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I-Introduccio

1. FIBROSI PULMONAR IDIOPATICA

L'any 2000 va ser publicat el consens sobre fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) establert per
I’American Thoracic Society i I'European Respiratory Society (ATS/ERS), establint els criteris de
diagnostic i tractament de la FPI (American Thoracic Society; European Respiratory Society,
2002). Aquests criteris van ser revisats i redefinits durant I'any 2011 (Raghu et al., 2011) i 2013
(Travis et al., 2013).

La FPI es defineix com a una pneumonia intersticial fibrosant cronica, limitada al pulmé,
de causa desconeguda, que afecta generalment a adults majors de 50 anys, i esta associada al
patro radiologic i/o histologic de pneumonia intersticial usual (NIU)(Raghu et al., 2011). La
definicioé de FPI requereix la exclusio d'altres formes de pneumonia intersticial idiopatica i altres
malalties pulmonars intersticials associades a factors coneguts.

1.1 Malalties pulmonars intersticials difuses (MPID)

Les malalties pulmonars intersticials difuses s6n un grup de malalties molt heterogeni que
es caracteritzen per I'afectacié de l'interstici pulmonar. Les MPID es classifiquen en tres grups
(Figura 1):

Malaltia Pulmonar Intersticial Difusa (MPID)

MPID de causa coneguda Pneumonies MPID
ex. Relacionada amb intersticials Granulomatoses ex. Altres formes
farmacs, col-lagenopaties idiopatiques Sarcoidosi
[
I [
. . Itres
Fibrosi A L.
Pneumonies
Pulmonar . S
Idiopatica intersticials
P idiopatiques
Pneumonia Intersticial Bronquiolitis
Descamativa Respiratoria MPID
Pneumonia Intersticial Pneumonia Organitzada
Aguda Criptogénica
Pneumonia Intersticial Pneumonia intersticial
No-Especifica Limfocitica

Figura 1.- Classificacié de les malalties pulmonars intersticials difuses segons 'ATS/ERS
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= De causa coneguda o0 associades, incloent patologies induides per farmacs o
radioterapia, col-lagenopaties, pneumoconiosi causada per pols inorganic o alveolitis
al-lergica extrinseca, pneumonitis per hipersensibilitat.

= Associades a processos no ben definits, incloent malalties granulomatoses com la
sarcoidosi, histiocitosi, proteinosi alveolar, eosinofilies, microlitiasis, amiloidosis i altres.

» |diopatiques: sén el grup més prevalent, i dins d’aguest grup aproximadament el 80% dels
casos corresponen a fibrosi pulmonar idiopatica (FPI).

1.2 Incidénciai prevalencga

S’estima que la incidencia de la FPI varia entre 4,6-7,4/100.000 habitants i la prevalenca
es situa entre 13/100.000 habitants en dones i 20/100.000 habitants en homes. Es calcula que a
Espanya pot estar afectant a unes 7.500 persones (Xaubet et al., 2013). Actualment, pero, es
desconeix si la incidéncia i la prevalenca estan influenciades per factors étnics, racials o
geografics. En els darrers anys, s’ha observat un augment de la prevalenga, probablement degut
a la millora dels metodes de diagnostic i a I'increment de I'esperanca de vida (Raghu et al., 2006;
King et al., 2011).

1.3 Historia natural

Des del moment del diagnostic, I'evolucié de la FPI és variable i impredictible (Figura 2).
La majoria de pacients presenten una progressio lenta amb deteriorament clinic i funcional que
finalment ocasiona insuficiencia respiratoria cronica. En altres casos, es combinen periodes de
relativa estabilitat amb episodis d’aguditzacions i complicacions que sén causa d’alta mortalitat.
En una minoria dels pacients, la malaltia té una progressié més rapida, sent de molt curta durada.
La supervivéncia mitjana és de 2 a 5 anys des del moment de diagnostic o de d’aparicié dels
simptomes (Xaubet et al., 2013).

f A
K Y
© . Progressié lenta
£ N Q\\
© -
£ N,
0
.g \
E *
& \
& - ¢ \ Aguditzacions
Progressié Rapida
0 1 2 3 4

Mitjana de supervivéncia despres del diagndstic (anys)

Figura 2.- Historia natural de la fibrosi pulmonar idiopatica
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1.4

L'etiologia de la FPI no es coneix, tot i que existeixen diversos factors considerats de risc

Factors de risc potencials

pel desenvolupament de la malaltia.

Factors genétics :

o Fibrosi pulmonar esporadica : les alteracions genetiques amb més rellevancia

clinica sbn mutacions en els gens que mantenen la longitud dels telomers (TERT,
TERC) (Liu et al., 2013), en la proteina C del surfactant i en la regié promotora de
la mucina 5B (MUC5B) (McNeal et al., 2012). No existeix cap prova geneética
establerta per valorar la predisposicio a patir FPI. Estudis recents indiquen que hi
ha nombrosos gens implicats en la susceptibilitat a patir la malaltia (Fingerlin et
al., 2013).

Fibrosi pulmonar familiar : es coneix com a FPI familiar quan afecta a dos o0 més
membres de la mateixa familia. Menys d’'un 5% del total de casos de FPI sén
familiars. S’han trobat diversos gens candidats a estar associats a aquestes
formes de fibrosi, entre ells mutacions en la proteina C del surfactant. Aquestes
mutacions perd, no s’ha trobat a les formes esporadiques de FPI, molt més
frequents (Steele et al., 2005).

Factors ambientals: EIl tabaquisme (>20 paquets/any) i I'exposicié al silice, al llautd, a
l'acer, al plom i a la pols de la fusta, les activitats laborals en ramaderia i agricultura i la
construccié de cases de fusta sén considerats factors de risc (McNeal et al., 2012;
Pinheiro et al., 2008; Taskar et al., 2006).

Reflux gastroesofagic: Diversos estudis indiquen que el reflux gastroesofagic podria ser
un factor de risc per la predisposicié i la progressio de la FPI (Lee et al., 2011).

Infeccions viriques: No existeix evidéncia suficient per a considerar que les infeccions
viriques (virus de I'hepatitis C, herpes virus, citomegalovirus) siguin factors etiologics de
la FPI, encara que la seva contribucié continua sent estudiada.

1.5 Diagnostic

El diagnostic definitiu de FPI requereix en primer lloc I'exclusié d'altres patologies

pulmonars intersticials difuses de causa coneguda. També és necessaria la preséncia d'un patro
histologic caracteristic de pneumonia intersticial usual (NIU) observat en teixit pulmonar obtingut
mitjancant bidpsia pulmonar quirtrgica, evidéncia radiologica obtinguda per tomografia axial
computeritzada d’alta resolucié (TCAR) o ambdues.

Una valoracié multidisciplinar en la que participin pneumolegs, radiolegs i patolegs

experts en el diagnostic i maneig de les MPID aconsegueix augmentar la precisié diagnostica i
en l'actualitat és una recomanacié ampliament acceptada per establir el diagnostic (Raghu et al.,

2011).

El quadre clinic de la FPI acostuma a estar caracteritzat per dificultat respiratoria d’esforg

progressiva, sovint acompanyada de tos improductiva. L'inici de la simptomatologia és lent i la

5
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tardanca entre I'aparicié dels primers simptomes i el diagnostic és variable (entre 6 mesos i 2
anys)(Kim et al., 2006). Es desconeix el moment exacte d'inici de la patologia. Existeix un interes
creixent en trobar biomarcadors pel diagnostic i caracteritzacié de la malaltia, degut a que
actualment no es disposa de cap prova especifica.

= Rentat broncoalveolar

El rentat broncoalveolar (RBA) consisteix en la introduccié i posterior aspiracié de solucié
salina en els espais alveolars. EI RBA en FPI mostra una neutrofilia discreta amb o sense
eosinofilia i s’ha utilitzat de manera classica per descartar altres patologies pulmonars.

= Biopsia transbronquial

Aquesta biopsia resulta util en malalties que presenten trets diagnostics caracteristics i
gue tenen una distribucio difusa. Aquest tipus de biopsia pot no resultar util pel diagnostic de FPI
ja que no és possible observar la distribucié de la lesi6 degut a la petita mida de la mostra
obtinguda. La varietat de biopsia transbronquial amb criosonda o criobiopsia és una tecnica molt
prometedora pero es requereixen més estudis per corroborar la seva utilitat en les MPID (Babiak
et al., 2009; Casoni et al., 2014).

» Tomografia computeritzada d’alta resolucié (TCAR)

La TCAR és la técnica indiscutible en el diagnostic de la FPI ja que el seu valor predictiu
positiu en el diagnostic de la NIU es del 90 al 100%. L'objectiu és identificar troballes tipiques del
patré6 de NIU (Figura 3) i distingir-los dels patrons menys especifics presents en altres
pneumonies intersticials idiopatiques. El consens oficial ATS/ERS/JRS/ALAT de l'any 2011
estableix que en la TCAR, el diagnostic de NIU es basa en la identificaci6 de quatre
caracteristiques tipiques:

1) afectacié pulmonar predominantment basal i de localitzacié subpleural.
2) preséncia d’alteracions reticulars evidents.
3) presencia de panalitzacio subpleural formada per grups de cists.

4) demostrar que hi ha absencia de caracteristiques excloents d'un patré de NIU i que per
tant, suggereixin un diagnostic alternatiu. La presencia de vidre desllustrat ha de ser
minima o inexistent.

La panalitzaci6 és un criteri imprescindible pel diagnostic de NIU amb certesa. Quan no
hi ha panalitzaci6 visible, s’haura de realitzar el diagnadstic definitiu per biopsia. Aixi doncs, la
biopsia pulmonar podra evitar-se tUnicament quan la TCAR mostri un patrd de certesa tipic de
NIU.

Alhora, la TCAR permet valorar la preséncia de comorbilitats associades com enfisema,
hipertensié pulmonar o cancer de pulmé que poden condicionar el curs de la malaltia.
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Figura 3.- Imatges de TCAR obtingudes amb una separacié de 20 mesos on s’observa la progressié de
la panalitzacié en la la fibrosi pulmonar idiopatica.

= Biopsia pulmonar quirurgica: patro histopatologic

En cas de que el TCAR no sigui concloent, el diagnostic definitiu s’haura de realitzar per
biopsia pulmonar quirurgica, idealment de més d’un Iobul pulmonar, degut a distribucio irregular
caracteristica de la patologia (Figures 4 i 5).

Figura 4.- Obtencié6 d’'una mostra de teixit pulmonar fibrotic mitjangant una biopsia pulmonar
quirargica videotoracoscopica. Es talla i segella alhora el parenquima pulmonar utilitzant una
endograpadora mecanica.

El patr6 histologic de NIU esta definit per quatre criteris:
1) Evidéncia de fibrosi marcada o distorsié de I'arquitectura pulmonar.

2) Presencia de lesions en zones diferents, on es combinen zones fibrotiques amb arees
de pulmé sa.

3) Presencia de focus fibroblastics en arees d'interfase de fibrosi amb parénquima sa.
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4) Abséncia de troballes inconsistents amb una NIU (membranes hialines, focus amb
pneumonia organitzativa, granulomes, infiltrat inflamatori intersticial marcat allunyat de les
zones de panalitzacio, entre d'altres caracteristiques que suggereixin un diagnostic
alternatiu).

Figura 5.- Arquitectura histologica del pulmé huma sa (esquerra) comparat amb el patré histologic de
pneumonia intersticial usual (dreta). A la imatge histologica de teixit amb FPI es pot observar el col-lapse
alveolar i la preséncia d’un focus fibroblastic.

Un comité d’experts ha d’avaluar les proves fisiologiques, radiologiques i histologiques
per determinar un diagnostic en consens interdisciplinari. La preséncia d’abundants focus
fibroblastics estd associada a un pitjor pronostic i es correlaciona amb un increment de la
mortalitat en FPI (Nicholson et al., 2002).

1.6 Complicacions i comorbilitats

Els pacients amb FPI poden desenvolupar complicacions que modifiquin el curs de la
malaltia i el seu pronostic. Sovint es tracta de patologies associades amb 'edat. En alguns casos
es produeixen exacerbacions agudes, amb un deteriorament rapid de la malaltia en abséncia de
cap causa identificable, arribant a una mortalitat de 60-70% en 3-6 mesos. La hipertensio
pulmonar i 'emfisema pulmonar sovint apareixen units a FPI, empitjorant la qualitat de vida i
incrementant la mortalitat. S’ha documentat una alta prevalenca de reflux gastroesofagic en
pacients amb FPI, asimptomatic en la majoria. Finalment, existeix un risc superior de
desenvolupar carcinoma broncogénic en pacients amb FPI, associat al tabaquisme i a certes
mutacions (Xaubet et al., 2013).
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1.7 Tractament
= Tractament farmacologic

S’ha demostrat que els glucocorticoides utilitzats com a pauta terapeutica fins a
I'actualitat, no tenen cap eficacia com a tractament de la FPI, ja que no s6n capacos d’aturar la
progressié de la malaltia ni de millorar la supervivéncia dels pacients. De manera alternativa,
s’han dut a terme nombrosos estudis amb farmacs coneguts com “anti-fibrotics”, és a dir, aquells
que han estat capacos d'inhibir els processos fibrotics in vitro. Fins al moment, pero, cap
d’'aquests agents terapeutics que han funcionat in vitro ha donat resultats significatius en els
assajos clinics en pacients amb FPI (Taula 1). Només la pirfenidona ha obtingut resultats positius
i actualment és I'inic farmac moderadament recomanat en pacients seleccionats (Datta et al.,
2011; Albera et al., 2013).

En l'actualitat, els esforcos estan dirigits a entendre millor els mecanismes involucrats en
la patogenesi de la FPI, fet necessari per dissenyar assajos clinics basats en farmacs que puguin
ser efectius en detenir la progressio de la malaltia i idealment de revertir el procés. Una de les
principals dificultats que es presenta a I'hora de trobar tractaments efectius, és la heterogeneitat
de la malaltia, la variabilitat individual entre pacients i el llarg temps entre l'inici de la patologia i
el diagnostic.

= N-Acetilcisteina: La N-Acetilcisteina (NAC) és un farmac amb propietats antioxidants, ja
que augmenta la sintesis de glutati6é. S’ha mostrat efica¢ disminuint la resposta fibrotica
en models animals de fibrosi pulmonar (Mata et al., 2003; Serrano-Mollar et al., 2003). En
els resultats obtinguts d’assajos clinics, el tractament amb NAC en combinacié amb altres
farmacs ha reduit la velocitat en el deteriorament de la capacitat vital forcada (FVC) de
pacients amb FPI. Els resultats de I'estudi PANTHER s’espera per determinar la seva
efectivitat com a monoterapia en el tractament de la FPI.

= Pirfenidona: La pirfenidona és un farmac amb propietats antiinflamatories, antioxidants i
antifobrotiques en models de fibrosi pulmonar. Inhibeix la proliferacio fibroblastica i la
sintesi de proteines pro-fibrogéniques i citoquines (Jones et al., 2013). La seva eficacia
clinica s’ha provat en tres assajos clinics, que mostren que la pirfenidona redueix la
progressio de la malaltia en un 30% i millora els seus simptomes (Taniguchi et al., 2010).
Actualment, és I'inic farmac amb eficacia contrastada en el tractament de la FPI. A I'any
2011 va ser aprovada a Europa pel tractament de la FPI d'intensitat lleu-moderada.
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Taula 1.- Descripcié de les recomanacions pel tractament farmacologic de la fibrosi pulmonar
idiopatica.

Agent Mecanisme d’accid Recomanacions

Recomanat en

pacients seleccionats

Antifibrotic + Antiinflamatori Si, recomanacié
Pirfenidona o .
+ Antioxidant + anti-TGF-B1 moderada*
NAC en monoterapia Antioxidant No, recomanacié deébil

No recomanats

Esteroides + Azatioprina Immunossupressor + Antioxidant

No utilitzar
+ NAC + Antiinflamatori
Anticoagulacié Anticoagulant No utilitzar
Antagonisme dual del receptor de N
Bosentan . No utilitzar
la endotelina
Esteroides en
Immunossupressor No utilitzar
monoterapia
Esteroides + terapia
Immunossupressor No utilitzar

immunomoduladora

Inhibidor de proliferacié i
Colchicina _ No utilitzar
sintesi de col-lagen

Ciclosporina A Immunossupressor No utilitzar
Etanercept Anti TNF-alfa No utilitzar
Interfer6 gamma Antifibrotic i immunomodulador No utilitzar

* en pacients amb FPI lleu-moderada
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= Tractament no farmacologic

En lactualitat el trasplantament pulmonar és I'inic tractament en que ocasiona una
important millora funcional i un increment de la supervivencia a 1, 5 i 10 anys del 74%, 45% y
22% respectivament (George et al., 2011). Degut a factors com I'edat o les comorbilitats presents
en pacients amb FPI fan que sovint no puguin ser candidats a un transplantament de pulmaé.

Una de les estratégies que esta en fase d’estudi experimental com a tractament per FPI
és la terapia cel-lular. S’han realitzat estudis amb cel-lules mare mesenquimals i amb cel-lules
epitelials alveolars tipus Il amb I'objectiu de regenerar I'epiteli alveolar danyat durant la fibrosi.

S’ha observat que les cel-lules mare mesenquimals son capaces d’adoptar un fenotip
epitelial alveolar pero també poden diferenciar-se a fibroblastes, empitjorant el procés fibrotic.
Aquest fet planteja dubtes sobre la possibilitat d'utilitzar-les com a terapia per la FPI (McNulty et
al., 2012).

L'administracié de cél-lules epitelials alveolars tipus Il ha aconseguit detenir i revertir el
procés fibrotic en un model de ratolins amb fibrosi induida per bleomicina. Els assajos clinics
determinaran si I'administracié de cél-lules tipus Il és una terapia valida en humans (Serrano-
Mollar et al., 2007).
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2. PATOGENIA | FISIOPATOLOGIA DE LA FIBROSI PULMONAR
IDIOPATICA

L'alvéol és la unitat funcional del pulmé on es realitza l'intercanvi de gasos entre la
circulacio sanguinia i I'aire atmosféric. L'epiteli alveolar esta compost per cel-lules epitelials tipus
I (pneumocits tipus |) i tipus Il (pneumdocits tipus 11). La membrana basal subepitelial separa
aguest espai de linterstici alveolar, que es troba entre I'endoteli capil-lar pulmonar i I'epiteli
alveolar i esta format essencialment per matriu extracel-lular i fibroblastes. A I'espai alveolar
també es troben els macrogafs alveolars.

Les cel-lules epitelials tipus | cobreixen aproximadament el 96% de la superficie de I'epiteli
pulmonar i son les encarregades de realitzar I'intercanvi de gasos. Aquestes cél-lules no sén
capaces de dividir-se. Les cél-lules epitelials tipus Il, tot i que cobreixen menys superficie
alveolar, sGn més nombroses i tenen diverses funcions. Una d’aquestes és produir surfactant,
gue és emmagatzemat als organuls anomenats cossos lamel-lars. La funcié principal del
surfactant és recobrir la superficie alveolar per evitar que es col-lapsi I'alveol durant el procés
d’intercanvi de gasos. Alhora, les cel-lules epitelials tipus 1l sén les progenitores de les cél-lules
tipus | i per tant, serien les responsables de la reepitelitzacié de I'alveol en cas de danys a I'epiteli
(Serrano-Mollar, 2012).

Inicialment, al voltant de la decada dels 80, es creia que en la fibrosi pulmonar idiopatica
es donava una resposta inflamatoria exagerada i descontrolada, on les cel-lules inflamatories
eren les principals efectores. Aquesta idea va portar a la creenca de que era possible prevenir la
fibrosi inhibint la resposta inflamatoria. Degut a la falta d’efectivitat dels tractaments anti-
inflamatoris i a I'abséncia de lesions inflamatories en pacients amb FPI aquesta visié ha perdut
importancia en 'actualitat (Selman et al., 2001).

El model animals de fibrosi pulmonar més utilitzat es basa en la instil-lacié de bleomicina
en ratolins. Aquest model no reflecteix de manera fiable la resposta clinica a noves terapies
(Jenkins et al., 2011) degut a que la instil-lacié intratraqueal de bleomicina resulta en una
resposta inflamatoria inicial més proxima a una lesié pulmonar aguda que a la FPI. Durant la
segona setmana post-bleomicina, es produeix una transicié de la fase inflamatoria a la fase
fibrotica. El grau de fibrosi en desposta a bleomicina és directament depenent de la quantitat de
resposta inflamatoria inicial (Scotton et al,. 2010). Aquest factor, conjuntament amb el fet de que
la fibrosi induida per bleomicina és reversible (Degryse et al., 2010) diferencia el model de la
patologia en humans.

Actualment, els mecanismes patogenétics precisos de la FPI sén desconeguts, pero la
hipotesi fisiopatologica més acceptada és que el desenvolupament de la fibrosi esta relacionat
amb una resposta epiteli-mesenquimal aberrant davant d’'una lesié epitelial alveolar reiterada
(Figura 6). En circumstancies normals, el dialeg entre les cel-lules epitelials i mesenquimals és
la base per a la resposta del teixit davant d’'una lesié, tancant la ferida formada i recuperant
l'arquitectura del teixit pulmonar normal amb una péerdua de funcié minima (Scotton et al., 2010).
En canvi, al procés fibrotic es produeix una apoptosi massiva de les cel-lules epitelials alveolars
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i la disrupci6 de la membrana basal, amb la consequent alliberaci6 de factors solubles
profibrotics.

El desequilibri entre factors solubles pro-fibrotics i anti-fibrotics activa el procés de
proliferacio de fibroblasts intersticials, la transformacié de ceél-lules epitelials, fibroblastes i
fibrocits a miofibroblastes amb la formacio de focus fibroblastics caracteristics de la patologia.
Aquesta resposta cel-lular fibrotica té com a conseqgiiencia la deposicié excessiva de col-lagen i
matriu extracel-lular (Maher et al., 2007). Aquesta situacio de desequilibri epiteli-mesenquimal es
cronifica donant lloc a un procés de reparacio del teixit permanent, arribant al col-lapse alveolar
per causa de la fibrosi (Selman et al., 2014).

Lesio al pulmo

4

Factors Anti-fibrotics

t

Factors Pro-fibrotics

Reepitelitzacié anomala

' | }

Fibroblastes residents:

Proliferacio, resisténcia

a apoptosi, diferenciacio

a miofibroblastes (FMT),
sintesi de col-lagen

Fibrocits circulants:

Moviment cap als
pulmons, diferenciacio a
miofibroblastes

Cel-lules Epitelials:

Apoptosi, interaccio
defectuosa amb cel-lules
mesenquimals, transicio

epitel-li-mesenquimal

(EMT)
| |
!

MIOFIBROBLASTES

Deposicio excesiva de
matriu extracel-fular

v

" FIBROSI PULMONAR

Figura 6.- Esquema de la hipotesi fisiopatologica del desenvolupament de la fibrosi pulmonar
idiopatica. Una lesid reiterada provoca una destruccié de les cel-lules epitelials alveolars, seguida per
I'alliberacié de factors solubles amb propietats pro-fibrotiques que estimulen un excés d’apoptosi epitelial
i una re-epitelitzacié anormal. Dins d’aquests mediadors, destaca especialment el TGF-B1, que indueix
I’activacid, migracid i proliferacié de fibroblastes i la diferenciacié a miofibroblastes. Aquests sintetitzen
grans quantitats de matriu extracel-lular, especialment col-lagens, provocant la deposicid progressiva i
I’'acumulacié de matriu extracel-lular. Les cel-lules epitelials podrien ser una font de miofibroblastes, a
través de la transicio epiteli-mesenquimal (EMT). Els fibrocits circulants també podrien participar al procés
d’acumulacié de miofibroblastes al pulmd i a I'acumulacié de matriu, promovent aixi el desenvolupament
de la fibrosi.
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2.1 Balang de factors solubles

Es coneix que durant el procés fibrotic, hi ha un desequilibri de factors solubles que
afavoreix aquells amb propietats pro-fibrotiques enfront dels que posseeixen propietats anti-
fibrotiques. S’han identificat maltiples mediadors i factors de creixement implicats en la patogénia
de la malaltia. Entre ells, destaca el paper pro-fibrogénic del factor de transformacié de
creixement beta 1 (TGF-B1) (Broekelmann et al., 1991). Altres factors profibrotics han estat
implicats en la FPI, com la angiotensina Il (ANG Il) (Uhal et al., 2007) o la endotelina-1 (ET-1)
(Ross et al., 2010).

Alhora, s’ha descrit una disminucié de mediadors anti-fibrotics, pero la llista d’aquests
mediadors és molt més curta. Cal destacar la prostaglandina E2 (PGE-), una molécula procedent
del metabolisme de I'acid araquidonic amb nombroses propietats antifibrogeniques. De fet, la
fibrosi pulmonar idiopatica es caracteritza per una severa alteracié del metabolisme de I'acid
araquidonic (Huang et al., 2008a; Xaubet et al., 2004b).

= TGF-B1

El TGF-B1 es considera el principal factor pro-fibrotic, ja que esta implicat en nombrosos
processos fibrotics. Entre ells, actua com inductor de la transformacio fibroblast-miofibroblast i
de I'increment de la deposicié de col-lagen durant la fibrosi. A més a més, té un paper rellevant
en la reparacio i la formacio d’una cicatriu després d’'una lesio a I'epiteli i indueix la transformacio
epiteli-mesenquimal de les cél-lules alveolars epitelials in vivo (Willis et al., 2006; Willis et al.,
2007). Hi ha tres isoformes de TGF-f en mamifers: TGF-f1l, TGF-B2, TGF-f3, que sbon
secretades en la forma latent pro-TGF- i formen un complexe amb altres proteines, mantenint-
se emmagatzemat per ser alliberat rapidament en cas d’activacié. En la FPI, s’ha descrit una
expressié de TGF-B incrementada per part de les cel-lules epitelials i dels macrofags alveolars
(Khalil et al., 1991; Khalil et al., 1996).

2.2 Altres mecanismes patogenics a la fibrosi pulmonar idiopatica
2.2.1 Paper de les molecules de superficie cel-lular

= CD40-CDA40L:

El ligand de CD40 (CD40L) i CD40 s6n membres de la familia de citoquines i receptors
del factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a), respectivament. S’ha descrit que s’expressen a
fibroblastes de pulmo i podrien modular la seva capacitat proliferativa.

= Integrines:

Les integrines s6n molécules transmembrana que es troben a la superficie cel-lular i
regulen I'adhesio entre cel-lules o entre la cel-lua i la matriu extracel-lular, i també tenen un
paper en la regulacié de la migracio, creixement i supervivéncia cel-lular.
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En la patogenesi de la FPI s’han descrit diverses funcions de les integrines. Les integrines
avp5, avB6 i avp8 poden activar el TGF-B1 latent. Concretament, la integrina avp5, activa el TGF-
B1 a través de la contraccio dels miofibroblastes, procés que seria revertit per la presencia de la
glicoproteina antifibrotica Thy-1 (Zhou et al., 2010). La integrina av6 esta sobreexpressada a
I'epiteli alveolar de pacients amb FPI i la integrina av38 s’expressa a cel-lules epitelials i
fibroblastes.

2.2.2 Estres oxidatiu

L’estrés oxidatiu té lloc quan es produeix un desequilibri entre la formacié d’especies
reactives d’oxigen (ROS) i la capacitat d’eliminar-les per part dels mecanismes antioxidants. Les
ROS causen la degradacio dels components de la cél-lula i poden arribar a induir la mort cel-lular.
Al pulmg, les ROS poden ser produides per diversos mecanismes, ja que €s un organ en constant
contacte amb l'oxigen. Per aquest motiu, s’han desenvolupat nombrosos mecanismes de
defensa contra I'estrés oxidatiu, incloent la familia de superoxid dismutases (SOD), la catalasa
peroxidasa i el glutatié reduit (GSH), un dels principals antioxidants presents al pulmo.

En FPI, s’ha descrit que els fibroblastes produeixen nivells augmentats de ROS i
globalment presenten nivells disminuits de GSH (Bocchino et al., 2010). En zones de focus
fibroblastics s’ha descrit abséncia de SOD i preséncia de NOX4 a les cel-lules hiperplasiques
tipus 1l que envolten els focus. En conjunt, el pulmd fibrotic sembla presentar un desequilibri
oxidatiu global en favor de 'oxidacioé i en contra dels mecanismes antioxidants.

El TGF-B1 també té un paper en els mecanismes oxidatius del pulmé a través de la
regulacio de les ROS. S’ha demostrat que les ROS activen el TGF-B1 latent i aquest al seu torn
estimula la produccio de ROS per part dels fibroblastes. A més a més, el TGF-B1 disminueix els
nivells de GSH en cel-lules epitelials i fibroblastes i incrementa la produccié de peroxid d’hidrogen
(H20,). EI TGF-B1 indueix I'expressio de NOX4, un enzim de la familia d’enzims NAPDH oxidasa,
fet que podria estimular la transformacié a miofibroblast a través de la produccié de ROS (Hecker
et al., 2009).

En aquest ambit, s’esta utilitzant la N-acetilcisteina (NAC) com a farmac en pacients amb
FPI, ja que ha mostrat nombroses propietats antioxidants in vitro, tot i que en I'actualitat no ha
demostrat efectes positius antifibrotics evidents.

2.2.3 Coagulacio al pulmo fibrotic

Els mecanismes de coagulacioé sén essencials en el procés de cicatritzacié en resposta a
una ferida o dany tissular. S’ha descrit que existeixen alteracions en el balan¢ de mecanismes
de coagulacié en pulmons amb fibrosi pulmonar (Kotani et al., 1995).

La coagulaci6 sovint s’inicia a les zones on es produeix una lesio al teixit. El factor tissular
(FT) és exposat a les serines proteinases del plasma, unint-se al factor activat Vlla. Aixi s’inicia
la via de coagulacioé extrinseca, amb I'activacio del factor X a Xa, de trombina a protrombina i la
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conversio6 de fibrindgen a fibrina, el principal component del trombe madur. El procés oposat a la
coagulacio6 és la fibrinolisi, on la fibrina és degradada. Aquest procés s'inicia quan el plasmindgen
es converteix a plasmina pels activadors de plasminodgen, I'activitat dels quals és regulada per la
presencia de inhibidors dels activadors de plasminogen (PAIl). Alhora, la trombina i altres
proteinases activades de la cascada de coagulacio s’uneixen a la familia de receptors proteinasa-
activats (PARSs). En conjunt, sembla que en el pulmd fibrotic existeix un desequilibri en favor de
I'activitat anti-fibrinolitica (o pro-coagulant), que afavoriria un entorn pro-fibrotic, incrementant la
proliferacio dels fibroblastes, la sintesi de col-lagen i la transformacié a miofibroblastes.
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3. INFLAMACIO A LA FIBROSI PULMONAR IDIOPATICA

Des de les primeres descripcions de pacients amb fibrosi pulmonar, la inflamacio cel-lular
al parenquima pulmonar és una troballa patologica constant, amb acumulacié variable de
limfocits, macrofags, eosinofils i neutrofils, i la presencia de fol-licles limfoides s’ha observat en
diversos pacients a l'interstici pulmonar (Todd et al., 2012).

Durant els darrers 20 anys, el paper de la inflamacié ha passat a un segon terme i es
considera que la inflamaci6é cel-lular activa al pulm6é no és un requeriment important pel
desenvolupament de la fibrosi pulmonar idiopatica, en favor del paper de les cel-lules epitelials,
mesenquimals i la regulacié anormal de la matriu extracel-lular. El principal argument a favor de
la disminucié de la importancia de la inflamacié en la FPI és l'abséncia d'efectivitat dels
tractaments antiinflamatoris en la millora de la funcié pulmonar i de la supervivéncia dels pacients
amb FPI. Tot i aixi, nombrosos estudis han analitzat el paper de les cél-lules inflamatories,
citoguines, quimioquines i molecules de la superficie cel-lular en la FPI.

Nombrosos estudis han descrit farmacs amb propietats antifibrotiques capacos d’aturar o
fins i tot revertir el procés fibrotic en el model de bleomicina, perd €s necessari distingir entre
aquells farmacs que interfereixen en la fase inflamatoria i resposta fibrogénica inicial d’aquells
que eviten la progressio6 de la fibrosi. Per arribar a ser efectius en la patologia humana, els agents
potencialment antifibrotics sén aquells que haurien d’actuar en la fase fibrotica ja establerta i no
en el periode inicial d’inflamacio induida per bleomicina, ja que aquesta no es troba reflectida en
la FPI en humans.

3.1 Paper de les cel-lules inflamatories en la fibrosi pulmonar
idiopatica
» Limfocits T:

La majoria dels estudis realitzats sobre limfocits T a la fibrosi pulmonar s’han realitzat a
la fase inflamatoria inicial present al model animal de fibrosi pulmonar induit per bleomicina. En
aquests casos, s’han estudiat animals sense limfocits T i s’ha observat una consequent
disminucié en el desenvolupament fibrotic per bleomicina, menor proliferacié de fibroblastes i
deposicio de col-lagen.

Podria existir un balan¢ en FPI entre subtipus de limfocits T, amb un increment dels
limfocits T regulatoris amb caracteristiques pro-fibrotiques a través de l'increment dels factors
TGF-B1 i PDGF (factor de creixement derivat de plaquetes). En pacients amb FPI, s’ha observat
preséncia d'infiltracié de cél-lules T en teixit i en rentat broncoalveolar de manera frequient. En
conjunt, la contribucié principal de les cel-lules inflamatories al procés fibrotic podria ser la
produccié de citoquines Th-1 i Th-2, a més d'interaccié per molécules de superficie amb les
cel-lules epitelials i mesenquimals.

= Limfocits B:
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S’han descrit papers contradictoris dels limfocits B en la fibrosi pulmonar. D’'una banda,
la sobreexpressié d'un marcador de cél-lules B en el model de bleomicina en ratoli va tenir com
a consequeéncia un increment de la fibrosi i del contingut de col-lagen al pulmé. D’altra banda, els
limfocits B podrien tenir un paper protector anti-fibrotic a través de la sintesi de la citoquina
antifibrotica interleuquina-9 (IL-9). El paper dels limfocits B aixi com dels T podria dependre de
I'entorn de factors solubles del pulmd, promovent o disminuint el procés fibrotic.

= Macrofags:

Els macrofags constitueixen la majoria de cél-lules recuperades del rentat broncoalveolar
d’individus normals (Reynolds et al. 2005) i s’ha postulat que tenen nombroses funcions en la
patogénesi de la FPI, incloent sobreexpressié d'especies reactives d’oxigen, de citoquines
profibrotiques, receptors proteinasa-activats o del ligand de Fas (FasL).

S’ha observat a diversos models animals i la majoria de pacients amb FPI que els
macrofags presents a la fibrosi pulmonar presenten una activacio alternativa, induida per les
citoquines Th2 interleuquina-4 (IL-4) i interleuquina-13 (IL-13), generant nivells superiors de
guimioquines proinflamatories.

