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METABOLISMO DE COLAGENA EN FIBROSIS
PULMONAR IDIOPATICA

INTRODUCCION

En anos recientes se ha renqudo.el interés por la
fibrosis pulmonar intersticial difusa ( ff:D ), esta enfer
medad independientemente de su etiologia se caracﬁeriza por
inflamacién crénica de las porciones distales del parénqui-
ma pulmonar, desarreglo difuso y complejo de la colégena in
te?sticial, con destruccibn progresiva de la arquitectura -
alveolar, Se ha publicado una gran variedad de estudios en
el hombre ( 1-9 ) desarrollé&ndose simult&neamente numerosos
modelos experimentales, usando diversos agentes, tales como
oxigeno ( 10-11 ), bleomicina ( 12-16 ), paraquat ( 17-19 ),
hidroxitolueno-butilado + oxigeno ( 20-21 ) y otros (22,23).

Los primeros en describir los rasgos clinicos y -
morfolbgicos de esta enfermedad fueron Hamman y Rich en - -
1935 ( 25 ) ( ver tabla I ). Desde entonces se ha reporta-
do un nfimero cada vez mayor de pacientes con ( FPID ) y 1la
lista de agresores capaz de pro&ocarla aumenta progresiva--

mente ( ver tabla II ), Sin embargo, en alrededor del 40%

de los casos estudiados se desconoce el agente causal y a -
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total y la distensibilidad pulmonar.

Desde el punto de vista de la ventilacibn e inter
"cambio gaseoso existe hipoiemia progresiva ( 81 ) que em--
peora con el ejercicio.

En términos bioquimicos la fibrosis pulmonar se -
caracteriza por un aumento en el contenido total de coldge
na ( 27,28 ), dado principalmente por un incremento de 1la
tipo I, lo que hace que el tejido sea menos distensible vy
acepte menor volumén de aire.

En estudios realizados con respecto a la sintesis
de esta proteina en pacientes con FPI no se han encontrado
diferencias significativa en relacibn a los controles (24).

En cuanto a la degradaci®n de coldgena, se han -
realizado estudios en pacientes con fibrosis pulmonar idio
pdtica, y se ha reportado un incremento de colagenasa acti

va en estos pacientes con FPI ( 32 ).

COLAGENA:

La colégena es la proteina estructural m&s abun--
dante del tejido conjunti&o y representa alrededor del 30%
de las proteinas corporales en peso seco, llegando a cons-
tituir en algunos tejidos m&s del 50% ( 33-34 ).,

Aunque se consider§ inicialmente una protefna Gni
ca, en la actualidad se ha demostrado que existen coldge--

nas genéticamente distintas y hasta la fecha se han carac
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terizado por lo menos 10 tipos diferentes de coldgenas (35-
38) ( ver tabla III ).

Los diferentes tipos de col&gena est&n constitufi--
dos por asociacibn de cadenas ( denominadas segfin el tipo -
de colédgena ), siendo las moléculas combinaciones finicas de
tres cadenas oL ,dando lugar a la formacibn de la triple hé-
lice.

Estas cadenas o difieren entre si tanto en -su estruc
-tura primaria como en la proporcidn de residubs de aminodci
dos, aundue todas tienen en comn la férmula general (gli -
X-Y)n .

En general la glicina constituye el 33% de los resi-
duos de amino&cidos de cada cadena & , siendo su presencia
crucial para la formacién de la triple hélice,.ya que su ra
dical R es un &tomo de hidrbgeno, que cabe en el interior -
de la triple hélice. |

Ademés, la triple h&lice es estabilizada por la hidro
xiprolina, que constituye alrededor del 10% de los residuos,
los cuales se localizan preferencialmente en la posicidn Y.

En cada giro de la hélice o estdn comprometidos 3 -
residuos de amino&cidos ( 39 ), lo que permite a la hidroxi-
prolina unirse mediante una mol&cula de agua a otra hidroxi-
prolina, permitiendo la estabilizacibn de la triple hélice -

a la temperatura corporal ( 33 ).

g
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La prolina ocupa aproximadamente otro 10% de los re
siduos totales y se encuentra en la posicibn X, siendo la -
suma de ambos iminodcidos alrededor de 20-25% de los resi -
duos totales de amino&cidos en las cadenas d .

Otro componente importante de la molécula es la hi-
droxilisina la cual ocupa la posicibn Y, glucocilé&ndose en-
ciertas regiones de la cadena, esta glucosilacibn es reque-
rida para la interaccibn de las moléculas de coldgena den -
tro de las fibras formadas por esta proteina, ademds es ne-
cesaria para la interaccidn con otras macromol&culas de la-
matriz extracelular tales como glucoproteinas ( fibronecti-
na) (33).

La hidroxilisina mediante reacciones especificas de
desaminacibn oxidativa, da origen a uniones covalentes en -
tre las moléculas de colédgena por medio de reacciones de --
condensacibn aldblica, formandoée una base de schiff la que
se rearregla dando origen a una unién covalente lisinanor--

leucina.

COLAGENA EN LA ESTRUCTURA ALVEOLAR:

Los mayores componentes del tejido conjuntivo en --
pulmdn incluyen: col&gena, elastina, pfoteoglicanos y otras
glicoproteinas; de esta matriz de protefinas, la col&gena es
la mds abundante, constituyendo el 6 a 20% del pulmbén en pe

SO seco,



La col&gena tipo I, compuesta de 2 cadenasa.l( x4
y una cadena o ,( I ), es la mis abundante en la estructura
alveolar ( 40 ). Esta colégena esté disfribuida en el in--
tersticio alveolar pero no esté@ presente en membranas endo-
teliales o epiteliaies.

La coldgena tipo III comprende 3 cadenas polipepti

dicas idénticas d.l( III ) y al igual que- la anterior es --

una coldgena intersticial; en particular &sta corresponde a

"reticulina" demostrable por microscopia de luz.:

La col&géna tipo IV constituye parte de la membra-
na basal epitelial o endotelial en el pulmbn y estd compues
ta de 3 distintas cadenas polipeptidicas czl( IV ¥y d_Z(IV),

cﬂ3( IV ) pero la combinacidn que forma la molécula tipo IV
no se conoce con precisidn,

La coldgena tipo V también estd presente en la es--
tructura alveolar pero su localizacibn exacta es incierta.
Algunos investigadores sugieren que sblo se encuentra en las
membranas basales, aunque se ha descrito también en el in--
tersticio ( 41,42 ). En general es considerada una proteina
"pericelular" ya que forma una matriz superficial alrededor
de c€lulas tales como las c&lulas del misculo liso,

Esta col&géna tipo V esta compuesta de 3 cadenas -
X (V) (V) eyl V).
En la estructura alveolar humana la relacifn de co

ldgena tipo I a tipo III es aproximadamente 3:1 ( 43 ).



