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I. INTRODUCCION.

Algunas enfermedades del higado (tanto agudas como crénicas)
pueden ocasionar durante su evolucién la destruccién del parénguima con
sustitucion de tejido normal por otro no funcional, lo que provoca graves
consecuencias en el organismo.

Aunqgue no existe una equivalencia directa entre los términos de fibrosis
y cirrosis hepatica, ambos tienden a solaparse. El primero se refiere a un
proceso en el cual existe un aumento de la produccién y depdsito del
coldageno, asi como de otras proteinas de la matriz extracelular, mientras que
el segundo se refiere especificamente a un proceso difuso en el que se
presenta fibrosis con nddulos de regeneracién.

De acuerdo a estas definiciones, hay casos de fibrosis hepética que no
pueden ser considerados como cirrosis, como son determinados estadios de la
hepatopatia alcohdlica, y también casos de nddulos hepéticos sin fibrosis, por
ejemplo la transformacién nodular parcial del higado.

A pesar de las consideraciones anteriores, la cirrosis hepatica es
representativa de las entidades en que la fibrosis hepatica es dominante.
Dentro de las multiples etiologias que la originan, se mencionan ias siguientes:

1. Hepatitis viral.
2. Alcohal.
3. Alteraciones metabdlicas.

a. Hemocromatosis.



b. Enfermedad de Wilson,

O

. Deficiencia de a4-antitripsina.

o

. Diabetes mellitus.

1)

. Glicogenosis tipo V.

—_

. Galactosemia.
g. Tirosinosis congénita.

4. Colestasis prolongada.
a. Intrahepatica.
b. Extrahepatica.

5. Obstruccién del flujo venoso hepatico.
a. Enfermedad veno-oclusiva.
b. Sindrome de Budd-Chiari.
c. Pericarditis constrictiva.

6. Alteraciones de la inmunidad.
a. Hepatitis autoinmune.
b. Cirrosis biliar.
¢. Colangitis autoinmune.
d. Esclerosis primarig.

7. Toxinas y agentes terapéuticos.
a. Metrotexate.
b. Amidarone.

8. Cortocircuitos intestinales.

9. Cirrosis India de la infancia.



Al hacer una revisiéon de la repercusion que tienen algunos tipos de
cirrosis, encontramos que la etiologia alcohdlica se encuentra en aumento.
Como ejemplo, en el Royal Free Hospital (Inglaterra), en el pericdo
comprendido entre los afos 1952 y 1965, la cirrosis alcohdlica representd el
4.3% de los ingresos por cirrosis, mientras que en el pericdo comprendido
entre 1978 y 1983 representd el 2b%.

En los EUA, el alcoholismo es la cuarta causa de muerte de los varones
adultos; en Espana, donde se tiene un consumo de casi 15 litros de alcohol
por persona/afo, existen aproximadamente 250,000 personas con cirrosis
hepatica, siendo esta causa (el alcohol) el origen del 70% de los casos, con
una mortalidad de 23 personas por 100,000 habitantes por afio.'' >°%1%7

En el caso de la cirrosis hepatica de etiologia viral, se estima que
existen aproximadamente 300 millones de individuos portadores del virus de
la hepatitis tipo B (HBV) y, aunque su curso clinico varia, su pronodstico es
proporcional a la gravedad de la enfermedad. Existen estudios en donde hasta
el 20% de los pacientes con hepatitis crénica por esta causa desarroltan
cirrosis hepética activaen el plazode 1 a 13 afos.”

Ademas, con la identificacidon de nuevos virus se esta aclarando la
etiologla precisa de las hepatitis virales antes denominadas como No A No B,
algunas de las cuales evolucionan hacia un curso crénico. En efecto, durante
los dlitimos anos se ha identificado el denominado virus de la hepatitis tipo C
(HCV), el cual evoluciona en mas del 60% de los casos en forma crénica, vy

.. . R . 22,30,157
origina cirrosis en el 40% al 50% de las ocasiones.
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Existen otras entidades menos frecuentes que pueden desarrollar
fibrosis hepéatica. Destaca entre ellas la hemocromatosis primaria, que es un
trastorno del metabolismo del hierro, el cual esta determinado genéticamente
y se caracteriza por el depdsitos de este metal en los tejidos. Por ello,
aproximadamente el 30% de los pacientes que la padecen desarrollan
insuficiencia cardiaca, el 25% cirrosis hepéatica y el 30% carcinoma
hepatocelular, este ltimo a pesar de que se logre eliminar el hiefro
depositado.

Otra enfermedad metabdlica que causa fibrosis es fa enfermedad de
Wilson. Se trata de un trastornc familiar raro gque se transmite en forma
autosOmica recesiva, y que se caracteriza por una absorcién excesiva de
cobre y escasa eliminacién urinaria del mismo; ello determina el depésito de
este metal en los tejidos (principalmente en el higado) donde ocasiona
necrosis, inflamacidén, fibrosis y cirrosis.

Finaimente, la deficiencia de a,-antitripsina consiste en una alteracion
metabdlica que aparece en 1 de cada 1,700 adultos, y se manifiesta por su
asociacion con hepatOpatia crénica, cirrosis y neumopatia.”

La respuesta normal del higado en una lesién aguda por cualquier
causa origina una serie de cambios, los cuales provocan procesos que
conducen a la formacién de fibrosis. Sin embargo, estos cambios deben
terminar en una forma ordenada para que se complete el proceso de
regeneracion, pero si la regulacion de ese proceso se encuentra alterada, los

compoenentes de la matriz extracelular que participan en la reparacién se

11



acumularan, provocando la formacién de una cicatriz fibrosa.

Una vez iniciado el proceso de la fibrosis es dificil su interrupcién, vy
hoy en dia sélo disponemos de informacién a nivel experimental de ciertas
condiciones en que la misma puede ser reabsorbida. Su establecimiento
origina muadltiples y variadas consecuencias fisiopatoldgicas y clinicas, que
deterioran de manera importante la calidad de vida de los pacientes, llegando
incluso a ser causa directa de muerte.

Este es el caso de la hipertensién portal, la cual ocasiona que se
desarrollen varices esofdgicas en el 30 al 70% de los casos, de los cuales
entre el 20 y el 40% presentardn hemorragias con una mortalidad del 50%
tras el primer episodio de la misma, 3101113147

Por estas y otras razones, los intentos para obtener un conocimiento
amplio de los procesos que acontecen durante la fibrogénesis tienen una

importancia primordial. Es posible que estos conocimientos nos permitan

algln dia intervenir sobre este proceso, con el fin de modificar su curso. '®

12



Il. ANTECEDENTES.

1.- Anatomia e histologia del higado.

El higado es el érgano de mayor tamano en el cuerpo humano, con un
peso que oscila entre 1,200 y 1,500 gr. Esta situado en el cuadrante superior
derecho del abdomen vy cumple importantes funciones de sintesis,
metabolismo y excrecién.

Esta viscera tiene un rico aporte de sangre proporcionado en una parte
por la vena porta, y en otra por la arteria hepética, por [0 que se mantiene en
una estrecha relacién con el estado general del organismo, participando en

forma importante en su homeostasis.

DRENAJEARTERIAL CAPILAR DRENRJE ARTERIAL CAPILAF
HAGIHL EL SIHUSOIDE HACIAEL SIHUSOIDE

cr:.m:r?m.; VEHA
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DEDIZSE

SIHUEDIDE

YEHACENTRAL
HEFATICA

ESFACIO
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VEHA SUE-
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YENA CEHNTRAL

HEFATICA
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G F — COLANGIOLD
INTRALODBULAR

CAMALIGULD
BILIAR

DRENAJE ARTERIAL CAPILAR YEHUWLAS .

HAGIAEL SINUS0IDE coMDUCTo  ARTERIA COLAHGIOLO EH
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%t——/ LIMITANTE
CANALPORTA

(TRACTD)

llustracién 1. Estructura del higado humano normal. {Sheriock y Doodley, 1993}
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En su estructura se ha considerado al lobulillo hepatico como unidad
basica, lo cual fue referido inicialmente por Kiernan en 1833; él describid
areas circunscritas con forma piramidal, las cuales contaban con una vena
central tributaria de la vena hepdtica y en la periferia un tracto portal que
contenia un conducto biliar, una vena porta y un brazo arterial hepatico,
situdndose entre estas estructuras columnas de células hepaticas y sinusoides
con contenido de sangre.

El concepto actual de la estructura del parénquima hepético es el de
dos sistemas de tlneles {los tractos portales y los canales centrales
hepaticos), cuyos segmentos finales quedan separados aproximadamente
0.5mm vy tienden a desplazarse en planos perpendiculares unos de los otros.

Los canales hepaticos centrales contienen radiculos de la vena hepéatica
y de su adventicia, y estdn rodeados por una placa limitante de células
hepaticas. Los acinos funcionales estan centrados en una “triada porta”, la
cual contienen el radiculo de la vena porta, la arteriola hepatica y el conducto
biliar, con pocas células y un tejido conectivo, rodeadas por una placa

limitante de células hepe'lticas.144

2.- Composicion celular del higado.

Existen aproximadamente 202 x 10° células en cada miligramo de
higado humano normai, de las cuales 171 x 10° son del paréngquima y 31 x
10° son de los sinusoides; ellas componen una compleja red estructural y

funcional, en la cual estan estrechamente interrelacionadas.
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Entre las células que componen al parénquima se encuentran los

HEPATOCITOS, que corresponden al 60% del total del total de las mismas y

que representan el 87% del volumen de los 16bulos

CELULA DE
KUPFFFER ~

jﬁ&@ﬂﬂbﬁ:

LIPQCITO
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RETICULINA ____ === %

"

ENDOTELLAL
EINUSOIDE
N e il S -
B T e g ESPACIO DE
G R M P Y N DISSE
MEMBRANA LISO60MA
CELULAR
PEROXISOMA
DESMOSOMA
UNION GAP
UMION \ ; VACUOLA
DELGADA
HUCLEQLD
CANALICULD
BILIAR
APARATO DE
G0LaI

CROMAT IHA

LIPIDO
MITOCONDR A S

—— — —RETICULD
ENDOPLASMICT

ARV f RUGDED

GLUCOBEND ' S

—_ RETICULG
ENDOPLASMICO
LISO

llustracién 2. Composicién ceijular del higado, y estructura microscépica. (Sherlock y Doodley, 1993}

Estas células tiene un didmetro de alrededor de 30 pwm, su nucleo
puede ser Unico o multiple y tienen divisién por mitosis y una vida media de

150 dias. Presentan tres superficies: una hacia el sinusoide y el espacio de

Dissé (que es el espacio entre los hepatocitos y las células de cobertura de los
sinusoides),

otra hacia el canaliculo y una tercera en

relacibn a otro
hepatocito, sin gue exista una membrana basal
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Iniciaimente se les habia considerado como la unidad primaria funcional
del higado ya que, al ser aislados y mantenidos en suspensién, conservaban
practicamente todas sus funciones. Sin embargo, en cultivos primarios se ha
demostrado que, a pesar de que se les proporcione medio de cultivo
completo, No son capaces de mantenerse por si mismos. Esto se atribuye a la
falta de factores hormonales plasmaticos e intercelulares, y a alteraciones en
la expresidn genética en la matriz extraceiular.

Actualmente se tiene el concepto de que la unidad funcional hepética
es el acino hepatico, esto es, una columna de hepatocitos unidos con células
mesenguimatosas y matriz extracelular.?®

Otras de las células que forman a los sinusoides son las CELULAS DE
KUPFFER, gue pertenecen al sistema reticulo - endotelial y son derivadas de
los monocitos sanguineos. Estas céiulas son muy mdviles, y presentan
receptores de membrana especificos para ligandinas (incluyendo la porcién Fc
de las inmunoglobulinas y el componente del complemento C3) los cuales son
importantes para la presentacién de los antigenos.

Dentro de sus funciones, estan las de fagocitar células viejas, particulas
extranas, células tumorales, bacterias, levaduras, virus y parasitos. Ademas,
endocitan endotoxinas y en respuesta secretan una serie de factores como
son el Factor de Necrosis Tumoral (TNF), Interleuquinas, Colagenasa vy
Hidrolasas Lisosomales; asi mismo, secretan metabolitos del a&cido
araquidénico que incluyen prostaglandinas.

En la misma area se encuentra otro componente celular, que son las

16



CELULAS ENDOTELIALES; ellas tienen una forma sésil, y se encuentran
formando una pared continua hacia la luz de los sinusoides, la cual presenta
fenestraciones de O.1um de didmetro a través de las cuales se realiza un
intercambio de liquidos y particulas entre el espacio de Dissé y los
hepatocitos, actuando como barredoras de enzimas peligrosas y patégenos.

Por Ultimo, los LIPOCITOS o CELULAS DE ITO son células ubicadas en
el espacio de Dissé entre los hepatocitos y las células endoteliales.
Representan el 20% del volumen de las células sinusoidales y, aungue pueden
contener grasa, se considera entre sus principales funciones el almacenar e!
exceso de vitamina A vy otros retinoides asi como otras vitaminas
Iiposolubles.72

En presencia de dano de los hepatocitos los lipocitos se activan vy, al
parecer en respuesta a un Factor Proliferador producido por los prim.eros,‘55
migran a la zona 3 donde se transforman y pierden sus depdésitos

intracelulares.

LIPOGITO8 ACTIVADOS

LIFOCITO RECEFTORED A, ATOCLIHAG
CIMDGILINAS AUTOMHAL

CMDQLINLD

RETINOIDE ELLLAS KUPF P RO UFERATIY A8

CELULAR KUPFFER S0

E :l FISRCCEMERID
4. FACTORED DE 3y : GO UINAS
- T HEPATDG TS (7) ‘ FIERDG ENICAS
MEMERANA BASAL OLAGTMMARA, o ASTIVMACION \
WIAT M AN L D
INICIACION FERFETUACION

Hustracién 3. Modeio de la activacion de los lipocitos hepaticos. (Friedman, 1993)
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Una vez ahi, transforman su estructura a otra que recuerda a la de los
fibroblastos y se convierten en la principal fuente de matriz extracelular
(principalmente de colageno tipo I, lll, IV y laminina); ademads, pueden regular
el flujo sanguineo sinusoidal y de ese modo contribuir a la hipertensién

15,56
portal.

Es por estas transformaciones y por haberse documentado que en
cultivo presentan caracteristicas de miofibroblastos, que se considera a estas
células como las indicadas para estudiar, in vitro, los mecanismos que regulan

. , . P 61,683,17
la biosintesis de coldgeno.” " ®

3.- Componentes de la matriz extracelular del higado.

Las membranas basales son matrices extracelulares compuestas de
coldgeno tipo IV y de proteinas no colagenas; en el higado de los
humanos, los principales componentes de las mismas se encuentran dentro

del espacio de Dissé o en su periferia pero, aunque algunos de sus

HIGADOMNORMAL HICADOQCIRROTICO

HEFA‘!‘OG ITD9

My x.lf.a.q,..p.h.- 57.{&\. WMWIMU&'
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0 J‘
Ih‘ A :.5’5‘-1-.-..- s Ao "r"‘"‘| i
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llustracion 4. Cambios en el espacio subendotelial durante |a lesién fibrosa del higado. {Friedman, 1993)
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componentes (como el colageno tipo IV gue hemos mencionado) se
encuentren presentes, estos pueden NO estar en contacto con los
hepatocitos.

Desde el afio de 1963 se han publicado estudios que identifican la
existencia de cambios en la distribucién de las membranas basales entre
higados normales vy fibrosos, los cuales pueden causar severas
restricciones en la funcién normal del hl’gzado.zz*'ss'156

Al final de la década de los anos setenta se identificé que, en
condiciones patoldgicas, existia un aumentc en los depdsitos de los
colagenos tipos | y lll en las dreas periportales e intralobulillares.’”?

En la actualidad se acepta que unas estructuras similares a las
membranas basales rodean la superficie perisinusoidal en el higado normal,
aungue no es posible detectar una membrana basal tipica ni aun con
microscopio electrénico.®®

Los componentes de la matriz extracelular son los siguientes:

PROTEINAS.

COLAGENO: ), Ill, IV, V, VI, VIIL.
ELASTINA.
GLICOCONJUGADOS.
GLICOPROTEINAS ESTRUCTURALES: fibronectina, laminina, undulina,
nidégeno, tenascina, osteonectina.
PROTEOGLICANQS: heparén sulfato, condroitin 4-sulfato, condroitin

6-sulfato, dermatan sulfato.

GLICOSAMINOGLICANOS.

19



Entre ellos, destacan por su importancia la laminina, la fibronectina, el
heparan sulfato, el proteoglicano y las proteinas colagenas, los cuales

pasaremas a revisar con mayor profundidad a continuacién.'®2%°8

A) Laminina.

La laminina es un polimero producido primariamente por los Iipocitos,20
el cual esta formado por subunidades monoméricas de 200 y 400kDa con una
unién disulfuro.

Este polimero se detecta en la membrana basal, donde estd co-
distribuido Gnicamente con colageno tipo IV y juega un papel importante en Ia
morfogénesis y organizacion que se desarrolla durante la regeneracion del
higado, ya que se une tanto al colageno tipo IV como al heparan sulfato.

La laminina tiene que ser considerada como el mejor marcador de las
membranas basales, siendo posible identificarta con la utilizacién de
anticuerpos.

Como hemos dicho, no es posible encontrar una membrana basal

.. . . - . . £ 17,68
perisinusoidal ni adn con microscopia electrénica.

La laminina no se
detecta en los sinusoides humanos normales, pero en condiciones patolégicas
se identifica en las dreas periseptales y periportales. En estas condiciones, la
microscopia electrénica si demuestra membranas basales tipicas, estado que

. . . 17,156
se denomina cagpilarizaciéon sinusoidal. ™

En el higado graso aicohdlico es
evidente un aumento en la laminina adn antes de que la fibrosis esté

establecida.®®

20



B) Fibronectina.

La fibronectina es una glicoproteina que se puede identificar a lo largo
de los sinusoides y alrededor de {as estructuras portales. Esta constituida por
dos subunidades de 200kDa cada una, unidas sélo por un puente disulfuro
cercano al C terminal.

Se ha identificado una forma celular vy una plasmatica que, aungue
surgen del mismo gen, poseen distinto RNAmM, teniendo la forma celular un
mayor nimero de aminoacidos que la forma plasmética.

La fibronectina sérica es producida en el higado y participa en multiples
acciones, como por ejemplo, en la agregacién plaguetaria, en las reacciones
de coagulacion, en la fijacién de la fibrina a las lesiones, en la fagocitosis, en
el aumento de la proliferacion y migracién celular. En las hepatopatias
crénicas se encuentra una fuerte reaccion positiva a la fibronectina, localizada
en la periferia de los espacios portales afectados, en los septos y en las areas
periportales con necrosis, donde los sinusoides se encuentran aumentados de
tamano vy ocupados con material que también es positivo a la

, . 17.68,138
fibronectina.

C) Proteoglicanos.

Los proteoglicanos {(anteriormente conocidos como mucopolisacéridos)
representan el segundo componente en importancia de la matriz extracelular.
Son secretados tanto por los lipocitos como por los hepatocitos, y estédn

constituidos por un eje proteico unido en forma covalente a un
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glicosaminoglicano.