3.2 Laviade I'acid araquidonic

Els icosanoides son un grup de mediadors lipidics derivats de I'acid araquidonic (AA), un
acid gras de 20 carbonis. Després de I'alliberacié de la bicapa lipidica de membrana cel-lular per
l'accié de la fosfolipasa A2 (PLA2), I'acid araquidonic és metabolitzat per la via de la 5-
lipoxigenasa (5-LO) cap als leucotriens (LTs) o bé per la via de les ciclooxigenases (COX) 1i 2
cap a les prostaglandines (PGs) (figura 7).

T sicapa lipidica de
nmm membrana

l cPLA,

Acid araquidonic

5-L0 COX-1 / COX-2
FLAP
TA, PG

H2
1 1 \\\

L
/ \/ / Sintases
LTE, €~ LTD, €= LTC, LTB, l/ \4 \\
PGl, PGD

A ~— —/ PGE, > PGF,, TXA
cysLTs

Figura 7.- Via de sintesi dels icosanoides des de I’acid araquidonic cap als leucotriens o les
prostaglandines.
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Hi ha dues isoformes de I'enzim ciclooxigenasa: ciclooxigenasa-1 (COX-1), que
s’expressa de forma constitutiva, i ciclooxigenasa-2 (COX-2), que és induible (Brock et al., 1999).
Les dues isoformes de I'enzim ciclooxigenasa, COX-1 i COX-2, catalitzen les mateixes reaccions
i mostren aproximadament un 60% d’identitat en la seva seqiiencia d’aminoacids pero estan
codificats per dos gens localitzats en cromosomes diferents. Aquests enzims estan localitzats a
la membrana del reticle endoplasmatic i a la membrana nuclear (Chandrasekharan et al., 2004).
L'enzim COX-1 realitza nombroses funcions de regulacié de 'homeostasi tissular de manera
constitutiva, especialment a la mucosa gastrica. En condicions i teixits especifics, s’ha descrit
gue es pot donar una induccio de I'expressié de COX-1 (Rocca et al., 1999).

La COX-2 és d’expressio induible i és la principal responsable de la sintesi de prostanoids
en un proceés inflamatori (Baigent et al., 2003). En fibroblastes, macrofags, cél-lules endotelials
vasculars, cél-lules musculars llises o cél-lules epitelials és altament induible per diverses
citoquines, factors de creixement i agents inductors de tumors. De fet, en nombrosos tipus de
tumors I'expressio de COX-2 es troba incrementada. Els farmacs anti-inflamatoris no-esteroidals
(AINESs) inhibeixen la produccié de prostaglandines bloquejant I'accié de COX-1 i COX-2. Els
inhibidors selectius de la COX-2 tenen menys possibilitats de causar efectes gastrointestinals
adversos, pero poden causar problemes cardiovasculars, ja que la supressio de COX-2 inhibeix
la sintesi de prostacicles cardioprotectores. D’altra banda, I'expressi6 de COX-2 esta
incrementada en diversos cancers. En aquests casos, la inhibicié6 de COX-2 pot tenir beneficis
terapéutics.

En la via de I'acid araquidonic, un cop aquest és alliberat de la bicapa lipidica, els enzims
COX catalitzen la formacié de PGH2 a través de una reaccio redox en dues fases: en primer lloc,
I'AA és oxidat a l'intermediari inestable PGG2 i a continuacio, aquest és reduit a PGH2 per
I'activitat peroxidasa de I'enzim COX. PGH2 és el precursor de diversos prostanoids, formats a
través de l'accié especifica de isomerases. Les prostaglandines inclouen la PGE;, PGl,, PGD;,
PGF4 i el tromboxa A2 i sén sintetitzades tant per leucocits com per cel-lules estructurals. Els
leucotriens inclouen tant el LTB4 com els cisteinil leucotriens (CysLTs) C4, D4 i E4 i sOn
sintetitzats principalment pels leucocits.

3.2.1 Prostaglandina E2

La PGE: és un dels prostanoids més abundants i es caracteritza per tenir gran varietat de
funcions biologiques, entre elles destaca el seu paper en els processos inflamatoris (Ricciotti et
al., 2011). El motiu d’aquesta variabilitat podria estar relacionat amb els multiples receptors a
través dels quals realitza les seves funcions, anomenats receptors de prostaglandina E2 (EP).
Existeixen quatre isoformes de EP: EP1 — EP4, codificats per gens diferents, pero amb una alta
afinitat per la PGE,. Aixi doncs, segons al receptor al que s’uneixi, la PGE; pot induir diferents
vies de transduccié de senyal amb efectes finals diversos, fins i tot oposats, dins de la mateixa
cel-lula o teixit, ja que sovint el mateix tipus cel-lular coexpressa més d’un tipus de receptor EP
(Rocca, 2006).

Al contrari que en altres organs, els pulmons representen una situacié d’accié peculiar
per la PGE,. En aquest teixit, la concentracié de PGE; normalment és molt superior que la present
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al plasma, suggerint que al pulmé la PGE; té un paper diferent i que el seu increment podria
representar un benefici terapeutic (Vancheri et al., 2004).

3.2.2 Icosanoides a la fibrosi pulmonar

Una fibroproliferaci6 anormal es caracteritza per un excés de LTs profibrotics i una
deficiencia de PGs antifibrotiques (Huang et al,. 2008a)(Taula 2).

Taula 2.- Propietats pro-fibrotiques dels leucotriens i antifibrotiques de les prostaglandines
descrites en diversos tipus cel-lulars (Huang et al.. 2008a).

Tipus cel-lulars i accions Efectes dels LTs  Efectes de les PG
Leucocits
Quimiotaxi 1 l
Adhesio 1 l
Resposta Th2 1 !
Alliberacio de citoquines pro-inflamatories 1 l
Espécies reactives d'02 1 l

Cél-lules epitelials

Supervivéncia ! 1
Alliberaci6 de TGF-81 1 ?
Transicio epiteli-mesenquimal ? l
Fibroblastes
Quimiotaxi i !
Proliferacio i 1
Sintesi de col-lagen 1 l
Entrecreuament de col-lagen ? |
Degradacid de col-lagen ? )
Diferenciacio a miofibroblastes 1 l
Contracci6 de la matriu ? l
Proliferacio de fibrocits 1 ?
Factors de supervivéncia epitelial ? )
Efectes nets Pro-fibrotic Anti-fibrotic

LTs i PGs realitzen nombroses funcions implicades tant en 'homeostasi com en la malaltia
d'un teixit. Poden actuar de manera paracrina o0 autocrina unint-se als seus receptors
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transmembrana especifics acoblats a proteina G. Aquests senyalitzen via canvis en el fosfat
d'adenosina ciclic (AMPc) intracel-lular, calci o diacilgrlicerol, depenent del tipus de proteina G
associada. Els seus efectes sovint s’associen al dolor i la febre, perd s’ha demostrat que tenen
capacitat de regular nombroses vies importants en la fibrosi pulmonar.

Els LTs promouen la inflamacié leucocitaria, I'activacié dels macrofags i I'alliberacié de
citoguines pro-inflamatories, com TNF-qa, IL-6, and IL-8 i factors de creixement. Els CysLTs,
estimulen la sintesi de TGF-B1 per part de les cel-lules epitelials (Bosse et al., 2008). Els LTs
també es caracteritzen per estimular la proliferacié dels fibroblastes, la sintesi de col-lagen i la
diferenciacié a miofibroblastes (Phan et al., 1987).

La PGE. és el principal producte prostanoide sintetitzat per fibroblastes i cél-lules
epitelials. Les accions de la PGE: son proinflamatories en certes malalties perd en un context
diferent, té un paper antiinflamatori i antifibrotic. La PGE; incrementa la supervivencia de les
cél-lules epitelials (Horowitz et al., 2010), inhibeix I'activacio dels fibroblastes, incloent migracio,
proliferacio, sintesi de col-lagen (Goldstein et al., 1982; Saltzman et al., 1982). A més promou la
destruccié del col-lagen que ja s’ha format (Brilla et al., 1995) i inhibeix la transformacio fibroblast-
miofibroblast produida per TGF-B (Fine A. et al., 1989; Kolodsick et al., 2003; White et al., 2005).
Alhora, s’ha descrit que inhibeix la transicid epitel-li-mesenquimal induida per TGF-B1 en cél-lules
epitelials renals (Zhang et al., 2006). En conjunt, els estudis mostren un paper “pro-fibrotic” dels
leucotriens i “anti-fibrotic” de la PGE..

Aquests estudis in vitro estan recolzats per estudis en models animals. El ratoli deficient
en 5-LO presenta una fibrosi menys severa en resposta a bleomicina que el normal (Peters-
Golden et al., 2002). El mateix efecte s’ha observat administrant un inhibidor de la 5-LO. Pel
contrari, en un model de ratoli deficient per COX-2 la induccié de fibrosi per bleomicina és més
severa (Hodges et al., 2004), aixi com en animals tractats amb l'inhibidor de COX-2 indometacina
(Moore et al., 2000). Aquest efecte va ser atenuat per 'administracio de prostaciclines (Lovgren
et al., 2006) i d’'un analeg de la PGI, (Murakami et al., 2006).

En models animals de fibrosi pulmonar s’ha observat un desequilibri en la via dels
icosanoides, amb un increment dels LT pro-fibrotics i una disminucié de la PGE: (Bonner et al.,
2002). A més a més, el rentat broncoalveolar dels pacients amb FPI presenta nivells disminuits
de PGE; en comparacio amb el normal (Borok et al., 1991) i els seus macrofags tenen disminuida
la capacitat de produir PGE, (Ozaki et al., 1987). S’ha descrit que in vitro, els fibroblastes
procedents de teixit pulmonar de pacients amb FPI sintetitzen menys PGE; que els fibroblastes
normals degut a una expressio de COX-2 disminuida (Wilborn et al., 1995; Vancheri et al., 2000;
Keerthisingam et al., 2001). Aquest fet té importants consequencies patologiques ja que el
descens de COX-2 i PGE:; esta associat a un increment de la sintesi de col-lagen i la proliferacio
cel-lular en resposta a TGF-B1 (Keerthisingam et al., 2001). D’altra banda, el fluid de rentat
broncoalveolar i 'homogenat de teixit obtingut de pacients amb FPI contenen nivells superiors
de LTB4 que el control (Wardlaw et al., 1989).
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3.2.3 Dialeg entre els icosanoides i altres mediadors en la fibrosi

Els icosanoides i les citoquines tenen la capacitat de modular-se entre ells, un dialeg que
podria tenir un paper important en la fibrogénesi. Un descens en la sintesi de PGE, permet un
increment de molecules amb propietats pro-fibrotiques, com la CCL2 (proteina quimioatractant
de monaocits) (Moore et al., 2003). La mateixa PGE; indueix la sintesi d’altres molécules anti-
fibrotiques com el factor de creixement d’hepatocits (Marchand-Adam et al., 2003).

Un desequilibri en favor de les citoquines Th2 sobre les Thl is un factor clau al
desenvolupament de la fibrosi pulmonar. Els icosanoides poden regular aquest balang. S’ha
descrit que els leucotriens promouen un increment en la resposta Th2 per les cél-lules T,
incrementant la sintesi d’IL-4, IL-5 i IL-13. Aquestes citoquines tenen la capacitat de disminuir la
sintesi de PGE; a través de la inhibicié de I'expressio de COX-2 i alhora de promoure I'expressio
de LT (Espinosa et al., 2003).

Alhora, els icosanoides poden interactuar amb altres vies implicades en la patogénesi de
la FPI, reduint I'estrés oxidatiu, regulant la cascada de coagulaci6 i incrementant la sintesi de
metal-loproteinases amb un paper anti-fibrotic en la FPI.

3.2.4 Icosanoides com a dianes terapéutiques

Compostos analegs de la PGEI; aixi com inhibidors de 5-LO i antagonistes del receptor
cysLT s'utilitzen en I'actualitat per tractar la hipertensié pulmonar i 'asma, respectivament. Tot i
gue ambdues patologies es caracteritzen per cert remodelat del teixit, 'aproximacio terapeutica
no es basa en millorar ni disminuir la resposta fibroproliferativa, fet que degut a la quantitat de
publicacions que indiquen que els icosanoides podrien reduir la resposta fibrotica, caldria tenir
en compte.

La PGE: és el prostanoide més abundant sintetitzat per cél-lules epitelials i fibroblastes i
és el que presenta una eficiencia establerta com a anti-fibrotic. Per tant, 'administracié de PGE»
podria ser una opci6 terapéutica a considerar. Fins al moment, s’ha provat a administrar PGE-
per aerosol a curt termini, pero no es van analitzar efectes funcionals a llarg termini (Borok et al.,
1991). Una limitacié practica de la inhalacié de PGE; és que en alguns pacients provoca tos, fet
que podria ser superat a través de I'activacio selectiva del receptor EP2, el responsable de la
majoria d’efectes antifibrotics de la PGE. Una altra limitacié potencial és I'aparent resisténcia
gue presenten alguns fibroblastes procedents de pacients amb FPI a les accions anti-fibrotiques
de la PGE_, fet que caldria evaluar in vivo (Huang et al., 2008c).

D’altra banda, segons aquest punt de vista, caldria anar amb compte en I's de farmacs
gue inhibeixen la via de les prostaglandines, com és el cas dels corticosteroides, ja que no homés
no semblen aportar cap efecte beneficids directe sobre el desenvolupament del procés fibrotic i
alhora disminueixen la sintesi de PGE: al pulmé. Els corticosteroides actuen inhibint la sintesi de
COX-2 i de PGE sintasa i alhora no son eficients disminuint la via dels leucotriens, fet que podria
fins i tot ser perjudicial i empitjorar la patologia.
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Altres farmacs podrien tenir un efecte beneficiés incrementant de manera indirecta la
secreci6 de PGE. Un exemple és I'antioxidant N-acetilcisteina (NAC), que incrementa els nivells
de glutatio. L'enzim PGE sintasa és depenent de glutatid, de tal manera que el NAC afavoriria la
sintesi de PGE,. A més a més, I'antagonista del receptor d’angiotensina Il Losartan disminueix
la fibrosi induida per bleomicina, fet associat a la seva habilitat per incrementar la PGE; (Molina-
Molina et al., 2006).

3.3 Interleuquina-1

La Interleuquina-1 beta (IL-1p) és una potent citoquina proinflamatoria codificada pel gen
IL1B. El seu precursor pro-IL-1B és hidrolitzat per I'enzim caspasa 1, alliberant-se la IL-13
madura, que és la forma activa i secretable (Hoffman et al., 2010). Un cop la IL-1B deixa la
cel-lula, s'uneix al receptor 1 d'interleuquina-1, amb el resultat de la induccié de la resposta
inflamatoria. Es sintetitzada fonamentalment pels macrofags activats, pero les cél-lules epitelials
i endotelials també la produeixen. La IL-1B incrementa la sintesi de proteases, antagonitzant
I'efecte del TGF-B1 sobre la matriu extracel-lular. Alhora, la IL-18 s’ha utilitzat com a estimul de
I'expressio de I'enzim induible ciclooxigenasa-2 in vitro (Roca-Ferrer et al., 2011), ja que és és
capag d’incrementar el metabolisme de I'acid araquidonic en diversos tipus cel-lulars, entre ells
fibroblastes, cel-lules endotelials, hepatocits i osteoclasts (Hoffman et al., 2010).

S’ha descrit que nivells elevats de IL-13 estan associats al desenvolupament de la lesio
fibrotica (Wynn, 2012), particularment en models animals amb sobreexpressio d'aquesta
citogquina, on la inflamacio inicial condueix a una respota fibrotica progressiva (Kolb et al., 2001).
En FPI, s’han descrit nivells incrementats de secrecié de IL-1B per macrofags (Zhang et al.,
1993).

3.4 Receptor d’interleuquina-1

El receptor d’interleuquina-1 (IL-1R) es troba dins de la superfamilia de receptors amb el
domini citosolic “Toll-Interleukin-1" (TIR), que és una amplia familia de molecules involucrades
en lactivaci6 de la resposta immune innata, la defensa inicial no-especifica contra
microorganismes patogenics i altres agressions. En situacions no patologiques, els receptors de
la superfamilia TIR estan implicats en el manteniment de 'hnomeostasi dels teixits. L'estimulacié
d’'aquests receptors inicia una reaccio inflamatoria que inclou la produccié de citoquines
inflamatories (Boraschi et al., 2013).

Els Toll-like receptors (TLR) s6n una altra familia de receptors que formen part de la
superfamilia TIR. Tenen dominis extracel-lulars amb repeticions riques en leucina pero
comparteixen un domini TIR practicament identic amb tots els membres de la familia del receptor
d’IL-1. Per aquest motiu, la transduccio de senyal i les consequéncies biologiques dels lligands
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de TLR i dels lligands de la familia d’'IL-1 s6n sovint les mateixes i ambdds families de receptors
contribueixen a la defensa de I'hoste.

Per tant, els receptors de la superfamilia TIR es caracteritzen per la preséncia d'una
sequéncia comu (domini TIR) en el domini de senyalitzacio intracel-lular de la molécula de
receptor (O’Neill, 2000; Martin et al., 2002). D’acord amb I'estructura extracel-lular d’'uni6 al
lligand, la familia TIR es pot dividir en:

= LRR: Leucine-rich repeat domain. Inclou els Toll-like Receptors (TLR)

= Receptors amb domini d'immunoglobulina (1g). Inclou els 10 membres de la familia
del receptor IL-1

3.4.1 Familia del receptor d’interleuquina-1

Tots els membres es caracteritzen per un fragment extracel-lular que conté tres dominis
Ig i una regi6 intracel-lular que conté un domini TIR (excepte IL-1RII). Els membres principals
son (Figura 8):

= |L-1RI: La cadena d’uni6 a interleuquina-1. S'uneix a IL-1q, IL-1B i IL-1Ra.

= |L-1R2: Un receptor “esquer” (decoy), ja que no té el domini intracel-lular TIR. També
conegut com a IL-1RIIl. S’'uneix a IL-1a, IL-1B i IL-1Ra.

= |L-1R3: Proteina accessoria al receptor IL-1, també coneguda com a as IL-1RACP.

= Altres des de IL-1R4 fins a IL-1R10, incloent les cadenes d'uni6 a IL-33, IL-18 i IL-36 a
més de dos receptors orfes.

siL-TR1 siL-1R2 sIL-1R2
siL-1R3

IL-1a
-1
IL-1Ra

IL-1p
IL-1a
proIL-1B

IL-1R3 IL-1R3 IL-1R3
IL-1R1
IL-1R2

membrana cel-lular

b o pr o o i icsIL-1R2
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Figura 8.- Complexes del receptor d’interleuquina-1. (Adaptacié de Boraschi et al., 2013)
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3.4.2 Complexe d’activacio del receptor d’interleuquina-1 tipus I

Existeixen tres lligands capacos d’unir-se a del receptor d'interleuquina-1 tipus | (IL-1RI):
les citoquines agonistes IL-1a i IL-1B i 'antagonista IL-1Ra, que tot i ser altament homoleg a IL-
1B, no té capacitat de reclutar la cadena accessoria IL-1RACP i per tant, no permet la transduccié
de senyal.

Cada lligand IL-1 s’'uneix de manera especifica a la regio extracel-lular del receptor, que
conté tres regions tipus Ig. Una segona cadena anomenada cadena o proteina accessoria €s
reclutada a continuacié, formant un complex heterotrimeric conjuntament amb el lligand i el
receptor i s'inicia la transduccié de senyal. L'aproximacié del domini intracel-lular TIR de la
cadena d'unio al lligand del receptor amb la proteina accessoria és el que inicia la senyalitzacio.

Després de la formacié del complex heterotrimeric, es recluten la molecula adaptadora
factor de diferenciacio mieloide 88 (MyD88) i la quinasa associada al receptor-1 d'interleuquina
(IRAK), seguit de la interaccié amb el factor associat al receptor de TNF 6 (TRAF6). L’activacio
de la quinasa lkappaB (IKK) causa la degradacié de l'inhibidor de kappa B (IKB) amb la
consequent activacié del factor nuclear potenciador de les cadenes lleugeres kappa de les
cel-lules B activades (NF-«kB) (Martin et al., 2002; Weber et al., 2010).

Existeixen nombrosos mecanismes de regulacié negativa de 'activacié dels receptors de
IL-1R:

- Antagonisme: IL-1Ra és una citocina antagonista del receptor IL-1RI amb una estructura
molt similar a IL-1 i que s’uneix a IL-1RI perd no permet la unié de la proteina accessoria
IL-RACP i per tant, segresta IL-1RI en un complex inactiu lligand-receptor.

- Receptor esquer: IL-1RII s'uneix als lligands agonistes IL-1 formant un complex inactiu
lligand-receptor, ja que no té el domini intracel-lular TIR i per tant no permet la transduccié
de senyal. Impedeix als agonistes unir-se a la forma activa del receptor IL-1RI. Té una
afinitat molt elevada per IL-1p i molt baixa per IL-1Ra, fet que permet una inhibicié molt
eficient.

- Esquers solubles: Diversos membres de la familia IL-1R es troben de forma soluble,
generats per splicing alternatiu o per escisié de la membrana cel-lular, capturant el lligand
i evitant que s’uneixi al receptor actiu.

- Inhibici6 de la maduracio del lligand: La forma precursora de les citoquines IL-1 ha de ser
madurada per proteases per tornar-se biologicament activa. El precursor d’'IL-18 pot unir-
se a IL-1RII, que evita la seva maduracié proteolitica.

- Competicié pel co-receptor: IL-1RII pot unir-se a la proteina accessoria IL-1RAcP formant
un complex inactiu i limitant la disponibilitat de IL-1RACP per unir-se a un complex capac
d’'activar la senyalitzacio.
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3.4.3 Receptors d’interleuquina-1 en la fibrosi pulmonar idiopatica

Takeuchi et al., (1999) van descriure la preséncia del receptor IL-1RI en fibroblastes aillats
de biopsies de pulmé de pacients amb FPI. Utilitzant IL-1a marcada, van observar que no hi havia
diferencies en el nombre ni en I'afinitat de IL-1RI entre FPI i fibroblastes procedents d’'individus
fumadors i amb cancer. Alhora, s’ha descrit que el TGF-B1 és capac d'inhibir I'expressié basal
de IL-1RI en linies cel-lulars murines progenitores limfoides i mieloides aixi com d’induccio per
IL-3 en cél-lules de la medul-la dssia humana (Dubais et al., 1990).

Smith et al.,, van descriure a l'any 1995 nivells de IL-1Ra augmentats en rentat
broncoalveolar de pacients amb FPI, acompanyat d'un increment proporcional d’IL-1B. Per
immunohistoquimica van observar positivitat en I'expressio d’IL-1Ra en cél-lules epitelials
hiperplasiques, macrofags i fibroblastes. Quan van analitzar I'expressio d’'IL-1Ra en fibroblastes
control i FPI en cultiu in vitro no van observar diferéncies. Si les van observar en presencia de
TGF-B1, amb una inducci6 superior a fibroblastes FPI.

Diversos estudis de polimorfismes de la familia del receptor d’'IL-1 han estat realitzats en
pacients amb FPI, amb resultats controvertits. Huytrova et al,. (2002) no van detectar
polimorfismes associats a IL-1q, IL-1B, IL-1RI 0 IL-1Ra associats a FPI, pero si a sarcoidosi. Més
recentment, Barlo et al., (2011) van descriure un ratio IL-1Ra/IL-13 inferior a serum i rentat
broncoalveolar d'individus amb FPI en comparaci6 amb els controls. Si van trobar un
polimorfisme de nucleotid simple (SNP) al gen IL-1RN que codifica per I'antagonista IL-1Ra
associat a la susceptibilitat a patir FPI. Korthagen et al., (2012) també van descriure que
variacions en el gen IL-1RN poden predisposar a patir la malaltia, assumint que I'antagonista
tindria un paper protector en la FPI.

Gasse et al., 2007 van descriure que la resposta inflamatoria induida per bleomicina en
ratoli es veia atenuada en ratolins deficients en IL-1R1 i en la proteina de transduccié de senyal
MyD88. La resposta fibrotica va ser, en consequeéencia, inferior en aquests animals, ja que és
proporcional a la fase inflamatoria inicial. Aixi doncs, en la fase inflamatoria del model de
bleomicina, el receptor IL-1RI sembla incrementar la fibrosi que es desenvolupa posteriorment,
fet que no s’ha estudiat en la patologia en humans.
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4. CEL-LULES EPITELIALS | MESENQUIMALS ALVEOLARS | FIBROSI
PULMONAR IDIOPATICA

4.1 Cel-lules alveolars a la fibrosi pulmonar idiopatica

A la fibrosi pulmonar I'epiteli alveolar és el principal lloc danyat per una lesié reiterada. A
més a meés, I'epiteli pulmonar participa en la reaccié de resposta inflamatoria a través de diversos
mecanismes, incloent I'alliberacié de mediadors i factors de creixement, citoquines i quimioquines
i els seus receptors, proteases, proteines del surfactant, molécules d’adhesio i components de la
matriu extracel-lulars, tots ells participants de la resposta fibrotica (Gharaee-germani et al., 2009).
Hi ha nombroses proves histologiques que indiquen que hi ha alteracions profundes en I'epitel
alveolar dels pacients amb FPI, entre elles la presencia de cél-lules epitelials hiperplasiques. Una
troballa consistent en pulmons amb FPI és la disminuci6 en el nombre de cel-lules epitelials tipus
| com a resultat de I'apoptosi i el despreniment de la paret alveolar (Selman et al., 2001). Sembla
que les cél-lules tipus | sébn més susceptibles a una lesié que les tipus Il. En cas de ferida, les
cel-lules tipus Il supervivents podrien proliferar i diferenciar-se a cel-lules tipus | i repoblar la
membrana basal nua. En arees danyades de manera més severa, la membrana basal és
destruida i les cel-lules epitelials son desplacades per fibroblastes i miofibroblastes, una part
d’ells procedirien de les cel-lules epitelials tipus Il a través del procés d’'EMT.

El paper de les cel-lules epitelials alveolars en la FPI no esta completament definit. D’'una
banda, es considera que I'apoptosi massiva de cel-lules epitelials que es déna a la patologia és
una de les principals causes de l'inici del procés fibrotic. Alhora, la desaparicié de les cél-lules
epitelials causaria I'eliminacié de les funcions “antifibrotiques” de I'epiteli, incloent la sintesi
constitutiva de PGE,, la produccid6 de metaproteinases amb capacitat de degradacio dels
col-lagens fibril-lars i el seu paper com a barrera fisica per evitar que les citoquines produides
pels macrofags alveolars indueixin I'activacié de les cél-lules intersticials subjacents (Uhal et al.,
2002). D’altra banda, hi ha estudis (Selman et al., 2006) que indiquen que les cél-lules epitelials
actives que es mantenen al llarg de la progressié de la fibrosi tindrien un paper pro-fibrotic a
través de la sintesi de citoquines, afavorint la proliferacio, migracié i activacio de les cél-lules
mesenquimals i per tant, el procés de reparacié anormal i la formacio dels focus de fibroblastes i
miofibroblastes. Les cél-lules epitelials sobreexpressen diversos mediadors que tenen un paper
destacat en la progressio de la FPI, entre ells TGF-, PDGF, TNF-a o ET-1.

Les cél-lules de la linia cel-lular d’adenocarcinoma pulmonar huma A549 s'utilitzen com a
model in vitro de les cél-lules epitelials alveolars tipus Il. Aquesta linia va ser establerta al 1972 i
té trets caracteristics de les cél-lules epitelials pulmonars, incloent la preséncia de cossos
lamel-lars i citocrom P450, igual que les cel-lules epitelials tipus II. Les cel-lules A549 formen
monocapes confluents polaritzades amb la morfologia caracteristica de les ceél-lules tipus Il i
presenten marcatge per acid tannic, tipic dels cossos lamel-lars on s’emmagatzema el surfactant.
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4.2 Paradoxa de I'apoptosi a la fibrosi pulmonar idiopatica

L'apoptosi é€s un factor clau en la resolucié del tancament d’una ferida in vivo, ja que per
que tingui lloc la reparacié normal del teixit, en la fase final de tancament és necessaria la
desaparicio de les cél-lules mesenquimals. En la FPI, I'excés d’apoptosi de les cél-lules epitelials
combinat amb una resistencia dels fibroblastes i miofibroblastes a I'apoptosi podria ser un
mecanisme important en el desenvolupament de la fibrosi progressiva (Uhal et al., 1998; Uhal,
2002; Lappi-Blanco et al., 1999; Moodley et al., 2003).

Diversos mecanismes han estat proposats per explicar aquest desequilibri entre I'apoptosi
en fibroblastes i cel-lules epitelials. Els fibroblastes procedents de pulmons amb FPI indueixen
apoptosi de cél-lules epitelials alveolars in vitro a través de la secrecié d’angiotensina Il (Wang R
et al., 1999). D’altra banda, els fibroblastes FPI presenten resisténcia a I'apoptosi induida pel
ligand de Fas (FasL) in vitro (Moodley et al., 2004; Buhling et al., 2005). Fas és un membre de la
familia de TNF de receptors de superficie i indueix I'apoptosi cel-lular quan se I'hi uneix el ligand
de Fas (FasL), una proteina transmembrana expressada per limfocits T i cél-lules natural killer.
A més a més, s’ha descrit una expressio reduida de Fas en la fibrosi pulmonar. Una possible
causa d’aquesta reducci6é podria ser una disminucio de l'acetilacié d’histones i un increment de
les desacetilases en el promotor de Fas observat tant en el model de fibrosi pulmonar induida
per bleomicina en ratoli com en fibroblastes FPI (Huang et al., 2013).

En el model animal de bleomicina també s’ha descrit un increment de la via Fas-FasL en
cél-lules epitelials alveolars i en canvi una resisténcia inherent a I'apoptosi induida per Fas en les
cel-lules mesenquimals, probablement per una menor expressié del receptor Fas. L’anormal
expressio i funcionament de la via Fas-FasL podria ser un mecanisme destacat en la progressio
de la fibrosi pulmonar. Sembla que la interaccié entre el comportament de ceél-lules epitelials i
fibroblastes envers I'apoptosi afectaria el dialeg entre els dos tipus cel-lulars. Alhora, en el model
de bleomicina, els miofibroblastes han demostrat major capacitat de sintesi de FasL,
incrementant la induccié de I'apoptosi de les cél-lules epitelials in vitro, un efecte també produit
per accié del TGF-1.

Fora del pulmd, la sobreexpressio de ciclooxigenasa-2 (COX-2) té un paper important en
el desenvolupament de diversos tumors epitelials a través de la inhibicié de I'apoptosi de les
cél-lules epitelials (Jabbour et al., 2002). En canvi, s’ha descrit que la PGE, exogena promou
I'apoptosi de fibroblastes sinovials i colonics (Houchen et al., 2003; Jovanovic et al., 2002). La
capacitat disminuida dels fibroblastes FPI de sintetitzar PGE, (Wilborn et al., 1995) in vitro podria
tenir com a resultat una sensibilitat augmentada de les cél-lules epitelials a 'apoptosi induida per
FasL i alhora induir la resistencia dels fibroblastes al mateix estimul (Maher et al., 2010; Huang
et al., 2009).

D’altra banda, no tots els estudis indiquen que els fibroblastes fibrotics son resistents a
'apoptosi. Ramos et al., (2001) van descriure gque els fibroblastes procedents d'individus amb
FPI presentaven una taxa de creixement in vitro inferior i una apoptosi espontania superior als
fibroblastes procedents d’individus control. Alhora també van observar un percentatge superior
de cel-lules a-SMA positives en cultius FPl. S’ha descrit que la IL-1p causa un descens dosi-
depenent de la proteina a-SMA en fibroblastes de pulmé de rata (Zhang et al., 1997), pero es
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desconeix si un increment de I'apoptosi dels miofibroblastes induida per IL-1B és la causa
d’aquest descens.

4.3 El miofibroblast

La cél-lula efectora de la fibrosi és el miofibroblast: un fenotip diferenciat de fibroblast amb
capacitat contractil igualable a les cél-lules musculars llises i presenta expressio de alfa-actina
del muscul llis (a-SMA) (Hinz et al., 2007). Una caracteristica clau comu a les lesions fibrotiques
i durant el procés de reparacio i cicatritzacio d’'una ferida és la preséncia de miofibroblastes a les
zones de sintesi activa de matriu extracel-lular i remodelat.

En condicions normals, els fibroblastes quiescents tenen escassos contactes ceél-lula-
cel-lula o cel-lula-matriu extracel-lular associades a actina i presenten una sintesi escassa de
matriu extracel-lular (Tomasek et al. 2002). Després del dany a un teixit, s’activen i migren cap a
la zona danyada on sintetitzen components de la matriu extracel-lular estimulats per la secrecio
de citoquines per part de cél-lules inflamatories i altres cél-lules residents. L'estres mecanic
associat als canvis de la matriu extracel-lular present a la zona de la ferida també estimulen la
transicio fenotipica dels fibroblastes, que adquireixen fibres d’estrés d’actina connectades a les
proteines de la matriu mitjangant integrines (Tomasek et al., 2002). Aquest fenotip es coneix com
a proto-miofibroblast. El pas que el converteix en un miofibroblast diferenciat és la sintesi de novo
d’alfa actina del muascul llis (a-SMA), el marcador més utilitzat per definir un miofibroblast i que li
confereix una gran capacitat contractil. Per generar a-SMA s’han de donar almenys tres factors:
1) la presencia de TGF-B1 actiu, 2) la preséncia de proteines especifiques de la matriu
extracel-lular i 3) certa tensié mecanica minima semblant a les propietats d’un teixit en procés de
remodelat (Gabbiani, 2003).

El principal inductor de I'activacio a miofibroblast, el TGF-B1, incrementa I'expressio dels
components de la matriu necessaris per la diferenciacié a miofibroblast, com la fibronectina
(Thannickal et al., 2003). Nombroses citoquines fibrogeniques com factor de creixement derivat
de plaquetes (PDGF), factor estimulant de colonies de granuldcits i macrofags (GM-CSF)
(Rubbia-Brandt et al. 1991), factor de creixement de fibroblastes (FGF), factor de necrosi tumoral
alfa (TNF-a) (Desmouliére et al., 1992a), interleuquina 4 (IL-4) i interleuquina 13 (IL-13)
(Hashimoto et al., 2001), incrementen I'expressié d’a-SMA, mentre que l'interfer6-gamma (IFN-
y) i IL-1B disminueixen la seva expressio (Gharaee-Kermani et al., 2009).

4.4 Origen dels miofibroblastes

L'origen dels miofibroblastes en la lesio fibrotica no esta completament establert (Hinz et
al.,, 2012). S’han descrit diversos possibles tipus cel-lulars que es transformarien en
miofibroblastes en la FPI (Figura 9):
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1) Fibroblastes perivasculars i peribronquiolars residents a l'interstici pulmonar pel procés
anomenat transicio fibroblast-miofibroblast (FMT).

2) Cel-lules epitelials alveolars pel procés anomenat transicié epiteli-mesenquimal (EMT) i
cél-lules endotelials (EnMT).

