y enfisema pulmonar. Asimismo, y de forma similar a lo que ocurre en nuestro
modelo, el estudio confirma que el dafio producido por la ADR en el tejido pulmonar es dosis-
dependiente, siendo la dosis minima en perros de 10 ug/ml. Sin embargo, estudios recientes en
pacientes (Bhalla et al., 2000), (Eisenbeis et al., 2001), (Martin et al., 2005), (Brusamolino et al.,
2006), (Macann et al., 2008), muestran que si bien el pulmén humano se asemeja al del perro en
la absorcién y retencion de ADR, la tasa de acumulacion del farmaco es menor en el primero
(Minchin et al., 1984), (Minchin et al., 1988).

El BALF es una herramienta diagnéstica muy extendida en clinica humana, al ser un
procedimiento relativamente poco agresivo. Su utilizacion comprende desde las infecciones
oportunistas, el asma brionquial o el cancer pulmonar, hasta las neumopatias intersticiales, como
la FPI o la sarcoidosis (Welker et al., 2004). En estas Ultimas entidades el BALF se emplea a su
vez para monitorizar la respuesta a los distintos procedimientos terapéuticos, permitiendo la
identificacion de pacientes respondedores versus no respondedores a farmacos con importantes
efectos secundarios, ayudando asi a decidir la continuidad o la retirada de una medida
terapéutica (Watters et al., 1987), (Boomars et al., 1995), (Tabuena et al., 2005). EI BALF también
ha permitido conocer procesos patogénicos basicos y ha ayudado a clasificar los diferentes tipos
de enfermedad intersticial (2000), (2002), (Kieszko et al., 2004), (Welker et al., 2004), (Tabuena et
al., 2005). No obstante, el lavado broncoalveolar proporciona una informacién parcial, siendo muy

atil para analizar los fendmenos que tienen lugar en la luz alveolar, pero no tanto para evaluar
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aquellos que afectan a la pared del alveolo. La interpretacion de los resultados del BALF se
sustenta en el analisis diferencial de las células obtenidas (citologia convencional). Ademas,
cuando las posibilidades tecnoldgicas lo permiten, posibilita la valoracion funcional de esas
células, mediante andlisis de los marcadores de superficie (Dauber et al., 1992), de los patrones
de produccion de diferentes moléculas, como las citocinas, 0 incluso su comportamiento en

cultivos celulares.

El resultado més llamativo en el analisis citométrico del BALF es el marcado incremento
en neutrofilos y otras células de la inmunidad innata como eosinéfilos y células NK, sugiriendo su
implicacion en la patogénesis y progresion de la enfermedad, tal y como ha sido mostrado
anteriormente en pacientes con FPI (Reynolds et al., 1977), (Yasuoka et al., 1985), (Peterson et
al., 1987), (Hallgren et al., 1989), (Hiwatari et al., 1991), (Obayashi et al., 1997). La relevancia de
los granulocitos en la patogenia de la FPI queda refrendada por la presencia marcada de
citocinas implicadas en la quimiotaxis y activacion de neutréfilos, monocitos y linfocitos en el
fluido pulmonar; incluyendo CCL-3, CCL-2 e IL-8 (Standiford et al., 1993a), (Standiford et al.,
1993b), (Car et al., 1994), (Ogushi et al., 1997). El paralelismo entre los hallazgos en nuestros
ratones tratados con ADR y los pacientes con FPl se extiende al aumento en el nimero de
linfocitos en el BALF, con un ratio elevado de células T-CD4*/CD8* (Papiris et al., 2005), (Parambil
et al., 2005), (Parra et al., 2007) y a la disminucion del nimero de macréfagos (Hunninghake et
al.,, 1981), (Ozaki et al., 1992), (Standiford et al., 1993a), (Standiford et al., 1993b), poblacién
predominante en el BALF de los ratones control. Dentro de la poblacion de linfocitos, las células
predominantes en los ratones tratados con ADR fueron los linfocitos T-CD4*. Ademas la mayoria
de estos linfocitos exhibian el fenotipo CD69*CD44+*CD62L-CD45Rb-, caracteristico de célula

activada.

En consonancia con los datos del BALF, en el parénquima pulmonar se observé una
marcada acumulacién de poblaciones celulares caracteristicas de la inmunidad innata
(macrofagos, granulocitos, células NK y células dendriticas). En cambio, el nimero absoluto de
linfocitos T-CD4*, T-CD8* y B no fue significativamente mayor que el encontrado en los controles
no inyectados, aunque la exposicion a ADR indujo modificaciones fenotipicas en las células T,
aumentando significativamente la frecuencia de linfocitos T con fenotipo de célula activada
CD69+*CD44+*CD62L-CD45Rb". Una circunstancia similar se repiti6 en el caso de las células
dendriticas, que en los ratones tratados con ADR muestran un fenotipo maduro, caracterizado por
la expresion de IA® (MHC de clase Il) y de la molécula co-estimuladora CD80 (B7.1). La falta de
un incremento en el ndmero absoluto de linfocitos intraparenquimatosos, a diferencia de los
resultados observados en el BALF, puede deberse a que, junto a las células que infiltran el

parénquima, tras digestion completa del pulmén se recogen también aquellas presentes en los



Discusién | 143

vasos sanguineos, dado que en los pulmones obtenidos sélo se habia realizado un lavado

bronquioalveolar pero no del arbol vascular, lo cual podria distorsionar los resultados.

Estudios fenotipicos de las células obtenidas en el BALF tras la administracion
intratraqueal de Bleomicina muestran que, al igual que ocurre con ADR, la respuesta inflamatoria
comienza con un infiltrado agudo de neutréfilos, seguido por la transicion a una inflamacion
cronica predominantemente linfocitica (Chandler et al., 1983), (Thrall and Barton, 1984), (Izbicki
et al., 2002), (Oikonomou et al., 2006); exhibiendo ambas poblaciones un fenotipo de célula
activada (Karpel et al., 1989), (Tarnell et al., 1992). Ademas, el estudio de los linfocitos presentes
en el parénquima pulmonar en ratas tratadas con Bleomicina revela que el ratio CD4:CD8 normal
(1:1) se vi6 incrementado a los 7 dias tras la inoculacién a 2:1, revirtiéndose a 1:2 en etapas
posteriores del proceso de la enfermedad. Curiosamente, el incremento en la poblacién de
células T efectoras ocurre en el momento en que la sintesis de coladgeno esta siendo muy activa.
En cambio, coincidiendo con la disminucidon del colageno tisular, en etapas tardias de la
enfermedad, se produce un aumento en el numero de células T supresoras (Kumar, 1984), (Thrall
and Barton, 1984). En nuestro modelo de fibrosis pulmonar por ADR, el andlisis del BALF se
centrd en la fase de inflamacion aguda, por lo que las células T-CD4* y T-CD8* con fenotipo de
células activadas que detectamos seran, en su mayor parte, células efectoras. Por otro lado, no
se conoce mucho del papel de las células B en la fibrosis pulmonar humana, si bien tras la
instilacién de Bleomicina se ha demostrado un aumento en el nimero de células B tanto a nivel
tisular como en el BALF (Thrall and Barton, 1984), (Izbicki et al., 2002) y se han descrito
agregados de estas células en biopsias pulmonares de pacientes con FPI (Wallace et al., 1996).
Asimismo, se ha observado que el porcentaje de macrofagos en el BALF de animales tratados
con Bleomicina disminuye de forma considerable en comparacién con los animales control
tratados con salino, en los que el espacio alveolar se encuentra poblado principalmente por estas
células. A pesar de esta disminucidbn numérica, el porcentaje de macrofagos que expresan
moléculas MHC de clase Il esta significativamente elevado tras el tratamiento con Bleomicina,
indicando que estan activados y que participan en la presentacion de antigenos (Struhar et al.,
1990). Todos estos datos reflejan que la fase de inflamacion aguda inducida tras la administracion
de ADR tiene un marcado paralelismo con la cascada inflamatoria inicial que conduce a la fibrosis

pulmonar tras instilacién de Bleomicina.