La colégena tipo I y ;a tipo III comprendeh el 90~
a 95% del total de col&gené y la tipo IVy V el porcen-
‘taje restante.

La contribucibn de cada tipo de colé&gena a la es--
tructura-y funcibn del intersticio alveolar no esté comple-
tamente aclarada.

La coldgena tipo I en virtud de su resistencia a -
la tensidn, abundante distribucidn y habilidad para formar-
fibras hasta de 200 nm de dif@metro, probablemente desempefe
un papel dominante determinando la forma alveolar y su dis-
tensibilidad ( 40 ).

Ademés este tipo de col&gena contribuyg a la orga-
nizacidn célular del intersticio sirviendo como sitio de --
adhesidn para fibroblastos y algunas glicoproteinas de la
matriz ( 41.).

El papel de la colégené tipo III no es muy claro,-
pero también sirve como anclaje para la adhesidn de células
mediada por fibronectina.

La colé&gena tipo IV probablemente modula la estruc
‘tura y propiedades mecénicas de las membranas basales ( 41 ),
Aunque no se ha estudiado con cé&lulas pulmonares, se sabe -
que la Eol&gena tipo IV puede servir cémo sitio de adhesibn
para las células epiteliales, a traQés de laminina ( otro =
constituyente de membrana basal ),

El papel de la colidgena tipo V en la estructura y =

S W
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funcidén pulmonar no es conocido. Existen datos recientes =--
que sugieren que puede desempefiar un papel en la fijacibn -
de membranas basales, fundamentalmente en los limites del -

estroma ( 42 ).

BIOSINTESIS DE COLAGENA:

Es importante el estudio de la biosintesis de cold
gena y sus mecanismos regulatorios ya que esta proteina es -
el componente m&s abhundante de los tejidos conjuntivos y es-
téd ampliamente involucrada en el procesb fibrético pulmonar.

La coldgena es una de las préteinas que'sufren un -
mayor nlimero de modificaciones postraduccionales. La sinte--~
sis de coldgena se puede dividir enldos estadios: a) eventos
intracelulares requeridos para ensémblar y secretar las molé
culas de procoldgena y b) eventos extracelulares que convier
ten a la molécula de procoldgena en colédgena y la incorporan
en una fibrilla por médio de uniones covalentes.

ILa mol&cula de colééena es sintetizada inicialmente

como un precursor llamado procolégena, formada por la asocia

cibn de tres cadenas pro- o. Una vez que los ARN’s mensajeros

de procoldgena se transcriben y procesan, son transportados-
al citoplasma y posteriormente se integran a los polisomas -
que se unen a las membranas del reticulo endopl&smico rugoso
(RER) ( 44 ).

Cada cadena pro- gl se sintetiza independientemente-

-



y contiene una regibn colagénica ( Gli-X-Y )nasi como exten
siones peptidicas en las regiones amino y carboxilo termina
‘les. Cada molécula de pro-oL tiene un peso molecular aproxi
mado de 150,000 daltones correspondiendo 20,000 daltones a
la extensibn amino terminal y 30,000 daltones a la del car
boxilo terminal..

Diversos estudios han demostrado la presencia de -
100 residuos de amino&cidos adicionales en la regibn del -~
amino terminal, los cuales contienen una secuencia de apro
ximadamente 20 residuos de aminodcidos hidrofébicos, la - -
cual dirige el movimiento de la cadena naciente de pro- ol a
través del reticulo endoplésmico rugoso ( 45,46'). Este -
segmento es separado por una endopeptidasa especifica. Una
vez que empieza a pasar la cadena pro- o a las cisternas -
del RER se inician las modificaciones postraduccionales que
se describen a continuacibn: primero se hidroxilan ciertos
residuos de prolina y lisina, posteriormente se glicosilan
algunos residuos de hidroxilisina en la regibn colagénica,-
a los que se le adiciona galactosa y después glucosa form--
mando glucosilgalactosil hidroxilisil, finalmente se glico-
sila el péptido carboxilo terminal y se forman puentes di--
sulfuro inter o intracadena entre las tres regiones carboxi
lo terminales y exclusivamente intracadena en las regiones

amino terminales,
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Por ensamble especifiéo de tres cadenas pro- oL se
forma la triple hé&lice de procolégena, de aproximadamente
450,000 daltones. Esta molécula pasa al aparato de Golgi -
en donde se empaqueta en las vesiculas secretoras y final--
mente se exporta de la célula,

En el &mbito extracelular la moléculg de procoléage
na se transforma en coldgena por la pérdida de los propépti
dos carboxilo y amino terminales mediante enzimas especifi-
cas. Las mdléculas de colé&gena resultantes quedan con un -
peso molecular aproximado de 300,000 daltones., Estas se -
unen covalentemente entre si formando fibras especificas pa
ra cada tipo de colédgena durante la fibrilogénésis. Para -
este fin, la enzima lisil-oxidasa cataliza la desaminacibn
oxidativa de grupo E-~ amino de ciertos residuos de lisina o
hidroxilisina, produciendo aldehidos reactivos que por con
densacibn aldblica forman 2 tipos de unién covalentes: in--

tra o intermoleculares.

. DEGRADACION DE COLAGENA:

La estructura y la funcibn del pulmbn depende Inti
mamente de la integridad de los elementos del tejido conjun
tivo comprendidos en la estructura alveolar ( 47 ).

Las macromol&culas que integran la estructura al--
veolar, entre ellas colégeha, elastina, proteoglicanos y -

otras glicoproteinas proveen el armazbn que permite al pul
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mbén tener una arquitectura para efectuar el intercambio ga
seoso y las caracteristicas mec&nicas que 6curren durante
@l eciclo respiratorio,

Una de las consecuencias‘més devastadoras de la -
inflamacifén del pulmbn resulta de la accibn de las protea
sas que degradan los componentes del tejido conjuntivo den
tro de las estructuras alveolares; las principales protea
sas descritas en enfermedades inflamatorias crbnicas que -
afectan los componentes alveolares son, colagenasa, elasta
sa y catepsina G. Estas proteasas pueden tener una impor
tancia en la patogénesis de la enfermedad pulmonar, ya que
.sus sustratos inchn@ﬁ las principales proteinas estructura

les del tejido conjuntivo ( ver tabla 1V ).

COLAGENASAS :

Estas enzimas son metaloproteinas dependientes de
Ca2+ y Zn2+ con un pH 6ptim0\de 7.5 - 8.5, sin actividad -
en pH &cido. Generalmente son secretadas en forma de zimd
genos inactivos, necesitando proteblisis parcial para la -
generacibn de la_énzima activa ( 48 ).