3) Fibrocits circulants procedents de la medul-la ossia.

PROGENITORS DEL MIOFIBROBLAST

CEL-LULES MESENQUIMALS RESIDENTS

FMT

e FRoTh MIOFIBROBLAST

MIOFIBROBLAST DIFERENCIAT
fibroblast

ALTRES CEL-LULES LOCALS

epiteli

o o

endoteli

MEDUL-LA OSSIA / A \\('
\ \

|

o

Fibrocit PROTO-
MIOFIBROBLAST

N Matriu extracel-lular

<> Adhesié focal
= Fibres d'estrés d'actina
— (- SMA

Figura 9.- Possibles origens descrits del fenotip miofibroblast (Adaptacio de Hinz et al., 2007)

Una de les principals fonts serien els fibroblastes locals residents en estat de quiescencia,
gue s’activarien en resposta a estimuls extracel-lulars com el TGF-B1, Wnt, Jagged/Notch,
endotelina-1, acid lisofosfatidic o altres molecules de senyalitzaci6, aixi com per causa de la
hipoxia i I'extrés mecanic causat per I'increment de la duresa i rigidesa de la matriu extracel-lular
(Varga et al., 2007, Kis et al., 2011). Tots aquests estimuls indueixen I'expressio d'a-SMA i la
formacio de fibres d’estrés en cultius de fibroblastes procedents de diversos organs.

Els fibrocits circulants també es consideren possibles precursors dels miofibroblastes. En
condicions normals, les cél-lules derivades de la medul-la 0ssia representen menys d’'un 1% del
total de cél-lules circulants. En resposta a lesions, s’alliberen fibrocits en quantitats superiors i
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arriben fins a la zona danyada, on es diferencien a miofibroblastes i incrementen la deposicié de
matriu extracel-lular, contribuint al procés fibrotic.

Els miofibroblastes es troben en abundancia en arees de fibrosi activa i , a més de
representar la font principal de I'increment en I'expressié de matriu i citoquines (Zhang et al.,
1994), intervenen en l'apoptosi de les cél-lules alveolars i retarden la regeneracié epitelial
(Waghray et al., 2005). Per tant, el miofibroblast té un paper significatiu promovent la deposicid
de matriu extracel-lular, I'alliberacié de mediadors inflamatoris i el dany epitelial, tots ells factors
considerats clau en el manteniment del cicle fibrotic.

S’ha demostrat mitjancant diverses aproximacions que existeixen diferéncies en els perfils
proteics, geneétics i transcripcionals entre precursors de miofibroblasts procedents de diferents
origens i els seus equivalents fibrotics (Larsson et al., 2008). S‘ha descrit que es mantenen les
caracteristigues especifiques dels miofibroblastes durant diversos passatges in vitro, suggerint
una memoria de miofibroblast que preserva el fenotip. Aquesta memaria estaria relacionada amb
la regulacié de modificacions epigenetiques, ja sigui de metilacio de DNA, modificacio de les
histones o regulacio de diversos gens a través de miRNAs. (Hinz et al., 2012). Es desconeix,
pero si els miofibroblastes procedents de diferents origens cel-lulars tenen papers diferents en el
procés de reparacioé d’'una ferida normal, aixi com en la resposta fibrotica.

4.4.1 Transicio epiteli-mesenquimal

El procés de transicio epiteli-mesenquimal (EMT) es caracteritza per un conjunt de canvis
morfologics i fenotipics de les cel-lules epitelials, que perden la polaritat apical-basal i adquireixen
un fenotip amb elongat, amb capacitat migratoria (figura 10). Durant el procés es produeix una
disminucié de proteines especifiques epitelials, entre elles les unions estretes i adherents i la
proteina E-cadherina, amb la conseqient perdua de contacte entre cél-lules. Alhora,
s'incrementa I'expressio de diverses proteines mesenquimals, com vimentina o N-cadherina, i la
sintesi de procol-lagen tipus 1. Les ceél-lules alveolars epitelials perden la capacitat de sintetitzar
surfactant quan han dut a terme la EMT (Griinert et al., 2003). Actualment, s'utilitza el terme EMT
de manera amplia per designar qualsevol canvi de les cél-lules epitelials cap a una morfologia
fibroblastoide (Thiery et al., 2002).

El procés d’EMT és necessari durant 'embriogénesi i I'organogenesi, permetent que les
cél-lules puguin alternar entre el fenotip epitelial i mesenquimal (Kalluri et al., 2003; 2009). Hi ha
nombroses causes tant en el desenvolupament com en edat adulta per que les cél-lules epitelials
perdin el seu fenotip polaritzat (Grunert et al., 2003). Una perdua temporal de la polaritat
acompanyada de la redistribuci6 de marcadors de les unions estretes i adherents com per
exemple la E-cadherina i la migracio de les cél-lules o de grups de cel-lules, té lloc en diversos
processos del desenvolupament. Aquests inclouen per exemple, la tubulogénesi, la ramificacié
en la glandula mamaria o la reorganitzacio tissular durant el tancament i regeneracio d’una ferida.
Altres processos normals de desenvolupament, com la formacié del mesoderm durant la
gastrulacié o la migracié de les cél-lules de la cresta neural del tub neural inclouen la EMT.
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Figura 10.- Procés de transicié epiteli-mesenquimal (EMT) (Adaptacid de Kalluri et al., 2009). La EMT
implica una transicié funcional de cél-lules epitelials polaritzades cap a cél-lules mesenquimals mobils i
secretores de matriu extracel-lular. Una llista d’alguns dels marcadors de EMT més comuns s’indica a sota
de cada fenotip cel-lular. La colocalitzacié de marcadors d’ambdds grups indica que la cel-lula es troba en
un fenotip intermedi del procés d’EMT. Quan la transicié és completa, la major part de cel-lules
mesenquimals perden completament els marcadors epitelials, dificultant la deteccié del seu possible
origen epitelial. ZO-1, zona occludens 1; MUC1, mucina 1.

De manera similar, varietat de canvis associats a la plasticitat epitelial tenen lloc durant
processos patologics. A més de participar en la formacié d’organs i teixits i en el procés de
reepitelitzacié d’'un teixit durant la reparacié d’'una ferida, la EMT desenvolupa un paper molt
important en el potencial metastatic de cancers de cel-lules epitelials (Thiery et al., 2002). Fins
fa relativament poc, s’‘assumia que en teixits madurs, el fenotip epitelial era terminal. En
I'actualitat, nombrosos estudis que indiquen preséncia d’EMT en cél-lules epitelials de diversos
organs posen en dubte aquesta idea (Kalluri et al., 2003; Iwano et al., 2002). La inflamaci6
cronica implica la pérdua de polaritat epitelial, alteracié de deposicié de matriu extracel-lular i
processos migratoris i contribueix a malalties com la fibrosi pulmonar i renal, malaltia pulmonar
obstructiva cronica i asma cronica, que podrien implicar també la desdiferenciacié de cel-lules
epitelials a miofibroblastes (Yang et al., 2002).

4.4.2 Transicio epiteli-mesenquimal en la fibrosi pulmonar idiopatica

Willis et al., (2005) i Kim et al., (2006) van ser els primers en descriure un possible procés
d’EMT a la fibrosi, observant en teixit procedent de pacients amb FPI cel-lules que expressaven
de manera conjunta el marcador epitelial prosurfactant B amb els marcadors mesenquimals a-
SMA i N-cadherina, respectivament. Al 2006 es va establir un model de ratoli transgénic utilitzant
I'expressio de B-galactosidasa (B-gal) com a gen reporter de les cel-lules epitelials alveolars i
estudiar la seva transformacié a miofibroblastes in vivo en un model de fibrosi per sobreexpressio
de TGF-B1. Aquelles cel-lules que havien realitzat EMT, mantenien expressio de 3-gal i alhora
eren positives per marcadors mesenquimals. D’altra banda, Tanjore et al., (2009) van descriure
en el model de bleomicina que les cél-lules epitelials si duien a terme el procés d’'EMT, pero no
expressaven a-SMA, concloent que els miofibroblastes presents al la fibrosi induida per
bleomicina no eren d’origen epitelial.
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Kim et al., (2009) van descriure que la matriu extracel-lular en contacte amb les cél-lules
epitelials alveolars és un factor determinant en la seva resposta a TGF-1, induint apoptosi o
EMT en funcié de la seva composicid. Aixi, una matriu amb composicié provisional sintetitzada
pels miofibroblastes durant el tancament d’'una ferida estimularia la migracié de les cel-lules
epitelials per reparar I'epiteli danyat. En canvi, una composicié més permanent, amb preséncia
de col-lagen 1al induiria el procés d’apoptosi.

En l'actualitat la presencia d’EMT a la fibrosi pulmonar idiopatica és en gran mesura
acceptada, pero es desconeix el grau precis en el qual la EMT contribueix a la poblacié de
miofibroblastes presents al pulmé dels pacients amb FPI.

4.5 Procés de reparacio d’una ferida

Els processos de reparacié d'una ferida tenen tipicament dues fases: una fase
regenerativa en la qual les cel-lules danyades sén substituides per cél-lules del mateix tipus,
sense consequeéncies visibles del dany reparat; i una fase fibrotica, en la qual el teixit connectiu
substitueix el parénquima normal del teixit. Tot i ser necessari i beneficial inicialment, el procés
reparatiu es converteix en patogenic si no és controlat apropiadament, resultant en una deposicié
anormal de matriu extracel-lular, on el teixit normal és substituit per una cicatriu permanent (Wynn
et al., 2008).

En condicions normals, quan es produeix una ferida en un teixit i es trenquen els vasos
sanguinis, s'alliberen factors quimiotactics com el TGF-B1 o el factor de PDGF que permeten i
promouen la migracio cap a la zona de la ferida de cel-lules inflamatories, fibroblastes i cel-lules
endotelials (Amadeu et al., 2003). En aquest procés, hi ha fibroblastes que adquireixen el fenotip
miofibroblast, procés en el que participen diverses citoquines, factors de creixement i
components de la matriu extracel-lular com la heparina (Desmouliere et al., 1992b) i la ED-A
fibronectina (Serini et al., 1998).

Posteriorment, es produeix la reepitelitzacié del teixit. Les cél-lules epitelials perden la
seva polaritat apical-basal i proliferen i migren utilitzant la matriu provisional de fibrina i
fibronectina, degut a que existeix una disrupcié de la membrana basal. A continuacié es dona el
procés de remodelat que acaba amb la formacié d’'una cicatriu. En aquesta fase es substitueix la
matriu provisional per una de col-lagen tipus |, un procés mediat pels enzims metaloproteinases
(MMP’s) i els seus inhibidors (TIMPS). S’incrementa la contraccié de la ferida i es reorganitzen
els filaments de la matriu. Els miofibroblastes, connectats a la matriu per mitja de les integrines,
son els encarregats del procés contractil. Finalment, quan finalitza el procés de reparacio tant la
composicio de la matriu extracel-lular reparada com el descens en la tensié mecanica indueixen
una desaparici6 massiva dels miofibroblastes per apoptosi (Desmouliére et al., 1995;
Desmouliére et al., 1997).

En la FPI, aquesta desaparicié no es produeix ja que els miofibroblastes mostren una
resisténcia incrementada a 'apoptosi. Es dona per tant, un procés de resposta a una ferida
permanent i es produeix la cicatritzacio constant que desemboca en fibrosi.
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I-Introduccio

= Regulacid de la matriu extracel-lular en la FPI:

Els components de la matriu extracel-lular son sintetitzats per les cél-lules residents i
secretats a la matriu, on s’agreguen amb els components existents i tenen una potent influéncia
sobre les funcions cel-lulars (Clarke et al., 2013). La matriu esta formada per una barreja de
proteines fibroses i glicosaminoglicans, pero el component més abundant és el col-lagen. Els
principals col-lagens son el tipus 1 i tipus Ill, que creen una xarxa de fibres a l'interstici dels teixits.
El col-lagen tipus IV és el component principal de la membrana basal.

En FPI, existeix un increment de la sintesi i deposicio de col-lagen per part de fibroblastes
i miofibroblastes. En condicions normals, la matriu sintetitzada pels fibroblastes presents al pulmé
serveix d’entramat de suport per les cél-lules i de via pels mediadors solubles i permet una
resposta rapida davant dels canvis en les tensions fisiques que rep I'organ. En el pulmo, els
fibroblastes es troben principalment en arees subepitelials de les vies aéries i en l'interstici del
parénquima pulmonar. S’ha observat que els fibroblastes aillats de pulmons amb FPI presenten
caracteristiques fenotipiques diferents als fibroblastes normals, com alteracions en la resposta a
factors de creixement i increment en I'expressio de receptors de quimiocines.

La secreci6 de matriu extracel-lular estd altament regulada per part de les
metal-loproteinases (MMPS) i els seus inhibidors (TIMPs). Les MMPs s6n enzims amb activitat
proteolitica que s’encarreguen de la degradacié de la matriu extracel-lular. Les cel-lules epitelials,
fibroblastes i miofibroblastes i macrofags tenen capacitat de sintesi de MMPs al pulma, controlant
les taxes de recanvi de la matriu i per tant, I'arquitectura del teixit pulmonar i I'inici i resolucio dels
processos de cicatritzaci6 d’'una ferida. Els miofibroblastes, que en condicions normals
generalment sén absents al parénquima pulmonar, també contribueixen a aquest procés
mitjancant la seva capacitat contractil. Nombrosos mediadors poden alterar 'homeostasi del
teixit, incloent factors de creixement com el TGF-1, interleuquines i enzims cel-lulars.

A FPI, s’ha descrit un increment de MMP2, MMP7 i MMP9 en les zones del focus
fibroblastics, que podrien contribuir a una destruccié del teixit (Clarke et al., 2013). L'acumulacio
excessiva de matriu en la FPI no només afecta a la capacitat respiratoria fisica del pulmé sin6
que altera de manera activa les funcions biologiques de les ceél-lules amb les que esta en
contacte, promovent el procés de cicatritzaciéo permanent i desequilibrant el balan¢ de sintesi i
degradacié de matriu.

34



Il - OBJECTIUS






II-Objectius

L'objectiu general de la tesi ha estat estudiar el fenotip miofibroblast i la seva implicacié en
I'expressid de ciclooxigenasa-2 i la secrecié de prostaglandina E2 en la fibrosi pulmonar
idiopatica.

Els objectius concrets han estat els seguents:

Caracteritzar la poblacié de miofibroblastes presents en un cultiu in vitro de fibroblastes
primaris de pulmé procedents d’individus control i amb fibrosi pulmonar idiopatica.

Obtenir un model enriquit de miofibroblastes in vitro utilitzant factor de creixement
transformant beta 1 (TGF-B1) com a factor inductor de la transformacié fibroblast-
miofibroblast i de la transicié epiteli-mesenquimal.

Estudiar la diferent capacitat de proliferacio i migracié dels fibroblastes i miofibroblastes
procedents d'individus control i amb fibrosi pulmonar idiopatica.

Descriure I'expressio de ciclooxigenasa-2 i la secrecié de prostaglandina E2 en resposta
a a interleuquina-1 al fenotip miofibroblast i al procés de transicio fibroblast-miofibroblast
comparant cultius primaris de fibroblastes de pacients amb FPI amb cultius control i la
seva repercussio als processos de proliferacié i migracié.

Analitzar utilitzant a linia cel-lular epitelial A549 el fenotip miofibroblast procedent de la
transicio epiteli-mesenquimal en relacio a I'expressié de ciclooxigenasa-2 i la secrecio de
prostaglandina E2 en resposta a la interleuquina-1p.

Avaluar I'expressié de la familia del receptor de interleuguina-1 en fibroblastes control i
de fibrosi pulmonar idiopatica, aixi com en el fenotip miofibroblast i en la transicié epiteli-
mesenquimal.
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IlI-Material i Metodes

1. MATERIAL

1.1 Poblacio

Els estudis van ser realitzats en fibroblastes primaris procedents de pulmé huma i en la
linia cel-lular epitelial alveolar d’adenocarcinoma A549. Per realitzar I'estudi de fibroblastes
primaris de pulmg, es van obtenir biopsies de pulmé huma. Aquestes biopsies provenien de dos
grups diferents de pacients amb I'objectiu de realitzar comparacions dels resultats obtinguts: un
grup de pacients amb fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) i un altre grup format per individus control.
El teixit del grup fibrotic es va obtenir durant la biopsia pulmonar quirargica pel diagnostic de
pacients amb FPI (N=12). El diagnostic de FPI es va establir d’acord amb els criteris de
I’American Thoracic Society (ATS)/European Respiratory Society (ERS)(ATS/ERS 2000). Cap
d’aquests pacients amb FPI havia rebut tractament amb corticosteroides o altres tractaments
immunosupressors al moment de la recollida de la mostra.

Com a grup control es va obtenir teixit pulmonar d’'individus sense antecedents de malaltia
respiratoria, no fumadors i en abséncia d’infeccid respiratoria als darrers tres mesos, als quals
se’ls va realitzar cirurgia com a tractament de pneumotorax espontani. A aquests pacients se’ls
va realitzar una pleurodesi per videotoracoscopia i es van obtenir explants de teixit pulmonar
normal, sense evidencia histopatologica de malaltia (N=10).

Degut a que no és possible obtenir mostres de teixit de pulmé completament sa, es va
considerar el teixit procedent d’individus joves amb pneumotorax sense senyal de cap malaltia
respiratoria subjacent com a la opcié més adequada i alhora realista de disposar de teixit
pulmonar normal. En altres estudis ja s’han utilitzat mostres de teixit de pulmé de pacients amb
pneumotorax amb resultats positius (Pujols et al., 2004; A. Xaubet et al., 2004a).

Es va obtenir consentiment informat de tots els pacients d’acord amb les guies
institucionals i I'estudi va ser aprovat pel Comité Etic de I'Hospital Clinic de Barcelona.

La linia cel-lular epitelial alveolar d’adenocarcinoma de pulmé huma A549 (American
Type Culture Collection, Rockville, MD) va ser utilitzada per dur a terme els estudis de transicio
epiteli-mesenquimal. Aquestes cel-lules s6n ampliament utilitzades en estudis in vitro com a
model de cél-lules pulmonars epitelials tipus Il (Kim et al., 2006, Kim et al., 2009; Buckley et al.,
2010).
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2. METODES

2.1 Cultiu cel-lular
2.1.1 Aillament de fibroblasts primaris de pulmé

Es van aillar fibroblastes primaris a partir de les biopsies de pulmo, utilitzant métodes
descrits amb anterioritat amb algunes modificacions (Roca-Ferrer et al. 2011). Explants d’1 mm?
del teixit pulmonar es van incubar en plaques de cultiu de 6 pous (NUNC, Wiesbaden, Alemanya)
en condicions estérils en medi de cultiu Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) (Lonza,
Verviers, Bélgica) suplementat amb penicil-lina (100 1U/ml), estreptomicina (100 pg/ml, Invitrogen
Carlsbad, California, USA) i amfotericina B (2 pg/ml)(Sigma, St Louis, MO, USA) i 10% serum
bovi fetal Gold (FBS) (PAA Laboratories GmbH, Cé6lbe, Alemanya). Els cultius es va mantenir en
una atmosfera humida al 5% de CO,, a 37°C.

En aquestes condicions, els fibroblasts migren de I'explant i s’adhereixen a la superficie
de la placa. Quan els fibroblasts ocupen al voltant del 80% de la superficie del pou,
aproximadament 20 dies després, es retira I'explant i es recullen les cél-lules amb un tractament
amb 0,05% tripsina — 0,02% acid etilendiaminotetraacétic (EDTA) (Invitrogen). Posteriorment, es
realitzen cultius seriats o subcultius en el mateix medi en flascons de 150 cm? (NUNC,
Wiesbaden, Alemanya) per tal d’augmentar la quantitat de cel-lules disponibles per realitzar els
diferents dissenys experimentals i evitar la contaminacié d’altres tipus cel-lulars. Tots els estudis
es van realitzar entre els passatges 5 i 6 ja que passatges superiors poden alterar el fenotip
normal del fibroblast. Cal, doncs, fer una congelaci6 al tercer passatge i aixi mantenir un fenotip
més estable.

2.1.2 Congelacio cel-lular

Per garantir el manteniment de les linies cel-lulars a llarg termini, es van congelar en
nitrogen liquid. En el tercer passatge, es van tripsinitzar i recollir les cél-lules seguint el mateix
procediment que als subcultius. Es van comptar les cél-lules en un comptador cel-lular Luna™
automated cell counter (Logos Biosystems) utilitzant la técnica d’exclusié de blau tripan (Sigma)
per tal de comptabilitzar les cél-lules viables i les mortes. Aixi doncs, el colorant blau tripan no és
capagc d'introduir-se a les cel-lules vives amb la membrana intacta i en canvi, si pot atravessar la
membrana de les cél-lules mortes, tenyint-les de blau. Es van comptar i repartir aproximadament
dos milions de cél-lules viables per cada criovial.

Es va resuspendre el pellet cel-lular en medi Eagle’s Minimal Essential Media (EMEM)
(Lonza) al 20% FBS i la mateixa quantitat de medi Crioprotective (Medi Basal Eagle amb Hanks
i un 15% dimetil sulfoxid (DMSO) sense L-glutamina) (Lonza). Tot el procés es va realitzar en
fred i en condicions esterils. Els criovials es van passar a un contenidor de congelacié Mr. Frosty
(Nalgene, VWR) que es van mantenir durant 24h en un congelador de -80°C per permetre una
disminucio6 progressiva de la temperatura d’1°C per minut, degut a que conté alcohol isopropilic,
millorant aixi la qualitat del procés de congelacid. Posteriorment es van emmagatzemar els
criovials en tancs de nitrogen liquid fins al moment de la seva utilitzacio.
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2.1.3 Caracteritzacio del cultiu

Per tal d’assegurar la puresa del cultiu de fibroblastes primaris obtinguts a partir d’explants
de pulmé control i amb FPI, es va realitzar una immunofluorescéncia per determinar la preséncia
de marcadors caracteristics de cél-lules mesenquimals i de cel-lules epitelials.

Per dur-ho a terme, els fibroblastes es van cultivar fins a subconfluéncia i es va realitzar
una immunofluorescéncia seguint el protocol detallat a I'apartat 2.4, per les proteines del
citoesquelet vimentina (Dako) i pan-citoqueratina (C2562, Sigma). La vimentina és present als
fibroblastes pero no a les cél-lules epitelials i les citoqueratines en cel-lules epitelials perd no en
fibroblastes.

El total dels fibroblastes van mostrar positivitat per vimentina i negativitat per
citogueratines, demostrant que no hi havia cel-lules epitelials contaminants als cultius de
fibroblastes. Com a control positiu del marcatge amb citoqueratines, es van utilitzar cél-lules
epitelials primaries procedents de mucosa nasal humana (Figura 11).

Figura 11.- Caracteritzacié d’un cultiu primari de fibroblastes de pulmé per immunofluorescéncia. A)
Marcatge positiu per vimentina (verd) i (B) marcatge negatiu per citoqueratines en un cultiu de
fibroblastes primaris de pulmd. (C) Control positiu de la immunofluorescéncia de citoqueratina (verd)
utilitzant cel-lules epitelials de mucosa nasal. Els nuclis van ser marcats amb DAPI en blau (augment
original x200).

2.1.4 Cultiu de la linia cel-lular epitelial de pulmé A549

La linia cel-lular epitelial alveolar d’adenocarcinoma de pulmé huma A549 es va cultivar
en medi RPMI 1640 (Lonza) amb 1 mM L-Glutamina (Lonza) i suplementat amb penicil-lina (100
IU/ml), estreptomicina (100 pg/ml), amfotericina B (2 ug/ml) i 10% FBS. Els cultius es va mantenir
en una atmosfera humida al 5% de CO,, a 37°C. Els experiments es van realitzar en les mateixes
condicions que als cultius de fibroblastes primaris i cada condicio es va realitzar com a minim per
quadruplicat.
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2.2 Disseny experimental

Es van dur a terme dos models experimentals diferents segons les condicions desitjades
a cada estudi:

= Mesura de la capacitat de migracio i proliferacio in vitro de fibroblastes i
miofibroblastes:

En primer lloc, per tal d’'analitzar la capacitat de migracié i proliferacié in vitro de
fibroblastes i miofibroblastes procedents de cultius control i FPI, es va dissenyar un model de tall
o ferida en les cel-lules en confluéncia i amb un 1% de sérum bovi fetal (FBS). Previament, les
cel-lules es van mantenir durant 24 h en medi sense sérum per sincronitzar el cicle cel-lular i
realitzar estudis de proliferacio cel-lular.

En estat de confluencia, es va poder controlar el moviment cel-lular: Al realitzar un tall a
la monocapa es va crear un espai sense ceél-lules, de tal manera que migrar cap a aquesta zona
va ser I'inic moviment possible de les cél-lules confluents. El baix percentatge de serum present
al medi va permetre que el metabolisme cel-lular estigués activat, facilitant un nivell adequat de
proliferacié i migracio.

= Estudi de I'expressio de COX-2 en fibroblastes i mi  ofibroblastes obtinguts
d’individus control i pacients amb fibrosi pulmonar idiopatica:

En la segona tanda d’experiments, les cél-lules es van estudiar en subconfluencia i
abséncia de serum al medi . En aquestes condicions, les cel-lules aturen la seva proliferacio i
es sincronitzen els cicles cel-lulars. En aquest moment, la seva resposta a estimuls exogens és
més homogenia i per aquest motiu, molts estudis in vitro es realitzen després de retirar el sérum
del medi de cultiu cel-lular durant 24h.

Cal tenir en compte que el sérum conté una gran varietat de factors de creixement i
citoquines que en un percentatge del 10% podrien alterar la resposta cel-lular als estimuls
exogens i I'expressio genica i proteica objectiu de I'estudi (Lemons et al., 2010).

A continuacié es detallaran els estudis realitzats segons les dues aproximacions
experimentals.

2.2.1 Mesura de la capacitat de migracio i proliferacio in vitro de fibroblastes
i miofibroblastes

Dos metodes diferents d'analisi de la migracié i proliferacié dels fibroblastes i
miofibroblastes control i FPI es van dur a terme.

En ambdds casos, les ceél-lules es van cultivar fins a un 90% de confluéncia
aproximadament i a continuacié es van incubar durant 24h en medi sense sérum per tal de
sincronitzar els seus cicles cel-lulars. Amb I'objectiu de tenir un cultiu amb un alt percentatge de

44



IlI-Material i Metodes

miofibroblastes, les cél-lules es van incubar amb medi amb o sense TGF-B1 durant 72 h (5 ng/ml,
R&D systems Minneapolis, USA), un potent inductor de la transformacié de fibroblast a
miofibroblast. Com a resultat, es va obtenir un cultiu enriquit en miofibroblastes. Els experiments
a partir d'aquest punt es van realitzar en preséncia d'un 1% de serum bovi fetal (FBS). En
aquestes condicions, les cel-lules son capaces de migrar i / o proliferar.

2.2.1.1 Estudi dels fenotips cel-lulars presents en el tancament d’una ferida in
vitro en un cultiu de fibroblastes procedents d’individus control i de pacients amb
fibrosi pulmonar idiopatica

En el primer estudi, vam avaluar els fenotips cel-lulars presents en el tancament d’'una
ferida in vitro creada en un cultiu de fibroblastes control i FPI. Per fer-ho, les cél-lules van ser
cultivades en CultureSlides® (BD Biosciences, USA) de 4 pous en les condicions esmentades
en el punt anterior. A continuacié, es va realitzar un tall o ferida in vitro, fent un tall recte amb una
punta de pipeta esteril. Es van realitzar tres rentats amb tampd fosfat sali (PBS) estéril per
eliminar restes cel-lulars.

Les cel-lules van ser fixades en aquest moment o al cap de 24 h per analitzar per
immunofluorescencia el marcatge d'a-SMA i la proliferacié cel-lular mitjancant la técnica
d’incorporacié d’un nucleosid modificat al nucli de les cél-lules en divisié (Click-iT®). Es van
realitzar comparacions entre el nombre de miofibroblastes i de cél-lules en estat proliferatiu a la
zona de la ferida i a la zona en confluéncia a diferents temps i entre cultius procedents d’individus
control i de pacients amb FPI.

Degut a que la proliferaci6 per si mateixa pot promoure el tancament d’'una ferida
(Kanazawa et al., 2010), és necessari excloure I'efecte de la proliferacié a I'hora de comparar la
capacitat de migracié de fibroblastes i miofibroblastes en el tancament d’una ferida in vitro. Es va
utilitzar la Mitomicina C com a inhibidor de la proliferacio cel-lular. En aquest cas, es van incubar
les cel-lules en presencia de Mitomicina C durant 24h, es van fixar i es va realitzar una
immunofluorescéncia per a-SMA. Es va comparar el percentatge de miofibroblastes presents a
la zona del tall i a la zona confluent en preséncia o absencia de Mitomicina C. La figura 12 detalla
el disseny experimental utilitzat per realitzar I'estudi.
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Figura 12.- Disseny experimental utilitzat per estudiar els fenotips cel-lulars presents en el
tancament d’una ferida in vitro en un cultiu de fibroblastes procedents d’individus control i de pacients
amb fibrosi pulmonar idiopatica.

2.2.1.2 Mesura de la capacitat de tancament d’una ferida realitzada in vitro pels
cultius de fibroblastes procedents d’individus control i de pacients amb fibrosi
pulmonar idiopatica

En segon lloc, vam avaluar la capacitat de tancament d’'una ferida realitzada in vitro pels
cultius de fibroblastes i miofibroblastes procedents d’individus control i de pacients amb FPI
(Figura 13). Es van cultivar les cel-lules en plagues de 6 pous en les condicions esmentades
anteriorment. A continuacio, es va realitzar un tall in vitro amb una punta de pipeta estéril i es van
realitzar diversos rentats amb PBS 1x esteéril.

Es van prendre imatges de camp clar de la ferida realitzada al cultiu a temps inicial (Oh) i
després de 24 i 48h en un microscopi d’epifluorescéncia invertit (Leica Microsystems, Alemanya)
a 50x. Per tal d’obtenir el mateix camp durant I'adquisicié de les imatges, es van fer marques
properes a la zona del tall que van ser utilitzades com a referencia. L’area tancada al llarg del
temps va ser mesurada mitjangant el programa Image J, calculant la diferencia entre I'area inicial
de la ferida i I'area entre els dos marges de la ferida després de 24 i 48h.

Diversos tractaments van ser utilitzats amb aquest protocol experimental, com es detalla a
continuacio. Per tal d’avaluar el paper de la proliferacio (i el de la migracid) en el tancament de
la ferida, les cel-lules es van cultivar en preséencia o abséncia de Mitomicina C (5 mg/ml) durant
241 48h i es va mesurar I'area tancada amb el metode ja esmentat.

Per avaluar I'efecte antifibrotic de la IL-1B i la PGE; en el tancament d’una ferida in vitro per
part de fibroblastes i miofibroblastes, les cél-lules es van incubar en preséencia de IL-18 (10 ng/ml;
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R&D systems Minneapolis, USA) i de PGE: (5 ng/ml, Cayman chemicals, Michigan, USA) durant
24 1 48h i el tancament de la ferida es va mesurar com s’ha esmentat amb anterioritat.

] | No tractades
1 | MitC
[ TR T
I PGE,

No tractades

10% FBS 0% FBS /

(— ]
T 24h L | | No tractades
Confluéncia TGF-B1 5ng/mi / [ I ] MitC
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Y IL-1B
72h I  PGE,
1% FBS > >
& 24h 48h
6\.0 1% FBS
[ 10% FBS [ TGF-B1 (5ng/ml) &

I 0% FBS [ Mitomicina C (Byg/mi)
[T 1% FBS [N IL-1B (10ng/ml)
I PGE, (10ng/ml)

Figura 13.- Disseny experimental utilitzat per mesurar de la capacitat de tancament d’una ferida
realitzada in vitro pels cultius de fibroblastes procedents d’individus control i de pacients amb fibrosi
pulmonar idiopatica.

2.2.2 Estudi de I'expressid6 de COX-2 en fibroblastes i miofibroblastes
obtinguts d’individus control i pacients amb fibrosi pulmonar idiopatica
i en cél-lules epitelials alveolars A549

En la resta d’experiments, el medi de cultiu es va retirar quan les cel-lules estaven a un
80% de confluéncia i es van incubar en medi sense sérum durant 24h. A continuacio, diversos
models experimentals es van dur a terme:

1) En el primer grup d’experiments, els fibroblastes van ser tractats en preséncia o
abséncia d’IL-1B (10 ng/ml), un potent i conegut inductor de I'expressio de la COX-2 (Wilborn et
al., 1995), durant 4 i 24 h i es va mesurar I'expressio de COX-2, a-SMA, IL-1RI, IL-1RII i IL-
1RACP.

2) En el segon grup d’experiments, vam estudiar I'efecte del TGF-B1 (5 ng/ml) en cultius
control i FPI durant 4, 24 i 72h sobre I'expressio de COX-2. A 72h de tractament amb TGF-B1
vam mesurar I'expressié de COX-2, a-SMA, col-lagen lal, col-lagen 3alide IL-1RI, IL-1RII i IL-
1RACP .
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Amb aquests experiments vam establir un model in vitro de transformacio fibroblast-
miofibroblast (FMT) i transicio epiteli-mesenquimal (EMT) incubant fibroblastes i cel-lules de la
linia epitelial de pulmo6 A549 respectivament, amb TGF-B1 durant 72h. El procés de EMT també
va ser caracteritzat per I'estudi dels canvis en [I'expressié de col-lagen lal, de la proteina E-
cadherina i de la proteina del citoesquelet F-actina per marcatge amb fal-loidina.

3) En un tercer grup d’experiments, vam estudiar cél-lules pre-tractades durant 72h amb
TGF-B1 (Figura 14). En aguests experiments, es va retirar el TGF-B1 després de 72h i es va
canviar el medi de cultiu a medi nou amb els estimuls corresponents. Vam estudiar I'efecte d’IL-
1B (10 ng/ml per fibroblastes i 1 ng/ml per cel-lules A549) i PGE: (5 ng/ml), I'efecte de I'inhibidor
selectiu de la COX-2 Celecoxib (10 uM, Sigma) durant 24h addicionals. Les raons d'utilitzar
concentracions diferents d’ IL-1B segons el tipus cel-lular, es van basar en primer lloc en la
literatura (Roca-Ferrer et al., 2011; Ling et al., 2010) i en segon lloc en I'experiéncia del laboratori.
Vam obtenir nivells similars de PGE; en ambdoés tipus cel-lulars utilitzant les concentracions
descrites, permetent les comparacions entre els diferents grups.

Vam mesurar I'expressio de COX-2, COX-1, a-SMA, IL-1RI, la secreci6 de PGE: i la
proliferacié en aquestes condicions i es van comparar aquests resultats amb els obtinguts amb
un tractament curt de 4h de TGF-f31.