Con objeto de profundizar en el conocimiento molecular de los fenédmenos inmunolégicos
gue acontecen en el pulmén tras la administracién intrabronquial de ADR se analizé la expresion
de diferentes citocinas pro- y anti-inflamatorias, mediante RT-PCR cuantitativa, en el ARN

extraido del parénquima pulmonar. Estos estudios se llevaron a cabo tanto en la fase inicial de la
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FP inducida por ADR (dia 7) como en la fase de inflamacién establecida y comienzo de las

lesiones fibroticas (dia 14 tras instilacion de ADR).

En primer lugar se evalud la expresion tisular de citocinas pro-inflamatorias IL-13, IL-6,
GM-CSF y TNF-a. Estas citocinas, caracteristicas de la respuesta inmune innata, son secretadas
principalmente por monocitos/macréfagos. Los resultados obtenidos son similares a los referidos
previamente en pacientes con FPI y en modelos de fibrosis pulmonar, indicando un importante
aumento en la expresion de estas citocinas en los dos puntos evolutivos estudiados, siendo TNF-
a la citocina que mas incremento su expresion en la fase aguda post-instilacion de ADR. En este
sentido, en la patogénesis de la FPI se ha implicado la producciéon inadecuada de TNF-q,
principalmente por incremento en su produccién por las células epiteliales alveolares (Nash et
al., 1993), (Piguet et al., 1993a), (Hasegawa et al., 1997), (Ziegenhagen et al., 1998). Asimismo,
determinados polimorfismos en el gen de TNF-a se han asociado con un aumento del riesgo a
desarrollar la enfermedad (Whyte et al., 2000). Ademas, numerosos estudios en modelos
animales muestran que tanto a los 5 como a los 15 dias de la instilacién intratraqueal o sistémica
de Bleomicina hay un incremento en los niveles tisulares de TNF-a, IL-13 e IL-6, tanto de proteina
como de ARNm (Piguet et al.,, 1989), (Piguet et al., 1990), (Phan and Kunkel, 1992),
(Gurujeyalakshmi and Giri, 1995), (Santana et al., 1995), (Thrall et al., 1997), (Ortiz et al., 1998).
En concordancia con estos resultados, la neutralizacién de TNF-a con anticuerpos monoclonales
(Piguet et al., 1989), (Giri et al., 1993) o con formas solubles de los receptores de TNF-a (p75 y
p55) (Piguet et al., 1993b) y el tratamiento con antagonistas del receptor de IL-1B (Piguet et al.,
1993b) logran prevenir o atenuar el desarrollo de neumonitis inducida por Bleomicina en ratones.
De igual modo, ratones tnf” estan completamente protegidos del desarrollo tanto de inflamacién
(con ausencia de cualquier célula inflamatoria) como de fibrosis pulmonar en respuesta a la

administracidn intravenosa de Bleomicina (Oikonomou et al., 2006).

Por otro lado, se ha detectado un aumento en la expresién de GM-CSF tanto en el BALF
de pacientes con FPI como en ratones con fibrosis pulmonar inducida por Bleomicina, dirigiendo
el reclutamiento de fagocitos mononucleares y la produccién de la quimiocina CCL-2 (MCP-1)

con efecto sobre estas células (Baran et al., 2007).

Todos estos datos, junto con el aumento de las poblaciones propias de la inmunidad
innata (macrofagos, granulocitos, células NK y células dendriticas) detectado en el BALF tras la
instilacion de ADR, respaldan el papel central de las células de la inmunidad innata en la FPA.
Por otra parte, el incremento en la produccion de estas citocinas pro-inflamatorias en las vias

aéreas inflamadas actuaria promoviendo el infiltrado de neutrdfilos.
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La intervencion de las células de la inmunidad innata en las reacciones inflamatorias ha
adquirido una especial relevancia tras la descripcion de las plataformas moleculares citosolicas
denominadas inflamasomas y las posibles consecuencias derivadas de una activacion aberrante
de las mismas. En concreto, el inflamasoma de NALP3 se ha implicado en enfermedades
pulmonares fibrosantes como la silicosis y la asbestosis (Cassel et al., 2008), (Dostert et al.,
2008), (Martinon et al., 2009). Por un lado, la estimulacién in vitro de macréfagos con
microcristales, como el silice o el asbesto (amianto), resulta en una activacion de la caspasa-1 a
través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (Hornung et al., 2008), (Franchi et al.,
2009). Ademas, se ha demostrado que los macréfagos peritoneales de animales deficientes en
distintos componentes del inflamasoma NALP3 son incapaces de secretar las citocinas pro-
inflamatorias IL-1p e IL-18 en respuesta a ambas sustancias (Cassel et al., 2008). Por otro lado,
estudios in vivo con ratones deficientes en ASC y en NALP3 demuestran que la inflamacién
pulmonar y la deposicidn de colageno tras la exposicion a silice o Bleomicina se haya reducida
en comparacion con las lesiones encontradas en los ratones sin estos defectos (Gasse et al.,
2007), (Cassel et al., 2008).

En los experimentos llevados a cabo en el modelo de FP por ADR observamos, en primer
lugar, que ADR es capaz de inducir una rapida activacion in vitro de macréfagos derivados de
médula 6sea (BMDM). Este efecto, detectable a los 5 minutos de incubacion y que alcanza su
cénit transcurridos 15 min, esta relacionado con la activacion del factor de transcripcion NFkB.
Por otro lado, la misma dosis de ADR induce un aumento en la cantidad de ROS intracelular en
estos macréfagos. Dicho aumento es especifico de la presencia de ADR, ya que el tratamiento
complementario con Apocynin, un inhibidor de la NADPH oxidasa, provoca la disminucion de
radicales libres hasta niveles similares a los detectados en las células sin tratar. Estos resultados
se ajustan a los datos obtenidos en pacientes con FPI que revelan un importante desequilibrio en
las especies reactivas de oxigeno en el pulmén, probablemente causado por un incremento de la
produccién de factores oxidantes por células inflamatorias (neutréfilos, monocitos y macréfagos),
células del parénquima y la deficiencia de glutation extracelular (Kinnula et al., 2005). Ademas, un
exceso de estrés oxidativo provoca efectos deletéreos que podrian contribuir a la patogénesis de
la FPI, incluyendo la activacion de cascadas de sefializacion sensibles a reduccién-oxidacion,
cambios en la expresion de citocinas y quimiocinas, modificacion del balance entre proteasas y
anti-proteasas, induccion de apoptosis y activacion de fibroblastos (Walters et al., 2008). Por otro
lado, la presencia de agentes exdgenos, como el asbesto, la silice, la radiacién ionizante y la
Bleomicina, pueden causar fibrosis pulmonar en modelos animales, a través de la produccion de
ROS (Hoshino et al., 2003), (Janssen et al., 1993), (Nakamura et al., 1997). Estudios realizados