La accibn de una colagenasa clésica se distingue

por ser especifica por su sustrato ( colédgena ). Degrada

a las moléculas de col&gena nativa en 2 fragmentos, el och

que representa el 75% de la molécula ( comprendiendo el -

amino terminal del sustrato ) y el TcB que comprende el -~
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25% restante ( abarcando al carboxilo terminal del sustra
- to ). Esta accibn se ha descrito para col&éenas tipo I vy
IIT que como se menCiqné constituyen alrededor del 90% en
la matriz intersticial pulmonar.

Por otro lado las cé&lulas pulmonares que se sabe
liberan colagenasa son: los macrbfagos alveolares (49,50),
fibroblastos pulmonares ( 52 ) y neutrtfilos ( 53 ).

La colagenasa es liberada en forma ipactiva y no
se conoce cual es el mecanismo que in vivo promueve la ac
tivacibn, pero posiblemente sea mediada por proteasas neu
tras, como ha sido sugerido en algunos modeios experimenta
les ( 54-).

Los mecanismos que permiten la liberacifn de - -
colagenasa no se conocen con exactitud, pero se sabe que:-
diversos'estimulos inflamatorios promueven una répida libe
racibn de esta enzima de neutrbfilos y macrdfagos ( 49

En cuanto a la especificidad, tal como ocurre con
las colagenasas extrapulmonares humanas, las colagenasas -
de macrdfagos y de fibroblastos degradan col&gena tipo I y
11 contrastandoncbn la colagenasa de neutrﬁfilos que ata
ca solo tipo I pero no tipo III.

Recientemente, se ha descrito otra colagenasa que

degrada especificamente col8gena tipo V ( 55 ).
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En el parénquima pulmonar normal del humano las -
" finicas fuentes de colagenasa son los macréfagos y fibroblas
tos, que posiblemenfe_sean responsables del recambio de co
lagenas intersticiales. Pero eh el caso de desbrdenes -
crbnicos inflamatorios, los neutr6filos y/o eosinbfilos pue

den también contribuir a la degradacibn de colagenas (56).

INHIBIDORES DE LA COLAGENASA:

Es importante considerar que la accibn de la - =
colagenasa se éncuentra regulada por diversos factores, en
tre ellos la presencia de calcio, el pH del medio, la exis
tencia de activadores y de inhibidores. La naturaleza pre
cisa de la actividad de inhibidores de colagenasa en las es
tructuras alveolares e§ desconocida; no han sido identificg
dos inhibidores para las colagenasas producidas por cé&lulas
inflamatorias o residentes del alveblo, como colagenasas de

macrbfagos alveolares, neutréfilo y eosinéfilo.

Los posibles inhibidores de colagenasa relevantes
fisiologicamente al metabolismo de la colégena alveolar son
- anticolagenasa, ambas -

la ol .- macroglobulina y la B

2 1
circulantes en el suero. Sin embargo la Ciz- macroglobuli-
na debido a su alto peso molecular de 725,000 daltones, es
excluida como inhibidor de colagenasa alveolar debido a su

diffcil acceso al interior del intersticio alveolar, en cam



bio para la Bl- anticolagenasa este acceso parace mds senci
- 1lo debido a que su peso molecular-es de 56,000 d. y pudie
ra ser que actfie como_inhibidor de la colagenasa alveolar -
¢ 42 ).

'Ademds de estos 2 inhibidores séricos de la colage
nasa sé conocen otros que son liberados por tejidos especi
ficos, tales como el inhibidor derivado de tendbn, con un -
peso molecular de 25,000 d. y el producido por fibroblastos
-dérmicos con un PM de 31,000 d. ambos especificos para - -
colagenasa ( 83 ); aqugl producido por cartilago  auricular
bovino y aorta con un PM de 11,000 d.‘que es una proteina -
_catiénicg y el grupo conocido como inhibidores de las meta
loproteinasas tisulares ( TIMP ) que ihhiben entre otras a

la colagenasa ( 84 ).
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. TABLA I ( 88 ).

CARACTERISTICAS CLINICAS, FISIOPATOLOGICAS Y ANATOMO-

PATOLOGICAS DE LA FIBROSIS PULMONAR DIFUSA.

Caracteristicas clinicas :

Insuficiencia respiratoria progresiva.

Tos ’

Hipertensibn pulmonar.

Radiografias pulmonares con infiltrados pulmonares
bilaterales difusos, predominante en la base de los
pulmones, con apariencia reticulares, nodulares o-
de vidrio despulido. h

Sintomas extrapulmonares (taquipnea, fatiga, pérdi

da de peso.
Caracteristicas fisiopatol8gicas:

‘Volumenes pulmonares reducidos (incluyendo capaci-
dad residual funcional).

Capacidad de difusidn disminuida (para CO)
Hipoxemia arterial.

Rendimiento pulmonar reducido (con respiracibn r&-
pida) .

Presibn arterial en reposo disminuida.

Presibn parcial arterial-alveolar aumentada.
Caracteristicas anfitomo-patoldgicas;

Inflamacibén intersticial heterogénea.
Presencia de macrdfagos y de neumocitos tipo II en
los espacios alveolares.

Aumento irregular de tejido fibroso,
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TABLA IT ( 26 ).

FIBROSIS PULMONAR DIFUSA
ETIOLOGIA

1.- De causa desconocida

2'-

- Fibrosis pulmonar idiopé&tica

De causa conocida

a)
b)

c)

d)

e)
f)
g)

h)

Inhalacién de polvos inorgénicos (silice, asbesto etc)
Inhalacidn de polvos orgé&nicos:
- Proteinas aviarias (palomas, patos, gallinas etc,)

- Microorganismos (Termoactinomices vulgaris, Termoac

tinomices sacharii, Micropolispora faenii, etc,)

Drogas:

- Antineoplésicas.-(busulfan, bleomicina, ciclofosfa-
mida, metotrexate, etc.)

-~ Antibibticos.- (nitrofurantoinas, sulfonaminas )
difenilhidantoinas, propanol, hexametonio.

Gases, humos, vapores y aeroscles:

Gases: Oxigeno, dibxido de azufre.

Humos: 6xido de zinc, cobre, cadmio, fierro y magne-

sio,

Vapores: mercurio, diisocianato de tolueno.

Aereosoles: grasas, piretro.

Radiaciones

Venenos: paraquat

Asociada a enfermedades coldgeno-vasculares:

Lupus eritematoso sisté&mico

Artritis reumatoide

Esclerosis sistémica progresiva

Dermatomiositis.

Otras.

T L -
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TABIA III ( 33).

TIPOS DE COLAGENA EN MAMIFEROS, CARACTERISTICAS Y DISTRIBUCION

TIPO CADENAS

PM

FORMULA

POLIPEPTIDICAS APARENTE MOLECULAR  CARACTERIS DISTRIBUCION

(daltones) _

TICAS.

