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Introducción

1. Los fibroblastos como células centinela

Los fibroblastos son el componente celular más abundante del tejido conectivo de la piel y

otros muchos órganos. Tradicionalmente, estas células han sido consideradas como elementos

estructurales que sintetizan las proteínas de la matriz extracelular (MEC), necesarias para la

integridad y reparación tisular. Este proceso de síntesis proteica es muy activo durante el

desarrollo embrionario y el crecimiento. En el adulto normal, los fibroblastos son poco

activos pero conservan una gran capacidad de respuesta frente a una lesión, iniciando el

proceso de reparación que conduce a la cicatrización normal. Esta respuesta consiste en la

migración de los fibroblastos al foco de lesión, proliferación y activación de la síntesis de

proteínas de la MEC, sobre todo de colágenos fibrilares (Deuel y col., 1991). Más

recientemente, se ha sugerido que los fibroblastos pueden desempeñar funciones

inmunológicas, y como células residentes constituirían la primera línea de defensa del tejido

conectivo, iniciando el reclutamiento de leucocitos y desencadenando una respuesta

inflamatoria (Smith y col., 1997). La estimulación con sustancias derivadas de

microorganismos infecciosos como lipopolisacárido (LPS) (Chakravortty y col., 1999;

Huleihel y col., 1990) o con mediadores de la inflamación como el factor de necrosis tumoral

(TNF-a, de tumor necrosis factor-a), interleuquina(IL)-1 (Chakravortty y col., 1999), IL-4

(Postlehwaite y col., 1991), IL-6 (Duncan y col., 1991), factor de crecimiento transformador

(TGF-(3, de transforming growth factor-^ (Varga y col., 1987; Raghow y col., 1987), factor

de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF de platelet derived growth factor) (Lynch y col.,

1987), o factor de crecimiento fibroblástico (FGF, de fibroblast. growth factor)

(Gospodarowicz y col., 1991), provoca una activación de los fibroblastos seguida de la

síntesis de citoquinas y factores de crecimiento solubles que participan en la respuesta

inflamatoria y en los procesos de reparación tisular.

Por otra parte, los fibroblastos expresan en su superficie el antígeno CD40, miembro de la

"superfamilia" del receptor de TNF-a, que es un elemento importante en la regulación de la

respuesta inflamatoria y cuya expresión se activa tras la exposición a citoquinas

proinflamatorias. La activación de CD40 por su ligando induce en fibroblastos la expresión de

moléculas de adhesión y de quimioquinas (Fries y col., 1995; Sempowski y col., 1997). Por

último, la capacidad de los fibroblastos para expresar ciclooxigenasa inducible o COX2 y de

sintetizar prostanoides en respuesta a estímulos proinflamatorios también puede actuar como
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/ntroducción

mecanismo regulador de la respuesta inflamatoria y de la inmunoregulación, modificando el

balance Thl/Th2 (Crofford y col., 1994; Wang y col., 1996).

Un aspecto importante de la participación de los fibroblastos en la respue ŝta inflamatoria es

pues esta capacidad para recibir y responder a determinados estímulos expresando proteínas

relacionadas con el tráfico celular, la síntesis de prostaglandinas, la adhesión celular y la

síntesis de proteínas de la MEC. De esta manera, los fibroblastos actúan como diana para

diferentes mediadores proinflamatorios y pueden influir de forma importante en la

amplificación y perpetuación de los procesos inflamatorios.

2. Quimioquinas o citoquinas quimiotácticas

2.1. Las quimioquinas o citoquinas quimiotácticas ^

Las quimioquinas son pequeñas citoquinas que inducen una migración dirigida de diferentes

tipos de leucocitos durante el desarrollo, en relación con su tráfico normal o en la respuesta

inflamatoria (Luster y col., 1998; Ward y col., 1998). Aunque inicialmente las quimioquinas

fueron definidas como proteínas de defensa del huésped, ejercen otras funciones que se

extienden más allá de un mero control de la migración de leucocitos, como la regulación de la

angiogénesis (Koch y col., 1992; Keane y col., 1997), la síntesis de colágeno (Gharaee-

Kermani y col., 1996; Schneider y col., 1999), la proliferación de las células progenitoras

hematopoyéticas y la agregación plaquetaria (Nagasawa y col., 1996; Abi-Younes y col.,

2000). Además, desempeñan una función importante en la patogenia de la infección por el

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) a través de su interacción con determinados

receptores de quimioquinas como el CXCR4, CCR3, y CCRS, que actúan como correceptores

virales (Feng y col., 1996; Dragic y col., 1996; Choe y col., 1996).

Las quimioquinas forman un grupo de proteínas de bajo peso molecular (6-15 kD), con una

homología del 20 al 70 % en la secuencia de aminoácidos, y se caracterizan por la presencia

de cuatro residuos de cisteína agrupados por dos puentes disulfuro. Hasta el momento, han

sido descritas aproximadamente 50 quimioquinas diferentes en humanos (Luster y col., 1998;

Baggiolini y col., 1997). Las quimioquinas se clasifican en cuatro familias de acuerdo con la

posición de los dos residuos de cisteína más próximos al grupo aminoterminal. La gran

mayoría de las quimioquinas se incluyen en dos grupos, la familia a o CXC, en la que estos

residuos están separados por un aminoácido, y la familia (3 o CC, en la que ambos se hallan
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Introducción

contiguos. Las quimioquinas CXC tienen una homología del 20 al 50% en la secuencia de

aminoácidos y, en humanos, sus genes se localizan en el cromosoma 4. Dentro de la familia

a, aquellas que contienen la secuencia glutamato-leucina-arginina (E-L-R) previa al grupo

CXC actúan como quimiotácticas para los neutrófilos y activan la angiogénesis y, aquellas

que no la presentan, son fundamentalmente quimiotácticas para los linfocitos (Clark-Lewis y

col., 1991). La familia de las quimioquinas CC tiene una homología del 28 al 45% y sus genes

se localizan, en humanos, en el cromosoma 17. Este grupo ejerce quimiotaxis sobre

monocitos, eosinófilos, basófilos y linfocitos con una selectividad variable. Las quimioquinas

CC se dividen a su vez en dos subgrupos, uno que comprende las proteínas quimiotácticas

para monocitos (MCP-1,-2,-3,-4,-5) y la eotaxina, idénticas en aproximadamente un 65%, y

otro formado por el resto de las (3-quimioquinas (como I-309; MIP, RANTES, etc.) (Luster y

col., 1997). Al igual que en la familia de las a-quimioquinas, la secuencia de aminoácidos

aminoterminal previa al grupo CC determina la actividad biológica y la selectividad sobre los

leucocitos. Otras quimioquinas no incluidas en estas dos familias han sido descritas, la

linfotactina (Ltn) o^y quimioquina con sólo dos grupos cisteína (Kelner y col., 1994), y la

fractalquina o S-quimioquina, una glucoproteína de membrana en la que los dos residuos de

cisteína se hallan separados por tres aminoácidos (CXXXC) y en la que el dominio activo de

la quimioquina se encuentra en una prolongación similar a la mucina (Bazan y col., 1997).

Ambas quimioquinas actúan sobre células linfoides (células T y NK, de natural killer) y,

además, la fractalquina es también activa sobre monocitos (Pan y col., 1997). Algunas

quimioquinas, al ser secretadas, sufren un proceso proteolítico en el extremo aminoterminal

que altera su actividad como es el caso de la proteína básica plaquetaria, que bajo la acción de

proteasas monocíticas se transforma en NAP-2 (de neutrophil activating peptide-2) (Walz y

col., 1990).

Las quimioquinas no son activas únicamente sobre una población de leucocitos y, en

general, una determinada población de leucocitos expresa distintos receptores y responde a

múltiples moléculas. Es posible que casi todas las células puedan producir algún tipo de

quimioquina en determinadas condiciones. Quimioquinas como SDF-1 (de stromal derived

factor-1) o MDC (de macrophage-derived chemokine) se expresan de forma constitutiva,

MDC en células y órganos especializados como macrófagos, células dendríticas, timo y otros

órganos linfoides (Godiska y col., 1997), y SDF-1 de manera más extendida (Pablos y col.,

1999). Un grupo de quimioquinas CC descritas recientemente, que incluye TARC (de thymus

and activation-regulated chemokine), MIP-3^i (de macrophage inflammatory protein-3^,

4



Introducción

SLC (de secondary lymphoid-tissue chemokine), LARC (de liver and activation-regulated

chemokine) y DC-CK1 (de dendritic-cell chemokine-1), se expresa de forma constitutiva en

grandes cantidades en el timo, nódulos linfáticos y otros tejidos linfoides (Yoshie y col., 1997,

Adema y col., 1997). La producción constitutiva y restringida de estas quimioquinas en los

tejidos linfoides y su aparente selectividad por receptores expresados por los linfocitos explica

su intervención en la regulación del tráfico normal de los leucocitos en condiciones

fisiológicas. No obstante, múltiples quimioquinas se expresan de forma inducible tras la

activación celular como respuesta a señales inmunológicas, inflamatorias o microbiológicas.

Esta distinción entre expresión constitutiva e inducible es, en ocasiones, meramente teórica ya

que se superponen en determinadas condiciones, como MCP-1 (de monocyte chemoattractant

protein-1) y MDC que siendo inducibles, aparecen de manera constitutiva en las neoplasias o

en órganos linfoides respectivamente (Mantovani y col., 1999). En la tabla 1 se resumen las

principales quimioquinas descritas en humanos.

5
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Tabla 1. Quimioquinas descritas en humanos.

Eotaxina-1, -2
I-309
MCP-1, -2, -3, -4, -5
MIP-la, 1(3, 3(3 (ELC), 3a (LARC, exodus-1), 1S

C RANTES-
TARC

I MDC_
C TECKi^

CK (34, (38, (39, (312, (313
C HCC-1, -2, -3, -4

PARC
DC-CKl
SLC
6CKine (exodus-2) .
SCYA26

ENA 78
GRO-a, R, y
IL-8

C
`

GCP-2
NAP-2

^ CXC
^ ^

C

LIX
IP-10
MIG
PF4
SDF-1
CK al, a2
I-TAC
BRAK

C ^

^ I
C

Linfotactina

C` ^

- CXXXC ^
^ _ ) Fractalquina^/

C

Abreviaturas: BRAK, breast and kidney derived chemokine; DC-CK1, dendritic-cell chemokine-I;
ENA-78, epithelial-cell-derived neutrophil-activating peptide 78; GCP, granulocyte chemotactic
protein; GRO, growth-regulated oncogene; HCC, hemofiltrate CC chemokine; IP-10, interferon-
inducible protein 10; I-TAC, interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant; LARC, liver and
activation-regulated chemokine; LIX, lipopolysaccharide-induced CXC chemokine; MCP-l, monocyte
chemoattractant protein-1; MDC, macrophage-derived chemokine; MIG, monokine induced by
interferon-y, MIP, macrophage inflammatory protein; NAP-2, neutrophil activating peptide 2; PARC,
pulmonary and activation-regulated chemokine; PF4, platelet factor-4; RANTES, regulated upon
activation normal T-cell expressed and secreted; SCYA26, small inducible cytokine subfamily A
member 26; SDF-1, stromal-derived factor-1; SLC, secondary lymphoid-tissue chemokine; TARC,
thymus and activation-regulated chemokine; TECK, thymus-expressed chemokine.
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Introducción

2.2. Receptores de quimioquinas

Las quimioquinas ejercen su acción a través de receptores específicos de membrana que

forman parte de la familia de la rodopsina con siete dominios transmembrana ligados a

proteínas G(Murphy y col., 1994). Las quimioquinas presentan dos zonas de interacción con

los receptores, una en la región aminoterminal, y otra en un asa del eje que une el segundo y

tercer residuos de cisteína (Clark-Lewis y col., 1995). La zona de la región aminoterminal es

esencial para la activación del receptor. Se cree que el receptor reconoce inicialmente la zona

del asa, y que esta interacción es necesaria para la correcta unión al dominio de activación

(Clark-Lewis y col., 1995). Aunque la mayoría de los receptores pueden unirse a más de una

quimioquina, los del grupo CC reconocen sólo quimioquinas CC, y los del grupo CXC,

quimioquinas CXC. Esta restricción radica en la diferencia estructural entre las quimioquinas

CC y CXC, con estructuras primaria, secundaria y terciaria similares, y diferente estructura

cuaternaria (Luster y col., 1998). A1 igual que otros miembros de la familia de receptores

ligados a proteínas G, los receptores de quimioquinas pueden activar fosfolipasas a través de

dichas proteínas. La estimulación de estos receptores desencadena señales intracelulares

relacionadas con la generación de inositol trifosfato, la liberación de calcio intracelular, y la

activación de la protein-kinasa C(Lodi y col., 1994). La unión de las quimioquinas a sus

receptores puede asimismo activar la unión de las proteínas de la familia Ras y Rho a la

guanosina-trifosfato (Laudanna y col., 1996).

Los receptores de quimioquinas influyen en la movilidad y polarización celular regulando

procesos dependientes de actina como cambios de membrana, formación de pseudópodos y

activación de los complejos de adhesión (Sánchez-Madrid y col., 1999).

Los receptores para quimioquinas se expresan en diferentes tipos de leucocitos, bien de

forma restringida a un determinado subtipo celular (i.e. CXCRI restringido a neutrófilos), o

bien de forma más amplia (i.e. CCR2 que se expresa en monocitos, células T, células NK,

células dendríticas y basófilos).

Los receptores para quimioquinas pueden expresarse de forma constitutiva o inducida por

activación o diferenciación de las células. Así, CCR1 y CCR2 se expresan de forma

constitutiva en monocitos pero, en linfocitos, sólo tras la activación con IL-2 (Loetscher y

col., 1996). Múltiples receptores varían su expresión en relación con los procesos de

activación y diferenciación celular. Así, CXCR3 y CCRS se expresan en linfocitos Th 1

activados mientras que CCR3, además de expresarse en eosinófilos y basófilos, lo hace de

forma preferente en linfocitos Th2 activados (Sallusto y col., 1997). Esta inducción transitoria
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de ciertos receptores de quimioquinas en los leucocitos permite una amplificación selectiva de

la respuesta inmune mediada por células Thl o Th2. Algunos receptores se expresan también

en células no hematopoyéticas como neuronas, astrocitos, células epiteliales y endoteliales.

Además de los receptores descritos, las quimioquinas pueden unirse a otras moléculas

diferentes. El receptor eritrocitario de quimioquinas DARC (de Duffy antigen receptor for

chemokines) se relaciona estructuralmente con los receptores descritos pero, a diferencia de

éstos, no induce la entrada de calcio en la célula tras unirse a las quimioquinas CC y CXC

(Horuk y col., 1993). Este receptor puede anclarse a quimioquinas y eliminarlas de la

circulación. Otro grupo de receptores tienen estructura similar al proteoglucano heparán

sulfato, y se unen a quimioquinas de la MEC y de la superficie de las células endoteliales

(Tanaka y col., 1993).

Por último, se han descrito al menos dos estructuras de origen viral homólogas a los

receptores de quimioquinas, US28 producto del citomegalovirus humano que se une a

determinadas quimioquinas CC como RANTES, MIP-la y MIP-1(3 (Gao y col., 1993) y a la

fractalquina (Kledal y col., 1998), y ECRF3 derivado del Herpesvirus saimiri, que se une a la

IL-8 humana (Alcami y col., 1995). La tabla 2 recoge los diferentes receptores de

quimioquinas descritos en humanos.

8
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Tabla 2. Receptores de quimioquinas.