El principal protecglicano en el higado normal es el hepardn sulfato, el
cual tiene un peso molecular de 750,000 daltons, dando la apariencia de estar
anclado en la superficie de los hepatocitos, donde interacta con la laminina y
la fibronectina, participando en forma importante en la regulacién de la
proliferacion y organizacién del tejido.

La informacidn sobre la localizacién de este proteoglicano esta basada
en modelos experimentales en ratas, donde se ha identificado (en los higados
normales) en las membranas basales portales y en los sinusoides.

En etapas tempranas de {a fibrogénesis, se distribuye junto con la
fibronectina, marcando la interfase entre las 4reas septales y las
parenquimatosas; en las etapas de fibrosis avanzada ya no es posible
detectarlo en los septos por lo que podria ser considerado como un marcador
de tejido fibrético activo "joven”, o de fibrogénesis; sin embargo, hasta ahora
no se ha logrado obtener un marcador que se pueda utilizar en tejidos

humanos.

D) Colageno.

Los coldgenos pertenecen a una familia heterogénea de proteinas. En la
terminologia moderna se designan con una numeracidn progresiva, y en la
actualidad se reconoce la existencia de aproximadamente 15, todas elios
productos de genes distintos; difieren entre si por su contenido de

aminodacidos, por la secuencia primaria de los mismos y por su reactividad
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inmunolégica.

En el higado se han identificado las proteinas coldgenas de los tipos |,
M, IV, V y VI (las del tipo Il son propias del cartilago).'®® Los coldgenos
hepaticos pueden ser sintetizados y secretados por los lipocitos, los cuales
muestran un incremento de esa actividad durante el desarrollo de la cirrosis
hepatica. Sin embargo, se ha demostrado que el coldgeno también puede ser
sintetizado por las células endoteliales de los sinusoides y por los hepatocitos.

Esta dltima afirmacién esta basada en estudios in vitro, pero se trata de
un punto adn en controversia. En cualquier caso, de ser cierto, lo mas
probable es que la contribucion de los hepatocitos sea bastante
modesta.30‘2°'58'129'169

Aunque posteriormente trataremos en detalle el proceso de sintesis del
colageno, es importante que por el momento tengamos presente que estas
proteinas son sintetizadas en las células como procolagenos.

Los procoldgenos son cadenas de polipéptidos, cada una de las cuales
se denomina o, las cuales aun no tiene la forma de hélice que caracteriza a
las proteinas colagenas. Tras su sintesis, los procolagenos sufren diversos
cambios gue conducen a que estas cadenas se enrollen a fo largo de sus
moléculas formando una hélice, excepto en sus extremos N- y C- terminales.

Esos extremos son las llamadas porciones globulares, las cuales
contribuyen a mantener estas proteinas en forma hidrosoluble; son eliminados
con la participacién de dos diferentes proteasas, precipitando la proteina vy

haciendo que las moléculas de colageno se alineen con una periodicidad
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caracteristica de 660-A, formandose las tipicas fibras de coldgeno.*

PROCOLAGEND
M-ACETIL
GLUCOSAMINA
NH»
SN"PEPTIDO | COLAGEND 300 nm |LPEPTIDD
N- TERMINAL - TERMINAL
@ GLCiNg ¥ W x

llustracion 5. Estructura de la moiécula de colageno. {Solis Herruzo, 1988}

Cuando los procoldgenos estan ensamblados, la proteina tiene un peso
aproximado de 95,000 daltons con una estructura de triple hélice, lo que le
confiere fortaleza a la tension y resistencia a la extensidn; las tres cadenas de
polipéptidos presentan una secuencia repetitiva peculiar de GIi-X-Y, donde es
frecuente que el aminoécido en la posicién X corresponda a prolina, mientras que
el que se encuentra en la posicién Y tiende a ser hidroxiprolina {cuando esta se
encuentra presente).'® El largo de los dominios helicoidales varia desde 45

aminoacidos en los colagenos tipos | y ll, hasta 1,500 aminoéacidos en el tipo VIL.
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Se estima que el coldgeno hepético representa entre 2 y 8mg/g de
peso de tejido, o entre 20 y 80mg/g de proteinr:us,w2 con una distribucién gue
habitualmente tiene el 33% de colageno tipo | y una cantidad similar a la de
tipe Hl, mientras que el restante 33% pertenece a las proteinas colagenas de
las membranas basales. Las proteinas colagenas de los tipos IV, V y VI son
componentes menores en el higado normal, pero en ocasiones pueden
aumentar hasta en 8 o 10 veces su valor normal, lo que repercute sobre la
cantidad de coldgeno total.

Como hemos mencionado, las proteinas coldgenas estan formadas por
tres cadenas de polipéptidos, las cuales son caracteristicas para cada tipo.
Asi, el colageno tipo | es una molécula hibrida que consta de dos cadenas
ar() y una a,ll); el colageno tipo Il se compone de tres cadenas o, (I)."*°
Ambos se encuentran en los canales centrales y en los espacios de Dissé y
raramente en el parénquima normal,

El colageno tipo VI se distribuye, junto con los dos anteriores, tanto en
el tejido normal como en el patolégico.17r4 LLas cadenas del coldgeno tipo IV
son mas grandes que las de los coldgenos intersticiales. En el tejido normal se
localiza en las membranas basales que se encuentran en los espacios porta y
a lo largo de los sinusoides.

En el higado normal, el coldgeno tipo V se relaciona con fas células del
musculo lisc mientras que en los tejidos patoldgicos estd ampliamente
representado en los tractos portaies, septos fibrosos y se incrementa en los

. . 17,68
sinusocides.
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4.- Fibrogénesis y matriz extracelular hepética.

La matriz extracelular no debe ser considerada como una clase de
cemento biolégico que forma una estructura pasiva, sing como la causa y
efecto de una condicion biolégica o biopatologica, que provee a los
componentes celulares del tejido de una organizacién, citodiferenciacién vy
control de la sintesis especifica de sus componentes, de su crecimiento, de la
adhesion y de los fendmenos de migracion celutar.'®

Estos fenédmenos de activacién dan la apariencia de que acontecen en
al menos dos pasos diferentes. En el primero, se desarrollan eventos
tempranos durante los cuales las células crecen, proliferan y se activan,
aumentando la respuesta a mensajeros celulares proliferativos y fibrogénicos.
En el segundo, estos fendmenos se perpetdan y se modifica la matriz
extracelular.

Asi, la matriz extracelular actia como un brazo efector activo en la
modificacion de la arquitectura de los tejidos durante el proceso de
reparacic')n.w‘ss'ao’mz

E! término fibrogénesis se refiere al procesoc de sintesis de matriz
extracelular, mientras que el de fibrosis indica la situacién estatica resultante
del balance entre la produccién y degradacidn de esta matriz.

Aunqgue la fibrogénesis debe ser considerada como una respuesta
reparadora normal que finaliza de forma ordenada, cuando este proceso se ve

modificado, se pueden presentar alteraciones entre las que se ha descrito el

incremento de la matriz extracelular, con una elevacién desproporcionada de
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todas las moléculas que la componen.

En forma adicional se producen cambios especificos en la
microcomposicion de algunas de estas moléculas. Como ejemplos, se
presentan variaciones en el grado de hidroxilaciéon de las cadenas o de los
colagenos, y en el ndmero y grado de sulfatacion de los glicosaminoglicanos
presentes en los proteoglicanos.

Estos cambios de compaosicidn dan lugar a que se produzcan depdsitos
tempranos e importantes de la matriz extracelular, tanto en el espacio de
Dissé {fibrosis perisinusoidal} como en otras zonas {fibrosis periportal, difusa y

4,
Ic)cal),E""'6

formando una cicatriz, la cual puede llegar a organizarse como
néduios de regeneracion.

Ademas, se pueden desarrollar alteraciones de las conexiones
vasculares, lo cual se considera como un punto de no retorno, con
desplazamiento del tejido funcional normal por una cantidad excesiva de
matriz que ocasiona la disfuncién del tejido y el 6rgano. El mecanismo de
acumulacién de las fracciones mayoritarias de esta matriz implican una
activacién de su biosintesis de novo en las células hepéticas.'”

Se han estudiado las interacciones especificas que existen entre los
diferentes componentes de la matriz extracelular (tales como glicoproteinas,
coldgenos y proteoglicanos).

Se ha observado que dichos componentes unidos a receptores

celulares pueden desencadenar actividades celulares y también servir como

un nido para mediadores de la inflamacién, manteniendo la lesidn en un
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estado activo.

Los receptores celulares pueden ser considerados como mediadores de
la interaccidon biofuncional entre los microambientes intracelulares (en
particular los citoesqueletos}) y la matriz extracelular. Por ello se puede
considerar que, dado que las células producen incrementos de matriz, la
fibrosis es un proceso con auto-mantenimiento.' %2

Sin embargo, adn no se conoce cual es la secuencia completa de las
alteraciones en los distintos componentes de |la matriz extracelular hepatica.
En modelos experimentales de cirrosis hepética inducida por tetracloruro de
carbono, se ha observado que la primera modificaciéon es una alteracion en la
distribucién y cuantia de la fibronectina, mediada al parecer por una cascada
de efectos de mensajeros celulares;®’ después se presentan modificaciones en
las proteinas coldgenas, iniciaimente con incrementos en fa tipo | y
posteriormente en la lll y la IV, y finalmente se encuentran alteraciones en la
Iaminina.104'11°'136

Todas las células hepaticas (hepatocitos, células de conductos biliares,
endoteliales, de Kupffer y de Ito) han demostrado en cultivo su habilidad para

producir uno o mas componentes de la matriz extraceluiar,'®%®

lo cual tiene
influencia en fa funcién hepatocelular afectando tanto la expresiéon de genes
de tejidos especificos como la regeneracion hepética.

Aungue se habia considerado a los hepatocitos como productores de
coldgeno, se ha comprobado que esta funcién es secundaria, teniendo mas

. . .. . . 111,116
importancia su produccion de fibronectina.
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Por el contrario, las células de Ito parecen ser las principales
productoras de las proteinas coldgenas intersticiales. Por esta razén, son las
. . . 55,93
protagonistas centrales en el proceso de fibrogénesis.
La fibrogénesis se desarrolla generalmente como una respuesta
inflamatoria, donde resulta de mayor importancia ia secuencia de eventos que
se originan como réplica a diversos estimulos; se liberan diversos péptidos vy

se producen linfoguinas y monoquinas, las cuales parecen ser las

responsables de la desorganizacion y/o la perpetuacion de esta respuesta.

5.- Requlacién de la matriz extracelular.

El metabolismo de la matriz extracelular estd controlado por una serie
de factores que actlan sobre las células que los sintetizan (como los
fibroblastos), vy a su vez estos factores son producidos por una variedad de
células presentes en los sitios de inflamacién y/o reparacion, tales como los
linfocitos activados y macrdfagos.'%°

Al parecer, estos mediadores enddgencs actdan "in vivo" en forma
armoénica, como elementos de una red homeostatica balanceada vy
extremadamente compleja, cuyas cantidades de eficiencia relativa, produccion
e inhibicién varian de acuerdo a los requerimientos de la matriz extracelular en
distintas condiciones de remodelado.®*' %

Los ajustes de la homeostasis pueden ser beneficiosos sdio dentro de

unos margenes muy estrechos. Cuando existe deficiencia o exceso de los

mediadores, estos pueden contribuir al agravamiento de la enfermedad. La
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modulacidén, por su comportamiento con respuestas en ocasiones a distancia
del sitio inicial de lesion, es de caracter humoral.?%:3%8°

Dentro de estos mediadores se encuentran las citoquinas. Estas son
péptidos y proteinas que median en la interrelacién de las células; se les ha
identificado como un mecanismo esencial de comunicacién, tanto en

- _ .
condiciones normales como de defensa ante diversos agentes,”?®°7%

Entre
ellas se establecen redes complejas de comunicacién e interacciones, en las
que es frecuente que se establezcan mecanismos de citoquina a citoguina e
incluso sistemas complejos de retroalimentacién.*®

El conocer los efectos que producen ha permitido utilizar a las
citogquinas como indicadores de la respuestas inflamatorias, >*'*” como
agentes terapéuticos directos (como es el caso del Interferén-y), bloquear su
accién con inhibidores especificos de las mismas {como el propuesto uso de
anticuerpos neutralizantes a las citoquinas, a los antagonistas de los
receptores de ellas, etc.). En todos ios casos se busca que el mensaje
obtenido sea adecuado para contrarrestar los mecanismos patolrjgicos.3‘56’149

Las citoguinas usualmente actlan en el organismo en concentraciones
picomolares, a través de receptores especificos por los que presentan alta
afinidad. En contraste con las hormonas clésicas, actuan principalmente en
forma autdcrina o paracrina, pero también pueden actuar de una manera
endocrina en células a distancia.

En general, una sola citoquina puede ser producida por una variedad de

células, ser la respuesta a diferentes estimulos y tener miltiples efectos
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bioldgicos en diferentes células. Las citoguinas pueden interactuar de una
manera positiva 0 negativa a distintos niveles, tanto por interregulacién entre
ellas como por respuesta de las células sobre las que actdan.®

Estos mensajeros celulares han sido estudiados principalmente en su
participacién en la respuesta inflamatoria, en la respuesta inmunoldgica vy en la
respuesta a agentes infecciosos, asi como en la interrelacion que entre ellas

. . 9
guardan y sus efectos sobre uno 0 mas sistemas del orgamsmo.3

6.- Citoguinas inflamatorias y fibrosis hepética.

Las citoguinas tienen un papel principal en la respuesta inflamatoria,
donde se ha identificado que participan el Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNF-at}, la Interleuquina 1 (IL-1), el Factor Transformador del Crecimiento
(TGF-1), la Interleuquina 6 (IL-6) y el Factor Inhibidor de Leucemia. Ademads,
en este mismo proceso {inflamacion) se han encontrado presentes algunos
antagonistas especificos a algunas de estas citoquinas, como por ejemplo
para la IL-1 y el TNF.5'28'39'59’132'”0

Es de hacer notar gque existe una estrecha interrelacién entre algunas
de estas citoquinas, que pueden desencadenar efectos similares u opuestos a
los que originan otras de ellas; incluso, pueden ser capaces de autoestimular
su secrecion o provocar secrecion de otras, lo que indica lo complejo de su
regulacién y equilibrio.**

La respuesta de fase aguda es aquella que desarroclla el organismo ante

alteraciones de su homeostasis debidas a procesos inflamatorios, lesién
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tisular, crecimiento tumoral o alteraciones inmunolégicas.

Esta respuesta se caracteriza por fiebre, leucocitosis, aumento de la
permeabilidad vascular y de la tasa de sedimentacion globular, activacion del
complemento y de la cascada de la coagulacién, disminucion de los niveles
séricos de hierro y zinc, balance nitrogenado negativo y sintesis hepatica de
algunas proteinas que son llamadas de fase aguda, entre las que se incluyen
al fibrindégeno, la al-antitripsina, la al-antiquimiotripsina, la haptoglobina, la
prateina C reactiva, la proteina amiloide A, etc. Se considera que todos estos
efectos estdan encaminados a la defensa del huésped frente a las
agresiones.28'67'71'130

Los pacientes con hepatopatias inflamatorias activas {(en especial de
etiologia etilica) presentan manifestaciones de respuesta de fase a\guda,128
con tasas elevas de IL-6 en sangre y sobreproduccién de TNFa y de IL-6 por
las células mononucleares, 2%41:4289117.171

De las citoquinas que hemas hechoc mencién, se ha encontrado que la
IL-6 se expresa intensamente en el higado, tanto en las células inflamatorias
que infiltran los espacios portales®® como en las células endoteliales de los
sinusoides préximos a los hepatocitos dafiados, en las células de lto e incluso
en los mismos hepatocitos.®'**

Se ha encontrado que ia IL-6 puede inducir un aumento en la cuantia

del RNAm de procolageno o,4({l) en cultivos de células de Ito,®?

y se ha
sugerido el mismo efecto in vivo, pero los mecanismos exactos de este

proceso y Ssu repercusion en la sintesis de colageno esta aun sin clarificar.
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7.- Generalidades de las vias intracelulares de transducciéon de estimulo.
Un estimulo que actde sobre un receptor debe pasar al interior de la

célula, y a través del citoplasma llegar al nidcleo donde realizarad su funcién.

llustracién 6. Via transmembrana y mensajeros intracelulares de activacidn celular; PIP2 = feosfatidilinositol,
DG = diacilglicerol, PKC = proteinkinasa C, PMA = acetato de forbol miristato, Prot G =proteina G,
FLC =fosfolipasa C, CLM = calmodulina, RE = reticulo endoplasmico, FDEasa = fosfodiesterasa, Ca= calcio.

Esta transduccion de la sefal generada en el receptor se realiza a
través de la transformacién de algunos compuestos, entre los cuales se
encuentran las proteinas G, el acido araquidénico, la fosfolipasa C, el calcio, el

diacilglicerol y la adenilato ciclasa.

A) Proteinas G.

Las proteinas G son una familia de proteinas heterotrimeras asociadas a
la membrana celular. Estan formadas por una cadena o (llamada Ga), la cual
une e hidroliza al GTP, y por un complejo By (llamado GBy), el cual ancla a la
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proteina G en la cara citoplasmica de la membrana plasmatica. Las
subunidades B y y estdn bastante conservadas entre las distintas proteinas G,
mientras que la subunidad o es estructuraimente heterogénea y media
distintas actividades.

En su forma inactiva, la proteina G es un trimero que presenta el GDP
unido a la subunidad a. Su activaciéon se origina por su unién al complejo
agonista-receptor, provocando que se altere el sitio de unién al
guanilnucleétido {en el complejo Ga), permitiendo que el GTP desplace al GDP
de la cadena Ga. La uniéon del GTP causa la disociacion de Ga y GBy vy la
cadena Ga inicia la respuesta celular. En menos de un segundo, la cadena Gu
hidroliza el GTP a GDP y P,, y se reasocia con el complejo GBy.2

En funcién de su sensibilidad a enzimas ADP-ribosilantes, las proteinas
G se clasificaron inicialmente en cuatro grupos, los cuales son:

-las que sdlo eran sensibles a la toxina colérica,
-las que sodlo eran sensibles a la toxina pertussis,
-las sensibles a ambas,

-las gue no eran sensibles a ninguna de ellas.

El grupo de proteinas G que eran substrato de la toxina colérica
parecian estimular solamente a la adenilato ciclasa, mientras que las de la
toxina pertussis la inhibian, por lo que fueron llamadas G, y G;. Posteriormente
se comprobd que estas proteinas tienen un espectro de accién mucho mas

amplio, el cual incluye a el metabolismo de los fosfolipidos y a la regulacién
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del transporte i6nico. Sin embargo, la clasificacién en la funcién de ia
sensibilidad a estas toxinas se sigue manteniendo, ya que los dos primeros

. 124
grupos presentan analogias estructurales.

B} Via del acido araquiddnico.