con estos modelos demuestran que la exposicion al agente externo no sélo es capaz de
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incrementar la carga oxidativa en el pulmén sino que el tratamiento con antioxidantes es capaz
de proteger de la enfermedad in vivo. Los antioxidantes mas ampliamente utilizados en estos
modelos incluyen glutation, N-acetilcisteina (NAC) y superéxido dismutasa (SOD). De forma
notable, el tratamiento con NAC disminuye significativamente la reaccién inflamatoria primaria, la
deposicién de colageno y la progresién de fibrosis pulmonar en el modelo de Bleomicina
(Hagiwara et al., 2000), (Mata et al., 2003), (Serrano-Mollar et al., 2003). Ademas, el tratamiento
con SOD vy sus derivados induce una reduccion del estrés oxidativo, la inflamacion pulmonar y el
desarrollo de fibrosis en un amplio rango de modelos animales (Tamagawa et al., 2000), (Oury et
al., 2001), (Bowler et al., 2002), (Vujaskovic et al., 2002), (Kinnula and Crapo, 2003), (Fattman et
al., 2003), (Day, 2004).

Baséandonos en la demostracion de que ADR es capaz de activar in vitro a los BMDM via
NFkB, induciendo la produccién de especies reactivas de oxigeno, y de que in vivo la induccién
de fibrosis por ADR conlleva un aumento de la expresion génica de IL-1[3, decidimos evaluar la
implicacion del inflamasoma NALP3 en dicho proceso. Para ello partimos de la descripcion previa
de que la activacion celular a través de ligandos de TLRs o de receptores citosolicos como NOD-
1 o NOD-2 produce una primera sefial consistente en el aumento de produccion de pro-IL-1(3
(inmadura) (31 kDa), a través de la cascada de sefalizacion de NFkB y la translocacion al nucleo
del factor de transcripcion AP-1 (Lee and Kim, 2007), (Becker and O'Neill, 2007), (Couillin et al.,
2009), (Harder et al., 2009), (Gong et al, 2010). Posteriormente, en presencia de ATP
extracelular se generaria una sefial de peligro (segunda sefial) a través de otros receptores de la
familia de NLRs, NALP3, capaz de activar el inflamasoma de su mismo nombre, promoviendo la
activacion de caspasa-1 y la consecuente maduracion de IL-1B3, con la apariciébn de su forma
activa de 17 kDa (Martinon et al., 2002). Sin embargo, nuestros resultados tras incubar BMDMs
con ADR no pudieron demostrar la produccion de IL-1B (en cualquiera de sus formas) ni la
activacion de la caspasa-1. Ademas, la ADR tampoco fue capaz de promover el ensamblaje del
inflamasoma inducido por el flujo de K* a través del receptor P2x7, al contrario de lo que ocurre
tras la adicién de ATP extracelular. Esta ausencia de activacion de NALP3 y del procesamiento de
IL-1B in vitro puede deberse a que los macrofagos derivados de la médula 6sea pueden
representar una subpoblacién macrofagica mas inmadura que los macréfagos periféricos con un
umbral de activacién reducido; lo que ademas puede explicar el incremento que detectamos en la
expresion génica de IL-1B en el pulmén. Por lo que obviamente no podemos descartar la

implicacion de NALP3 en el desarrollo de la FP inducida por ADR in vivo.

Dado que un componente relevante en las lesiones tisulares del pulmon tras la instilacion

de ADR es la fibrosis, se evalud también la expresion de citocinas pro-fibréticas. En los dias 7 y
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14 tras administracion de ADR se evidencié un aumento en la expresion de TGF-B1, TGF-B2 y
TGF-B3 siendo esta Ultima la citocina en la que observamos una diferencia estadistica mas
significativa. La expresion diferencial de las tres isoformas de TGF-B durante el desarrollo de
fibrosis pulmonar por ADR sugiere que cada una de ellas podria tener funciones diferentes in
vivo. A pesar de que TGF-B1 contribuye activamente a la fibrosis desarrollada en pacientes con
FPI, el papel que cumplen TGF-f2 y TGF-B3 en la patologia de la fibrosis pulmonar es
controvertido. Varios estudios sugieren que TGF-B1 es la dominante (Khalil et al., 1996b), (Khalil
et al., 1996a), (Coker et al., 1997), (Gorelik and Flavell, 2002), mientras que otros (Santana et al.,
1995) proponen que todas estas isoformas estan implicadas por igual. En este ultimo caso, se
demostro que las tres isoformas se distribuyen de manera similar en el pulmén de ratas sanas,
englobando las vias aéreas, los vasos sanguineos, el parénquima pulmonar y los macréfagos
alveolares. Durante la fase inflamatoria (5-7 dias después de la administracion de Bleomicina) las
areas dafadas presentaron un aumento de expresion tanto del ARNm como de la proteina de las
tres isoformas, teniendo predominio en las células parenquimales y en los macréfagos alveolares.
En cambio, a medida que avanzaba el proceso fibrético, entre los dias 10 y 14, este patron se
modificé incrementandose la expresion de las tres isoformas en el epitelio bronquial, en estrecha
asociacion con un aumento en la intensidad de la reaccién inmunoldgica. Por otro lado, estudios
in vitro de dosis-respuesta con Bleomicina muestran un incremento de TGF-f31, tanto a nivel de
transcripcion, como de expresion génica y de produccion de proteina (Breen et al., 1992). A
pesar de que todas las isoformas de TGF-B inducen la sintesis de pro-colageno por fibroblastos
pulmonares en presencia de Bleomicina, TGF-3 fue la isoforma predominante en este ensayo v,

ademas, fue capaz de reducir la degradacién intracelular de pro-colageno (Breen et al., 1992).