RECEPTORES QUIMIOQUINAS

CXCR

-1 IL-8, GCP-2 •

-2 IL-8, GRO-a, NAP-2, ENA-78, GCP-2

-3 IP-]0, MIG, I-TAC

-4 SDF-1

-5 BCA-1

CCR

_1 MIP-la, -1(3, -1S, RANTES, MCP-1, -2, -3, MPIF-1, HCC-1

_2 ^ MCP-1, -2, -3, -4

_3 Eotaxina 1-3, RANTES, MIP-la, -1^3, -1S, MCP-3, -4

-4 MCP-1, MIP-1 a, RANTES, TARC, MDC

-5 MIP-la, -1(3, RANTES, MCP-2

-6 MIP-3a/ LARC/ Exodus

-^ ELC/ MIP-3(3, 6CKine •

-8 I-309, TARC, MIP-1(3

-9 (GPR-9-6) TECK

XCRl Linfotactina

CX3CR1 Fractalquina

DARC IL-8, GRO-a, NAP-2, ENA-78, RANTES, MCP-1, MCP-3

US28 MIP-la, RANTES, MIP-1(3, MCP-1, fractalquina

ECRF3 IL-8, GRO-a, NAP-2

No se conocen los receptores para las quimioquinas específicas de los linfocitos SLC/exodus-2 y DC-
CK 1 /PARC.

2.3. Control de la expresión de quimioquinas

La expresión de quimioquinas varía según el tipo celular y, generalmente, es controlada a

través de la transcripción. Así, en la región promotora de sus genes se han descrito zonas de

unión a diversos factores de transcripción, siendo los factores de la familia NF-xB/Rel los

mejor conocidos (Ghosh y col., 1998) (Figura 1). El control de la expresión de las diferentes

quimioquinas depende de múltiples factores de transcripción y esta regulación varía en

función del tipo celular y del estímulo activador. Se ha descrito la intervención de NF-tcB en

la activación de determinadas quimioquinas y, hasta el momento, se sabe que regula la

transcripción de IL-8, MCP-1, MIP-la, IP-10, RANTES, GRO-a y eotaxina en diferentes

tipos celulares (Ebnet y col., 1997; Agarwal y col., 1995; Weih y col., 1995; Xia y col., 1997;
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Tomura y col., 1999; Jobin y col., 1999; Roebuck y col., 1999; Ping y col., 1999; Yang y col.,

1998; Marumo y col., 1997; Duque y col., 1997). Aunque este es el factor mejor conocido,

otros elementos reguladores están implicados en la transcripción de las quimioquinas. Los

factores activados por interferón-gamma (IFN-y) (IRF, de IFN-y-regulated factor) regulan la

expresión de IP-10 y RANTES (Luster y col., 1987; Lin y col., 1999). El factor nuclear

activado por IL-6 (NF-II,6) regula la expresión de MIP-la (Matsumoto y col., 1998). Por

último, otro factor de transcripción implicado en la expresión de quimioquinas es AP-1 (de

activating protein-1). Los promotores de ciertas quimioquinas como IL-8, MCP-1 y RANTES

contienen regiones de unión a AP-1 con respuesta a estímulos redox (Takeshita y col., 1995,

Martín y col., 1997). La mayoría de los genes codificados por AP-1 son de "respuesta-

inmediata", es decir, genes cuya transcripción se induce rápidamente tras la estimulación

celular e independientemente de la síntesis de novo de proteínas. Como ocurre con otros

factores de transcripción, la activación de AP-1 depende del estímulo y del tipo celular. Así,

se ha visto que AP-1 responde a diferentes estímulos como factores de crecimiento,

citoquinas, activadores de células T, neurotransmisores, oncogenes y radiación ultravioleta.

El factor de transcripción NF-icB se identificó inicialmente como un elemento regulador de

la expresión de la cadena ligera kappa en los linfocitos B murinos (Sen y col., 1986) pero,

posteriormente, se demostró su presencia en muchos otros tipos celulares. NF-xB está

formado por un dímero de proteínas de la familia rel (Tabla 3). Cada una de estas proteínas

tiene una fracción aminoterminal de 300 aminoácidos conocida como dominio de homología

rel. Esta región es la responsable de la unión al ADN, dimerización, e interacción con su

inhibidor IxB. Los componentes de esta familia pueden asociarse entre sí a través del dominio

rel, formando homo o heterodímeros, generando una amplia diversidad de complejos que van

a diferir en su potencial de transactivación y en su capacidad de unión a los diferentes

consenso xB (Fujita y col., 1992). Dentro del conjunto de proteínas que forman la familia NF-

xB/Rel, el factor NF-xB 1(p50) (Kieran y col., 1990) puede combinarse formando

homodímeros o heterodímeros con ReIA (p65) (Nolan, 1991). Ambos dímeros aparecen en el

citoplasma celular induciéndose la translocación al núcleo del heterodímero p50/p65 (forma

activa del complejo) durante los procesos de activación celular (Baeuerle y Henkel, 1994). La

regulación de la translocación nuclear de NF-xB viene determinada fundamentalmente por

dos procesos: la proteolisis de la proteína p105, precursora de p50 (Bours y col., 1990), y su

unión a la familia de proteínas inhibidoras IxB. La familia de proteínas IxB se caracteriza por

presentar entre tres y siete repeticiones de una misma secuencia de 33 aminoácidos

to
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denominada motivo ankirina. Esta secuencia es capaz de unirse al dominio de homología rel

impidiendo tanto su translocación nuclear como su unión al ADN, actuando así como

principal mecanismo de regulación de los factores NF-xB/Rel (Ghosh y col., 1998) (Tabla 3).

En células no activadas, NF-xB se encuentra en el citoplasma ligado a IxBa e IxB(3 que

inhiben su entrada en el núcleo. La disociación de NF-xB de su inhibidor IicB requiere una

serie de modificaciones de éste último: fosforilación, ubiquitinación y degradación en el

proteasoma. Aunque la mayoría de las proteínas NF-xB son transcripcionalmente activas,

algunas combinaciones parecen actuar como complejos inactivos o supresores. Así, p50/p65,

p50/c-rel, p65/p65, y p65/c-rel son complejos activos, mientras que los homodímeros p50 y

p52 son transcripcionalmente supresores. Tanto p50 como p52 carecen del dominio variable

carboxiterminal presente en las proteínas rel, y este dominio parece ser el responsable de la

activación de los genes inducidos por NF-xB (Brown y col., 1994; Plaskin y col., 1993). La

forma activa de NF-xB suele ser el heterodímero p65 (relA) y p50.

En las células no linfoides, NF-xB actúa en la transactivación de genes inducibles por

estímulos, mientras que Re1B media la expresión constitutiva de estos genes en las células

linfoides. En ciertas líneas de fibroblastos de ratón, Re1B actúa como una proteína inducible

por mitógenos (Olashaw y col., 1996). Los fibroblastos quiescentes expresan bajos niveles de

Re1B unido a IxBa y, por tanto, inactivo. Tras la estimulación con PDGF, 2-0-

tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA), TNF-a y suero, se produce una activación de NF-xB y

Re1B. El factor Re1B ejerce una función decisiva en el desarrollo del epitelio medular, la

función de las células dendríticas maduras, la organización de los órganos linfoides

secundarios y la selectividad negativa del timo, mientras que en los fibroblastos frena la

activación desencadenada por NF-xB (Weih y col., 1995; Xia y col., 1997; Tomura y col.,

1999; Jobin y col., 1999; Roebuck y col., 1999; Ping y col., 1999; Yang y col., 1998; Marumo

y col., 1997; Duque y col., 1997; Burkly y col., 1995). A1 suprimir la transactivación, Re1B

limita la expresión de mediadores proinflamatorios modulando la estabilidad de la proteína

IxBa. En un modelo animal de ratas genéticamente deficitarias para Re1B se ha observado

que desarrollan un fenotipo característico que incluye atrofia del timo con disminución del

número de células dendríticas en la médula, alteración de la inmunidad celular,

esplenomegalia secundaria a hematopoyesis extramedular, hiperplasia mieloide medular, y la

presencia de múltiples infiltrados inflamatorios. Los fibroblastos desarrollan una expresión

aumentada de IL-la, II.-1(3, TNF-a tras la estimulación con LPS así como una síntesis

descontrolada de quimioquinas. Estos animales desarrollan un síndrome de inflamación
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multiorgánica con infiltrados leucocitarios intersticiales que les provoca una muerte precoz

(Xia y col., 1997). Este modelo ilustra la importancia de la síntesis de quimioquinas por los

fibroblastos y su control por NF-xB en la patogenia de la inflamación (Xia y col., 1999).

Nŭcleo Genes in0amalorio+

Figura 1. La activación de NF-KB depende de la
fosforilación y posterior degradación proteolítica de la
proteína inhibidora IKB por kinasas específicas. El factor
NF-KB libre (heterodímero p50/p65) entra en el núcleo,
donde se une a los puntos KB en las regiones promotoras
de los genes de las proteínas inflamatorias como las
citoquinas, enzimas, y moléculas de adhesión.

Tabla 3. Proteínas que componen las familias NF-xB/Rel-IxB.

FAMILIA NF-KB/Rel FAMILIA IKB

NF-KB 1 (p50) ►xBa

NF-KB2 (p52) IxB^i

Rel A (p65) IKBy

Rel B (p68) IKBE

c-Rel (p85) Bcl3

(Precursor de p50) p 105 ( Bloquea la translocación nuclear)

(Precursor de p52) p100 (Bloquea la translocación nuclear)
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2.4. Quimioquinas e inflamación

Las quimioquinas controlan el tráfico fisiológico de los leucocitos. Los leucocitos se forman

en la médula ósea pero migran a otros tejidos. La circulación continua y organizada de los

linfocitos a través de la sangre, tejidos y órganos linfoides arrastra a los linfocitos no

activados a los nódulos linfoides. En éstos, los linfocitos se exponen al antígeno y se

transforman en células activadas que pueden migrar al foco de inflamación junto a los

macrófagos, eosinófilos o neutrófilos. El papel de las quimioquinas en la regulación del

tráfico normal se ha demostrado en modelos animales genéticamente deficitarios para SDF-1

o eotaxina (Nagasawa y col., 1996; Rothenberg y col., 1997). ^

Durante la inflamación aguda se produce un aumento de la secreción de quimioquinas que

resulta en un reclutamiento selectivo de leucocitos por el tejido inflamado. Estas citoquinas

quimiotácticas también activan los leucocitos aumentando su capacidad de adherencia,

citotoxicidad y secreción enzimática, de forma que participan decisivamente en las reacciones

inflamatorias. El mayor estímulo para la producción de quimioquinas, como se expuso

previamente, es la liberación precoz de citoquinas proinflamatorias como la IL-1 y el TNF-a,

y los productos virales o bacterianos, como LPS. Las quimioquinas contribuyen al

reclutamiento de leucocitos promoviendo la interacción secuencial entre leucocitos y

endotelio, e induciendo cambios estructurales en las integrinas leucocitarias (LFA-1, de

lymphocyte function-associated antigen-1 y VLA-4, de very late antigen-4) y la expresión de

sus receptores endoteliales (ICAM-1, de intercellular adhesion molecule y VCAM-1, de

vascular cellular adhesion molecule-I ), lo que determina una unión de alta afinidad y la

migración leucocitaria hacia el foco inflamatorio (Tanaka y col., 1993). Esto se debe a la

capacidad de las quimioquinas para unirse a los proteoglucanos de la superficie endotelial y

de la MEC. Esta unión les permite, por un lado, estimular a los leucocitos y al endotelio sin

ser arrastradas por el flujo sanguíneo y, por el otro, crear un gradiente quimiotáctico

imprescindible para dirigir el movimiento leucocitario (Baggiolini y col., 1998; Tanaka y col.,

1998).

Las quimioquinas han sido implicadas en la patogenia de diferentes procesos inflamatorios

en los que se ha demostrado un aumento en su expresión en el tejido lesionado, y se ha

confirmado una inhibición del proceso inflamatorio al tratar con antágonistas de estas

proteínas y/o de sus receptores. En la inflamación de la vía aérea por reacción de

hipersensibilidad, se ha demostrado un aumento de la expresión de MIP-la y RANTES que

se acompaña de un aflujo de eosinófilos. El tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-
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MIP-la y anti-RANTES disminuye la extravasación de eosinófilos en un 60% (Lukacs y col.,

1995). En la isquemia miocárdica, la hipoxia seguida de reoxigenación induce la expresión de

MCP-1 e IL-8 en las células endoteliales (Karakurum y col., 1994). En otros episodios

agudos, como la neumonía bacteriana y el síndrome de distrés respiratorio del adulto, se

desencadena un tráfico masivo de neutrófilos hacia el tejido lesionado y, se ha objetivado una

elevada concentración de quimioquinas como IL-8 en el lavado broncoalveolar de estos

pacientes (Chollet-Martin y col., 1993). En las meningitis virales, el infiltrado inflamatorio

está constituido predominantemente por monocitos y linfocitos y, así, se ha demostrado un

aumento en la concentración de MCP-1 e IP-10 en el líquido cefalorraquídeo de estos

pacientes que se correlaciona con el grado de infiltración mononuclear (Lahrtz y col., 1997).

Los trastornos inflamatorios crónicos se caracterizan de igual modo por una expresión

aumentada de quimioquinas. Existen pruebas de su participación en la patogenia de la

inflamación crónica tanto en modelos animales como en humanos. Numerosos estudios

demuestran su implicación en enfermedades como lesiones cutáneas inflamatorias, artritis

reumatoide, fibrosis pulmonar y renal, cirrosis hepática, pancreatitis crónica, enfermedades

granulomatosas, arteriosclerosis, y esclerosis múltiple. Se ha demostrado la expresión de

MCP-1 por células endoteliales en lesiones cutáneas como la dermatitis liquenoide,

reacciones por hipersensibilidad, y dermatitis espongiótica (Yu y col., 1994), así como por los

queratinocitos en la psoriasis (Gillitzer y col., 1993). En la fibrosis pulmonar idiopática

humana, los fibroblastos pulmonares sintetizan IL-8 en exceso induciendo angiogénesis

(Keane y col., 1997), y existe una expresión aumentada de MCP-1 en las células epiteliales,

monocitos/macrófagos, y las células endoteliales (Antoniades y col., 1992). Los fibroblastos

de los granulomas hepáticos en la infección por Schistosoma mansoni están fenotípicamente

alterados, expresan de forma constitutiva MCP-1 y MIP-la y desarrollan una respuesta

exagerada a la exposición a citoquinas como IL-1, IFN-^y, e IL-10 (Lukacs y col., 1994). En

humanos, tanto en las hepatopatías crónicas como en la cirrosis, existe una expresión

aumentada de MCP-1 en las células epiteliales, células estrelladas, monocitos-macrófagos de

los tractos biliares y en los nódulos de regeneración (Marra y col., 1998). En la pancreatits

crónica se ha descrito un aumento en la expresión de MCP-1 en los conductos centroacinares,

endotelio, fibroblastos, macrófagos y células T(Saurer y col., 2000)•. También en la

afectación renal intersticial con fibrosis, los fibroblastos expresan MCP-1 e IP-10 (González-

Cuadrado y col., 1996). En las placas de arteriosclerosis en humanos y en modelos animales,

se ha objetivado una expresión aumentada de MCP-1 (Nelken y col., 1991). En este modelo,
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la ausencia genética de CCR2 reduce de forma importante la formación de placas de

arteriosclerosis (Boring y col., 1998) En la esclerosis múltiple se ha demostrado un aumento

en la expresión de MCP-1 en los astrocitos de las lesiones desmielinizantes activas y en las

lesiones crónicas activas (Van der Voorn y col., 1999). Durante los brotes de actividad de esta

enfermedad, se ha demostrado en el líquido cefalorraquídeo la presencia de niveles elevados

de IP-10, Mig, y RANTES. De forma paralela, se evidencia un aumento en la expresión de

CXCR3 (receptor de IP-10 y Mig) en los linfocitos así como de CCRS (receptor de RANTES)

en los linfocitos, microglía y macrófagos de las lesiones desmielinizantes (Sorensen y col.,

1999). En la colitis ulcerosa se ha demostrado la presencia de IP-10, IL-8, MCP-1, y MCP-3

en células mononucleares, en estrecha relación con el grado de actividad de la enfermedad

(Uguccioni y col., 1999). .