EN TEJIDOS

I ot 1(I)

0-2(I)

Itri
mero &1 (I)

S II & 1(II)

IIT o.1(III)

IV 41(1v)

v oL A
B

95,000

95,000

95,000

95,000

95,000

140,000

104,000

99,000

[ot1(T) ]‘2012

[cLI(I)]3

[<>L1(II)]3

[t 1(III)] 3

[ pro-dl,
1(1v)

[LA ]3

[CB 14

oLAGLB

Baja en hi
droxilisina
e hidroxili
sina glico~
silada

Similar a -
tipo I

Relativamen
te alta en-
hidroxilisi
na e hidro-
xilisina gli
cosilada.

Alta en hi-
droxiproli-
na y baja en
hidroxilisi-
na,con unio-
nes disulfu-
ro intercade
nal

Alta en hi-
droxilisina
glicosilada,
con regiones
globulares.
Contiene 3~
hidroxipro—
lina,

Similar a ti
po IV

Todos los—
tejidos con
juntivos.

Tendbn, den
tina, piel,
tumores. . .
Cartilago,

membranas
de Bowman.

Parénquima
pulmonar,
Gtero, ms
culo cardia
co, higado-
piel.

Membranas-—
basales, -
alvéolos -
pulmonares.

Membranas—
basales, -

pulmdn, -

placenta
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CONTINUA TABIA ITT ( 36-38 ).

TIPO CADENAS PM , CARACTERIS DISTRIBUCION
POLIPEPTIDICAS .APARENTE TICAS EN TEJIDOS.
(daltones)
. AR 50,000~ Alta en hidro = Membrana ba-
Vi Tipo A sc2 70,000 xilisina menor sal de endo-
SC3 cada una contenido de - telios de -
g::ﬁlégena hidroxiprolina placenta, ri
tima y de glicina - 1nén y aorta
Tipo B Acidd 50,000~ que en otras - humana.
Acida 70,000 coldgenas, con
Bésica cada una una regitn glo

bular no cola-
génica en cada
extremo, unidas
por puentes di-
sulfuro, '

VII 170,000~ 90% de triple - Membranas co—

180,000 h&lice, mds lar rioamnibticas,

Gedipenn cada una ga que las otras placenta y --

de cadena siete tipos de - cartilago neo
colégenas, cade- natal humano.

e nas unidas por-

puentes disulfu

ro con mis ciste

ina que otras co

-18genas, carece

de 3-hidroxipro—

lina.

BEBR

"

177,000 No posee puentes Endotelios -
disulfuro inter- bovinos, arte

S o catenarios, care ria pulmonar,

Endotelial 100,000 ce de propéptidos vena cava y -

o EC amino y carboxilo cbrnea, sarco

’ terminales, posee mas y carcino

regiones globula- mas.

res en ambos ex-

tremos.

VIII

I
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oerNUA';:ABLAI'II‘( 85-87 ).

TIPO CADENAS PM CARACTERIS DISTRIBUCION
POLIPEPTIDICAS ~ APARENTE TICAS EN TEJIDOS.
(daltones) .
IX ol l(D() 8 4"000 3 regiones colagé Cartilago es
oA 2{IX) 68,000 nicas separadas - ternal de po
oL3(Ix) por regiones no - 1llo.
colagénicas, resi
(sugeridas) duos de eisteina,
carbo:iilo y amino
terminales més pe
quenos que en - -
otras colé&genas,-
unidas covalente-
mente a glucosaami
noglucanos, sensi-
ble a colagenasa y
condroitinasa., Tem
peratura de fusidn
48 y 45°C.

X o, (X) 59,000 Regiones globulares Epifisis de-
y colagénicas. Tem- cartilago en
peratura de fusitn tibiotarso de
47°C, ‘ embrién de po

1lo. En hiper
trofia de con
drocito y en-

hueso durante
la osificacifn,
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TABLA IV { 82 ).

PIUIEASASDETEJMCDNELTIVOQJEPAK[‘ICIPANENIAMERMEDAD
CRONICA INFLAMATORIA DE ESTRUCTURA ALVECLAR.

sUSTRATUOS

Proteasa gziglegr anesen] cga Formgo Colégena tipo Elasti Otras
normal o = T By v v ™ glico
bera i
nas
) (. o
Macréfago s Latente si% sf? stf No No No No
alveolar °
Cola Fibroblasto si Latente si Si° No No No No
sa.  Neutr6filo No Activa Si% No No No No No
Eosinéfilo No ? o™ o™ - No No No No
Macr6fago si Activa ? ? ? si *e9
Elastasa alveolar : L
Neutrﬁf_ilo No Activa No~ si No si si st 7
Catepsina Neutr6filo No Activa No® No No ? @ 229
& i
P = Proteoglicanos, F= Fibronectina I= Laminina

a)
b)
c)
d)

e)

Sitio de atague de la colagenasa clasica cerca de 3/4 de longitud de

la molécula de N-terminal de col&gena tipo I y III.

Macréfagos cultivados producen una metaloproteinasa que degrada col&-

gena tipo V

Ataca N y C terminales no helicoiddles (telopeptidos) de la molécula
de col&gena, pero no degrada tipo I.

Sitio'de rampimiento en una regidn de la triple helice de coldgena -

tipo III.

El rampimiento de la elastina por la catepsina G es 10 veces menor -
que la ruptura producida con la elastasa de neutrdfilo.

-
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HIPOTESIS:

OBJETIVOS:

s

El incremento de la coldgena en la fibrosis pul
monar idiopética se debe a un aumento en la bio
sintesis y/o a una disminucibn en su degrada---

cibn.

o
.. .-

I; Corroborar que en la fibrosis pulmonar idio

patica existe un aumento en la concentra---

cibn de colédgena.

II; Demostrar que el incremento de esta protei

na se debe a modificaciones en la biosintg.

sis y/o degradacibn.

e —




PACIENTES Y METODOS

" POBLACION DE ESTUDIO:

Se estudiével tejido pulmonar obtenido por biopsi-
as a cielo abierto en 11 pacientes con fibrosis pulmonar --
idiopédtica ( 4 hombres y 7 mujeres ) y 6 sujetos controles-
{ 3 hombres y 3 mujeres ).

Los pacientes presentaban todas las caracteristi--
cas clinicas descritas en la FPI ( 1-9 ) ( ver tabla I ).

Los hallazgos morfolégicos de las biopsias incluye
ron fibrosis septal alveolar difusa, e inflamacibn intersti
cial e intraalveolar, con celulas mononucleares, neutrdfi--
.los.y ocasionalmente eosinéfilos.

Con microscopia de luz polarizada no se encontra--
ron evidencias de granﬁlomas, vasculitis o material inofga—
nico, |

Los cultivos de las biopsias fueron negativos a -
bacterias, micobacterias y hongos.,

La edad de los pacientes oscil® entre 28 y 58 anos
con un promedio de 38,7 2 8.7 .

