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Resumen: En el tejido pulmonar de modelos mutinos,
la angiotensina II induce la proliferacién de fibroblastos,
su diferenciacion a miofibroblastos y la produccién de
procolageno tras su unién al receptor I de la angiotensina.
Hemos estudiado el comportamiento de fibroblastos
pulmonares humanos procedentes de una linea celular
Hemos
observado que estos fibroblastos, cuando son estimulados,

comercial tras la estimulacion con TGF-31.

aumentan la expresion de bFGFE, colageno y a-SMA. Tras el
bloqueo del receptor de Angiotensina II con Losartan a una
concentracién de 10 pM y la estimulacién con TGFE- 31, se
produce una disminucion, tanto de los niveles de bEFGF como
de la concentracién de colageno, sin que llegue a alcanzar la
significacion estadistica con respecto a las células no tratadas.
En cuanto a la expresion de a-SMA como marcador de
transformacién a miofibroblastos, no habia diferencias entre
las células tratadas con TGF-81 y TGF-81 mads losartan.
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THE STUDY OF ANGIOTENSIN SYSTEM HUMAN
FIBROBLASTS IN THE PHYSIOPATHOLOGY
OF IDIOPATHIC PULMONARY FIBROSIS
Abstract: In murine model lung tissue, angiotensin II
induces the proliferation of fibroblasts, their distinction
from myofibroblasts and procollagen production after
its binding with the type 1 receptor. We have studied the
behavior of human lung fibroblasts from a commercial cell
line after stimulation with TGF-$1. We observed that those
fibroblasts, when stimulated, increased bFGE, collagen and
a-SMA expression. After blocking the angiotensin II receptor
with losartan at a concentration of 10 pM and stimulation
with TGE- B1, there was a decrease in both bEGFE levels
and collagen concentration, without reaching statistical
significance with regard to untreated cells. With regard to
oa-SMA expression as an indicator of transformation to
myofibroblasts, there were no differences between cells
treated with TGF-81 and TGF-31 with losartan.
words:
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INTRODUCCION

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una
enfermedad pulmonar intersticial difusa (EPID),
progresiva y con una supervivencia media sin
tratamiento de de 3 - 4 afios desde el diagnéstico'.
Presenta un patrén  histolégico de neumonia
intersticial usual (NIU), siendo la entidad mas
frecuente y la de peor prondstico entre las EPID
. La fibrosis pulmonar resulta de la alteraciéon en
la reepitelizacion tras una agresion a las células
alveolares. Se produce un aumento en la apoptosis
epitelial. Las células epiteliales alteradas o apoptoticas
secretan factores de crecimiento y citoquinas que
favorecen la proliferacion de fibroblastos y el
deposito de matriz extracelular. Los mas destacados
son el factor transformador 31 del crecimiento de
fibroblastos (TGF-f), la Angiotensina II, el factor
de crecimiento plaquetario (PDGF), el factor de
necrosis tumoral o (TNF-) y la endotelina-1 (E'T-
1)>. En el tejido pulmonar de modelos murinos,
la angiotensina II induce la proliferacion de
fibroblastos, su diferenciacién a miofibroblastos y la
produccion de procolageno tras su union al receptor
I de la angiotensina (ATT)".

En este trabajo nos planteamos estudiar el
proceso de fibrogénesis en una linea celular
humana de fibroblastos sanos, asi como el papel de
la ANGII como agente fibrinogénico. Analizamos
el comportamiento de los fibroblastos tras la
administraciéon de TGF-8 y al bloquear el receptor
I de la ANG mediante el Losartan.

MATERIAL Y METODOS

Para los experimentos hemos utilizado una linea
celular de fibroblastos pulmonares sanos (MRC-5)
adquirida de la ECACC (European Collection of
Cell Cultures, Inglaterra). Las células se han cultivado
en medio MEM (Minimun FEsencial Medium)
suplementado con 10% de suero fetal bovino
inactivado por calor, 1% penicilina-estreptomicina
y 2mM de L-glutamina (Gibco, Grand Island, NY,
EEUU). Las células se mantuvieron a 37°C y 5%
de CO2.