La fosfolipasa A, (PLA,} es una enzima acoplada a los distintos
receptores de membrana, mediante proteinas G,'®! y ademads de ser activada
directamente por ellas, en algunos casos puede también ser estimulada como
resultado de un aumento en el intercambio de Na*/H™ (posiblemente por

++

modificacion del pH intracelular}, o por un aumento de los niveles del Ca
(se trata de una enzima dependiente del calcio).'®

Después de su activacién, la PLA, hidroliza los fosfolipidos de
membrana, liberando el acido graso unido al C,, el cual generalmente es
insaturado; el otro producto de esta reaccion, el fosfolipido, esta determinado
por la especificidad intracelular que muestra la PLA, por la cabeza hidrofilica
de los fosfolipidos. Los fosfolipidos principalmente metabolizados por la PLA,
son la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilcolina.'>®

Los fosfolipidos son detergentes bioldgicos de las membranas celulares.
Ademas, tanto los acidos grasos libres comao los lisofosfolipidos tienen, en
principio, la capacidad de actuar sobre el potencial de membrana mitocondrial
donde alteran la actividad de las enzimas que integran esas membranas asi

. . 1856
como el transporte de calcio a traves de ellas.

E! 4cido graso insaturado mas importante en la transduccién de sefal {y
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también el mas estudiado) es el acido araquiddnico (AA).

El AA es liberado en su mayor parte por la accion de la PLA, sobre los
fosfolipidos de membrana, pero también puede desprenderse por la accion
secuencial de distintas enzimas, como son la fosfolipasa C (PLC), la diacilglicerol
lipasa (DAG lipasa) y la monoacilglicerol lipasa; también pueden participar otras
reacciones enzimdticas en las que interviene la fosfolipasa D (PLD}. El acido
araquidénico puede interactuar con aigunas enzimas (como la PKC}, y también es
capaz de incrementar el flujo intracelular de calcio,'%?!82107:120

La metabolizacién del AA puede producirse por diversas vias:

-Por la via de la cicloxigenasa (CO), dando lugar a las prostaglandinas (PG),
tromboxanos {TX) y prostaciclinas. Entre las acciones de las PG y de los TX se
encuentra el incremento en los niveles de AMPc y la activacién de la pLC.> 10164

-Por la via de la lipoxigenasa (LO), cuyos productos son los leucotrienos,
lipoxinas y epoxilinas.82

-Por la via del citocromo P-450, originandose epdxidos y alcoholes de
acidos grasos. Estos metabolitos tienen consecuencias importantes en la

permeabilidad iénica de las membranas, y en la actividad de enzimas localizadas

. 29
en las mismas.

C) Via de la fosfolipasa C.
Otra posibilidad de sefalizacién a través de las proteinas G es que ellas
estén acopladas a una fosfolipasa C (PLC). Esta enzima es la encargada de

degradar los fosfolipidos de membrana y ha sido implicada en el control de
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numerosas funciones celulares. La PLC hidroliza los fosfatidilinositoles (PI-PLC)
y la fosfatidilcolina (PC-PLC) de la membrana celular.'®®

La activacion de las distintas fosfolipasas C puede deberse a la
interaccion directa con las proteinas G, o a la estimulacién por segundos
mensajeros, tales como la PKC, o el Ca* * citosélico libre.'*'®*®

Las PI-PLC son una familia de isoenzimas dependientes del calcio
citosdlico. La hidrdlisis del inositol 1,3-bifosfato (PIP,) es la mas importante,
aunque es el fosfoinositido menos frecuente.’® Cuando la proteina G activa la
PI-PLC, esta rompe el PIP, en menos de un segundo, generando dos
productos: el inositoltrifosfato (IP3} y el diacilglicerol (DAG),"® aunque la
liberacion de este ultimo (DAG) se produce sélo durante un corto periodo de
tiempo.*® En ese paso, la ruta sefializadora se bifurca en dos ramas, debido a
que ambas moléculas son capaces de activar otros procesos.

La PI-PLC se ve inhibida con neomicina, gentamicina y con quinacrina,
aunque las dos ditimas inhiben también a la PLA;,_."a'E'4

La PC-PLC es una enzima que causa hidrélisis de la PC y es
responsable, junto con la PLD, de la formacidon sostenida de DAG. El

requerimiento de Ca™ "

respecto a la hidrélisis de PC mediada por receptor
puede variar entre distintos tipos celulares. En cualquier caso, el metabolismo
de este ion parece ser necesario para la hidrdlisis correcta de la PC.'® La
accion de la PC-PLC da lugar a la produccidn de DAG y a fosfocolina.

La PC-PLC es sensible a la inhibicién con gentamicina (inhibidor de la

PLA,, de la PLA, y de la PLC).>* El BPB (también inhibidor de la PLA,)} parece
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que es capaz de inhibir la PC-PLC independiente de Calgio.'®®

Otra enzima capaz de hidrolizar a los fosfolipidos de membrana es la
fosfolipasa D (PLD}, cuya actividad depende fundamentalmente del tipo de
substrato,”® pero no parece tener relacién con el calcio. = Esta enzima genera
acido fosfatidico (y colina, generalmente}, el cual puede ser una fuente
importante de DAG al sufrir la accién de una fosfohidrolasa. Ademas, se ha
descrito que este acido es capaz de movilizar calcio intracelular, de abrir
canales de calcio, de inhibir la adenilatociclasa, o incluso de activar la PLA, y
la PLC.18'48'”4

La actividad de la PLD puede detectarse tempranamente, después de la
estimulacion especifica de algunas células,'® o ser secundaria a la accién de la

PKC.*®

D) Calcio.

El calcio libre intracelular es un segundo mensajero utilizado por
numerosos agonistas. La concentracién de calcio en el citoplasma puede
incrementarse tanto por su liberacién desde almacenes intracelulares, como
por un flujo desde el espacio extracelular a través de membranas
plasmé\ticas.45

Los niveles de calcio intracelular son bajos cuando se comparan con la
concentracién de este ijon en el fluido extracetular (107M y 10°M,
respectivamente). Sin embargo, el calcio total dentro de la célula es mucho

mayor que 107M, debido a que existe mucho calcio unido a proteinas,
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membranas vy otros componentes celulares, como son el reticulo
endoplasmico, la mitocondria, el aparato de Golgi y el ndcleo, siendo los dos
primeros de estos organelos los que estén implicados en los cambios agudos
de la distribucion del calcio intracelular.

Los niveles de calcio intracelular pueden incrementarse en respuesta al
IP;, el cual se une a una proteina receptora en la superficie citoplasmica del
compartimiento intracelular (reticulo endoplasmico, fundamentalmente) y abre
canales de caicio en esa membrana.®'

La respuesta del calcio al I’; es transitoria debido a que el calcio que
entra en ei citosol es bombeado rapidamente hacia fuera de la célula y porque
gran parte del IP; es defosforilado rdpidamente por una fosfatasa especifica, y
por tanto, es inactivado.

Los niveles de calcio citoplasmatico libre pueden estar regulados por
otras moléculas senalizadoras. Por ejemplo, es posible que el calcio
intracelular se incremente por via de canales de calcio unidos a receptor, por
canales de calcio sensibles a voltaje,*® por la accién del dcido fosfatidico y del

18,66,114

acido araquiddnico, por la activacién de canales de calcio dependientes

de voltaje por la PKC®® o por incremento en los niveles de AMPc.''?

E} Diacilglicerol.
El diaciiglicerol (DAG} es un segundo mensajero que puede generarse
por la accién directa de las fosfolipasas PI-PLC y PC-PLC sobre los fosfolipidos

de membrana. Ademads de originarse por este mecanismo, el DAG puede ser
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producido por otras rutas diferentes, como son:
-por la hidrdlisis de glicerofosfolipidos de colina, debida a la
accion de la fosfolipasa D y de la fosfohidrolasa del acido
fosfatidico;*® 54193

-por el intercambio ceramida/PC;*

-, . 4
-por la sintesis de novo.w‘

El DAG puede ser fosforilado por la DAG quinasa, con lo cual se
reinicia la sintesis de los fosfatidilinositoles rotos por la PLC, los cuales
controlan la concentracidn del DAG; de esta forma se regularia la PKC.%®
Ademads, el DAG puede sufrir la accién secuencial de la 1-DAG-lipasa y de la
2-monoacilglicerol-lipasa, liberdandose AA. Sin embargo, parece que la
liberaciéon de AA a partir de DAG es una ruta minoritaria.'®’

La via mas importante que inicia el DAG en la transduccién de la sefial
es la activacion de una proteinquinasa especifica, la cual fosforila numerosas
proteinas y se conoce como proteinguinasa C (PKC). 112127

Hasta el momento se han identificado nueve miembros de la familia de
la PKC. En su regidn reguladora presentan una estructura de aminodacidos que
se asemeja al substrato proteico, y una o dos regiones ricas en cisteina que
recuerdan la estructura de "dedo de zinc". Esta region contiene el sitio de
union a los ésteres de forbol y al DAG, y segmentos que interaccionan con los

fosfolipidos. También es la regién que confiere la dependencia al calcio en los

subtipos o, B y v. La regidn catalitica presenta los sitios de unién al ATP y a la
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proteina. Los inhibidores de la PKC estaurosporina y H7 interaccionan con
esta regic’m.m’

El DAG producido, junto con el fosfolipido de la membrana plasmatica
(denominado fosfatidilserina) se unen a la PKC, incrementando su afinidad por
el calcio y haciendo que la PKC se active con [as concentraciones

normalmente bajas de Ca™"

en el citosol. Sin embargo, en muchas células
parece que la PKC se activa por el efecto cooperativo del DAG y un
incremento del Ca® ' citosélico.

La activacién de la kinasa C es transitoria, ya que en unos segundos el
DAG es desfosforilado para formar fosfatidato. Cuando se activa la PKC por el
DAG y el Ca™ ", esta enzima transfiere el grupo fosfato terminal desde el ATP
hacia un residuo especifico de serina ¢ treonina, que se encuentran en las
proteinas diana y gue varian dependiendo de la célula.

Se piensa que en algunas células animales, la PKC se fosforila y
posteriormente activa al antiportador de Na*/H* de la membrana plasmética

. 1
gue controla el pH intracelular;®'®®

el incremento de pH resultante puede
ayudar a estimular ia proliferacién celular. Existen niveles elevados de PKC en
el cerebro, participando en diversas funciones entre las cuales esta la
fosforilacion de canales idnicos en céluias nerviosas.

La PKC también estd implicada en la regulacién de otras rutas
sefalizadoras, como son la del calcio y la del AMPc, en el control negativo de

varios receptores, y en la transcripcion de genes especificos. Los promotores

de algunos de estos genes presentan un intensificador transcripcional comun,
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el cual es reconocido por una proteina reguladora del gen, cuya actividad esta
estimulada por la activacion de la PKC.

Sin embargo, auin no se sabe si la proteina es desfosforilada
directamente ly por ello, activada) por la PKC, o si es activada indirectamente

. . 49
por una cascada de proteinquinasas.

F) Via de la adenilato ciclasa.

Como ya se ha indicado, en un gran ndmero de sistemas y en
respuesta a diferentes agonistas, las proteinas G transmiten la senal que se
inicia tras la union del agonista a su receptor, activando una enzima situada
en la membrana plasmatica, la adenilato ciclasa (AC).

Esta enzima sintetiza AMPc a partir de ATP. El AMPc se degrada a
adenosin-5'-monofosfato {5'AMP) en forma continua y répida, a través de una
0 mas fosfodiesteras de AMPc.

Dado que en este caso la proteina G estd involucrada en la activacion
enzimatica, se denomina proteina G estimuladora (G,). Cuando la proteina G,
esta activada por el complejo agonista-receptor, se une una molécula de GTP
y se activa la AC. La G, mantiene a la AC activa durante tanto tiempo como el
GTP esté intacto, y cuando la proteina G, hidroliza el GTP a GDP, finaliza la
activacién de la ciclasa.

La proteina G, permite dos tipos de ampilificacién de sefal:

-uno de estos tipos es cuando una proteina receptora sencilla

puede, en principio, activar muchas moléculas de proteinas G colindantes,
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activando asi numerosas moléculas de AC;

-sin embargo, en algunos casos el ligando extracelular puede no
mantenerse unido a su receptor el tiempo suficiente como para permitir que
este mecanismo tenga lugar; la proteina G, es capaz de mantenerse activa por
si misma durante 10 o 15 segundos antes de hidrolizar el GTP unido y, en
este caso, la AC puede estar activada después de que el ligando extracelular

se ha disociado.

Ademds de la amplificacidn, las proteinas G permiten una regulacion del
proceso de activacién. En principio, la eficacia del acoplamiento entre
receptores y enzima pueden alterarse por una modificacién covalente de la
proteina G, o por un cambio en su concentracion en la membrana plasmatica.

La toxina del cdlera es una enzima que cataliza la transferencia de ADP-
ribosa desde el NAD+ intracelular a la subunidad o de la proteina G,
impidiendo que esta proteina G hidrolice su GTP unido, por o que esta
proteina G, permanece alterada indefinidamente.

La misma molécula sefalizadora puede incrementar o disminuir la
concentracion de AMPc intracelular, dependiendo del tipo de receptor al que
se una. La diferencia se debe a que las proteinas G que acoplan estos
receptores a la ciclasa presentan idénticos complejos Gpy, pero tienen una
subunidad Go inhibitoria (Ga).

Cuando se activan los receptores acoplados a estas proteinas G

inhibitorias, se disocian las subunidades a y By, y la Gy inhibe directamente a
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la AC mientras que el complejo GBy actla indirectamente por su unién con
subunidades G, libres, previniendo asi su unién a moléculas de ciclasa.’

La proteinquinasa A (PKA) media la acciéon del AMPc. La PKA
presenta una regién catalitica con la que interacciona el H-8, inhibidor de
esta enzima.

La PKA es capaz de fosforilar numerosas proteinas y presenta
interacciones con otras rutas de segundos mensajeros. Por ejempio, en
algunas ocasiones aumenta la sensibilidad del receptor de IP; de los
almacenes intracelulares de calcio, y de esta forma potencian la liberacién
de calcio intracelufar inducida por distintos agonistas.z4

En general, las modificaciones inducidas por los sistemas de sefiales
sobre la expresién genética estan mediadas por terceros mensajeros que
suelen corresponder a factores nucleares transactivadores, los cuales en
algunas ocasiones sonh proteinas que ya existen en las células y son
activadas, en otras son proteinas de nueva sintesis y en algunas mas se
trata de una anulacién de proteinas inhibitorias.

En cualquier caso, estos factores transactivadores se fijan a
secuencias especificas cis-activadoras del DNA, modificando su expresion

genética.

8.- Biosintesis de colageno.
Aunque con anterioridad hemos mencionado algunos de los eventos

y caracteristicas de las proteinas coldgenas, dado que son el elemento con

44



mayor relevancia en el proceso de la fibrosis, cabe hacer un repaso

mayor.

A) Generalidades.

La sintesis de los diferentes tipos de coldgenos esta regulada en
al menos 24 genes distintos. Asi, el gen de la cadena a4{l} del colageno
esta situado en el cromosoma 17, ei de la a,{l) en el cromosoma 7, el
de la o (ll} en el 12 y el de la a4{lll} en el 2, en cuyo brazo largo
también se ha localizado el gen de la cadena o,(V), mientras que las
cadenas u4(IV} y a,{lV) son vecinos en el extremo distal del brazo largo
del cromosoma 13.

La secuencia completa del promotor de procoldgeno o,{l) de rata
tiene una extension aproximada de 3.6kb, con un alto grado de
homologia entre las secuencias humana y murina, y semejanzas con los
promotores de otros tipos de colégeno.36'69

La informacién genética almacenada en el DNA de los genes
mencionados debe ser transcrita a través de un RNA para finalmente
expresarse en la sintesis de proteinas. Se ha encontrado gque numerosos
factores de transcripcién modulan la sintesis del RNAm de! procolageno
o4 (l), entre ellos el CBF (o NF-1), el cual se une a secuencias CCAAT; al
IF-1, que se une a dos secuencias ricas en GC; y al IF-2 {0 SP-1), que
reconoce una reqion de 12bp, la cual estd formada fundamentalmente

por pares GC, con dos secuencias CCAAT.%
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w15 AT TUTAIDT DG

llustracién 7. Secuencia de un fragmento de 3.6kb, conteniendo el promotor de procolageno o, (l). (Lichtler,
1989}

-3232 GAPCCCCAARTAPCCY PCAGRACCCCAGROCCATGATGTAOGCARCCCCCAATPCACACCTTIROAGLUTYTTC
-323212 AMCTCTICTTTAAGATOAGCUTGOUALAUCCTGGATGGGARACATATAGGOAGA0GCOAGAAGCTECAGE
-2152 CAGIAGCOCTTCTTACTACTAARACCCAAGALTCAAGTAAGTGIACAGETCACTAACCOTCATACYACCA
~2083 AGCCCTOCUOCACCCTACCCTAGACCACCACTCTARATGTCTIQTTCCOYCCAALRACAGARCCCCYETCS
-1052 CCTATTAGUGAGUAGITCICTTGGAACTUACCCACAGTATGGUGCAGUACTTITGGTIGATTCALAGAACTG

-1%43 CCATPCAGCACCICAGCCOCCTARTCCTOCCCTOCAGTCOCIGOCACTAQUCUGRGACAQACCCTRAES

1877 GACAAGTRQCXgCCACATIEICA0OATAATTOATIAAGdTCCATCCCICCATIOUTATCTCCAGCSCTEE
~1803  CIQYCTOQAMACTCIATATITICCCTTTAATIATAGCCCCTOCAGTCTCCCTCTOCYGCCCCACCLOCAL
-1732 CQCRCATCCTAOCIQCCCACSICCAQCCOOCCAOCCOACYTORCTCCCRCCCOTTCTIGRTICCTTTTITTT
1882 CCCCTTTACCTICGTITACACARMMECAGCTO0GOGAGRGCATGUAGAGGOQCGC00GGAGOICAATGGAAT
-1$%2  CITQQATGOTITUGAUGAGECGOUACTCCCCRCTYCCACITTTGCANCRCTOUAGCACCCOOAATAGHAL
~1%21 GCTQCACAGGAGUGAGADAAATGAACADGGCACTGCAAGGAGACCCCCAQAGCCTTCYCYCAGCCCTACAG
~1451 AUTTTCTCAGGACOAGRTAGATTGOGOTTGAGGCAOAGCCTTOTTOGGIGAAYOIGGACATOGAGGAAGAL
-1382 AGOACOTCIAGT ICTAGAGCCATC T ICC T AGATATAGCCTGCYGTCCTTICUGATCECCAUACCCTTTCA
-13113 GAGTOTACAGATOATTCTCTCTGGTTCCTAAGOCATAGAGCAATOACCOGGOATYTTTCAAGARAGAGATGA
-1l342 GGCAQTUUOAAGTAGCCCCTAARACAAAGTCAMATCATCCTIL TOCAGCCLCATCCCACACCOCCARAGOAAA
-1173 GTTTCACCCAGACACCCARMAATATCOCATACATCCCCAACACTQAOTCCAGATACAACTGUAGAAGIAGC
-1102 TTIATGCAGCTCCCAGAMAAGACACCOC TYTAGCTRAAGYOCOC L TFCCCPCCACCTAGOTICTCTCTOOTY IO
-1013 ACTGTGCTOGGIAOGIGGGTCTC?ﬂAGCAGCCCC*OGCCACIGCCATGGCAAAClAAACTCTTC!C?Alé
-5%62 TCACCAAMT QAT CACACGOCLCTCCCACTAAARATACYTCLCAACTOYOOOROTGRAAGACGTTIOQOA0ATOAL
-4%3 TTTHTAQQGGATTACAAGCCCCAATCCCLACCTCTGTATCCCTAQGAATCOCCCACCCCTACCTYGOCTGC
-022 TCCATCACCCAACCACCARAGDTT