Los estudios sobre el papel de las quimioquinas en la inflamación articular se han realizado

fundamentalmente en artritis reumatoide. Las a-quimioquinas IL-8, ENA-78 y GRO-a,

sintetizadas por los macrófagos y fibroblastos sinoviales, participan en los fenómenos

inflamatorios y angiogénicos, y todas muestran actividad equiparable quimiotáctica y

activadora sobre neutrófilos, y mitogénica sobre las células endoteliales. MCP-1, MIP-la y

RANTES son las ^3-quimioquinas que predominan en la artritis reumatoide, y son

quimiotácticas para monocitos y linfocitos T activados, así como para linfocitos B, células

NK, basófilos y eosinófilos (Szekanecz y col., 1998). En modelos murinos de artritis, el

tratamiento con antagonistas de MCP-1 o RANTES (MetRANTES) inhibe de forma eficaz el

desarrollo de la afectación articular (Gong y col., 1997; Plater-Zyberk y col., 1997).

3. La esclerosis sistémica como modelo de enfermedad fibrosante

Las enfermedades fibrosantes constituyen un amplio capítulo de la patología humana cuyo

denominador común es la lesión constituida por una acumulación excesiva de proteínas de la

MEC en el tejido conectivo de un órgano. Las enfermedades caracterizadas por esta lesión son

muy numerosas y, en conjunto, enormemente prevalentes (arteriosclerosis, fibrosis pulmonar,

cirrosis hepática etc.). Se trata de un grupo de enfermedades crónicas que pueden afectar a

distintos órganos y anular su función. Los estudios clínicos y de laboratorio sugieren que las

enfermedades fibrosantes son el resultado del fracaso en el control de un ^proceso reparador

iniciado generalmente por estímulos inflamatorios.

15



Introducción

La esclerosis sistémica (ES) es una enfermedad multiorgánica caracterizada por la presencia

de lesiones vasculares, alteraciones autoinmunes y una intensa fibrosis de los tejidos

afectados. La ES es una enfermedad infrecuente pero es el modelo por excelencia de

enfermedad fibrosante, ya que puede afectar prácticamente a todos los órganos y sistemas, y

la fibrosis es su característica patológica más prominente (Seibold, 1989). Sus causas son

desconocidas aunque comparte algunos factores etiopatogénicos con las enfermedades

autoinmunes, entre las que se suele incluir. Estos factores son: 1) su ocasional asociación

familiar o individual con otras enfermedades autoinmunes; 2) su relación con alelos de genes

del complejo mayor de histocompatibilidad; y 3) la presencia de autoanticuerpos e infiltrados

de células T activadas (Silman y col., 1996). No obstante, e independientemente de su inicio

como enfermedad inflamatoria autoinmune, la característica central de la ES es una alteración

del tejido conectivo que se perpetua una vez desaparecida la inflamación inicial. Esta

alteración consiste en la presencia de un número anormalmente elevado de fibroblastos con

una síntesis muy activa de proteínas de la MEC que se mantiene incluso in vitro durante

sucesivas generaciones (Leroy, 1972).

3.1. Alteraciones vasculares

Las alteraciones vasculares ocurren de forma precoz en todos los pacientes con ES.

Funcionalmente, la alteración más precoz es una vasoconstricción excesiva, generalmente tras

exposición al frío, que clínicamente se manifiesta como fenómeno de Raynaud (Seibold, 1989).

Las alteraciones orgánicas incluyen una dilatación y pérdida de capilares que puede observarse

por capilaroscopia del lecho ungueal, y alteraciones microscópicas de los^ mismos. Estas se

inician con una acumulación y agregación de los filamentos intermedios de vimentina en el

citoplasma de las células endoteliales (Trotta y col., 1984). Posteriormente, las lesiones

progresan hasta la destrucción endotelial con cambios secundarios en la membrana basal y

lesiones proliferativas (Prescott y col., 1992). Como consecuencia del daño vascular se produce

isquemia tisular y sus manifestaciones inmediatas pueden ser graves (crisis renales, necrosis

digital o miocárdica). Aunque la lesión vascular precede generalmente a las otras alteraciones,

las posibles relaciones causa-efecto entre las alteraciones vasculares, inmunológicas y la fibrosis

no se conocen. Existen hipótesis en todos los sentidos. Así, la granzima A, un producto de las

células T activadas y que está presente en el suero y la piel de pacientes con ES, podría ser el

"factor citotóxico" para el endotelio (Kahaleh y col., 1986). También los monocitos y

macrófagos situados subendotelialmente pueden liberar aniones superóxido, citoquinas y otras
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sustancias capaces de inducir lesión endotelial y crecimiento de los fibroblastos (Kahaleh y

col., 1986). Los anticuerpos anticélula endotelial pueden ser otro factor desencadenante de

esta lesión, aunque no son específicos de la ES. La apoptosis de células endoteliales parece

ser una lesión precoz en la patogenia de la ES aviar y humana, y ambas comparten la

presencia de anticuerpos anticélula endotelial (Sgonc y col., 1996). In vitro, estos anticuerpos

inducen liberación de IL-1 en las células endoteliales, adhesión leucocitaria, y apoptosis

(Carvalho y col., 1996; Bordron y col., 1998).

En sentido contrario, y a favor de una alteración en la respuesta inmunológica inducida por

la lesión vascular, está la hipótesis recientemente descrita por Casciola-Rosen (Casciola-

Rosen y col., 1997). La hipoxia, en presencia de metales, generaría radicales libres de oxígeno

(RLO) capaces de fragmentar específicamente determinados autoantígenos característicos de

la ES como los antitopoisomerasa (Sc170), o los antipolimerasas del ARN (RNA pol II, NOR

90 y U1RNP), convirtiéndolos en inmunogénicos (Casciola-Rosen y col., 1997).

Curiosamente, la fibrilarina, un autoanticuerpo característico de la ES es resistente a la

modificación por los RLO pero es sensible a la exposición al mercurio que puede

transformarlo en un inmunógeno (Pollard y col., 1997). Por tanto, los autoanticuerpos de la

ES podrían no ser patogénicos sino secundarios a la fragmentación de una proteína por la

exposición a RLO o determinados tóxicos. La hipoxia y los RLO son además capaces de

generar una respuesta inflamatoria mediante la activación del factor de transcripción NF-xB

en células endoteliales y fibroblastos, promoviendo la transcripción de citoquinas,

quimioquinas y moléculas de adhesión (Shreeniwas y col., 1992; Denton y col., 1998).

En la ES hay una disminución en la respuesta angiogénica dé causa desconocida tras la

lesión endotelial. Un posible factor implicado en este fenómeno es TGF-^3 que es un inhibidor

del crecimiento endotelial (Baird y col., 1986). También existen pruebas in vivo e in vitro de

activación plaquetaria. Sin embargo, esta activación parece un fenómeno secundario al daño

endotelial y su importancia patogénica no se ha determinado.

La causa primaria de la lesión endotelial es aún desconocida, habiéndose postulado causas

genéticas, de forma similar al fenómeno de Raynaud idiopático, o adquiridas como la

exposición a tóxicos, virus o, como hemos señalado, las alteraciones autoinmunes.

3.2. Alteraciones inmunológicas

La alteración inmunológica mejor conocida en la ES es la presencia en el suero de

autoanticuerpos, algunos muy específicos de esta enfermedad como los anticentrómero, Scl-70 0

17



Introducción

los antipolimerasas de ARN (Steen y col., 1984; Douvas y col., 1979). Los autoanticuerpos son

buenos marcadores de algunos subgrupos clínicos pero, hasta ahora, no se ha demostrado

ninguna relación patogénica entre éstos y la fibrosis. También se produce autorreactividad

celular frente a numerosos componentes del tejido conectivo como los colágenos, la laminina o

los propios fibroblastos, pero su significado patogénico es también desconocido (Huffstutter y

col., 1985). La causa de la generación de estos autoanticuerpos tampoco se conoce. Se ha

descrito mimetismo molecular y posible inmunogenicidad cruzada de algunos de los

autoanticuerpos de la ES con determinados retrovirus (Maul y col., 1989; Douvas y col.,

1994). Como hemos señalado, también es posible que los tóxicos junto con la hipoxia y los

RLO modifiquen antigénicamente algunas de estas proteínas transformándolas en

autoantígenos.

En las fases precoces de la enfermedad existen infiltrados dérmicos de linfocitos T activados

(DR+), predominantemente CD4, y de monocitos. Algunos estudios han demostrado cierta

selección del repertorio de células T en la piel, lavado broncoalveolar o sangre periférica de

pacientes con ES, particularmente del grupo de células con receptor ^y/S. Esto sugiere la

influencia de un antígeno en la generación de esta respuesta celular, pero aún no existen

candidatos conocidos. Las células T que utilizan la región VS1+ son las que se han encontrado

expandidas de forma más consistente en los diferentes estudios (White, 1996). El subtipo

predominante de células T es el Th2 ya que hay un elevado porcentaje de células CD4+ CD30+

en la piel de la ES capaces de sintetizar y liberar IL-4 pero no IFN-y (Mavalia y col., 1997). La

mayoría de los autores sostienen hipótesis que relacionan las alteraciones inmunológicas con la

fibrosis y el daño vascular mediante la acción de mediadores solubles. Así, II.-4, II.-1, y sobre

todo TGF-(3 (Gruschwitz y col., 1990) tienen un efecto "profibrótico", e IFN-^y "antifibrótico"

(Elias y col., 1990). Este último factor se ha encontrado disminuido en el suero o las células

mononucleares de pacientes con ES (Kantor y col., 1992). También, como se ha señalado

previamente, la activación de las células B y T, los anticuerpos anticélula endotelial, o la

secreción de IL-2 pueden dañar directa o indirectamente las células endoteliales. Por ejemplo, la

IL-2 puede inducir la activación de células NK o LAK (de lymphokine activated killer cells),

produciendo lesión endotelial directamente o a través de la granzima A(Caligiuri y col., 1993).

Sin embargo, las citoquinas o productos de activación de las células inflamatorias detectados en

la ES no son específicos de ésta y aparecen en múltiples enfermedades inflamatorias no

acompañados de fibrosis.
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Otro tipo celular presente en las lesiones fibróticas de la ES, como en otras muchas

enfermedades fibrosantes, son los mastocitos o células cebadas. Su número y degranulación

son excesivos en la dermis de pacientes con ES, incluso antes de que aparezca la fibrosis

(Seibold y col., 1990). La triptasa es una potente proteasa con capacidad para lesionar el

endotelio, y la histamina induce la proliferación y la síntesis de proteínas de la MEC en los

fibroblastos, y puede provocar la retracción de las células endoteliales. Su relación con las

alteraciones vasculares, inmunológicas y con la fibrosis es mal conocida. Sin embargo, su

presencia es una constante en múltiples enfermedades fibrosantes, lo cual sugiere una estrecha

conexión de estas células con la fibrosis.

3.3. Alteraciones de los fibroblastos

La alteración más directamente relacionada con la fibrosis es la observada en los fibroblastos, y

consiste en una actividad exagerada de síntesis y secreción de proteínas de la MEC (Leroy,

1972). Este aumento no se acompaña de un aumento paralelo de las enzimas que degradan estas

proteínas, produciéndose una acumulación excesiva (Takeda y col., 1994). Las causas de esta

hiperproducción no se conocen y, la mayoría de las hipótesis plantean que es el efecto de la

exposición de los fibroblastos a los factores vasculares o inflamatorios señalados anteriormente,

aunque no se ha excluido un defecto primario de éstos.

Los fibroblastos son células mesenquimales características del tejido conectivo de la piel y

otros muchos órganos, y tienen como función sintetizar las proteínas que constituyen la MEC.

Morfológicamente, los fibroblastos de la ES aparecen como células activas, con

ensanchamiento del retículo endoplásmico rugoso, mayor citoplasma, y numerosas vesículas

secretoras adheridas a la membrana. Esto se acompaña de una síntesis incrementada de varios

componentes de la MEC como colágeno de los tipos I, III, V, VI y VII, fibronectina, decorina

y glucosaminoglucanos (Tabla 4). La activación de estos fibroblastos se produce por un

aumento transcripcional que se mantiene tras varios pases de los cultivos celulares in vitro en

ausencia de estímulos externos (Leroy, 1972).

La síntesis de fibras de colágeno es un proceso enormemente complejo, con múltiples

modificaciones postranslacionales, intra y extracelulares, hasta llegar a la formación de fibras

maduras (Fleischmajer y col., 1990). El elemento de control más importante de todo este

proceso, tanto en el desarrollo y reparación normales como en patología, es la transcripción de

los genes de procolágeno (Slack y col., 1993). Hasta ahora, en los fibroblastos de la ES, se ha

detectado una activación de algunos de estos elementos (nuclear factor-1, NF-1; Spl o AP-1)
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pero no alteraciones intrínsecas en su función, por lo que se ha sugerido que la activación

transcripcional se produciría por la actuación de factores de transcripción activados en respuesta

a influencias externas, tales como TGF-(3 u otros mediadores solubles (Kikuchi y col., 1992).

Tanto en la piel normal como en la esclerodérmica, existe una mezcla heterogénea de

fibroblastos en cuanto a actividad transcripcional basal de los genes de procolágeno, que se

traduce en una síntesis variable de proteína (Kahari y col., 1988). Los experimentos de

hibridación in situ con sondas de procolágenos tipo I, III, o VI confirman esta heterogeneidad in

vivo (Kahari y col., 1988; Peltonen y col., 1990). Estos mismos experimentos demuestran que la

alteración más importante en la ES respecto a la piel normal es un aumento en el número de

fibroblastos con niveles elevados de ARNm de dichas proteínas. Existen dos teorías para explicar

este fenómeno desde el punto de vista celular. Una supone el reclutamiento mediante la

activación transcripcional de fibroblastos con tasas transcripcionales previamente más bajas. La

teoría alternativa supone una expansión en el número de fibroblastos con alta actividad

transcripcional de forma constitutiva, mediante su proliferación selectiva (Botstein y col., 1982;

Jelaska y col., 1996). Tanto el crecimiento selectivo como la activación transcripcional se han

tratado de explicar en relación con las otras alteraciones fisiopatológicas observadas en esta

enfermedad. Las diferentes hipótesis sugieren que los mediadores de origen vascular, endotelio-

plaquetario, y de las células inflamatorias y mastocitos influirían sobre los fibroblastos,

cambiando su programa de crecimiento y/o su regulación transcripcional de forma persistente.

También, las relaciones intercelulares o con la MEC a través de receptores de membrana

influyen sobre la conducta de los fibroblastos y podrían participar en la fisiopatología de la

fibrosis, aunque los estudios sobre este aspecto son más escasos (Eckes y col., 1993).