Los contfoles fueron seleccionados de individuos -
lobectomizados o de biopsias de tumor pulmonar primario. En
ningdno de estos sujetos hubo evidencias, clinicas, radiold
gica o fisiolbgica de enfermedad pulmonar difusa, ni lesio-

nes histolbgicas compatibles con fibrosis en la muestra de-
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tejido usada para el andlisis quimico.
La edad de los sujetos control fué& de 29 a 58 afos

con un promedio de 42,5 + 10.3.

CUANTIFICACION DE COLAGENA:

Se tomaron porciones de aproximadamente 50 mg de -
tejido, las cuales se secaron con papel filtro estéril y se
llevaron a peso constante ( peso seco ). Con este objeto -
las muestras de los tejidos fueron deshidratadas a 100°C de
temperatura ( estufa Thelco ).

Posteriormente el tejido se hidroliz6 con HC1 6 N
_dentro de una ampolleta de vidrio al vacio, que se incubd a
100°C durante 24 horas.

Después de 1a'incubaci6n el hidrolizado se fiitré
al vacio'y posteriormente se procedid a la evaporacién del
cido clorhidrico y neutralizacibn,

Finalmente las muestras se resuspendieron en agua
destilada, de donde se tomaron alicuotas para la determina
cibn de la hidroxiprolina, El método utilizado para cuanti-
ficar colédgena se»basa en la determinacién colorimétrica de
la hidroxiprolina, tomando en cuenta que este imino&cido --
forma parte importante de esta protefina ( 10-14% ) y précti
camente no se encuentra en otras proteinas, salvo raras --
excepciones ( Clq' acetilcolinesterasa ) y en niveles'muy -

’

bajos.
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El método utilizado para la medicibn de la hidroxi-

prolina fué el de Rojkind y Goﬁzélez { 57 .

DETERMINACION COLORIMETRICA DE LA HIDROXIPROLINA:

Las alicuotas de las muestras y de la solucibn es-
t&ndar de hidroxiprolina se hicieron reaccionar con clorami
na T con el fin -de oxidar al imino&cido, deteniendo la re-
accibn con tiosulfato de sodio, anadiendo posteriormente hi
ggdxidg de sodio y cloruro de sodio para aumentar la en -
traccién del producto oxidado,

Las muestras fueron calentadas a ebullicibn por 30-
minutos para oxidar a la hidroxiprolina a la forma pirrdli-
€a, para extraer posteriormente dicho pirrocl coﬁ tolueno en
agitacibén por 30 segundos. Finalmente el pirrol se hizo re-
accionar con el reactivo de Ehrlich, determinando su absor-
bancia a los 30 minutos, en un espectrofotfmetro (Beckman -
Model 25) a 560 nm.

Los resultados fueron expresados como:

mg de colédgena / g de tejido seco.

BIOSINTESIS DE COLAGENA:

" Las muestras de pulmbén fueron divididas en 2 porcio
nes con un peso aproximado de 100 a 200 mg de peso. Estas -
alicuotas fueron incubadas en 3 ml de medio Eagle modifica-

do por Dulbecco, conteniendo 10% de suero fetal de ternera-

PR R R T S N e e S



0.018 mg de acido ascbrbico, 0.064 mg de sulfato ferroso ,
300 U de penicilina, 300 U de estreptomicina y 300 U de ka-
namicina. |

Los cultivos fueron equilibrados con 95% de 0., - 5%

2

CO., e incubados a 37°C en un agitador con bano de agua.

2

- Después de 1 hora el medio fué reemplazado con 3 ml
de medio fresco conteniendo 3QpCi de (2,3—3H)¥prolina, (382
Ci/mol, New England Nuclear, Boston, Mass) y el tejido fué
‘incubado por 4 horas adicionales.

Al final del periodo de incubacifn, las muestras de
tejido fﬁeron homogenizadas con un hdmogenizador de tejido-
Polytron (Brinkman Instruments, Inc, Westbury N.Y.) en &ci-
‘do tricloroacé&tico (TCA) al 10% y lévado 3 veces con TCA al
5%. Este material precipitable con TCA fué& hidrolizado por-
24 horas con HCl 6 N a una temperatura de 100°C; el hidroli
zado se filtrd al vacio y posteriormente se procedio a la -
evéporacién del &cido clorhidrico y neutralizacibn de las -

A

muestras.

' Se tomaron alicuotas de las muestras para medir hi-
droxiprolina radiactiva y prolina radiactiva por el mé&todo-
de Rojkin y col. ( 57 ).

Con el objeto de oxidar a los iminodcidos de las --
muestras al igual que los est&ndares de prolina [3H ly de -
hidroxiprolina 3y ], se hicieron reaccionar con cloramina

T, deteniendo la reaccibn con tiosulfato de sodio, poste-
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riormente se afiadieron hidréxido de sodio y cloruro de so--
dio para aumentar la extraccibn del producto oxidado; para
extraer la prolina-| 3H 5 se adiciond tolueno y se agitd -
fuertemente.

La radiactividad fué determinada en tolueno POPOP
en un contador de centelleo liquido ( Beckman LC 100C ).

Posteriormente se lavd 3 veces con tolueno para -
eliminar la prolina-—| 3H ] remanente. ~ -

La fase acuosa que queda al extraer la prélina -

[ 3

H ] se sometid a ebullicibn por 30 minutos para oxidar -
la hidroxiprolina-[ 3H ] a la forma pirr6lica. Para extra-
er ‘la hidroxiprolina-| 3H ] se sigue el mismo procedimiento

que para la prolina-—[ 3.

Los resultados obtenidos fueron expresados como - -

porcentaje se sintesis de col&dgena eﬂ relacidn a otras pro
teinas, multiplicando por un factor de correccibn de 5,04 -
( 58 ) dado el contenido mé&s bajo de prolina en las protei-

nas no colagénicas,

R R O
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CALCULOS PARA BIOSINTESIS DE COLAGENA:

1.~ % de Sintesis =

Donde;

5.04=

cpm,=

1.2 =

2cpm de OH-PRO
2cpm de OH-PRO (5.04 x cpm PRO)

x 100

S
- -

Porque en proteinas no cnlagénicas por cada
100 residuos de aminodcidos se encuentra un

minimo de 5.04 residuos de prolina.

Utilizadas en la fb6rmula es igual a cpm ==
leidas en el contador x 1,2 x 4 x Eficien-~

cia.

Porque cada imino&cido tritiado se extrae -
con 6 ml de tolueno de los cuales 5 ml se -
mezclan con tolueno POPOP para determinar,

radiactividad,

Ya que se e?aluaron los imino&Acidos radiac-
ti?os tomando alicuotas de 0.5 ml de una --

solucibn de 2 ml.