Nustracitn B. Secuencia de nucledtidos en el extreme &' del gen humano del procoldgenc a,il). (Jiménez, 1994}
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Recientemente se esta investigando la posibilidad de que otras regiones
reguladoras importantes, muy alejadas del sitio de inicio de la transcripcién,

también participen. Se han descrito elementos activados por el TGFB, que se

(1]
GTC T LG TCL CGGCGaC GCG OISO AGLE S GGCGTGACGIAGS GS TTCC TACGSESEE
— 120
COCCCT I ATAMATAACCGEGL TCAGGAGAAAC TTTAGC CAGTCAGAGC CLIGTACGGACT
g
FIEAMGOGSACCCACT I GAGG ST CACC DAL CAGC OO OO TCACTAATACSCGGOOACCLCG
a0
GCAGTSSIGGTAGLAGCAGI AGSGALGCAGCGGE O ACAGE FLAGAGCAGGGAGGLOGIGE
180
M TTGLGEGECEECC SSAGTGGGTAGT TCCAGGCCICCTCOCLGGOUAL CCGLGTTCATE
"
160
CAACG S U TGO IO L TOUGACCCAGCATG TE TCCCLL TGO CGOUGCOGCEECE TG TTT
G F L ¥ A W D F C L P L PP ALY
410
AAATICATESAAGTCSC D AAL TTC TACTACGACGLGGAC TSI TTGEC TR TECCTACGGE
XK s W E ¥V AN F Y ¥ L A3 C L A A AT
448
CoTANGS LU STIE O SGLLGCTUCLCO0GEITAGACICAGGECGCGLCTCCIT500GEL
G K kA A P A A P P A A R P G F R PP A G
549
GAGITGGGE AGCATCOGCGACT ACGAGE GOGECATCCAC T CAGC CCS TACC TECAGLLT
t L & § 1 G O H ER A I 0 F 5 P ¥ L E P
00
CIGEGISICITaT GG.CCCGGCCC-:GCC!&CCC:?C:GKEACCﬁCGhGGCDGCTCCG
L 6 A F ¢ P A T N T 0 T ¢ E A A P
(134
CLLEIACIIGCLCIGGCCCGE CTCCT’CGGGCAGCACQEGACFCC"‘CT"CGICCTC
F A P A P K P A S 5§ GC O HHODE L S
120
T ..ACGAC"'ACGG;GGCMGMCTGCMLMGCCGGCCGAGTACGGC?ACGTGAGC
F s G G K ¥ C K X P A E Y G TV
740
CT"SGGCCL‘CTG\:GG\.C"'GCCMCGuC"CG\TGCACCCCC»C"‘CCTTCGCMCC"ETGCAC
L & R L S A X G A L K P 5 C FP A P
0‘0
COACTGCoCoLGa L GO COCCGCeaCe IO CoAGC TCARGGOGGAGLLLGGITTCGAGILT
p # P P P » F P P A E L K A E P G F E P
me
GLGGACTGCAAGCGGAAGGAGSAGH T CEOGHLECCEGGLGICGGCLIAGCEATCGOGECE
A 0 C FE R K E E A S AP G G G AG M AR
40
GGC""C”"STAC..ESCTG:’:G:""ACC.‘C'GC‘AC-AGCCGGTGCC’lGn.GGCAGCAGC
S OF P Y X LR A Y LG Y G P S G 5 S
1028
GEGAGCC T TCCACG TCLTCOTCUTC DAL COGCICGEOALGLCGAGCT COGETGACGEC
G $ L & T S§ 5 85 5 5 P F G T PF S F A DA
1080
petedbdulatotater Abcn\C'{::MACGCdL.::;C::GC:CGUCGCCCGCGLAUJTCMCW
X A PP AT G A G P AP 5 T Y F S
1140
ZURSTACAAGATCCGGIGECAGLICAAT
¥ ¥ I R R [ R N
1200
COAAGATGCSCAACCTGLAGAIGCAGIAC
¥ M R N L E T QH
1260
AGCTOALGGIEGAGAACSAGI SOTTOOAGAAGAAGS TSEAGCASITE G
Ko E L T a £ N E R L g FE K ¥ E C L S
1310
COISAGTTOASTACCL TGOS AAC_"G"":Muhlun"'G\‘CGAG’CCCTGCTCGCC?CC
mE L 5 T L R N L F K O L P L L & s
1)B0
':":L‘::.:CACTGCTAGC:;CGG\_:::CGCGGC:Tc::tcmccccscfiﬂcutmlclﬂ
s 6omC 1440
CCGEE RGO o OCCELGICCoLlCOTOCOCOCONCOLLCRNNNCCGEARMACTTTGGCAC
1500
TGREGTACTTGA L AGENGACGAGI CCOTEGGTAATTTTAATATTTTAT I ATATATATATA
1360
TOTATATTTTGCCAAC D AACCS TAC AT AGATOGC MO CGOC L TGO TETATAMAGAAG
- 1630
TOTGTACAGATGAATGATAMCTCTETCOTE TCC S TOYGCCITTCTECAGS
1600
CIIous 0t oGl Can I TTCRAAG TTGATCCARTCSGT TTAMCATGCCTGARCGCGT
1740
SEGTACACGIOAL TEACGL ARICOACS TH T AAC TS TCAGLCOGGTCUTCACTARTCGLTT
00
AAAGR ST T TAGGGL T TS TT S LT T TG A T T T T LT T T T TTI TG T T T T GG TCTT T
18E0
TTTCTATOASARARG MG, GTATATTTTOOGRA
1874
TTTTAATAMAC TTTTTTTTGACAATOLTIAA

llustracion 9. DNAc del NF {factor nuclear} de iL-6. (Akira, 1990}

encuentran situados en distintas posiciones del promotor de procolageno o,(l)
de rata (ubicacién a -1600, -2300, -2900); estas secuencias se asemejan a
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las reconocidas por el factor NF-1.'%

Adicionalmente, se encuentra que en la regulacién de la expresién de
muchos genes que codifican los distintos colagenos, existen elementos
activos en el primer intrén. Se ha establecido que existe una gran semejanza
entre la secuencia de bases del primer intron del gen del procoldgeno o,{l)
humano y murino.®®

La transcripcién de DNA a RNA se realiza con la participacién de la
enzima RNA polimerasa (RNAp), la cual inicia su accién a partir de un punto
del DNA que es conocido con el nombre de promotor, el cual permite ia
fijacion de la enzima RNAp al DNA, iniciando la formacién del RNA mediante
la unidn de 2 mondmeros de ribonucleasa trifosfato.

E!' RNA producido es llamado iniciaimente heterogéneo nuclear
{(RNAhnN}, el cual acepta en su extremo 3' a nucledtidos de adenosina
metilada, en ndmero de 100 a 250, al parecer para facilitar ia salida del RNA
al citoplasma. Ademds, en su extremo b’ se agrega una 7-metil guanina, ia
cual es imprescindible para que posteriormente el RNA {convertido en RNAmM)
se una a los ribosomas.

Por dltimo, la longitud del RNAhn se acorta por la exclusion de
fragmentos intermediarios (intrones), y el RNA resultante se conoce como
RNA mensajero (RNAm]), el cual se unird a los ribosomas para su expresion.

La transcripciéon estd controlada por proteinas reguladoras, las cuales
se pueden unir al drea promotora inhibiendo la uniéon del RNAp, o unirse a un

area llamada "facilitadora" que promovera la transcripcion del gen; la
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naturaleza y mecanismo exacto de actuacion de

desconocido por el momento.

estas proteinas es

RIBOSOMA

FACTOR DE
F INICIACION =

PERTIDO DE
SENAL

RECEPTOREN

RE

llustracién 10. Mecanismo de sintesis de proteinas. {Solis Herruzo, 1988}

La determinacién genética de la secuencia de aminoacidos en un

polipéptido establece su conformacién tridimensional, la cual es esencial para

la actividad biolégica de la proteina.

En el caso del colageno, la estructura esta determinada a dos niveles

de organizacion: en el primer nivel, las tres cadenas de polipéptidos se pliegan

longitudinalmente en una molécula con forma de triple hélice, que parece una

vara y tiene una longitud de 300nm de largo con sélo 1.5nm de diametro; en

el segundo nivel de organizacién, se involucran asociaciones longitudinales y

laterales de las moléculas en fibrillas.

Cada una de las cadenas que forman la triple hélice son llamadas

cadenas o. Ellas estan enrolladas (dando un giro a la izquierda cada tres



aminoacidos) quedando dispuestas en una super-hélice que gira hacia la
derecha, para formar una estructura rigida.

Se considera que cada cadena o contiene residuos de
aproximadamente 1,000 aminoacidos, donde la presencia de glicina (el
aminoacido mas pequefo) cada tercera posicion es crucial, ya que ocupa el
sitio en el cual se unen tres cadenas helicoidales o en el centro de la triple

hélice.

l

flustraciéon 11. Representacion esquematica de la sintesis del colageno en la cisterna del reticulo endoplasmico
rugoso. {Prockop, 1979}

El colageno es sintetizado inicialmente en moléculas mayores, llamadas
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procolagenos, las cuales hemos descrito con anterioridad. Todas ellas
tienen, como caracteristica, extensiones de péptidos a ambos extremos
de sus tres cadenas polipeptidicas.

Estas cadenas de polipéptidos en el procolageno son llamadas
cadenas pro-a. En el caso del procolageno tipo |, los dos polipéptidos
son Hlamados como pro-aq{l} y pro-o,{l}.

El propéptido aminoterminal de la cadena pro-o,(l) tiene un peso
molecular de 20,000 daltons y contiene tres estructuras dominantes
distintas. La cadena pro-a,{l) contiene también wun propéptido
aminoterminal con un dominio similar al coldgeno, que se une a la
regién que es parecida al coldgeno en el propéptido aminoterminal pro-
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liustracion 12. Representacion esquematica de una molécula de colageno. (Prockop, 1979}
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Los propéptidos carboxil terminales (tanto de las cadenas pro-a; y pro-
a,) tienen un peso molecular entre 30,000 y 35,000 daltons, con una
conformacién globular sin dominios similares al colageno, aunque la estructura
primaria del propéptido carboxil terminal de la cadena pro-¢, es diferente de la
cadena pro-os,.

Los propéptidos son un tercio del volumen de la molécula de

procolageno, y en la actualidad se consideran que tienen cinco posibles

funciones:

- Pueden prevenir la formacidén prematura de fibrillas.

- Ayudar al ensamble directo de las proteinas en fibrillas.

- Asociar directamente las cadenas pro-¢, para que cada
molécula contenga las cadenas pro-a correctas.

- Incrementar tanto la tasa, como la eficiencia de la unién de las
cadenas pro-a en una conformacién triple helicoidal.

- Pueden funcionar {al estar liberadas de la molécula) dentro de
algan tipo de sistema de retroalimentacion que controle la

. - . - 14
cantidad de procolageno producido por las células. °

En la sintesis de fibrillas de coladgeno, tanto los dominios del propéptido
como las cadenas pro-o del colageno son sometidos a extensos procesos de
reacciones postraslacionales, los cuales se producen en dos etapas:

-Una de ellas es intracelular, en la cual se requiere ensamblar y secretar

la molécula de procolageno;
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-la otra extracelular, que convierte las moléculas de procoldgeno en
colageno y las incorpora en una fibrilla de colageno con puentes

cruzados estables,

B) Procesos intracelulares.

Cuando el amino terminal finaliza la nueva sintesis, las cadenas pro-«
entran en la cisterna del reticulo endoplasmico rugoso, donde aparentemente
encuentran una proteasa que retira la secuencia y también encuentran tres
enzimas de hidroxilacién:

1) La prolil 4-hidroxilasa, que es un tetrdmero con un peso
molecular de 240,000 daltons; consta de dos tipos de
mondémeros, con pesos moleculares de 64,000 y 60,000
daltons.

2) La prolil 3-hidroxilasa.

3} La lisil hidroxilasa, un dimero de dos sub-unidades y un peso

de 90,000 daltons.

Las dos primeras convierten los residuos prolil a 4-hidroxiprolil y 3-
hidroxiprolil respectivamente, y la tercera convierte los residuos lisil a
hidroxilisina. Todas estas reacciones estan catalizadas por co-factores, gue
son los iones ferrosos, el oxigeno molecular, el a-ceto-glutarato y el acido
ascorbico.

Las tres hidroxilaciones se ejecutan sobre sus substratos de acuerdo
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con algunos requerimientos inusuales y especificos:
-El residuo hidroxilado debe estar localizado en un péptido.
-Debe ocupar la posicién correcta en la secuencia de
aminoacidos del péptido.
-El péptido debe tener una conformacion NO helicoidal.

-Los péptidos largos se hidroxilan mas facilmente que los cortos.

il L e e = MR v W

_i.
SECRECION RAPIDA SECRECION RETARDADA COMO
PROTEINA NO FUNCIONAL

llustracion 13. Representacidn esquematica del papel de la hidroxilacidn postraslacional y de la conformacion
helicoidal en la secrecién del colageno. {Prockep, 1979)
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Otros pasos importantes en el proceso intracelular de los propéptidos
son la sintesis de puentes intracadenas y la formacién de las uniones disulfuro
intercadenas.

La formacidn de puentes di-sulfuro intercadena, en el pro-péptido, esta
relacionada con e! procesamiento del dominio del coldgeno, ya que los
puentes disulfuro intercadena son un requerimiento esencial para plegarse en
una triple hélice.

Usualmente la secuencia de los eventos mencionados consiste en la
hidroxilaciéon de las cadenas pro-a, la sintesis de fos puentes disulfuro

. , . . . 0 140
intercadena y finalmente la formacién de la triple hélice.

C) Secrecidén.

La secrecién del procolageno es similar a la de otras proteinas
sintetizadas para exportacién, en la cual |la proteina es enrollada en el reticuio
endoplasmico rugoso y pasa a través del complejo de Golgi antes de dejar las
células. La secrecién del procolageno es un ejemplo en el que la tasa de
secrecion depende del procesamiento intracelular, y especificamente del
plegamiento de los dominios de coldgeno del pro-a hacia la conformacion de

la triple hélice.

D} Proceso extracelular.

La conversién de procoldgeno a coldgeno requiere al menos dos

enzimas, las cuales son una aminoproteasa procolageno que elimina los
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aminopropéptidos, y una procolageno carboxipropeptidasa que elimina los
carboxipéptidos; en ambos casos es necesaria la presencia de un metal
divalente {como el Calcio).

Las moléculas de coldgeno producidas por rotura del procoldgeno se
ensamblan espontaneamente en fibrillas, las cuales son indistinguibles
microscopicamente de las fibras maduras que se encuentran en los tejidos.
Sin embargo, las fibras inmaduras no tienen la fuerza de tensién necesaria
hasta que adquieren una serie de puentes cruzados, los cuales estan

formados por uniones covalentes.

PROTEASAS PF!UTEASAS
c..q-o q'H'
PRIJF'EF‘TIDCI i i

MOLEGULA DE COLAGEND
ENSAMELAJE I

Y GPERTIDOS o MICROFIERILLA
HO SEFARADOS DECOLAGEND

ENZAMELAJE *

FIBRILLADE GOLAGEHD

l FIERA DE COLAGENO

P

llustracion 14. Representacion esquemaética de la transformacion de colageno extracelular. {Solis Herruzo, 1988}

En la formacién de las uniones covalentes, se lleva a cabo la
deaminacién oxidativa de los grupos g-amino en ciertos residuos lisil e

hidroxilisil del colageno, produciéndose aldehidos reactivos por la enzima gue
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cataliza esta reaccién, la lisil-oxidasa, que es una proteina que contiene Cobre
y reacciona pobremente con cadenas o aisiadas, actuando preferentemente
en fibras de colageno nativo.

Se forman dos clases principales de puentes cruzados. Una es un
puente cruzado intramolecular, el cual une las cadenas o de la misma
molécula y estd formada por la condensacién del aldol de dos aldehidos. La
segunda clase de puente cruzado involucra la condensacién entre un aldehido
derivado de lisina, hidroxilisina y hidroxilisina glicosilada, y un grupo g-amino

de una segunda lisina, hidroxilisina o hidroxilisina g;]llcos.llada.14

9.- Reabsorcién de colageno.

La informacién obtenida en forma experimental y en observaciones
clinicas sugiere que, en ciertas condiciones, la fibrosis hepatica puede ser
reabsorbida, sobre todo cuando los coldgenos se encuentran recién
sintetizados. Sin embargo, se da por sentado que el tejido conectivo maduro,
gque tiene sus uniones covalentes cruzadas bien establecidas, es menos
sensible a la accidn de enzimas degradativas que el tejido recién formado.'®

Existen dos formas de degradacidon del colageno:

- La primera, gque es de naturaleza intracelular, funciona tanto para
moléculas de naturaleza intra como extracelular e involucra lisosomas, reticulo
endopldsmico y aparato de Golgi.

- La segunda, de naturaleza extracelular, estda a cargo de

metaloenzimas dependientes del zinc, las cuales son proteasas del tipo de las
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colagenasas, y son hasta el momento motivo de controversia, y se

. 173
encuentran en estudio.

A) Colagenasas.

Como hemos dicho, en la degradacién del coldgeno participan enzimas
especificas (colagenasas), las cuales no se encuentran almacenadas sino que

son sintetizadas y secretadas al medio extracelular en respuesta de sefiales

precisas.
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llustraciéon 15. Representacion esquematica de la accién de las colagenasas sobre fibras de coldgeno. {Solis
Herruzo, 1988]
Durante el desarrollo de la fibroplastia que se presenta en la lesion
hepética crénica, se ha encontrado que la matriz extracelular puede ser

degradada como resultado del incremento en la secrecion de colagenasas tipo

IV por los lipocitos activados.”®
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Este proceso puede llegar a ser tan intenso que incluso se llega a un
efecto paraddjico, en el cual el aumento en la actividad de estas enzimas
(colagenasas) puede llegar a ser superior a la tasa de produccion de coldgeno.
Por tanto, se considera que son ellas las principales responsables del efecto
de degradacion de esta proteina intersticial,'®*®1°®

Existen tipos especificos de colagenasa para cada una de las proteinas
colagenas. Esas enzimas tienen accién a pH neutro, con actividad en sitios
especificos de las hélices de cadenas de polipéptidos y, para completar la
degradacion de estas moléculas de coldgeno (en particular en los tipos IV y
V), es necesaria la participacién de enzimas adicionales {elastasas).