Las alteraciones descritas en los fibroblastos de la ES son múltiples, así como las pruebas de un

posible efecto de diferentes mediadores sobre los mismos (Tabla 4). El factor más prevalente en

todos los modelos experimentales o teóricos es TGF-^3. Este factor es un potente activador

transcripcional de los genes de procolágeno y de otros múltiples genes de la MEC (Roberts y

col., 1988; Varga y col., 1987). Este efecto de activación puede ejercerlo a través de regiones

NF-1 y Sp-1 de los promotores (Rossi y col., 1988; Inagaki y col., 1994). El factor TGF-^3

también activa la expresión de enzimas proteolíticas que actúan sobre las proteínas de la MEC, e

inhibe la expresión de sus inhibidores TIMP-3, de tissue inhibitor of inetalloproteinase-3,

(Mattila y col., 1998), con un efecto global intensamente profibrótico (Edwards y col., 1987). In

vitro, TGF-(3 no tiene efectos proliferativos sobre los fibroblastos pero, in vivo, la situación es

más compleja, ya que TGF-^3 puede inducir la producción autocrina de PDGF, que es un
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mitógeno para los fibroblastos (Leof y col., 1986; Ishikawa y col., 1990). Un efecto in vivo de

ambos factores sobre los fibroblastos de la ES ha sido sugerido por datos indirectos de diversos

estudios (Gruschwitz y col., 1990; Hitraya y col., 1998; Varga y col., 1987; Yamakage y col.,

1992). ^

Una interpretación global del efecto sobre los fibroblastos del nuevo medio creado en la dermis

esclerodérmica por las alteraciones vasculares e inflamatorias y los mediadores solubles es muy

difícil. No se conoce qué factor o combinación de factores son responsables del fenotipo

observado en los fibroblastos esclerodérmicos. Muchos de los factores propuestos, incluido

TGF-(3, no son específicos de la ES y están presentes en la piel en otras enfermedades vasculares

o inflamatorias no fibrosantes (Gruschwitz y col., 1990). Por otra parte, el cultivo de los

fibroblastos en monocapa sobre plástico, se aleja mucho de su ambiente natural in vivo en

contacto con otras células y con una matriz tridimensional compleja. Este tipo de influencias son

fundamentales en la regulación de la proliferación y expresión de proteínas de MEC por los

fibroblastos que son el objeto de los estudios (Ivarsson y col., 1993; Eckes y col., 1993).
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Tabla 4. Alteraciones observadas en fibroblastos cutáneos de ES.

In vivo

Retículo endoplásmico rugoso prominente

T Procolágeno al (I), al (III), a2 (VI)

T TGF-(3

T Receptor de PDGF-(3

T CTGF

T ICAM

In vitro

T Colágenos I, III, V, VII

T Fibronectina

T Receptor de fibronectina

T (3 tubulina

T Glucosaminoglucanos

Acido hialurónico

Osteonectina

T IL-6

T IL-1

T receptor de IL-1

T TGF-(3

T c-myc

T ICAM-1

T Colagenasa

T Endotelina-1

Diferente respuesta proliferativa al suero fetal

PDGF

TGF-(3

Diferente respuesta transcripcional a TGF-(3

Diferente respuesta al receptor de TGF-^i

Diferente regulación transcripcional en matrices tridimensionales

T Hu IGFBP-5 (human insulin-like growth factor binding protein 5)

T Hu acylCoA colesterol acyltransferasa (human acyl coenzyme A)

T Fibrosina

T Proteasa nexina 1

T Hu ER p58/ ER p60 (human ER protease 58/60)
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4. Importancia del mecanismo de hipoxia/reoxigenación

La hipoxia y la generación de RLO son factores presentes en la patogenia de una amplia

variedad de patologías. Así, las células en hipoxia de determinados tumores sólidos provocan

un fracaso terapéutico en la radioterapia convencional y en algunas formas de quimioterapia.

Los RLO participan en el inicio de la respuesta inflamatoria y reparadora durante la

cicatrización, y en trastornos vasculares e inflamatorios. Gran parte del potencial patogénico

de la hipoxia se debe a la generación de RLO por acción de la xantino oxidasa. Durante la

isquemia, la adenosina trifosfato se convierte en hipoxantina y xantina, y la xantino

dehidrogenasa endotelial en xantino oxidasa. La xantino oxidasa convierte la hipoxantina en

xantina y ácido úrico con la liberación de radicales superóxido (OZ ), peróxido de hidrógeno

(H2O2) y radicales hidroxilo (OH).

Los cambios en el estado redox inducidos por la hipoxia y reoxigenación desempeñan un

papel fundamental en la activación de moléculas de transcripción intracelulares. Así, se sabe

que la activación de factores de transcripción como AP-1 (Abate y col., 1990), NF-xB

(Matthews y col., 1992), c-Myb (Myrset y col., 1993) y p53 (Hainaut y col., 1993) es

dependiente de la generación de RLO. Otro factor de transcripción, específicamente inducible

por la hipoxia, es HIF-1 (de hypoxia induced factor-1). Este factor interviene en la activación

de determinados genes como los de la eritropoyetina, transportadores de glucosa, enzimas

glucolíticos y del factor de crecimiento derivado del endotelio vascular (VEGF, de vascular

endothelial growth factor) (Semenza y col., 1999). Aunque se desconoce cual es el

mecanismo último por el que se activan estos factores, se ha descrito la implicación de

protein-tirosin kinasas (Schieven y col., 1993), protein-kinasas activadas por mitógenos

(Schieven y col., 1993) y la movilización de calcio intracelular (Guyton y col., 1996). Uno de

los mecanismos precoces de activación inducido por la hipoxia es la fosforilación de la

tirosina IxBa que potencia la unión de NF-xB al ADN (Koong y col., 1994). Diferentes

factores de crecimiento como PDGF, FGF, factor activador del plasminógeno (PAF, de

plasminogen activating factor), TNF, IL-1, II,-6, y endotelina están ^implicados en la

proliferación y activación celular inducidas por la hipoxia (Dawes y col., 1994; Kuwabara y

col., 1995; Arnould y col., 1993; Caplan y col., 1992; Hempel y col., 1996; Roth y col.,

1996). Los factores PDGF y PAF intervienen en la actividad quimiotáctica y en la

proliferación de los fibroblastos pulmonares de ratas estimulados con los sobrenadantes de los

cultivos de células endoteliales sometidas a hipoxia. El tratamiento con anticuerpos
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neutralizantes anti-PDGF o anti-endotelina 1 reduce de forma significativa la proliferación de

los fibroblastos inducida por la hipoxia (Dawes y col., 1994; Kuwabara y col., 1995). Así

pues, la hipoxia induce la proliferación celular y la síntesis de novo de IL-6 e IL-8 en los

fibroblastos y células musculares lisas vasculares de pulmón a través de PDGF y PAF (Tamm

y col., 1998).

La activación de NF-xB es un ejemplo del potencial proinflamatorio de los RLO ya que

muchos genes inducibles por el estrés se expresan a través de dicha activación. De esta

manera también se ha descrito una inducción, en presencia de RLO y dependiente de NF-xB,

de la expresión y síntesis de quimioquinas como IL-8 y MCP-1 en procesos inflamatorios

(Blake y col., 1994; Xu y col., 1996; Ono y col., 1999). Una característica común a la

expresión precoz de estos genes, a través de la activación de NF-xB, es que no requiere la

síntesis de novo de proteínas. Conocer pues el mecanismo de la activación de NF-xB por la

hipoxia tiene importantes implicaciones no sólo en la replicación del VIH favorecida en

condiciones de baja concentración de oxígeno, sino por la regulación de los genes que

contienen puntos de anclaje a NF-xB, importantes en la respuesta inmune y en la angiogénesis

(TNF-a, II.-2, II,-6, VCAM-1).

En la actualidad existe escasa información acerca del papel de las quimioquinas en la ES y,

particularmente, en relación con los fibroblastos. En estos pacientes, se han descrito niveles

elevados de IL-8, MIP-la, MIP-1(3 y MCP-1 en el suero y una elevada síntesis de estas

quimioquinas por células mononucleares de sangre periférica (Hasegawa y col., 1999). Por

otra parte, en pacientes con ES y alveolitis se han encontrado niveles aumentados de IL-8,

MIP-la y RANTES en el lavado bronquioalveolar (Bolster y col., 1997). Sin embargo, no se

ha estudiado el posible papel de los fibroblastos en la síntesis de estas quimioquinas. Los

fibroblastos esclerodérmicos, como se ha descrito previamente, presentan un fenotipo

característico (Tabla 4) y responden de forma particular a los estímulos proinflamatorios. Por

otra parte, la ES se considera como una enfermedad primariamente vascular en la que el

mecanismo de hipoxia/reoxigenación parece ser el factor desencadenante y perpetuador de la

respuesta inflamatoria y de la activación de los fibroblastos. ^

La hipótesis que planteamos en este trabajo es que los fibroblastos, al actuar como células

centinela, pueden desencadenar una respuesta inflamatoria sintetizando quimioquinas tras la

activación con estímulos de tipo redox. En la ES, los cambios redox provocados por los ciclos

repetidos de hipoxia/reoxigenación actuarían como agente proinflamatorio activando los
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fibroblastos y, por tanto, induciendo la síntesis de quimioquinas. La exposición crónica a

RLO puede ser la causa de la activación de los fibroblastos dérmicos en la ES y de la síntesis

de quimioquinas, participando así en las respuestas inflamatoria y fibrótica propias de esta

entidad.
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Objetivos

El presente trabajo ha tenido como objetivos los enumerados a continuación:

1. Estudiar la capacidad y el patrón de expresión de quimioquinas por los fibroblastos

dérmicos adultos sanos.

2. Identificar la posible regulación de la expresión de estas quimioquinas en relación con

cambios redox, fundamentalmente a través de la activación del factor de transcripción

NF-xB.

3. Estudiar el potencial biológico de las quimioquinas, sintetizadas por los fibroblastos sobre

la quimiotaxis de células inflamatorias, como sobre la proliferación y síntesis de colágeno

en fibroblastos.

4. Identificar posibles diferencias entre los fibroblastos dérmicos sanos y los procedentes de

pacientes con ES en el patrón de expresión de quimioquinas, en la respuesta al estímulo

redox y en la regulación de dicha expresión.

5. Por último, confirmar la expresión in vivo de quimioquinas por los fibroblastos dérmicos

en secciones de piel normal y esclerodérmica.
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1. Material

1.1. Células

Los fibroblastos dérmicos se obtuvieron de muestras de piel de individuos sanos tomadas

del dorso de manos y antebrazos de los bordes sanos de intervenciones cosméticas y de

pacientes diagnosticados de ES. Estos pacientes cumplían los criterios de diagnóstico para ES

de acuerdo con el ACR (American College of Rheumatology) (Subcommittee for Scleroderma

Criteria, 1980). Ambos grupos fueron similares en la edad y el sexo de los individuos. En

total se analizaron muestras procedentes de 7 controles sanos y de 8 pacientes con ES. Los

explantes se prepararon fragmentando las muestras de piel en placas de cultivo de seis

pocillos con fondo plano (Nalge Nunc International, Denmark). Las células crecieron en

monocapa, adheridas a la superficie de las placas de cultivo. Los experimentos se realizaron

con fibroblastos dérmicos procedentes de cultivos entre los pases 2 y 9.

Las células MonoMacl son una línea de células monocíticas (DSM ACC252; German

Microorganism and Cell Culture Collection, Braunschweig, Germany), con capacidad para

migrar en respuesta a la presencia de MCP-1 vía receptor CCR2 tal y como se ha demostrado

previamente (Frade y col., 1997).

1.2. Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes:

• a-MCP-1 monoclonal, 1 µg/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN);

• a-MCP-1 policlonal de cabra (Immugenex Corp., Los Angeles, CA);

• a-p50 policlonal de conejo (cedido por Dr. R.T. Hay); ^

• a-p65 policlonal de conejo (C-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA);

• a-c-rel policlonal de conejo (cedido por Dr. N. Rice).

1.3. Oligonucleótidos y sondas

Los oligonucleótidos utilizados fueron:

Para NF-xB (Bio-Synthesis, CA), se empleó el doble consenso NF-xB, tal y como se

encuentra en la región activadora de la transcripción (enhancer) del VIH con la siguiente

secuencia:
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5' AGCT TAC AAG GGA CTT TCC GCT GGG GAC TTT CCA GGG A

ATG TTC CCT GAA AGG CGA CCC CTG AAA GGT CCC TTCGA 3'.

Los oligonucleótidos de ADN utilizados en la detección del complejo AP-1 (Amersham

Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) contienen el consenso AP-1, tal y como se encuentra

en el gen de la colagenasa humana (Westwick y Brenner, 1995). Su secuencia es:

5'GTAAAGCATGAGTCAGACCCTC

ATTTCGTACTCAGTCTGTGGAGGS'

Para el ensayo de protección de la ARNasa se utilizó una ribosonda múltiple comercial que

detecta diferentes quimioquinas y receptores de quimioquinas, RiboQuant° Multi-Probe

RNase Protection Assay System (RiboQuant°, Pharmingen, San Diego, CA). La primera

combinación incluía sonda correspondiente a Ltn, RANTES, IP-10, MIP-la, MIP-l^i, MCP-

1, IL-8, I-309, y a dos genes constitutivos de las células (GAPDH, de ^ glyceraldehide-3-

phosphate dehydrogenase, y L32) como controles internos. La ribosonda para receptores de

quimioquinas incluía las sondas correspondientes a STRL33, US28, CCR3, CCRS, CXCR4,

CCR8, GPR15, GPR1, V28, CCR2b, y a los genes constitutivos GAPDH y L32.

1.4. Otros reactivos

• Como factor activador de la expresión de quimioquinas se utilizó TNF-a

recombinante humano a diferentes concentraciones, 10, 25 y 50 U/ml (Genzyme,

Cambridge, MA).

• Como inhibidor de la generación de RLO se utilizó N-acetil-cisteína (NAC) 25 mM

(Sigma, St Louis, MO).

• Como inhibidor de la síntesis de proteínas se utilizó cicloheximida (CHX) 10 µg/ml

(Sigma).

• Para el ensayo de proliferación celular en respuesta a MCP-1 se utilizó la proteína

rhMCP-1, de monocyte chemoattractant protein 1 recombinant human E. Coli-derived

(R&D Systems).
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Como marcador de la sonda de ARN en el ensayo de protección de la ARNasa se

utilizó [a-32P]UTP 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml (Amersham Pharmacia Biotech). Como

marcador de proliferación celular, se utilizó [6-3H] timidina lµCi/ml (Amersham

Pharmacia Biotech).

2. Métodos

2.1. Cultivos celulares

Los fibroblastos dérmicos crecieron en DMEM (de Dulbecco's modified Eagle's medium)

suplementado con antibióticos, penicilina 500 U/ml y estreptomicina 500 µg/ml, L-glutamina

2mM y suero de ternera fetal (FCS, de fetal calf serum) al 10%. Los cultivos se mantuvieron

en condiciones de normoxia con una atmósfera de Oz al 21 %, N2 a177% y C02 al 5%, a 37°C

de temperatura. Como control positivo para la expresión de ARNm de quimioquinas, los

fibroblastos fueron tratados con TNF-a recombinante humano durante 6 horas a diferentes

concentraciones, 10, 25 y 50 U/ml.

La exposición a hipoxia de los fibroblastos en cultivo se realizó en una incubadora para

anaerobiosis con una atmósfera de OZ al 3%, C02 al 5% y N2 al 92%. Al alcanzar los

fibroblastos el estado de confluencia, se mantuvieron al menos 24 horas en DMEM con FCS

al 0.1% antes de ser expuestos a hipoxia durante 6 horas. Tras la hipoxia, las células fueron

reoxigenadas en condiciones de normoxia (21% OZ) durante 1 0 2 horas.

Para analizar el efecto de los RLO en la activación de NF-xB y la consiguiente expresión

génica de quimioquinas, los fibroblastos fueron incubados con NAC 25 mM durante una hora,

antes de la exposición a hipoxia y posterior reoxigenación.

Por último, para demostrar que la expresión de quimioquinas era independiente de la

síntesis de proteínas, los fibroblastos fueron incubados con CHX 10 µg/ml durante los

períodos de normoxia, hipoxia y reoxigenación.

Las células MonoMac 1 crecieron en medio RPMI suplementado con aminoácidos no

esenciales 1X, L-glutamina 2mM, piruvato sódico 1X, y FCS al 10%, en condiciones

normales con una atmósfera de 02 a121%, NZ a177%, y C02 al 5%, a 37°C de temperatura.
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2.2. Extracción de ARN total

La obtención de ARN total para el posterior ensayo de protección de la ARNasa, se realizó

de acuerdo con una variación del método de Chomczynski y Sacchi con la solución Ultraspec"

(Ultraspec TM RNA isolation system) (Chomczynski y Sacchi, 1987). En este método se emplea

como agente desnaturalizante una solución de sales de guanidina 14M y urea (Chaosolv). El

ARN obtenido está libre de ADN y proteínas.