ACTIVIDAD COLAGENOLITICA:
EL mé&todo utilizado fué el de Ryan y Woesner con --
~modificaciones ( 59 ), el cual se basa en evaluar la acti-
dad colagenolitica utilizando como sustrato las coldgenas -
presenteé en el mismo tejido y con ia enzima (colagenasa) -

también presente en este,

Las muestras de tejido fueron homogenizadas con un
hpmogenizador de tejido Polytron (Brinkman Instruments, Inc,
Westbury N.Y) en un amortiguador Tris 0.1l M pH 7.8, Este --
homogenizado se dividié en 6 alicuotas, de las cuales tres
fueron incubadas en un bafio metab®dlico en agitacibn por 24
horas a 37°C en presencia de CaCl2 0.005M, NaCl 0,15M y Tris
0.04M pH 7.4.

Las otras 3 alicuotas fueron incubadas en la misma-
forma pero con EDTA 0,05M (inhibidor de colagenasa).

Después de 24 horas se baré la incubacibn agregando
0.1 ml de EDTA a aquellas alicuotas que no lo contenian y -
0.1 ml de amortiguador Tris HCl pH 7.4 a aquellas alicuotas
que si contenian EDTA, Posteriormente se centrifug6 20 minu

tos a 6000 rpm a 4°C y el sobrenadante fué filtrado a tra--
vés de una membrana, la cual tiene un limite de exclusibn -
sliiie as 100,000 daltoh (Diaflo S~108, Asicon Colpy Hesi-
gton, Mass) con el objeto de obtener fragmentos menores gque
las cadenas alfa de la coldgena.

El sobrenadante filtrado se hidrolizb6 en HCl 6 M a

e B Hra———— oL RCR e S e b e YWl e R
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100°C por 24 horas y posteriormente se filtr6 al Qacio y ==
. evapord para medir hidroxiproliha.

Por otra parte, se pes6 un fragmento del mismo pul
-mén y se hidroliz6 a 100°C, con HCl 6 M por 24 horas, se =--
filtrd y evapord para posteriormente determinar la concen-
tracidn de col&gena y con este dato obtener la col&gena to-
tal incubada en cada una de las muestras ya que se conoce -

el peso del fragmento.

Los resultados de la actividad colagenilitica fue-

ron expresados como:

] [ pg de coldgena soluble/mg de col&gena incubada] -~ A

[ pg de coldgena soluble en el control (EDTA)/mg de coléd]
gena incuba
da = |

pg de coldgena degradada/mg de col&gena incubada,

EVASALT R TR SNy - - %
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METODO ESTADISTICO:

Para cada par@metro estudiado los valores en ambos
grupos (pacientes, controles) fuerﬁn promediados y se calcu
16 la desviacibn esténdar de la media.

La significacibn estadistica de los diferentes va-
lores en los dos grupos fué calculadavusando la prueba t de
Student.

Toda probabilidad de que el resultado se deba al -
azar menor de 0,05 “ué& considerada significativa.

Los resultados fueron expresados como Media ¥ des-

viacibn esténdar (x 2 d.e).
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RESULTADOS :

ESTUDIO MORFOLOGICO:
En todas las muestras de los pacientes hubo un -
claro predominio de lesiones fibrbticas sobre lesiones in-

flamatorias (figs. Al, A2, A3 y A4).
ESTUDIO BIOQUIMICO:

CONCENTRACION DE COLAGENA:

En la fig, 1 y tablas 1 yf2-se:muestran los re-
sultados de la concentracifm de coldgena en paciénfes con -
FPI y controles, Como fué& demostrado previamente ( 27,28 )-
hubo un incremento significativo en la concentracibn de es-
ta proteina en el tejido obtenido de los pacientes, con un-

promedio de 327 -4 76 pg de coldgena / mg de tejido seco, --

comparado con los controles que fué de 185 - o8 pg de coléa- .

gena / mg de tejido seco (p¢0.001),

BIOSINTESIS DE COLAGENA:

Tanto los pulmones ‘de pacientes_con fibrosis pul
monar idiopatica, como los de los sujetos control incorpora
ron activamente prolina-[?é]en proteinas, En la fig, 2 ta-
blas 1 y 2 se muestran los resultados obtenidos en ambos --
grupos. Como puede observarse no hubo diferencias significa

tivas entre los pacientes (2.2 : 0.8 %) en relacibn con los

sujetos control (2,08 ¥ 0,5 %),
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ACTIVIDAD COLAGENOLITICA:

Como puede observarse en la fig. 3, en los homo
genados de pulmones obtenidos de pacientes con FPI se encon
tr6 una actividad colagenolitica muy baja que fué& de 1.718%
1.03 pg de coldgena degradada / mg de colé@gena incubada en-
24 horas, comparada con los homogenados de pulmdén normal --
que fué de 5.416 : 0.952 pg de coldgena degradada / mg de -
coldgena incubada en 24 horas, esto demuestra una disminu-
ciébn de la actividad colagenolitica en los pulmonés de los

pacientes, la cual fué estadisticamente significativa con-

una (p<0.001).



Fig. Al,
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Micrografia del parénquima pulmonar

normal del humano,
Se observa-el espesor normal de los
tabiques alveolares.

Hematoxilina y eosina (HE), 100 X.
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Figs. A2 y A3, Micrograffia de un corte de pulmén fibro
tico humano,
Se muestran diferentes campos de una le
sibn con engrosamiento intersticial con
teniendo depbsito de colégena, infiltra
do inflamatorio, con 1infoqitos, células
plasméticas e histiocitos., Se observa -
metaplasia cfibica del epitelio alveolar.

A2

HE, 160 X

A3 HE, 100 X,
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Fig, A4, Micrografia de un corte de pulmdn fibréti-
co humano,
Se observa engrosamiento del intersticio -
con depﬁsito excesivo de colagena e infil-
trado inflamatorio,

Mé&todo tricrbmico de Masson, 160 X.
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TABLA 1

CONCENTRACION, SINTESIS Y DEGRADACION DE COLAGENA EN
FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

Pacientes Concentracibn de . Sintesis de Degradacitn de
coldgena. ( pg de colégena. col&gena. (pg de
coldgena/mg de tej. (2). colégena degrada
seco ) da/mg de colége-

na incubada en -
24 horas.).
1 334 3.28 0.24
2 255 3.45 | 1.6
3 293 2,55 1.344
4 504 ' 1.76 1.536
5 358 1.45 2.736
6 407 1.45 3.24
7 329 2,10 1.944
8 252 : 1.45 0.48
9 243 1,20 3,356
10 317 3,10 1.128
11 305 2,55 1.062
Media % 327 ¥ 76 2,20 ¥ 0,8 1,719 £ 1,03
desviacifn
estandar

( ps 0.001 ) camparada con los controles (ver tabla 2),.
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TABLA 2

CONCENTRACION, SINTESIS Y DEGRADACION DE COLAGENA EN
SUJETOS CONTROL.