En base a estudios de la funcién de las colagenasas tipos I, Il y Ill,
ahora se sabe que el sitioc de accion proteolitica donde se produce la ruptura
se encuentra a tres cuartos de la distancia del amino terminal, en el lugar
donde la secuencia de aminodcidos es una unidn glicina-isoleucina. Esta
ruptura produce dos fragmentos, de los cuales el mas grande es llamado TCA
y el mas pequeific se TCB. Es posible asumir que hay pérdidas en el sitio de
ruptura, ya que existen otras uniones giicina-isoleucina en el coldgeno. Se ha
demostrado que las enzimas proteoliticas ayudan a la conversion de las
colagenasas hacia una forma activa, ya que estas son secretadas en una
forma latente.'®%1%1.123
Las fuentes de colagenasas son las células endoteliales, las células

similares a fibroblastos, los monocitos/macréfagos/neutréfilos, e incluso los

lipocitos normales.® Su produccién puede ser estimulada por la sintesis de
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agentes inductores de las colagenasas, por la interaccion de céluta a célula
e incluso por la participacién de algunas citoquinas.

Entre las citoquinas a las que se ha documentado participacién en la
produccién de la colagenasa se cuentan a la IL-6,%* la IL-1 y el TNF."7®

Aunque adn no esta establecido cuando un Gnico estimulo es capaz
de provocar la produccidn tanto de coldgeno como de colagenasa, es
posible asumir que todas las células hepaticas involucradas en el proceso
de la fibrosis son capaces de producir eventualmente tanto colagenasas
como coldgenos. %182

Los complejos mecanismos de regulacidon de esta dualidad se
vuelven mas complicados, debido a la participacién de algunas citoquinas
(tales como los factores de crecimiento) en la modulacidn de la sintesis y
degradacién de todos los componentes de la matriz extracelular, y en
especial del colageno.

Las citoquinas presentan efectos diversos sobre la sintesis de
colagenasa, de acuerdo a los distintos tipos celulares que los integran al
organismo. Ademads, la actividad de las colagenasas se encuentra regulada
aun mas, debido a que existen factores inhibidores de las
metaloproteinasas (TIMP), que también son producidos en respuesta a
citoguinas, pero con un patrén de secrecidn distinto al de las colagenasas.
Se estd aceptando cada vez mas que la tasa de degradacién de fa matriz
extracelular representa a la relaciébn colagenasa/factor inhibidor de la

83,146,150,160,179
colagenasa.
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10.- Interleuguina 6 (IL-6).

La IL-6 es una citoguina que fue identificada inicialmente en el
sobrenadante de cultivos de células mononucleares, las cuales habian sido
estimuladas con mitégenos o antigenos, encontrando como su primera
funcion que inducia la produccién de inmunoglubulinas por los linfocitos B
transformados.'*®*7’

Durante su estudio, se le ha denbminado de diversas maneras,
dependiendo las funciones en que participaba. Asi, se ha llamado como Factor
Estimulante de Hepatocitos {(HSF), Factor-2 Estimulante de Células 8 (BSF-2),
Interferon 2 {IFN-2), Proteina de 26kDa, Factor de Crecimiento de Hibridoma-
Plasmocitoma (HPGF), Proteina Inductora de Diferenciacion de Células
Mieloides Sanguineas (MGI-2A), lograndose descifrar las secuencias del DNA
de algunas de ellas.””

En 1987 se sabia que todas estas citoquinas eran idénticas, por lo que
se propuso el nombre de Interleucina 6 (IL-G} para c,‘.enominr:xr!as,142 lo cual fue
plenamente aceptado por la generalidad de los investigadores de este campo,
ante la Academia de Ciencias de Nueva York (USA) y la Fundaciéon Nacional
para la Investigacion de Cancer (USA) en 1988.

Se trata de una citoquina gue participa en multiples procesos, por Io
que se dice que es multifactorial o pleiotrépica.

Entre sus multiples funciones, se ha encontradc que actia en la
hematopoyesis, donde incrementa fa proliferacién del progenitor

hematopoyético pluripotencial,90 la respuesta inmune, donde participa en la
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regulaciéon de los linfocitos (T y B)*! y en la respuesta de la inmunidad
celular,”” y en la respuesta de fase aguda, donde es la principal inductora de

. 71
la misma.

Ademads, participa en la respuesta inflamatoria, en la infeccién

26,27 3

. . . . . . - 156
(localizada en cavidad peritoneal o sistémica), en el metabolismo 6seo,

. . . 4,90,123,166
en el crecimiento de algunas lineas de linfomas, *® y en otros efectos. ™

A) Estructura del gen de la IL-6.
El gen de la IL-6 humana esta localizado en el brazo corto del

cromoscma 7 p1b-p21, y la IL-6 murina en la regién proximal del cromosoma
b; ambas constan de 5 exénes y b intrones.

Se han encontrado tres sitios de iniciacién para la transcripcién que son
utilizados en distintos tipos celulares. En el limite 5' del gen de la IL-6, entre -
225 y -113, existen motivos similares a los elementos reguladores del gen c-
fos humano y pueden contener los elementos de actuacion cis, los cuales son

los principales responsables para la activacion del promotor IL-6.

B) Estructura de la proteina IL-6.

La secuencia de nucledtidos y la correspondiente secuencia de
aminodacidos, obtenida de la clonacién de DNAc del RNAm de la IL-6 tanto de
fibroblastos humanos, de células T humanas transformadas y de monocitos
humanos, resultan idénticos.

El RNAm de 1.3kb se traduce a una proteina precursora de 212
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aminoéacidos, con una masa molecular de 26kDa. Después de remover un
péptido de sehal de 28 aminoacidos, la proteina resultante (de 184
aminoacidos} contiene dos sitios posibles de N-glicosilacién, siendo N- y O-
glicosilada y subsecuentemente secretada. Aunque la IL-6 no glicosilada es
biolégicamente activa, esas modificaciones post-translacionales pueden tener
un papel en las funciones especificas de la citoquina en los tejidos, o en su

vida media.
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Hustracion 16. Secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia del DNA de IL-& humana. (Hirano, 1986)

La IL-6 murina contiene 211 aminoacidos los cuales incluyen un
péptido de sefial de 24 residuos, sin que se hayan identificado N-
glicosilaciones, pero en cambio se han encontrado muchas O- glicosilaciones.

A nivel del DNAc existe una similitud de tan solo el 65% entre la 1L-6
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murina y la humana; esta homologia disminuye hasta un 42% a nivel
proteico. A pesar de estos niveles bajos de similitud, se debe remarcar

que la IL-6 de ambas especies es biolégicamente activa en sistemas

. 71,90
heterdlogos.

C) Regulacion de la biosintesis de la IL-6.

Con el estimulo apropiado, esta citoquina es sintetizada por una
variedad de células. Entre elias, se puede mencionar a lineas celulares
tumorales, células endoteliales, fibroblastos y monocitos/macréfagos. Incluso,
se ha mencionado que las células de Ito transformadas en miofibrobiastos (en
cultivo) tienen la capacidad de expresar y secretar |IL-6 activa.®® En estos
casos, los monocitos/macréfagos son  estimulados principalmente por
lipopolisacéridos de las bacterias, mientras que los fibroblastos y las céiulas
endoteliales responden mejor a ias citoquinas enddgenas IL-1 y TNFa, que son
sintetizadas abundantemente por los macréfagos.

Al parecer, tanto la IL-1 como el TNFa ejercen su accién a través de
dos segundos mensajeros {la PKC y el AMPc), con regulacion incluso por
hormonas esteroideas (la dexametasona inhibe la sintesis de IL-6). En el
higado, la principal fuente de IL-1 y de IL-6 son las células de Kupffer, pero
existen evidencias de que también son producidas por las células
endoteliales.®’ Finalmente, se ha encontrado que es el higado el lugar principal

de depuracion de la mayoria de las citoguinas, entre las gque se encuentra la

IL-6 171
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D) Mecanismos de accién de la IL-6.

La IL-6, al igual de otras citoquinas, ejerce su efecto bioldégico tras su
fijacidon a receptores especificos presentes en la superficie celular.®® En el
higado, se ha encontrado distribuida principalmente en las células
endoteliales, en areas con necrosis focal de hepatocitos y en células de
Kupffer.85

El receptor estd compuesto por una proteina de union de 80kDa
(gp80), la cual funciona en la unién de la citoquina al receptor, y una
glicoproteina de 130kDa {gp130), la que participa en la transduccion de la
senal. Existe una interaccidon entre ambas que es un mecanismo novedoso en
la transduccion de seial de las interleuquinas.166

Estos receptores se han incluido en una superfamilia de receptores,

denominados hematopoyéticos,® ">

los cuales estan formados por una
proteina con 468 aminodcidos {que incluye un péptido de senal de
aproximadamente 19 aminoacidos) y un dominio de 90 aminodcidos, que
recuerda a un dominio de la superfamilia de inmunoglobulinas.

lLa parte citoplasmatica de 82 aminoacidos no tiene dominio para
tirosinquinasa, como sucede en los receptores de otros factores de
crecimiento. Sin embargo, se ha encontrado que la tirosinquinasa puede jugar
un papel en la transduccion del estimulo de la IL-6 al haber encontrado que
aumenta una vez que el estimulo ha pasadoc a la proteina

34,119,106,125,186,180
gp130.

El nimero de receptores es de bajo a muy bajo, segun se determiné en
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multiples lineas celulares mieloides, de astrocitoma y de células T y B, donde
se han encontrado entre 1,000 y menos de 200, pero se sabe poco de los
receptores hepaticos para la IL-6. Como ejemplo, en la linea celular de
hepatoma HepG2 se encontrd que existen aproximadamente 450 receptores
de alta afinidad, y 5,000 de baja afinidad.’®'?® Adicionalmente, se ha
identificado que existe una forma soluble de proteina gp130 (sgp130), la cual
es capaz de regular en forma negativa la sefial de la IL-6."%’

Aunque se consideraba que el mecanismo de degradacién de la IL-6
podia ser totalmente distinto, estudios con hepatocitos han encontrado que,
posterior a su union a receptor, la IL-6 es internalizada rdpidamente hasta en
un 80% por una via endocitica tipica mediada por receptor, y una vez en el
medio intracelular, es degradada. Los primeros productos de este metabolismo
aparecen en el medio extracelular en 30 minutos, posterior a su
endocitosis. > 2

Tras su accion en el receptor se generan sefiales intracelulares que, a
pesar de la baja cantidad de receptores, en los hepatocitos presentan una
respuesta intensa. Este indica la existencia de un sistema de amplificacion de
sefial muy eficiente para modificar la expresion genética, pero las vias que
participan en la transmisién de esas sefales de la membrana celular al ndcleo,
no han sido aun clarificados.” "’

Aungue no demostrado en hepatocitos, en las células B humanas se ha

identificado que una de esas vias es una proteinkinasa que se inhibe con H7,

pero que es diferente a la proteinkinasa C. Por otra parte se considera que,
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dado la variedad de efectos que provoca en distintas lineas celulares
(pleiotropismo), es posible que las vias intracelulares pudieran ser distintas, ya
que la estructura basica del transductor de sehal gp130 es basicamente el

. 74
mismao.
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lustracién 17. Esquema de los mecanismos de sefinlizacion de la IL-6. [ Chen-Kiang, 1993}

En el ndcleo, la IL-6 induce la interaccién de factores nucleares
especificos {unién de DNA-proteinas), con elementos promotores de respuesta

21

de muchos genes de fase aguda;™ entre estos, se han identificado algunos

que pueden ser inducidos por la IL-6 y que median algunas sefales de la
. . . 1,78,122

citoquina al nticleo, tales como el NF-IL6 y el AP-1.

Aunque se desconoce si el gen del colageno posee elementos cis-

activadores para el NF-IL6, si los hay para el AP-1 o7

Debido a que aun existen puntos no aclarados en los mecanismos
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exactos de sefializacion, asf como de participacién de la IL-6 en la sintesis de

coldgeno, se plantea la presente tesis.
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lll. OBJETIVOS

1. Estudiar el efecto de la interleuquina 6 (IL-6) sobre la fibrogénesis en
lipocitos en cuitivo.
1.1. Estudiar fos mediadores intracelulares gue participan en el efecto
de la IL-6.
1.1.1 Participacién de la proteina G.
1.1.2 Participacién de la via de la fosfolipasa A,.
1.1.3 Participacién de la via de la proteinquinasa C.
1.1.4 Participacién del Calcio citosdlico.
1.1.5 Participacién del AMPc.
1.2 Estudiar el efecto de la IL-6 sobre el promotor del
procoladgeno a.{l}.
1.3 Estudiar el efecto de la IL-6 sobre la sintesis de colageno,
realizando mediciones de:
1.3.1 La cantidad de RNAm procolageno.
1.1.1 La incorporacién de prolina a las células.
1.1.2 La hidroxilacién de la prolina.
1.1.3 La tasa de secrecién del colageno hacia el medio
extracelular.
1.2 Estudiar el efecto de ia I1L-86 sobre la degradacién del colageno,
observando:

1.2.1 El efecto sobre la actividad de la colagenasa.
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IV. MATERIAL Y METODOS.

1.- MATERIAL.

El estudio se realizé en lipocitos hepaticos obtenidos por el Dr.
F%ojkind63 de ratas cirréticas por intoxicacion crénica con CCl,, cedidos
amablemente por él; fueron mantenidos en cultivo en frascos de Roux de 260
o de 750ml, o en placas multipocillo de 2bmm de diametro, obtenidos de la
casa NUNC (Roskilde, Dinamarca), utilizando medio de cuitivo H-MEM con
HEPES 2bmmol, 10% de suero fetal inactivado, glutamina 2mM, 1% de
aminodacidos no esenciales y 100Ul/ml de penicilina-estreptomicina, obtenidos
todos de la compafia FLOW (Irvine, Escocia, UK)}.

Los cultivos y medios fueron manejados con pipetas y material plastico
estéril desechable de la compania COSTAR (Cambridge, MA, EUA]), vy filtrados
a través de filtros de 22um de la compaiia MILLIPORE {Bedford, MA, EUA).

El plasmido COLCAT1 utilizado en los ensayos de transfeccidn y que
contiene el promotor del gen del procolageno a,(l} de ratén fusionado con el
gen de la cloramfenicol-acetil-transferasa fue cedido generosamente por el Dr.
D. A. Brenner (San Diego, CA, EUA); el clon bacteriano HB 101 transformado
con el plasmido pBR322, vector del cDNA del procoldgeno o,{l} de rata, fue
cortesia del Dr. Rowe (Connecticut, EUA).E’5

La Interleuquina 6 {IL-6) utilizada fue de la variedad recombinante
humana de la casa ENDOGEN (Boston, MA, EUA) en su presentacion de bug

por vial, los cuales fueron reconstituidos en b0Ou de PBS de la casa
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DULBECO (Costa Mesa, CA, EUA}, quedando una concentracién final de
10ng/pl.

El siguiente material radioactivo fue utilizado: de la casa AMERSHAM
INTERNATIONAL {(Amersham, UK) se obtuvo D-threo—(dichloroacetyl-1-14C)—
Cloramfenicol con actividad especifica de 57mCi/mmol; Deoxicitidina-5"-(a-
*2p).trifosfato con actividad especifica de 3,000Ci/mmol; L-{**C)-prolina con
actividad especifica de 264mCi/mmol; L—(5—3H)-prolina con actividad especifica
de 43Ci/mmol; sistema de marcado de DNA MULTIPRIME y membranas de
nylon HYBOND™-N; de la casa DU PONT-NEW ENGLAND NUCLEAR se
obtuvo {methyl->H)-timidine con actividad especifica de 78.5Ci/mmol; L-(4-
*H)-prolina con actividad especifica de 23.2Ci/mmol; (I'*®)IL-6 humano
recombinante con actividad especifica de (76.3uCi/ug).

La agarosa fue de la compaiiia BIO-RAD (Richmond, CA, EUA}; las
peliculas de autorradiografias de KODAK {(de Rochester, NY, EUA); el fenol
saturado de APPLIGENE (lilkkirch, Francia); el kit para determinacién de la
Deshidrogenasa Lactica de KNICKERBOCKER (Barcelona, Espafa); la D-
luciferina, los oligonucledtidos y el liquido de centelleo Pico-Flaor 40 fue de
PACKARD INSTRUMENTS (Downers Grove, IL, EUA); la cloramfenicol-acil-
transferasa y la acetil-CoA de BOEHRINGER MANNHEIM BIOCHEMICALS
(Indianapolis, IN, EUA); el agar, 1a triptona y el extracto de levaduras utilizado
para el crecimiento de las bacterias transformadas fue de DIFCO (Detroit, Ml,
EUA); los solventes organicos y las placas de cromatografia en capa fina de

silice fueron de las casas E. MERCK (Darmstadt, Alemania} y SCHARLAU
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(Barcelona, Espana); las toxinas pertussis y cdlera, el inhibidor de nucledtidos
ciclicos H-8 y el quelante de calcio intracelular Quin-2/AM fueron de
CALBIOCHEM (La Jolla, CA, EUA); el resto de los reactivos utilizados fueron

de SIGMA {(Alcobendas, Madrid, Espafia).

2.- METODOS.

A) CULTIVO CELULAR, PROLIFERACION Y CITOTOXICIDAD.
Cultivo de lipocitos.

Las células de Ito fueron mantenidas durante 5 dias a 37°C en medio
H-MEM preparado con los suplementos mencionados, hasta lograr su

adhesidn al frasco de cultivo y la plena confluencia de las células.

Estimulo de cultivos celulares.

En los experimentos de cuantificacion de RNAmM, de transfeccidn y de
union a receptor, los mediadores celulares se afiadieron en la concentracién
indicada en cada caso y se mantuvieron en incubacion durante 24hr.

En el estudio de las vias intracelulares de transmisidon de estimulo de la
IL-6, se utilizaron inhibidores especificos de las mismas, manteniendo una pre-
incubacién de ambos (lipocitos/inhibidores) durante al menos una hora, vy

dejando que estos permanecieran presentes durante la incubacidén completa.

Proliferacion celular.

Esta fue determinada midiendo la incorporacién de [6-*HItimidina al

72



DNA de los lipocitos; estos se incubaron durante 24hr en presencia de IL-6
junto con 0.5uCi/ml de la [6-*HItimidina, retirando posteriormente el medio de
cultivo, lavando la monocapa celular en 2 ocasiones con PBS frio, para
finalmente rasparia.

Posteriormente fue sonicada y el DNA se precipité con Ac.
tricloroacético al 10%, siendo centrifugando y lavando nuevamente con el
mismo acido en tres ocasiones mas, disolviéndolo en NaOH a wuna
concentracion 0.2N, donde se realizé la medicién de la radioactividad presente

como un indice de la incorporaciéon de timidina.

Citotoxicidad.
Fue estudiada midiendo la actividad de ia deshidrogenasa lactica
producida por los cultivos celulares a diversas concentraciones de IL-6 y

secretada al medio de cuitivo.

B) UNION DE LA IL-6 A SU RECEPTOR.