Los macrdfagos alveolares aparecen como la fuente principal de casi todas las formas
activas de TGF-f3 implicadas en la fibrosis pulmonar inducida por Bleomicina (Khalil et al., 1996a).
Sin embargo, también se ha demostrado que la fibrosis puede obedecer a mecanismos
independientes de Smad/TGF-B1, tanto en el pulmén como en otros tejidos (Ashcroft et al.,
1999), (Ma et al., 2003), (Kaviratne et al., 2004) sugiriendo que otros mediadores profibroticos
como IL-4, IL-5, IL-13 e IL-21 pueden actuar de forma independiente a la ruta de sefalizacién de
TGF-B/Smad en la estimulacion de la sintesis y deposicién de colageno. Por otro lado, diversos
autores han detectado un aumento en la patologia pulmonar cuando la via Smad/TGF- esta
blogueada (Nakao et al., 2000), (Hansen et al., 2000), indicando que TGF-B puede actuar tanto
suprimiendo como induciendo la remodelacion tisular en funcién del escenario en el que se
desarrolle la reaccion inflamatoria. De este modo, la fuente celular de TGF-3 parece ser critica,
ya que el TGF-B1 derivado de los macréfagos tiene mas actividad profibrética (Lee et al., 2001a)

qgue el TGF-B1 derivado de células T, cuyo papel supresor parece mayor (Kitani et al., 2003). Esto
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es debido a que en los linfocitos T las propiedades fibrogénicas de TGF-B1 pueden ser
controladas por la co-secrecién de IL-10, sugiriendo que el efecto anti-fibrético de IL-10 es
dominante sobre el efecto pro-fibrético de TGF-1, y protegiendo al animal del desarrollo de
fibrosis (Kitani et al., 2003). En nuestro caso, el aumento en los niveles de expresién de TGF-3
tras la administracion de ADR se detectd sobre el tejido pulmonar completo, por lo que no
podemos atribuir esta produccién a una poblacion celular concreta. Aun asi, parece claro que las
tres isoformas de TGF-B, -1, -2 y -3, estarian participando en la patogenia de la enfermedad,
estimulando la proliferacion de fibroblastos y miofibroblastos, con la consecuente acumulacion de
colageno; si bien TGF-B3 parece ser la isoforma dominante en nuestros ratones inyectados con
ADR. Por otro lado, el tratamiento con un AcM anti-TGF-3 en ratones tratados con ADR reduce
significativamente el desarrollo de las lesiones fibréticas, tanto desde el punto de vista histolégico
como en la expresion de colageno |, demostrando que TGF-3 actia como mediador de la fibrosis
en nuestro modelo de FPA, lo que concuerda con lo descrito en el modelo de fibrosis pulmonar
por Bleomicina (Breen et al., 1992), (Giri et al., 1993), (Khalil et al., 1996a), (Cutroneo et al.,
2007), (Manali et al., 2011).

Finalmente, se evalud en el tejido pulmonar la expresién de diversas citocinas y de los
factores de transcripcion que definen a los diferentes subtipos funcionales de linfocitos T-CD4*
efectores (TH1, TH2, TH17) y T-reguladores. Cuando estudiamos la expresion de las citocinas de
la respuesta TH1 se observa un aumento tanto de la citocina efectora IFN-y como de la citocina
inductora IL-12; si bien, IFN-y aumenta tanto a dia 7 como a dia 14, mientras que IL-12 se
sobreexpresa s6lo en etapas tardias del proceso fibrético (dia 14). Ademas, encontramos un pico

en la expresion del factor de transcripcion T-bet en el 7° dia tras administracién de ADR.

Los resultados publicados en el modelo de induccién de fibrosis pulmonar por Bleomicina
en ratones B6, con respecto a la expresion de IFN-y son contradictorios. Asi, algunos autores
describen un aumento significativo en la expresion de IFN-y en el parénquima pulmonar y en
BALF en relaciéon con el aumento en la inflamacidn tisular y con el grado de severidad clinica
(Izbicki et al., 2002), (Segel et al., 2003). Ademas, en los ratones ifn’- inyectados con Bleomicina
la infiltracién del parénquima pulmonar y la acumulaciéon de colageno fueron mucho menos
marcados que en los controles WT (Chen et al., 2001). En este mismo sentido, el tratamiento con
un AcM anti-IL-12 fue capaz de reducir el grado de inflamacion y fibrosis inducido en el tejido
pulmonar por la administracion de Bleomicina (Maeyama et al., 2001). En conjunto, estos
resultados sugieren que el IFN-y y la IL-12 median, al menos parte, la inflamacion y fibrosis
inducidas por Bleomicina y se ajustan a los encontrados en nuestros ratones tras la

administracion intratraqueal de ADR. En cambio, otros estudios de fibrosis pulmonar (Xu et al.,
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2006) y de fibrosis cutanea (Lakos et al., 2006) inducidas por administracién local de Bleomicina
en ratones t-bet” muestran el desarrollo de lesiones fibréticas mas severas que en los animales
WT. Ademas, en ambos casos, este aumento de fibrosis se asocié con una elevada produccién
de las citocinas de perfil TH2 (IL-4, IL-5 e IL-13), una disminucién en la produccion de IFN-y y una
expresion aumentada de TGF-B. Estos resultados sugieren, al contrario de lo detectado en
nuestros ratones tras la inoculacién de ADR, que la via de T-bet confiere resistencia a la fibrosis
inducida por Bleomicina; desempefiando un papel fisiolégico en la regulacién de la reparacion
tisular, al promover una respuesta de perfil TH1 que impide la acumulaciéon excesiva de matriz
extracelular. En cualquier caso, el aumento en la expresion de IFN-y encontrado puede deberse,
ademas, al hecho de que esta citocina no se produce exclusivamente por células TH1, siendo

una fuente importante de ella las células T-CD8*y NKs.

Con respecto a las citocinas caracteristicas de la repuesta TH2, tanto la expresion de la
citocina inductora (IL-4) como de las citocinas efectoras (IL-4 e IL-13) y del factor de transcripcion
GATA-3 estan aumentados de forma muy significativa con respecto a los controles que no
recibieron ADR. Hay que tener en cuenta que estas citocinas ademas pueden ser secretadas por
otros tipos celulares, siendo una fuente importante de IL-4 las NKTs y de IL-13 las DCs,
macrofagos, baséfilos, eosindfilos y NKs (Wills-Karp, 2004), (Voehringer et al., 2006), (Kim et al.,
2008). De forma similar, la administracion de Bleomicina por via intratraqueal estimula la
produccién de IL-13, aunque su pico maximo de expresion se observa a dia 12 (tanto en el
ARNmM como en la proteina) tras su administracion en vez de a dia 7 como observamos en

nuestro modelo con ADR.

