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ABREVIACIONES 

 

ANOVA Análisis de Varianza 

CTGF Factor de crecimiento de tejido conectivo 

CTLA-4 Antígeno de linfocito T citotóxico 

ET-1 Endotelina-1 

FITC Isotiocianato de fluoresceína 

FPI Fibrosis pulmonary idiopática 

GAS sitios palindromes gamma activados 

IFN-γ Interferón Gamma 

IGF-1 Factor de crecimiento similar a insulina-1 

IL-1 Interleucina 1 
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MEC Matriz extracelular 

MMPs Metaloproteinasas de matriz 
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PI Yoduro de propidio 

PMN Leucocito polimorfonuclear 

TCR Receptor de la célula T 

TGF-β Factor de crecimiento transformante beta 

TIMPs Inhibidores tisulares de las metaloproteinasas 

TNF Factor de necrosis tumoral 

TNFR Receptor del factor de necrosis tumoral 
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Introducción. 

 

 El pulmón es un órgano que se encuentra en contacto directo y permanente con 

el ambiente externo y está expuesto a organismos infecciosos así como a múltiples 

partículas dañinas y gases; sin embargo cuenta con mecanismos de defensa capaces de 

neutralizar o remover el daño ocasionado por estos factores.  

Después de un daño al pulmón, se encienden los mecanismos de reparación y se 

activa la inflamación para eliminar al agente agresor (Frank et al 1996, McGrath, 

Barnes 1982); concomitantemente se inician eventos reparativos con el fin de 

restaurar las unidades alveolo-capilares cruciales para el intercambio gaseoso y la 

oxigenación tisular. El resultado de la activación de las defensas es usualmente el 

regreso del pulmón a sus funciones normales; sin embargo, en daños crónicos al tejido 

o cuando se presentan episodios repetidos de inflamación, algunos de los mecanismos 

de defensa/reparación se descontrolan, lo que puede dar como resultado la 

proliferación de fibroblastos, el depósito  anormal de matriz extracelular (fibrosis), y 

la  alteración de la estructura normal del pulmón lo que compromete el intercambio 

gaseoso (Gauldie et al 2002, Hagimoto et al 2002).  

La composición de la matriz extracelular (MEC) en los pulmones es crítica para 

el mantenimiento de sus funciones normales. Los fibroblastos son los principales 

productores de las moléculas de MEC: elastina, colágenas intersticiales, fibronectina y 

proteoglicanos. La matriz extracelular tiene un recambio normal del 10% diario y el 

balance se mantiene por un fino control entre síntesis y degradación, que se da en 

tres niveles (Pardo y Selman, 1999): 

-Síntesis de novo y depósito de componentes de matriz extracelular. 

-Degradación proteolítica de los componentes mediante un grupo de enzimas 

especializadas denominadas metaloproteinasas de matriz (MMPs). 

-Inhibición de las MMPs por inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) 

(Eickelberg et al 1999). 
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Fibrosis pulmonar intersticial difusa 

La fibrosis pulmonar intersticial difusa es la secuela final de un grupo muy 

heterogéneo de patologías que pueden involucrar un proceso inflamatorio o una lesión 

epitelial (Selman et al, 2001); ejemplos de agentes conocidos son la inhalación de 

partículas inorgánicas (asbestos, sílice), la inhalación de partículas orgánicas (hongos, 

bacterias termofílicas, proteínas aviarias), la exposición a radiaciones, el uso de 

ciertos medicamentos (bleomicina, amiodarona). La  fibrosis pulmonar puede también 

ser secundaria a enfermedades sistémicas como la esclerosis sistémica progresiva o la 

artritis reumatoide. Sin embargo, en muchos casos el agente etiológico se desconoce y 

a esta fibrosis se le denomina: fibrosis pulmonar idiopática (FPI).  (Pardo, Selman, 

2002; Coker, Laurent, 1998, Gauldie et al 2002) 

La respuesta fibrosante presenta una serie de mecanismos comunes 

independientemente de la enfermedad que le dio origen (Selman 1996, McGrath, 

Barnes 1982, Kunkel, Strietel 1997).  

En este contexto, se pueden mencionar por lo menos cuatro eventos que participan 

en la fibrogénesis, sin tener limites definidos entre ellos y sobreponiéndose unos con 

otros: 

-Daño extensivo de células endoteliales y epiteliales sin una adecuada 

reepitelización (este último muy importante en FPI).  

-Inflamación heterogénea, inicialmente mediada por leucocitos polimorfonucleares 

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

constante de granulocitos. 

-Proliferación de fibroblastos e incremento de células cebadas intersticiales. 

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

especial de las colágenas fibrilares caracterizada por un incremento en su síntesis y 

disminución en la degradación (Selman et al. 1989). 

El efecto principal del daño es la inducción de cambios genéticos y estructurales en los 

tipos de colágenas específicas que forman la matriz extracelular. Esto se observa 
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principalmente con las colágenas intersticiales, donde existe un incremento de las 

colágenas del tipo III y VI en fases tempranas, y de las tipo I y V en las etapas 

avanzadas, cuando el proceso se torna irreversible. En general, el depósito excesivo 

de colágenas se debe a que la síntesis de éstas moléculas, provocada por la 

proliferación y transformación de fibroblastos en las etapas iniciales del daño, excede 

su degradación (Selman 1996).  

 

Factor de crecimiento transformante beta 

Una característica fundamental en la fibrosis pulmonar es la proliferación de 

fibroblastos y la aparición de fenotipos alterados de los mismos (miofibroblastos). Los 

miofibroblastos muestran un potencial incrementado para producir matriz 

extracelular, así como una disminución en la secreción de factores de crecimiento 

para células epiteliales alveolares del tipo II (encargadas de repoblar los neumocitos 

tipo I). Además, producen factores pro-apoptóticos para células epiteliales (Uhal et al, 

1995), uno de ellos identificado como angiotensinógeno (Wang et al. 1999).  

Un modulador muy importante en el cambio de fenotipo de fibroblastos a 

miofibroblastos es el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) el cual se 

encuentra en grandes cantidades en plaquetas y es sintetizado por células 

inflamatorias y residentes como por ejemplo, macrófagos, neutrófilos, keratinocitos, y 

fibroblastos (Frank et al 1996).  

Existen diversas evidencias que sugieren que este factor desempeña un papel 

relevante en el desarrollo de fibrosis. Entre estos destacan: a) el daño al epitelio 

incrementa la producción de TGF-β el cual precede al aumento en el depósito de MEC;  

b) los niveles de TGF-β y de RNAm de TGF-β se encuentran elevados en diferentes 

órganos fibróticos; c) la aplicación exógena de TGF-β induce fibrosis 

independientemente de daño tisular; d) inhibidores de unión de TGF-β al receptor 

reducen o abaten la fibrosis. 