Alhora, es va estudiar I'efecte conjunt de TGF-B1 i d’'IL-1pB sobre I'expressié de COX-2,
COX-1 i a-SMA a temps curts de 4h. A més, es van reincubar amb TGF-B1 durant 4 i 24h
addicionals després del tractament durant 72h amb TGF-1.

No tractades \
No tractades /‘ E—
[—— i
N 18
10% FBS 0% FBS / I | western Blot
PCR
24h No tractades Secrecio PGE,
o \ +TGF-B1 5ng/mi /' —
Confluéncia ’ ' : .
70-80% "\ IL-1B
72h
0% FBS
24h
Il 10% FBS 0% FBS
I 0% FBS

B TGF-B1 (5ng/ml)
I IL-1B (1-10ng/ml)

Figura 14.- Disseny experimental utilitzat per estudiar I'expressi6 de COX-2 fibroblastes i
miofibroblastes obtinguts d’individus control i pacients amb fibrosi pulmonar idiopatica i en ceél-lules
epitelials alveolars A549.
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2.3 Western blot
2.3.1 Extraccio de proteines

Les ceél-lules es van cultivar en plaques de cultiu de 90 cm? i es van realitzar els
tractaments corresponents segons el disseny experimental. A continuacié, per obtenir I'extracte
proteic, les ceél-lules es van rentar dues vegades amb PBS 1x fred i es van lisar directament en
la superficie de la placa amb 200 pl de tampd RIPA (TrisHCI 50mM, NaCl 150mM [pH 7,4], NP40
Igepal 1%, Triton X-100 1%, SDS 0.1% i 5 yl/ml de cocktail inhibidor de proteases (Sigma) afegit
immediatament abans de la lisi). El lisat es va mantenir en gel durant 20 minuts i posteriorment
es van sonicar les mostres amb dos pols de 15s utilitzant un sonicador (Branson Sonifier 250,
Danbury, CT, USA). L'hnomogenat es va centrifugar immediatament a 14,000 x g durant 10 minuts
a 4°C i es va recollir el sobrenedant amb I'extracte proteic en un nou tub, eliminant el pellet amb
restes cel-lulars. L'extracte es va mantenir congelat a -80°C fins al moment de mesura de la
concentracio proteica.

2.3.2 Determinacio de la concentracio de proteines

Per assegurar que la mateixa quantitat de proteina era carregada a I'assaig de western
blot, la quantitat de proteina present als lisats cel-lulars va ser quantificada utilitzant el metode
de Lowry. Agquesta tecnica permet mesurar la quantitat de proteina total present a la mostra
utilitzant concentracions conegudes d’albumina sérica bovina (BSA) com a estandard.

Breument, els estandards es van preparar diluint Protein Standard Solution (Sigma) en
aigua destil-lada fins a un volum final de 250 pl. De la concentracié maxima de 400 pg/ml es van
fer dilucions seriades fins a una concentracié minima de 50 pg/ml. El blanc es va preparar amb
250 uL d’aigua. Les mostres es van analitzar a una dilucié 1:20 en aigua.

En primer lloc, es va afegir el reactiu de Lowry (Sigma), es van passar les mostres pel
vortex i es va deixar incubant durant 20 minuts. A continuacié, es va afegir el segon reactiu: Folin
& Ciocalteau’s Phenol Reagent Working Solution (Sigma), que es va incubar durant 30 minuts,
temps necessari per desenvolupar la reaccié colorimetrica. El contingut de cada tub es va
transferir a una placa de 96 pous i totes les mostres es van avaluar per duplicat. L’absorbancia
es va determinar a 630 nm per espectrofotometria utilitzant un lector de plagues (Thermo
Multiskan EX).

2.3.3 Electroforesi de proteines

En condicions desnaturalitzants, les proteines es poden separar segons la seva mida en
gels d’acrilamida. Degut a que la migracio de les proteines amb similars pesos moleculars pot
variar segons les diferéncies en la seva estructura secundaria, terciaria o quaternaria, es va
utilitzar dodecil-sulfat sodic (SDS) per reduir les proteines a la seva estructura primaria, tenint
una carrega negativa practicament uniforme al llarg de tot el polipéptid. El voltatge aplicat durant
I'electroforesi permet la migracio dels anions i les proteines es separen pel seu pes molecular.
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Entre 12,5 i 15 yg de proteina total de cada mostra van ser desnaturalitzats en un
termociclador (MJ Research PTC-100, USA) (100°C, 5 minuts) en preséncia de tampo de carrega
(NuPage lithium dodecyl sulfate (LDS) sample Buffer) i agent reductor NUPAGE, que conté
ditiotreitol (DTT) (ratio 1:10). A continuaciod, les mostres es van carregar en gels de Tris-Acetat al
7% (Invitrogen) en SDS-Tampo d’electroforesi (Novex TRIS-Acetate SDS Running Buffer 20X)
col-locats en una cambra d’electroforesi vertical, XCell Sure Lock Mini-Cell (Invitrogen). Per
mantenir les proteines en estat reduit durant I'electroforesi del gel, es va afegir al tampéd
d’electroforesi 500 uL d’'un antioxidant (NUPAGE) amb N,N-Dimetiloformamida.

Un marcador de pes molecular conegut (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard) es va
carregar al gel com a referencia. Aquest marcador facilita la identificacié de la banda, ja que
indica el pes molecular en kilodaltons (kDa) de les proteines i alhora permet una avaluacio rapida
de l'eficiencia de la transferéncia. Les proteines van ser separades segons pes molecular, es va
dur a terme I'electroforesi durant 90 minuts a 125 V utilitzant una font d’alimentacié BioRad Power
Pac 1000 (BioRad Laboratories Ltd., Hemel Hemstead, UK).

2.3.4 Transferencia a membrana

Les proteines van ser transferides utilitzant un sistema de transferéncia en sec (iBlot®
Dry Blotting System, Invitrogen). Aquest sistema transfereix les proteines des dels gels de
poliacrilamida en 7 minuts sense necessitat de tampons addicionals. El iBlot inclou una
membrana de nitrocel-lulosa de 0.2 uym integrada, a on es van transferir les proteines. L’ordre de
les capes en el sistema de transferencia va ser, d’abaix a dalt: anode amb la membrana de
nitrocel-lulosa incorporada, gel de poliacrilamida, paper de filtre, catode i finalment una esponja.

2.3.5 Bloqueig d’unions inespecifiques

Després de la transferéncia, amb I'objectiu de bloguejar els llocs d’'unié inespecifics de
les membranes, es van col-locar en un tampé de bloqueig amb 5% de llet en pols i 0,05 %
Tween®20 en PBS durant 1 h a temperatura ambient en agitacié suau en un agitador (Stuart
Scientific SO3 Orbital Shaker, UK).

2.3.6 Immunodeteccio proteica i analisi densitomeétric

Les membranes es van incubar en una solucié de tampé de bloqueig amb anticos primari
detallats a la taula 3, tota la nit a 4°C en agitacio.

A continuacid, les membranes es van rentar en PBS-Tween®20 al 0,05% i es van incubar
amb [l'anticos secundari (Horseradish Peroxidase-labeled)(Santa Cruz Biotechnologies)
corresponent diluit 1:3000 en tampé de bloqueig durant 2 hores a temperatura ambient. En el
cas de la B-actina, la dilucié del secundari va ser 1:10.000.
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Taula 3.- Anticossos utilitzats en la técnica de western blot

Anticos Casa comercial Pes Molecular Font Dilucio
Anti COX-2 Cayman (72 kDa Mouse 1:1000
Anti COX-1 Santa Cruz (072 kDa Goat 1:1000
Anti a-SMA Sigma (42 kDa Mouse 1:1000
Anti B-actina Sigma (42 kDa Mouse 1:10000
Anti ERK %2 Cell signaling [A2-44 kDa Rabbit 1:1000

Anti E-cadherina BD Biosciences [120 kDa Mouse 1:1000
Anti IL-1RI Santa Cruz [BO kDa Rabbit 1:1000
Anti IL-1RII Santa Cruz [46 kDa Mouse 1:1000

Anti IL-1RAcP Santa Cruz [66 kDa Mouse 1:1000

Finalment, després rentar un altre cop les membranes, es van incubar amb ECL
(Enhanced Chemiluminiscent Substrate) (Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate,
Rockford, IL, USA) durant 5 minuts. Les bandes proteiques quimioluminiscents es van detectar
amb el CCD camera System LAS 3000 (Fuijifilm, Tokyo, Japan).

Les densitometries es van realitzar utilitzant el software Image Gauge v.4.0. Els resultats
es van analitzar en comparacié amb la proteina constitutiva 3-actina en el cas dels fibroblastes i
respecte a p44/42 MAPK (ERK1/2) en el cas de les cél-lules A549, degut a que els nivells de -
actina van experimentar canvis després del tractament amb TGF-B1.

2.4 Immunofluorescencia

Les cél-lules es van cultivar en CultureSlides® de 4 pous (BD Biosciences, USA) i després
de realitzar els tractaments segons disseny experimental, es van fixar amb paraformaldehid al
4% fred durant 15 minuts.

Per realitzar la immunocitoquimica, les cel-lules es van permeabilitzar amb Triton-X 100
al 0,2% i posteriorment es van bloquejar en PBS-BSA 1% durant 1 hora. A continuacio, es van
incubar a 37°C amb els anticossos primaris goat policlonal anti-COX-2 (Santa Cruz
Biotechnologies), mouse monoclonal anti-a-SMA (Sigma) o rabbit policlonal anti-IL-1RI (Santa
Cruz Biotechnologies) a concentracié 1:500 durant 1 hora i posteriorment amb els secundaris
corresponents units a un fluorocrom.
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Es van utilitzar anticossos secundaris Alexa Fluor 555° donkey anti-goat IgG (H+L, verd),
Alexa Fluor 488® goat anti-mouse IgG (H+L, verd), Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Mouse 1gG (H+L,
vermell), i Alexa Fluor® 594 Donkey Anti-rabbit IgG (H+L, vermell) (Invitrogen) en una dilucio
1:500, durant 1h a 37°C. Pel marcatge de la F-actina, les cél-lules es van incubar amb Faloidina-
TRITC (Sigma) durant 1h. Els nuclis es van tenyir amb DAPI 1:10.000 durant 5 minuts i es van
muntar les preparacions amb el medi Prolong® Gold Antifade reagent (Invitrogen, Molecular
Probes).

Les preparacions es van analitzar utilitzant un microscopi d’epifluorescéncia invertit
DMI6000 B (Leica Microsystems, Germany) a x200 o x400 augments. Per realitzar comptatges
cel-lulars, es van fotografiar de 10 a 12 camps aleatoris per pou. Les imatges van ser analitzades
utilitzant el programa Image J.

2.4.1 Coimmunofluoresceéncia

Pels experiments amb doble marcatge per immunofluorescéncia de COX-2 i a-SMA o bé
de IL-1RI i a-SMA, es va incubar primer I'anticos primari per COX-2 o per IL-1RI i el seu
corresponent secundari durant 45 min cadascun i després es va repetir el procés amb l'anticos
primari i secundari per a-SMA durant 45 min cadascun. Aquest ordre va ser establert de manera
empirica en un conjunt d’experiments que van demostrar una reactivitat creuada molt baixa entre
anticossos. La fal-loidina tampoc va mostrar reactivitat creuada amb els anticossos primari i
secundari de COX-2.

2.5 Immunohistoquimica

Es van obtenir talls histologics procedents de biopsies d'individus sans amb pneumotorax
espontani (N = 10) i de pacients amb fibrosi pulmonar idiopatica (N = 12).

Els talls es van desparafinar durant 15 minuts a 65°C seguits d'una bateria de
desparafinat composta per alcohols en concentracié decreixent. Les mostres es van sotmetre a
un desenmascarament antigénic durant 40 minuts a 80°C en tamp¢ citrat (0.01M) a pH de 6.
Posteriorment, es van incubar en tampd de bloqueig PBS 1x + 0.05% de Triton X-100 + 3% Goat
serum (Sigma) durant 30 minuts a temperatura ambient.

Es van incubar amb l'anticos primari goat policlonal 1gG anti COX-2 (Santa Cruz
Biotechnology), mouse monoclonal anti a-SMA (Sigma), rabbit policlonal anti IL-1RI o bé mouse
monoclonal anti Vimentina (Clon Vim 3B4, Dako) diluits 1:1000 en solucié de bloqueig durant tota
la nit a 4°C. Es van rentar les preparacions amb PBS, es va realitzar la inhibicié de I'enzim
peroxidasa endogena durant 5 minuts, seguits d’una incubacié d’1 hora amb I'anticos secundari
del Kit EnVision™ Detection Systems Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse (Dako, Dinamarca).

Finalment, es va revelar incubant les preparacions entre 5 i 7 minuts amb
diaminobencidina (DAB) i es van contrastar els nuclis cel-lulars amb hematoxilina de Gill | durant
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1 minut. Es van rentar les preparacions amb aigua corrent i es van contrastar submergint-les
repetidament en una solucié d’acid acetic al 1%.

Les preparacions es van muntar amb el medi aquos Glycergel® Mounting Medium (Dako)
i es van observar al microscopi Olympus BX41 (Olympus Corporation, Tokio, Japan) a 200x.

2.6 Analisi de la replicacio de DNA (Click-iT®)

Amb l'objectiu de determinar la proliferacio cel-lular, es va utilitzar el kit comercial Click-
iT® (Invitrogen). Aquest métode es basa en la incorporacié del nucleosid modificat EAU (5-etinil-
2'-deoxiuridina), un analeg de la timidina que és incorporat al DNA durant la fase sintesi activa
de DNA.

La detecci6 es basa en una reacci6 de “click”: una reaccié covalent catalitzada per Coure
entre una azida i un alqui. Aquest es troba integrat al EQU mentre que I'azida esta conjugada a
un marcador Alexa Fluor® 488, que emet fluorescéncia verda. El principal avantatge del marcatge
amb Click-iT® EdU és que la petita mida de I'azida permet la deteccié de I'EdU préviament
incorporat a les cél-lules utilitzant condicions de fixacio i permeabilitzacié estandards, que son
suficients per que la deteccié per Click-iT® arribi fins al DNA sense necessitat de desnaturalitzar-
lo.

Es van realitzar dues variants del mateix métode: una per citometria de fluxe (Click-iT®
EdU Alexa Fluor® 488 Flow Cytometry Assay Kit, Invitrogen) i l'altra per marcatge fluorescent
observat per microscopia (Click-iT® EdU Imaging Kit, Invitrogen).

La preparaci6 del cocktail de Click-iT® va ser comu per ambdues técniques. La proporcié
dels reactius del kit es detalla a la taula 4.

Taula 4.- Cocktail de la reaccié de Click-iT®

Components ML per reacci6
PBS 438
CuS0O4 10
Alexa Fluor® 488 azida 1,2
10x Reaction Buffer Additive 50
Volum Total 500

53



IlI-Material i Metodes

2.6.1 Avaluacio de la proliferacio cel-lular per citometria de fluxe

Les ceél-lules van ser cultivades en plaques de 90 cm? per I'analisi de citometria. Un cop
realitzats els tractaments corresponents, es van incubar els cultius durant un total de 2h amb 10
MM de EdU abans de ser recollides. D’aquesta manera, es va poder visualitzar el total de cél-lules
en fase proliferativa del cultiu al llarg d’aquest periode de temps, ja que sén les que havien
incorporat el nucledsid EdU. A continuacio, es van tripsinitzar les cél-lules i es van fixar amb
etanol de 70° fred, afegit al tub gota a gota i en agitacié. Es van mantenir almenys 24h en etanol
a -20°C. A continuacié es van realitzar rentats amb PBS-BSA al 1% i es van incubar durant 15min
amb Triton-X 100 a 0,5% per permeabilitzar-les.

Posteriorment, es va preparar el cocktail de reactius de Click-iT® segons les instruccions
del fabricant. Es van afegir 500 uL de cocktail per tub i es van incubar protegits de la llum durant
30 min. A continuacio es va realitzar un rentat amb PSB-BSA 1% i es va resuspendre el pellet
cel-lular en PBS-BSA al 0,5% per passar-lo per un citometre FACSCanto Il (BS Biosciences). Els
resultats van ser analitzats amb el programa FACSDiva.

La tecnica va ser validada amb un conjunt d’experiments realitzats incubant les cél-lules
amb concentracions creixents de serum. Els resultats estan presentats com a percentatge de
cél-lules que van incorporar el nucleodsid modificat EAU (% ceél-lules Click-iT® positives) respecte
a les cel-lules totals. Alhora, es van realitzar controls d’autofluorescéncia mesurant la
fluorescencia propia de les cel-lules sense EdU i es va mesurar un control negatiu sense cocktail
de Click-iT® per tal d’establir el criteri de positivitat.

2.6.2 Avaluacio de la proliferacio cel-lular per analisi d’imatge

Les cel-lules van ser cultivades en CultureSlides® de 4 pous per I'analisi per microscopia
de fluorescéncia. Un cop realitzats els tractaments corresponents, es van incubar els cultius
durant un total de 2h amb 10 uyM de EdU i després van ser fixades amb paraformaldehid fred al
4% durant 15 minuts. Es van permeabilitzar les cel-lules amb 0.5% Triton X-100 durant 30 min i
es va afegir el cocktail Click-iT® d’acord amb les instruccions del fabricant durant 30 min a
temperatura ambient i en foscor.

En alguns experiments, es va realitzar un marcatge conjunt per Click-iT® i per a-SMA. En
aquest cas, després de la incubaci6 amb el cocktail de Click-iT®, es van bloquejar les
preparacions durant 1h en PBS-BSA 1% a temperatura ambient i es va continuar el procés amb
una immunofluorescencia per a-SMA.

En tots els casos, els nuclis es van tenyir amb DAPI 1:10000 durant 5 minuts i es van
muntar les preparacions amb el medi Prolong® Gold Antifade reagent (Invitrogen, Molecular
Probes). Les cel-lules es van visualitzar en un microscopi d'epifluorescencia (Leica
Microsystems, Germany) a 200x.

Es van comptar 10 camps aleatoris per pou el nombre de cél-lules positives i negatives per
Click-iT® i per a-SMA en els casos de marcatge conjunt. Els resultats estan presentats com a
percentatge de cél-lules que van incorporar el nucledsid modificat EdU (% cél-lules Click-iT®
positives) respecte a les cél-lules totals.
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2.7 Deteccio de citotoxicitat per kit LDH

Per tal de determinar la possible citotoxicitat de la Mitomicina C sobre un cultiu de
fibroblastes primaris, es va utilitzar el kit Cell-death LDH cytotoxicity detection kit (Roche), d’acord
amb les instruccions d’Us.

El kit de detecci6 de citotoxicitat és un métode colorimetric basat en la mesura de l'activitat
de I'enzim lactat deshidrogenasa (LDH) alliberat per part de les cél-lules danyades. EI LDH és un
enzim citoplasmatic estable present a totes les cél-lules que és rapidament alliberat al
sobrenedant del cultiu cel-lular en cas de dany a la membrana plasmatica, on es pot mesurar
mitjancant una lectura d'espectrofotometria.

Per fer-ho, es recull el medi de cultiu lliure de cél-lules i s’incuba amb els reactius del kit.
L’activitat LDH es determina per un test enzimatic detallat a la figura 15. En el primer pas, NAD+
és reduit a NADH/H+ per la conversio catalitzada per LDH de lactat a piruvat. En el segon pas,
el catalitzador transfereix H* del NADH/H+ a la sal de tetrazolium que es redueix a formazan
(color vermell). EI formazan mostra un rang d’absorcié amb un maxim al voltant dels 500 nm, on
la sal de tetrazolium no té absorcio.

Un increment en el nombre de ceél-lules mortes resulta en un augment de l'activitat
enzimatica de la LDH en el sobrenedant del cultiu, que correlaciona directament amb un augment
de formazan format durant un periode de temps limitat. Per tant, la quantitat de color formada
durant l'assaig és proporcional al nombre de cél-lules lisades.

Pas 1:
Lactat / \ » Piruvat
NAD* NADH + H*
Pas 2: \
Formazan Tetrazolium
(vermel)) Catalitzador (groc)

Figura 15.- Funcionament del kit Cell-death LDH cytotoxicity detection basat en la reacci6 catalitzada
per I’enzim lactat deshidrogenasa (LDH).

De manera breu, els fibroblastes control i FPI van ser cultivats en plaques de 24 pous i
cada condicié es va realitzar per triplicat. Es van destinar pous als controls de la técnica,
corresponents de maxima alliberacié de LDH o mort cel-lular maxima (High Control: amb un 2%
Triton X-100) i minima alliberacié de LDH (Low control: medi de cultiu amb un 1% FBS). Les
cel-lules es van incubar durant 24h a 37°C i els sobrenedants es va recollir, es van transferir a
una placa de 96 pous. Es va afegir la barreja de reactius del kit, es va incubar la placa durant 30
minuts a temperatura ambient i finalment es va fer la mesura d’absorbancia a 490 nm en un lector
de plaques.
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Es va restar I'absorbancia dels blancs a I'absorbancia promig de les mostres i dels controls
high i low. El percentatge de citotoxicitat va ser calculat com a: (Absorbancia mostra —
Absorbancia del low control)/( Absorbancia del high control — Absorbancia del low control).

2.8 Aillament de RNA i RT-qPCR
2.8.1 Extraccio de RNA

L'RNA total va ser aillat a temps Oh, 24h i 72h utilitzant el kit RNeasy mini (Qiagen) segons
les instruccions del fabricant. EI metode d’extraccié6 RNeasy es basa en la unié selectiva dels
RNA de mida superior a 200 bases a una membrana de silici.

Les cel-lules es van lisar en 600uL de tamp6 RLT, que rapidament inactiva les RNases
per mantenir la integritat del RNA. A continuacio, es va afegir el mateix volum d’etanol per millorar
les condicions d'uni6 del RNA a la columna RNeasy Mini. Els seglients passos van ser una série
de rentats seguits de pols de centrifuga per eliminar les restes no desitjades i permetre la unio
del RNA a la membrana present a la columna d’extracci6. Finalment, es va eluir el RNA en 30pL
d’'aigua lliure de RNAses i es va procedir a la seva quantificacié utilitzant un espectrofotometre
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Es va mesurar la seva absorbancia a 260 nm i la seva
puresa amb el ratio Azso/Aze0. ES va considerar el RNA com a pur quan el ratio va presentar un
valor proper al 2.

2.8.2 Retrotranscripcio

Es va obtenir cDNA a partir d’'1 uyg d’'RNA per transcripcié-inversa amb el kit comercial
High Capacity cDNA Reverse Transcriptase kit amb RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Life
Technologies).

En primer lloc, es va calcular el volum necessari de cada mostra per obtenir 1 ug d’'RNA
i es va afegir aigua lliure de nucleases fins a un volum final de 10 uL en tubs siliconats Clear-
view™ Snap-Cap microtubes (Sigma). A continuacié es va preparar la Mix amb els components
necessaris per dur a terme la retrotranscripcio en les proporcions indicades a la taula 5, amb un
volum final de 10 pL de mix per reaccio.
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Taula 5.- Cocktail dels components utilitzats per la retrotranscripcié

Components ML per reaccié
10x Buffer RT 2
dNTP Mix 0,8
10x Random Primers 2

MultiScribe™ MuLV

1
transcriptasa inversa.
RNase Inhibitor 1
H-O Lliure de Nucleases 3,2

Es van afegir 40 uL d’oli mineral a cada tub per evitar I'evaporacié de les mostres durant
la retrotranscripcio. El procés es va realitzar en un termociclador (MJ Research PTC-100, USA)
seguint els passos seguents:

= 10 min a 25°C
= 120 min a 37°C
= 5 mina 85°C

Un cop finalitzada la retrotranscripcio, les mostres es van mantenir a 4°C en cas de ser
utilitzades durant les 24h posteriors o bé a -20°C per guardar-les durant periodes més llargs de
temps.

2.8.3 PCR quantitativa

Amb el cDNA obtingut es va realitzar una PCR quantitativa en temps real amb sondes
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Life Technologies) pels seglents gens:

= Col-lagen tipus I, alfa 1: COLIA1; Hs00164004_m1

= Col-lagen tipus Ill, alfa 1: COL3A1; Hs00164103_m1

= COX-2: PTGS2; Hs00153133_m1

* |L-1RI: IL1R1; Hs00991002_m1

= [L-1RII: IL1R2; Hs01030384_m1

= |L-1RACcP: ILIRAP; Hs00895050 m1

= RNA polimerasa I, polipéptid A: POLR2A; Hs00172187_m1
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Les sondes Tagman® estan dissenyades per hibridar especificament amb la part central
del cDNA objectiu, també anomenat amplico i permeten mesurar la produccié de productes de
PCR mitjancant un sistema de sondes marcades mitjancant un fluorocrom a I'extrem 3’ de la
sonda i una molécula quencher a I'extrem 5. Quan la sonda esta intacta, la proximitat entre
fluorocrom i quencher bloqueja I'emissié de fluorescéncia degut a I'efecte de transferéncia
d’energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET). Durant la PCR, la sonda hibrida amb
'amplicd. Durant I'extensio de la cadena, la polimerasa es troba amb la sonda i la hidrolitza amb
la seva activitat exonucleasa 5’, fet que provoca la separacio del quencher del fluorocrom i per
tant, permet I'emissio de fluorescencia. Aixi doncs, la fluorescéncia emesa esta directament
relacionada amb la quantitat de I'amplicé produit.

Per realitzar 'amplificacié es va utilitzar TagMan® Fast Universal PCR Master Mix 2X
(Applied Biosystems), que conté els primers necessaris per que s'inicii la reaccié d’amplificacié i
la polimerasa AmpliTag® Fast DNA Polymerase, que talla les sondes Tagman® un cop s’han
hibridat a la seqliencia objectiu, alliberant els senyals fluorescents detectats durant la PCR.

La PCR es va dur a terme en un aparell 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) i es van utilitzar les plagues MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate
(Applied Biosystems). Les condicions van ser les segients: 20 segons a 95°C per l'activacié
enzimatica seguits de 40 cicles d’1 segon a 95°C i 20 segons d’elongaci6é a 60°C. Els resultats
es van normalitzar respecte a I'expressié del gen constitutiu o de referéncia RNA polimerasa Il,
polipéptid A. Els resultats es van calcular en funcié del métode AACt i es van expressar en
expressio relativa a les mostres control (t=0h).

2.9 Quantificacio del col-lagen soluble pel métode de Sircol

La quantitat de col-lagen soluble en els sobrenedants dels cultius de fibroblastes va ser
quantificada mitjangant el kit comercial Sircol Collagen Assay (Biocolor, Belfast, UK).

Les proteines de col-lagen contenen un o0 més dominis amb una estructura de triple hélix,
descrites com a cadenes alfa. Els col-lagens fibril-lars (tipus I, 11, lll, Vi XI) tenen la majoria de la
seva estructura de cadena alfa formada per una sequiéncia repetida d’un tripéptid format per una
Glicina cada tres residus d’ aminoacids [(Gly-X-Y)n]. El metode es basa en la uni6 del reactiu
Sirius Red a aquesta estructura helicoidal [Gly-X-Y]n. El Sirius Red és un tint anionic amb
cadenes acides laterals que reacciones amb les cadenes laterals presents al col-lagen, sense
distincié entre els tipus de col-lagen.

Aquest métode és util per quantificar el col-lagen sintetitzat per un cultiu cel-lular durant
un experiment in vitro, perd no per mesurar les fibres de col-lagen insoluble amb enllacos creuats
covalents, que es poden mesurar pel metode d’hidroxiprolina.

Breument, es van recollir 500 puL de sobrenedant de cada condicié i es van concentrar
durant tota la nit utilitzant el reactiu de concentracié del kit. A continuacié, es va afegir 1ml de
colorant Sirius Red a cada tub i es van incubar en rotacié suau durant 30 minuts a temperatura
ambient per permetre la precipitacié del col-lagen unit al colorant. Després de centrifugar a
12.000 g durant 10 minuts, els pellets de col-lagen tenyit van ser rentats amb 750 pL de reactiu
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Acid-Salt Wash Reagent fred per retirar I'excés de colorant i tornats a centrifugar en les mateixes
condicions esmentades. El pellets es van re-dissoldre en 250 pL de NaOH 0,5 M i es va
determinar I'absorbancia a 540nm en un lector de plaques d’ELISA. Els resultats es presenten
com a pg de col-lagen secretat/ug de proteina total per cada condicio.

2.10 Determinacio de PGE,

Amb l'objectiu de mesurar la secrecio de PGE; els sobrenedants dels cultius cel-lulars de
fibroblastes i cél-lules A549 van ser recollits, filtrats a través de filtres de 0,22 ug (BD Biosciences)
I congelats a -80 °C fins al moment de la mesura.

La concentracio de PGE; es va determinar utilitzant el kit comercial Prostaglandin E2 EIA
Kit — Monoclonal (Cayman chemicals) seguint les instruccions del fabricant.

Prostaglandin E2 EIA Kit — Monoclonal és un assaig competitiu basat en la competitivitat
entre la PGE: i un conjugat de la PGEz-acetilcolinesterasa (AChe)(PGE; Tracer) per una quantitat
limitada d’anticos monoclonal anti-PGE;. Degut a que la concentracié de PGE>-Tracer es manté
constant mentre que la de PGE; varia segons les mostres, la quantitat de PGEx-Tracer que
s'uneixi a I'anticdos monoclonal anti-PGE; sera inversament proporcional a la concentracié de
PGE: al pou (Figura 16).

Y = Anticos policlonal anti-mouse 126G
Les plaques es pre-incuben amb 1. Incubar amb el Tracer,
I’anticos policlonal anti-mouse anticdsi estandard o mostra = Proteines de bloqueig

12G i es bloqueja el pou

aand I ML

2. Rentar per eliminar els 3. Desenvolupar lareaccié al
reactius no units pou amb Elfman’s Reagent

Acetilcolinesterasa unida a PGE, (Tracer)

Y 8

= Anticos especific anti-PGE,

= PGE,lliure

Figura 16.- Esquema del funcionament de I'assaig Prostaglandin E2 EIA Kit — Monoclonal
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El complex PGEz-anticos s’uneix a un anticos policlonal goat anti-mouse IgG que ha estat
previament adherit als pous. La placa es renta per eliminar aquells reactius que no s’han adherit
i s'afegeix el reactiu Ellman’s Reagent, que conté el substrat per la AChe. Es déna una reaccié
enzimatica que produeix un color groc que absorbeix a 412 nm. La densitat d'aquest color,
determinada per espectrofotometria, és proporcional a la quantitat de PGE»-Tracer unit al pou i
alhora és inversament proporcional a la quantitat de PGE; lliure present en el pou durant la
incubacié. La técnica va mostrar un limit de deteccié d’aproximadament 15 pg/ml.

Breument, el contingut d’un vial de EIA Buffer Concentrate es va diluir amb 90 ml d’aigua
doblement destil-lada (ddH,0O). El contingut d’'un vial de 2,5 ml de Wash Buffer Concentrate es
va diluir fins a 1L amb ddH20 i es van afegir 0,5 mL de Tween®20. El contingut d’estandard de
PGE: van ser reconstituits amb 1ml de EIA Buffer i guardats a 4°C. L'estandard es va preparar
mitjangant dilucions seriades des de 1000 pg/mL fins a 7,8 pg/mL. Els reactius PGE:
acetylcholine esterase tracer i PGE, monoclonal antibody van ser reconstituits amb 6ml de EIA
Buffer.

Per dur a terme l'assaig, els reactius i 50 yL de mostra per duplicat es van afegir a la
placa, segons les instruccions del kit. Es va incubar la placa tapada durant 18h a 4°C. Els pous
de la placa es van rentar 5 vegades amb Wash buffer abans d’afegir 200uL de Ellman’s Reagent
a cada pou. La placa aillada de la llum, es va incubar a temperatura ambient entre 60-90 minuts
en agitacio. Finalment, es va realitzar la lectura a 405 nm utilitzant un espectrofotometre (Thermo
Multiskan EX). Els resultats es van expressar com a pg de PGE2/mg proteina total per cada
condicio.

2.11 Analisi estadistic

L'analisi estadistic es va dur a terme amb els programes SPSS 14.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA) i GraphPad Prism (GraphPad Software Inc. La Jolla, CA, USA). Els resultats es presenten
com a mediana i els percentils 25 a 75. Els comptatges cel-lulars es presenten com a valors
mitjans = SE (Error Standard).

El test estadistic no-paramétric Mann-Whitney U-test va ser utilitzat per realitzar
comparacions entre els grups Control i FPI. Les comparacions entre tractaments dins de cada
grup es van dur a terme amb el test de Wilcoxon. Per els experiments amb la linia cel-lular
epitelials A549 es va utilitzar analisi estadistic parametric, amb ANOVA seguida de la comparacio
multiple del test post hoc de Dunnett. Les diferencies es van considerar significatives quan el p-
valor va ser inferior a 0,05.
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1. ESTUDI DE LA POBLACIO BASAL DE MIOFIBROBLASTES EN CULTIUS
DE FIBROBLASTES PRIMARIS CONTROL | DE FIBROSI PULMONAR
IDIOPATICA

Per a estudiar la poblacié de miofibroblastes en cultius primaris de fibroblastes control i
de FPI es va analitzar la presencia de a-SMA, que es un marcador reconegut dels mateixos. La
mesura de I'expressio d’aquest marcador en els nostres cultius de fibroblastes es va realitzar per
mitja de dues tecniques experimentals.

La primera técnica va consistir en la mesura de I'expressio proteica d’a-SMA per western
blot. El resultat es va normalitzar amb I'expressié de B-actina dels mateixos cultius. Es va
observar una major expressio d'a-SMA en cultius de fibroblastes procedents de pacients amb
FPI en comparacié amb els cultius control (Figura 17).
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Figura 17.- Expressi6 d’a-SMA en cultius de fibroblastes primaris control i de fibrosi pulmonar
idiopatica (FPI). Densitometria (A) i western blot representatiu de I'expressié d’ a-SMA i de B-actina en
llisats cel-lulars procedents de cultius de fibroblastes control i FPI (B). El resultat es mostra en relacié a la
expressié de B-actina. N =5. * p<0.05 comparat al grup control.

La segona tecnica emprada per estudiar I'expressio de a-SMA als cultius control i FPI va
consistir en el marcatge per immunofluorescéncia de les cél-lules positives per la proteina (Figura
18). Aquesta técnica, a diferéncia del western blot, ens permet comptabilitzar el percentatge de
miofibroblastes que hi ha als cultius en relaci6 al fibroblastes totals.

Un cop realitzada la immunofluorescencia, es van comptar en 12 camps aleatoris les
cél-lules que presentaven marcatge per a-SMA. El percentatge de cel-lules a-SMA positives va
ser significativament superior als cultius procedents de pacients amb FPI en comparacié als
cultius control, confirmant els resultats observats per western blot. A la figura 19 es presenta una
imatge representativa d’aguesta tecnica, a on podem observar un major nombre de
miofibroblastes als cultius de fibroblastes de pacients fibrotics que als cultius control.
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Figura 18.- Determinacié del percentatge de cél-lules a-SMA positives en cultius de fibroblastes
primaris control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) per immunofluorescéncia. Es va realitzar una
immunofluorescencia d’a-SMA i es van comptar en 12 camps aleatoris les cel-lules positives per aquesta
proteina. Els resultats es presenten en percentatge respecte a les cél-lules totals. N = 6. ** p<0.01
comparat al grup control.