Muchos estudios muestran que las citocinas tipo TH2 derivadas de diferentes poblaciones
celulares estan involucradas en una gran variedad de enfermedades fibréticas (Ong et al., 1999),
(Hoffmann et al., 2001), (Sandler et al., 2003), (Wynn, 2004), (Lakos et al., 2006), (Aliprantis et
al., 2007), entre ellas la FPI (Furuie et al., 1997). En este sentido, se han encontrado niveles
elevados de IL-4 e IL-13 en BALF y pulmén de pacientes con FPI (Emura et al., 1990), (Wallace
et al., 1995), (Hancock et al., 1998), (Wallace and Howie, 1999); existiendo una correlacion entre
los niveles tisulares de IL-13 y la progresion y severidad de la enfermedad (Wallace et al., 1995),
(Hancock et al., 1998), (Wallace and Howie, 1999), (Golec et al., 2008). Estas dos citocinas
comparten muchas actividades funcionales ya que ambas utlizan la misma cascada de
sefializacion; IL-4Ra/Stat6é (Zurawski et al., 1993). Sin embargo, con el desarrollo de ratones
deficientes y transgénicos para IL-13 (McKenzie et al., 1998), (Zhu et al., 1999), y la utilizacion de
antagonistas de IL-13 (Donaldson et al., 1998), (Chiaramonte et al., 1999), se han descubierto

funciones Unicas y no redundantes para estas dos citocinas en humerosos modelos. Asi, estudios
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en los que se inhibian IL-4 e IL-13 de forma independiente revelaron que IL-13 es la citocina
efectora dominante en muchos modelos experimentales de fibrosis, incluyendo la fibrosis
pulmonar por Bleomicina (Chiaramonte et al., 1999), (Blease et al., 2001), (Kumar et al., 2002),
(Kolodsick et al., 2004), (Aliprantis et al., 2007), (Keane et al., 2007). Ademas, la sobreexpresién
de IL-13 en el pulmdn induce por si sola en los ratones un aumento significativo de la fibrosis en
las mucosas de las vias aéreas, en ausencia de cualquier estimulo inflamatorio adicional
(Poynard et al., 2003); mientras que diversos métodos de inhibicién de IL-13 son efectivos en el
control de la sintesis de colageno inducida por Bleomicina (Belperio et al., 2002), (Fichtner-Feig|
et al., 2006), (Jakubzick et al., 2003).

Como se menciond anteriormente, existen evidencias de que las citocinas TH2 cooperan
con TGF-B en la induccion de fibrosis. En este sentido, experimentos realizados por S. Fichtner-
Feigl sugieren que la fibrosis pulmonar conducida por TGF-B1 en algunos casos podria ser
dependiente de la sefializacion mediada por IL-13 a través del receptor IL-13Ra2 (Fichtner-Feig|
et al., 2006), que originariamente se describié como un receptor “sefiuelo” para IL-13, capaz de
participar en la inhibicién de la fibrosis (Chiaramonte et al., 1999), (Wood et al., 2003); mientras
que dos estudios independientes de C.G. Lee (Lee et al.,, 2001a) y S. Lanone (Lanone et al.,
2002) reflejan que IL-13 es capaz de inducir la produccion por los macrofagos de la forma
“latente” TGF-f31, al mismo tiempo que estimula la produccion de proteinas que degradan las LAP
(proteinas asociadas a latencia), resultando indirectamente en la generaciéon de la forma activa
de TGF-B. En base a estos datos, y dado que a los 7 dias de la administracion de ADR
detectamos un incremento muy importante en los niveles tisulares de IL-13 en consonancia con
un aumento en la expresién de todas las isoformas de TGF-B, no podemos descartar la
implicacion de este mecanismo en la patogenia de la FPA. Ademas, tras la instilacion de ADR,
tanto la subpoblacién TH1 como TH2 aparecen aumentadas, sin predominio aparente de ninguna
de ellas sobre la otra ni la presencia del desequilibrio persistente TH1/TH2 atribuido a la
progresion de la fibrosis pulmonar. Por tanto, el siguiente paso fue cuantificar la expresion tisular
de las citocinas y el factor de transcripcion caracteristicos de la subpoblacion TH17 en el contexto
de la FPA. En este sentido, Wilson y cols. (Wilson et al., 2010) sugieren que el desarrollo de
fibrosis inducida por Bleomicina depende mas de la via de IL-17a que de la via de IL-13, aunque

no esta clara la razén de esta discrepancia en los resultados.

Al evaluar el perfil de respuesta TH17, observamos un aumento en la expresién del factor
de transcripcion RORYyT, de las citocinas inductoras (IL-6 y TGF-B1) y de las citocinas efectoras
(IL-17a e IL-21). También esta aumentada la expresién de la IL-23, citocina esencial para la

supervivencia de la poblacién TH17. Diveu y cols. describieron en 2009 que la citocina IL-27 es
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capaz de inhibir la producciéon de IL-17a e IL-17f a través de la supresién del factor de
transcripcion RORYyT, especifico de la poblacion TH17, de una manera dependiente de STAT-1
(Diveu et al., 2009). Cabria esperar, por lo tanto, que el aumento en la expresion de dicho factor
de transcripcion se correlacionase con una disminucién en la expresion de IL-27, aspecto que
nuestros resultados confirman en los pulmones de los ratones tratados con ADR, a los 14 dias de
instilar el farmaco. No obstante, 7 dias antes habiamos encontrado un aumento en la expresion
de esta citocina, que podriamos justificar, por una parte, por el hecho de que RORyT muestra una
baja expresion y, por otra, porque IL-27 participa en el inicio de la diferenciacion a TH1, a través
de la induccion de T-bet (Takeda et al., 2003), cuyo pico de expresion se produce también el dia

7° en nuestros ratones.

Se ha especulado sobre el papel de las células TH17 en la patogénesis de enfermedades
inflamatorias pulmonares como el asma severo, ya que promueven el reclutamiento y
supervivencia de neutréfilos (Nembrini et al., 2009). Ademas, un estudio de K. Kurasawa en
pacientes con escleroderma muestra un incremento en los niveles de expresion de IL-17 tanto en
suero como en las células T de piel y pulmén (Kurasawa et al., 2000), indicando que la sobre-
produccién de IL-17 podria jugar un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Ademas,
estudios realizados con ratones il17a” muestran que esta citocina es esencial para el desarrollo
de fibrosis inducida por Bleomicina (Wilson et al., 2010). No obstante, este aumento en la
expresion de la citocina podria ser circunstancial, y no prueba inequivocamente el papel
patogénico de las células TH17 en el desarrollo de la enfermedad. Asi, la citocina IL-17 no deriva
Unicamente de las células TH17, si no que puede ser producida también por otros tipos celulares,
incluyendo células NKT, macréfagos, neutréfilos y células Tyd, siendo esta ultima la mayor fuente
de IL-17 (Ferretti et al., 2003), (Michel et al., 2007), (Gu et al., 2008), (Roark et al., 2008). En este
sentido, estudios recientes demuestran que las células Tyd pulmonares, y no las células TH17,
son la fuente principal de IL-17a tras la primera infeccion con Mycobacterium tuberculosis en
ratones (Lockhart et al., 2006). De igual modo, Braun RK y cols (Braun et al., 2008) describieron
gue en el modelo de FP por Bleomicina las células Tyd eran la principal fuente de IL-17, si bien,
los ratones deficientes en el receptor Tyd mostraban una reduccion significativa de la infiltracion
celular en las vias respiratorias y en la expresion de IL-6 en el pulmén, acompafado de un
retraso en la reparacion tisular y un aumento de los depdsitos de colageno en el intersticio
pulmonar; indicando que la IL-17 secretada por estas células media la inflamacién pulmonar pero
no el desarrollo de fibrosis en este modelo. Por ultimo, el incremento en la produccion de
citocinas tales como TGF-3, IL-6 e IL-1[3 (Bettelli et al., 2006), (Acosta-Rodriguez et al., 2007) en
las vias aéreas inflamadas tras la instilacion de ADR podria actuar como un soporte adicional in

situ para la diferenciacion de las células T-CD4* hacia el fenotipo TH17, provocando una marcada
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infiltracién por neutréfilos y el establecimiento de un cuadro inflamatorio que podria favorecer el

desarrollo de fibrosis.