Como se mencionó previamente, algunos estudios han demostrado que el TGF-β 

puede alterar el fenotipo y función de fibroblastos normales y mediar su cambio 
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fenotípico hacia miofibroblastos, los cuales son células que expresan α-actina 

característica de músculo liso. Este cambio, se ha relacionado con el desarrollo de 

fibrosis renal tubulointersticial o secundaria a glomerulolnefritis, con la fibrosis 

pulmonar y la hepática. (Goumenos et al 2002) 

El TGF-β es un miembro de una familia de factores de crecimiento 

polipeptídicos diméricos que incluye proteínas morfogénicas de hueso y activinas. 

Prácticamente todas las células del organismo lo producen y tienen receptores para 

TGF-β el cual tiene numerosos efectos. Así por ejemplo, regula la proliferación y 

diferenciación celular, desarrollo embrionario, reparación de heridas, y angiogénesis 

entre otros. Asimismo, los incrementos o decrementos en su producción están ligados 

a numerosas enfermedades, incluyendo arteriosclerosis y fibrosis de riñón, hígado y 

pulmón. (Blobe et al 2000) 

Se ha demostrado que el contenido total de TGF-β1 en pulmón de ratas con 

fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, es varias veces mas alto que en ratas 

normales. La producción incrementada de TGF-β1precede la síntesis de colágenas, 

proteoglicanos, y fibronectina.  Asimismo, en humanos con FPI el TGF-β se incrementa 

y se localiza en el epitelio alveolar y en las paredes alveolares en los sitios donde se 

acumula MEC (Khalil N et al, 1991). En el lavado bronquioalveolar se encuentra 10 

veces mas RNAm de TGF-β1 en pacientes con enfermedades autoinmunes y fibrosis 

que en individuos sanos o pacientes con asma. (Border et al 1994) Además de 

contribuir al cambio de fenotipo de los fibroblastos a miofibroblastos, el TGF-β 

contribuye en los procesos fibrosantes porque estimula la síntesis y depósito de 

colágenas intersticiales y altera el balance entre las metaloproteinasas de matriz y sus 

inhibidores. (Eickelberg et al, 1999) 

Existen 3 isoformas de TGF-β codificados por diferentes genes y con patrones de 

expresión distintos: TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3 (Khalil, 2001). La homología entre las 

tres isoformas es de 64 a 85% (Frank et al 1996). La primera se expresa en células 

endoteliales, hematopoyéticas y de tejido conectivo. La segunda en células neurales y 

epiteliales y el subtipo 3 en células del mesénquima. Todas las variedades se 
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sintetizan como precursor que contiene una región propéptido adicional al TGF-β. En 

pulmones normales la isoforma mas abundante es la de TGF-β1 y se encuentra 

expresada en los fibroblastos intersticiales y macrófagos alveolares, pero en los 

pulmones que desarrollan fibrosis el TGF-β1 se sobreexpresa en nuevos tipos celulares 

incluyendo a células epiteliales y endoteliales. El TGF-β es liberado del propéptido 

antes de ser secretado por la célula pero se mantiene unido a él por fuerzas no 

covalentes. Una vez secretado se almacena en la matriz extracelular como un 

complejo de TGF-β, propéptido y una proteína que mantiene su latencia llamada 

proteína de unión a TGF-β-latente. La unión de la citocina a esta proteína mediante 

enlaces disulfuro impide su unión al receptor. El TGF-β se activa al ser liberado por la 

glucoproteína multifuncional de matriz trombospondina-1 y por plasminas. La 

excepción en los mecanismos de liberación son las plaquetas que almacenan al TGF-β 

activo en gránulos intracelulares que se secretan con la activación plaquetaria. 

Se han encontrado 3 receptores para TGF-β (Lutz M et al, 2002). El mas 

abundante es el tipo III que se une a la citocina y la transfiere a los receptores 

transductores tipo I y II. Estos últimos contienen en el dominio intracelular una cinasa  

que fosforila residuos de serina y treonina de factores de transcripción de la familia de 

los Smads. Después de la unión al ligando, el complejo receptor activado con TGF-β 

interactúa transitoriamente con Smad2 y Smad3 iniciando los mecanismos de 

señalización intracelular. Smad2 y Smad3 fosforilados interactúan con Smad4 

formando complejos que se traslocan al núcleo donde funcionan como factores de 

transcripción al unirse a la secuencia consenso CAGA en el promotor COL1A2 para 

colágena, y de los genes PAI-1 y junB entre otros.  

El TGF-β es un potente regulador de producción y depósito de matriz 

extracelular. Estimula a los fibroblastos y otras células para producir MEC y proteínas 

de adhesión celular, incluyendo colágenas intersticiales, fibronectina e integrinas y es 

quimiotáctica para neutrófilos y fibroblastos. También inhibe la producción de 

moléculas que degradan la MEC como colagenasa, heparinasa y estromielisina e 

incrementa la producción de enzimas que inhiben a las proteínas que degradan la MEC 
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incluyendo inhibidor tipo 1 del activador de plasminógeno y las TIMP’s (Blobe 

et.al.2000). Adicionalmente, puede producir apoptosis en distintos tipos celulares 

mediante activación de caspasas, sobreexpresión de p21 y represión de Bcl-xL 

(Hagimoto et.al.2002) 

En modelos de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina y glomerulonefritis 

proliferativa de ratas se ha demostrado que la administración de anticuerpos contra 

TGF-β, receptores solubles, el inhibidor decorina y la sobreexpresión de Smad7 

restringe la fibrosis, por lo que se ha especulado que la terapia más efectiva será la 

que logre disminuir los niveles de expresión de TGF-β como por ejemplo la 

administración de interleucina-7 la cual parece disminuir la producción de TGF-β solo 

en pacientes fibróticos y aumenta la producción de interferón gamma (IFN-γ) en 

homogenados de pulmón murino con fibrosis inducida por bleomicina (Ghosh et al  

2001, Blobe et al 2000). 

 

Interferón gamma 

Los interferones se describieron originalmente como moléculas capaces de 

proteger a las células de infecciones virales. Se han agrupado en dos categorías de 

acuerdo a su origen celular, estructura genética y propiedades biológicas. Los 

interferones de tipo I (IFN-α e IFN-β) se inducen como resultado de infecciones virales 

principalmente en fibroblastos y leucocitos (Nguyen et al, 2002).  

El interferón de tipo II, está representado por el IFN-γ, el cual es un 

homodímero no covalente que consiste de dos cadenas de 17 kDa, asociados de modo 

antiparalelo. La principal función del IFN-γ es la regulación del sistema inmune. El IFN-

γ es producido por linfocitos T y células asesinas naturales en respuesta a estímulos 

antigénicos. (Bach et al 2000) 

Se han caracterizado dos familias de proteínas involucradas en la señalización 

de IFN-γ: las proteínas STAT y proteín-tirosín cinasas de la familia Janus (JAKs). Una 

vez estimulado el receptor, el dominio citoplásmico fosforilado en una tirosina de 

Stat1α forma complejos homodiméricos que se pueden traslocar al núcleo y unirse 
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directamente con sitios palíndromes γ-activados (GAS) de los promotores para genes 

inducidos por IFN-γ (Peilot et al, 2000).  