Para los experimentos se cultivaron 500.000
células por pocillo y se estimularon con TGF-31 y/o
Losartan durante 24, 48 y 72 horas. Se emplearon
células sin tratar como controles. Las dosis empleadas
fueron 10 ng/ml de TGF-B1y 10uM de Losartan; las
dosis se eligieron previamente mediante un estudio
de dosis-respuesta. Los experimentos se repitieron
6 veces.

En cada uno de los puntos se examinaron los
cambios morfolégicos em un microscopio de
fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 25, Catl
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Zeiss Co. Oberkochen, Alemania). Ademas, se
midi6 la viabilidad mediante Trypan-blue (Sigma,
GmbH, Alemania) y se recogieron tanto las
células como el sobrenadante. Del pellet celular
se extrajo el ARN mediante un kit comercial,
segun las recomendaciones del fabricante (Roche
Mannheim, Alemania), posteriormente hicimos la
retrotranscripciéon a ADNc usando el kit iScript™
cDNA synthesis (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU).
Analizamos la expresiéon génica de factor basico
de fibroblastos (bFGF), colageno y alfa-actina de
musculo liso (x-SMA) mediante PCR a tiempo
real, usando Sybr Green (Stratagene, La Jolla, CA,
EEUU). Empleamos HPRT como control interno
para la normalizacion del gen en estudio.

En el sobrenadante medimos los niveles de
proteinas de DbFGF mediante ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, MN).

El analisis estadistico se realizd con el paquete
Statistical Package tor Social Sciences (SPSS inc,
Chicago, IL, EEUU) version 15.0. Para la descripcion
de la muestra se emplearon las frecuencias absolutas
y relativas en cada categorfa de las wvariables
cualitativas, mientras que las cuantitativas se
describieron empleando la media y la desviacion
estandar. Para comparar variables cuantitativas se
utilizé la t de Student para datos independientes.
Las vatiables cualitativas se analizaron mediante el
test de la chi-cuadrado, empleando el test exacto de
Fisher. El nivel de significacion estadistica se fij6 en
0,05.

RESULTADOS

En cada uno de los puntos se examinaron los
cambios morfogicos de las células tratadas con
respecto a las no tratatadas (figura 1).

Tras la estimulacion de los fibroblastos con
TGF-B1, observamos un aumento en la expresion
génica de factor basico de fibroblastos (bFGF) (1,3
+ 0,05 versus 1 £ 0; p = 0,013) comparados con la
células sin tratar (figura 2). Ademas, encontramos
que las células tratadas tambien aumentaban la
expresion de colageno con respecto al control,
aunque estas diferencias no fueron significativas
(1,30 £ 1,43 versus 1 £ 0; p >0,05) (figura 3).

Se midi6 el «-SMA como marcador de
tranformacion de fibroblastos a miofibroblastos,
observandose un incremeto significativo de la
expresion de este marcador en en células tratadas
con TGF-B1 con respecto al control (2,46 = 2,18
versus 1 £ 0; p <0,01) (figura 4).

Tras el bloqueo del receptor de Angiotensina
IT con Losartan a una concentracién de 10 ng/
ml y la estimulaciéon con TGF- 81, se produce
una disminucién tanto de la expresion de bFGEF
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(0,77 £ 0,58 versus 1 £ 0; p >0,05) (figura 2) y de
colageno (0,72 £ 0,46 versus 1 £ 0; p >0,05) (figura
3) con respecto a las células sin tratar, sin que llegue
a alcanzar la significacion estadistica con respecto

FIGURAS

al grupo control no estimulado. No observamos
diferencias en cuanto a la expresion de a-SMA en
cuanto las células tratadas con TGF-$1 versus a las
tratadas con TGF-B1 y Losartan (figura 4).

Figura 1. Cultivo de fibroblastos pulmonares humanos procedentes de una linea células (MRC5). Panel A:
Control (células sin estimular). Panel B: fibroblastos estimulados con TGF-31.
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Figura 2. Expresion de bFGF en células no estimuladas y células estimuladas con 10 ng/ml deTGF-$1 y 10ng/ml de TGF+

10pM de Losartan.
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Figura 3. Expresion de coldgeno en células no estimuladas y células estimuladas con 10 ng/ml deTGF-$1 y 10ng/ml de TGF+
5uM de Losartan.
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Figura 4. Expresion de a-SMA en células no estimuladas y células estimuladas con 10 ng/ml deTGF-$1 y 10ng/ml de TGF+
10uM de Losartan.
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DISCUSION