Figura 19.- Imatge representativa d'immunofluorescéncia d’a-SMA en cultius de fibroblastes primaris
control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Marcatge d’a-SMA en un cultiu control (A) i en FPI (B) on la
tincié d’a-SMA es presenta en verd i els nuclis estan tenyits amb DAPI en color blau (augment original
200x).
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2. OBTENCIO D’UN CULTIU ENRIQUIT EN MIOFIBROBLASTES
UTILITZANT TGF-B1 COM AGENT INDUCTOR DE LA TRANSICIO
FIBROBLAST-MIOFIBROBLAST

2.1 Eltractament amb TGF-B1 indueix un increment de la transicié
fibroblast-miofibroblast dosi-depenent

Amb l'objectiu d’obtenir un cultiu amb un alt percentatge de miofibroblastes, es va utilitzar
el factor pro-fibrotic factor de transformacié de creixement beta 1 (TGF-f1), un potent inductor
de la transicio de fibroblast a miofibroblast (FMT).

En primer lloc, es va realitzar una dosi resposta a TGF-f1, per tal de determinar la
concentracié optima d’inducci6é de transformacié de fibroblastes a miofibroblastes per TGF-B1.
Els cultius de fibroblastes control i FPI van ser incubats a concentracions creixents de TGF-f1
(0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5i 10 ng/ml) durant 24h. Posteriorment, les cél-lules van ser fixades i es
va realitzar una immunofluorescéncia per marcar la preséncia d’a-SMA i comptabilitzar el nombre
de miofibroblastes al cultiu (figura 20). EI comptatge de les cel-lules a-SMA positives va
determinar que el TGF-B1 va induir un increment significatiu del nombre de miofibroblastes de
manera dosi-depenent. Es va escollir la dosi de 5 ng/ml com la concentraci6 idonia per realitzar
els posteriors experiments d’induccio de la FMT.
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Figura 20.- Increment dosi-depenent del percentatge de cél-lules a-SMA positives en cultius de
fibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) en resposta a TGF-B1. Les cél-lules van ser
tractades durant 24h amb concentracions creixents de TGF-B1 i es va realitzar el comptatge de cél-lules
a-SMA positives marcades per immunofluorescencia. Els resultats estan expressats com a percentatge de
cél-lules a-SMA positives sobre céel-lules totals. N = 4 Controls, N = 5 FPI.
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2.2 El tractament amb TGF-B1 indueix un increment de la transicid
fibroblast-miofibroblast temps-depenent

Un cop escollida la dosi de 5 ng/ml de TGF-B1, es va dissenyar un experiment de temps-
resposta per determinar el temps d’incubacié necessari per obtenir un cultiu amb un percentatge
elevat de miofibroblastes.

Per realitzar-ho, es van incubar els fibroblastes control i FPI durant 4, 24 i 72h amb 5
ng/ml de TGF-B1. Com s'observa a la figura 21, el tractament amb TGF-B1 va induir un increment
significatiu en el nombre de miofibroblastes de manera temps-depenent, assolint valors
estadisticament significatius a 24 i 72h a cultius control i FPI. El tractament va induir un nombre
similar de miofibroblastes a ambdés cultius als dos temps, perdent les diferencies que hi havia
de forma basal. A 72h, al voltant d’un 80% de les cél-lules quantificades van ser a-SMA positives.
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Figura 21.- Increment temps-depenent del percentatge de cél-lules a-SMA positives en cultius de
fibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) en resposta al TGF-B1. Les cél-lules van ser
tractades amb 5 ng/ml TGF-B1 durant 4, 24 i 72h i es va realitzar el comptatge de cél-lules a-SMA positives
marcades per immunofluorescencia. Els resultats estan expressats com a percentatge de cel-lules a-SMA
positives sobre cél-lules totals. N = 6 * P<0.05 comparat a les respectives cel-lules no tractades,. ## P<0.01
comparat al grup control en les mateixes condicions.

Les imatges obtingues es poden observar a la figura 22, on es mostren imatges
representatives d'immunofluorescéncia. El tractament amb TGF-B1 a les condicions que em triat
(5 ng/ml, 72h) produeix un increment molt evident del nombre de miofibroblastes als cultius
control i FPI.
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Figura 22.- Immunofluorescéncia representativa de I’expressié d’a-SMA en cultius control i amb fibrosi
pulmonar idiopatica (FPI) incubats en abséncia o en preséncia de TGF-B1. Les cél-lules van ser incubades
durant 72h amb medi sense sérum (A,C) o amb 5 ng/ml TGF-B1 (B, D), es van fixar i es va realitzar una
immunofluorescencia per marcar els miofibroblastes, és a dir, les cel-lules positives per a-SMA (verd). Els
nuclis van ser tenyits amb DAPI en color blau (augment original 200x).

2.3 Expressio de col-lagen induida per TGF-B1 en cultius control i
amb fibrosi pulmonar idiopatica

A continuacio vam avaluar la sintesi de col-lagen tipus 1 alfa 1 (COL1A1) i col-lagen tipus
3 alfa 1 (COL3AL1) en cultius de fibroblastes control i FPI tractats amb TGF-B1. L'increment en la
produccié de matriu extracel-lular és una caracteristica propia del fenotip miofibroblast. Per tant,
el tractament amb TGF-B1 hauria d’estar associat a un augment de la sintesi de col-lagen.

Es va mesurar per RT-PCR la sintesi de col-lagen en fibroblastes control i FPI de manera
basal i en presencia o abséncia de TGF-B1 durant 72h. La inducci6 de la FMT es va veure
associada a un increment significatiu de I'expressiéo del COL1Al (Figura 23), tant en cultius
control com FPI. Aquest increment va ser superior als cultius FPI en comparacié als control.
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Figura 23.- Expressié de Col-lagen lal en cultius control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) en
presencia i abséncia de TGF-B1. Es van incubar fibroblastes control i FPI en presencia o absencia de TGF-
B1(5ng/ml, 72h) i es va mesurar I'expressié de col-lagen lal per RT-PCR. Els resultats es mostren de forma
relativa a I'expressié del grup control a Oh. N = 6. * p<0.05 comparat a les respectives cél-lules no
tractades, # p<0.05 respecte al grup control en les mateixes condicions.

De la mateixa manera, el tractament amb TGF-B1 a 5 ng/ml durant 72h també va induir
un increment significatiu en la produccié de col-lagen 3al en cultius control i FPI (Figura 24).
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Figura 24.- Expressié de Col-lagen 3al en cultius control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) en
preséncia i abséncia de TGF-B1. Es van incubar fibroblastes control i FPI en preséncia o abséncia de TGF-
B1(5ng/ml, 72h) i es va mesurar I'expressio de col-lagen 3al per RT-PCR. Els resultats es mostren de forma

relativa a I'expressié del grup control a Oh. N = 6. * P<0.05 comparat a les respectives cél-lules no
tractades.
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Amb l'objectiu de mesurar el col-lagen secretat per fibroblasts control i FPI també vam
dur a terme l'assaig del Sircol en les mateixes condicions experimentals esmentades
anteriorment.

A la figura 25, es presenten els resultats com a col-lagen secretat (g)/proteina total (ug).
Tot i que es va trobar el mateix patré d’expressio de col-lagen que a la mesura d’expressié de
MRNA, no es van observar diferéncies significatives entre fibroblastes control i FPI. Per aquest
motiu, vam considerar que I'analisi per Sircol del col-lagen secretat no va tenir sensibilitat suficient
per trobar aquestes diferéncies en les nostres mostres.
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Figura 25.- Col-lagen secretat per fibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) en preséncia
o abséncia de TGF-B1. Les cél-lules es van incubar en preséncia o abséncia de TGF-B1 durant 72h (5ng/ml)
i es va recollir el sobrenedant dels cultius control i FPI per mesurar el contingut de col-lagen utilitzant el
kit comercial Sircol. Els resultats es presenten com a col-lagen secretat (ug) / contingut de proteina total
(ng). N = 6 Control, N =7 FPI. * p<0.05, ** p<0.01 comparat a les respectives 72h no tractades.
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3. ESTUDI DE LA MIGRACIO | PROLIFERACIO DELS MIOFIBROBLASTES
PROCEDENTS DE CULTIUS CONTROL | DE FIBROSI PULMONAR
IDIOPATICA

3.1 Percentatge de cél-lules a-SMA positives a confluéncia i
tractades amb TGF-B1 en medi suplementat amb 1% de serum
fetal bovi

Per tal d’analitzar la migracio i proliferacio de fibroblastes i miofibroblastes procedents de
cultius control i FPI vam establir un assaig de tancament d’un tall o ferida in vitro. Les cel-lules
es van cultivar fins a la confluencia per aconseguir que el tall fos la Unica zona on poguessin
migrar i aixi poder mesurar el seu tancament. A més a més, es van mantenir els cultius amb un
percentatge baix de serum fetal bovi (FBS) d'un 1% per facilitar un metabolisme cel-lular actiu
durant I'experiment, aconseguint més migracio i proliferacio.

. Comptatge de cél-lules a-SMA positives a confluéncia tractades amb TGF-
B1 en medi amb 1% de sérum fetal bovi

En primer lloc, vam obtenir un cultiu amb un alt percentatge de miofibroblastes incubant
les cel-lules confluents amb TGF-1 durant 72h en medi amb un 1% FBS. En aquestes
condicions, vam repetir els comptatges de cél-lules a-SMA positives per immunofluorescéncia
per comprovar si es mantenia la capacitat d’'induccié de la transicié fibroblast-miofibroblast (FMT)
per TGF-B1 (Figura 26).

Els resultats van ser molt similars als descrits anteriorment en la induccio de la FMT. En
les cel-lules no tractades el percentatge de cél-lules a-SMA positives va ser significativament
superior als cultius FPI en comparacié amb els control. Després del tractament amb TGF-1, es
van perdre aquestes diferéncies. El percentatge de miofibroblastes després de la incubacié amb
TGF-B1 va ser significativament superior en comparacio amb els cultius no tractats, pero
lleugerament inferior al obtingut en les condicions anteriors. Aquest fet pot ser degut a la
preséencia de serum al medi de cultiu i a I'estat de confluencia de les cel-lules.

A la figura 27, podem observar l'increment de miofibroblastes en cultius control i FPI
tractats amb TGF-B1 per immunofluorescéncia.
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Figura 26.- Percentatge de cél-lules a-SMA positives en cultius de fibroblastes control i de fibrosi
pulmonar idiopatica (FPI) en confluéncia, en abséncia o preséncia de TGF-B1 amb 1% sérum fetal bovi
(FBS). Les cel-lules confluents van ser tractades amb 5 ng/ml TGF-B1 durant 72 en media I’1% FBS i es va
realitzar el comptatge de cel-lules a-SMA positives marcades per immunofluorescencia. Els resultats estan
expressats com a % de cel-lules a-SMA positives sobre cel-lules totals. N = 6 Controls, N = 5 FPI. *p<0.05
comparat amb les respectives cél-lules no tractades, # p<0.05 respecte al grup control en les mateixes
condicions.
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Figura 27.- immunofluorescéncia de I’expressié d’a-SMA en cultius control i fibrosi pulmonar
idiopatica (FPI) en confluéncia, en abséncia o preséncia de TGF-B1 amb 1% sérum fetal bovi (FBS). Les
cel-lules confluents van ser incubades durant 72h amb medi al 1% FBS (A,C) o amb 5 ng/ml TGF-B1 en
medi a I’1% FBS (B,D). Els nuclis van ser tenyits amb DAPI en color blau i la presencia d’a-SMA s’observa
en vermell (augment original 200x).
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3.2 Comparacio del percentatge de miofibroblastes presents a les
zones confluent i del tall en cultius control i de fibrosi pulmonar
idiopatica

Un cop obtingut el cultiu amb alt percentatge de miofibroblastes, vam realitzar un tall o
ferida a la monocapa cel-lular utilitzant una punta de pipeta com es descriu a l'apartat
corresponent de material i métodes. Es va canviar el medi de cultiu, retirant el TGF-f1 i es van
incubar les cel-lules amb medi nou a I'1% de FBS. Després de 24h, es van fixar les cél-lules i es
va realitzar una immunofluorescéncia per marcar els miofibroblastes presents tant a la zona
confluent com a la zona del tall.

En la zona del tall després de 24h, el nombre de miofibroblastes va ser significativament
superior en cultius FPI respecte els control, tant en aquells pre-tractats amb TGF-B1 com en els
no tractats (Fig. 28). Aquest resultat va indicar diferéncies en el comportament dels
miofibroblastes control i FPI en el tancament d’una ferida in vitro.

El percentatge de miofibroblastes va ser significativament inferior en la zona del tall
respecte a la zona confluent de cultius control tractats amb TGF-B1 i no tractats. Als cultius FPI,
en canvi, només hi va haver diferéncies en aquells cultius tractats amb TGF-B1. En els cultius
FPI no tractats el percentatge de miofibroblastes no va variar en la zona confluent respecte a la
zona del tall.
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Figura 28.- Miofibroblastes presents a la zona confluent i a la zona del tall de cultius control i de fibrosi
pulmonar idiopatica (FPI) pre-tractats en abséncia o preséncia de TGF-B1. Es van incubar els fibroblastes
control i FPI amb o sense TGF-B1 durant 72h i es va realitzar una ferida en la monocapa cel-lular. Després
de 24h es van fixar les cel-lules i es va realitzar una immunofluorescéncia per comptar el percentatge de
cél-lules a-SMA positives presents tant a la zona confluent com a la zona del tall. Els resultats estan
presentats com a percentatge de cel-lules a-SMA positives respecte a cel-lules totals. N = 7. *p<0.05
comparat amb les respectives cél-lules no tractades, # p<0.05 comparat amb les cel-lules control en les
mateixes condicions, T p<0.05 comparat amb les cel-lules de la zona confluent en les mateixes condicions.
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A la figura 29 podem observar imatges representatives de les cél-lules a-SMA positives i
negatives a dins de la zona del tall, en el procés de tancament de la ferida in vitro de cultius
control i FPI pre-tractats o no amb TGF-B1.

No tractades TGF-B1 (5 ng/ml, 72h)
(72h + 24h) + 24h No tractades)

h - -
c -

FPI
Figura 29.- Immunofluorescéncia de I'expressié d’a-SMA a la zona del tall després de 24h en cultius
control i fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) pre-tractats o no amb TGF-B1 en 1% sérum fetal bovi (FBS).
Les ceél-lules confluents van ser incubades durant 72h amb medi al 1% FBS (A,C) o amb 5 ng/ml| TGF-B1 en
medi a I'1% FBS (B,D). Es va realitzar un tall a la monocapa cel-lular i es van fixar les cél-lules 24h després
per realitzar una immunofluorescéncia de les cél-lules a-SMA en la zona del tall. Els nuclis van ser tenyits
amb DAPI en color blau i la preséncia d’a-SMA s’observa en vermell (augment original X200).
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3.3 Proliferacio de fibroblastes i miofibroblastes control i FPI a la
zona del tall

. Analisi de les cél-lules en proliferacié a la zona de tall

Per tal d’analitzar si existien diferéncies en la proliferacio de fibroblastes i miofibroblastes
control i FPI durant el tancament d’una ferida in vitro, vam incubar les cel-lules amb o sense TGF-
B1 (5 ng/ml, 72h) i vam realitzar un tall a la monocapa cel-lular. La proliferacio cel-lular va ser
analitzada mesurant la incorporacio del nucleosid modificat EQU al DNA utilitzant el kit comercial
Click-iT®. Les cél-lules es van incubar amb EdU durant 2h després de realitzar el tall.

Després de 24h, les cél-lules es van fixar i es van realitzar comptatges de les cél-lules
Click-iT® positives a la zona del tall, és a dir, les cél-lules que estaven realitzant replicacié del
DNA (Figura 30).

El percentatge de cél-lules Click-iT® positives va ser inferior en cultius FPI no tractats
respecte als cultius control. Aquesta diferencia es va perdre en cultius control i FPI amb un alt
percentatge de miofibroblastes.
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Figura 30.- Percentatge de cél-lules en fase proliferativa presents a la zona del tall després de 24h en
cultius control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) pre-tractats o no amb TGF-B1. Es van incubar les
cél-lules amb o sense TGF-B1 (5ng/ml, 72h) i es va realitzar un tall a la monocapa cel-lular. Per tal de
mesurar les cél-lules que estaven proliferant, es va afegir EAU durant 2h i es van fixar després de 24h. Es
van realitzar comptatges de les cel-lules Click-iT® positives a la zona del tall. Els resultats es presenten com
a percentatge respecte a les cel-lules totals. N = 9. *p<0.05 comparat amb les cel-lules control no
tractades.

. La proliferacio dels miofibroblastes a la zona del tall és baixa

Un cop determinat el percentatge de ceél-lules que estaven proliferant a la zona del tall,
vam voler analitzar quina proporcié d’aquestes eren miofibroblastes. Per fer-ho vam quantificar
les cél-lules Click-iT® positives i dins d’aquestes, les que també presentaven marcatge per a-
SMA (figura 31).
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Del total de cel-lules que estaven proliferant 24h després de realitzar la ferida, un
percentatge baix van ser miofibroblastes, tant en cultius control com FPI. Aquest nombre va
augmentar de manera significativa en ambdds cultius pre-tractats durant 72h amb TGF-B1. A la
figura 32 es mostra imatges representatives de aquests condicions experimentals amb tincio
especifica per cél-lules en proliferacié i miofibroblastes (cel-lules a-SMA positives).
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Figura 31.- Percentatge de miofibroblastes sobre el total de cél-lules proliferatives presents a la zona
del tall de cultius control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) pre-tractats o no amb TGF-B1. Es van
incubar les cél-lules amb o sense TGF-B1 (5ng/ml, 72h) i es va realitzar un tall a la monocapa cel-lular. Per
tal de mesurar les cel-lules que estaven proliferant, es va afegir EdU durant 2h i es van fixar després de
24h. Vam realitzar comptatges de les cel-lules en proliferacio (Click-iT® positives) i alhora miofibroblastes
(a-SMA positives) a la zona del tall. Els resultats es presenten com a % respecte a total de cel-lules Click-
iT® positives. N = 8. *p<0.05, **p<0.01 comparat amb les respectives cél-lules no tractades.
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No tractades TGF -1 (5 ng/ml, 72h)
(72h + 24h) + 24h No tractades)

Control

FPI

Figura 32.- Immunofluorescéncia de cél-lules en proliferacié i miofibroblastes de cultius control i de
fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) presents a la zona del tall després de 24h. Les cél-lules confluents van
ser incubades durant 72h amb medi al 1% FBS (A,C) o amb 5 ng/ml TGF-B1 en medi a I'1% FBS (B,D). Es va
realitzar un tall a la monocapa cel-lular. Per tal de mesurar les cél-lules que estaven proliferant, es va afegir
EdU durant 2h i es van fixar després de 24h. La imatge mostra les cél-lules en proliferacié (Click-iT®
positives — nuclis en verd) i els miofibroblastes (a-SMA - vermell) en la zona del tall de cultius control i FPI.
Els nuclis van ser tenyits amb DAPI en blau (augment original X200).

3.4 Efecte de lainhibicio de la proliferacié amb Mitomicina C sobre
el tancament d’un tall in vitro

= La Mitomicina C inhibeix la proliferacié cel-lular de manera dosi-depenent

Per tal de distingir el paper de la migracio i de la proliferacié en el tancament de la ferida,
vam incubar les cél-lules amb Mitomicina C, un antibidtic que actua com a inhibidor de la
proliferacio, unint-se al DNA i impedint la seva replicacié. Per tant, les cél-lules incubades amb
Mitomicina C només podran tancar el tall mitjancant la migracio.

Per realitzar aquest experiment, les cel-lules van ser cultivades fins a confluéncia i es va
realitzar una ferida in vitro com s’ha descrit anteriorment. A continuacio, vam afegir Mitomicina C
al medi en concentracions creixents (0.1,1,5 pg/ml). Alhora, es van incubar les cel-lules amb EdU
durant 2h per tal de marcar les que estaven proliferant i es van fixar les cél-lules 24h després
(Figura 33). Vam observar que a 5 pg/ml no hi havia cap cel-lula Click-iT® positiva i per tant, la
Mitomicina C havia inhibit completament la proliferacio.
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[Mitomicina C]

Figura 32.- Imatges representatives de la inhibicié de la proliferacié per Mitomicina C de les cél-lules
presents després de 24h al tall realitzat al cultiu in vitro. En verd es van marcar les cel-lules que
proliferaven (Click-iT® positives) i els nuclis van ser tenyits amb DAPI (blau)(Augment original X100).

Un cop definida la dosi de Mitomicina C que era capag d’inhibir per complet la proliferacio
cel-lular dels cultius de fibrobalstes control i FPI, vam realitzar I'analisi de detecci6 de citotoxicitat
LDH, per comprovar que el farmac no resultava toxic per la viabilitat cel-lular. Els resultats van
indicar que no hi havia toxicitat en el tractament amb Mitomicina C (Promig LDH a 5ug/ml Mit. C
= -0.8 respecte a les cel-lules no tractades).

= Analisi de la presencia de miofibroblastes a la zona del tall amb i sense
Mitomicina C

A continuacio vam estudiar si es va modificar la preséncia de miofibroblastes a la zona
del tall en abséncia de proliferacié cel-lular.

Per dur a terme aquests experiments, vam cultivar els fibroblastes control i FPI en
abseéncia o preséncia de TGF-B1 (5ng/ml, 72h). Posteriorment, vam realitzar el tall a la monocapa
cel-lular i vam incubar les cél-lules en preséncia o abséncia de Mitomicina C al medi de cultiu (5
pug/ml) durant 24h. En aguest moment, es van fixar les cél-lules i es van realitzar comptatges de
cel-lules a-SMA positives a la zona de tall.

Com s'observa a la figura 34, no hi va haver diferéencies en el percentatge de
miofibroblastes a la zona del tall en preséncia o abséncia de Mitomicina C. Per tant, la inhibicio
de la proliferacié no va modificar el nombre de cél-lules a-SMA positives a la zona del tall.

El percentatge de miofibroblastes va ser superior en cultius FPI no tractats amb TGF-$1
i en abséncia de Mitomicina C en comparacio al grup control, resultat observat en els experiments
descrits anteriorment.
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Figura 34.- Percentatge de miofibroblastes a la zona d’un tall realitzat in vitro en preséncia o abséncia
de Mitomicina C en cultius control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Es van tractar els fibroblastes
control i FPI en abséncia o preséncia de TGF-B1 (5ng/ml, 72h). Posteriorment, es va realitzar un tall a la
monocapa cel-lular i es van incubar les cél-lules en presencia o abséncia de Mitomicina C (Mit C) al medi
de cultiu (5 ug/ml) durant 24h. Es van fixar i es realitzar una immunofluorescéncia per tal de comptar les
cél-lules a-SMA positives presents a la zona de tall. N = 8 Control, N = 6 FPI. *p<0.05, **p<0.01 comparat
amb les respectives cel-lules no tractades, # p<0.05 comparat amb les cel-lules control en les mateixes
condicions, Tp<0.01 comparat amb les respectives ceél-lules sense TGF-B1 en les mateixes condicions.

3.5 Tancament de l'area de tall a 24h i 48h per fibroblastes i
miofibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica

A continuacié vam mesurar la capacitat de tancament d’una ferida in vitro per part de
fibroblastes i miofibroblastes control i FPI. Amb aquest objectiu, es van incubar els fibroblastes
en confluéncia amb o sense TGF-B1 durant 72h en medi 1% FBS per tal d’obtenir un cultiu amb
un alt percentatge de miofibroblastes. Posteriorment, es va crear un tall en la monocapa cel-lular
amb una punta de pipeta i després de canviar el medi es va fotografiar el cultiu (temps Oh) i a
intervals regulars per seguir el tancament de la ferida. Vam mesurar 'area de la ferida a 0, 24 i
48h utilitzant el programa d’analisi d'imatge ImageJ i vam calcular I'area de tancament durant
aguests intervals de temps amb la diferencia entre la ferida inicial (Oh) i les 24 i 48h (figura 35).
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No tractades
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Figura 35.- Imatges representatives de camp clar del tancament d’una ferida in vitro realitzada en un
cultiu de fibroblastes. Es van cultivar fibroblastes control i FPI fins a confluéncia i es van incubar les
cél-lules en preséencia o abséncia de TGF-B1 en medi amb un 1% sérum fetal bovi (FBS). A les 72h
d’incubacid, es va retirar el TGF-B1 i es va realitzar un tall a la monocapa cel-lular. L’area de la ferida es va
fotografiar a temps 0, 24 i 48h (Augment original X50).

A la figura 36A, s’observa que I'area tancada pels fibroblastes FPI va ser significativament
inferior a la tancada pels fibroblastes control 24h després de realitzar el tall al cultiu. Alhora, el
pre-tractament amb TGF-B1 va disminuir I'area tancada tant en cultius control com FPI en
comparacié amb les no pre-tractades. Per tant, els cultius rics en miofibroblastes van presentar
una capacitat de tancament d’'un tall in vitro reduida. No hi va haver diferéncies entre
miofibroblastes control i FPI, perdent-se aixi les diferéncies que hi havia inicialment.

La Mitomicina C va disminuir I'area tancada en totes les condicions. Aquest fet indica que
la inhibicio de la proliferacio disminueix la capacitat de tancament d’'una ferida in vitro de
fibroblastes control i FPI en comparacié amb els no tractats. En cultius tant de fibroblastes com
de miofibroblastes FPI tractats amb Mitomicina C I'area tancada va ser menor respecte als cultius
control.

A 48h (Figura 36B), es van perdre les diferéncies presents a 24h entre fibroblastes control
i FPI. També es va igualar I'area tancada per fibroblastes i miofibroblastes FPI. En canvi, en
cultius tant control com FPI on es va inhibir la proliferaci6 amb Mitomicina C, I'area va ser
significativament inferior en comparaci6 amb els no tractats, mantenint-se les diferencies
observades a 24h.

79



IV-Resultats

A B
500000 900000
—_ * # —_
S 400000 > * . £ 750000 o
u < * *
% M S 600000
© 1 *
S 300000 i T T
o g T
§ § 450000
@ 200000 - 8
] £ 300000 4
= <t
100000 150000 4
0 0
TGFB1 - + - + - o+ -+ TGF-p1 -+ -+ - o+ -+
(5 ng/ml, 72h) (5 ng/ml, 72h)
MitC - - + + - - + + Mit C - - + + - - + +
(5 pg/ml, 24h) (5 pg/ml, 48h)
Control FPI Control FPI

Figura 36.- Area tancada per fibroblastes i miofibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI)
en presencia o abséncia de Mitomicina C a 24 i 48h. Les cél-lules van ser pre-tractades en presencia o
abséncia de TGF-B1 (5ng/ml, 72h), es va realitzar un tall a la monocapa cel-lular i es van fotografiar els
cultius a temps Oh. Es van incubar els cultius control i FPI amb o sense Mitomicina C (5ug/ml) durant 24h
(A) i148h (B) i es van tornar a fotografiar. Es va mesurar la diferéncia d’arees amb el programa Image J. Els
resultats es presenten com a Area tancada per les cél-lules durant 24h i 48h. N = 7 Control, N = 10 FPI.
*p<0.05, **p<0.01 comparat a les respectives cel-lules no tractades; # p<0.05, ## p<0.01 comparat al grup
control en les mateixes condicions, T p<0.05 comparat a les cél-lules pre-tractades amb TGF-f1 en
abséncia de Mitomicina C.
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4. EXPRESSIO DE COX-2 EN FIBROBLASTES | MIOFIBROBLASTES
CONTROL | DE FIBROSI PULMONAR IDIOPATICA

4.1 Expressio proteica de COX-1, COX-2 i a-SMA induida per
interleuquina-1p a 4 i 24h

Per tal d’estudiar I'expressio dels enzims inflamatoris ciclooxigenasa 1 i 2 (COX-1i COX-
2) en cultius control i FPI, es van incubar les cel-lules amb IL-18 (10 ng/ml) durant 4 i 24h. Vam
avaluar per western blot I'expressié de COX-2, COX-1i a-SMA en llisats cel-lulars de fibroblastes
control i FPI de forma basal i induida per IL-1f.

Com es pot observar a la figura 37, els cultius FPI van mostrar una poblacié major de
miofibroblastes (cel-lules a-SMA positives) de forma basal. Aquest resultat esta en concordanca
amb els obtinguts pel apartat 1. Alhora, van presentar una menor induccio d’expressié de COX-
2 en resposta a estimulacio per IL-13 en comparacié amb els fibroblastes control. Un descens
significatiu d'a-SMA es va observar en cultius FPI després del tractament amb IL-18 durant 24h.
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Figura 37.- Expressio de COX-2, COX-1 i a-SMA en fibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica
(FPI) de forma basal i induida per interleuquina-1p (IL-1B). Les cél-lules van ser incubades en preséncia
o abséncia d’IL-1B (10 ng/ml) durant 4 i 24h i es va mesurar I'expressio proteica de COX-1, COX-2, a-SMA
i B-actina per western blot. (A) Imatge representativa d’'un Western blot i analisi densitometric de COX-2
(B) i d’a-SMA (C) expressat com a ratio respecte a I'expressié de B-actina. N = 5. * P<0.05 comparat a les
respectives cél-lules no tractades, # P<0.05 comparat al grup control en les mateixes condicions.
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4.2 Expressio genica de COX-2 en fibroblastes control i de fibrosi
pulmonar idiopatica tractats amb interleuquina-1$

A continuacié, vam mesurar I'expressio de COX-2 en fibroblastes control i FPI estimulats
per IL-1B (10 ng/ml, 24h) per RT-PCR (figura 38). L’analisi de COX-1 no es va realitzar ja que els
nivells de proteina no variaven amb el tractament. La IL-1 va induir la sintesi de mRNA de COX-
2 de manera significativa a cultius control i FPI, tot i que a 24h no vam observar diferencies
significatives entre els dos grups.
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Figura 38.- Expressio genica de COX-2 en fibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) de
forma basal i induida per interleuquina-1p (IL-1B). Les cél-lules van ser incubades en preséncia o abséncia
d’IL-1B (10 ng/ml) durant 24h i es va mesurar I'expressiéo de COX-2 per RT-PCR, normalitzada pel gen
constitutiu RNA polimerasa Il. Els resultats estan expressats en relacié al control Oh. N =7 Control, N=8
FPI. ¥p<0.05, ** p<0.01 comparat a les respectives cél-lules no tractades.

4.3 Analisi de la expressié de COX-2 als miofibroblastes in situ, amb
i sense interleuquina-1f

L'expressiéo de COX-2 i a-SMA en fibroblastes control i FPI de manera basal i després
d’estimulacié amb IL-18 també es va analitzar per immunofluorescéncia, realitzant comptatges
de les cél-lules positives per COX-2 i a-SMA respecte al percentatge de cél-lules totals.

Com s’observa a la taula 6, els cultius FPI van mostrar una poblaci6 major de
miofibroblastes (cél-lules a-SMA positives) de forma basal en comparaci6 als cultius control. A
més a més, el percentatge de cél-lules COX-2 positives en resposta a IL-18 (10 ng/ml durant
24h) va ser significativament inferior en cultius FPI respecte als control.

En els comptatges d'immunofluorescencia, vam observar un descens significatiu en el
percentatge de cél-lules a-SMA positives després del tractament amb IL-13 en ambdés grups.
La IL-1B es va mostrar per tant com una potent inductora de COX-2 i inhibidora d'a-SMA. Alhora,
les cel-lules a-SMA positives van mostrar escassa 0 nul-la coincidencia amb el marcatge per
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COX-2 en resposta a IL-1B. Aquesta fet va indicar que els miofibroblastes presents de manera
espontania als cultius control i FPI estan caracteritzats per una disminucié en I'expressio de COX-
2 en resposta a IL-1B, fet que es pot observar a les imatges de la figura 39.

Tractament Determinacions Grups
(24h) Control FPI
COX-2 ND ND
Cap
o-SMA 28+16% 9.4+3.7 % *
COX-2 4805+1109% | 31.7£57%*
IL-1B
(10 ng/ml) o-SMA 16+£27% 5.1+£28% *T
COX-2 & a-SMA 0.01+0.10% 0171011 %

Taula 6. Quantificacié de la immunofluorescéncia de COX-2, a-SMA i de manera conjunta COX-2 i a-
SMA en fibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Els fibroblastes control i FPI van ser
incubats durant 24h en preséncia o abséncia d’IL-1B (10 ng/ml). Els resultats es presenten com a mitjana
+ SD del percentatge de les cél-lules totals. ND, no detectat. N = 6. * P<0.05 i ** P<0.01 comparat al grup
control, T P<0.05 comparat a les respectives cél-lules no tractades.

No tractades IL-1B (10 ng/ml, 24h)

Figura 39.- Imatge representativa de co-immunofluorescéncia de COX-2 i a-SMA d’un cultiu de
fibroblastes control en preséncia o abséncia d’interleuquina-1f (IL-1B). En condicions basals (A),
s’observen cel-lules a-SMA (verd) positives aillades i no s’observa expressiéo de COX-2 (vermell). Després
del tractament amb IL-1B (10 ng/ml) durant 24h (B), s'observa una expressié elevada de COX-2 i abséncia
d’'immunoreactivitat per COX-2 en les cél-lules positives per a-SMA. Els nuclis van ser tenyits amb DAPI
(blau)(Augment original X200).
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4.4 Efecte del tractament amb TGF-B1 a 4, 24 i 72h sobre
I’expressiéo de COX-2 en fibroblastes

Degut a que vam utilitzar TGF-1 per obtenir miofibroblastes, vam analitzar la capacitat
d’aquest factor de creixement per estimular COX-2 en fibroblastes control i FPI a diferents temps
(4, 241 72h).

Com podem observar a la figura 40, en fibroblastes control, el tractament amb TGF-B1 va
estimular lleugerament I'expressio de COX-2 a 4h i de manera més marcada a 24h, pero no es
va observar expressio de COX-2 a 72h. En fibroblastes FPI en canvi, no es va observar expressio
de COX-2 després del tractament amb TGF-1.