El IFN-γ se considera una molécula antifibrosante ya que, entre otros efectos, es 

un potente inhibidor de la transcripción de colágenas intersticiales e incluso inhibe la 

síntesis de colágenas inducida por TGF-β (Ziesche et al, 2000). En este contexto, se 

considera que estas dos citocinas presentan efectos antagónicos en relación a la 

fibrogénesis. Estas dos citocinas se secretan en el sitio de inflamación, y sus 

interacciones antagonistas son determinantes en el mantenimiento de la homeostasis 

del tejido conjuntivo. Aparentemente la regulación antagonista de la transcripción de 

COL1A2 se integra en el núcleo en donde Stat1α y Smad3 compiten por una cantidad 

limitada de p300/CBP (Ghosh et al 2001). 

 

Apoptosis 

La apoptosis, o muerte celular programada es un proceso fisiológico 

fundamental en organismos multicelulares para mantener el número apropiado de 

diferentes tipos celulares en un órgano, modelar la anatomía y destruir células 

malignas o infectadas. Este proceso sin embargo, cuando no es apropiadamente 

regulado puede provocar alteraciones patológicas. En términos generales, la apoptosis 

participa en enfermedades humanas de 2 modos diferentes:  

-La enfermedad puede aparecer por disminución de los mecanismos apoptóticos. 

La reparación de tejidos después de un daño requiere de la eliminación de 

células inflamatorias y mesenquimatosas que han participado en el proceso para 

evitar la autoperpetuación de la inflamación o la persistencia de los eventos 

fibrosantes.  

-La apoptosis excesiva causa daño. Por ejemplo, la inyección intraperitoneal de 

anticuerpo anti-Fas es hepatotóxica y produce la muerte en ratones adultos, y la 

inhalación repetida del anticuerpo induce la apoptosis de células epiteliales 

alveolares que resulta en inflamación y fibrosis en ratones. (Kuwano et al 1999). 

Asimismo, se considera que la apoptosis descontrolada de células epiteliales 
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alveolares participa en la patogénesis de la fibrosis pulmonar idiopática (Uhal et 

al, 1995, 1998). 

El mecanismo de transducción de la apoptosis comienza con la recepción de una 

señal de muerte, principalmente la unión del ligando al receptor Fas (FasL) o al TNF. 

La unión del ligando con su receptor provoca la aglutinación de varios receptores, 

permitiendo la asociación de algunas proteínas adaptadoras que se unen en la cara 

citoplásmica con el receptor y con las proteínas procaspasas. 

 Las procaspasas unidas a las proteínas adaptadoras son procesadas por 

proteasas que cortan en sitios específicos transformándolas en caspasas, las cuales 

tienen propiedades proteolíticas y nucleolíticas. La activación de estas enzimas 

provoca la destrucción de la célula en pequeños cuerpos denominados cuerpos 

apoptóticos que son fagocitados por las células vecinas sin inducir una respuesta 

inflamatoria. (Aravind et al 1999) 

 

Bases de la hipótesis de este estudio 

Una característica morfológica de la fibrosis pulmonar idiopática es la presencia de 

focos de fibroblastos/miofibroblastos los cuales son los principales responsables de la 

destrucción del parénquima pulmonar. En general, estos focos están constituídos por 

fibroblastos, miofibroblastos, y matriz extracelular laxa, y prácticamente no se 

encuentran células inflamatorias. Linfocitos y algunas otras células inflamatorias se 

pueden apreciar en la periferia de estos focos, pero no en su interior (figura 1). Como 

estas células son las principales productoras de IFN-γ se puede especular que su 

ausencia dentro del foco de fibroblastos/miofibroblastos representa una alteración en 

la regulación del comportamiento de las células mesenquimatosas en el sitio de lesión. 

En un trabajo previo realizado en colaboración entre el Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias, y la Universidad de Illinoiis, Chicago, se demostró tanto 

in vitro (Uhal Et al, 1995; Wang Et al, 1999) como in situ (Uhal Et al, 1998), que los 

fibroblastos aislados de pulmones fibróticos (FPI) secretan factores que inducen la 

muerte celular programada en células del epitelio alveolar pulmonar (figura 2). A la 

fecha se desconoce si los fibroblastos/miofibroblastos de estos focos producen 
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factores inductores de apoptosis para linfocitos, y si este podría ser uno de los 

mecanismos por el cual se mantienen estos focos. 

 

 
 

 

 

 

 

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

Fig. 1.Foco de fibroblastos /miofibroblastos. Nótese la 
ausencia de células inmunocompetentes en el interior de 
este foco fibrótico, y la localización de las mismas en la 
periferia. 
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Hipótesis 

 

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

estimulados no inducen apoptosis de linfocitos.  

 

2. Fibroblastos de pulmones normales activados con el factor de crecimiento 

transformante beta secretan factor(es) en el medio de cultivo que inducen la 

apoptosis de linfocitos. 

 

3. Fibroblastos derivados de pulmones fibróticos secretan factor(es) en el medio de 

cultivo que inducen la apoptosis de linfocitos. 

 

 

Objetivos 

 

Determinar si los fibroblastos activados con factor de crecimiento 

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

la inducción de apoptosis con medios condicionados por fibroblastos normales sin 

estímulo y estimulados con interferón gamma (IFN-γ) 

 

Determinar si medios de cultivo condicionados por fibroblastos obtenidos de 

pulmones con fibrosis pulmonar idiopática inducen la apoptosis de linfocitos.
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Diseño Experimental. 

 

1. Obtención y cultivo de fibroblastos. 

Los fibroblastos fueron obtenidos de biopsias pulmonares de pacientes con 

enfermedades no fibrosantes o con fibrosis pulmonar idiopática en el Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias. Se recuperó de 1 a 3 gramos de tejido en PBS 

frío y se fragmentó en pedazos menores a 1 mm3 que se incubaron con 20 µl de 

tripsina porcina y EDTA durante 20 minutos. Se centrifugó la solución que contenía las 

células a 100 g durante 2 minutos y se colectó el sobrenadante. Las células fueron 

centrifugadas a 400 g durante 4 minutos y se resuspendió el paquete celular en medio 

F12 de Ham suplementado con suero fetal bovino al 10%, penicilina (200 U/ml) y 

estreptomicina (200 mg/ml). Los fibroblastos se sembraron a una concentración de 

1x106 células/ml en el mismo medio de cultivo.  

 

2. Estimulación de los fibroblastos con TGF-β y con IFN-γ 

Antes de que los fibroblastos llegaran a confluencia, se adicionaron 10 ng/ml de 

TGF-β1 ó 1000 U/ml de IFN-γ humano disueltos en medio de cultivo fresco libre de 

suero. En los primeros experimentos el medio condicionado se colectó a las 24 horas 

para el ensayo de apoptosis de linfocitos; en experimentos posteriores se cambió el 

medio de cultivo a las 24 horas y se colectó el nuevo medio libre de citocinas pasadas 

24 ó 48 horas. Los medios condicionados fueron preservados a –70 °C o se utilizaron en 

fresco.  