Para la homogeneización se añadió 1 ml de solución Ultraspec a cada placa de cultivo

provocando una lisis directa de la monocapa de fibroblastos.

Para la extracción de ARN se añadieron 0,2 ml de cloroformo, y tras centrifugar las

muestras a 12.000 g, durante 15 minutos a 4°C, se recuperó la fase acuosa.

La precipitación de ARN se realizó con un volumen de isopropanol equivalente a la fase

acuosa (aproximadamente 600 µl), por centrifugación a 12.000 g durante 10 minutos. El ARN

se lavó dos veces con 1 ml de etanol al 75% y se dejó secar, resuspendiéndolo en agua tratada

con dietil-pirocarbonato (DEPC).

Por otra parte, la extracción de ARN total para su posterior detección en membrana

(Northern Blot) se realizó de acuerdo con el protocolo comercial High Pure RNA Isolation Kit

(Boehringer Mannheim, Indianápolis, IN) que emplea como agente desnaturalizante

clorhidrato de guanidina.

2.3. Ensayo de protección de la ARNasa

El ensayo de protección de la ribonucleasa (RPA, de ribonuclease protection assay) se

realizó según el esquema recogido en la figura 2. El ensayo se realizó con una sonda múltiple

comercial para detectar las siguientes quimioquinas: Ltn, RANTES, IP-10, MIP-la, MIP-1(3,

MCP-1, II.-8, I-309; y por otra parte, para detectar los receptores de quimioquinas STRL33,

US28, CCR3, CCRS, CXCR4, CCR8, GPR15, GPR1, V28, y CCR2b. Como controles

internos, ambas ribosondas incluían sondas de dos genes constitutivos, GAPDH y L32 (Figura

3). A partir de estas ribosondas se sintetizó una ribosonda "antisense" marcada con [32P] tras

la inducción por la T7 polimerasa.

2.3.a. Síntesis de ribosondas

Para la síntesis de las ribosondas se añadió, por orden, 1 µl de ARNsin 40 U/µl, 1 µl de
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nucleótidos GACU (GAC: 2,75 mM y U: 61 µM), 2 µl de DTT (1,4 dithiotreithol) 100 mM, 4

µl de solución de transcripción SX, 1 µl de la sonda RPA, 10 µl de [a-32P]UTP (3000

Ci/mmol, 10 mCi/ml), y 1 µl de T7 ARN polimerasa 20 U/µl, a temperatura ambiente. La

mezcla se incubó durante una hora a 37°C. Esta reacción se bloqueó añadiendo 2 µl de DNasa

1 U/µl libre de RNasa , y se incubó durante 30 minutos a 37°C.

Posteriormente, se añadieron 26 µl de EDTA (de ethylenediaminetetraacetic acid) 20mM,

25 µl de fenol Tris-saturado pH 8, 25 µl de cloroformo: alcohol isoamílico (50:1) y 2 µl de

ARNt de levadura 2 mg/ml. Se centrifugó a temperatura ambiente durante 2 minutos,

recogiéndose la fase acuosa y añadiendo 50 µl de acetato amónico 4M, y 250 µl de etanol frío

al 100%, dejando esta mezcla a-70°C al menos durante 30 minutos. Tras una centrifugación a

15.000 g, a 4°C durante 15 minutos, se obtuvo el ARN precipitado. Este se lavó con etanol

frío al 90% y se resuspendió finalmente en 50 µl de solución de hibridación. La cantidad de

[a-32P]UTP incorporado a la ribosonda se midió en un contador de centelleo (Liquid

Scintillation Counter, Wallac, Pharmacia).

2.3.b. Hibridación de las muestras de ARN

Tras precipitar cada muestra de ARN (15 µg de ARN total), se resuspendieron en 8 µl de

solución de hibridación. Se añadió 6x105 cpm/ml de ribosonda marcada y una gota de aceite

mineral. La hibridación se realizó a 56°C durante 16 horas.

2.3.c. Tratamiento con ARNasa

Antes de añadir la ARNasa, las muestras se mantuvieron a 37°C durante 15 minutos. A cada

muestra se le añadieron 125 µl de solución de ARNasa 1X y 0,3 µl de ARNasa A+T1 (A: 80

ng/µl, T1: 250 U/µl) y se incubaron a 30°C durante 45 minutos. Posteriormente, se añadieron

15,6 µl de solución de proteinasa K 1X, 1,2 µl de proteinasa K 10 mg/ml, y 1,2 µl de ARNt

de levadura 2 mg/ml y se incubó a 37°C durante 15 minutos. A cada muestra se le añadieron

65 µl de fenol Tris-saturado pH 8, y 65 µl de cloroformo: alcohol isoamílico (50:1). Se

centrifugó a 12.000 r.p.m. durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se recogió la fase

acuosa y se le añadieron 120 µl de acetato amónico 4M y 650 µl de etanol frío al 100%. Se

dejó precipitando al menos 30 minutos a-70°C, y posteriormente, se centrifugó a 15.000 g, a
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4°C durante 15 minutos. Tras lavar el ARN precipitado con etanol al 90%, se resuspendió en

10 µl de solución de carga. Las muestras se desnaturalizaron a 90°C durante 3 minutos antes

de ser cargadas en el gel.

2.3.d. Electroforesis

La electroforesis se realizó en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (acrilamida:

bisacrilamida, 19:1) en TBE lOX (Tris 0,89M, ácido bórico 0,89M, EDTA 20mM pH 8,3).

Como marcador de peso molecular se utilizó ribosonda diluida en solución de carga (1000-

2000 cpm/línea). La electroforesis se desarrolló a 50 watios a 50°C de forma constante. Los

geles fueron secados y autorradiografíados.
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Figura 2. Ensayo de protección de la ARNasa.
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Figura 3. Ribosondas múltiples para quimioquinas y receptores de quimioquinas
("hCKS" y "hCRB", respectivamente, RiboQuant®, Pharmingen).

35



Material y métodos

2.4. Determinación de proteína MCP-1

La cuantificación de proteína MCP-1 secretada se realizó de acuerdo con un protocolo

específico de enzimo-inmunoanálisis (ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante

(R&D Systems). Como muestras utilizamos los medios sobrenadantes de los cultivos de

fibroblastos dérmicos tanto de piel normal como de ES. Este ensayo consistió en una técnica

cuantitativa de enzimo-inmunoanálisis tipo "sandwich". Las microplacas fueron preincubadas

con anticuerpo monoclonal específico anti-MCP1. Los controles estándar y las muestras se

añadieron a las microplacas, se mantuvieron durante 2 horas a temperatura ambiente, siendo

detectada la proteína MCP-1 presente por el anticuerpo. Tras lavar y eliminar las sustancias

no ligadas con PBS (de phosphate buffered saline), se añadió un anticuerpo policlonal

específico unido a peroxidasa. Después de un lavado que eliminó el reactivo no unido al

complejo "anticuerpo - peroxidasa", se añadió una solución sustrato con tetrametilbenzidina y

el cambio de color se cuantificó por espectrofotometría en un lector de microplacas (Anthos

htll) a 450 nm. La concentración mínima que se detecta con este ensayo es de 5 pg/ml. E1

protocolo de este ensayo se ha resumido en la figura 4.

l. Placas preincubadas con anticuerpo

monoclonal anti-M('P-l.

2. EI antigeno MCP-1 se determinó en el
sobrenadante de los cultivos celulares. EI
antígeno presente se tutió al anticuerpo
monoclonal.

3. Un anticuerpo policlonal anti-MCP• 1
conjugado con una peroxidasa reconoció
el antígeno unido al anticuerpo monoclonal

4. Se añadió la solución sustrato con
tetrametilbentidina y la muestra se
coloreó de acuerdo con la concentración
de MCP-1 presente.

Figura 4. Detección de proteína MCP-1 por ensayo de enzimo-
inmunoanálisis.
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2.5. Ensayo de quimiotaxis

Para el ensayo de quimiotaxis utilizamos la línea de células monocíticas MonoMacl cuya

capacidad para migrar en respuesta a MCP-1 vía receptor CCR2 es bien conocida. El ensayo

se realizó en placas de quimiotaxis Transwell (Corning-Costar Corp., Cambridge, MA) con

unos pocillos inferiores de 6,5 mm de diámetro y unos pocillos superpuestos separados por

una membrana de poliéster con poros de 5 µm de diámetro. Los sobrenadantes de los cultivos

de fibroblastos en normoxia o hipoxia se diluyeron a razón 1:1 con DMEM con FCS al 0,1%

(volumen final de 600 µl) y se colocaron en el pocillo inferior de las placas Transwell. Como

control negativo se utilizó DMEM con FCS al 0,1%. Las células MonoMac se diluyeron en

medio RPMI hasta una concentración final de Sx106ce1/ml, y se añadieron alícuotas de 100 µl

al pocillo superior. La transmigración se desarrolló durante 2 horas a 37°C. El número de

células que migraron a través de la membrana en respuesta a la concentración de MCP-1 se

cuantificó por citometría de flujo. El índice de migración se calculó como el cociente entre el

número de células migradas hacia los sobrenadantes estudiados y el número de células

migradas con el control negativo. .

Para confirmar la implicación de la proteína MCP-1 en la migración inducida, se realizó un

ensayo de inhibición de quimiotaxis. Para ello, se incubaron los sobrenadantes de los cultivos

de fibroblastos durante las dos horas de la transmigración con un anticuerpo monoclonal anti-

MCP-1, lµg/ml, (R&D Systems) o con un control isotipo IgG^ de ratón (Sigma).

2.6. Ensayo de proliferación celular

El ensayo de proliferación celular se realizó en una placa de 96 pocillos de fondo plano.

Inicialmente, se partió de una concentración celular de 3x 103 fibroblastos dérmicos por cada

pocillo que crecieron en DMEM sin FCS. Cuando los fibroblastos estuvieron subconfluentes

se le añadió proteína MCP-1 a las siguientes concentraciones 0, 100, 200 y 400 ng/ml tanto en

DMEM sin FCS como con FCS al 10%. Tras 20 horas de incubación, se les añadió 1 µCi/ml

[6 3H] timidina que se mantuvo durante 20 horas y se incorporó a las células en proliferación.

Finalmente, las células de cada pocillo se fijaron en un filtro y el número de fibroblastos

marcados con [6-3H] timidina se cuantificó en el contador de centelleo (Pharmacia).
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2.7. Detección de NF-xB y AP-1 por técnica de retardo en gel

La activación de NF-xB en los fibroblastos expuestos a hipoxia y reoxigenación se analizó

midiendo la actividad de unión de los extractos de proteínas nucleares al ADN tal y como se

había descrito previamente (Laín de Lera y col., 1999). La extracción de proteínas nucleares

se realizó a partir de cultivos celulares en estado de confluencia.

Los fibroblastos se recogieron por centrifugación y se lisaron en 1 ml de solución de lisis

( l OmM HEPES (de N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid) pH 8, SOmM

NaCI, O,SM sacarosa, 1mM EDTA, O,SmM espermidina, O,15mM espermina, 0,5% Tritón X-

100, 1 mM PMSF (de phenylmethylsulphonyl fluoride), 0,5 µg/ml leupeptina, 0,5 µg/ml

pepstatina, 0,2 U/ml aprotinina y 7mM (3-mercaptoetanol) durante 5 minutos y, se

centrifugaron a 4000 g durante 3 minutos, todo ello a 4°C. El sobrenadante obtenido en este

paso era la fracción citosólica. El precipitado nuclear se resuspendió y se lavó en solución de

lisis sin Tritón X-100. Posteriormente, se centrifugó a 4000g durante 3 minutos. Tras retirar el

sobrenadante, el precipitado nuclear se resuspendió en 100 µl de un tampón compuesto de 10

mM HEPES pH 8,0, 350mM NaCI, 0,1 mM EDTA, O,SmM espermidina, 0,15 mM espermina,

1mM PMSF, 0,5 µg/ml leupeptina, 0,5 µg/ml pepstatina, 0,2 U/ml aprotinina y 7mM (3-

mercaptoetanol. La obtención de las proteínas se realizó mediante agitación suave durante 30

minutos a 4°C. La fracción nuclear fue recogida después de una centrifugación a 4000 g

durante 15 minutos a 4°C. La concentración de proteína se estimó mediante la reacción de

Bradford (BioRad, Richmond, CA) (Bradford, 1976).

El ensayo de unión ADN-proteína se realizó en un volumen final de 20 µl. Para cada ensayo

se utilizaron 3 µg de proteína nuclear, 4 µg de poly dI-dC (Pharmacia) como inhibidor

específico, 3 µg de albúmina bovina (BSA, de bovine serum albumin) (Boehringer-

Mannheim), 4 µl de tampón de unión SX (37,SmM HEPES pH 8, 175mM NaCI, SmM

C1zMg, 0,25 EDTA pH 8, 2,SmM DTT, y 37,5% glicerol) y 50.000 cpm de sonda marcada

con [a32-P] dCTP. El oligonucleótido utilizado (Bio-Synthesis) contiene el doble consenso NF-

xB, tal y como se encuentra en la región activadora de transcripción (enhancer) del VIH.

Tras una incubación de 15 minutos a 24° C, las muestras fueron migradas en un gel de

poliacrilamida al 5% en TBE O,SX (25 mM Tris, 25 mM ácido bórico, 0,5 mM EDTA pH 8)

durante 90 minutos a 200 V. El gel fue secado en secador de calor (Bio-Rad) y
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autorradiografiado.

La especificidad de la reacción se valoró mediante la competición con oligonucleótidos no

marcados con anticuerpos específicos frente a las subunidades p50, p65 y c-rel de NF-xB. En

los ensayos de competición se utilizaron oligonucleótidos no marcados en un exceso de

concentración de 40 veces superior respecto a la cantidad de sonda marcada, 1 µl de

anticuerpo anti-p50 (cedido por el Dr. R.T. Hay), anti-p65 (Santa Cruz Biotechnology), o c-Rel

(cedido por el Dr. N. Rice). El extracto nuclear fue preincubado con los competidores durante

10 minutos a 24°C, antes de realizar la reacción de unión ADN-proteína.

En el caso de AP-1, se emplearon 3 µg de extracto nuclear, 1 µg de poli-d1:dC (Sigma)

como competidor inespecífico y 30.000 cpm de sonda marcada en 14 µl de tampón de

reacción (IOmM Tris-HCl pH 7,9, SOmM NaCI, 2,SmM MgC12, 1mM EDTA, 1mM DTT, 4%

glicerol). Tras una incubación de 15 minutos a temperatura ambiente, los complejos se

analizaron mediante migración en gel de poliacrilamida al 5% en TBE 0,25X, durante 90

minutos a 200V y temperatura ambiente. El gel fue secado en un secador de calor (Bio-Rad),

y analizado por autorradiografía. ^

2.8. Detección de ARN de colágeno en membrana (Northern B/ot)

En primer lugar, se realizó una electroforesis desnaturalizante de 5 µg de ARN total de

cada muestra, en un gel de agarosa 1,2% con formaldehido al 40%. Una vez realizada la

electroforesis, se trató el gel con NaOH SOmM y con solución SSC 20X (175,3 g de NaCI,

88,2 g de citrato sódico en H20 bidestilada, pH 7).

La transferencia a una membrana de nylon se realizó en solución SSC 20X durante 12-16

horas y, posteriormente, tras un lavado de la membrana en SSC 2X, se fijó con rayos

ultravioleta.

La prehibridación se realizó durante 1,5 horas a 65°C en 5 ml de solución Church (BSA 1%,

EDTA 1mM, NaHP04 O,SM pH 7,2, Na-dodecyl-SO4 7%) con 50 µl de esperma de salmón

previamente hervido.

La hibridación se realizó a 65°C durante 12-16 horas, en solución Church, tras haberse

añadido la sonda de colágeno marcada con a P32 (106 cpm/ml de líquido de hibridación).