. Control Concentracifn de - Sintesis de Degradacién de
colégena. (pg de colégena. coldgena. (ug de
" coldgena/mg de tej. (%). _ coldqgena degrada
seco) . da/mg de coléoe-
na incubada en -
24 horas) .
1 178 2,75 S
2 167 1.70 5.184
3 202 ' 1.45 7.176
4 180 2,30 5.304
5 212 1.80 '5.616
6 171 2,90 4,704
Media * 185 ¥ 18 2.08 ¥ 0.5 5.416 ¥ 0.952
desviacifn

estandar.
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FIGURA 1 :
Cuantificacibn de colédgena en parénquima pulmo-
nar de pacientesbcon FPI y sujetos control.
El valor de la media para todos los pacientes -
en cada grupo es indicado por una barra horizontal.
| Los valores individuales éon la media y desvia-
cibn estdndar son mostrados en la tabla 1y 2 - -

(p =« 0.001),

£ o e
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CONCENTRACION DE COLAGENA
(pg/mg de tejido seco)
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FIGURA 2 :
Comparacibn del porcentaje de sintesis de co-
lagena en biopsias de pulméndaé'pacientes con FPI y
sujetos control. Los valores de la media sbn mostra
dos con una barra horizontal ..
En las tablas 1 y 2 se anotaron los valores -
individuales, la media y desviacidn est&ndar - -

(p < 0.001).
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FIGURA 3:
Actividad colagenolitica en homogenados de pul-
mén de pacientes con FPI y sujetos control.
Los valores de la media son mostrados con una -
barra horizontal.
En las tablas 1 y 2 se anotaron los valores in-

éividuales, la media y desviacibn estédndar (p< 0.001).
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DISCUSION:

La acumulacibn de col&dgena en cantidad excesiva y
" Yocalizaciones anormales, es el evento patélégico principal
que define la respuésta fibr6tica al dano en muchos tejidos
( 69~72 ), y estos resultados demuestran que el pulmbén no -
es la excepcibn.

El hallazgo de un incremento de la cantidad de co-
ldgena de los pacientes con FPI en el presente estudio, con
‘trasta con el reportado por el grupo de Fulmer J.D. y cols.
( 24 ) en el que se evalud el grado de fibrosis, tanto des-
de el punto de vista morfolbgico como bioquimico, en 9 pa-
cientes con FPI y 6 sujetos control, sin encontrarse dife-
.rencias significativas en el contenido de col&gena entre =--
ambos grupos. Los autores tampoco observaron una correla--
cidn entre el grado de.fibrosis detectada histologicameﬂte-
y la canﬁidad de col&gena medida bioquimicamente,

Fulmer sugiere, de acuerdo con ese estudio, que la
FPI es una enfermedad caracterizada por una alteracibn en -
la proporcibn relativa de los tipos genéticos de coldgena -
pulmonar junto'con un desarreglo topogrédfico, sin que exis-
ta un incremento en el contenido pulmonar de esta proteina,

Sin embargo, nuestros hallazgos de que la coldgena
pulmdnar est@ aumentada en los pacientes con FPI, est8 de -
acuerdo con las obser?aciones de Madri y Furthmayr ( 7 ). -

En ese trabajo, se estudiaron biopsias pulmonares de pacien

Batma S e b
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tes con FPI y normales, empleando té&cnicas de inmunbfluorei
cencia indirecta con anticuerpeos especificos para 4 tipos -
. genéticos de colédgenas. El an&lisis de las col&genas tipo -
I, 13X, IV ¥ AB2( V ), demostrd cambios notables en la can-
tidad relativa y localizacibn de laé coldgenas en los pulmo
nes con FPI respecto a los sujetos normales. Este trabajo -
de Madri y otros realizados previamente en nuestro laborato
rio ( 27,28 ), apoyan el concepto de que la FPI es un proce
so patolégigo en el que existe un aumento en el contenido -
de colégena,

No obstante, estos estudios proporcionan muy pocas
respuestas y originan muchas preguntas. La fibrosis pulmo-
nar idiop&tica no es probablemente una enfermedad finica. El
término se refiere a una alteracibn patolbgica muy compleja
que puede resultar de la agresibn al paré&nquima pulmonar =--
originada por diversos agentes-etiolégicos desconocidos, --
que provocan modificaciones en el nﬁmero, tipo y localiza-
cibn de las poblaciones celulares del pulmbébn y en la pro--
duccibn de mediadores responsables de la respuesta fibro6ti-
ca posterior al dano, En este sentido ( 89 ) destacan funda
mentalmente factores quimiot&cticos para fibroblastos que -
derivaﬁ de diferentes fuentes, como CSI(componente Cg del -
complemento) que pro?iene de la circulacibn, la fibronecti-
na secretada por macr§fagos y una proteina de 22,000 dalto-

nes de PM producida por linfocitos, Se ha descrito ademés -

L - b b sl e il
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que diferentes péptidos, productos de degradacibn de protel
nas de la matriz intersticial son tambi&n potentes agentes-
quimiot&cticos para fibroblastos,

Por otro lado, se han descrito diversos factores ~-
que estimulan la proliferacidn local de fibroblastos; estos
factores, son producidos por lo menos por 3 tipos de cé&lu-
las diferentes, las cuales se encuentran ﬁncrementadas ey -
la FPI como son los macrﬁfagos, linfocitos y plaquetas.

Sin embargo, independientemeﬁfe‘de estos.fenémenos,
para que exista un aumento en el depésito de colégéna en el-
parénquima pulmonar, la caracteristica biolbgica final debe
estar representada por un desequilibrio en el balance entre
la ‘produccibn y degradaciﬁn de esta proteina, donde la pri-
mera debe exceder a la segunda, Hipoteticamente , esto se -
puede explicar de tres formas:

a) Aumento de sintesis con degradacibn disminuida
b) Aumento de sintesis con degradacién normal,
c) Sintesis normal con degradacibn disminuida.

En este contexto, nuestros resultados demuestran que
en los pulmones con FPI no existe un incremento en lg sinte-
sis de colégena, Este hallazgo puede explicarse de varias ma
neras. Los pacientes estudiados en este trabajo, se encontra
ban en etapas avanzadas de su padecimiento, con un gran pre-
dominio de las lesiones fibr@ticas sobre las inflamatorias,

Es posible que en estadios mis tempranos , donde predomina-

I e i e —
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la inflamaci§n y la fibroproliferacibn, exista un éumento—
en la s;ntesis de coldgena, tal como se ha observado en al
gunos modelos animales ( 60-62 ).