En base a esto, decidimos evaluar en ratones IL-17R-KO la reaccion fibrética
desencadenada tras la administracion endotraqueal de ADR. Ademas, el experimento se combind
con el tratamiento de algunos grupos de ratones (WT y IL-17R*) con un AcM bloqueante de IL-6,
citocina inductora del fenotipo TH17. Tanto el andlisis anatomopatolégico como la cuantificacion
de la expresion de colageno | mostré hallazgos similares en todos los grupos experimentales, si
bien el tratamiento con anti-IL-6 en ambas estirpes (B6 e IL-17R-KO) mejoré la curva de
mortalidad. Estos datos indican que estas citocinas aparentemente no son las responsables
Unicas del proceso inflamatorio aunque el efecto sobre la mortalidad sugiere que estan

parcialmente implicados.

En paralelo con el aumento en la actividad TH17 hay un aumento en la expresion de los
factores asociados a las células T-reg, tanto en las citocinas IL-2 y TGF-$ (inductoras) e IL-10
(efectora) como en el factor de transcripcidn FoxP3. Las células Treg tienen un papel emergente
en la patogenia de diversas enfermedades como el asma (Akdis and Akdis, 2009), la FPI
(Kotsianidis et al., 2009) y la fibrosis renal (Mittal et al., 2009); si bien, los datos obtenidos tras la
utilizacién de diversos modelos murinos son contradictorios. Se ha identificado a las células Treg
CD4+*CD25* como las principales productoras de IL-10, una citocina inmunosupresora capaz de
regular respuestas inflamatorias cronicas a través de muchos mecanismos (Moore et al., 2001).
En humanos, IL-10 suprime significativamente la sintesis de colageno tipo | en fibroblastos
derivados de tejido cicatricial (Wangoo et al., 1997), indicando que puede inhibir la fibrosis de
forma directa (Wang et al., 1998). Ademas, al contrario de nuestros resultados en FPA, en
correlacion con una mayor severidad de la enfermedad Kotsianidis y cols. muestran que
pacientes con FPI presentan niveles reducidos de linfocitos Treg, en comparacion con voluntarios
sanos, tanto en el BALF como en la sangre circulante (Kotsianidis et al., 2009). En concordancia
con esto se ha observado que IL-10 es capaz de modular la fibrosis en numerosos modelos
murinos (Wynn et al., 1998), (Hesse et al., 2004), (Mu et al., 2005), (Hoffmann et al., 2000),
incluido el modelo de fibrosis pulmonar por instilacion de Bleomicina (Holsti et al., 2004). No
obstante, algunos estudios presentan resultados dispares. Asi, se ha descrito, por un lado, que
ratones deficientes en IL-10 o con una expresion reducida de IL-10 en el pulmén estdn mas
predispuestos a padecer fibrosis pulmonar, con una elevada inflamacion local, tras exposicién a
la radiacion ionizante (Haase et al., 2007). Asimismo, el tratamiento con IL-10 reduce
significativamente la fibrosis pulmonar por Bleomicina en ratones (Thompson et al., 1998), (Louis
et al.,, 1998), (Arai et al., 2000), (Demols et al., 2002), (Nakagome et al., 2006). Ademas, la
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administracién de un plasmido que sobre-expresa TGF-B1 en dicho modelo, induce la generacion
de una poblacion de células Treg productoras de TGF-B1 e IL-10, reduciendo la fibrosis. Este
plasmido no tiene efecto en ratones deficientes en IL-10, lo que indica que esta citocina juega un
papel clave en esta actividad supresora (Kitani et al., 2003). En contraste, estudios realizados por
R.L. Kradin en el modelo de Bleomicina muestran que ratones deficientes en IL-10 no estan
protegidos de padecer la enfermedad, presentando un incremento de la inflamacién pulmonar, lo
que sugiere que IL-10 tiene un papel modulador de la respuesta inflamatoria pero no de la
respuesta fibrética (Kradin et al., 2004). Finalmente, Lee y cols. muestran que ratones
transgénicos que sobre-expresan IL-10 de forma crénica en el pulmén tienen un considerable
efecto pro-fibrético, con remodelacion de las vias aéreas a través de un mecanismo tanto
dependiente como independiente de IL-13 (Lee et al., 2002); ya que un aumento de expresion de
IL-10 es capaz de estimular la produccion de IL-13, que juega un papel critico en la
hipersecrecidbn mucosa en las vias aéreas (caracteristica de trastornos respiratorios como el
asma, la bronquitis cronica vy fibrosis quistica) a través de un mecanismo dependiente de IL-4Ra/
Stat-6, pero no en la respuesta inflamatoria o la fibrosis en estos animales. Esto se apoya en el
hecho de que la fibrosis tisular inducida por IL-10 no se ve disminuida en ausencia de IL-13, Stat-
6 o IL-4Ra. Ademas, la sobre-expresion de IL-10 estimula la acumulacién de TGF-B1 a través de
una via independiente de IL-13/Stat-6; lo que indica que la IL-10 promueve fibrosis tisular, al
menos en parte, a través de la induccion de TGF-1 (Lee et al., 2002). Por otro lado, la expresion
del factor de transcripciéon Foxp3 en esta poblacion es también esencial para la produccion de
TGF-B que, junto con IL-10, controlan la funcién celular de las Treg a través de diversos
mecanismos (Moore et al., 2001); y cuya expresion encontramos aumentada de forma

considerable en el pulmén de los ratones tratados con ADR.

Por tanto, el papel real de las células Treg en el control o la induccién de la fibrosis
pulmonar tras instilacion intratraqueal de ADR en ratones es controvertido. Asi, no parece
incongruente considerar que el incremento en su numero obedezca a un mecanismo
compensador en el contexto de una respuesta global de todas las subpoblaciones de células T-
CD4, en especial las células TH17, ante un estimulo de una gran intensidad. Esta sefial de
peligro podria proceder de la destruccién masiva de células del epitelio bronquial tras irrumpir la
ADR en el arbol respiratorio. Por otro lado, también podria especularse que las células Treg, a
través de la produccion de TGF-3 o de IL-10, participen en la induccion y/o en el mantenimiento

de la reaccion fibrética.

Todos estos resultados parecen indicar que en la patogenia de la fibrosis por ADR

ninguna de las subpoblaciones T-CD4* parece ser esencial para el desarrollo de las lesiones
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fibréticas, ya que en este escenario los marcadores de actividad de todas las subpoblaciones
aparecen aumentados de forma generalizada. Si bien, dada la naturaleza y las funciones
biolégicas de las citocinas secretadas tampoco podemos concluir que su papel sea
absolutamente irrelevante y que su aparicion en el escenario inflamatorio se produzca como un
mero artefacto derivado de la evolucion de la patologia. De este modo, parece muy improbable
gue un solo tipo de célula, citocina o factor de crecimiento sea el responsable del fenotipo de la
fibrosis pulmonar, siendo mas plausible la interaccion entre numerosas citocinas y poblaciones

celulares.