 

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

Se obtuvieron 20 ml de sangre de individuos sanos por la vena mediana del codo 

en una jeringa estéril humedecida con heparina. Se diluyó 1:3 en PBS y se colocaron 

lentamente 6 ml de la suspensión en tubos cónicos de 15 ml que contenían 3 ml de 

Ficoll libre de endotoxina.  
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Se centrifugaron a 300 g por 30 minutos a temperatura ambiente. Se colectó la 

interfase rica en linfocitos y monocitos utilizando una pipeta Pasteur, tomando lo 

menos posible de Ficoll o plasma. 

Se lavó la muestra colectada en 50 ml de PBS y se centrifugó 10 min a 200 g. 

Posteriormente, se decantó el sobrenadante y resuspendió el paquete celular en 1 ml 

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

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

 

1. Criopreservación: Se resuspendieron las células mononucleares en suero feta l de 

bovino a una concentración entre 1 y 5 x 106 células/ml  y se 1:10 de DMSO. Se 

fraccionó la mezcla en crioviales y se congeló a –70 °C durante 24h para 

posteriormente ser almacenadas en nitrógeno líquido entre una semana hasta varios 

meses.  

 

2. Células en fresco: Las células mononucleares se diluyeron en medio de cultivo RPMI 

a una concentración entre 1 y 2 x 106 células/ml y se sembraron en cajas de Petri 

durante 2 horas para permitir la adherencia de los monocitos al vidrio. Se recuperaron 

las células en suspensión (los linfocitos) en un tubo de 50 ml y se centrífugaron a 

300.x.g durante 10 minutos. Se desechó el sobrenadante y el botón celular se 

resuspendió en 1 ml de medio AIM-V libre de suero. Se repitió el conteo celular y se 

ajustó la concentración a 2 millones de células por mililitro.  

 

4.Estimulación de linfocitos por medios de cultivo condicionados. 

En el caso de las células congeladas, éstas se descongelaron a 37 °C agregando 

medio de cultivo RPMI y se sembraron en cajas de Petri durante 2 horas a una 

concentración de 1 a 2 millones de células/ml. Se recuperaron las células en 

suspensión y se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos. Se resuspendió el botón 

celular en 1 ml de medio de cultivo AIM-V con o sin albúmina y se ajustó la 

concentración celular a 2 x106 células/ml.  
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En otros experimentos, se utilizaron células en fresco según se describió en la 

sección anterior. 

Se adicionó el medio condicionado de los fibroblastos derivados de pulmones 

fibróticos ó normales, estos últimos expuestos a TGF-β, IFN-γ (experimental) o no 

expuestos (testigo) al cultivo de linfocitos en concentraciones de 1:2, 1:5 y 1:10. Las 

células se incubaron a 37°C, CO2 al 5% durante 6, 12, 16 y 20 horas para el ensayo de 

apoptosis, y durante 48 y 72 horas para determinar la proliferación y activación 

celular.  

 

5. Ensayo de proliferación  

Para determinar si los medios condicionados estimulan la proliferación de 

linfocitos, se suspendieron 2x105 células en una mezcla 1:1 de medio de cultivo AIM-V 

y medio condicionado por fibroblastos normales sin estímulo o estimulados con TGF-β, 

e IFN-γ. En experimentos independientes se cultivaron las células durante 24 y 48 

horas, después de las cuales se agregaron 20 µl una dilución 1:10 de trinucleótido de 

timidina marcado radioactivamente con tritio cuya actividad era de 5 µCi en medio de 

cultivo RPMI, y se cosechó a las 24 horas de haber sido marcadas ( 48 y 72 horas de 

cultivo). Se cuantificó la incorporación de timidina tritiada al DNA en un contador de 

centelleo líquido. Como controles se utilizaron medio AIM-V sin suero (indicador de la 

proliferación basal) y el mismo con 5 y 10 ng/ml TGF-β ó 1000 U IFNγ para simular la 

citocina que pudiera encontrarse residual en el medio condicionado.  

 

6. Ensayo de Activación de linfocitos 

Se determinó si los medios condicionados inducían la activación de linfocitos 

mediante el análisis de la presencia de moléculas de superficie CD25 (receptor de IL-

2), CD69 (marcador de activación temprana) y CD152 (CTLA-4, marcador de activación 

que se une a CD80) en las poblaciones de linfocitos T CD4+ (linfocitos T facilitadores) 

y CD8+ (linfocitos T supresores/citotóxicos) estimulados con los diferentes medios 

condicionados por fibroblastos normales, sin estímulo o estimulados con TGF-β e IFN-γ 

de acuerdo a la siguiente metodología: 



 
Diseño Experimental 

                                        

 19

a) Se lavaron las células obtenidas de los cultivos con los medios condicionados en 

solución amortiguadora de fosfatos (PBS) con BSA al 1%, se centrifugaron a 650 g 

durante 10 minutos y se resuspendieron en 50 µl de la misma solución. 

b) Se incubaron 30 minutos con 5 µl de solución de anticuerpos anti-CD3, CD4, CD8, 

CD25, CD69 y CD152  marcados con diferentes  combinaciones de fluorocromos. 

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

cada vez. 

d) Se resuspendieron en 500 µl de amortiguador PBS con paraformaldehído al 1%. 

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

Dickinson) 

 

 

7. Ensayo de Apoptosis 

Los linfocitos cultivados con los distintos medios condicionados se colectaron 

para determinar el número de células apoptóticas mediante citofluorometría, por las 

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

 

Determinación de apoptosis con el estuche comercial APO-BrDU. 

Se fijaron las células con paraformaldehido al 1% en PBS de acuerdo al siguiente 

procedimiento: 

a) Se suspendieron de 0.5 a 2 x 106 células en 0.5 ml de PBS. 

b) Se añadió 0.5 ml de paraformaldehído al 1% en PBS y se mantuvo un mínimo de 15 

min en hielo. 

c) Se centrifugó a 300 g durante 5 minutos y se desechó el sobrenadante. 

d) Se lavó en 5 ml de PBS. 

e) Se resuspendieron las células fijadas en 0.5 ml de PBS. 

f) Se añadió 5.0 ml de etanol al 70% frió. Se dejó reposar por lo menos 30 min a 4°C.∗  

Posteriormente:  

                                        
∗  El los primeros experimentos se utilizó la técnica completa para fijar los linfocitos, pero debido a la pérdida excesiva de 
células se decidió fijar las células directamente en etanol como se describe en f ). 
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a) Se resuspendieron 1 x 106 células control positivas y negativas incluídas en el 

estuche de detección, junto con las experimentales en tubos de centrífuga para 

citometría de flujo. Se centrifugaron a 300 g durante 5 min y se retiró el etanol por 

aspiración, sin remover el botón celular. 

b) Se resuspendió el botón celular de cada tubo en 1 ml de buffer de lavado. Se 

recentrifugó y lavó en la misma solución una vez. 

c) Se resuspendieron las células en 50 µl de la solución de tinción para DNA que se 

describe a continuación, y se incubaron durante 60 minutos a 37°C con agitación 

constante. 