En cultivos celulares en confluencia se retiré el medio de cultivo, siendo
sustituido por H-MEM completo con diferentes concentraciones de ' #1IL-6
humano; cuando fue preciso, se agregaron simultdneamente diversas
concentraciones de |L-6 recombinante humana no marcada. Después de 24hr
de incubacion a 4°C, las células fueron lavadas con H-MEM compieto y fric en
cuatro ocasiones y se solubilizaron con SDS a 0.1%, determinando la

radicactividad en un contador gamma.

73



Se considerd a la unidn especifica como la diferencia entre la unién

total y la no especifica en presencia de un exceso de 100 veces de ia IL-6

no marcada.

C) COLAGENO.
Produccién de coldgeno.

El efecto de la IL-6 sobre el metabolismo del colageno se examind
agregando la citoquina {en distintas concentraciones) al cultivo celular en
confluencia y manteniéndolo en incubacién durante un periodo de 20hr;
después de ese tiempo, se anadié ac. ascérbico 0.2mM como co-factor de
prolil/lisil oxidasas, y L—[5—3H]pro|ina 10uCi, permaneciendo en incubacién
durante 5hr mas, segun el método descrito por Holt y col.,’® terminando el
marcado con el enfriamiento de las placas de cultivo a 4°C; posteriormente
fueron recolectadas, rompiéndolas mediante el uso de ultrasonido,
precipitando las proteinas con ac. tricloroacético al 10% y centrifugando a
3,000rpm durante 10 minutos.

Las proteinas coldgenas y no coldgenas se determinaron utilizando
el método de la colagenasa descrito por Peterkofsky & Diegelmann,'>> con
las modificaciones descritas por Chojkier y col.,>® Peterkofsky y col.'** y
Flaherty & Chojkier.53

La radioactividad de las proteinas sensibles a la colagenasa VIl y de
las no sensibles sirvié para calcular el porcentaje relative de la produccién

de colageno.
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Secrecion de coldgeno.

La determinacion de la secrecién de coldgeno se realizé estableciendo
con los métodos descritos y por separado la cantidad de proteinas en las
células y en su medio de cultivo, expresando la secrecién como el porcentaje

del colageno total que se encuentra fuera de las células.

Hidroxilacién de |la prolina.

La determinamos siguiendo el método dual descrito por Chojkier y

35
col.,

el cual basicamente consiste en el marcaje del coladgeno {durante su
sintesis) con [*H] prolina y [14C}pr0!ina, los cuales van en una proporcién de
actividad radioactiva de 4:1.

La hidroxilacién supone la sustitucién del tritio situado en la posicién 4-
trans por el radical hidroxilo, con lo cual se pierde la radioactividad de este
is6topo en forma proporcional al grado de hidroxilacién, mientras que la
hidroxilacién de la ['*Clprolina no debe modificarse, ya que los 4tomos de
carbono no son movilizados durante la hidroxilacién, por lo que su actividad
no debe verse modificada.

De ahi, tenemos que el cociente *H/'*C en el coldgeno refleja el grado

de hidroxilacidén de esta proteina, siendo obtenido por la siguiente férmula:

. Sy ! %cen coldgeno

3 /A C inicial en medio

% Hidroxilacion= ———— )0 69- - *100
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D) CUANTIFICACION DE RNAm PROCOLAGENO a,(l).

Extraccion de RNA,

Para este fin se utilizaron los métodos descritos por White y Bancroft'’®
y Maniatis y col.,*® en los cuales se realiza la recoleccién de la monocapa
celular por raspado, lavado con PBS, lisis del sedimento por medio de un
tampdén con NP-40, posterior eliminacién de las proteinas por medio del

fenol/cloroformo y finalmente precipitacién del RNA con etanol.

Preparacion de las sondas de cDNA.

Se realizd un cultivo bacteriano con el clon HB101 transformado con el
plasmido pBR322 (vector del cDNA del procoldgeno a,(l}} en medio LB broth;
posteriormente, las bacterias fueron recogidas por centrifugacién, lisadas y se
precipitd el plasmido amplificado utilizando isopropanol.

La sonda se obtuvo mediante la digestion del plasmido amplificado con
la enzima de restriccién Pst 1 y purificacién con Gene Clean.

La sonda purificada fue marcada isotdpicamente con [a-*?P]-dCTP con
la técnica detallada por Feinber vy Vogelstein.52 Los nucledtidos no
incorporados se eliminaron purificando la sonda marcada por cromatrografia
en columna de Sephadex G-50; la actividad especifica fue de
aproximadamente 1.10%°cpm/ug de DNA.

Muestras de 10ug de RNA citoplasmico fueron desplazadas por
electroforesis en un gel de agarosa al 1%, seguin el método descrito por

Thomas'®® y posteriormente transferidas durante toda la noche (por
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capilaridad de SSC 20X a filtros de nylon Hybond N, siendo fijados a esta
membrana por exposicion durante 5 minutos a luz ultravioleta.

Para el marcado con la sonda de DNA, se realizé una prehibridacion
durante 2hr a 65°C, utilizando SDS al 7%, buffer fosfato 0.5M apH de 7.0 y
50ug de esperma de salmén sonicado y hervido.

Después de este procedimiento, las membranas de nylon se dejaron
hibridar durante toda la noche a 65°C en una solucidn similar, la cual contenia
10°cpm/mil de la sonda de DNA marcada con el P%?; al finalizar ese tiempo, los
filtros se lavaron en tres ocasiones a temperatura ambiente, durante 10
minutos, con SSC 2X y SDS al 0.1%, y una vez mas a 60°C durante 20
minutos, con SSC 0.1X y SDS 0.1%.

Al terminar la hibridacién, los filtros fueron expuestos a peliculas de
rayos X con pantalla intensificadora a -70°C, procediendo a cuantificar la

senal captada por la misma por medio de densitometria.

E) CLORAMFENICOL ACETIL TRANSFERASA.

Amplificacién y purificacion del plasmido COLCAT 1.

Ei plasmido empleado pertenece a la linea pUC de 5.4Kb, y es
resistente a la ampicilina. Entre las secuencias del locus "Lac Z" y las del
locus "O" existe un punto "Xba I", sensible a esta enzima de restriccidn, que
es por donde estan insertas las secuencias de! promotor del procoldgeno a.{l},
seguidas del gen de la enzima cloramfenicol acetil transferasa.

Las bacterias transformadas con este plasmido se encontraban

77



conservadas en glicerol a -80°C; fueron cultivadas inicialmente en caldo de
cultive universal y posteriormente se vertieron en un matraz de 2,000ml, el
cual contenia 1,000 ml de medio de cultivo LB broth con ampicilina (50ug/m)),
permaneciendo en agitacién a 250 ciclos por minuto durante 4hr a 37°C,
hasta que la densidad 6ptica a b50nm se situd entre 0.4 y 0.5, frenando en
ese momento el crecimiento bacteriano mediante 1a adicion de cloramfenicol a
85ug/ml y manteniendo el cultivo en las mismas condiciones durante 24hr
mas; en ese tiempo el plasmido se multiplica dentro de las bacterias pero no
lo hacen estas.

Pasado ese tiempo, se centrifugan las bacterias a 5,000rpm durante 20
minutos con una temperatura de 4°C; el sedimento bacteriano fue sometido a
lisis alcalina (con NaOH 0.2M y SDS al 0.1%) y enzimatica (con lisozima
2mg/ml), siendo expuesta durante 20 minutos a acetato sddico con pH 4.6.

Los restos bacterianos se eliminaron por centrifugaciéon a 12,500rpm
durante 30 minutos a 4°C; el sobrenadante con el plasmido, el DNA
bacteriano, el RNA vy las proteinas bacterianas fue digerido con 1ug/ml de
RNAasa durante 1hr, tras lo cual se eliminaron las proteinas bacterianas y el
RNA con fenol/cloroformo en volimenes 1:1.

El DNA del extracto {plasmidico y cromosomico) fue precipitado con un
volumen de isopropanol durante 1hr a -20°C, recuperandose por
centrifugacién a 4°C durante 20 minutos a 12,000rpm; este precipitado fue
disuelto en agua y sometido a purificacién mediante ultracentrifugacién en

gradiente de cloruro de Cesio, anadiendo 1g de CsCl por ml de extracto, y al

78



estar disuelto se afnadié a la mezcla 0.8ml de una solucién de bromuro de
etidio a 10mg/ml, siendo centrifugado a 3,000rpm durante 15 minutos a
20°C.

El sobrenadante con el DNA plasmidico se ultracentrifugé a 44,000rpm
durante 48hr a 20°C; tras esto, aparecieron tres capas tenidas de bromuro de
etidio: la superior correspondiente al DNA cromosdémico bacteriano, la
intermedia al DNA plasmidico y otra al fondo del tubo que correspondia al
RNA.

El DNA plasmidico contenia bromuro de etidio y CsCl, por lo que el
colorante se elimind mediante extracciones con un veolumen de alcohol
isoamilico y el CsCl por diélisis a 4°C con Tris-EDTA a un pH de 8.0; el DNA
asi obtenido se precipitd con 1/10 de volumen de acetato sédico 3M y 2.5
volimenes de etanol, dejandolo a -20°C durante una horas y posteriormente
centrifugandolo, obteniendo el precipitado que fue disuelto en agua vy
determinada su concentracion mediante lecturas de densidad dptica a 260nm
y 280nm.

El plasmido asi obtenido fue sometido a la digestion de diferentes
enzimas de restriccién (Hind Il y Pst 1) con lo que se obtuvieron varios DNA
quiméricos linearizados, todos los cuales tienen en comun que su extremo 3'
es portador de la totalidad de las secuencias de la CAT,; sin embargo, el
extremo 5' es diferente de unos a otros, ya que la region promotora del
coldgeno tiene una longitud variable dependiendo del lugar donde haya

actuado la enzima de restriccién empleada.
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Transgfeccidn de los lipocitos.

Las células empleadas para la transfeccién se deben encontrar en
fase de crecimiento activo, tras haber sido tripsinizadas y sembradas 24hr
antes; en ese momento son tripsinizadas, lavadas con PBS vy
resuspendidas en medio completo, siendo contadas con la técnica de
exclusién de azul tripan al 0.1%.

Por cada condicidn experimental se utilizaron 5x10° células de Ito en
crecimiento, con 20ug de DNA de esperma de saimén sonicado, y 9ug de
plasmido COLCAT1.

La transfeccién se realizd mediante electroporaciéon con el equipo
CELLJECT ELECTROPORATION SYSTEMS de Eurogentec S. A.. La
suspencion de células en medio completo y a 4°C, fue sometida a un doble
pulso eléctrico, el primero de los cuales se realizé a 700V, con una
resistencia de 282C) y capacitancia de 40uF; el segundo de eilos se realizé
fijando el voltaje en 150V, a 1200uF de capacitancia, siendo la resistencia
infinito; es importante que el tiempo de la descarga no sea menor de
1.3mseg para que la eficacia de la transfeccién sea dptima.

Las céfuias procedentes de cubetas transfectadas con el mismo
plasmido fueron reunidas en un dnico tubo y sembradas en diferentes
frascos de Roux. Tras 24hr de cultivo en condiciones estandar a 37°C, se
procedié a retirar el medio de cultivo y afiadir medio fresco, y en el caso
de los inhibidores se realizé una preincubacién de estos con las células

transfectadas, antes de la adicién de la IL-6.
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Medicion de la actividad cloramfenicol acetil transferasa (CAT assay).

Tras la incubacién de 24hr el medioc de cultivo fue eliminado y las células
lavadas con PBS, raspadas y centrifugadas a 12,000rpm durante 20 segundos a
20°C; el precipitado celular se resuspendié en Tris-CIH 0.25M a pH 7.5 y se
sonicg, liberando asi la enzima CAT sintetizada.

Para medir la actividad de esa enzima, se tomaron 103.25ul del lisado
celular y se combinaron con 5ul de Cm-cloramfenicol, 20ul de acetil coenzima A
en concentraciéon 4mM y 21.7bul de Tris 2M a pH de 7.4; se incubé durante 2hr
a 37°C para que la enzima existente acetilara al c'.cloramfenicol, extrayendo
este y sus derivados acetilados con 1ml de acetato de etilo, se centrifugo a 20°C
por 2 minutos a 12,000g; se tomaron 900pl del sobrenadante de acetato de etilo
y se evaporaron al vacio, redisolviendo el sedimento seco de los derivados del
cloramfenicol en 10ul de acetato de etilo y se aplicaron sobre una l&mina de
cromatografia en capa fina de silicagel.

El cromatograma se desarrollé utilizando 200m| de una mezcla de
cloroformo/metanol en una proporcién 190:10 a temperatura ambiente durante
2hr, secando la placa y exponiendo a una autorradiografia durante 24hr, leyendo
la marca resultante por densitometria, La actividad de la cloramfenicol acetil
transferasa se expresa en porcentaje de cloramfenicol total que se encuentra en
forma acetilada en 5'000,000 de células.

Estadistica.
Se evalud la significancia comparando promedios y desviaciones estandar

utilizando la prueba de la t de Student.
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V. RESULTADOS

1.- Unién de la IL-6 a sus receptores de membrana en cultivos de

lipacitos hepaticos.

Cultivos de lipocitos hepaticos en confluencia, mantenidos sobre placas
muldtipocillo de 2bmm de didmetro, fueron expuestos (por triplicado) a
diversas concentraciones de IL-6 recombinante humana marcada con 1'%
(50pM, 100pM, 200pM, 400pM y 800pM) y, cuando se requirié, a una
concentracidn superior de IL-6 no marcada. Posteriormente fueron procesados
para determinar la cantidad total de IL-6{I'*%}] que se habia unido a los

receptores, la cantidad que se habia unido en forma inespecifica y con ambos

resultados, se realizd una estimacién de la cantidad unida en forma especifica.

dpm EN MILES

-1
TIPO DE UNGH: \
-~ ESPECIFICA L
-+ NESPECIFICA

3 ToTAL ‘

CONCENTRACION DE [L8(f75) EN pM

Grafico 1. Determinacion de Ja saturacion de los receptores de membrana de la IL-6. Se utilizaron
concentraciones crecientes de IL-6(I125); se muestra la curva de unién total a receptores, la de unién inespecifica
y la de unién especifica.
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Los resultados se muestran en el Grafico 1. Se observé que la unién

e 125 - s . .
especifica de la IL-6 marcada con | present0 una cinética sigmoidea, con
una tendencia horizontal a concentraciones de 400pM o mayores, 0 que

indica saturacion de los receptores.
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Grafico 2. Regresidn lineal de la saturacién de receptores con IL-6[|125L

Con los datos obtenidos en el experimento anterior {la curva de unién
especifica), se realizé una regresion lineal y, a partir de esta, un andlisis con el

método de Scatchard,'®® estimando gue existian 766 receptores por célula.

2.- Efectos proliferativos de la IL-6 en lipocitos hepaticos en cultivo.

Cultivos de lipocitos hepaticos en confluencia fueron expuestos (en dos
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experimentos independientes, por triplicado) a diversas concentraciones de IL-
6 (5ng/ml, 10ng/ml y 20ng/ml) junto a [6-H’]timidina; se les incubd durante
18hr, y posteriormente se midié el grado de incorporacion de esta ditima al
DNA de acuerdo con las dpm emitidas por el H® integrado en las células del

cultivo, considerando esto como un indice de proliferacién celular.

EFECTO DE LA IL-6 EN LA PROLIFERACION CELULAR

INCORPORAGIGON DE [6-H3)T MIDINA

CONTROL IL-6 5 ng/ml IL& 10 ng/ml IL-6 20 ng/ml

NS CONGENTRACION DE IL-6
p=N.S.

Gréafico 3. Grado de incorporacién de la 6-Htimidina al DNA de las células expuestas a diversas concentraciones
de IL-6 durante 18hrs .

Los resultados estdn representados en el Grafico 3. Se observd que las
variaciones de sefial (dpm) observadas entre las distintas condiciones NO

fueron significativas, lo que indica que la citoquina NO tuvo efecto

estimulante sobre la proliferacion en este tipo celular.

3.- Efectos citotdxicos de la IL-6 sobre lipocitos hepéticos en cultivo.

En cultivos de lipocitos hepéaticos de b experimentos independientes,
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expuestos a diversas concentraciones de IL-6 {2.5ng/ml, bng/mi, 10ng/ml y
20ng/ml), se midid la cantidad de Deshidrogenasa Lactica (DHL) tanto de la
fraccion celular como en |la extracelular. A partir de esas cifras, se realizé una
estimacién de la tasa de liberacion de la DHL, considerando los incrementos

de esta como indicador de muerte celular.

EFECTO DE LA IL-6 EN LA MUERTE CELULAR

UBERACION DE DESHDROGENASA LACTICA

% DE LIBERACION

L& 5ngiml L6 40ngiml IL6 20 nghm

CONCENTRACION DE IL-6

Grafico 4. Citotoxicidad celular. IL-6 en concentraciones variables, incubacién durante 18hr; la medicién de la
DHL {deshidrogenasa lactica) se realizd por separado en las células y el medio de cultivo, los resultados de este
grafice calculados a partir de ambas mediciones.

Los resultados se muestran en el Gréfico 4. Se observd que NO existid
incremento significativo, en ninguna condicién, de la tasa de liberacién de la
DHL, considerando gque esta citoquina NO tiene efecto citotdxico sobre este

tipo celular.

4.- Efecto de la IL-6 sobre el promotor del procolageno 0 2 k).

Cultivos de lipocitos hepaticos, transfectados con el gen de la
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Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT) unido al promotor del procoligeno
ay(l), fueron expuestos a diversas concentraciones de IL-8 (Sng/ml y
10ng/mil). Se les incubd durante 18hr y posteriormente se les procesd para
medir la actividad de la enzima CAT resultante utilizando para ellc un

substrato de Cloranfenicol marcado con C'*,

Control L& Gng/ml  IL-& 10ngimi

EFECTO DE LA IL-8 SOBRE EL PROMOTOR DEL
o PROCOLAGENO a1(l)
GAT
o D ACETILACION
5V N T W N
. i.-..-_n'.’ ________________ ———
. -".i A
. 1,2
i e )
F .
o _,.r"’
gl ph
a
CONTROL L Bragrrd

Grifico B. Medicitn de la actividsd de s CAT resultsnie ds astmular sl proamotor del procoligenc ayl] unido al
mﬁhﬂf,mhnm-b-ﬁmd-ﬂmmu.

Los resultados se muestran en el Gréfico 5. Se observd que el grado de

actividad de la enzima (resultado de la estimulacién del promotor del

procoldgeno oyl unido al gen CAT) se incrementaba cuando los cultivaos eran
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expuestos a diversas concentraciones de IL-6, lo que indica que la citoquina

Sl ejerce efecto sobre el promotor del procoldgeno a,(l).