En este sentido podriamos aventurarnos a decir que la reaccion inflamatoria
desencadenada durante la induccién de FPA, junto con la induccién de todas las citocinas
estudiadas en estos pulmones, sigue un patrén similar al descrito por Bringardner y cols. en su
“Hipotesis Plastica” (Bringardner et al., 2008). En ella sugieren que numerosos tipos celulares
tienen la capacidad de cambiar su patrén de diferenciacion y convertirse en otras células. Tal es
el caso de la flexibilidad y plasticidad que exhiben las poblaciones TH; si bien hay aspectos en los
que estas células parecen comportarse como linajes estables, existen evidencias que denotan
que estas poblaciones son capaces de cambiar su fenotipo con cierta facilidad, modificando su
patron de expresion de citocinas y de sus distintos factores de transcripcion (master genes) (Lee
et al., 2009), (Zhou et al., 2009a), (Zhou et al., 2009b), (O'Shea and Paul, 2010). En la misma
direccién, Wilson MS y cols. (Wilson et al., 2010) argumentan recientemente que la cinética de
IFN-y, IL-17a e IL-13 en las lesiones de fibrosis pulmonar inducida por administracion
intratraqueal de Bleomicina sugiere que la respuesta inflamatoria y fibrética esta asociada con un
tipo de respuesta TH1/TH17 en los estadios iniciales y una respuesta mixta TH1/TH17/TH2 en las

fases mas tardias, que podria ajustarse también a nuestro modelo.

La ultima parte del trabajo se centra en el estudio del posible papel que GPBP puede
jugar en la regulacién del proceso fibrético inducido tras la administracion de ADR vy la posibilidad
de validar a GPBP como una posible diana terapéutica en esta enfermedad. Varios motivos nos
llevaron a estudiar la implicacion de GPBP en la patogénia de la fibrosis pulmonar. En primer
lugar, GPBP-1 es capaz de unir y fosforilar el colageno de tipo IV (Raya et al., 1999). En segundo
lugar, la expresion de GPBP se regula positivamente por TNF-a (Raya et al., 2000), una citocina
que se ha implicado en la patogenia de la fibrosis pulmonar (Nash et al., 1993), (Piguet et al.,
1993a), (Hasegawa et al., 1997), (Ziegenhagen et al., 1998), (Bringardner et al., 2008). Ademas,
ratones NZW que desarrollan espontaneamente una glomerulonefritis mediada por
inmunocomplejos muestran un aumento en la expresién glomerular de GPBP-1 en asociacion

con la desorganizacién y expansion del colageno tipo IV de la MBG y depdsitos de IgA en las
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zonas donde dicha membrana basal se encuentra desdoblada (Revert et al., 2007). Por ultimo, la
sobre-expresion renal de GPBP-1 en ratones normales (C57BL/6) induce una
glomeruloesclerosis y depoésitos glomerulares de IgA, en ausencia de autoAcs circulantes,
cualitativamente similar, aunque menos severa, a la observada en los ratones NZW en ausencia
de autoAcs circulantes (Revert et al., 2007). El presente estudio constituye un punto de partida
para probar la implicacién de GPBP en la patogénia de la FP por ADR. Utilizando un modelo de
fibrosis tisular, la induccion de FP tras instilacion intratraqueal de ADR, demostramos que en
asociacion con la acumulacion de colageno de tipo | y tipo IV se observa un incremento en la
expresion pulmonar de GPBP tanto a nivel de ARNm como de proteina acompafiado de un
incremento en los niveles de GPBP-1 circulante. Aunque en nuestro estudio no hemos analizado
todavia la posible presencia de alteraciones ultraestructurales a nivel de la membrana basal
alveolar tras la induccion de FP por ADR ni si la expresion aberrante de GPBP en los pulmones
fibréticos se asocia a dichas alteraciones y/o co-localiza con los acumulos de colageno de tipo |,
el hecho de que el tratamiento con los dos AcM anti-GPBP-1 diferentes tenga un efecto
terapéutico similar al observado tras la inhibicion de TGF-f3, nos permite afirmar que GPBP-1 es

un factor clave en el desarrollo de esta enfermedad.

Otro aspecto que queda por dilucidar en el presente trabajo es el origen celular del GPBP-
1 observado durante la induccién de FP por ADR. En este sentido, es importante destacar que las
células RAW264.7 (una linea celular de macr6fagos murinos) son capaces de producir y secretar
GPBP-1 tras estimulacién con LPS y ADR (J. Saus, F. Revert, R. Merino Pérez, J. Merino Pérez,

F. Revert-Ros. Methods for treating and diagnosing disease. Utility Patent Application

PCT/EP2012/052923. Publication n® WO 2012/113785). Estos resultados nos llevan a especular
que los macréfagos, que han sido implicados en la patogenia de la FPI (Duffield et al., 2005), (Li
et al.,, 2011) y cuyo numero se ve fuertemente incrementado en el tejido pulmonar tras la
administracién de ADR, constituye una o incluso la fuente principal de GPBP-1 en los pulmones
fibréticos en respuesta al propio farmaco inductor del proceso y a estimulos tales como el TNF-a
u otras citocinas pro-inflamatorias, producidos y secretados por alguna de las multiples
poblaciones inmunocompetentes presentes en las lesiones. Estudios de induccién de FP por ADR
en ratones tras la eliminacién local de los macréfagos pulmonares (ej: tras administracién
intratraqueal de liposomas cargados con clodronate) (Weisser et al.,, 2012), nos ayudaran a

clarificar este aspecto importante.

El cribado de la quimioteca Prestwick Chemical Library®, compuesta por casi 900
moléculas organicas ya autorizadas para diferentes usos clinicos y, por lo tanto, con una toxicidad

escasa 0 nula, permitié la identificacion de dos compuestos, Pinacidil y Myricetin, capaces de
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inhibir GPBP in vitro. En nuestro estudio hemos evaluado la eficacia terapéutica de ambos
farmacos solos 0 en combinacién en el control de la FP por ADR. Los resultados fueron positivos
en ambos casos, mejorando clinicamente la evolucion del cuadro pulmonar inducido por
instilacién de ADR. Sin embargo, el efecto terapéutico de cada uno de los farmacos por separado
no se potencio significativamente cuando estos se aplicaron de forma conjunta (falta de
sinergismo). El efecto terapéutico se relaciond con las dosis de los farmacos pero, curiosamente,
la relacion dosis/efecto fue inversa. La dosis empleada inicialmente de cada farmaco fue aquella
que reproducia en el organismo completo del animal la concentracion con la que se inhibia el
efecto de la quinasa in vitro (0.245 mg/kg de Pinacidil y 0.34 mg/kg de Myricetin). Sin embargo, el
efecto terapéutico fue més evidente con dosis inferiores (0.082 y 0.027 mg/kg de Pinacidl y 0.11
mg/kg de Myricetin), mientras que con dosis superiores a las iniciales la eficacia fue
practicamente nula, o incluso tuvo un efecto perjudicial, al incrementar la mortalidad con respecto
al grupo control. La mejoria clinica se correlaciond con una marcada disminucién en la expresion
tisular de los colagenos de tipo | y tipo IV, siendo mas marcada en los grupos tratados con dosis

bajas de ambos farmacos.