 

 
Solución de tinción para DNA µl para un ensayo 
Amortiguador de reacción 10.0 

Enzima TdT 0.75 

Br-dUTP 8.0 

Agua desionizada 32.25 

Volumen total 51.0 
 
 

d) Se añadió 1.0 ml de la solución amortiguadora a cada tubo, y se centrifugó a 300 g 

por 10 minutos.  Se removió el sobrenadante por aspiración.  

e) Se resuspendió el botón celular en 0.1 ml de la solución de anticuerpos (5 µl de anti 

Br-dUTP conjugado con FITC en 95 µl de solución amortiguadora por cada tubo), y se 

incubó durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad. 

f) Se añadieron 0.5 ml de la solución PI/RNAsa A a cada tubo y se incubó durante 30 

min en la oscuridad a temperatura ambiente. 

g) Se analizaron las células por citometría de flujo.  
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Determinación de apoptosis por Anexina V. 

Para determinar el número de células en apoptosis por unión de Anexina V a 

fosfatidilserina en la cara externa de la membrana lipídica se llevó a cabo la siguiente 

metodología: 

a) Se colectaron entre 5x105 y 1x106 linfocitos estimulados con los medios de cultivo 

condicionados en tubos para citometría de 5 ml. Se centrifugaron a 300 g durante 10 

minutos. b) Se lavó el botón celular con amortiguador de Hepes. 

c) Se volvió a centrifugar y se deshechó el sobrenadante.  

d) Se resuspendieron las células en la siguiente solución:  

  Buffer Hepes          100µl 

  Anexina V unida a FITC  (Roche)   20µl 

  Yoduro de Propidio     20µg. 

 Se incubaron durante 15 minutos a 4°C y se analizaron 10,000 eventos por tubo 

en un citómetro de flujo FACScan utilizando el programa CellQuest. Se determinaron 

las células apoptóticas mediante el análisis de histograma de la intensidad neta para 

FITC (unida a anexina). 

 

 

8. Análisis Estadístico. 

 Los datos se expresan en promedio ± desviación estándar de por lo menos tres 

experimentos independientes. Los datos se analizaron con la prueba de ANOVA y la 

significancia estadística se determinó mediante comparaciones múltiples de Fisher. 

Una P menor de 0.05 se consideró significativa. 
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Resultados. 

 

1. Proliferación. 

 

La capacidad de los medios condicionados para activar la proliferación de 

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

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

añadió un marcador de proliferación basal (medio de cultivo AIM-V) y un mitógeno 

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

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

 

 
 

Medio de cultivo CPM 48 h CPM 72 h 

AIM (proliferación basal) 99.7±23.1 130.0±43.9 

medio condicionado Control 1:1 99.5±3.5 91.0±25.7 

medio condicionado TGF 1:1 94.7±6.1 110.0±11.3 

medio condicionado IFN 1:1 89.0±2.6 118.0 ±31.4 

AIM +TGF 5 ng 71.3±10.6 79.0±7.1 

AIM +TGF10 ng 60.7±3.1* 83.0±13.8 

medio condicionado control + 
PHA (control positivo) 6399.7±1205 30109.3±2943 

 

 

 
Tabla1.  Radioactividad producida por la incorporación de timidina tritiada al DNA 
genómico a 48 y 72 horas de cultivo.  
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A las 48 horas de cultivo se observó una disminución en la proliferación de 

linfocitos cultivados con medio AIM-V que contenía 10 ng/ml de TGF-β1 con respecto 

al medio definido AIM-V y al medio condicionado por fibroblastos normales sin 

estímulos (medio control) :p=0.004. Sin embargo, esta inhibición de la proliferación no 

se mantuvo a las 72 horas. Al comparar los grupos de estudio con un control positivo 

fitohemaglutinina sobre medio condicionado control (no graficado) observamos que las 

diferencias entre los grupos experimentales se tornan insignificantes: p=3.9x10-10 para 

la prueba de F en cuyo caso todos los demás grupos son estadísticamente iguales en 

comparaciones de Tukey-Kramer. 

 

Figura 1. Gráfico de incorporación de timidina tritiada al DNA genómico de linfocitos 
estimulados con distintos medios de cultivo 48 y 72 horas. 
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2. Activación. 

 

Para determinar si los medios condicionados inducen la activación de linfocitos 

normales, se analizó la expresión de tres marcadores de activación (CD25, CD69 y 

CD152) sobre cultivos de linfocitos expuestos a los medios condicionados por 

fibroblastos normales sin estimular (medio control), y estimulados con TGF-β (medio 

condicionado TGF-β) e IFN-γ (medio condicionado IFN-γ) en diluciones 1:5 por 72 

horas. Los porcentajes de células que son CD3 positivas que contienen los marcadores 

de activación se muestran en la figura 2. 
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En los linfocitos estimulados con los medios condicionados no se observó un 

aumento significativo de ninguno de los marcadores de activación  

Los resultados indican que los medios condicionados no estimulan a los 

linfocitos T. 

 

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

 Para llevar a cabo la determinación de apoptosis de linfocitos sometidos a 

diversos estímulos se tuvieron que hacer varias pruebas preliminares hasta que se 

obtuvo un ensayo reproducible. El primer problema que se enfrentó fue la pérdida 

excesiva de células que ocurría durante la fijación una vez que había concluido el 

tiempo de estimulación para aplicar el ensayo de tinción de DNA fragmentado 

mediante incorporación de un análogo de nucleótido que posteriormente era 

detectado por unión de un anticuerpo fluorescente. Las primeras adquisiciones se 

realizaron partiendo de 7.5x105 células pero debido probablemente a las repetidas 

centrifugaciones se llegaba al paso final con un número inferior a las 5 mil células por 

ensayo. 

Con un número tan reducido de células se observó que los resultados eran poco 

consistentes, además de que la muestra adquirida era poco significativa para evaluar 

el comportamiento global de los linfocitos estimulados. 

Para mantener un buen número de células desde el momento de cosecharlas hasta el 

momento de adquirirlas en el citómetro de flujo, se varió el método de fijar las 

células. Inicialmente, se siguieron las instrucciones del manual del estuche comercial 

que consistía en una fijación en paraformaldehído seguida de dos lavados en PBS para 

almacenarlas finalmente en etanol al 70%. Posteriormente, se decidió fijar las células 

directamente en etanol frío con agitación constante, lo que dio muy buenos resultados 

por lo que fue el método finalmente adoptado.  

Otro cambio que ayudó a mantener la concentración celular sin pérdidas importantes 

fue el de recoger los sobrenadantes de cada centrifugación por aspirado en lugar de 

decantación, procurando dejar siempre un pequeño volumen de solución para no 

resuspender accidentalmente el botón celular. 

 

El segundo problema que se enfrentó fue definir correctamente el rango de células 

íntegras y células apoptóticas en el histograma de fluorescencia para anti-BrDU-FITC 

(unido a cadena rota de DNA), ya que no se contaba con los controles positivo y 

negativo. Se intentó hacer un control positivo con dexametasona pero nunca se 
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encontró la concentración adecuada para inducir apoptosis de linfocitos. Finalmente, 

se ensayó el peróxido de hidrógeno (H2O2) y se encontró que una dilución al 5% de 

peróxido induce la apoptosis de la mayoría de linfocitos en cultivo y es un excelente 

control positivo.  