A} Cultivos de lipocitos hepédticos fueron expuestos a diferentes
concentraciones de IL-6, (Sng/ml, 10ng/mi, 20ng/ml, 40ng/mi y BOng/mi de

medio de cultivo), siendo incubados durante 18hr v procesados con el método

del Northern blot para la medir la cantidad de RNAm de procolégeno a, (I).

| mmme

EFECTO DE LA IL-8 EM EL RNAm DE PROCOLAGEND a1l

u.-l

1omgiml | 20ngimi | AOngémi BOmgimi

e

& ARAM PROCOLAGEMD o [

RN T W —
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Grifico 6. Cantidad relativa de ANAm de procolégens o,l]. Diveress concentraciones de IL-6, incubscidn
duranie 1B,

Los resultados se muestran en la el Grafico 6. Los resultados estdn

expresados en el porcentaje de expresién de RNAmM con respecto a un control
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(100%). Se observé que la expresién del RMNAm de procoligeno a,(l)
aumentaba en relacion al incremento en la concentracién de la IL-6 del medio
de cultivo, con respusestas méaximas en concentraciones de 5 a 20ng/mi, lo
que indica que la estimulacién del promotor de procoldgeno o,ll) se traduce

an un mensaje de respuesta efectora.

B} Cultivos de lipocitos hepédticos fueron expuestos a una
concentracidn de 10ng/ml de IL-6, con diferentes tiempos de incubacidén (3hr,
6hr, 9hr, 12hr y 24hr), siendo procesados por el método del Northern blot

para determinar la cantidad de RNAmM de procoligeno a,(l).

Shr 13hr 24k

EFECTO DE LA IL-5 EM EL RiNam DE PROCOLAGEND a1(l)

aaall

TIEWAFC) O IHCUBACION CON IL4 1ingimi

Gréfice 7. Cantidad relativa de ANAM de proccligana a,0l), Diverscs tismpos de incubaciin en una concantracian
de IL-8 da 10ng/mi.
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Los resultados estdn representados en el Gréfico 7. Se observd que la
expresidn del RNAm de procoldgeno a,(l) presentaba un incremento en relacién al

aumento en & tiempo de incubacidn al que fueron sometidos, alcanzando los

niveles méximos en los tiempos comprendidos entre las Shr y 24hr,

C) Cultivos de lipocitos hepéticos fueron sometidos a la inhibicidn de la
sintesis de proteinas, utilizando cicloheximida a una concentracién de 100uM.

Posteriormente se midid la expresién del RNAm de procoldgeno a,ll) con el

método del Morthern blot.

Coniral IL-& -5+ CH CcH

EFECTO DE LA IL-8 EN EL RNAm DE PROCOLAGEND ai(l)

- - b D D Sl T o TR,

B -

5 AR PROCOLAGERD ol [

. | i L N
I 80
i B i

Grifico 8. Cantidad relative da AMAm de procaligens o, ill; cicloheximida 100pM, preincubscién Zh; IL-68
1ngimi, Incubacién 18h,

Los resultados se muestran en el Gréfico B. Se observd que, al inhibir la

sintesis proteica, se presentaba una disminucién an el efecto de la IL-6 sobre

89



la expresién del RNAm de procoldgeno a,ll), lo gue indica que en la via que

ragula el efecto de esta citoquina participa una proteina.

D) Se realizd la inhibicion especifica de algunas vias intracelulares de

transduccidn de sefial en cultivos de lipocitos hepéticos, evaluando en todos
los casos como se afectaba la expresidn del RNAm del procoldgeno a,l(l),
utilizando para ello el método del Northern blot. Los resultados se muestran
como porcentaje de RNAmM en relacién a su control.

En el caso de las proteinas G unidas al receptor de membrana, se
evaluaron utilizando la Toxina Colérica (concentracidn O.4ug/ml) y Toxina

Pertussis (concentracidn 100ng/mi).

.|

T.Col. +IL-8 =" B Corvirel IL-8 T.Pert. +IL& T.Fert
BN COH W OISO ¢ FITLS ﬁ
AR FRCDOL AN w0 |
‘e ;.l e e e
.r”
L A
Iy
r”
- A - —
-
00 "#f
-t
Ry T.00L T. PERT. 4L T, PR,

Grifico 3. Inhibicidn de proteinas G. T. Col. =toxina colfrdcs 0. 4pM, preincubacidn Zhe, v T. Parl, = toxina
pertussis 100ng/ml, preincubecin 24hr; IL-§ 10ng/md, incubackdn 18k,
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Los resultados se muestran en el Grédfico 9. Se observd que, en
presencia de cada una de las toxinas, el efecto de la IL-6 sobre la
expresion del procoligeno a,(l) se vela inhibido, por lo que se considera

que el receptor s sensible a ambas toxina, probablemente acoplado a una

proteina G.

Para explorar la via de la PLA2, se utilizé BPB (bromuro de

parabromofenacilo) 20uM, o Quinacrina 2uM.

-

Contml L6 BFE + IL-& L] Control IL-& Quinacr. + 16  Cuinacr
EFECTO DE LA IL-8 EM EL RNAm DE PROCOLAGEND ai(l)
- LA AT :
Fram g —
W MHAm PROCOLAGERD =111
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D ,fx
s Ji . — p—
T 110
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COMTROL BFEsLA PR NCH LS [#], =}

Grifice 10. Inhibicidn de PLAZ. BFE = bromuro de parsbromalenacila 20pM; Quinscring 2pM; smbas con
preincubacidn de Jhr; IL-8 10ng/mi, Incubsciin 18k,
Los resultados se muastran an el Gréfico 10. Se observd que al inhibir
esta via con el BPB y con Quinacrina, el efecto de la IL-6 sobre la expresidn
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del RNAm de procoldgeno a,(l) se anulaba, por lo que se considera que esta

via participa en la transduccidn del estimulo de esta citoquina.

Para inhibir la via de la lipoxigenasa se utilizé NDGA (Acido

nordihidroguayarético) a una concentracidn de 24puM.

EFECTD DE LA IL-8 EN EL RMAm DE PROCOLAGEMND a ()

IR CHIN O L8, LBP000 ki,

PP |+ [ —— -

Grifico 11. Inhibioién de la vis de la Uposigenass. MOGA = Acdo nosdihidroguayanitics 24pM, preincubacién de
Zhr; IL-8 10ngimil, inoubiscidn 18kr.

Los resultados se muestran en el Grafico 11. Se observd que, al inhibir
la via de la lipoxigenasa, se producia una inhibicidn del efecto de la IL-6 sobre
el RNAmM del procoldgeno o,ll), lo que indica que a través de esta via se
continda la transduccidn del estimulo de esta citoguina, siendo por otra parte

una de las dos posibilidades en la PLA,.
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La via de la cicloxigenasa fue inhibida utilizando Indometacina a una

concentracidn de 100uM.

Control IL-&

EFECTO DE LA IL-8 EN EL RMAm DE PROCOLAGEMND a1(l)
O [ LA LGRS,

L]

lIndom. +IL-8

o PR, PR AR )

A= 00

Grifico 12. Inhikicidén de la via de la cioloxigenssa. indometscing 1008, preincubacidn Zhr; IL-8 10ngiml,
incubacidn 18he.

Los resultados se muestran en el Grifico 12. Se observd que, al inhibir
esta via, NO se alterd el efecto de la IL-6 sobre el promotor del procoldgeno

ayll), por lo gue NO participa en la transduccidn de la sefial de esta citoquina.

Para aumentar la presencia de calcio citosdlico se utilizd londforo con

una concentracidn de 10uM.




P PEERATE T DL (3L 00 EY PN

i'--'.:J.'.- e

Fi T = = S i

Grifice 13. mcramento del calcio citosdlico. londforo 10uM. prencubscidn 2hr; IL-8 T0ng!ml, iIncubscitn 18hr.

Los resultados se muestran en el Gréfico 13. Se observd que, al
aumentar la presencia del calcio citosdlico, al efecto de la IL-6 sobre el

promotor del procoldgeno o,ll) se anulaba, lo que indica que este lon participa

en la modulacidn del efecto de esta citoquina.

Para evaluar el efecto de la disminucién del calcio citosdlico en la
regulacién del efecto de la IL-6, se utilizé Quin2 con una concentracion de

40uM.

Coritrol LB Qiand & |L-5 Qumnd
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P EFECTD DE LA IL-8 EN EL RNAmM DE PROCOLAGEMND a1 (l)
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Grifica 14, Inhibicidn del calcia citosdlics, Quing 40EM, sin preincubecitn; -6 10ngiml. noubacidn 18Hr.

Los resultados se muestran en el Grifico 14. se observd que,
al inhibir el calcio citosdlico lesto es, disminuir su nivel citosdlico por
el secuestro del ion intracelular), al efecto de la IL-6 sobre &l
promotor del procoldgeno «,(l) resultaba inhibido, lo que indica que

la disminucidn de aste ion participa en la transduccidn de la sefal de

e@sta citoquina.

Para evaluar la via de la PKC (proteinquinasa C) se utilizaron EST.

(Estaurosporina), H7 (1-{5-isoquinolinilsulfonil)-2-metilpiperazina) o PMA

{Acetato de miristoilforbol).

oy

Conkrod L-5 EST+ILB
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Grifica 15, Inhikicién de la PEC. EST = estaurcsporina 0.6M; HT = 1.{B-isoquinodinilsutland]- 2 -matilpiparazine
SOM; PMA = scetatc de midstoliforbol 100ng!ml; preincubacidn Zhe, IL-8 10ngiml, inoubscitn 18he.

Los resultados se muestran en el Grdfico 15. Se observd qua, al inhibir
esta via con cada una de las tres sustancias utilizadas, NO se alteraba el
efecto de la IL-6 sobre el RNAmM del procoldgeno a,ll), por lo que se considera

que esta via NO participa en la transduccidn del astimulo de esta citoguina.

Para inhibir la via del AMPc se utilizé 8BrAMPc (8-bromo-AMPC),

Forskolina o IBMX (lso-butil-metil-xantina).

Control IL-6  BBraMPes|L-8  B-BrAMPe
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Grdfico 16. Inhibickn o antimulacién del AMPc. BErA = 8 bromo AMPz 1pM; Forek = forsioling 1008 : IBMX
= im0 butil metil xanting ZEOuM; praincubscisn 2R, IL-8 10ng/mil, incubsocisn 18he.

Los resultados se muestran en el Gréfico 16. Se observd que, al inhibir

0 estimular el AMPc, NO se producia alteracidn del efecto de la IL-6 sobra &l

RNAm del procolégeno a,(l), por lo que se considera que esta via no participa

en la regulacién de la transduccién de la sefial de esta citoquina.

A) Para evaluar la produccién de colégeno total, cultivos de lipocitos

hepdticos en confluencia fueron expuestos durante 14hr a diversas
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concentraciones de IL-6 (2.5ng/mil, Sng/mi, 10ng/ml y 20ng/ml) en nueve
experimentos independientes (por triplicado), agregéndose Ha—prolina y
manteniéndose en incubacién durante bhr mas. Posteriormente, fueron
procesados con el método de Peterkofsky y Diegelman para la determinacién

de proteinas coldgenas y no coldgenas.

EFECTO DE LA IL6 EN LA PRODUCCION DE COLAGENO

TasADE SINTESIS

% PRODUCCION RELATIVA

CONTROL 2,5 ngiml 5 ng/ml 10 ng/ml 20 ng/mt

CONCENTRACION DE IL-6

Grafico 17. Porcentaje relativo de coldgeno, determinado por la incorporacion de Ha-prolina; cultivos incubados
con diversas concentracionés de IL-6.

Los resultados se muestran en el Grafico 17. Se observé que no sélo
NQO existié un incremento de la tasa de produccidn de coldgenc total {como se
esperaba por los incrementos de RNAm de procolageno a1{l)), sino que se
presenté una leve disminucidon de fa misma, lo cual alcanzd niveles

significativos a la concentracién maxima empleada (20ng/mi).

B} Para discriminar las causas del hallazgo anterior, se realizé {en cuatro
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ocasiones, por triplicado) la determinacién de la tasa de sintesis de colageno
procesando por separado los componentes celulares de los extracelulares,
utilizando para ello diversas concentraciones de IL-6 (2.5ng/ml, 5ng/ml,
10ng/mi y 20ng/mi} y, con los resultados de ambos, poder estimar la tasa de

secrecion.

EFECTO DE LA IL6 EN LA PRODUCCION DE COLAGENO

% DE COLAGEND MEDIDO EN CELLLAS

% RELATIVO DE PRODUCCION

26 ("
e e BB A
24
el e
2.2
//
2l
//.
1,8
//
1,6
//
1,4
12 17 n N.S.
1 .o g - . L - . e
CONTROL 2,5 ng/ml 5 ng/mi 10 ngimi 20 ng/ml

CONCENTRACION DE IL-6

Grafico 18. Parcentaje relativo de colageno, determinadao por la incorporacion de Hg-pmlina en fa fraccion celular
de cultivos de lipocitos expuestos a diversas concentraciones de IL-6.

Los resultados de ia fraccion celular se muestran en el Grafico 18, Se
observ® gue la tasa relativa de produccién de coldgeno presentaba pequefas
variaciones (aumento/disminucién) no significativas con respecto al control
aunque, al aumentar las concentraciones de la citoquina, se observaba cierta
disminucién que sdélo fue significativa a la concentracién maxima empleada.

Los resultados de la fraccién extracelular {(medio de cultivo) se

muestran en el Grafico 19. Se observd que existia una disminucion
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EFECTO DE LA IL6 EN LA PRODUCCION DE COLAGENO

% DE COLAGENO MEDIDO EXTRACELULAR

% PRODUCCION RELATIVA

CONTROL 2,5 ng/mi 5 ng/ml 10 ngsmi

CONCENTRACION DE IL-6

Grafico 19. Porcentaje relativo de colageno determinado por la incorporacién de H>-profina; determinacisn en el
medio de cultivo de diversas concentraciones de IL-6.

significativa en casi todas las concentraciones utilizadas de la

citoquina.

Con los resultados que se habian obtenido por separado en
cada condicion, se realizé la estimacién de la secrecidn del colageno.

Los resultados se muestran en el Grafico 20. Se observd que
s6lo existieron variaciones NO significativas en la secrecidén de
colageno entre las distintas concentraciones de IL-6, lo cual indica
que NO son alteraciones en este proceso las responsables de la
disminucion de la tasa de produccion de coldageno registrada con

anterioridad.
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EFECTO DE LA IL6 EN LASECRECION DE COLAGENO

% DE SECRECION

% SECRECION RELATIVA

S ng/ml 10 ngfmi 20 ngfmt

CONCENTRACION DEIL-&

Grafico 20. Porcentaje de secrecion relativa de coldgeno, con distintas concentraciones de IL-6.

C) La hidroxilacion de prolina se midié en un experimento por triplicado,

. . . . 4 .
realizando una estimacién con un marcado dual de H3—pr0I|na C’ -prolina.

EFECTO DE LA IL-8 SOBRE LA HIDROXILACION DE LA PROLINA
18,5 " HDROKILACION
B3 covaceno
17|5 - — - ——
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55 - 55;: R AT
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Grafico 21. Comparacién entre el porcentaje de produccién relativa de colagenc {barras) y el porcentaje de
hidroxilacién de la prolina {lineas).
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lLos resultados se muestran en el Grafico 21. Se observd que al
realizar una estimacion del porcentaje relativo de produccion de colageno
(en base al marcado con Ha), este presentd un comportamiento similar al
que habia tenido anteriormente, con una disminucidn significativa al utilizar
una concentracién de 20ng/ml de IL-6; en contraste, se observd que la
hidroxilacién de la prolina no sélo NO disminuyd, sino que a esta misma
concentracién presentd un incremento significativo, indicando que esta
condicion NO es responsable de la disminucién de coladgeno total que se
detectd anteriormente, sugiriendo que probablemente es un proceso
extracelular el que ocasiona el efecto paraddjico de una disminucién del
colageno, a pesar de que existe un estimulo que provoca una respuesta

positiva en la sintesis de la proteina (la IL-6}.

D) Se realizé una estimacion indirecta de la actividad de la colagenasa

EFECTO DE LA IL6 EN LA DEGRADACION DEL COLAGENO
ACTVIDAD DE COLAGENASA
dpm (Miles)
7
6l - V,ﬁ.::"‘i' ,,,,,,,,,,,,,,,,
O . T o
4 e ]
7 - R
2
T S
0
CONTROL IL-6 Sng/ml L6 10ng/ml L6 20ngiml
CONCENTRACICN DE IL-6

Grafico 22. Actividad de colagenasa en medios de cultivo con diversas concentraciones de IL-6.
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en los medios de cultivo, utilizando modificaciones del método de Peterkofsky
y Diegelman; medimos la capacidad que tenian los medios de cultivo para
digerir coldageno marcado con H.

Los resultados se muestran en el Gréfico 11. Se observd que existié un
incremento en la capacidad de digestién de ColagenolH®] de acuerdo al
incremento en la concentracion de IL-6 a la que habian sido expuestos los
cultivos, con una disminucién en la concentracion maxima investigada, lo que
indica que existe un aumento de la actividad de la colagenasa producido en
forma simultanea a la estimulacién del procoldgeno a,4(l}, ambos producidos

por la IL-6.
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VI. DISCUSION

Por su relevancia como problema de salud, el estudio de la fibrosis
hepatica es un tema en el cual se permanece en constante blisqueda de los
mas basicos procesos de su fisiopatologia, con la esperanza de que, una ves
conocidos, permitan intervenir durante su desarrollo y asi evitar las graves
consecuencias que provoca.

En la actualidad se pone el acento en los procesos que suceden a nivel
molecular, ya que estos parecen ser los determinantes para que la patologia
siga la variada gama de evoluciones que presenta.

Con la identificacién de los mensajeros celulares conocidos como
factores de crecimiento y citoquinas, se ha dado un importante paso adelante
en el entendimiento de muchos de los procesos que ocurren el en organismo,
la fibrosis entre ellos.

Desde su descubrimiento en 1985 {Hirano’®), se le han identificado
multiples efectos, entre los que Nesbitt'?® enumera los siguientes: induccién
de las proteinas de fase aguda en el higado, induccién de inmunoglobulinas en
células B, diferenciacién de células neurales, activacion de células
hematopoyéticas, induccién de la secrecién del Factor de Crecimiento
Nervioso por los astrocitos, y participacidon como un factor de crecimiento en
las células T, hibridomas de células B y plasmocitomas.

Los estudios sobre el papel que tiene la IL-6 en la fibrogénesis, y sobre

los lipocitos hepéticos son limitados.
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A pesar de que participa en la diferenciaciéon de varias lineas celulares,
nosotros no encontramos que la IL-6 presentara efecto porliferativo ni
citotoxico en los cultivos de lipocitos.

De acuerdo a nuestros resultados, encontramos que en los lipocitos
hepaticos de la linea celular 2G existen aproximadamente 760 receptores por
célula; esto va de acuerdo a lo escrito por Yamasaki'®® y Kishimoto,*® quienes
han mencionado que el nimero habitual de receptores de las citoquinas varia
generalmente entre 100 y 1,000 por célula. Un ndmero bajo de receptores
habla de un eficiente sistema de amplificacién del estimulo para lograr realizar
su efecto final. La secuencia del DNA para el receptor de IL-6 fue establecida
por Yamasaki.'®°

Segun lo escrito por Taga,'®® y posteriormente apoyado por algunos
autores (entre ellos Cheng-Kiangsz), el receptor de la IL-6 estd compuesto de
la asociacidén de dos glicoproteinas, gp80 y gp130; la primera de ellas {gp80)
es el sitio de unidén de la citoguina, mientras que la segunda {(gp130) tiene un
fragmento intracitoplasmatico sin dominios para la tirosinquinasa, a pesar de
lo cual participa en ia transduccién de la sefal por mecanismos no del todo
claros (Kishimoto,®' Schooltink, ' Narazaki'?")