Por último, se realizaron dos lavados en SSC 2X y SDS (de sodium dodecyl sulfate) 0,1%.

El resultado se analizó por autorradiografía.
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2.9. Inmunohistoquímica

Para la detección in vivo de RNA de MCP-1, se realizaron ensayos de inmunohistoquímica en

muestras de piel sana y de pacientes con ES. Las muestras fijadas en formalina, e incluidas en

parafina se cortaron con un microtomo ordinario en secciones de 4 µm.

La detección de MCP-1 se realizó de forma similar a lo descrito previamente (Hernández-Presa

y col., 1998). Brevemente, la recuperación del antígeno se realizó mediante calentamiento en un

microondas (3x5 min a 750 W en EDTA 1mM, pH 8), previo a la tinción con anti-MCP-1. La

actividad peroxidasa endógena fue bloqueada tras la incubación con 3% HZOZ:metanol (1:1)

durante 10 minutos. La unión inespecífica del anticuerpo se eliminó incubando el tejido durante

1 hora en una solución supresora (suero de caballo al 6%, BSA al 4% en PBS, pH 7). Se

añadieron 25 µg/ml de anticuerpo policlonal de cabra anti-MCP-1 humano (Immugenex Corp.)

en PBS con suero de caballo al 1% y BSA al 4% durante toda la noche. Como anticuerpo

secundario se empleó un suero de caballo biotinilado anti-IgG de cabra (Vector Laboratories,

Burlingame, CA), durante 30-60 minutos. Las secciones rehidratadas en alcoholes seriados y

PBS fueron tratadas con H2O2 1,2% en metanol absoluto durante 30 minutos. La tinción se

realizó de acuerdo con el protocolo estándar avidina-biotina-peroxidasa ABC ^standard (Vector).

El cromógeno empleado fue la diaminobenzidina.

La contratinción se realizó con hematoxilina de Harris (Vector).

Finalmente, todas las preparaciones fueron deshidratadas en alcoholes seriados, aclaradas en

xileno y montadas de forma permanente.

2.10. Análisis estadístico

La comparación estadística de los niveles de proteína MCP-1 en condiciones basales y tras

la exposición a hipoxia y/o reoxigenación y de los índices de migración en muestras, sin

tratamiento o tratadas con anticuerpo anti-MCP-1 y/o IgGi se realizó mediante comparación

de medias por el test de la t de Student para muestras pareadas.La comparación de los mismos

parámetros entre líneas de fibroblastos sanos y de ES, se realizó mediante comparación de

medias por el test de la t de Student para muestras independientes. La correlación entre la

concentración de MCP-1 y el índice de migración se evaluó mediante el test de Pearson.
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1. Expresión de MCP-1 e IL-8 en fibroblastos dérmicos

1.1. Detección de ARNm de quimioquinas en fibroblastos dérmicos

Inicialmente, se estudió el patrón de expresión de ARNm de diferentes quimioquinas en

cultivos de fibroblastos dérmicos, por el método de protección de la ARNasa, en las

condiciones basal y tras la exposición a TNF-a humano, que ha demostrado ser un potente

inductor de la expresión génica de quimioquinas en diferentes tipos celulares, incluidos los

fibroblastos (Ebnet y col., 1997). Las células se mantuvieron al menos 24 horas con FCS al

0.1 % para evitar la posible influencia de los factores de crecimiento presentes en el suero

sobre la expresión de las quimioquinas. En total se analizaron 5 líneas sanas y 5 líneas de

pacientes con ES.

En la mayoría de las líneas de fibroblastos procedentes de los controles sanos se detectó

expresión constitutiva de ARNm de MCP-1 e IL-8, y no del resto de las quimioquinas

incluidas en la sonda múltiple (Figura SA). El ARNm más abundante correspondió a MCP-1.

La exposición de estos fibroblastos a TNF-a, a dosis de 10, 25, y 50 U/ml, indujo un

aumento dosis dependiente en la expresión de ARNm de RANTES, IP-10, MCP-1, e IL-8.

Por el contrario, el tratamiento con TNF-a no indujo la expresión de Ltn, MIP-la, MIP-1(3, e

I-309 (Figura SA).

La exposición de los fibroblastos dérmicos sanos a hipoxia durante 6 horas indujo un

aumento en la expresión de ARNm de MCP-1 y, en menor grado, de IL-8. La respuesta

máxima en la expresión de ARNm se obtuvo tras la hipoxia. Después de una hora de

reoxigenación, la expresión de MCP-1 e IL-8 no fue mayor a la observada en condiciones de

hipoxia. Tras dos horas de reoxigenación, los niveles de MCP-1 e IL-8 retornaron a los

valores basales (Figura SB).

Para analizar si la inducción en la expresión de quimioquinas durante la fase de hipoxia era

dependiente de la generación de RLO, se realizaron ensayos paralelos tratando los cultivos

celulares con NAC, un inhibidor de la síntesis de RLO. La preincubación con NAC 25mM

redujo la expresión de ARNm de MCP-1 e II.-8 en los fibroblastos sometidos a hipoxia. Por

el contrario, no se observaron diferencias en la expresión basal o constitutiva de estas

quimioquinas antes y después del tratamiento con NAC (Figura SC).

Para analizar si la inducción en la expresión de MCP-1 e IL-8 se produjo por activación

transcripcional directa se realizaron estudios paralelos incubando los cultivos de fibroblastos

sanos con 10 µg/ml de cicloheximida, un inhibidor de la síntesis de proteínas, durante los
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períodos de normoxia e hipoxia. El tratamiento con cicloheximida provocó una super-

inducción en la expresión de ARNm de MCP-1 e IL-8 en los fibroblastos expuestos a hipoxia

(Figura SC).

Los fibroblastos dérmicos procedentes de pacientes con ES, estudiados en paralelo con los

sanos, mostraron una mayor expresión constitutiva de MCP-1. Sin embargo no se observó

mayor expresión en IL-8 ni en el resto de las quimioquinas incluidas en la ribosonda. La

comparación de los niveles de ARNm de MCP-1 entre fibroblastos sanos y de ES realizado

por densitometría reveló una expresión 2 a 9 veces mayor en los últimos corrigiendo las

diferencias en la carga de ARN en función de la intensidad de GAPDH. Los fibroblastos

procedentes de piel esclerodérmica no respondieron a la hipoxia y no observamos cambios en

la expresión de MCP-1 ni de las otras quimioquinas tras la exposición a hipoxia y

reoxigenación (Figura SA).
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Figura 5. Expresión de ARNm de diferentes quimioquinas por los fibroblastos dérmicos. (A) Diferencias en
la expresión de MCP-1 e IL-8 entre los fibroblastos dérmicos de controles sanos y de pacientes con ES.
Control positivo de expresión de quimioquinas tras el tratamiento con TNF-a 50 U/mL (B) Expresión de
quimioquinas en fibroblastos de piel sana en condiciones basal (B), tras 6 horas de hipoxia (H) y tras una
hora de reoxigenación (R). (C) Expresión de quimioquinas en fibroblastos de piel sana en condiciones basal
(B) y tras 6 horas de hipoxia (H) sin tratamiento, incubados con cicloheximida 10 µg/ml (CHX), y tras el
tratamicnto con NAC 25 mM.
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1.2. Secreción de proteína MCP-1 por fibroblastos dérmicos

Para confirmar que el aumento de la expresión de MCP-1 se acompaña de un aumento en la

secreción de proteína MCP-1 por los fibroblastos dérmicos, se cuantificó esta proteína en el

sobrenadante de los cultivos celulares. En total se analizaron 7 líneas procedentes de piel sana

y 7 de ES, mediante un ensayo específico de enzimo-inmunoanálisi ŝ . Los resultados

corresponden a 3 experimentos independientes realizados con cada línea celular.

Las líneas celulares fueron heterogéneas en los niveles de MCP-1, tanto en condiciones

basales como en hipoxia. Se observó una tendencia hacia una mayor inducción de MCP-1 en

aquellas líneas con menor producción basal. En las líneas celulares sanas, el nivel de proteína

MCP-1 secretada aumentó entre 1,1 y 4,2 veces tras la exposición a hipoxia. La concentración

media de MCP-1 aumentó de forma significativa en las células en hipoxia en comparación

con los fibroblastos en normoxia (p=0,006). Por el contrario, la reoxigenación no aumentó

significativamente la secreción de MCP-1 (p=0,753). El efecto de la hipoxia y la generación

de RLO se demostró al incubar previamente los cultivos de fibroblastos sanos durante una

hora con NAC. La incubación con NAC redujo en un 46% (p=0,005) la concentración media

de MCP-1 tras la exposición a hipoxia pero no modificó la producción basal en normoxia. La

comparación de los valores medios de proteína MCP-1 secretada por una misma línea en

diferentes condiciones se realizó por el test de la t de Student para muestras pareadas. Los

resultados de este análisis se muestran en la tabla 5 y en las figuras 6 y 7.

Tabla 5. Niveles en pg/ml de proteína MCP-1 secretada por los fibroblastos dérmicos procedentes de 6 controles
sanos (N) en condiciones basales (B), tras seis horas de hipoxia (H), y tras una hora de reoxigenación (R) con o
sin tra[amien[o con NAC.

B B+NAC H H+NAC R R+NAC
N 1 187,14 247,60 79 ],55 443,72 403,71 226,18
N 2 330,.66 330,66 793,37 540,96 445,10 294,81
N 3 902,77 613,13 1238,15 965,13 641,68 496,90
N 4 330,66 262,12 923,27 641,86 481,91 345,42
N 5 177,10 ] 05,25 420,64 180,41 249,72 96,74
N 6 1102,48 847,27 1177,54 1174,.77 569,52 312,14
Media 505,14 401,01 890,75 657,81 465,27 295,37
DS* 396,12 275,46 298,10 360,37 136,33 132,39
*DS, desviación estándar.
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Figura 6. Niveles de proteína MCP-1 (pg/ml) secretada por los
fibroblastos dérmicos procedentes de 6 controles sanos en
condiciones basales (B), tras seis horas de hipoxia (H), y una hora
de reoxigenación (R). La línea roja representa el valor medio de la
proteína MCP-1 secretada.
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Figura 7. Niveles medios de proteína MCP-1 secretada por los
fibroblastos dérmicos procedentes de 6 controles sanos en condiciones
basales (B), tras seis horas de hipoxia (H), y una hora de
reoxigenación (R), con o sin tratamiento con NAC. Las barras de error
representan la desviación estándar de los valores medios de proteína
MCP-1.
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Posteriormente, se analizaron las diferencias en la secreción de proteíná MCP-1 entre los

fibroblastos procedentes de piel sana y de esclerodermia. Se midió la concentración de

MCP-l en los sobrenadantes de los cultivos celulares de 7 líneas sanas y de 7 procedentes de

pacientes con ES. Los resultados obtenidos figuran en la tabla 6. La cantidad basal media de

MCP-1 secretada fue 3,4 veces superior en las líneas de esclerodermia comparado con los

controles sanos (p=0,04) (Figura 8). Cuando comparamos la respuesta a la hipoxia entre

fibroblastos sanos y de pacientes con ES encontramos que, en los primeros, la hipoxia indujo

un aumento estadísticamente significativo en la secreción de MCP-1 (p=0,002), pero no así la

reoxigenación (p=0,818). En los fibroblastos esclerodérmicos la hipoxia y la reoxigenación

indujeron cambios significativos en la secreción de MCP-1 (p=0,018 y p=0,003,

respectivamente). Sin embargo, cuando se comparó el incremento medio en la concentración

de MCP-1 secretada, encontramos que éste fue significativamente menor en los fibroblastos

esclerodérmicos con respecto a los sanos (1,23 ± 0,25 y 2,33 ± 1,03, respectivamente,

p=0.018). El análisis comparativo de los valores medios de proteína MCP-1 entre fibroblastos

sanos y de ES se realizó mediante el test de la t de Student para muestras independientes.

Tabla 6. Niveles en pg/ml de proteína MCP-1 secretada por los fibroblastos dérmicos procedentes de 6 controles
sanos (N) y de 7 pacientes con ES (ES) en condiciones basales (B), hipoxia (H), y reoxigenación (R). La
columna HIB recoge el incremento en la secreción de MCP-1 inducido por la hipoxia.

B H H/B R B H H!B R

N 1 187,14 791,55 4,23 403,71 ES 1 368,17 312,08 0,85 580,49
N 2 330,66 793,37 2,4 445,10 ES 2 1785,28 2337,46 1,31 2175,84

N 3 519,45 ]080,05 2,08 586,70 ES 3 330 425,9 1,29 457,96
N 4 902,77 1238,15 1,37 641,68 ES 4 665,47 11 ]0,16 1,67 1142,38

N 5 330,66 923,27 2,79 481,91 ES 5 1587,34 1964,94 1,24 2057,51

N 6 177,10 420,64 2,38 249,72 ES 6 1500,48 1688,13 1,13 1850,67
N 7 1102,48 1177,54 1,07 569,52 ES 7 1840,30 2046,76 1,11 1894,71

Media 507,18 917,80 2,33 482,62 Media 1153,86 1412,20 1,23 1451,37
DS* 361,12 281,38 1,03 132,64 DS* 672,37 807,74 0,25 717,52

* DS, desviación estándar
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Figura 8. Niveles de secreción de la proteína MCP-1 (pg/ml) procedente de
7 líneas de fibroblastos de piel normal (N) y 7 de esclerodermia (ES). La
línea roja representa la concentración media. La concentración media de
proteína MCP-1 fue 3,4 veces superior en los fibroblastos de ES (p=0,04).
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Figura 9. Niveles medios de proteína MCP-1 secretada por
fibroblastos dérmicos sanos (N) y de ES en condiciones basal
(verde), hipoxia (azul), y reoxigenación (amarillo). En condiciones
basales, los fibroblastos de ES secretaron 3,4 veces más proteína
que los normales (p=0.04). La hipoxia indujo un aumento en la
secreción de MCP-1 en los fibroblastos de piel sana (p=0.002). La
hipoxia y la reoxigenación no indujeron cambios significativos en
la secreción de MCP-1 en los fibroblastos de ES. Las barras de
error representan la desviación estándar de los niveles medios de
proteína MCP-1 secretada.
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2. Activación de NF-xB y AP-1 en la inducción de la expresión de

MCP-1 en fibroblastos dérmicos

En la región promotora de MCP-1 se han descrito regiones de unión para varios factores de

transcripción como Spl, NF-xB, y AP-1 (Kadonaga y col., 1987; Shyy y col., 1993; Ueda y

col., 1994; Martín y col., 1997).

En primer lugar, se analizaron los extractos nucleares procedentes de fibroblastos sanos en

condiciones basales, tras 6 horas de hipoxia y tras una hora de reoxigenación. Las señales de

amplificación para NF-xB fueron más intensas en los fibroblastos reoxigenados que en

aquellos expuestos únicamente a hipoxia y correspondieron en su mayoría a complejos

p65/p50 (Figura l0A). Para confirmar la identidad de los complejos de NF-xB activado, se

realizaron ensayos de competición con anticuerpos frente a p50, p65, y cRel (Figura lOB).

Resultados similares se obtuvieron para AP-1 (Figura lOC).

A C

p65/p50

^
¢ ¢ Q

B ^
ó á á c^

SS ^

p65/p50

p50/p50

^M
Figura 10. Análisis de la activación de NF-xB y AP-1 en extractos proteicos nucleares de
fibroblastos expuestos a hipoxia y reoxigenación. (A) Complejos p50/p65 en los extractos proteicos
nucleares de los fibroblastos en condiciones basales (B), tras 6 horas de hipoxia (H), y tras una hora
de reoxigenación (R). (B) Identificación de los complejos NF-xB en los extractos proteicos
nucleares de fibroblastos expuestos a hipoxia por ensayo de competición con oligonucleótidos no
marcados (com) y anticuerpos anti-p50, anti-p65 y anti-c-rel. Las autorradiografías se expusieron
más tiempo en (B) para detectar mejor todos los complejos. SS: complejos migrados. (C)
Identificación de AP-1 en los extractos proteicos nucleares de fibroblastos en condiciones hasales
(B), tras 6 horas de hipoxia (H), tras una hora de reoxigenación (R) y tras el tratamiento con TNF-a
50 U/ml. Se incluyó un control positivo de linfocitos de sangre periférica (LSP) tratados con éster de
forbol.