Hemos podido comprobar como en cultivos
de fibroblastos pulmonares de una linea celular,
se producfa un aumento en la proliferacién y la
activacion de los fibroblastos tras su estimulacion
con el TGF- 31, lo que se traducia en un aumento de
la expresion de bEFGE También hemos comprobado
como esta citokina interviene en la transformacion
del fibroblasto a miofibroblasto, siendo ésta la
célula primordial en la produccién de colageno y
la progresion de la enfermedad*. Se ha postulado
que el nimero de focos de miofibroblastos en
las muestras de tejido pulmonar son uno de los
mejores determinantes del prondstico de la FPI,
determinando la mayor o menor progresion de la
fibrosis®. A medida que el fibroblasto se trasforma,
aumenta la producciéon de «-SMA, proteina
marcadora de presencia de miofibroblastos. Hemos
comprobado como este proceso es estimulado
por la administracion de TGF-81 y como su
concentracion es significativamente superior a la
encontrada en el grupo control no estimulado con
esta citokina.

La fibrosis pulmonar idopatica (FPI) es una
enfermedad pulmonar intersticial difusa (EPID),
progresiva y con una supervivencia media de 3 - 4
afios desde el diagnostico sin tratamiento. Presenta
un patrén histolégico de neumonia intersticial usual
(NIU), siendo la entidad mas frecuente y la de peor
pronostico entre las EPIDC. La fibrosis pulmonar
resulta de la alteraciéon en la reepitelizacién tras
la lesion de las células alveolares. Se produce un
aumento en la apoptosis epitelial y en la sintesis
de mediadores pro-fibréticos, con la consiguiente
proliferacion de fibroblastos, transformacion a
miofibrobastos y el depdsito incontrolado de
matriz extracelular. Este concepto de enfermedad
epitelio-mesenquimal ~ sustituye al propuesto
inicialmente de alteracion inflamatoria alveolar
como origen de todo el proceso’. En la FPI, las
células epiteliales alteradas o apoptéticas secretan
factores de crecimientoy citoquinas que favorecenla
proliferacion de fibroblastos y el deposito de matriz
extracelular. E1 TGF-§ estimula la diferenciacion y
sintesis de colageno, fibronectinas y proteoglicanos,
asi como la formaciéon de miofibroblastos. Los
mecanismos por los que se produce este proceso
no estin totalmente definidos®.

En la FPI se produce una aumento en la matriz
extracelular, con una produccién andémala de
colageno lo que favorece el proceso de fibrosis en
elintersticio pulmonat’. En cultivos de fibroblastos
hemos podido comprobar como se produce un
aumento en la producciéon de colageno tras la
estimulacién con TGF-81. Aunquela concentracion
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era superior a la encontrada en el grupo control, no
alcanza la significacién estadistica.

Se ha podido comprobar que la ANGII
estimula la proliferacion de fibroblastos y favorece
la formacién de matriz extracelular mediante
el depésito de colageno'. El potencial efecto
profibrogénico de la Angiotensina II se cree que
es debido a una activaciéon de genes productores
de colageno en los fibroblastos pulmonares tras su
transformacién en miofibroblastos e induciendo
la apoptosis de las células alveolares pulmonares''.
El bloqueo de esta via mediante Losartan podtia
aportaralginbeneficio terapéutico'”. Eneste estudio
in vitro hemos podido comprobar cémo tanto la
proliferacion de fibroblastos como la produccion
de colageno era menor en el grupo en el que se
bloqueaba el receptor de ANGII con Losartan,
aunque sin alcanzar la significacioén estadistica. No
habia diferencias en la concentracion de a-SMA en
ambos grupos. Es posible que la ANGII intervenga
en el proceso inicial de la fibrogénesis y que para la
transformacién a miofibroblastos son necesarias
otras vias diferentes a la de la ANGIIY.

El estudio presentado tiene algunas limitaciones.
En primer lugar, el numero de experimentos
realizados es limitado. Es posible que las diferencias
encontradas en la producciéon de coligeno no
alcancen la significacién estadistica por esta
limitacion. Quizas lo mas importante es que
hemos estudiado un tipo celular (fibroblastos) que
participa en una parte del proceso fibrogénico,
pero no hemos analizado la respuesta de las células
alveolares a este estimulo. Este proceso sera el
objetivo de posteriores estudios.
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