Ademads, se ha considerado gque son precisamente la existencia de
diferencias en esta regién las responsables de que existan efectos tan
diversos entre los distintos tipos celulares sobre los que actda la IL-6 (Hibi™%).

Aunque ya habia sido demostrado previamente el aumento de la

expresion del RNAm del procoldgeno a.{l) en respuesta a la IL-6 (Greenwel®?),
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nuestros resultados demuestran en forma clara que este efecto se debe a un
estimulo sobre el promotor del procoldgeno all); ademds, encontramos la
dependencia que tiene este efecto sabre la concentracién de la citoquina, asi
como su tiempo de exposicidn a la misma; esto nos indica los parametros en
los cuales se produce una saturacién de los sistemas que participan en la
transduccién de la IL-6.

La IL-6, al igual que otras citoquinas, ejerce su efecto después de
haberse unido a receptores especificos de membrana, los cuales generan
senales que modifican la expresion del gen del procoldgeno o, (I}.

Sin embargo, poco se sabe de los mecanismos de sefializacién
intracitoplasmaticos que participan en este proceso. En este sentido, nuestros
resultados indican la participacion de la via de la PLA, y Lipoxigensas, con
participacion del Calcio citosdlico. Es este sentido, se ha documentado que en
otras lineas celulares en las que la IL-6 actGa, participa la via de la PLA,; asi,
vYamashita'® describe gque en células de cancer gastrico invasivo estimuiadas
con IL-6, la PLA, se encontraba aumentada. Aun asi, es poco la informacién
gue en este sentido se tiene dentro del papel de la IL-6 en la fibrogénesis.

En general, las modificaciones inducidas por las citoquinas en la
expresion genética estdn mediadas por terceros mensajeros, los cuales suelen
corresponder a factores nucleares transactivadores, en otras ocasiones se
trata de proteinas ya existentes en las células que son activadas, proteinas de
nueva sintesis, o en Ultimo caso la anulacién de otras. En cualquier caso,

estos factores transactivadores se fijan a secuencias especificas cis-
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activadoras del DNA y modifican su expresién genética.

En el caso de la IL-6, esta es un drea en la que se han realizado
multiples estudios, habiendo identificade algunos de estos factores nucleares
que son inducidos; entre ellos, se describen el NF-IL6, Oct (octamer binding
protein}, pRB y el AP-1 {LAP}; se desconoce si el gen del coldgeno posee
elementos cis-activadores para el NF-IL6, pero si los hay para el AP-1 (Liska,®’
Houglum,”” Hsu,”® Chen-Kiang®®); sobre este punto, se destaca que algunos
de estos factores corresponden a proteinas, las cuales serian necesarias para
gue la IL-6 generase su efecto; en nuestro estudio, demostramos que, al
inhibir la sintesis proteica, se inhibe la accién de la IL-6 sobre el promotor del
procolageno o4(I}, lo que indicaba que una proteina participaba en la via de
transduccion, considerando como probable que se trate de este nivel.

Aunque es bien sabido que la sintesis proteica esta determinada por la
cantidad de RNAm especifico presente, intervienen también factores que no
son solo franscripcionales, sino traduccionales y postraduccionales (secrecion
y grado de hidroxilacién en este caso).

Ademas, parte del colageno puede ser posteriormente degradada como
consecuencia de la accidon de la colagenasa de forma que la cuantia del
colageno producide por las células puede quedar reducido de forma
significativa, a pesar de que la transcripcion genética esté aumentada.

En condiciones normales, la tasa de degradacién puede suponer el
30% del coldgeno recién sintetizado, pero en ciertas condiciones se puede

incrementar hasta el 60% (Hernandez’>).
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Un paso critico en la formacion del colageno es la hidroxilacién de las
cadenas pro-o, que le permite adquirir su conformacién estructural
caracteristica, en la cual se basan algunas de las propiedades del coldgeno

140
).

{Prockop Comoc se ha comentado anteriormente, nosotros hemos

demostrado que a pesar de haber encontrado un efecto transcripcional sobre
el promotor del procolagenc a,(ll, este no se reflejaba en el correspondiente
incremento de la sintesis proteica, sin que esto se deba a alteraciones ni en la
traduccion del estimulo ni postraduccionales, sino al efecto producido por el
aumento de la actividad de la colagenasa.

Se han descrito multiples ensayos en los cuales la actividad de la

P . . .,139
colagenasa estd aumentada en relacién con la 1L-6; asi, Pluznik

indica que
como parte del efecto de la IL-6 en la diferenciacién de mielomonocitos hacia
macréfagos, se incluye un aumento de la capacidad quimotéactica de estas
células, el cual se ve complementado con un incremento en las cantidades de
colagenasa |V que le confiere la capacidad para atravesar tejidos.

Wiaschek'”® ha documentado que la 1L-6 es capaz de estimular la
produccidn de colagenasa en fibroblastos dérmicos. Ishimi®® encontré que en
osteoblastos de ratén la sintesis de coldgeno disminuia en forma inversamente
proporcional al incremento de la concentracién de IL-6.

Especificamente en los lipocitos Arthur’ encontré que, en cultivo
primario, expresan el gen de la colagenasa/gelatinasa tipo IV de 72kDa

secretando la enzima tanto en forma latente como activa, con capacidad de

degradacion del colageno de las membranas basales, lo que puede tener un
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papel en la lesidn hepatica humana y en la fibrosis.

En general se acepta gque la matriz subendotelial en la enfermedad o
lesion hepética crdénica, puede ser degradada por la actividad de la colagenasa
tipo IV (Friedman®®)

Por contrapartida, Iredale®® ha documentado que los lipocitos tienen
capacidad de sintetizar el llamado inhibidor tisular de las metaloproteinasas
tipo 1, el cual es capaz de inactivar (0 al menos modular la accién) a las
colagenasas; lo que es mas, se ha encontrado que células sinoviales y
endoteliales esta capacidad de sintetizar este inhibidor estd mediada por la IL-
6 (Shingumo), al igual que acontece en hepatocitos {Roeb'®9).

Esto muestra que, finalmente, el efecto de la acumulacién del colageno
es un complejo mecanismo, con estimulantes e inhibidores gque actdan en una
estrecha y compleja trama que debe permanecer equilibrada; los depdsitos de
matriz extracelular se pueden deber a un incremento en la sintesis,

disminucién de la degradacién o ambos perg, en el fondo, a una perdida de

este equilibrio .
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VIl. CONCLUSIONES

De lo anteriormente expuesto, se realizan las siguientes conclusiones:

- La IL-6 no tiene efectos proliferativos ni citotéxicos sobre los cultivos

de lipocitos hepaticos.

- Los lipocitos hepaticos en cultivo presentan 760 receptores por

célula, los cuales se saturan a una concentracién 400pM de la IL-6.

- La IL-6 tiene efecto en el promotor y en los niveles de RNAmM del
procolageno a,{I), guardando relacidn con la concentracién y con el tiempo de

incubacién utilizados.

- En i{a transduccién de la senal que genera el estimulo por IL-6

participa una proteina G de membrana, y una proteina intracelular.

- Esa transduccidn se lleva a cabo a través de la via de la fosfolipasa A,
(PLA,)-Lipoxigenasa, siendo influida por los niveles intracelulares de Calcio

citosolico.

- El incremento del RNAmM del procoldgeno o4{l) debido a Ila

estimulacién de los lipocitos con IL-6, no se refleja en un incremento del
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porcentaje relativo de coldgeno en los cultivos. Este efecto esta dado por un
aumento en la actividad extracelular de la colagenasa, 1o cual es consecuencia

de la propia estimulacién de la citoquina.
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VIH. RESUMEN.

1.- Introduccién.

La cirrosis hepética es una enfermedad crénica del higado, la cual
ocasiona graves complicaciones que ponen en peligro la vida de los individuos
que la padecen.

Aunque no son sindénimos, la cirrosis hepatica es representativa de la
fibrosis hepatica; esta consiste en la sustitucién del tejido normal hepético por
depdsitos de matriz extraceluiar, principalmente colageno, lo cual ocasiona
disfuncion del érgano.

En el estudio de estos procesos se ha encontrado que, durante su
patogénesis, participan diversos factores de comunicacién celular como son
ias citoquinas inflamatorias (TNFa, TGFf3, IL-6}.

2.- Objetivos.

Los objetivos del presente trabajo fueron conocer el efecto de la
Interleuguina 6 (IL-6) sobre la fibrogénesis en lipocitos en cultivo, tanto en sus
aspectos de sintesis de coldgeno, como de los mediadores intracelulares que
participan en la transduccidon de este estimulo.

3.- Material y métodos.

Para realizar este estudio, se emplearon lipocitos hepéticos (células de
{ito) de la linea celular 2G (Greenwel y col. Lab /nvest 1988;65:644-53),
mantenidos en confluencia en las condiciones adecuadas. Se realizaron

mediciones de saturacion y cuantificacion de receptores de membrana celular
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para IL-6 marcada con 1'%, clasificacién de los receptores de acuerdo a su

sensibilidad a las toxinas colérica y pertussis por inhibicién de la expresion de
RNAmM de procolageno a,{l); estimaciones de proliferaciéon celular por la
incorporacion de timidina-H?, y muerte celular por la tasa de liberacion de
DesHidrogenasa Léctica (DHL); estudio del efecto de la IL-6 sobre el promotor
de procoldgeno a4{l] con el método de la Cioranfenicol Aceti Transferasa
{CAT); cuantificacion de la expresiéon del gen del procoldgeno o,{l} por la
medicién del RNAmM de procolageno a.{l) utilizando el método del Northern
blot, con estimacién de las variaciones de acuerdo a la concentracion
utilizada, al tiempo de exposicién y, con la utilizacion de inhibidores
especificos, estudio de la participacion de las diversas vias intracelulares de
transduccion del estimulo; cuantificacion de la tasa de sintesis y secrecién de
colageno con el método de Peterkofsky y Diegelmann; con modificaciones al
mismo método, se registrd indirectamente la tasa de actividad de la
colagenasa.
4.- Resultados.

A) Primeramente se encontré que la incorporacién de (H*-timidina al
DNA no presenté alteraciones por el uso de diversas concentraciones de IL-6
{Control =1,6751270dpm; IL-6 a bng/ml =1,629x391dpm, p=NS; IL-6 a
10ng/mi =1,8611306dpm, p=NS; IL-6 a 20ng/ml =1,759+199dpm, p=NS),
por lo que NO existié un efecto proliferativo de la citoquina.

B} La tasa de liberacién de la DHL {deshidrogenasa lactica) no presenté

alteraciones con diversas concentraciones de IL-6 {Control =2.4510.27%:;
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IL-6 a 2.5ng/ml =2.1110.03%, p=NS; IL-6 a bng/ml =2.610.44%, p=NS;
IL-6 a 10ng/ml =2.5530.39%, p=NS; IL-6 a 20ng/m| =2.47+0.46%, p=NS)
por lo gque NO existié un efecto citotéxico de la citoquina.

C) Se encontré que la IL-6 presentaba una saturacién de sus receptores
de membrana celular a una concentracién aproximada de 400pM, haciendo
una estimacién de 766 receptores de membrana.

D) Al realizar el ensayo de la CAT, se encontré que la IL-6 estimula el
promotor del procoldgeno o4{l) (acetilacién: Control =11.23%, IL-6 5ng/ml
=25.5%, IL-6 10ng/ml =23.1%)}.

E) Este efecto se reflejaba en un incremento de los niveles de RNAmM
del procolageno o4(l}, el cual aumentaba en relacién con la concentracién
utilizada {Control =100%, IL-6 5ng/ml =115%, IL-6 10ng/ml =130%, IL-6
20ng/ml =1356%, IL-6 40ng/ml =140%, IL-6 8Ong/ml =82%), asi como
también con relacién al tiempo de exposicién a la citoquina (Control =100%,
3hr =110%, 6hr =130%, Shr =170%, 12hr =155%, 24hr =135%).

F)} Al realizar la inhibicion de las proteinas G utilizando las toxinas
colérica y pertussis, se encontré que el receptor resultaba inhibido por ambas
{Control =100%, T. colérica 0.4pg/mi+IL6 bBng/ml =190%, T. colérica
0.4ug/ml =215%; T. pertussis 100ng/mi +IL-6 bng/ml =140%, T. Pertussis
100ng/ml =170%]).

G} Al inhibir la sintesis proteica, se encontré que el efecto de la
citoquina era inhibido {Control =100%, CicloHeximida 100uM +IL-6 10ng/ml

=80%, CicloHeximida 100uM =20%).
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H)} Al investigar diversas vias de transduccién de sefal con el mismo
método, se encontré que al inhibir la via de la fosfolipasa A, (PLA,} se
bloqueaba el efecto de la IL-6 {Control =100%, BPB 20uM+IL-6 5ng/ml
=85%, BPB 20uM =110%; Quinacrina 2uM+IL-6 5ng/ml =155%,
Quinacrina 2uM =150%]); a! inhibir la via de la lipoxigenasa, también se
impedia el efecto de la citoquina (Control =100%, NDGA 24uM+ IL-6 5ng/ml
=63%., NDGA 24uM =65%), mientras que al inhibir la via de Ia
cicloxigenasa, este efecto NO se observaba (Control =100%, Indometacina
100uM +IL-6 bng/ml =115%, Indometacina 100uM =98%). Al explorar el
efecto del calcio citosdlico en la transduccién del estimulo de la IL-6, se
encontrd que al movilizar sus depdésitos celulares se producia una disminucion
de la expresion del RNAmM (Control =100%, lonéforo 10uM+IL-6 Hng/ml
=55%, lonéforo 10uM =63%), efecto que también se presentd al disminuir
los niveles celulares del mismo lon (Control =100%, Quin2 40uM +IL-6
5ng/ml=138%, Quin2 40uM = 150%). Al explorar otras vias, se encontré que
ni la via de la ProteinKinasa C (Control =100%, Estaurosporina 0.5uM+IL-6
bng/ml =97%, Estaurosporina 0.5uM =78%; H7 bHO0uM+IL-6 bng/mi
=110%, H7 50uM =90%; PMA 100ng/ml+IL-6 bBng/ml =115%, PMA
100ng/ml =85%), ni la del AMPc (Control =100%, 8BrAMPc 1uM+IL-6
5ng/ml =390%, 8BrAMPc 1puM =354%; Forskolina 100uM+IL-6 bng/ml
=265%, Forskolina 100uM =240%; IBMX 250uM+IL-6 5ng/ml =170%,

IBMX uM =130%)} aparentaban afectar la transduccién.
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) A pesar de haber documentado un incremento en la expresién del
RNAm del procolageno a,(I}, se encontré que ese efecto NO estaba reflejado
con un aumento en la tasa de sintesis de colageno, ya que esta no sélo NO se
modificaba, sino que existia una disminucion (Control =2.8510.95%; IL-6
2.5ng/ml =2.711.04%, p=NS; IL-6 5ng/ml =2.5440.86%, p=NS; IL-6
10ng/ml =2.6110.78%, p=NS; IL-6 20ng/ml =2.2310.4%, p<0.05).

J} Investigando el motivo de este hallazgo, se encontrdé que los niveles
celulares de colageno NO presentaban disminuciones significativas en
respuesta a la concentraciéon de la IL-6, excepto a la concentracién maxima
empleada (Control =2.04110.76%; IL-6 2.5ng/ml =2.38310.75%, p=NS;
IL-6 Bng/ml =2.12530.66%, p=NS; IL.-6 10ng/ml =1.73210.66%, p=NS;
IL-6 20ng/ml =1.41510.26%, p<0.05); sin embargo, al medir el coldgeno
extracelular se encontrd que este disminuia en forma progresiva y significativa
(Control =9.2340.92%; IL-6 2.5ng/ml =9.18%£1.23%, p=NS; IL-6 5ng/ml
=7.8911.92%, p=0.025; IL-6 10ng/ml =7.93+1.12%, p=0.005; IL-6
20ng/ml =6.32+1.3%, p=0.0005); al estimar la tasa de secrecion del
colageno, se encontré que esta no presentaba alteraciones significativas
{Control =3525%; IL-6 2.5ng/ml =4245%, p=0.01; IL-6 5ng/ml =3319%,
p=NS; IL-6 10ng/ml =381+8%, p=NS; IL-6 20ng/ml =3117%, p=NS), por
lo que este evento NO parece influir el efecto observado.

K) Al hacer una estimacion del porcentaje de hidroxilacion de la prolina,
se encontré que esta NO disminuia significativamente, e incluso en la
concentracion méxima empleada aumentd (Control =12.93%1.71%; IL-6
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10ng/ml =11.49+4.58%, p=NS; IL-6 20ng/ml =19.78+3.561%, p=0.025},
por lo que se considerd que este evento NO influfa en la disminucion del
colageno.

L} Se realizé una estimacion de la capacidad del medio de cultivo
procedente de distintas concentraciones de la IL-6, para digerir coldgeno
marcado con H® {medicién indirecta de la tasa de actividad de colagenasa); se
encontré que esta actividad se encontraba aumentada en relacion con ia
concentracion utilizada (Control =4,097dpm; IL-6 bng/ml =4,709dpm; IL-6
10ng/ml =6,239dpm; IL-6 20ng/mi =3,484dpm), lo que parece indicar que
es a través de este proceso que se explica el hallazgo de un efecto paraddgjico
de incremento de estimuio en el promotor de coldgeno o4(l}, con el
correspondiente aumento del RNAmM pero una disminucién en la cantidad final
de colageno.

5.- Conclusiones.

En base a los resultados obtenidos, se realizamos las siguientes
conclusiones:

- La IL-6 NO tiene efectos proliferativos ni citotdxicos sobre los cultivos
de lipocitos hepaticos.

- Los lipocitos hepéticos en cultivo presentan un ndmero aproximado
de 760 receptores por célula, llegando a una saturacién a aproximadamente
400pM.

- La IL-6 tiene un efecto sobre el promotor y el RNAm del procolageno

o,{l), con relacién a la concentracién y al tiempo de incubacién utilizados.
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- En la transduccién del estimulo que provoca la IL-6 sobre lipocitos
hepéticos en cultivo participa una proteina G y una proteina intracelular.

- Esta transduccion se lleva a cabo a través de la via de la PLA,-
Lipoxigenasa, con influencia de los niveles citosodlicos de Calcio.

- El incremento del RNAmM de procolageno o4(l) resultado de la
estimulacion con IL-6 de los lipocitos hepaticos en cultiva NO se refleja en un
incremento del porcentaje relativo de colageno.

- Este efecto estd dado por un aumento en la actividad extracelular de

la colagenasa,-inducida por la IL-6.
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