Por otro lado, si existe un aumento en la produccibn
de protéinas no colagénicas, el % dé sintesis de colédgena -
puede mantenerse sin cambio aparente, afin cuando en térmi-
nos absolutos, ésta se encuentre aumentada. Sin embargo, la
incorporacidn de hidroxiprolina tritiada por gramo de teji-
do fué muy similar para los pacientes con FPI y los contro-
les, por lo que este no parece ser el caso, Finalmente,'es-
posible que el sistema de ensayo in vitro, no sea lo sufi-
cientemente sensible para detectar diferencias , cuando es-
tas no son muy aparentes,

No obstante, el principal hallazgo de este trabajo
fué un notable decremento en la degradacién de colé&gena en
todos los pacientes estudiados; En contraste con estos re-
sultados , un reporte preQio del grupo de Gadek J.E. y co-
1s. ( 32 ) sugiere que los pacientes con FPI presentan un -
aumento de colagenasa actiﬁa en el parénquima pulmonar. En
dicho sstudio, se analiza a la colagenasa presente en el -
1iquido obtenido por 1a§ado bronquiocalveolar de 24 pacien-
tes coﬁ FPI y 18 controles, La actividad de la enzima se -
determin& midiendo la cantidad de péptidos especificos -

(TCA Yy TCB) que se liberaran de coldgena tipo I soluble, -

B ————
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marcada con prolina~[3é} sintetizada por fibroblastos pul-
monares humanos en cultivo, |

Con este ensayo, sus resultados mostraron que en 18-
de los 24 pacientes con FPI pudo detectarse actividad cola-
genolitica en comparacibn con los controles, en los que no-
se detect6 dicha actividad, Sin embargo, ese estudio adole-
ce de vario defectos. Por ejemplo, no se estaplece una co-
rrelacién entre el estadio de la enfermedad (temprana, in-
termedia o avanzada) y la presencia de actividad colagenoli
tica. Por ofro lado, la colagenasa obtenida de lavados bron
quioalveolares no es necesariamente un indicador de la can-
tidad de enzima presenté en el intersticio pulmonar donde -
ocurre la fibrosis y finalmente, la proteina qﬁe se utilizb
como sustrato, era colagena soluble, recién sintetizada por
fibroblastos en cultivo, la cual no es representativa de --
las fibras insolubles y altamente complejas con las que se-
encuentra la enzima en el ambiente fisico~quimico local, En
términos generales, estos hallazgos no reflejan al fen®meno
intersticial como ocurre in vivo.

La degradacibn de colagena ha sido estudiada en el-
h;gado cirrbtico humano y de animales de laboratorio ( 30,
31 ) y los resultados son similares a los encontrados en =--
este trabajo,

En los estadios avanzados de la fibrosis hepdtica,-

tanto experimental como humana, se ha observado una marcada

- ——— ~ e . e o
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disminucién de la actividad colagenolitica y este parece ;-
ser el caso en la fibrosis pulmonar idiop&tica. Hallazgos -
similares se han descrito en la esclerosis sistémica progre
siva, una enfermedad humana caracterizada por incremento de
coldgena en la dermis y otros tejidos incluyendo pulmbébn, --
Brady A.H. ( 63 ), usando la misma té&cnica- de Ryan y Woess-
ner que utilizamos en este estudio, enconéfé que en la piel
de 7 de 12 pacientes con esclerosis, la-aetividad colageno-
litica era minima_o estaba practicamente ausente; ﬁés a@in -
en un mismo paciente, regiones dérmicas con marcada fibro-
sis no mostraban actividad enzim&tica mientras que &reas -
cuté@neas clinicamente respetadas, exhibian niveles normales
o casi normales de actividad colagenolitica.

Nuestros resultados sugieren que una situacibn simi
lar ocurre en la FPI. En este padecimiento, la persistencia
y progresidn de la degradacibn de col&gena gue se traduce -
en un decremento de la tasa de recambio metabblico de esta
- proteina.

Como se ha mencionado previamente, la cantidad de -
coldgena presente en el parénquima pulmonar en un momento -
dado, debe ser necesariamente el resultado de un equilibrio
entre la sintesis y degradaci&n de esta proteina y aunque -
la primera se encuentre dentro de limites normales en los -

estadios m&s avanzados de la enfermedad, una disminuci®bn en

e e e -
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la actividad colagenolitica puede explicar el depbsito anor
mal de coldgena en el intersticio pulmonar;

Sin embargo, ;a colagenolisis es un proceso muy com
plejo, regulado por miltiples mecanismos que s6lo reciente-
mente comienzan a ser aclarados.

Las colagenasas de mamiferos son un grupo diverso -
de enzimas hidroliticas especificas ( 60-63 ), producidas -
por diferentes tipos celulares, incluyendo células inflama-
-torias, epiteliales y mesenquimatosas « La sintesis de la -
enzima puede verse afgctada por numerosos factores estimula
torios o inhibitorios ( 89 ) entre los que destacan linfoci
.nas,macrocinas, prostaglandinas del tipo E y algunas hormo-
nas, No obstante, la enzima se sintetiza en forma inactiva
y debe ser apropiadameﬁte activada para que pueda ejercér -
su accibn, Entre estos activadores se han descrito a la - -
plasmina, kalicreina y algunas proteasas séricas o proveni-
entes de macrbfagos y cé&lulas cabadas ( 90 ).

Por otro lado, la actividad de la enzima est@ con-
trolada por la acci§n de diversos inhibidores especificos.
El més conocido»dé ellos es la ol 2-macroglobulina la cual
se une a 2 moléculas de la enzima formando complejos " of 2-
macroglobulina~colagenasa que son rapidamente removidos de
los tejidos por los macrbfagos.

También se ha descrito un inhibidor de bajo peso -

molecular, presente en concentraciones muy bajas en el plas

SR e



ma, denominado Bl— anticolagenasa.,

M&s recientemente, se han descrito varios inhibido
res con pesos moleculares entre 12,000 y 30,000 daltones, -
entre los que destacan algunas glucoproteinas catibnicas,-
el factor 4 plaquetario y un inhibidor presente en el 1i-
quido amnidtico. :

Finalmente, en condiciones fisioiégicas, Yy princi-
palmente en condiciones patolbgicas,-la degradacién de co-
l&gena depende;de la susceptibilidad del sustrato in vivo-
( 68 ). '

Nuestros resultados demuestran en términos globa-
les, una disminucibdn de la actividad colagenolitica en FPI,
pero esto puede deberse a una alteracibn en uno o varios -
de los miltiples mecanismos que regulan la actividad de la
enzima,

En el futuro, seré@ necesario profundizar en cada -
uno de ellos, desde la produccibn de pro-colagenasa por =--
las células resbonsables hasta la accibn de activadores e-

inhibidores locales e integrarlos a los mecanismos genera-

les de control in vivo .
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CONCLUSIONES :

1.~ Los pacientes con FPI presentan un incre-

mento en el contenido de col&gena pulmonar.

2,- Los pacientes con FPI en estadios avanza-
dos de la enfermedad no presentan cambios en la biosinte-

sis de colé&gena.

3.- En los pulmones de los pacientes con FPI-
se encuentra una disminucibn de la actividad colagenoliti-
ca, la cual puede ser responsable del mantenimiento de la-

fibrosis.

]
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