En conseqliéncia, en fibroblastes control, es va observar expressio de COX-2 a 4h induida
per TGF-B1, temps al qual no hi havia canvis significatius al percentatge de miofibroblastes, com
s’havia observat a I'experiment temps-resposta d’'induccié d'a-SMA per TGF-B1. En canvi, a
temps llargs de tractament amb TGF-B1 (72h), es va observar la situacié oposada, caracteritzada
per una elevada poblacié de miofibroblastes sense expressio de COX-2.
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Tempsth) 0 4 24 72 0 4 24 72
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Control FPI

Figura 40.- Efecte del tractament amb TGF-B1 sobre I’expressié de COX-2 en fibroblastes control i de
fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) a 4, 24 i 72h. (A) Imatge representativa d’un western blot de COX-2 i B-
actina en dos cultius de fibroblastes control i FPI en resposta al tractament amb TGF-B1 durant 4, 24 72h.
(B) Analisi densitometric de COX-2 expressat com a ratio respecte B-actina. N = 6. * P<0.05 comparat a les
respectives cél-lules no tractades, # P<0.05 comparat al grup control en les mateixes condicions.
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4.5 Expressio de COX-2, COX-1i a-SMA en fibroblastes control i de
fibrosi pulmonar idiopatica estimulats amb IL-1B i/o TGF-f1
Vam realitzar experiments a 4h en preséncia o abséncia de TGF-f1 i en presencia o

abséncia d’IL-1p (figura 41) i vam observar que de manera conjunta, els dos tractaments es van
potenciar per incrementar I'expressio de COX-2 en cultius control i FPI.

A Control FPI
IL-1B (10ng/ml, 4h) -  + + - -+ o+ -
TGF-B1 (5ng/ml, 4h) - -+ + - -+ o+
COX-2 ——3 = - 72 kDa
COXA1 —— —— i — 70 kDa
a-SMA W S W W | 42 kDa
B-actina \ﬁ--q 42 kDa
B
s 1.0
£ *
)
S o8 +
Qo
& 0.6 - *
) * T
O 0.4 - .
2 .
= 02 - El
O e T == D
0.0 -
IL-1B (10 ng/ml, 4h) = + + - - + o+ -
TGFB1 (Sng/ml,4h) = = + + - = + +

Control FPI

Figura 41.- Nivells proteics de COX-2, COX-1 i a-SMA en fibroblastes control i de fibrosi pulmonar
idiopatica (FP1) estimulats durant 4h amb IL-1B i/o TGF-B1. Les cel-lules van ser incubades en preséncia
o abséncia d’IL-1B (10 ng/ml) i/o TGF-B1 (5 ng/ml) durant 4h. (A) Imatge representativa d’un Western blot
i (B) analisi densitometric de I'expressié proteica de COX-2, mostrat com a ratio respecte I'expressid de B-
actina. N = 5. * P<0.05 comparat a les respectives cél-lules no tractades. t* P<0.05 comparat amb les
cél-lules tractades amb IL-1B dins del mateix grup.
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4.6 Expressio de COX-2, COX-1 i a-SMA en fibroblastes i
miofibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica
estimulats amb interleuquina-1$

A continuacié vam estudiar I'expressié de COX-2 i a-SMA en els cultius enriquits en
miofibroblastes obtinguts com s’ha descrit anteriorment.

Com s’observa a la figura 42, tant els cultius control com els FPI van presentar un marcat
increment de I'expressié d'a-SMA després del tractament amb TGF-B1. Alhora, les cel-lules
tractades amb TGF-B1 van mostrar un descens molt marcat en I'expressié de COX-2 en resposta
alL-1B.

En conseqiiéncia, un increment en el nombre de cél-lules a-SMA positives va anar
associat amb una disminuci6 de les cél-lules COX-2 positives induides per IL-1[.
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- - + + TGF-B1 Gngim,72h) = - + +
- + - +  IL-1B (10 ng/ml, 24h) - + - +
72kDa R —
. ; COX-2 - —_—
70 kDa | " s Sy COX-1 > ---

42kDa | w— «-SMA -ml
_d
42 kDa B-actina _—-I

1.2

1.0 A
0.8 -
0.6 1

04 -

# I
0.2 - g Q #
=
I I—1 P
+ + - - +

Ratio COX-2/B-actina

00 =

TGFB1 - -

(5 ng/ml, 72h)
IL-1p - + - + - + - +
(10 ng/ml, 24h)

+

Control FPI

Figura 42.- Efecte de I'estimulacié amb interleuquina-1p (IL-1B) sobre I’expressié de COX-2, COX-1 i a-
SMA en una poblacié enriquida de miofibroblastes. (A) Nivells proteics de COX-2, COX-1, a-SMA i B-actina
en cultius de fibroblastes control i FPI a 72 h amb o sense tractament de TGF-B1 (5 ng/ml), i a les seglients
24 h en preséncia o abséncia d’IL-1B (10 ng/ml), mesurat per Western blot. (B) Analisi densitomeétric de
COX-2 expressat com a ratio respecte B-actina. N = 6. * P<0.05 comparat amb les cél-lules no tractades, #
P<0.05 comparat amb les cél-lules tractades amb IL-1B, ¥ P<0.01 comparat al grup control en les mateixes
condicions.
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4.7 Expressio de COX-1 en fibroblastes control i de fibrosi
pulmonar idiopatica estimulats per TGF-1 durant 72h

Vam avaluar I'expressio de COX-1 en fibroblastes control i FPI en preséncia o abséncia
de TGF-B1 (5 ng/ml, 72h).

L'expressio de COX-1 va incrementar després del tractament amb TGF-B1 només en
cultius FPI (Figura 43). En canvi, no es va modificar pel tractament amb IL-13 en cap dels dos
grups (resultats no mostrats).
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(5 ng/ml, 72h)
Control FPI

Figura 43.- Expressié de COX-1 en fibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) tractats
amb TGF-B1. Densitometria de I'expressié de COX-1 com a ratio respecte B-actina en fibroblastes control
i FPl en preséncia o abséncia de TGF-B1 (5ng/ml, 72h). N = 6.* P<0.05 comparat amb les respectives
cél-lules no tractades, T P<0.05 comparat al grup control en les mateixes condicions.

4.8 Expressio de COX-2 en fibroblastes control estimulats durant
72h amb TGF-B1 i re-incubats durant 4 o 24h amb TGF-1 nou

Els miofibroblastes es van re-estimular amb TGF-B1 durant 4 i 24h per comprovar si el
tractament amb TGF-B1l era capag¢ d'incrementar I'expressio de COX-2 en aquest fenotip
cel-lular. Com era esperat, no hi va haver estimulacié de COX-2 en miofibroblastes control o FPI
ni a 4 ni a 24h d’estimulacié amb TGF-B1 (Figura 43).
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TGF-p1
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Figura 44.- Abséncia d’expressié de COX-2 en un cultiu control enriquit en miofibroblastes tractat
durant 4 o 24h amb TGF-B1. Les cél-lules van ser incubades en preséncia o abséncia TGF-B1 (5 ng/ml)
durant 72h i 4 o0 24h addicionals de TGF-B1 (5 ng/ml) nou. Imatge representativa d’un Western blot d’un
cultiu de fibroblastes control. N = 6.

4.9 Efecte de I’estimulacio amb interleuquina-1B sobre I’expressio
de COX-2 en una poblacio enriquida de miofibroblastes

Es van realitzar comptatges d'immunofluorescencia de cel-lules positives per COX-2 en
cultius control i FPI pre-tractats o no amb TGF-B1 (5 ng/ml) durant 72h seguits de 24 amb IL-1f3
(10 ng/ml)(Figura 45).

L’efecte de I'estimulacié d’IL-1p sobre I'expressiéo de COX-2 va disminuir en els cultius
pre-tractats amb TGF-B1 i que per tant, tenien un nombre més elevat de miofibroblastes. Aquest
efecte es va observar tant en cél-lules control com FPI.

70 1 O—O Control

A—A FPI

60 1
50 1
40 1
30 1
20 1
10 1

Cél-lules COX-2 positives (%)

TGF-B1 - +
(5 ng/ml, 72h)

IL-1p  + +
(10 ng/ml, 24h)

Figura 45.- Efecte de I'estimulacié amb interleuquina-1p (IL-1B) sobre I’expressié de COX-2 en una

poblacié enriquida de miofibroblastes. Les cel-lules control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) van ser
incubades en preséncia o abséncia de TGF-B1 (5 ng/ml) durant 72h i a continuacié amb IL-1B (10 ng/ml)
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durant 24h. Quantificacié de les cel-lules COX-2 positives per immunofluorescéncia. Els resultats es
presenten com a percentatge respecte a les cél-lules totals.

Es van realitzar comptatges de immunofluorescéncia de COX-2 i a-SMA on es van
quantificar aquelles cél-lules que expressaven COX-2, a-SMA i tots dos conjuntament.

Com resumeix la taula 7, les cél-lules positives per COX-2 van ser practicament absents
en els cultius control i FPI tractats amb TGF-B1. Com era esperat, un nombre extremadament
baix de cél-lules a-SMA positives van ser també positives per COX-2 després de tractament amb
IL-1B.

G
Tractament Determinacions rups
Control FPI
Cap COX-2 ND ND
(24h)
o-SMA 29+9% 92+29%*
Cap
(72h)
COX-2 412+163% t 267 +5.2% *t
IL-1p
(10 ng/ml, 24h) o-SMA 17+25%1 6.05+ 4.1 % *t
COX-2 & o-SMA 0.0240.07 % 0.140.09 %
COX-2 ND ND
Cap
(24h)
o-SMA 823+53%¢ 799+89%¢
TGF-p1
(5 ng/ml,
72h) COX-2 99+85%t 74+53%%
IL-1p
(10 ng/ml, 24h) o-SMA 707+119% 4§ | 72.4+11.04 % 1§
COX-2 & o-SMA 0.4+05% 0.3+0.07 %

Taula 7.- Quantificacié de la immunofluorescéncia de COX-2, a-SMA i de manera conjunta COX-2 i a-
SMA en fibroblastes i miofibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Els fibroblastes
control i FPI van ser incubats durant 72h en preséncia o abséncia de TGF-B1 (5 ng/ml), seguit per una
incubacié en preséncia o abséncia d’IL-1B (10 ng/ml) durant 24 h. Els resultats es presenten com a mitjana
+ SD del percentatge de les cél-lules totals. ND, no detectat, N = 6. * P<0.05 i ** P<0.01 comparat al grup
control en les mateixes condicions, T P<0.05 comparat a les respectives cél-lules no tractades, ¥ P<0.05
comparat a les cél-lules no tractades amb TGF-B1, § P<0.05 comparat al percentatge d’a-SMA en les
cél-lules tractades amb TGF-B1 en absencia d’IL-1pB.

Per co-immunofluorescéncia vam observar que no hi havia coincidéncia de marcatge per
COX-2 i a-SMA, per tant, que els miofibroblastes van ser negatius per COX-2 (Figura 46). Les
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cel-lules COX-2 positives presentaven una forma més prima i allargada. No vam observar
diferencies en la morfologia dels fibroblastes positius i negatius per COX-2

Figura 46.- Imatge representativa de co-immunofluorescéncia de COX-2 i a-SMA d’un cultiu control
enriquit en miofibroblastes estimulat amb interleuquina-1p (IL-1B). Els fibroblastes van ser incubats amb
TGF-B1 (5ng/ml) durant 72h seguit d’IL-1B (10 ng/ml) durant 24h. S’observa I'expressié de COX-2 en
vermell, a-SMA en verd i els nuclis marcats amb DAPI (blau)(Augment original 400x).

4.10 Secrecio de prostaglandina E2 en fibroblastes i miofibroblastes
control i de fibrosi pulmonar idiopatica

Vam examinar els nivells de PGE: en els sobrenedants de fibroblastes control i FPI (figura
47) tractats amb TGF-B1 (5 ng/ml, 72h) i posteriorment amb IL-18 (10 ng/ml, 24h).

La incubacié amb IL-1f va incrementar la secrecié de PGE; tant en fibroblastes control
com FPI. Aquest efecte es va veure anul-lat practicament per complet en les cél-lules pre-
tractades amb TGF-B1.

Aquests resultats van correlacionar de manera positiva amb 'analisi d’expressio de COX-
2 per western blot i per immunofluorescencia, indicant que el fenotip miofibroblast estaria associat
a un notable descens en la secrecio de PGE:,
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Figura 47.- Mesura de la secrecié de PGE; després de la induccid de la transicié fibroblast-miofibroblast
induida per TGF-B1 en cultius control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Fibroblastes control i FPI van
ser incubats durant 72 h en preséncia o abséncia de TGF-B1 (5 ng/ml), seguit pel tractament amb o sense
IL-1B (10 ng/ml) durant 24 h. El sobrenedant va ser recollit i es va mesurar la PGE; secretada total utilitzant
el kit Prostaglandin E, EIA (Cayman). Els resultats estan expressats com a pg de PGE, secretats/ug
contingut de proteina total. N = 6. * P<0.05 comparat amb les cel-lules no tractades, T P<0.05 comparat a
les cél-lules tractades amb IL-1[3

4.11 Efecte del tractament amb interleuquina-1B i prostaglandina
E2 sobre la proliferacio de fibroblastes i miofibroblastes
control i de fibrosi pulmonar idiopatica

A continuacié vam estudiar el paper de COX-2 i PGE: en la proliferacio dels cultius amb
un alt percentatge de miofibroblastes utilitzant la tecnica Click-iT®. Els fibroblastes van ser
incubats amb IL-18 (10 ng/ml), PGE2 (5 ng/ml) i I'inhibidor selectiu de la COX-2 Celecoxib (10
HM) durant 24h.

En els fibroblastes control, el tractament amb IL-1p va provocar un descens significatiu
de la proliferacio cel-lular (Figura 48). Aquesta disminucié podria estar mediada per COX-2, ja
gue el tractament amb PGE; va inhibir completament la proliferacié cel-lular i I'addici6 de
Celecoxib va revertir I'efecte de la IL-1B. Els fibroblastes FPI van presentar una proliferacié menor
als fibroblastes control, pero es van observar efectes similars després de la incubacié amb IL-13,
PGE: i Celecoxib.

A més a més, el tractament amb TGF-B1 va induir un descens en la proliferacié dels
fibroblastes control, perdo no es van observar diferencies en els cultius de fibroblastes FPI.
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L’efecte inhibitori sobre la proliferacié associat amb el tractament amb IL-1B es va anul-lar en les
cél-lules pre-tractades amb TGF-31.

No tractades (72h) TGF-B1 (5ngiml, 72h)
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IL-1B (10ng/ml, 240y - + - + - + -+ - + - + - 4 -+
PGE, (5ng/ml, 24n) = - + - - -+ - - -+ - - -+ -
Celecoxib - - - + - - - + - - - + - - - +
(10 uM, 24h)
Control FPI Control FPI

Figura 48.- Proliferacié cel-lular mesurada mitjancant I'analisi de la replicacié del DNA en cultius de
fibroblastes i miofibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Amb aquest objectiu,
fibroblastes control i FPI van ser incubats durant 72h en preséncia o abséncia de TGF-B1 (5 ng/ml), seguit
pel tractament en preséncia o abséncia d’IL-1B (10 ng/ml), PGE; (5 ng/ml) i 'inhibidor selectiu de la COX-
2 Celecoxib (10 uM). La proliferacié cel-lular va ser analitzada mesurant la incorporacié del nucleosid
modificat EdU al DNA utilitzant el kit comercial Click-iT®. Les cél-lules van ser incubades amb EdU (10 uM)
durant 2h abans de ser recollides per realitzar mesures de citometria de fluxe. Els resultats es presenten
com a percentatge de cél-lules EAU positives respecte al total de cél-lules. N = 6. * P<0.05 i ** P<0.01
comparat a les respectives cel-lules no tractades, # P<0.05 comparat al grup control en les mateixes
condicions, T P<0.05 comparat a les cél-lules no tractades amb TGF-B1 en les mateixes condicions.

4.12 Efecte de la prostaglandina E2 sobre el tancament d’una ferida
in vitro en cultius de fibroblastes i miofibroblastes control i de
fibrosi pulmonar idiopatica

La menor expressio de COX-2 dels miofibroblastes també va tenir un efecte sobre I'area
tancada d'una ferida in vitro. A la figura 49, podem observar que el tancament del tall després de
24h va ser inferior a fibroblastes control tractats amb IL-13 i amb PGE, en comparacié amb els
no tractats. En cultius FPIl, només el tractament amb PGE: va disminuir de forma significativa
'area tancada del tall. En el cultiu enriquit en miofibroblastes, I'efecte de la IL-1p sobre el
tancament de la ferida es va anul-lar en les cél-lues control pre-tractades amb TGF-31.
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Figura 49.- Efecte del tractament durant 24h amb IL-1B o PGE; sobre el tancament d’una ferida in vitro
en cultius de fibroblastes i miofibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Es van pre-
tractar les cél-lules control i FPI en confluéncia amb 5 ng/ml TGF-B1 en medi 1% FBS durant 72h i es va
realitzar un tall a la monocapa cel-lular. Posteriorment es van tractar les cel-lules amb preséncia o abséncia
d’IL-1B o PGE; durant 24h i es va mesurar el tancament de la ferida en aquest temps. N = 8. * P<0.05, **
P<0.01 comparat amb les respectives cél-lules no tractades, # P<0.05 comparat al grup control en les
mateixes condicions, T P<0.05 comparat a les célllules no tractades amb TGF-B1 en les mateixes
condicions.

Després de 48h (Figura 50), I'efecte de la inhibidor sobre el tancament de la ferida de la
incubacié amb IL-1f i la PGE: es van mantenir als cultius control i FPI no pre-tractats amb TGF-
B1l. En el cultiu amb alt percentatge de miofibroblastes, la IL-1B no va tenir cap efecte en el
tancament de la ferida in vitro. La PGE; en canvi, va disminuir de manera significativa I'area
tancada tant en miofibroblastes control com FPI en comparacié amb els cultius no tractats, fet
gue no es va observar a 24h pero si a 48h.
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Figura 50.- Efecte del tractament durant 48h amb IL-1B o PGE; sobre el tancament d’una ferida in vitro
en cultius de fibroblastes i miofibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Es van pre-
tractar les cél-lules control i FPI en confluéncia amb 5 ng/ml TGF-B1 en medi 1% FBS durant 72h per induir
la transicio fibroblast-miofibroblast i es va realitzar un tall a la monocapa cel-lular. Posteriorment es van
tractar les cel-lules amb presencia o abséncia d’IL-1B o PGE; durant 48h i es va mesurar el tancament de
la ferida en aquest temps. N = 8. * P<0.05, ** P<0.01 comparat amb les respectives cel-lules no tractades
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4.13 Expressio de COX-2 i a-SMA en teixit de pulmd control i amb
fibrosi pulmonar idiopatica

Vam examinar la localitzacio d’a-SMA i COX-2 en talls histologics de teixit pulmonar FPI
i control per immunohistoquimica (Figura 51). Les cél-lules epitelials hiperplastiques van
presentar un intens marcatge per COX-2. En teixit FPI, el marcatge per a-SMA es va localitzar
als focus de fibroblastes/miofibroblastes, on no es va observar expressio de COX-2.

FPI

Figura 51.- Deteccié immunohistoquimica de COX-2 i a-SMA en teixit pulmonar control i en teixit de
fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Es mostren les immuno-localitzacions de COX-2 (A-C) i a-SMA (B-D). La
imatge mostra una lleugera expressid basal de COX-2 i marcatge aillat per a-SMA relacionat a les cél-lules
a-SMA-positives en el teixit control. En contrast, un increment del marcatge d’a-SMA (fletxes negres) i
abséncia d’expressio de COX-2 (fletxes blanques) s’observen en els focus fibroblastics. L'epiteli
metaplastic presenta una amplia expressié de COX-2 (augment original X200).
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5. EXPRESSIO DE COX-2 EN CEL-LULES EPITELIALS ALVEOLARS A549

5.1 Induccié de la transicio epiteli-mesenquimal en cel-lules
epitelials alveolars A549 per mitja de la incubacié amb TGF-B1

La linia cel-lular d'adenocarcinoma epitelial alveolar A549 va ser utilitzada per estudiar la
transicio epiteli-mesenquimal (EMT). Per induir la EMT, es van tractar les cel-lules A549 amb
TGF-B1 (5 ng/ml, 72h), com s’ha descrit anteriorment i es va caracteritzar el procés mitjangant la
mesura de marcadors epitelials, mesenquimals i I'expressié de col-lagen lal.

5.1.1 Disminucio de I’expressié d’E-cadherina en cél-lules epitelials alveolars
A549 tractades amb TGF-f1

En primer lloc, vam avaluar I'expressio del marcador especific epitelial E-cadherina en la
linia cel-lular A549 tractades i no tractades amb TGF-f1. Vam observar que la E-cadherina va
disminuir en les cel-lules tractades amb TGF-B1 en comparaci6 amb les no-tractades, fet
caracteristic del procés d’EMT (Figura 52).
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Figura 52.- Expressio d’E-cadherina en cél-lules epitelials alveolars A549 tractades amb TGF-B1. Es va
induir el procés de transicié epiteli-mesenquimal incubant les cél-lules A549 en preséencia de TGF-B1
(5ng/ml, 72h) i es va mesurar I'expressié de la proteina epitelial E-cadherina. (A) Densitometria de
I’expressié d’E-cadherina com a ratio de I'expressié d’ERK %. (B) Imatge representativa d’'un Western blot
amb quatre replicats d’E-cadherina i ERK 1/2. ** P<0.01 comparat amb les cél-lules no tractades
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5.1.2 Increment de la sintesi de col-lagen lal i de I’expressio de F-actina en
cel-lules epitelials alveolars tractades amb TGF-B1.
Després del tractament amb TGF-B1 durant 72h, les cél-lules epitelials alveolars A549

van presentar un marcat augment de la sintesi de mRNA de col-lagen 1 a 1 mesurat per RT-
PCR, com s’observa a la figura 53.
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Figura 53.- Increment de I'expressio génica de col-lagen lal en cél-lules epitelials alveolars A549
tractades amb TGF-B1. Les cél-lules A549 van ser incubades en preséncia o abséncia de TGF-B1 (5 ng/ml,
72h) i es va mesurar l'increment en la sintesi de mRNA de col-lagen lal per RT-PCR, normalitzada pel gen
constitutiu RNA polimerasa Il. Els resultats es mostren com a expressio relativa respecte al control Oh. *
P<0.05 comparat amb les cel-lules no tractades.

Alhora, vam marcar els canvis en el citoesquelet cel-lular induits per la EMT tenyint la F-
actina amb fal-loidina. La immunofluorescéncia va mostrar que el marcatge de F-actina va
augmentar en les cél-lules tractades amb TGF-B1. Aquest augment va associat al remodelat del
citoesquelet cel-lular i a un canvi morfologic cap a un fenotip tipus mesenquimal (figura 54).

Cal indicar que es va trobar un marcatge molt lleu d’a-SMA i absencia de marcatge per
COX-1 en aquestes cel-lules, tant de forma basal com després d’estimulacié amb TGF-B1.

No tractades TGF-B1 (5ng/ml, 72h)

Figura 54.- Imatge representativa d'immunocitoquimica de F-actina de les cél-lules epitelials alveolars
A549 en preséncia o abséncia de TGF-B1. Les cél-lules A549 es van incubar durant 72h (A) en abséncia o
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(B) en preseéncia de TGF-B1 (5 ng/ml) per induir el procés d’EMT i es va realitzar el marcatge de les fibres
de F-actina (tenyida amb fal-loidina, vermell). (Augment original X400).

5.2 Expressio de COX-2 en cel-lules epitelials alveolars A549

5.2.1 Efecte de la interleuquina-1B sobre I’expressié de COX-2 en cel-lules
epitelials alveolars A549 després de realitzar la transiciéo epiteli-
mesenquimal induida per TGF-f1

Al contrari que els fibroblasts, les cel-lules A549 van expressar COX-2 de manera basal,
en absencia d’estimulacio per IL-1B (Figura 55). El tractament amb TGF-B1 durant 72h i per tant,
la inducci6 de la EMT, va disminuir aquesta expressio basal. A més a més, vam observar que la
induccio de I'expressio de COX-2 per part d’'IL-18 (1 ng/ml), es va veure reduida en les cel-lules
A549 pre-tractades amb TGF-B1 de forma molt marcada. Aquesta inhibici6 es va observar també
mitjancant marcatge de COX-2 per immunofluorescéncia (Figura 56).
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(1 ng/ml, 24h)

Figura 55.- Efecte del tractament amb interleuquina-1p (IL-1B) sobre I'expressié de COX-2 en cél-lules
epitelials alveolars A549 després de ser induida la transicié epiteli-mesenquimal (EMT) per TGF-B1. Les
cel-lules A549 es van incubar en preséncia o abséncia de TGF-B1 durant 72h amb 5 ng/ml seguit d’una
incubacié amb o sense IL-1B durant 24h (1 ng/ml). (A) Analisi densitomeétric de I'expressié de COX-2 com
a ratio respecte ERK % i (B) imatge representativa d’'un Western blot de COX-2 i ERK %. * P<0.05 comparat
amb les respectives cél-lules no tractades; # P<0.01 comparat amb les cel-lules tractades amb IL-1pB.
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No tractades (72h) TGF-B1 (5ng/ml, 72h)
+ IL-1B (1ng/ml, 24h) + IL-1B (1ng/ml, 24h)

Figura 56.- Immunofluorescéncia de COX-2 i F-actina en cél-lules epitelials alveolars A549 en preséncia
o abséncia de TGF-B1 i en preséncia d’interleuquina-1p (IL-1B). Es van incubar les cél-lules A549 durant
72h (A) en abséncia o (B) en preséncia de TGF-B1 (5 ng/ml) i a continuacio durant 24h amb IL-1B (1 ng/ml).
Es va realitzar una immunofluorescencia per marcar I'expressié de COX-2 (verd) i de la proteina del
citoesquelet F-actina (tenyida de fal-loidina, vermell). Els nuclis van ser tenyits amb DAPI (blau)(augment
original x400)
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5.3 Secrecio de prostaglandina E2 en ceél-lules epitelials alveolars
A549 després de la inducci6 de Ila transicié epiteli-
mesenquimal

A continuacio vam examinar els nivells de PGE; secretats en els sobrenedants de cultius
de cél-lules A549 tractats amb TGF-81 durant 72h i posteriorment, tractats amb IL-13 durant 24h.

La incubacio amb IL-1B va incrementar la secrecio de PGEz en cél-lules A549 (Figura 57).
Aquest efecte es va veure disminuit en les ceél-lules pre-tractades amb TGF-B1. Els resultats van
correlacionar positivament amb els analisis de COX-2 per western blot i per
immunofluorescencia, suggerint que el fenotip tipus miofibroblast adquirit per les A549 que van
realitzar EMT estaria associat a un notable descens en la secrecioé de PGE-.
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Figura 57.- Mesura de la secrecid de PGE; després de la induccio de la transicié epiteli-mesenquimal en
cel-lules epitelials alveolars A549. Les cél-lules A549 van ser incubades durant 72 h en preséencia o
abséncia de TGF-B1 (5 ng/ml), seguit pel tractament amb o sense IL-18 (1 ng/ml) durant 24 h. El
sobrenedant va ser recollit i es va mesurar la PGE; secretada total utilitzant el kit comercial Prostaglandin
E; EIA (Cayman). Els resultats estan expressats com a PGE; secretada (pg)/contingut de proteina total (ug).
* P<0.05 comparat amb les cel-lules no tractades, # P<0.01 comparat a les cel-lules tractades amb IL-1

5.4 Efecte de la transicio epiteli-mesenquimal sobre la proliferacid
de les cel-lules epitelials alveolars A549
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Vam estudiar el paper de la COX-2 i la PGE: en la proliferacié del cultiu enriquit amb
miofibroblastes utilitzant la tecnica de Click-iIT®.

Les cél-lules A549 cells van ser incubades amb IL-18 (1 ng/ml), PGE; (5 ng/ml) i I'inhibidor
selectiu de la COX-2 Celecoxib (10 uM) durant 24h. La incubacié amb IL-1B va reduir la
proliferacid de manera significativa tant en les cel-lules tractades amb TGF-f1 com en les no
tractades (Figura 58). Aquest efecte va semblar ser independent de COX-2 i PGE,, ja que
I'inhibidor de COX-2 Celecoxib no va ser capag¢ de retornar els nivells de proliferacié control i la
PGE; per si mateixa no va tenir efecte en la proliferacio cel-lular. A més a més, vam observar
gue el tractament amb TGF-B1 va augmentar la proliferacio cel-lular de manera significativa.
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Figura 58.- Proliferacio de la linia cel-lular alveolar epitel-lial A549 mesurada mitjangant I'analisi de la
replicacio del DNA. Les cel-lules A549 van ser incubades durant 72h en presencia o absencia de TGF-B1 (5
ng/ml), seguit pel tractament en preséncia o abséncia d’IL-1B (1 ng/ml), PGE; (5 ng/ml) i I'inhibidor selectiu
de la COX-2 Celecoxib (10 uM). La proliferacié cel-lular va ser analitzada mesurant la incorporacié del
nucledsid modificat EAU al DNA utilitzant el kit comercial Click-iT®. Les cél-lules van ser incubades amb
EdU (10 uM) durant 2h abans de ser recollides per realitzar mesures de citometria de fluxe. Els resultats
es presenten com a percentatge de ceél-lules EAU positives respecte al total de cél-lules. ** P<0.01
comparat a les respectives céel-lules no tractades, T P<0.05 comparat a les cel-lules no tractades amb TGF-
B1 en les mateixes condicions.
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6. EXPRESSIO DEL RECEPTOR 1 D’INTERLEUQUINA-1 EN
FIBROBLASTES CONTROL | DE FIBROSI PULMONAR IDIOPATICA

6.1 Expressio del receptor 1 d’interleuquina-1 en fibroblastes
control i de fibrosi pulmonar idiopatica

A continuacié, vam avaluar I'expressié del receptor 1 d'interleuquina-1 (IL-1RI) en
extractes proteics i RNA obtinguts de fibroblastes control i FPI com a possible mecanisme de la
disminucio de I'expressié de COX-2 en fibroblastes procedents de pacients amb FPI i del fenotip

miofibroblast.

L’expressio de IL-1RI va ser significativament inferior en fibroblastes FPI respecte els
control, observat tant per western blot com per RT-PCR (Figura 59).
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Figura 59.- Expressio basal del receptor 1 d’interleuquina-1 (IL-1RlI) en fibroblastes control i de fibrosi
pulmonar idiopatica (FPI). (A) Analisi densitomeétric de I'expressié de IL-1R1 com a ratio respecte B-actina
i (B) imatge representativa d’'un Western blot de IL-1Rl i B-actina. (C) mRNA de IL-1R1 mesurat per RT-PCR
normalitzat per I'expressié del gen constitutiu RNA polimerasa Il. Els resultats es mostren com a expressio
relativa al control Oh. N = 7 Controls, N = 6 FPI. * p<0.05, ** p<0.01 comparat al grup control
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6.2 Expressio del receptor 1 d’interleuquina-1 en fibroblastes
control i de fibrosi pulmonar idiopatica tractats amb
interleuquina-1f

Per tal de mesurar l'efecte de la IL-13 sobre I'expressié de IL-1RI, es van incubar els
fibroblastes control i FPl amb 10 ng/ml IL-18 durant 24h.

El tractament amb IL-1f durant 24h va induir de manera significativa I'expressio de IL-1RI
en fibroblastes control observat per western blot (Figura 60). En fibroblastes FPI, aquest
increment va ser inferior en comparaciéo amb els cultius control. L'expressié de mRNA de IL-1RI
va ser induida de manera significativa per IL-1[3, tant en cultius control com FPI.
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Figura 60.- Expressiéo del receptor 1 d’interleuquina-1 (IL-1RI) en fibroblastes control i de fibrosi
pulmonar idiopatica (FPI) estimulats amb IL-1B. Els fibroblastes control i FPl van ser incubats amb o sense
IL-1B (10ng/ml, 24h) i es va mesurar I'expressié de IL-1RI per western blot i per RT-PCR. (A) Analisi
densitomeétric de I'expressié de IL-1RI com a ratio respecte B-actina, (B) Imatge representativa d’un
Western blot de IL-1RI1 i B-actina. (C) mRNA de IL-1RI mesurat per RT-PCR normalitzat per I'expressié del
gen constitutiu RNA polimerasa Il. Els resultats es mostren com a expressié relativa al control Oh. N = 7
Controls, N = 6 FPI. * p<0.05 comparat a les respectives cel-lules no tractades; # p<0.05 and ## p<0.01
comparat al grup control en les mateixes condicions.
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6.3 Expressio del receptor 1 d’interleuquina-1 en miofibroblastes
control i de fibrosi pulmonar idiopatica

A continuacié, vam analitzar I'expressio de IL-1RI en miofibroblastes procedents de cultius
de fibroblastes control i FPI. Per fer-ho, vam induir la FMT incubant les cél-lules amb TGF-B1 (5
ng/ml, 72h) i vam mesurar I'expressio de IL-1RI en els cultius enriquits en miofibroblastes tant
per western blot com per RT-PCR.

Com s'observa a la figura 61, I'expressié de IL-1RI va disminuir de manera molt
pronunciada en els cultius control i FPI tractats amb TGF-B1, arribant a ser practicament nul-la
en el cas dels miofibroblastes FPI. Aquest mateix resultat es va observar analitzant I'expressio
de mRNA de IL-1RI per RT-PCR.

A C
35 3.5
% 3.0 - —|_ "%g 3.0 - T
g 25 S8 25 -
= 20 # 25 20 -
2 151 2§ 15 . #
§ 101 ZE 1.0 - T
x - * L e -
05 4 L # = 0.5 1 *k
0.0 — | 0.0 e
TGF-p1 - + - + TGF-p1 - + - +
(5ng/ml, 72h) (5ng/ml, 72h) —————— -_—
Control FPI Control FPI
B

IL-1RI ! ‘e 80 KDa

peactina M s2k0n

Figura 61.- Expressio del receptor 1 d’interleuquina-1 (IL-1RI) en miofibroblastes control i de fibrosi
pulmonar idiopatica (FPI). Els fibroblastes control i FPI van ser incubats amb o sense TGF-B1 (5ng/ml, 72h)
i es va mesurar I'expressié de IL-1RI per western blot i per RT-PCR. (A) Analisi densitomeétric de I'expressio
de IL-1RI com a ratio respecte B-actina i (B) imatge representativa d’un western blot de IL-1RI i B-actina.
(C) mRNA de IL-1R1 mesurat per RT-PCR normalitzat per I'expressio del gen constitutiu RNA polimerasa
IIl. Els resultats es mostren com a expressio relativa al control Oh. N = 7 Controls, N = 8 FPI. *p<0.05,
**p<0.01 comparat a les respectives cel-lules no tractades, # p<0.05 comparat al grup control en les
mateixes condicions
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6.4 Expressio del receptor 1 d’interleuquina-1 en miofibroblastes
control i de fibrosi pulmonar idiopatica tractats amb
interleuquina-1f

A continuacié, vam analitzar la capacitat d'induccio de IL-1RI en miofibroblastes control i
FPI per part d’IL-1p3. Els fibroblastes control i FPI van ser incubats amb TGF-b1 (5 ng/ml, 72h) i
posteriorment amb IL-18 (10 ng/ml, 24h) i es va analitzar I'expressio d’IL-1RI per western blot i
per immunofluorescéncia.