Esta relacion inversa entre la dosis de los farmacos y su efecto en la fibrosis pulmonar
podria residir en los efectos pleiotrépicos de los farmacos. Sobre la base de que estos farmacos
se disefiaron inicialmente para otras indicaciones terapéuticas, hay que tener en cuenta que
estos productos son pequefias moléculas que pueden impactar en mdltiples mecanismos
bioldgicos. Pinacidil (Ci1sH2:NsO) es un compuesto quimico con capacidad permeabilizante de los
canales de potasio en las membranas (Gollasch et al., 1995). Indirectamente ocasiona una
reduccién del calcio intracelular que conduce a la relajacién del muasculo liso vascular. De ahi su
efecto vasodilatador y su propuesta inicial como farmaco anti-hipertensivo. Myricetin (CisH100s)
es un flavonoide natural, con propiedades antioxidantes, presente en frutas y vegetales. Forma
parte de los compuestos fenodlicos del vino tinto. A concentraciones elevadas incrementa la
captacién de LDL-colesterol por los fagocitos y ha sido propuesto como un producto beneficioso
en el cancer de prostata (Knekt et al.,, 2002). Adicionalmente, el tratamiento con las dosis
elevadas de estos farmacos podria ocasionar un efecto rebote incrementando la expresion y
actividad de GPBP a nivel pulmonar. En este sentido, hemos observado que la inhibicion de
GPBP-1 con el AcM mAb-14 se asocia con un incremento en los niveles de ARNm de GPBP en el

pulmén (datos no mostrados).

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio planteamos la idea de que una
desregulacion en la expresion de GPBP-1, secundaria al fenémeno inflamatorio, podria constituir

un mecanismo patogénico general en la fibrosis tisular. Asi, la sobre-expresion de GPBP-1
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resultaria en la desestructuracion de las membranas basales (alveolar, glomerular, endotelial,
etc.) (Revert et al., 2007) lo cual podria servir como la sefial de inicio del proceso fibrotico a
través de la induccién de fenémenos de TEM o TEndM (lwano et al., 2002), (Willis et al., 2005),
(Kim et al., 2006), (Hashimoto et al., 2010). Obviamente, se requieren experimentos adicionales

para verificar esta hipotesis.
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La administracion de ADR por via intratraqueal en ratones B6 desencadena en el pulmon
una serie de mecanismos inflamatorios inductores de fibrosis, que culminan en un
aumento de la expresién de colageno y, en Ultima instancia, en la obliteraciéon de los
alveolos; constituyendo un modelo de Fibrosis Pulmonar dosis — dependiente y con una

notable reproducibilidad de las lesiones histoldgicas, tanto inter- como intra-ensayo.

Estudios fenotipicos de las células obtenidas en el BALF y en la digestion del parénquima
pulmonar tras la administracion intratraqueal de ADR muestran que la respuesta
inflamatoria comienza con un infiltrado agudo de neutrdfilos y otras poblaciones celulares
caracteristicas de la inmunidad innata (macréfagos, granulocitos, células NK y células
dendriticas con un fenotipo maduro IAb*CD80%), seguido por la transicion a una
inflamacién crénica predominantemente linfocitica, con un ratio elevado de células T-
CD4*/CD8"; exhibiendo ambas poblaciones un fenotipo de célula activada
(CD69'CD44*CD62L CD45Rb).

De manera similar a lo descrito en pacientes con FPI, la instilacion intratraqueal de ADR
induce un aumento en la expresion de las citocinas pro-inflamatorias L-1p3, IL-6, GM-CSF
y TNF-q, caracteristicas de la respuesta inmune innata; siendo TNF-a la citocina que mas
incremento su expresion en la fase aguda post-administracion de ADR. Estos datos, junto
con el aumento de las poblaciones propias de la inmunidad innata detectado en el BALF,

respaldan el papel central de las células de la inmunidad innata en la FPA.

La ADR es capaz de inducir in vitro una rapida activacion de macrofagos derivados de
médula 6sea (BMDM), promoviendo la activacion temprana y transitoria del factor de
transcripcion NFkB. Ademas, dicha activacién se acompafia de un aumento en la cantidad
de ROS intracelular, especifico de la presencia de ADR. Sin embargo, BMDMs incubados
con ADR no mostraron produccion de IL-1B (en cualquiera de sus formas) ni activacion de
NALP3 in vitro; si bien, no podemos descartar la implicacién de este inflamasoma en el

desarrollo de la FP inducida por ADR in vivo.

La adminitracion de ADR induce un aumento en la expresion en las tres isoformas de la
citocina pro-fibrética TGF- estudiadas; si bien TGF-B3 parece ser la isoforma dominante
en nuestros ratones inyectados con ADR. Ademas, el tratamiento con AcM anti-TGF-3 en
estos ratones reduce significativamente el desarrollo de las lesiones fibréticas, tanto
desde el punto de vista histolégico como en la expresion de colageno |, demostrando que

TGF-B actia como mediador de la fibrosis en nuestro modelo.
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6. En la patogenia de la fibrosis por ADR ninguna de las subpoblaciones T-CD4" parece ser
predominante en el desarrollo de las lesiones fibréticas, ya que en este escenario los
marcadores de actividad de todas las subpoblaciones aparecen aumentados de forma
generalizada; sugiriendo que la respuesta inflamatoria y fibrética esta asociada con un
tipo de respuesta TH1/TH17 en los estadios iniciales y una respuesta mixta
TH1/TH17/TH2 en las fases mas tardias.

7. En nuestro modelo de induccion de FP tras instilacion intratraqueal de ADR, en
asociacion con la acumulacion de colageno de tipo | y tipo IV, se observa un incremento
en la expresion pulmonar de GPBP tanto a nivel de ARNm como de proteina acompafiado

de un incremento en los niveles de GPBP-1 circulante.

8. Tras la instilacion de FPA, el tratamiento con AcM anti-GPBP (mAb14 o N12) con efecto
blogueante especifico de la isoforma GPBP-1 indujo una disminucién significativa en la
severidad de las lesiones histolégicas, en correlaciéon con una reduccion importante en los
niveles de ARNm para colageno I. Adem4s, la supervivencia en estos ratones fue

significativamente mayor, destacando el grupo de N12.

9. Por Ultimo, la administracion de Pinacidil y Myricetin, solos o en combinacién, en el
modelo de FPA mejoré clinicamente la evolucion del cuadro pulmonar con una relacion
dosis/efecto inversa. Sin embargo, el efecto terapéutico de cada uno de los farmacos por
separado no se potencié significativamente cuando estos se aplicaron de forma conjunta
(falta de sinergismo). Ademas, este efecto terapéutico se correlaciond con una marcada
disminucion en la expresion tisular de los colagenos de tipo | y tipo IV, siendo mas

marcada en los grupos tratados con dosis bajas de ambos farmacos.
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