El mejor control negativo fueron las células en fresco, donde se encontró menos del 

1% de células en apoptosis al tiempo cero.  

Los resultados de las pruebas de Apo-BrDU y Anexina que se muestran a continuación 

se obtuvieron con las condiciones de cultivo más adecuadas después de probar 

diferentes condiciones de optimización dosis-respuesta y tiempo-respuesta. Así, la 

inducción de apoptosis se analizó utilizando medios de cultivo condicionados de 

fibroblastos en fresco (sin congelación previa) a una dilución de 1:5. Los linfocitos 

utilizados en el ensayo también eran frescos y se incubaron en medio de cultivo 

definido para linfocitos AIM-V suplementado con BSA y libre de suero; finalmente, el 

análisis citofluorométrico se realizó a las 20 horas de cultivo en presencia del medio 

condicionado de fibroblastos. En el caso de fibroblastos normales se utilizaron 3 líneas 

diferentes. En el caso de los fibroblastos provenientes de pulmones fibróticos se 

analizaron cultivos primarios de 3-4 diferentes pulmones. 
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ApoBrDU. 

El porcentaje de células en apoptosis inducida en los linfocitos estimulados con 

diferentes medios de cultivo se muestran en la tabla y gráfico y tabla 3. 
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El análisis de varianza demostró que los medios condicionados de fibroblastos 

obtenidos de pulmones fibróticos inducían un incremento significativo de apoptosis en 

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

Estímulo 
Numero de 
experimentos 

% de células 
en apoptosis a 
20 horas 

Medio de 
cultivo solo 

3 12.5 ± 1.3 

Medio control 3 10.4 ± 2.7 

Medio TGF-β 3 10.2 ± 1.8 

Medio IFN-γ 3 9.2 ± 1.7 

Medio de 
fibroblastos 
fibróticos 

3 26.7 ± 5.9 

Tabla y gráfico 3. Inducción de apoptosis en linfocitos 
a 20 horas de cultivo con medios condicionados y 
basal (AIM-V). 
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Anexina 

Los resultados en la inducción de apoptosis por los distintos medios 

condicionados por fibroblastos obtenidos de pulmones normales sin estímulo,  

estimulados con TGF-β, IFN-γ y sobrenadantes de medios de cultivo condicionados por 

fibroblastos de pulmones fibróticos se muestran en la tabla y gráfico 4. Se definió el 

tiempo de cultivo de linfocitos en 20 horas por ser el tiempo máximo hasta el cual la 

apoptosis basal se sostiene en límites similares. A tiempos mayores, se observa un 

incremento en la apoptosis basal lo que tiende a enmascarar la apoptosis inducida. La 

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

experimento anterior. 

                          

 

Estímulo  
Número de 
experimentos 

% de apoptosis 
a 20 horas 

medio de cultivo 
solo 4 8.5 ± 1.8 

medio control 4 8.2 ± 1.2 

medio TGF-β 4 9.2 ± 1.8 

medio IFN-γ 4 8.3 ± 3.1 
medio de 
fibroblastos 
fibróticos 

9 25.0 ± 4.6 

TGF-β en medio 
de cultivo AIM -V 
(5ng/ml) 

1 8.4 

IFN-γ en medio 
AIM-V 1 16.3 

 

 

 

 

Inducción de apoptosis en linfocitos por medios 
condicionados

0

5

10

15

20

25

30

35

%
 d

e 
cè

lu
la

s

m AIM-V control mTGF mIFN fibróticos

n=4 n=4 n=4 n=9

*

n=4

 

 

 

 

 

 

La apoptosis aumentó significativamente en los linfocitos estimulados con 

sobrenadante de fibroblastos derivados de pulmones con fibrosis pulmonar idiopática 

(F=34.98, p<0.01). No se observaron diferencias entre los otros grupos en estudio, 

Tabla y gráfico 4. Porcentaje de linfocitos en apoptosis medidos por el método de Anexina V después 
de 20 horas de estímulo con medios condicionados. 
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donde el porcentaje de células en apoptosis resultó similar al basal. Un ejemplo de las 

diferencias densitométricas observadas entre líneas de fibroblastos normales y de 

pulmón fibrótico se ilustra en la figura 5.  
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Fig.5. Grafica densitométrica de Anexina-FITC contra yoduro de propidio (IP) 

correspondientes a linfocitos estimulados con A: sobrenadantes de fibroblastos normales 

y B:sobrenadantes de fibroblastos de pulmones fibróticos. Los cuadrantes en la gráfica 

muestran el estado de las células a las 20 horas de cultivo: 

Inferior izquierdo -células integras. 

Inferior derecho – células en apoptosis 

Superior izquierdo- DNA desnudo 

Superior derecho  - Células necróticas o en las últimas etapas de apoptosis. 

Los cuadrantes fueron reasignados de acuerdo a los controles positivo y negativo del 

experimento para determinar el porcentaje de células en cada etapa reportada en la 

tabla 4. 
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Discusión 

 

La fibrosis pulmonar idiopática es una enfermedad pulmonar incapacitante y 

progresiva cuyos mecanismos patogénicos no se conocen con precisión. En particular, 

los eventos responsables del desarrollo y permanencia de los focos de 

fibroblastos/miofibroblastos no han podido ser esclarecidos. En este estudio decidimos 

explorar si fibroblastos obtenidos de pulmones normales estimulados con TGF-β 

(mimetizando in vitro lo que podría ocurrir in vivo), u obtenidos de pulmones 

fibróticos inducía apoptosis de linfocitos, lo que podría explicar al menos parcialmente 

la ausencia de células inmunocompetentes en los focos de 

fibroblastos/miofibroblastos.  

Lo primero que se analizó fue la inducción de proliferación y/o activación de 

linfocitos por los diferentes medios de cultivo condicionados. Nuestros resultados 

demostraron que los medios condicionados de fibroblastos normales sin estímulo o 

estimulados con TGF-β e IFN-γ no activan la proliferación celular de linfocitos. Se 

estudió la proliferación celular ya que algunas moléculas que inducen apoptosis 

también pueden activar el ciclo celular. Ejemplos de factores que tienen ambos 

efectos son TNF-α y Fas cuando se co-estimula con el receptor CD3 (Budd 2002). 

Asimismo, ninguno de los marcadores de activación de linfocitos como CD25 

(que es el receptor de interleucina 2 y funciona como marcador de activación tardía), 

CD69 (marcador de activación temprana) y CD152 (CTLA-4, un marcador de activación 

de las células anérgicas) se modificaron con la exposición a los diferentes medios 

condicionados. 

Nuestro hallazgo más importante fue que los linfocitos estimulados con 

sobrenadantes de fibroblastos derivados de pulmones fibróticos mostraban altos 

índices de apoptosis, lo que no se observó en los linfocitos estimulados con 

sobrenadantes de fibroblastos normales activados con TGF-β, IFN-γ, o sin estímulo. 