Com s’observa a la figura 62, la capacitat d’IL-18 d’induir I'expressio de IL-1R1 es va
anul-lar completament en miofibroblastes control i FPI. Aquest resultat va indicar una alteracio
en I'expressio de IL-1R associada al fenotip miofibroblast.
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Figura 62.- Expressio del receptor 1 d’interleuquina-1 (IL-1RI) en fibroblastes i miofibroblastes control
i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) estimulats amb IL-1p. Els fibroblastes control i FPI van ser incubats
amb o sense TGF-B1 (5ng/ml, 72h) i a continuacié amb o sense IL-1B (10ng/ml, 24h) i es va mesurar
I’expressié de IL-1RI per western blot. (A) Analisi densitométric de I'expressié de IL-1RI com a ratio
respecte B-actina i (B) Imatge representativa d’un western blot de IL-1RI i de B-actina. N =6 Controls, N =
8 FPI. * p<0.05 comparat a les respectives cel-lules no tractades, # p<0.05, ## p<0.01 comparat a les
cel-lules no tractades amb TGF-B1 en les mateixes condicions.

Es va realitzar una immunofluorescéncia pel receptor IL-1RI en fibroblastes control i FPI,
en preséencia i absencia d’IL-13 (10 ng/ml, 24h) i TGF-B1 (5 ng/ml, 72h), amb I'objectiu de
confirmar els resultats obtinguts per western blot.
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La immunofluorescéncia va confirmar que l'expressido d’IL-1RI va ser superior en
fibroblastes control respecte als FPI, aixi com la induccié per IL-1B (Figura 63). El tractament
amb TGF-B1, va disminuir el marcatge per IL-1RI tant en cultius control com FPI, fet associat a
lincrement del nombre de miofibroblastes.

No tractades IL-1B (10 ng/ml, 24h) TGF-B1 (5 ng/ml, 72h)

Control

FPI

Figura 63.- Immunofluorescéncia de I’expressié del receptor 1 d’interleuquina-1 (IL-1RlI) en fibroblastes
control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) basalment i en preséncia o abséncia d’IL-1B8 o TGF-B1. Els
fibroblastes de cultius control i FPI van ser fixats en abséncia de tractament (A,D), tractats durant 24h amb
IL-18 (10ng/ml)(B,E) o durant 72h amb TGF-B1 (5ng/ml)(C,F) i es va realitzar un marcatge
immunofluorescent de IL-1RI (vermell). Els nuclis van ser tenyits amb DAPI (blau)(augment original 630x).

Finalment, es va realitzar un marcatge conjunt per immunofluorescencia de IL-1RI i o-
SMA per observar si hi havia coincidéncia de positivitat pels dos marcadors.

Com s’observa a la figura 64, les cél-lules IL-1RI positives no van presentar marcatge per
a-SMA. En alguns casos, els miofibroblastes van presentar un lleuger marcatge pel receptor.
Aquests resultats van en la mateixa linia que els observats per western blot, on els cultius tractats
amb TGF-B1 van presentar una expressio molt baixa de IL-1RI.
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Figura 64.- Imatges representatives de co-immunofluorescéncia de I'expressié de del receptor 1
d’interleuquina-1 (IL-1RI) i a-SMA en fibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Es van
incubar els fibroblastes amb TGF-B1 durant 72h a 5ng/ml i es va realitzar una co-inmunofluorescéncia per
marcar a-SMA en verd i IL-1RI en vermell. En el canal verd s’observen les cel-lules a-SMA positives (A,D),
en el vermell les IL-1RI positives (B,E) i en els dos canals alhora es mostra el marcatge conjunt (C,F). Es va
observar una coincidéncia molt baixa entre ambdds marcatges. Els nuclis van ser tenyits amb DAPI
(blau)(augment original 630x).

6.5 Correlacio entre I'expressi6 de COX-2 i del receptor
d’interleuquina-1 en fibroblastes control i de fibrosi pulmonar
idiopatica

Degut a que haviem observat una alteracio de I'expressié de COX-2 induida per IL-1 en
miofibroblastes i també de expressié de IL-1RI vam estudiar si existia una correlacié entre
I'expressio de les dues proteines. Ja que I'estimulacié de COX-2 per part d’'IL-13 es déna a través
de la seva unié amb IL-1RlI, una alteracio en el receptor podria ser causant de la menor induccio
de I'expressio de COX-2 en aquestes cél-lules.

A la figura 65 s’observa una imatge de western blot representativa de la correlacio aparent
entre I'expressio de COX-2 i la de IL-1RI. Els valors de correlacio entre I'expressio de COX-2 i
de IL-1RI mesurada per western blot va ser de R2 = 0,7071 i per RT-PCR de R2 = 0,6974.
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Figura 65.- Expressié del receptor 1 d’interleuquina-1 (IL-1RI) i de COX-2 en fibroblastes control i de
fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) tractats amb IL-1B. Imatge representativa d’un western blot de IL-1RI i
COX-2 en llisats proteics de fibroblastes control i FPl en preséncia o abséncia d’IL-1B (10ng/ml, 24h).

6.6 Expressio del receptor 1 d’interleuquina-1 en teixit de pulmé
control i amb fibrosi pulmonar idiopatica

Per tal d'establir si la deficiencia en I'expressié de IL-1R1 observada en fibroblastes FPI
es donava en teixit FPI, vam analitzar I'expressio del receptor IL-1R1 en llisats proteics de teixit
total, tant control com FPI.

No es van observar diferencies en I'expressié de IL-1R1 entre teixit control i FPI (Figura
66). Aquest fet podria ser degut a diferencies d’expressié del receptor entre la variable
composicio cel-lular dels fragments de teixit analitzats.
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Figura 66.- Expressio del receptor 1 d’interleuquina-1 (IL-1RI) en llisats proteics de teixit control i de
fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). (A) Analisi densitométric de I'expressié de IL-1R1 com a ratio respecte
B-actina i (B) imatge representativa d’un western blot de IL-1RI i de B-actina. N = 7 Controls, N =9 FPI.
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Per tal d’analitzar el paper en I'expressio del receptor IL-1RI dels diversos tipus cel-lulars
presents en el teixit pulmonar, vam realitzar la deteccié immunohistoquimica de IL-1RI, a-SMA i
vimentina en teixit pulmonar sa i en teixit de fibrosi pulmonar idiopatica.

A la figura 67 es mostren les immuno-localitzacions de IL-1RI, a-SMA i vimentina. Vam
observar marcatge de IL-1RI en zones epitelials tant de teixit control com FPI, destacant I'epitel
gue rodeja els focus fibroblastics. En canvi, I'expressié de IL-1RI va ser molt baixa a dins del
focus, on destaquen les cel-lules a-SMA positives i vimentina positives, corresponent a
fibroblastes i miofibroblastes. Aquest resultat coincidiria amb les diferéncies observades en
I'expressio de IL-1RI en fibroblastes a nivell de western blot i RT-PCR i a que en canvi, no es van
trobar diferéncies a nivell de teixit, degut a la variabilitat de cél-lules que el formen.

IL-1RI a-SMA Vimentina

Figura 67.- Detecci6 immunohistoquimica de IL-1RI, a-SMA i vimentina en teixit pulmonar control i en
teixit de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Es mostren les immuno-localitzacions de IL-1RI (A,D), a-SMA
(B,E) i vimentina (C,F). La imatge mostra marcatge de IL-1RI en zones epitelials tant de teixit control com
FPI, destacant I'epiteli que rodeja els focus fibroblastics presents en FPI. En canvi, I'expressio de IL-1RI és
molt baixa a dins del focus, on destaquen les cél-lules a-SMA positives i vimentina positives (augment
original X200).
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6.7 Expressio del receptor 2 d’interleuquina-1 i de la proteina
accessoria en fibroblastes control i de fibrosi pulmonar
idiopatica

A continuacié, vam avaluar I'expressié del receptor 2 d’interleuquina-1 (IL-1RII) en
extractes proteics i RNA obtinguts de fibroblastes control i FPI. IL-1RIl actua com a inhibidor de
la resposta a IL-1B, ja que no permet la transduccié de senyal degut a que no té el domini
citoplasmatic TIR. L'expressi6 de IL-1RII no va presentar canvis en fibroblastes FPI respecte els

control, observat tant per western blot com per RT-PCR (Figura 68). Aixi doncs, no hi van haver
diferéncies en la regulacio de I'efecte d’'L-1p deguda a I'expressio de IL-1RII.
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Figura 68.- Expressio basal del receptor 2 d’interleuquina-1 (IL-1RIl) en fibroblastes control i de fibrosi
pulmonar idiopatica (FPI). (A) Analisi densitomeétric de I’expressié de IL-1RIl com a ratio respecte B-actina
i (B) mRNA de IL-1RIl mesurat per RT-PCR normalitzat per I'expressio del gen constitutiu RNA polimerasa
II. Els resultats es mostren com a expressio relativa al control Oh. N = 7.

Per tal de mesurar I'efecte de la IL-1B sobre I'expressié de IL-1RII, es van incubar els
fibroblastes control i FPI amb 10 ng/ml IL-18 durant 24h.

El tractament amb IL-18 durant 24h va induir de manera significativa I'expressiéo de mRNA
de IL-1RII en fibroblastes control i FPI observat per RT-PCR (Figura 69). Aquesta induccié podria
correspondre a un mecanisme de regulacio negativa de IL-13 per tal de controlar el seu efecte.
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Figura 69.- Expressio del receptor 2 d’interleuquina-1 (IL-1RIl) en fibroblastes control i de fibrosi
pulmonar idiopatica (FPI) estimulats amb IL-1B. Els fibroblastes control i FPl van ser incubats amb o sense
IL-1B (10ng/ml, 24h) i es va mesurar I'expressié de IL-1RIl per RT-PCR. L’expressié de IL-1Rll va ser
normalitzada per I'expressié del gen constitutiu RNA polimerasa Il. Els resultats es mostren com a
expressio relativa al control Oh. N = 6 Controls, N = 8 FPI. * p<0.05 comparat a les respectives cél-lules no
tractades

A continuacié, vam analitzar I'expressié de IL-1RIl en miofibroblastes procedents de
cultius de fibroblastes control i FPI. Per fer-ho, vam induir la FMT incubant les cél-lules amb TGF-
B1 (5 ng/ml, 72h) i vam mesurar I'expressio de IL-1RII en els cultius enriquits en miofibroblastes
per RT-PCR.

Com s’observa a la figura 70, I'expressié de mRNA de IL-1RIl va disminuir de manera
significativa en els cultius FPI tractats amb TGF-1.
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Figura 70.- Expressio del receptor 2 d’interleuquina-1 (IL-1RIl) en miofibroblastes control i de fibrosi
pulmonar idiopatica (FPI). Els fibroblastes control i FPI van ser incubats amb o sense TGF-B1 (5ng/ml, 72h)
i es va mesurar I'expressio de IL-1RIl per RT-PCR. L’expressio de IL-1RIl va ser normalitzada per I'expressio
del gen constitutiu RNA polimerasa Il. Els resultats es mostren com a expressio relativa al control Oh. N =
7 Controls, N = 8 FPI. **p<0.01 comparat a les respectives cel-lules no tractades.
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A continuacio, vam avaluar l'expressi6 de la proteina accessoria del receptor
d’interleuquina-1 (IL-1RACcP) en extractes proteics i RNA obtinguts de fibroblastes control i FPI.
La disponibilitat de IL-1RAcP és un mecanisme de control de I'efecte d’IL-1j3, ja que la seva
presencia a la membrana és necessaria perquée es dugui a terme la transduccio de senyal.

L’'expressio de IL-1RAcCP va ser significativament inferior en cultius FPI respecte els
control. En canvi, no es van observar diferencies en I'expressié de mRNA de IL-1RAcP entre
fibroblastes FPI respecte a fibroblastes control per RT-PCR (Figura 71).
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Figura 71.- Expressio basal de la proteina accessoria del receptor d’interleuquina-1 (IL-1RAcP) en
fibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). (A) Analisi densitométric de I'expressio de IL-
1RACP com a ratio respecte B-actina i (B) imatge representativa d’'un western blot de IL-1RAcP i B-actina.
(C) mRNA de IL-1RAcP mesurat per RT-PCR normalitzat per I’expressio del gen constitutiu RNA polimerasa
IIl. Els resultats es mostren com a expressié relativa al control Oh. N = 7 Controls, N = 6 FPI. * p<0.05
comparat al grup control.

Es van incubar els fibroblastes control i FPI amb 10 ng/ml IL-13 durant 24h i es va mesurar
I'efecte de la IL-1f3 sobre I'expressio de IL-1RAcP per RT-PCR.

El tractament amb IL-18 durant 24h va induir de manera significativa I'expressio de mRNA
de IL-1RACcP en fibroblastes control i FPI (Figura 72). Aixi doncs, el tractament amb IL-13 va
incrementar la sintesi de mMRNA tant de IL-1RAcP com de IL-1RII.
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Figura 72.- Expressio de la proteina accessoria del receptor d’interleuquina-1 (IL-1RAcP) en fibroblastes
control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) estimulats amb IL-1pB. Els fibroblastes control i FPI van ser
incubats amb o sense IL-1B (10 ng/ml, 24h) i es va mesurar I'expressié de IL-1RAcP per RT-PCR. L’expressid
de IL-1RAcP va ser normalitzada per I'expressio del gen constitutiu RNA polimerasa Il. Els resultats es
mostren com a expressio relativa al control Oh. N = 6 Controls, N = 8 FPI. * p<0.05 i **p<0.01 comparat a
les respectives cel-lules no tractades.

A continuacio, vam analitzar I'expressié de IL-1RAcP en miofibroblastes procedents de
cultius de fibroblastes control i FPI. Per fer-ho, vam induir la FMT incubant les cél-lules amb TGF-
B1 (5 ng/ml, 72h) i vam mesurar I'expressié de IL-1RAcP en els cultius enriquits en
miofibroblastes per RT-PCR. Com s’observa a la figura 73, I'expressié de mRNA de IL-1RAcCP es
va incrementar de manera significativa tant en miofibroblastes control com FPI en comparacio
amb els no tractats amb TGF-1.
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Figura 73.- Expressi6 de la proteina accessoria del receptor d’interleuquina-1 (IL-1RAcP) en
miofibroblastes control i de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI). Els fibroblastes control i FPI van ser
incubats amb o sense TGF-B1 (5ng/ml, 72h) i es va mesurar I’expressio de IL-1RAcP per RT-PCR. L’expressid
de IL-1RAcP va ser normalitzada per I'expressid del gen constitutiu RNA polimerasa Il. Els resultats es
mostren com a expressio relativa al control Oh. N = 7 Controls, N = 8 FPI. * p<0.05 i **p<0.01 comparat a
les respectives cel-lules no tractades.
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7. EXPRESSIO DEL RECEPTOR 1 D’INTERLEUQUINA-1 EN CEL-LULES
EPITELIALS ALVEOLARS A549

A continuacié, vam analitzar I'expressio del receptor IL-1RI en preséncia d’IL-1p i després
de la induccié de EMT per TGF-B1 en la linia cel-lular epitelial alveolar A549 (Figura 74). Per
western blot, vam observar que la incubacié amb IL-1f durant 24h va disminuir I'expressio de IL-
1RI respecte a les cél-lules no tractades. La induccié d’'EMT per TGF-B1 també va tenir aquest
efecte.

Perd la major disminucié en I'expressio de IL-1RI es va observar en ceél-lules tractades
amb TGF-f1 durant 72h seguides de 24h amb IL-1B8. En aquestes cel-lules es va reduir
I'expressio de IL-1RI fins a assolir nivells practicament nuls. Aquesta abséncia d’expressio de IL-
1RI en cel-lules epitelials alveolars tractades amb IL-18 després de induccié de EMT va
correlacionar de manera positiva amb la disminucié de I'expressi6 de COX-2 en aquestes
condicions.
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Figura 74.- Efecte de la IL-1B i del TGF-B1 sobre I'expressio del receptor 1 d’interleuquina-1 (IL-1RI) en
cél-lules epitelials alveolars A549. Les cel-lules A549 es van incubar en presencia o absencia de IL-1
durant 24h (1 ng/ml)(A,B) i en preséncia o abséncia de TGF-B1 durant 72h (5 ng/ml)(C,D). (A,C) Analisi
densitometric de I'expressié de IL-1RI com a ratio respecte ERK % i (B,D) imatge representativa d’un
Western blot de IL-1RI i ERK %5. ** P<0.01 comparat amb les respectives cel-lules no tractades

A continuacié, vam analitzar I'expressioé del receptor IL-1RI estimulada per IL-13 en la
linia cel-lular epitelial alveolar A549 després de la induccié de EMT per TGF-B1. Per western blot,
vam observar que en cel-lules tractades amb TGF-B1 durant 72h seguides de 24h amb IL-18 es
va reduir I'expressié de IL-1RI fins a assolir nivells practicament nuls (Figura 75). L'abséencia
d’expressié de IL-1RI en cél-lules epitelials alveolars tractades amb IL-13 després de inducci6 de
EMT va correlacionar de manera positiva amb la disminucié de I'expressié de COX-2 induida per
IL-1B en aquestes condicions.
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Figura 75.- Efecte de la IL-1B sobre I'expressié del receptor 1 d’interleuquina-1 (IL-1RI) en cél-lules
epitelials alveolars A549 després de ser induida la transicio epiteli-mesenquimal (EMT) per TGF-B1. Les
cel-lules A549 es van incubar en preséncia o abséncia de TGF-B1 durant 72h amb 5 ng/ml seguit d’'una
incubacié amb o sense IL-1B durant 24h (1 ng/ml). (A) Analisi densitométric de I'expressio de IL-1RI com
a ratio respecte ERK % i (B) imatge representativa d’un Western blot de IL-1RI i ERK %. * P<0.05 comparat
amb les respectives cél-lules no tractades; # P<0.01 comparat amb les cel-lules tractades amb IL-1p.
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1. Estudi de la poblacio de miofibroblastes en cultius de fibroblastes
primaris control i de fibrosi pulmonar idiopatica

La fibrosi pulmonar idiopatica es caracteritza per una acumulacié progressiva de
miofibroblastes i matriu extracel-lular que formen part d’'un procés de cicatritzacié permanent. El
fenotip miofibroblast és clau en el manteniment d’'aquest estat reparatiu i en I'evolucié de la
patologia. Tot i aixi, la dinamica i el patr6é d’activacio dels fibroblastes durant la fibrogénesi no es
coneixen en profunditat (Tsukui et al., 2013). Es desconeix el procés pel qual els fibroblastes i/o
els miofibroblastes generen les lesions fibrotiques i contribueixen a la fibrosi de I'drgan in vivo.
Per tal de desenvolupar noves estrategies terapeutiques per la fibrosi pulmonar idiopatica es
requereix un millor coneixement de 'activacié dels fibroblastes en el context de la patologia.

Per avaluar el comportament dels miofibroblastes normals i patologics in vitro, vam
analitzar els miofibroblastes presents en cultius de fibroblastes procedents de teixit pulmonar sa
i amb fibrosi pulmonar idiopatica. Els estudis presentats en aquesta tesi s’han dut a terme
utilitzant fibroblastes primaris obtinguts a partir de teixit pulmonar d’'individus amb pneumotorax
amb caracteristiques histologiques normals i de teixit d'individus amb fibrosi pulmonar idiopatica.
El cultiu de fibroblastes de pulmé és una bona eina per I'estudi de la patologia fibrotica ja que
son les principals cél-lules efectores presents a la lesié activa dels focus fibroblastics. Cal indicar
gue I'Gs de fibroblastes procedents de pacients amb pneumotorax espontani com a controls
“normals” té les seves limitacions. Tot i que el teixit obtingut va ser histologicament normal,
estudis previs han descrit que els fibroblastes obtinguts de reseccions quirargiques durant una
pleurodesi per pneumotorax espontani poden procedir d’arees amb anormalitats patologiques,
incloent reaccions inflamatories i fibrotiques (Fang et al., 2010). Tot i aixi, aquest teixit és la millor
opci6 per obtenir pulmé sa amb caracteristiques normals i afectacié patologica minima, ja que
no és possible obtenir mostra d'un pulmé completament normal. Tots els experiments han estat
realitzats entre els passatges 4 i 6, ja que a passatges més elevats es pot alterar el patré de
resposta cel-lular a estimuls in vitro. Aixi doncs, I'is de passatges equivalents entre linies
cel-lulars procedents de diferents individus contribueix a disminuir la variabilitat en els resultats.

Per dur a terme estudis sobre fibrosi pulmonar existeixen diversos models, entre ells
destaquen el cultiu de cél-lules primaries procedents de teixit fibrotic i els models animals de
fibrosi pulmonar, el més utilitzat dels quals es basa en la instil-lacié de bleomicina en ratolins.
Aquest tractament condueix a una fibrosi pero que no reflecteix completament les
caracteristiques propies de la patologia en humans (Scotton et al. 2010). En aguest model es
produeix una resposta inflamatoria inicial que després de dues setmanes aproximadament
evoluciona cap a una fase fibrotica amb caracteristiques similars a la FPI (Chaudhary et al.,
2006). El grau de fibrosi en resposta a la bleomicina és directament depenent de la quantitat de
resposta inflamatoria inicial. Aquest factor el diferencia de la patologia en humans, de la qual es
desconeix si la inflamacié té un paper principal. Un altre aspecte controvertit és la resolucié de la
fibrosi en el model de bleomicina. Alguns autors han descrit que la fibrosi induida per bleomicina
és reversible (Degryse et al., 2010) i altres que es manté al llarg del temps (Hodges et al., 2004),
perd hi ha consens en que no és una patologia progressiva, fet que la diferencia de la FPI en
humans. En conjunt, els cultius de fibroblastes procedents de teixit fibrotic ens permeten avaluar
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les caracteristiques propies de la patologia en humans, tot i que cal tenir en compte que és un
cultiu en un entorn artificial i de cel-lules ailldes, fet que pot modificar el comportament cel-lular.

Utilitzant aquest model in vitro, vam confirmar les troballes d’estudis previs que indicaven
gue els cultius de fibroblastes procedents de pulmons de pacients amb FPI estan caracteritzats
per una expressié d'a-SMA incrementada (Kuhn et al., 1991; Ramos et al., 2001). Aquest fet aillat
no necessariament estaria relacionat amb un increment de miofibroblastes en aquests cultius, ja
que podria ser degut a una expressio incrementada basal d'a-SMA en totes les cél-lules.
Consequentment, cal comprovar amb inmunofluorescencia la polimeritzacié d'a-SMA en les
cél-lules in situ. Per mitja d’aquesta tecnica vam observar un increment significatiu del nombre
de miofibroblasts als pacients amb FPI comparat als controls, que es va mantenir al llarg dels
passatges del cultiu. Es desconeix el motiu pel qual el nombre de miofibroblastes presents a un
cultiu primari de fibroblastes de pulmoé procedents de FPI és superior a un cultiu control. La major
preséencia inicial de miofibroblastes al teixit fibrotic podria ser una explicacio, ja que aquestes
diferencies es mantenen al llarg dels passatges al cultiu.

Podem deduir un altre problema inherent al model que estudiem és la herterogeneitat
present als cultius cel-lulars: no totes les cél-lues que hi han presents als cultius son iguals.
Aquesta heterogeneitat no es limita a I'expressio d’a-SMA sin6 també a altres marcadors, entre
ells el col-lagen, la COX-2 o les MMPs (Phan, 2008), a més de presentar variabilitat en la seva
taxa de creixement i apoptosi (Ramos et al., 2001).

Per tal d’estudiar especificament el fenotip miofibroblast, vam incrementar el nombre de
miofibroblastes presents al cultiu induint la transicio fibroblast-miofibroblast (FMT) amb TGF-B1.
Tot i que s’han descrit diversos factors amb capacitat d’'induccié de la FMT, com per exemple la
endotelina-1, vam escollir el TGF-B1 degut a la seva potent capacitat d’induccié de la transicié a
miofibroblastes i a que és un factor amb un paper ampliament identificat a la patologia (Willis et
al., 2007; Fernandez et al., 2012;).

Com s’ha descrit anteriorment, la induccié de FMT per TGF-B1 va ser temps i dosi-
depenent (Kolodsick et al., 2003) i va anar acompanyada d’un increment significatiu en
I'expressio de col-lagen 1alide col-lagen 3al. Per RT-PCR es va observar que aquest increment
va ser superior en cultius FPI en comparacié amb els cultius control. Pel metode de Sircol, en
canvi, no es van observar diferencies en la quantitat de col-lagen secretat pels dos grups,
probablement degut a una menor sensibilitat de la técnica. El percentatge de miofibroblastes es
va incrementar de manera significativa en els cultius tractats amb TGF-1, igualant-se entre
cultius de fibroblastes control i FPI i perdent per tant les diferencies que hi havia inicialment en
guant a la proporcio de miofibroblastes presents al cultiu. Aixi doncs, tot i presentar nombres molt
similars de miofibroblastes, les diferéncies funcionals entre cultius control i FPI no es van perdre
per complet, ja que els miofibroblastes FPI van presentar caracteristiques més fibrotiques, com
una capacitat de sintesi incrementada de col-lagen 1al. La causa de les diferéncies entre
poblacions de miofibroblastes segons el seu origen és desconeguda.
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2. Estudi de la migracid i proliferacio dels miofibroblastes procedents
de cultius control i de fibrosi pulmonar idiopatica

Tot i que es considera el miofibroblast com a fenotip efector de la fibrosi pulmonar
idiopatica, es desconeixen els mecanismes concrets de la seva aparicié a la lesié fibrotica. Per
tal d’analitzar el seu comportament en el procés de tancament d’una ferida in vitro, vam comparar
cultius de fibroblastes primaris obtinguts de pulmons de pacients amb FPI o controls amb cultius
amb un elevat percentatge de miofibroblastes. Es va induir la transicio fibroblast-miofibroblast
incubant les cél-lules confluents amb TGF-B1 durant 72h en medi amb un 1% de sérum bovi fetal
(FBS). Esta descrit que la diferenciacid de fibroblastes a miofibroblastes és menor quan sén
cultivats en densitats elevades (Masur et al., 1996). En els nostres cultius també vam observar
un percentatge de miofibroblastes lleugerament inferior en els cultius al 100% de confluencia
tractats amb TGF-B1 en comparacié amb els cultius a un 70-80% de confluéncia, probablement
degut a la inhibicié per contacte i a la preséncia de serum al medi de cultiu. Tal com haviem
observat en subconfluéncia, en absencia de TGF-1, el percentatge de cel-lules a-SMA va ser
superior en cultius FPI respecte els cultius control. Aquesta diferéncia es va perdre després del
tractament amb TGF-B1.

Un cop obtingut el cultiu amb alt percentatge de miofibroblastes, vam realitzar un tall o
ferida a la monocapa cel-lular i es va substituir el medi amb TGF-B1 per medi nou a I'1% de FBS.
Les seglents 24h van resultar temps suficient per observar un tancament considerable de la
ferida per part de les cel-lules al cultiu. En aguest moment es van fixar els cultius i es va realitzar
la immunofluorescencia per marcar els miofibroblastes tant a la zona de tall com els que estaven
presents lluny de la zona de tall. En la literatura s’ha descrit una migracié superior de fibroblastes
FPI en preséncia de diversos estimuls (Suganuma et al., 1995). Generalment, aquests estudis
utilitzen métodes d’analisi de migracié basats en la quimiotaxi, com la camera de Boyden, on
s'utilitza un medi amb alguna substancia amb propietats quimiotactiques per induir la migracio
cel-lular. En aquest métode, les cél-lules es preparen en suspensio abans de I'assaig, de tal
forma que s’eliminen factors com la interaccio cél-lula-cél-lula, que poden influir sobre la resposta
migratoria. En canvi, amb el metode de tall de la monocapa cel-lular in vitro, s’imita la reaccié de
cel-lules com els fibroblastes en cas d’'una ferida de manera més similar a com ho farien in vivo.
Els estimuls quimiotactics, si existeixen, seran sintetitzats inicament per les propies cel-lules del
cultiu. A més a més, hi ha un component important de proliferacié al nostre model que contribueix
al tancament de la ferida. Per tant, els resultats obtinguts en el present estudi es diferencien dels
anteriors en I'aproximacio realitzada a I'avaluacié de la migracio in vitro, fet que pot explicar les
diferencies observades amb publicacions previes.

Tot i que a la zona confluent el percentatge de miofibroblastes va ser similar en cultius
control i FPI, vam observar diferencies en el comportament dels miofibroblastes control i FPI
presents a la zona del tall. Encara que en aquestes circunstancies no hem mesurat la produccio
de col-lagen, es raonable inferir que els miofibroblastes procedents de pacients amb FPI serien
funcionalment més actius com es va demostrar en subconfluéncia. Consequentment, el
comportament dels mateixos no sera necessariament el mateix respecte a la seva proliferacio i
migracio. Proporcionalment, el nombre de miofibroblastes control al tall va incrementar-se amb
el pre-tractament amb TGF-B1, perod va continuar sent molt inferior en comparacié amb el
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percentatge present a la zona confluent. Aquest fet podria ser una consequéncia indirecta d’'un
nombre superior de miofibroblastes, tant en la zona confluent com en la zona del tall. En canvi,
la preséncia de miofibroblastes a la zona del tall de cultius FPI va ser significativament superior
a la dels cultius control, tant de forma basal com en aquells cultius pre-tractats amb TGF-B1. A
més a meés, el percentatge de miofibroblastes FPI pre-tractats amb TGF-B1 va ser el mateix en
la zona confluent i en la zona del tall. Aquesta observacié indica una capacitat invasiva superior
dels miofibroblastes procedents de FPI.

Aixi doncs, sembla que en condicions normals, la majoria de miofibroblastes presents al
cultiu no migren cap a la zona de la ferida in vitro. En canvi, els miofibroblastes FPI si son
presents a la zona del tall en un percentatge igual que el que es troba a la zona confluent. Aquest
resultat indica que tot i que no s’observen diferéncies en el nombre de miofibroblastes control i
FPI presents al cultiu després del tractament amb TGF-B1, si que existeixen alteracions a nivell
de la migraci6 i/o proliferacié dels miofibroblastes FPI.

A continuacié vam analitzar la proliferacié de les ceél-lules presents a la zona del tall in
vitro per avaluar si les diferéncies observades eren degudes a canvis en la migracié o en la
proliferacio cel-lular. A les 24h del moment de realitzacié del tall, la majoria de les cel-lules
presents a la zona de la ferida no estaven en fase proliferativa. El percentatge de cél-lules en
proliferacié va ser inferior en cultius FPI respecte als cultius control. Aquesta diferéncia es va
perdre en cultius control i FPI amb un alt percentatge de miofibroblastes, tot i que en conjunt, els
percentatges de cel-lules en proliferacié es van mantenir amb i sense TGF-f1. Aquest resultat
indica que la proliferacio de les cel-lules presents al tall a les 24h és independent del percentatge
de miofibroblastes presents al cultiu.

Un cop determinat el percentatge de ceél-lules que estaven proliferant a la zona del tall,
vam voler analitzar quina proporcié d’aquestes eren miofibroblastes. Per fer-ho, vam quantificar
les cél-lules Click-iIT® positives i dins d’aquestes, les que també presentaven marcatge per a-
SMA. Del total de cel-lules que estaven proliferant 24h després de realitzar la ferida, un
percentatge molt baix van ser miofibroblastes, tant en cultius control com FPI, indicant que el
fenotip miofibroblast esta associat a una menor proliferacio que el fibroblast. Aquest percentatge
es va incrementar en cultius pre-tractats amb TGF-B1, probablement degut a que hi havia un
nombre molt més elevat de miofibroblastes, i no perque els miofibroblastes presents proliferessin
més. Aixi doncs, no vam observar diferéncies significatives en la capacitat proliferativa entre
miofibroblastes FPI respecte els control, fet que indica que els miofibroblastes FPI podrien tenir
una capacitat migratoria incrementada respecte als miofibroblastes control quan son estimulats
amb TGF-B1. Recordem que l'estimul amb TGF-B1 produia en subconfluencia els mateixos
miofibroblastes perd una expressidé major de col-lagen. Continuem amb la idea que els
miofibroblastes de cultius FPI responen funcionalment més al TGF-B1 que els miofibroblastes
control.

Per tal de distingir el paper global de la migracié i de la proliferacié en el tancament de la
ferida, vam incubar les cel-lules amb Mitomicina C, un antibiotic que actua com a inhibidor de la
proliferacid, unint-se al DNA i impedint la seva replicacié. Per tant, en els cultius tractats amb
Mitomicina C, el tancament de la ferida va ser degut exclusivament a la migracié cel-lular. En
primer lloc vam comprovar mitjancant una dosi resposta que a 5ug/ml la Mitomicina C inhibia per
complet la proliferacio. A més a més, vam descartar que produis citotoxicitat en els nostres cultius
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mitjangant la técnica de LDH. Quan vam realitzar els comptatges de les cél-lules positives per a-
SMA a la zona del tall, vam observar que no hi havia diferéncies en el percentatge de
miofibroblastes en preséncia o abséncia de Mitomicina C. Per tant, la inhibicié de la proliferacié
no va modificar el nombre de cél-lules a-SMA positives a la zona del tall. La capacitat proliferativa
dels miofibroblastes no va afectar a la seva preséncia al tall, que per tant sembla independent
d’aquesta variable i confirma els resultats observats amb anterioritat. Com ja s’ha esmentat, no
hi va haver diferencies marcades en la proliferacié de les cel-lules presents a la zona del tall
(analitzada per immunofluorescencia). Si inhibint la proliferacié veiem diferéncies en el tancament
de la ferida, podria ser degut a la proliferacié de les cel-lules presents a la zona confluent i no
tant a la proliferacié a la zona de tall.

Es per aquest motiu que vam avaluar el tancament de l'area de la ferida in vitro després
de 24 i 48h en cultius control i FPI pre-tractats o no amb TGF-f1. A 24h d'inhibici6 de la
proliferacié ja veiem diferencies en I'area tancada respecte als cultius sense mitomicina C, tot i
que aquestes diferencies s'incrementen a 48h en cultius FPI. La proliferacié té un paper més
destacat en el tancament de la ferida que en la preséncia de miofibroblastes. Analitzant I'area
tancada pels fibroblastes FPI, vam observar que va ser significativament inferior a la tancada
pels fibroblastes control 24h després de realitzar el tall al cultiu, perd aquesta diferencia es va
perdre a les 48h. Aixi, sembla que la capacitat inicial de tancament de cultius FPI és inferior a la
de cultius control, pero s’acaben igualant al llarg del temps. Alhora, el pre-tractament amb TGF-
B1 va disminuir l'area tancada tant en cultius control com FPIl en comparacié amb les no pre-
tractades. Degut a que el percentatge de miofibroblastes és superior de manera basal als cultius
FPI, aquests podrien causar la diferéncia en la velocitat de tancament de la ferida, ja que els
cultius rics en miofibroblastes van presentar una capacitat de tancament d’un tall in vitro reduida.
En aquesta linia, observem que els cultius FPI tractats amb TGF-B1 corresponen a la condicié
amb un nombre més miofibroblastes que alhora estan més actius, pero en canvi, és la condicio
que menys tancament d’'una la ferida in vitro presenta, assignant un paper secundari dels
miofibroblastes en aquest procés.