48



Resultndos

Por último, se estudió si la activación de NF-xB o de AP-1 inducida por el mecanismo de

hipoxia-reoxigenación era responsable de las diferencias observadas en la expresión basal de

MCP-1 y tras la hipoxia entre los fibroblastos dérmicos de los controles sanos y de los

pacientes con ES. Se comparó la activación basal de NF-xB y de AP-1 en los extractos

nucleares de 7 líneas celulares sanas y 6 líneas de pacientes con ES mediante geles de retardo.

Los niveles constitutivos de activación de NF-xB y de AP-1 fueron variables en las diferentes

líneas tanto sanas como de ES. La abundancia relativa de los complejos p50/p50 y p50/p65

fue asimismo variable. Sin embargo, no encontramos ninguna diferencia cuantitativa ni

cualitativa entre fibroblastos normales y esclerodérmicos. Tampoco se encontró ninguna

relación entre la activación de NF-xB y de AP-1 y la cantidad de proteína MCP-1 (Figura 1 1).

NF-xB

p65/p50 ^

p50/p50 -)

AP-1

^ _ _ i^
Normal ES

Figura 11. Niveles constitutivos de NF-icB y de AP-1 en fibroblastos
normales y de esclerodermia (ES). Se obtuvieron los extractos proteicos
nucleares de 7 líneas normales y 6 de ES y se analizaron por EMSA con
oligonucleótido de doble cadena, marcado con [a32-P], correspondiente a
NF-xB y AP-1. La posición de los dos grandes complejos NF-xB se
identificó por ensayo de migración con anticuerpos específicos anti-p50, p65
y c-rel.

3. Actividad quimiotáctica de MCP-1 sobre células mononucleares

MonoMacl

Para analizar la posible relevancia biológica de la secreción de MCP-1 por los fibroblastos

dérmicos, se estudió la respuesta quimiotáctica de células monocíticas MonoMac 1 a los

sobrenadantes de los cultivos celulares en un sistema de transmigración a través de
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membranas Transwell. Inicialmente se analizó el efecto quimiotáctico de los sobrenadantes

procedentes de los cultivos de fibroblastos sanos en condiciones basales y en hipoxia. Todos

los sobrenadantes de los cultivos indujeron efecto quimiotáctico sobre las células MonoMac 1.

Sin embargo, el índice medio de migración aumentó de forma significativa en las células

expuestas a hipoxia con respecto a las condiciones de normoxia (p=0,015). Para confirmar

que la actividad quimiotáctica observada era dependiente de la presencia de MCP-1, se

realizaron de forma paralela ensayos de inhibición de la quimiotaxis tratando los

sobrenadantes de los cultivos celulares con un anticuerpo monoclonal neutralizante anti-

MCP-l 1 µg/ml o con IgGi, isotipo monoclonal de ratón, durante las dos horas del período de

transmigración. La incubación con el anticuerpo neutralizante anti-MCP-1 redujo el índice de

migración una media de 65% en las líneas sanas, tanto en normoxia (p=0,004) como en

hipoxia (p=0,004). El tratamiento con IgGi no indujo cambios significativos en los índices de

migración. La comparación entre los índices de migración obtenidos por uña misma línea en

condiciones de normoxia o hipoxia y tras el tratamiento con anti-MCP-1 o IgGi se realizó

mediante el test de la t de Student para muestras pareadas. Los resultados del ensayo de la

quimiotaxis en líneas de fibroblastos normales se han recogido en la tabla 7 y en la figura 12.

Cuando se realizó el análisis comparativo entre las células sanas y las de ES, el índice

medio de migración aumentó 2,1 veces en éstas con respecto a las normales. El análisis

comparativo se realizó con sobrenadantes de cultivos celulares en situación basal, tanto de

fibroblastos sanos como de ES. Los resultados del ensayo comparativo de la quimiotaxis entre

líneas de fibroblastos normales y de ES se han recogido en la tabla 8 y en la figura 13.

Por último, se analizó la correlación entre los índices de migración y la concentración de

MCP-1 en los sobrenadantes. EI análisis de todas las muestras reveló una.buena correlación

(índice de correlación de Pearson: 0,612, p=0,02). El análisis por separado de líneas sanas y

de ES reveló unos resultados similares (IC Pearson: 0,7, p=0,01, y 0,94, p=0,001,

respectivamente) (Figura 14).
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Tabla 7. Indices de migración de células MonoMacl obtenidos con los sobrenadantes de los cultivos de 7 líneas

sanas en condiciones basales (B), hipoxia (H), con o sin tratamiento con anticuerpo anti-MCP-1 (oc-MCP-1) o
IgGi isotipo ([gG,). El índice de migración se definió como el cociente entre el número de células migradas
hacia el sobrenadante estudiado y el número de células migradas hacia el control negativo.

B B+ aMCP-1 B+ IgG^ H H+ aMCP-1 H+ IgG^

N 1 168,5 51,4 - 287,3 62,7 260,2
N 2 253,3 87,9 173,8 457,4 147,2 383,4
N 3 217,8 89,7 170,9 394,1 140,3 363,9
N 4 309,2 - - 630,4 - -
N 5 163,8 - - 306,3 - -
N 6 92,5 - - 60,3 - -
N 7 227,7 - - 293,8 - -
Media 204,7 - - 347,1 - -
DS* 70,2 - - 175,6 - -

*DS, desviación estándar

Tabla 8. Indices de migración de células MonoMacl obtenidos
con los sobrenadantes de los cultivos de 6 líneas normales (N)
y 7 líneas de ES en condiciones basales (B).

B B

N 1 43,45 ES 1 45,8
N 2 59,05 ES 2 218,9
N 3 116,05 ES 3 17,45

N 4 32,25 ES 4 103,75

N 5 15,75 ES 5 199,05
N 6 222,3 ES 6 264,45

ES 7 329, I

Media 81,48 Media 168,36

* DS 77,1 * DS 115,86

*DS, desviación estándar

p=0,004
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Figura 12. Indices medios de migración de células MonoMacl hacia los sobrenadantes de los cultivos celulares
de 7 líneas de fibroblastos normales en condiciones basales (B) y tras 6 horas de hipoxia (H), sin tratamiento
(azul) o tras el tratamiento con anti-MCP-1 (rojo) o IgG^ isotipo de ratón (verde). Las barras de error representan
la desviación estándar.
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Figura 13. Análisis comparativo de los índices de migración
obtenidos con los sobrenadantes de los cultivos de fibroblastos
dérmicos normales (N) y de ES (ES). EI índice medio de
migración (rojo) fue 2,1 veces superior en ES respecto a las
sanas.
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Figura 14. Análisis de correlación entre la concentración de proteína MCP-1, en los sobrenadantes de los
cultivos celulares, y el índice de migación de células MonoMacl. EI índice de correlación (IC) se calculó
mediante el test de Pearson.
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4. Efecto autocrino de MCP-1 en la expresión de ARNm de

procolágeno-a1 ( I) en fibroblastos dérmicos

Previamente, se había demostrado que la exposición de fibroblastos pulmonares murinos a

MCP-1 puede inducir la expresión del gen del procolágeno-al (I) en estas células (Gharaee-

Kermani y col., 1996). Como resultado del análisis mediante ensayo de protección de la

ARNasa, nuestros datos confirmaron que los fibroblastos dérmicos expresan los receptores

CXCR4 y CCR2 mientras que no se detectó expresión de ARNm de otros receptores. De

acuerdo con esto, analizamos el posible efecto autocrino de MCP-1 en el control de la

expresión de procolágeno. Los niveles de ARNm de procolágeno-al (I) se analizaron en

membrana (Northern Blot) en 4 líneas de fibroblastos sanos y 4 procedentes de lesiones

esclerodérmicas en condiciones basal y tras el tratamiento con 5 µg/ml de anticuerpo

monoclonal neutralizante anti-MCP-1 o con control isotipo IgGi de ratón. La neutralización

de MCP-1 con el anticuerpo monoclonal anti-MCP-1, a dosis 5 veces superior a la necesaria

para inhibir la actividad quimiotáctica, provocó una disminución en la expresión de ARNm de

procolágeno-al (I) en sólo 2 de las líneas, una de piel sana y otra de ES. Estos resultados no

se relacionaron con los niveles de expresión de MCP-1 ni de procolágeno. Por el contrario, el

tratamiento con el control isotipo IgGi no modificó los niveles de expresión de ARNm de

procolágeno-al (I).

a-MCP- I

col a 1(I)

GAPDH

Nl N 2 ES1 ES2
- + - + - +

Figura 15. Efecto del anticuerpo neutralizante anti-MCP-I
sobre la expresión de ARNm de procolágeno al(I) en los
fibroblastos dérmicos cultivados. EI ARNm total se obtuvo
tanto de líneas normales como de ES, bien sin tratar (-) o
tras el tratamiento (+) con anticuerpo monoclonal
neutralizante anti-MCP-1 5 µg/ml (a-MCP-1) durante 48
horas. El ARNm se analizó por Northern Blot. La figura
muestra dos líneas representativas, una de cada grupo. La
misma membrana se hibridó con sondas correspondientes a
procolágeno al(I) y GAPDH como control de carga.
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5. Efecto de MCP-1 sobre la proliferación celular en fibroblastos

El ensayo de proliferación celular se realizó por quintuplicado sobre fibroblastos dérmicos

sanos subconfluentes tratados con [6-3H] timidina. Se analizó el efecto de MCP-1 a diferentes

concentraciones 100, 200 y 400 ng/ml en presencia y ausencia de FCS en el medio DMEM de

cultivo celular. Tanto en ausencia como en presencia de FCS, se observó un efecto inductor

de proliferación celular de MCP-1 con las concentraciones de 200 y 400 ng/ml. Los resultados

se recogen en las tabla 9 y figura 16.

Tabla 9. Proliferación celular en fibroblastos dérmicos sanos inducida por MCP-l. Los resultados están
expresados en c.p.m. en cinco experimentos independientes.

FCS 0% FCS 0% FCS 0% FCS 10% FCS 10% FCS 10% FCS 10%
FCS 0% 100 ng/ml

MCP-1
200 ng/ml

MCP-1
400 ng/ml

MCP-1
100 ng/ml

MCP-1
200 ng/ml

MCP-1
400 ng/ml

MCP-1
N1 2745,75 4683,49 6110,77 5680,55 7793,96 2972,90 6123,82 18032,69
N2 4964,50 4783,53 6155,67 6236,63 5735,77 12023,09 14045,92 12923,31
N3 4528,29 4402,17 5211,49 6124,76 9230,76 9260,64 7899,26 23306,33
N4 3424,65 6568,10 7033,63 6654,99 12723,38 17280,57 17489,94 11750,29
NS 5611,38 6201,02 7426,38 5594,44 13257,10 15087,09 20916,05 12166,18
Media 4254,91 5327,66 6387,59 6058,27 9748,19 11324,86 13295,00 15635,76
DS* 1160,30 983,49 867,48 433,05 3215,22 5570,65 6260,62 4976,83
* desviación estándar
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O MCP-1 0 ng/ml

n MCP-1 100 ng/ml

n MCP-1 200 nglml
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Figura 16. Efecto de MCP-1 sobre la proliferación celulaz en fibroblastos
dérmicos sanos en ausencia (FCS 0%) o presencia de FCS (FCS 10%). EI
experimento se realizó por quintuplicado analizando el efecto de dosis crecientes
de MCP-1. Las barras de error representan la desviación estándar.
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6. Expresión de MCP-1 en la piel de esclerosis sistémica

Por último, se estudió el patrón de expresión in vivo de MCP-1 en piel normal y de

pacientes con ES por inmunohistoquímica. En la piel procedente de los controles sanos no se

detectó MCP-1 por inmunotinción. Por el contrario, en los cortes tisulares procedentes de ES

se evidenció una marcada expresión de MCP-1 en los queratinocitos, particularmente en las

capas epidérmicas más bajas, en algunas células mononucleares aisladas, y en los fibroblastos.

Los fibroblastos no se tiñeron de forma uniforme y, así, se encontraron fibroblastos con

abundante tinción para MCP-1 en la dermis de la mayoría de los cortes procedentes de ES,

sobre todo en las áreas próximas a los vasos o a los infiltrados mononucleares (Figura 17).

Figura 17. Expresión de MCP-1 por inmunohistoquímica
en cortes tisulares de piel de controles sanos y de pacientes
con ES. (A) En la piel normal no se detectó MCP-1 por
inmunotinción. En las muestras de ES, se detectó MCP-1 en
los queratinocitos, particularmente en las capas epidérmicas
inferiores (flechas) (B), células mononucleares aisladas, y
fibroblastos cercanos a los infiltrados mononucleares
perivasculares (puntas de flecha) (C). Los fibroblastos
encuadrados en C se muestran a mayor awnento en D.

L'^^DLIOTCS
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1. Expresión de MCP-1 e IL-8 en fibroblastos dérmicos

Nuestros resultados, de forma global, apoyan la hipótesis de que los fibroblastos dérmicos

normales pueden ejercer una importante función en el control de la respuesta inflamatoria

derivada de la presencia de cambios vasculares, a través de la síntesis de algunas quimioquinas

como IL-8 y MCP-1.

En primer lugar, estas células in vitro muestran un perfil característico de expresión de

quimioquinas, y únicamente expresan de forma constitutiva IL-8 y MCP-1. Estudios previos han

demostrado que diferentes estímulos, entre los que se incluyen los productos bacterianos como

LPS o la lipoproteína A de la Borrelia burgdorferi, citoquinas proinflamatorias como IL-1 y

TNF-a, y factores de crecimiento, son capaces de inducir la expresión de quimioquinas en los

fibroblastos (Larsen y col., 1989; Van Damme y col., 1994; Agarwal y col., 1995; Ebnet y col.,

1997). Algunos de estos estímulos no están presentes en el tejido conectivo antes de que se

produzca la infiltración leucocitaria. Un factor común en las lesiones con un componente

vascular e inflamatorio, tales como la cicatrización de heridas, las enfermedades cardiovasculares

o las conectivopatías, es la presencia de un entorno hipóxico seguido de la generación de RLO.

En modelos animales de enfermedades como la arteriosclerosis o la isquemia miocárdica en las

que el mecanismo de hipoxia/reoxigenación es un factor patogénico decisivo, se ha demostrado la

presencia de MCP-1 y su intervención en el desarrollo de la placa de ater.oma y de la lesión

inflamatoria en la fase de reoxigenación (Ono y col., 1999; Boring y col., 1998). En este trabajo,

se confirma la respuesta de los fibroblastos dérmicos sanos a la hipoxia, y en menor grado a la

reoxigenación, aumentando la expresión de MCP-1. Aunque los niveles de proteína MCP-1

alcanzados en respuesta a la hipoxia son modestos en comparación con los observados en

respuesta a TNF-a u otros estímulos, estos niveles son biológicamente relevantes puesto que son

capaces de mediar respuestas quimiotácticas en células mononucleares.