Para esto se utilizaron dos métodos diferentes de detección de apoptosis. El primero, 

con el estuche comercial ApoBrDU mide la muerte celular programada por degradación 

de DNA genómico mediante la unión de un análogo de nucleótido (la bromo-
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desoxiuridina) a cadena sencilla de DNA mediante una enzima al cual se le une un 

anticuerpo fluorescente. El segundo método, mide la unión de Anexina V fluorescente 

a fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmática. La fosfatidilserina 

(PS) pertenece a una clase de fosfolípidos ácidos que se localiza normalmente en la 

cara interna de la membrana plasmática. La distribución asimétrica de este fosfolípido 

junto con la fosfatidiletanolamina se debe a la traslocación de estas dos moléculas por 

una enzima traslocasa. La PS se expone a la cara externa de la membrana lipídica en 

algunas condiciones fisiológicas como el envejecimiento de los eritrocitos y la 

activación de las plaquetas, y en las células que están llevando a cabo un proceso 

apoptótico (Naito ). Ambos métodos están bien documentados de ser representativos 

de la apoptosis celular y son complementarios al involucrar uno la presencia de 

proteínas caspasas activas (por el ApoBrDU) y el otro que muestra la pérdida de la 

integridad de la membrana plasmática (anexina). 

Es importante señalar que se ha descrito que el tratamiento de linfocitos con 

IFN-γ aumenta de modo significativo el nivel de muerte celular inducida por algunos 

estímulos proapoptóticos (Budd 2002). El activador de transcripción IRF-1 es 

responsable de mediar la transcripción de genes inducidos por IFN-γ y se requiere para 

la apoptosis inducida en linfocitos T activados por mitógenos. De todas las moléculas 

de la familia de Bcl2,  IFN-γ solo induce la expresión de un miembro catalogado como 

proapoptótico: Bax, que podría ser responsable de este efecto. (Ossina et al 1997) 

Este fenómeno amplificador de apoptosis no se observó en los linfocitos cultivados en 

medios condicionados de fibroblastos previamente estimulados con IFN-γ. Esto 

probablemente se debió a que para este experimento se cambió el medio de cultivo 

con el cual se estimularon los fibroblastos normales con IFN-γ y TGF-β para evitar que 

estuviera la citocina presente. Por otro lado, cuando se agregó directamente el IFN-γ 

en el medio de cultivo de linfocitos, éste provocó un aumento en la apoptosis (tabla 

4). 

La resolución normal de una respuesta inflamatoria/fibrosante después de una 

agresión pulmonar necesita, entre otros mecanismos, de la desaparición controlada 

mediante apoptosis de células no necesarias lo cual debe ocurrir sin liberación de 
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histotoxinas dañinas. En este contexto, actualmente se reconoce que la muerte 

celular programada desempeña un papel importante en la remodelación de tejido 

pulmonar después de un daño agudo o crónico tanto para eliminar el exceso de células 

inflamatorias como para remover el exceso de células mesenquimatosas una vez 

superada la lesión (Fine Et al 2000) 

En el pulmón la apoptosis se considera un mecanismo de defensa que regula la 

proliferación de células del mesénquima y permite remover las células inflamatorias 

cuando se ha producido una lesión. La regulación de la apoptosis en la remodelación 

tisular podría ser muy importante para prevenir la cicatrización patológica, que es una 

característica clásica de la fibrosis pulmonar, el daño alveolar agudo y la enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica (Ortiz et al 1998, Goumenos et al 2002).  

La apoptosis de los linfocitos T puede ocurrir por la expresión de algunos 

factores o citocinas, como por ejemplo Fas y TNF-α. En las células quiescentes, la 

estimulación del TCR (receptor de células T) induce ligeramente los genes para FasL y 

TNF, pero la estimulación con IL-2 incrementa significativamente esta inducción 

(Leonard Et al 1999). Asimismo, Fas se expresa en la superficie luminar de un gran 

número de células epiteliales alveolares tipo II, y de manera constitutiva en células de 

Clara en espacios aéreos de ratón (Fine et al 2000). 

La FPI representa un modelo de cicatrización anormal resultante de múltiples 

sitios microscópicos de daño en células epiteliales alveolares. Los epitelios dañados y 

activados que se encuentran en proximidad de fibroblastos intersticiales producen un 

gran número de factores de crecimiento, que participan en el control parácrino de la 

proliferación, quimiotaxis y patrón de secreción de proteínas de matriz extracelular 

en fibroblastos/miofibroblastos (Selman Et al  2001; Allen, Spiteri 2002). A su vez, 

durante el desarrollo de la fibrosis, los fibroblastos/miofibroblastos inducen la 

apoptosis de las células epiteliales mediante la liberación de angiotensina II (Wang et 

al. 1999) y, de acuerdo a los resultados de nuestro estudio, producen la apoptosis de 

linfocitos por algún factor desconocido. 

Los posibles candidatos a molécula proapoptótica de linfocitos producida por 

fibroblastos derivados de pulmones fibróticos se describen a continuación.  
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TGF-β 

El TGF-β es una citocina multifuncional producida por todos los leucocitos. 

Promueve su diferenciación e inhibe su activación y proliferación. Provee de estímulos 

quimiotácticos para su migración y regula moléculas de adhesión (Blobe et al 2000). 

Ratones deficientes en TGF-β1 mueren de inflamación cardiaca, pulmonar y gástrica. 

Animales tratados con glucocorticoides presentan alteraciones en la curación de las 

heridas que se puede revertir con la aplicación de TGF-β exógeno. (Frank et al 1996) 

El TGF-β  es crucial en la interacción entre fibroblastos y epitelios y desempeña 

un papel fundamental en el desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopática. La activación 

de TGF-β por integrinas αvβ6 favorece la fibrogenesis lo cual ocurre en presencia o 

ausencia de una respuesta inflamatoria y puede progresar hacia la fibrosis de un modo 

independiente. Así, se ha demostrado en modelos animales que la remodelación 

fibrótica puede ocurrir como consecuencia de una inflamación aguda (como se observa 

cuando se sobreexpresa IL-1) o independiente de inflamación (como cuando se inyecta 

el TGF-β1 activo acoplado a adenovirus) (Allen, Spiteri 2002; Sime et al, 1997). 

Los miofibroblastos, fibroblastos diferenciados con características morfológicas 

de músculo liso son comunes en lesiones fibróticas y comprenden el tipo celular 

principal en los focos de fibroblastos. Esta diferenciación está al menos parcialmente 

mediada por el TGF?. Los miofibroblastos tienen un fuerte fenotipo profibrosante y 

favorecen la acumulación de proteínas de matriz extracelular produciendo colágenas 

fibrilares, TGF-β1, MMP-9, y TIMP’s. 

En relación a la apoptosis, el TGF-β1 induce muerte celular programada de 

células epiteliales bronquiolares de modo dependiente de caspasas, al tiempo que 

disminuye la síntesis de p21. La exposición conjunta de TGF-β1 y FasL soluble potencia 

el efecto proapoptótico de FasL. (Hagimoto et al 2002).  

Sin embargo, la aplicación directa de TGF-β a linfocitos en cultivo (5ng/ml) en 

nuestro estudio, no aumentó la apoptosis por encima de los resultados basales (tabla 

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

Esta molécula puede inducir apoptosis y desempeña un papel importante en los 

procesos fibrosantes (Gharaee-Kermani et al, 2001). La sobre-expresión de TNF-α 

mediante la incorporación de un plásmido en ratones provoca fibrosis pulmonar difusa 

mientras que los ratones deficientes de TNF-α o del receptor son resistentes a la 

fibrosis provocada por bleomicina (Ortiz et al, 2001). El TNF-α se produce por células 

epiteliales alveolares de tipo II y sus efectos son el incremento indirecto en la 

proliferación de fibroblastos y la síntesis de colágena mediante la inducción de TGF-β 

o PDGF (Allen, Spiteri 2002). También induce la expresión de gelatinasas que pueden 

aumentar la degradación de membranas basales facilitando la migración de 

fibroblastos.  

Es importante señalar, que el TNF-α, el cual se encuentra aumentado en FPI 

incrementa la expresión de cofactores pro-apoptóticos como p53, p21 y Bax, 

requeridos para la vía de señalización de Fas. (Allen, Spiteri 2002) 

 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)  

El PDGF es un potente mitógeno y quimioatrayente de fibroblastos. Evidencias 

in vivo sugieren que varios mediadores fibrogénicos como IL-1, TNF-α, TGF-β, factor 

de crecimiento de fibroblastos básico y trombina actúan de manera dependiente de 

PDGF. 

PDGF se expresa en niveles muy bajos en pulmones normales, habitualmente en 

macrófagos alveolares. Su producción se incrementa en FPI, donde participan 

fundamentalmente las células del epitelio alveolar (Antoniades et al, 1990). La 

transfección de PDGF con un vector viral que produce la sobreexpresión de esta 

citocina provoca características histopatológicas de FPI, y su inhibición confiere 

resistencia a la fibrosis inducida por bleomicina. 

Aunque este factor se relaciona fundamentalmente con quimiotaxis y 

proliferación, algunos hallazgos recientes sugieren que puede desempeñar un papel 

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

El factor de crecimiento similar a insulina-1 estimula la proliferación de varias 

células del mesénquima y se encuentra aumentado en macrófagos y células epiteliales 

en las primeras etapas de la fibrosis. Su función es mitogénica para fibroblastos, y 

podría ser un importante activador de transcripción de otros genes involucrados en la 

regulación del crecimiento y apoptosis. Sin embargo, se ha demostrado que IGF-I, es 

una molécula que aumenta la sobrevida de algunos tipos celulares y más bien parece 

inhibir la apoptosis, bloqueando la activación de la caspasa-3 (Linseman DA et al, 

2002, Reinmuth N et al, 2002). 

 

IL-4 

Los fibroblastos humanos exhiben un aumento en su proliferación y síntesis de 

colágena asociada a inhibición en la transcripción de IFN-γ en respuesta a IL-4. La 

pérdida de actividad antifibrótica  de IFN-g puede promover un ambiente 

profibrosante y favorecer la selección de una respuesta inmune del tipo 2. Los 

pacientes que desarrollan fibrosis tienen predominantemente  células T tipo Th2 y 

fallan en producir IFN, mientras que pacientes con enfermedades no fibrosantes 

(alveolitis, sarcoidosis) expresan tanto IFN-? como IL-4. 

La IL-4 media la apoptosis de algunas células como por ejemplo, de los 

queratinocitos foliculares, de una manera independiente de bcl-2 y bax (Mandt N et 

al, 2002). Asimismo, induce muerte celular programada en mastocitos (Sherman MA et 

al, 2002). 

 

Endotelina-1 

ET-1 promueve la proliferación tanto de fibroblastos como de células 

epiteliales, la diferenciación a miofibroblastos, quimiotaxis, contracción y síntesis de 

colágena al tiempo que inhibe la degradación de la matriz extracelular. Puede inducir 

la producción parácrina de factores de crecimiento incluyendo TNF-α, TGF-β, 

fibronectina y VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial). En FPI se colocaliza la 

enzima activadora de ET-1 con ET-1 en células epiteliales tipo I y II.  
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Las endotelinas inducen proliferación en muchos tipos celulares normales o 

cancerosas. Se ha sugerido que puede promover o inhibir la apoptosis, aunque la 

mayoría de las evidencias sugieren que desempeña un papel anti-apoptótico 

(Filippatos et al, 2001). 

 

Factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) 

El CTGF es un mediador que se ha involucrado en angiogénesis, adhesión celular 

y fibrosis. Este factor se encuentra aumentado en enfermedades fibrosantes 

incluyendo FPI, y la adición de IFN-? inhibe su producción. El hecho de que los ratones 

deficientes de Smad3 no producen CTGF sugiere que se encuentra en la vía de 

señalización de TGF-β.  

En relación con la apoptosis, se ha demostrado recientemente que el CTGF es 

capaz de inducir muerte celular programada de células de músculo liso, a través de la 

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

 

FAS 

El antígeno Fas (Fas) es un receptor proteico de superficie celular tipo 1 de la 

familia de receptores para TNF (TNFR) e induce apoptosis cuando se une al ligando de 

Fas (FasL) (Hildeman DA et al, 2002). La sobre-expresión de Fas en tejido pulmonar 

provoca apoptosis epitelial y una respuesta fibrosante en ratones (Kuwuano et al 

1999). 

Un aspecto muy importante de esta molécula, es que es la única de las 

mencionadas que se ha asociado directamente con la apoptosis de linfocitos. La 

homeostasis de los linfocitos depende de un balance entre proliferación y apoptosis. 

En este sentido, un control riguroso de los mecanismos de muerte programada de 

estas células es esencial para una respuesta inmune adecuada y su alteración puede 

resultar en cáncer y autoinmunidad.  

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

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

los medios condicionados provenientes de pulmones fibróticos. 

 

IFN-γ 

El IFN-γ aumenta la sensibilidad de líneas tumorales a TNF y FasL.  Es imortante 

señalar que los linfocitos T estimulados con IFN-γ son más susceptibles a apoptosis 

inducida por daño al DNA. En la realización de esta tesis se comprobó que el IFN-γ en 

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

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

2002). 
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Conclusiones 

 

En este estudio se demostró que los sobrenadantes de fibroblastos derivados de 

pulmones con fibrosis pulmonar idiopática inducen la muerte celular programada de 

linfocitos. Este fenómeno no se observó cuando los linfocitos se expusieron a medios 

condicionados de fibroblastos provenientes de pulmones normales aún cuando fueron 

previamente estimulados con TGF-β. La diferente inducción de apoptosis sugiere que 

los cambios fenotípicos inducidos por el TGF-β in vitro  (expresión de α-actina, 

aumento en la producción de colágena etc.)no mimetizan, al menos en este proceso 

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