2. Activación de NF-x6 y AP-1 en la inducción de la expresión de MCP-1

en fibroblastos dérmicos

NF-xB es un factor de transcripción que regula la expresión génica de .numerosos factores

proinflamatorios incluyendo las quimioquinas (Ebnet y col., 1997; Roebuck y col., 1999;

Marumo y col., 1997; Duque y col., 1997). El estrés oxidativo y los cambios redox son una
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importante vía de activación de NF-xB como respuesta a variados estímulos (Schreck y col.,

1991 y 1992). La hipoxia induce de forma precoz un aumento de la fosforilación de la tirosina

IxBa que se sigue de la activación de NF-xB (Koong y col., 1994). En los fibroblastos dérmicos

normales hemos encontrado que la hipoxia induce la expresión de las quimioquinas MCP-1 e IL-

8, al menos parcialmente, a través de la activación del complejo p65/p50 de NF-xB. La expresión

de MCP-1 e IL-8 es máxima durante la fase de hipoxia y se reduce significativamente tras el

tratamiento con NAC que es un inhibidor de la síntesis de RLO. Sin embargo, durante la fase de

reoxigenación, cuando se genera la mayor cantidad de RLO y la máxima activación de NF-xB,

no se produce un aumento proporcionado de la expresión de estas quimioquinas. Este fenómeno

ha sido descrito previamente por otros autores que han observado una mayor expresión de genes

proinflamatorios dependiente de NF-xB durante la fase de hipoxia (Muraoka y col., 1997; Ji y

col., 1998; Gozal y col., 1998; Kacimi y col., 1998). Así, en la isquemia miocárdica, aunque no

se ha identificado de que tipo celular procede MCP-1, se ha observado una mayor cantidad de

ARNm correspondiente a MCP-1 durante la hipoxia y un descenso tras la reperfusión (Ono y

col., 1999). Existen dos posibles explicaciones para este fenómeno. En primer lugar, durante la

hipoxia se pueden generar pequeñas cantidades de RLO (Park y col., 1991; Khan y col., 1995;

Muraoka y col., 1997) capaces de activar NF-xB, induciendo así la expresión de quimioquinas.

La presencia posterior de factores inhibidores de la activación transcripcional inducida por NF-

xB podría explicar estos hallazgos. Esta hipótesis es consistente con los resultados que

observamos tras el tratamiento con CHX, un inhibidor de la síntesis de proteínas, que provoca

una superinducción de ARNm de MCP-1 e IL-8. Por otra parte, la expresión de MCP-1 es

dependiente de otros factores de transcripción como AP-1 (Martín y col., 1997). Este factor de

transcripción regula la expresión de numerosos genes de "respuesta-inmediata", inducidos

rápidamente tras la estimulación celular, y también es activado por estímulos redox

(Bandyopadhyay y col., 1995). Sin embargo, nuestros resultados tampoco demuestran una clara

relación temporal entre la activación de AP-1, máxima durante la fase de reoxigenación, y el

aumento de ARNm de MCP-1. Por último, la expresión de MCP-1 puede ser dependiente de la

interacción de otros múltiples factores de transcripción. En humanos, la región promotora del gen

de MCP-1 contiene zonas de anclaje para diferentes factores de transcripción (Shyy y col., 1993,

Ueda y col., 1994). La implicación de estos factores de transcripción en la activación del gen de
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MCP-1 parece específica de cada estímulo y tipo celular. La actividad transcripcional basal

depende del par de bases GC en posición -63 pares de bases, que es un punto de unión para Spl

(Kadonaga y col., 1987). En células derivadas de glioblastomas, fibrosarcomas y

leiomiosarcomas, se ha objetivado la participación de NF-xB en la regulación e inducción del gen

de MCP-1 a través de una región situada a-2.7 kb desde el punto de inicio de la transcripción

(Ueda y col., 1994). En células endoteliales humanas estimuladas con IL-1 y/o TNF-a, la

inducción de este gen se produce a dos niveles, uno que contiene una región "NF-xB-like"

(p50/p65), y otro que es un punto de unión a AP-1, situados a-90 y-68 pares de bases desde el

punto de inicio de la transcripción, respectivamente. Estas dos regiones actúan de forma sinérgica

en la inducción de MCP-1 por IL-1 (Martín y col., 1997). Por tanto, parece que el control

transcripcional de MCP-1 es complejo y aunque NF-xB parece implicado en la respuesta a la

hipoxia, es posible que existan otros factores no identificados en el presente estudio.

3. Regulación anómala de la expresión de MCP-1 en los fibroblastos

dérmicos en la Esclerosis Sistémica

La ES es una enfermedad caracterizada por alteraciones vasculares muy prominentes desde las

fases iniciales, que preceden a la infiltración por células inflamatorias y a la fibrosis. En

numerosos estudios clínicos y patológicos se considera la lesión vascular como el factor

patogénico primario de la ES. En la ES se establece un ambiente de hipoxia crónica con

generación de RLO y, tanto la isquemia como los RLO se han implicado en la respuesta

inflamatoria aunque sin identificarse los mecanismos subyacentes (Wigley y col., 1996). Los

fibroblastos y células endoteliales son las dianas celulares potencialmente implicadas en estas

respuestas (Kahaleh y col., 1979). Por otra parte, los RLO han sido implicados en la respuesta

autoinmune observada en la ES. La topoisomerasa-1 0 la fibrilarina, antígenos propios de la ES,

son sensibles a procesos de oxidación dependiente de la presencia de metales y RLO sufriendo

fragmentación o modificación de sus propiedades antigénicas. Esta transformación puede

desencadenar en la ES una respuesta autoinmune frente a estos antígenos (Casciola-Rosen y col.,

1997).

Los resultados del presente estudio sugieren un nexo entre las quimioquinas, fundamentalmente

MCP-1 y las alteraciones vasculares en la patogenia de la ES. A diferencia de lo observado en los
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fibroblastos dérmicos normales, los de la ES responden en menor proporción a la

hipoxia/reoxigenación y presentan una elevada expresión constitutiva de MCP-1 capaz de inducir

quimiotaxis de células mononucleares in vitro. La ausencia de respuesta podría explicarse por

una preactivación constitutiva de la expresión de MCP-1 o por un acondicionamiento previo de

esta respuesta tras la exposición mantenida a ciclos repetidos de hipoxia/reoxigenación in vivo, de

acuerdo con lo que observamos en fibroblastos normales. Las causas de esta activación de la

expresión de MCP-1 no son aclaradas por el presente estudio. Cuando comparamos los niveles

constitutivos de activación de NF-xB o de AP-1 entre líneas normales y de ES no encontramos

diferencias, y aunque existe una marcada variabilidad individual, no existe correlación con los

niveles de expresión constitutiva de MCP-1 en los fibroblastos esclerodérmicos.

Un fenómeno similar se ha observado en un modelo animal de fibrosis pulmonar tras la

infección por Schistosoma mansoni con formación de granulomas dependientes de una respuesta

inflamatoria Th2 (Lukacs y col., 1994; Hogaboam y col., 1999). En este modelo, los fibroblastos

de los granulomas tipo Th2 producen dos veces más MCP-1 que los sanos o de controles de

granulomas tipo Thl, y la síntesis de MCP-1 no responde a la estimulación con IL-4 como en

fibroblastos normales. En este y otros modelos, se establece una relación entre la expresión de

MCP-1, la presencia de citoquinas Th2 y el desarrollo de fibrosis. En primer lugar, los linfocitos

T expresan CCR2, receptor de MCP-1, y MCP-1 ejerce in vitro una potente atracción sobre las

células T de memoria (Schneider y col., 1999; Carr y col., 1994). En segundo lugar, la expresión

de MCP-1 se asocia con el desarrollo de respuestas polarizadas Th2 (Chensue y col., 1995) y

activa la secreción de IL-4 por las células T(Karpus y col., 1997). Por otra parte, se ha

demostrado recientemente que el sistema MCP-1/ CCR2 desempeña un papel fundamental en el

desarrollo de la respuesta Th2 frente a la Leishmania utilizando ratones genéticamente deficientes

en MCP-1 o CCR2 (Gu y col., 2000; Sato y col., 1999). Es interesante señalar que en la piel

esclerodérmica se encuentran infiltrados de células inflamatorias con predominio de linfocitos

CD30 positivo con elevada producción de IL-4 y escasa de IFN-y, que sugieren un perfil Th2

(Mavilia y col., 1997). Por tanto, la capacidad de los fibroblastos esclerodérmicos para secretar

MCP-l en cantidad suficiente para provocar quimiotaxis de células mononucleares apunta a su

participación en la infiltración de linfocitos y su polarización Th2.
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4. Efectos de MCP-1 en la inflamación crónica y en el desarrollo de

fibrosis

La quimioquina MCP-1 pertenece la familia CC o^i-quimioquinas. Esta proteína se purificó y

clonó por primera vez en una línea celular mielomonocítica humana y en células mononucleares

estimuladas por mitógenos (Yoshimura y col., 1989). El gen MCP-1 se describió como un

análogo del gen JE, un factor de crecimiento derivado de plaquetas e inducido por citoquinas en

fibroblastos murinos. La proteína JE/MCP-1 actúa de forma selectiva sobre monocitos aunque

también puede atraer linfocitos T, basófilos y eosinófilos y, en determinadas situaciones de

inflamación crónica, puede reclutar neutrófilos (Rollins y col., 1989). Esta quimioquina consta de

76 aminoácidos, su peso molecular es de 8.7 kD, y contiene 4 residuos de cisteína en las

posiciones 11, 12, 36, y 52 unidos por puentes disulfuro. Los 10 aminoácidos que preceden al

primer residuo de cisteína determinan la actividad de esta quimioquina, en particular, el grupo

piroglutamato-prolina (Schwarz y col., 1996; Barroga y col., 1995). Aunque algunos tipos

celulares producen MCP-1 de forma constitutiva, en la mayoría de las células esta quimioquina es

inducible por citoquinas proinflamatorias o agentes infecciosos, como ocurre en los fibroblastos

(Strieter y col., 1989), células musculares lisas (Yu y col., 1992), células endoteliales (Strieter y

col., 1989), queratinocitos (Barker y col., 1991), melanocitos (Zachariae y col., 1991),

condrocitos (Villiger y col., 1992), osteoblastos (Williams y col., 1992), células mesoteliales

(Jonjic y col., 1992), células mesangiales (Brown y col., 1992), y leucocitos mononucleares

(Yoshimura y col., 1989).

La expresión elevada de MCP-1 se ha descrito en muchas otras entidades que cursan con

fibrosis como la arteriosclerosis, la cirrosis hepática, la fibrosis pulmonar, o la glomerulonefritis

(Afford y col., 1998; Lukacs y col., 1994; Antoniades y col., 1992; Lloyd y col., 1997; Schneider

y col., 1999; Nelken y col., 1991; Duque y col., 1997; Ruiz-Ortega y col., 1998). En estas

lesiones, diferentes células como los leucocitos mononucleares, los fibroblastos, las células

endoteliales, las células musculares lisas, y las células epiteliales secretan MCP-1.

Además de sus efectos quimiotácticos y su participación en las respuestas Th2, MCP-1 puede

tener efectos profibróticos directos. Gharaee-Kermani y col. han descrito que el tratamiento in

vitro de fibroblastos pulmonares con MCP-1 estimula la síntesis de procolágeno a través de un

aumento en la expresión del gen de TGF-(3 (Gharaee-Kermani y col., .1996). Otros datos

refuerzan la implicación directa de MCP-1 en la fibrosis en un modelo animal de
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glomerulonefritis en el que la neutralización de MCP-1 reduce significativamente la síntesis de

TGF-(3, colágeno tipo IV y el desarrollo de semilunas ( Lloyd y col., 1997; Schneider y col.,

1999).

De acuerdo con nuestros resultados, es posible un efecto autocrino de MCP-1 sobre los

fibroblastos dérmicos en la ES puesto que expresan el receptor CCR2. Los presentes datos en

fibroblastos esclerodérmicos in vitro sugieren que, en algunas líneas de fibroblastos dérmicos, la

inhibición autocrina de MCP-1 disminuye la expresión de procolágeno-al(I). No obstante este

efecto no fue uniforme en todas las líneas. Los cultivos de fibroblastos son una mezcla muy

heterogénea de clones fenotípicamente distintos con alta variabilidad en la expresión de

procolágeno y esto puede explicar, en parte, el efecto di ŝcordante de MCP-1 (Falanga y col.,

1995; Jelaska y col., 1996). Un aspecto a tener en cuenta es que la concentración de MCP-1 que

hemos encontrado en los sobrenadantes de los cultivos celulares es muy inferior a la

concentración de MCP-1 descrita en los trabajos referidos, capaz de estimular la expresión de

TGF-(3 y, por tanto, la síntesis de colágeno. Sin embargo, un dato a tener en cuenta de acuerdo

con los resultados inmunohistoquímicos es que también los queratinocitos y células

mononucleares contribuyen a la síntesis de MCP-1 en las lesiones esclerodérmicas, de forma que

las concentraciones alcanzadas in vivo podrían ser más elevadas que las que observamos en

fibroblastos en cultivo. Nuestros resultados también apoyan un posible efecto profibrótico de

MCP-l, a través de un efecto proliferativo sobre los fibroblastos dérmicos en cultivo.

Además del efecto directo de MCP-1 sobre los fibroblastos, esta quimioquina puede participar

en el desarrollo de fibrosis por su efecto sobre otras células residentes del tejido conectivo como

las células cebadas. En la piel de la ES se produce una infiltración y degranulación de las células

cebadas (Seibold y col., 1990; Irani y col., 1992). Las células cebadas pueden secretar múltiples

mediadores con capacidad de activar la síntesis de colágeno como IL-4, TGF-(3 o TNF-a

(Henkel y col., 1992; Moller y col., 1998; Kanbe y col., 1999). Por otra parte, MCP-1 es a su vez

un potente inductor de la degranulación de las células cebadas aumentando así la secreción de IL-

4(Campbell y col., 1999). En un modelo animal de inflamación de la vía aérea por asma, se ha

demostrado que las células cebadas son capaces de estimular a los fibroblastos y de inducir la

síntesis de colágeno al secretar MCP-1 y, este efecto está mediado por el TGF-(3 y el TNF-a

liberados por los mastocitos (Gordon JR, 2000).
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Por tanto, MCP-1 parece ser una quimioquina con múltiples posibles funciones en la patogenia

de las enfermedades inflamatorias fibrosantes y en la ES. Además de sus efectos

quimioatrayentes y moduladores de respuestas Th2, parece participar directamente en la

fibrogénesis. La manipulación del sistema MCP-1/CCR2 en modelos animales ha demostrado

efectos terapéuticos en la placa arteriosclerótica (Boring Y col., 1998) o en la glomeruloesclerosis

(Schneider y col., 1999). Por tanto, el desarrollo de inhibidores de este sistema abre una nueva

vía terapéutica en la ES, una enfermedad para la que actualmente no existen alternativas eficaces.
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Conclusiones

1. Los fibroblastos dérmicos pueden participar en la respuesta inflamatoria como células

centinela con capacidad para reclutar leucocitos mediante la síntesis específica de las

quimioquinas MCP-1 e IL-8.

2. Los fibroblastos dérmicos normales expuestos in vitro a la hipoxia responden con un

aumento en la expresión y secreción de MCP-1 que es, en parte, dependiente de la

activación de los factores de transcripción NF-xB y AP-1.

3. La proteína MCP-1 secretada por los fibroblastos dérmicos normales ejerce in vitro un

efecto quimiotáctico sobre células mononucleares.

4. Los fibroblastos dérmicos en la ES presentan in vitro una elevada expresión constitutiva

de MCP-1 e IL-8 y una menor respuesta a la hipoxia y/o reoxigenación. Estas alteraciones

no se deben a diferencias en la activación basal de los factores NF-xB y AP-1. '

5. El análisis de secciones de piel esclerodérmica confirma una elevada expresión de MCP-1

por los fibroblastos, y también en otros tipos celulares como queratinocitos y células

mononucleares.

6. La producción anormal de MCP-1 por los fibroblastos esclerodérmicos puede participar

en la patogenia de la ES a través de su acción sobre células mononucleares y como un

factor profibrótico con capacidad para inducir la expresión de procolágeno al(I) y la

proliferación de fibroblastos.

7. La participación de MCP-1 en la patogenia de la ES apoya el ensayo de inhibidores de

este factor o su receptor CCR2 como opción terapéutica.
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