Aixi doncs, tant la proliferaci6 com un major nombre de miofibroblastes poden modificar
la capacitat de tancament de la ferida en aquestes condicions. La proliferacié va resultar un
component important en el tancament de la ferida in vitro, ja que la incubacié amb Mitomicina C
va disminuir l'area tancada en totes les condicions.

S’ha descrit que els fibroblastes activats es transformen en miofibroblastes a-SMA
positius a mesura que migren a través de la matriu de fibrina provisional present a la ferida (Wynn
2008). El fibroblast que migra necessita un contacte més relaxat amb la matriu extracel-lular.
Quan assoleix el desti en el teixit en nova formacid, apareixerien les fibres d’estres i el fenotip
miofibroblast (Oberringer et al., 2008). Segons els nostres resultats, els fibroblastes patirien un
procés de proliferacid i migracio activa cap als focus de dany, on es transformarien en
miofibroblastes, assolint el fenotip efector de la sintesi de matriu extracel-lular i de la contractilitat
del teixit fibrotic.

Existeixen publicacions controvertides sobre la capacitat de migracio i proliferacié tant de
fibroblastes com de miofibroblastes durant un procés de tancament d’una ferida. Alguns autors
(Suganuma et al., 1995, White et al., 2003; Cai et al., 2010) han descrit que els fibroblastes
procedents d’individus amb malalties fibrotiques tenen una capacitat incrementada de migracié
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mediada per quimiotaxi. Utilitzant altres métodes, Thampatty et al., (2007) han descrit que els
miofibroblastes tenen menys mobilitat que els fibroblastes. Els fibroblastes presents en altres
patologies, com els fibroblastes de lamina propia de pacients amb malaltia de Crohn, han mostrat
una capacitat migratoria significativament inferior a la dels fibroblastes control (Meier et al. 2011).
Al nostre model de tancament d’'una ferida in vitro, observem que els fibroblastes fibrotics no
presenten un tancament normal del tall. El motiu d’aquest comportament podria ser la major
presencia de miofibroblastes actius, que no semblen tenir una capacitat de tancament d'una
ferida correcta, en comparacié amb els fibroblastes.

Una estrategia terapeutica possible per prevenir la progressio de la fibrosi estaria
relacionada amb la inhibici6 del reclutament de fibroblastes cap a les zones de focus actius o bé
en un estat més avancat, atacar els miofibroblastes ja formats a la zona de fibrosi, sempre que
es puguin localitzar especificament. EI marcador universal dels miofibroblastes, les fibres d'a-
SMA, no resulta adequat per la identificacié d’aquest tipus cel-lular in vivo, ja que és intracel-lular.
Per tal d'identificar i eliminar especificament els miofibroblastes fibrotics, seria de gran utilitat
trobar marcadors de membrana especifics d’aquest fenotip cel-lular.
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3. Expressio deficient de COX-2 i PGE, en fibroblastes i
miofibroblastes de fibrosi pulmonar Idiopatica i de cel-lules
epitelials alveolars A549 en resposta a interleuquina-1f8

La fibrosi pulmonar idiopatica es caracteritza per un increment en I'expressio de TGF-f31,
un elevat nombre de miofibroblastes i una produccié reduida de PGE-:, que resulta d’una induccio
limitada de COX-2. Vam postular que existeix una relacié entre aquests tres factors i per tant,
gue els miofibroblastes es caracteritzaven per tenir una expressio alterada de la COX-2 i una
secrecio reduida de la PGE..

En primer lloc, vam confirmar les troballes d’estudis previs que indicaven que els cultius
de fibroblastes de FPI estan caracteritzats per una expressié de COX-2 reduida (Wilborn et al.
1995) i en canvi, una expressio d'a-SMA incrementada (Kuhn et al., 1991; Ramos et al., 2001).
Degut a que I'expressio de COX-2 és indetectable de manera basal, es va estimular els cultius
amb IL-1pB. Els resultats obtinguts, tant per western blot com per RT-PCR van estar en la mateixa
linia que aquells publicats per altres grups, suggerint que les nostres linies de fibroblastes es
comportaven d’una manera similar a les ja descrites.

A continuacié, vam analitzar la relacio entre I'expressié de COX-2 i el fenotip miofibroblast.
Per immunofluorescencia, vam observar que els miofibroblastes (cél-lules amb marcatge per a-
SMA) no van presentar marcatge per COX-2 després d'estimulacié amb IL-183, fet indicatiu de
que el fenotip miofibroblast es caracteritza per una expressié disminuida de COX-2. Les cél-lules
positives per COX-2 eren morfologicament meés petites i primes que els miofibroblastes. Es va
observar que el tractament amb IL-1B va disminuir el nombre de cél-lules a-SMA positives,
confirmant aquesta citoquina com un potent inhibidor de la transicié fibroblast-miofibroblast, com
ha estat descrit amb anterioritat (Kolodsik et al., 2003). No vam observar diferencies en la
morfologia d’aquells fibroblastes positius per COX-2 i aquells que no presentaven expressio de
COX-2. Cal destacar que les técniques de western blot i de immunofluorescéncia permeten
avaluar expressié proteica, pero obtenint resultats diferents. En el cas del western blot, ens
permet mesurar I'expressié d’'una proteina de manera global al cultiu i de forma semi-quantitativa.
En canvi, la immunofluorescéncia ens permet visualitzar la proteina a la cel-lula concreta que
I'expressa i polimeritza i quantificar de manera absoluta el nombre de cel-lules positives del total
del cultiu. Aixi doncs, ambdues tecniques ens donen informacié complementaria entre si.

En conjunt, aquestes troballes suggereixen que la transformacié en miofibroblast resulta
en una disminucio de I'expressié de COX-2 estimulada per IL-1[. La preséncia d’'un nombre més
elevat de miofibroblastes en els cultius de fibroblastes i en pulmons amb FPI podria ser la causa
de la menor induccié de COX-2 descrita en teixit FPI. Tot i aix0, la petita diferéncia en el
percentatge de miofibroblastes presents en cultius de fibroblastes control i FPI, conjuntament
amb 'observacio de que els fibroblastes positius per COX-2 s6n aparentment indistingibles dels
fibroblastes negatius per COX-2, suggereix que els mecanismes involucrats en I'expressio
reduida de COX-2 podria estar present també en els fibroblastes FPI a-SMA negatius.

Per tal d’aprofundir en la relaci6 entre el fenotip miofibroblast i la regulacié de COX-2, vam
incrementar el nombre de miofibroblastes presents al cultiu induint la transicié fibroblast-
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miofibroblast amb TGF-B1. Estudis previs, havien demostrat que el tractament amb TGF-B1
incrementa I'expressié de COX-2 i la sintesi de PGE; durant periodes curts (2-24h) (McAnulty et
al., 1995; Keerthisingam et al., 2001; Matsumura et al., 2009). Un increment de la expressio
d’aquest enzim per part del TGF-B1 aniria en contra de la nostra hipotesi, ja que aquesta citoquina
indueix un increment dels miofibroblastes. La clau podria ser el temps estudiat. De fet, aquestes
publicacions estan en concordanca amb els nostres resultats a temps curts, degut a que vam
observar un increment en I'expressio de COX-2 induida per TGF-B1 a 4 i 24h en fibroblastes
control. El nombre de miofibroblastes es va mantenir baix en aquestes condicions experimentals.
En canvi, a temps més llargs d’incubacié amb TGF-B1 (72h), I'elevat nombre de miofibroblastes
va produir una reduccié completa de I'expressié de COX-2. A més a més, quan vam incubar les
cél-lules de cultius control pre-tractades 72h amb TGF-f1, durant 24h addicionals amb IL-1j3,
'expressio de COX-2 va disminuir de manera dramatica. En canvi, en cél-lules FPl no vam
observar cap induccié de COX-2 després de tractament amb TGF-1, ni tan sols a periodes de
temps curts.

Vam dur a terme experiments a 4h en preséncia de TGF-B1 i IL-1p i vam observar que,
de manera conjunta, ambdds tractaments potencien I'expressié de COX-2, fet que ja estava
descrit a la literatura (Diaz et al., 1998). Per tant, no podem excloure, que la FMT es caracteritzi
per una fase inicial amb una lleugera regulacié a I'alca de COX-2. Una altra possibilitat és que la
incubacié amb TGF-B1 produeixi un increment en I'expressiéo de COX-2 de forma independent
de la FMT. Nous experiments serien necessaris per clarificar aquest punt i determinar de forma
acurada el moment al qual els miofibroblastes finalment tenen una regulacié de I'expressio de
COX-2 a la baixa.

Aixi doncs, el nombre de cél-lules que expressen COX-2 després de I'estimulacié amb IL-
1B en cel-lules pre-tractades durant 72h amb TGF-1 disminueix de forma paral-lela a I'increment
de fibroblastes transformats a miofibroblastes. A més a més, la re-incubacié amb TGF-B1 durant
4 i 24h addicionals no va ser capac d’induir I'expressiéo de COX-2 en aquells cultius enriquits en
miofibroblastes, descartant un artefacte produit per una rapida expressio i degradacio de I'enzim.
Tot i aix0, en aquests estudis a temps llargs, els nivells d’induccié de COX-2 en resposta a IL-1
no van ser tan homogenis com els trobats a temps curts, i la variabilitat, especialment en cel-lules
control, va ser independent de la técnica emprada. Cal destacar que aquells pacients amb els
nivells més alts de COX-2 després d’estimulacié amb IL-1p en estudis a temps llargs, van ser els
gue tenien menys cél-lules a-SMA positives abans del tractament amb IL-1( i viceversa. L’origen
de la variabilitat en termes d’expressié de COX-2 i d'a-SMA es desconeixen pero tots dos
parametres estan clarament relacionats com ja s’ha descrit. Degut a que el TGF-B1 incrementa
notablement el nombre de cél-lules a-SMA positives de forma homogenia en totes les linies
cel-lulars estudiades, I'expressio reduida de COX-2 després del tractament amb TGF-B1 és
consistent a tots els pacients estudiats.

Amb els estudis a temps llargs, vam confirmar les observacions prévies que relacionaven
una disminucié en la induccié de COX-2 amb el fenotip miofibroblast. Alhora, vam avaluar la
secrecio de PGE; en els cultius enriquits en miofibroblastes. La secrecié de PGE; induida per IL-
1B en cultius pre-tractats amb TGF-B1 es va reduir gairebé per complet en cultius control i FPI
com a resultat de la inhibicié de COX-2 causada per I'exposicio a llarg termini a TGF-f31.
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La incubacio de les ceél-lules pre-tractades amb TGF-B1 amb IL-13 va provocar una petita
pero significativa reduccié en el nombre de cel-lules a-SMA positives, suggerint que la IL-1 no
només inhibeix la FMT sin6 que promou la desaparicié dels miofibroblastes al cultiu (Taula 7:
Control: de 82.3+5.3% a 70.7+11.9%; FPI: de 79.9+8.9% a 72.4+11.04%). Zhang et al. van
descriure al 1997 que la IL-1B va causar un descens dosi-depenent de la proteina a-SMA en
fibroblastes de pulmé de rata, fet que van atribuir a un increment de l'apoptosi dels
miofibroblastes induida per IL-13. Més recentment, Garrison et al., (2013) van descriure que el
fenotip miofibroblast era revertit per accié de la PGE,, causant un descens en I'expressi6 d'a-
SMA dosi depenent. Van descartar I'apoptosi com a causa de desaparicio dels miofibroblastes
del cultiu, tot i que la PGE; s’ha descrit com apoptotica pels fibroblastes (Maher et al., 2010),
degut a que en abséncia de PGE: exdgena i preséncia de TGF-B1 es tornava a induir la FMT
revertida préviament, incrementant-se el nombre de miofibroblastes del cultiu i indicant que les
cel-lules havien sobreviscut al procés. Aquest resultat concorda amb el fet que el tractament amb
IL-1B disminueixi I'expressio d'a-SMA en els nostres teixits, ja que podria ser un efecte mediat
per la propia PGEo-.

Cal tenir en compte el fet de que en 'estudi de Garrison et al., la induccié de la FMT es
va dur a terme incubant fibroblastes fetals de pulmé amb TGF-B1 (2 ng/ml) durant 24h, temps al
qual en els nostres cultius el percentatge de cél-lules a-SMA positives no va superar un 25%.
Per tant, I'efecte del posterior tractament amb PGE2 vindria donat per una accié sobre una
majoria cel-lular de fibroblastes i no de miofibroblastes. En un cultiu amb un nombre elevat de
miofibroblastes, la induccié de PGE; per IL-13 esta molt disminuida, fet que podria explicar que
la disminucié d'expressio d’a-SMA en els nostres cultius sigui menor que la reversibilitat total
observada per Garrison et al. amb addicié de PGE; exdgena. Una altra opcié podria ser que la
disminuci6 de I'expressio d’a-SMA produida per IL-1p podria no ser totalment deguda a la PGE-.

Alhora, en aquest estudi, els fibroblastes procedents de cultius de pacients amb FPI van
presentar una resisténcia variable a la reversié dels miofibroblastes per I'accié de la PGE; per
mecanismes que podrien estar relacionats amb una deficient expressioé del receptor EP2, el que
s’ha descrit com a principal responsable de les accions antifibrotiques de la PGE; (Huang et al.,
2008b; Huang et al., 2010).

Daltra banda, I'expressié de COX-1 va incrementar de manera significativa només
després del tractament durant 72h amb TGF-B1 en fibroblastes obtinguts de pacients amb FPI.
Degut a que en fibroblasts d’aquests cultius, la reduccié de COX-2 és notable, podriem especular
gue aqguestes cel-lules podrien respondre al tractament de TGF-B1 incrementant I'expressio de
COX-1 per tal de mantenir el metabolisme de COX basal.

Una vegada estudiada I'expressio de COX als miofibroblasts procedents de fibroblastes
pulmonars, vam estudiar el fenotip miofibroblast procedent de cél-lules epitelials. Com a model
de cél-lules epitelials alveolars, vam utilitzar la linia cel-lular A549, ampliament utilitzada en
estudis d'EMT (Kasai et al., 2005; Ramos et al., 2010). Tot i aixd, I'origen tumoral de la linia
cel-lular limita I'extrapolacio dels resultats a cél-lules epitelials pulmonars primaries. Les linies
cel-lulars epitelials sén un substitut freqlientment utilitzat per realitzar estudis in vitro degut a les
dificultats i complicacions que presenta I'obtencié de cel-lules epitelials alveolars primaries, tant
d’individus control com FPI. En primer lloc, la quantitat de teixit necessaria per obtenir un minim
de cel-lules epitelials pel seu estudi in vitro és considerable. Aquest fet és especialment
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problematic a I'hora d’obtenir teixit pulmonar fibrotic, limitant les opcions al pulmo6 amb FPI extret
després d’'un transplant de pulmé. En segon lloc, la manipulacié d’aquestes cel-lules és complexa
i cal tenir en compte factors com una capacitat replicativa in vitro limitada, la contaminacio del
cultiu amb la preséncia de cél-lules mesenquimals o la tendéncia a la diferenciacio de les cel-lules
epitelials alveolars tipus 1l cap a tipus | quan es troben en cultiu (Jenkins et al., 2012).

La linia cel-lular epitelial A549 és util per estudiar I'expressio de COX-2 ja que no expressa
COX-1 i té una expressio basal de COX-2 elevada (Mitchell et al., 1994). En cel-lules A549, el
tractament amb TGF-B1 va disminuir I'expressié basal de COX-2 i va provocar una menor
induccié de COX-2 després d’estimulacié amb IL-1B. Els nivells de secrecié de PGE; van anar
en paral-lel amb els d’expressié de COX-2. Per tant, el procés d’'EMT amb la formacié d’un fenotip
tipus miofibroblast també pot contribuir a la disminucié de COX-2 i PGE; observada en FPI.

En concordanca amb els nostres resultats, Takai et al., (2013) van descriure,
posteriorment als nostres resultats, una induccié de la EMT per part de TGF-B1 en cél-lules
epitelials alveolars A549, associada a una disminucié de COX-2 i PGE; basals. En aquest cas,
els autors esperaven trobar un increment de I'expressié de COX-2 associada a EMT com s’ha
descrit en alguns processos tumorals, perd van observar un efecte oposat per un mecanisme
desconegut. En els seus experiments, el tractament de les cél-lules epitelials amb PGE, exogena
disminueix la sintesi de col-lagen i de fibronectina induida per TGF-B1. En consequiéncia, la seva
hipotesi és que la inhibicié de la COX-2 mitjancant farmacs utilitzats pel tractament del cancer,
causa una regulacio a la baixa de la secrecid de PGE; que tindria efectes contraproduents,
incrementant les propietats profibrotiques del TGF-B1 a través de la inducci6 de la EMT.

El fenotip miofibroblast que vam aconseguir amb A549 no és exactament igual al obtingut
amb fibroblastes. De fet, no vam observar expressio d'a-SMA en les cél-lules epitelials alveolars
després de la incubaci6 amb TGF-B1. Una possible explicaciéo d’aquesta diferéencia amb els
miofibroblastes procedents de fibroblastes és que en cél-lules primaries de pulmé de rata s’ha
descrit un patré diferencial de metilacié del DNA que modifica I'expressié del gen d’a-SMA. Aixi,
les cel-lules epitelials alveolars tipus Il negatives per a-SMA presenten una hipermetilacio del
gen d'a-SMA que inhibeix la seva expressio, al contrari del que s’observa als fibroblastes i
miofibroblastes espontanis observats al cultiu i induits per TGF-B1 (Hu et al., 2010). Tot i aixo, el
TGF-B1 si indueix altres canvis en aquestes cel-lules, entre ells un increment de la sintesi de
col-lagen, un patré d’expressio diferencial de proteines del citoesquelet i a més a més, indueix el
canvi morfologic cap a una forma allargada, tipica del miofibroblast.

També vam examinar la interrelacié entre TGF-B1, IL-18, COX-2 i PGE; en la proliferacié
dels nostres cultius un cop les cel-lules van ser transformades a miofibroblastes. Vam observar
que el tractament amb IL-1f va disminuir la proliferacié dels fibroblastes control. Aquest efecte
sembla estar mediat per I'activacié de COX-2, ja que l'inhibidor selectiu de COX-2 Celecoxib va
restaurar completament els nivells de proliferacié. En canvi, I'efecte anti-proliferatiu d’'IL-1 es va
perdre en miofibroblastes obtinguts tant de cultius control com FPI. L'abséncia d’efecte d'IL-13
en els miofibroblastes sembla ser un resultat de la deficient induccié de COX-2. En consequiéncia,
I'addicié exogena del metabolit de COX-2, PGE;, va disminuir la proliferacio cel-lular no només
en fibroblastes sind que també en miofibroblastes. Els nostres resultats estan en concordanca
amb altres publicacions que descriuen els efectes anti-proliferatius de la PGE; en diversos tipus
cel-lulars (Elias et al., 1985).
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En diversos estudis s’ha descrit un paper aparentment contradictori de la IL-1f3 sobre la
proliferacié i quimiotaxi dels fibroblastes. Postlethwaite et al. van descriure al 1984 que una IL-1
parcialment purificada procedent de monoblasts d’'un individu amb leucemia monocitica aguda
tenia capacitat d’estimular la proliferacié de fibroblastes humans in vitro. Posteriorment, Raines
et al., (1989) van associar aquesta estimulacié a un efecte indirecte de la IL-1 a través de la
induccié de PDGF en el cultiu, que seria el responsable de I'increment de proliferacio cel-lular.
Sasaki et al. 2000 va observar que la IL-1B per si mateixa no tenia efecte sobre la proliferacio de
fibroblastes de pulmé en cultiu. Al contrari, va reduir la proliferacié de fibroblastes previament
estimulats amb PDGF. Aquest article va en linia amb els nostres resultats, que indiquen que el
tractament amb IL-1pB té un efecte anti-proliferatiu i disminueix la migracié dels fibroblastes
primaris de pulmé huma en cultiu, probablement a través de la induccio de PGE-.

La incubacié de la linia cel-lular A549 amb TGF-B1 podria inhibir la proliferacié de les
cél-lules epitelials (Anscher, 2010). Vam estudiar la proliferacié de les cel-lules epitelials A549
després de realitzar EMT i transformar-se a un fenotip miofibroblastic pel tractament amb TGF-
B1l. En aquestes condicions, vam observar un increment en la proliferacio de les cél-lules pre-
tractades amb TGF-B1 en comparacié amb les no pre-tractades. El tractament de les cél-lules
A549 amb IL-1B va provocar un marcat descens en la proliferacié en comparacio amb les cél-lules
no tractades. Aquest efecte no sembla mediat per COX-2 i PGE, ja que linhibidor de COX-2
Celecoxib no va restaurar la proliferacié i el tractament amb PGE: no va tenir efecte inhibitori
sobre la proliferacio cel-lular. Els nostres resultats suggereixen que la PGE; podria modular la
proliferacié especificament a la FMT perdo no a la EMT. Alhora, senyalen a la PGE; com un
tractament terapéutic possible per la FPI, degut al seu efecte sobre els miofibroblastes. Un article
recent ha demostrat que la deficiencia de PGE: en FPI resulta en un increment de I'apoptosi de
cel-lules epitelials alveolars i a més a meés, en una sensitivitat reduida dels fibroblastes a
'apoptosi (Maher et al., 2010). En consequencia, la PGE: podria regular I'apoptosi de manera
diferencial en fibroblastes i en cél-lules epitelials.

La menor expressio de COX-2 dels miofibroblastes també va tenir un efecte sobre I'area
tancada d’'una ferida in vitro. Tant la IL-1B com la PGE; van presentar un efecte inhibidor sobre
el tancament d'una ferida in vitro de fibroblastes control i FPI. En canvi, en miofibroblastes,
I'efecte inhibidor de la IL-18 sobre el tancament de la ferida es va perdre i es va igualar l'area
tancada a la dels cultius no tractats. Aquest fet sembla ser degut a la deficiencia d’induccié de
COX-2 per part del fenotip miofibroblast, ja que el tractament amb PGE; exogena si va mantenir
la seva inhibicié sobre el tancament de la ferida després de 48h. Probablement, el menor
tancament de la ferida realitzada al cultiu in vitro sigui degut a les propietats d’inhibicié de la
migracio i de la proliferacié de fibroblastes que s’han descrit associades a la PGE,. Per tant, la
menor expressié de COX-2 en miofibroblastes també incrementa la seva capacitat de migracio i
proliferacié.

També vam estudiar seccions histologiques de teixit pulmonar huma control i amb FPI.
En linia amb publicacions anteriors (Singh et al., 2008), vam observar una lleugera expressio
basal de COX-2 en cél-lules epitelials i positivitat per a-SMA en les ceél-lules musculars llises de
les vies aéries dels controls. En canvi, no vam observar expressio de COX-2 en els focus de
fibroblastes i miofibroblastes dels pacients amb FPI. A més a més, en concordanca amb Lappi-
Blanco (2006), vam observar un increment en el marcatge de COX-2 en zones epitelials
metaplasiques del teixit FPI. Aixi doncs, sembla que les cél-lules que mantenen un fenotip
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epitelial tenen una expressi6 de COX-2 elevada, mentre que els focus de fibroblastes i
miofibroblastes no expressen I'enzim. Clarament, el nostre model utilitzant cél-lules A549 no
reflecteix les cel-lules epitelials metaplasiques, ja que presenten una menor expressio de COX-
2 després de tractar-les amb TGF-B1. Aquest model seria més proper a les cél-lules en procés
d’EMT, tant als focus fibroblastics com a altres zones de I'espai intersticial.

En conjunt, en un pulmé fibrotic amb un entorn predominantment pro-fibrotic, s’estaria
induint de forma permanent la transformacié de fibroblastes en miofibroblastes. Alhora, la
disminuci6 de PGE; descrita en aquests pacients, conjuntament amb la incapacitat de
incrementar la sintesis de PGE, enddgena per part dels fibroblastes i miofibroblastes fibrotics
contribuiria a la cronificacié del procés reparatiu. L'addicié de PGE, exdogena podria ser una
estratégia terapeutica efica¢ degut a les seves multiples propietats antifibrotiques ja esmentades.
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4. L'Expressiéo del receptor 1 d’interleuquina-1 en fibroblastes de
fibrosi pulmonar idiopatica i miofibroblastes esta disminuida

A continuacié vam estudiar I'expressio del receptor 1 d’'interleuquina-1 (IL-1RI) com a
possible mecanisme de la disminucié de I'expressié de COX-2 observada en fibroblastes i
miofibroblastes FPI. La IL-1p és una citoquina pro-inflamatoria que regula una gran varietat de
processos immunologics i inflamatoris. Per tant, el grau de resposta cel-lular a aquesta citoquina
ha d’estar fermament regulat. Com la IL-18 només pot senyalitzar a través de I'activacié de IL-
1RI, un mecanisme important de regulacié dels efectes intracel-lulars induits per IL-1B és el
control dels nivells de receptor en la superficie cel-lular.

Els cultius de fibroblastes FPI van presentar una expressié basal inferior de IL-1RI, fet
que podria explicar la deficient induccié de COX-2 en resposta a IL-1B. Tot i que el tractament
amb IL-18 va induir un increment en la sintesi de IL-1RI, aquest efecte va ser menor en cultius
FPI. Aix0 pot ser degut a que la deficiencia de IL-1RI basal disminueix el feedback positiu
d’expressié del seu receptor per part de la IL-1B. Aixi doncs, la IL-1f3, té un efecte menor en
l'increment de I'expressié de COX-2 a FPI probablement a causa de la reduccio en el seu receptor
IL-1RI, fet que es traduiria en una menor secrecié de PGE;. Tot i que s’han descrit nivells més
elevats d'IL-13 en FPI respecte al control (Zhang et al., 1993) el seu efecte esta disminuit com a
consequencia de la deficiencia en IL-1RI.

A l'any 1992, Takii et al., van descriure en una linia de fibroblastes que I'expressié de
MRNA del receptor IL-1RI era induida per IL-1B a les 2h de tractament. Aquesta inducci6
semblava produida per PGE_, ja que I'estimulacié amb PGE: exdgena va tenir el mateix efecte.
En canvi, el bloqueig de COX-2 per indometacina va inhibir la induccié del receptor IL-1RI. Els
seus resultats van indicar que la induccio per part de IL-1 del receptor no era una efecte directe,
sind a través de I'estimulacio de la sintesi de PGE; endogena, probablement a través del receptor
EP2 (Akanoshi et al., 1988).

Quan vam analitzar I'expressiéo de IL-1RI en el fenotip miofibroblast, vam observar
absencia d’expressié basal. En consequéncia, I'efecte de la IL-13 és molt limitat en aquest fenotip
si no pot unir-se al seu receptor efector. Aixo es tradueix en una inhibicié practicament completa
de la inducci6 de receptor per part de la citoquina, com hem observat tant per western blot com
per immunofluorescéncia. Els nivells de IL-1RI correlacionen de forma paral-lela amb els nivells
de COX-2. Per aquest motiu, una deficiencia en I'expressio de IL-1RI podria ser una explicacio
de la baixa inducci6 de COX-2 i PGE: en miofibroblastes. Alhora, la deficiéncia en I'expressié de
IL-1RI que presenta el fenotip miofibroblast podria estar mediada, almenys en part, per la seva
incapacitat de incrementar la secrecié de PGE; en resposta a IL-1p. Experiments utilitzant altres
estimuls amb capacitat d’'induccié de I'expressié de COX-2 serien necessaris per aclarir si la
baixa produccié de PGE; en FPI esta mediada a més de per la deficiencia en el receptor IL-1Rl,
per una deficiencia intrinseca en I'expressié de COX-2, com alguns autors han postulat (Coward
et al., 2009).

Experiments utilitzant altres estimuls amb capacitat per induir I'expressié de COX-2 serien
necessaris per avaluar el paper de la deficiencia en el receptor IL-1RI en la disminucié en
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I'expressio de COX-2 en el fenotip miofibroblast o si existeix una deficiencia del propi enzim,
mecanisme que ha estat suggerit en fibroblastes FPI. Altres autors han descrit que I'expressié
de COX-2 esta disminuida a cultius de fibroblastes procedents de FPI utilitzant estimuls diferents
alalL-18, com LPS (Wilborn et al., 1995), TGF-B1 (Keerthisingam et al., 2001) o TNF-a (Vancheri
et al., 2000), sense distingir entre tipus cel-lulars en el cultiu heterogeni de fibroblastes. En el
darrer cas, la disminucié de COX-2 es va associar a una deficiéncia de I'expressio dels receptors
de TNF-a en fibroblasts FPI. En els nostres estudis hem provat que el TGF-B1 no és capag
d’'induir COX-2 a temps curts en miofibroblastes, perd si en fibroblastes control, indicant un
mecanisme de regulacié de COX-2 deficient independent de la via de la IL-13. A més a més, hem
observat en talls histologics de teixit fibrotic una expressié de COX-2 nul-la als focus de
fibroblastes i miofibroblastes, en abséncia d’estimuls exogens. Aixi doncs, els nostres resultats
indiguen en concordancia amb altres publicacions, que altres mecanismes a més del receptor de
IL-1B estan alterats en fibroblastes i miofibroblastes FPI, causant la la disminucié de I'expressié
de COX-2 en la patologia. El grup de Coward va suggerir que el motiu de la disminucié en la
transcripcié genica de COX-2 en fibroblastes FPI podria ser una deficient acetilacié d’histones
del promotor de COX-2. En aquests estudis no es va avaluar possibles diferéncies en el paper
dels miofibroblastes respecte als fibroblastes als cultius i per tant es desconeix si la inhibici6 de
COX-2 amb modificacions epigenétiques és un procés exclusiu dels fibroblastes o dels
miofibroblastes o dels dos fenotips.

També vam analitzar I'expressié del receptor IL-1RI a nivell global en teixit de pulmé amb
FPI. Els resultats van seguir en la linia dels observats per COX-2, amb abséncia o0 molt baixa
expressio de IL-1RI en focus fibroblastics a-SMA i vimentina positius i preséncia de marcatge en
cel-lules epitelials metaplasiques. Degut a la variabilitat d’expressio entre tipus cel-lulars, el
balan¢ d’expressio global de IL-1RI en teixit fibrotic per western blot no va mostrar alteracions en
relacio al teixit normal.

A més de diferéncies en I'expressio de IL-1RI vam estudiar si existien alteracions en altres
membres de la familia de receptors TIR en cultius de fibroblastes FPI en comparacié amb
fibroblastes control. No vam observar diferencies entre fibroblastes control i FPI en I'expressio
basal del receptor tipus 2 d'interleuquina-1 (IL-1RIl) que actua com a esquer inhibint la
senyalitzacio i segrestant la IL-13, evitant que s’uneixi a IL-1RI i formi un complex de senyalitzacio
actiu. El tractament amb IL-13 durant 24h va induir de manera significativa I'expressio de mRNA
de IL-1RII en fibroblastes control i FPI. Aquesta induccié podria correspondre a un mecanisme
de regulacio negativa de IL-1 per tal de controlar el seu efecte. En canvi, el tractament amb
TGF-B1 va disminuir I'expressio de IL-1RIl de forma significativa en cultius FPI i es va observar
una tendéncia en cultius control. Aquest descens probablement aniria en concordanca amb
'expressio practicament nul-la de IL-1RI que presenta el fenotip miofibroblast. Per tant,
probablement no hi hauria regulacié negativa de la via siné que ja estaria disminuida per si
mateixa.

El cas contrari es va observar amb la regulacié de I'expressio de la proteina accessoria
del receptor 1 d'interleuquina-1 (IL-1RACcP), necessaria per la transducci6é de senyal de la via de
la IL-1B. L’'expressio de IL-1RAcCP basal en fibroblastes FPI va ser inferior a la dels cultius control,
fet que va en concordanca amb els resultats obtinguts d’expressié basal de IL-1RI. El tractament
amb IL-1B va incrementar I'expressio de IL-1RAcCP en cultius control i FPI, en el que podria ser
un mecanisme de feedback positiu, conjuntament amb l'increment de I'expressié de IL-1RI
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induida per IL-18 a 24h. En miofibroblastes control i FPI, el tractament amb TGF-B1 també va
induir un increment en la sintesi de IL-1RAcP. Una possible hipotesi d’aquest increment és que
degut als nivells minims de IL-1RI, I'augment de IL-1RACP podria ser un mecanisme per evitar
gue aquesta sigui la proteina limitant de la via d’'IL-1B i que la citoquina tingui la possibilitat d’unir-
se a tot el receptor que hi hagi disponible, i que com s’ha comentat, esta molt regulat a la baixa.
Les diferencies en regulacié de IL-1RIl i IL-1RAcP probablement no sén degudes a deficiencies
propies del fenotip miofibroblast o la FPI, podrien ser un mecanisme de manteniment de
'homeostasi de la via d’IL-1.

En cel-lules epitelials alveolars A549, la regulaci6 de IL-1RI va variar respecte als
fibroblastes ja que el tractament amb IL-18 durant 24h va disminuir I'expressié de IL-1RI. S’ha
descrit que les cél-lules A549 s6n molt sensibles a IL-13 i expressen de manera constitutiva IL-
1RI (Coulter et al., 1999). La disminucio de I'expressio del receptor IL-1RI actiu podria ser un
mecanisme per inhibir I'efecte de la IL-13. En conseqiiéncia, aquest factor podria contribuir a un
potent feedback negatiu per tal de regular I'expressié del receptor en preséencia d’IL-1B en les
cel-lules epitelials A549. Aquest efecte inhibidor de I'expressié de IL-1RI per part de IL-1B ha
estat descrit en cél-lules epitelials de mucosa intestinal (McGee et al.,, 1996) i en cel-lules
endotelials retinals (Aveleira et al. 2010). Aveleira et al. van observar que la inhibicié de IL-1RI
per part de IL-1B es ddna almenys en part, per un increment de la degradacio lisosomal del
receptor. Una caracteristica conservada de la via de senyalitzacié de IL-1 és la seva naturalesa
transitoria. Aixi doncs, per posar fi a la senyalitzacid, el receptor IL-1RI s’uneix a la proteina toll-
interacting protein (TOLLIP), que s’encarrega d'internalitzar IL-1RI cap als endosomes i que per
tant, és necessaria per la eficient degradacio de IL-1RI (Burns et al., 2000; Didierlaurent et al.,
2006). Draltra banda, Coulter et al., no van trobar expressio detectable de IL-1RIl en cél-lules
A549, suggerint que les ceél-lules epitelials alveolars no posseeixen la capacitat de regular a la
baixa I'activitat de IL-18 de forma extracel-lular. Per tant, dependrien de l'alliberacié per part
d’altres cél-lules de factors solubles inhibidors de I'accié de la IL-1p com I'antagonista IL-1Ra o
bé les formes solubles dels receptors IL-1RI, IL-1RII o IL-RACP, capaces de segrestar la citoquina
i impedir la seva unid al receptor IL-1RI de membrana.

Com s’ha esmentat abans, s’ha descrit que en absencia de sintesi de PGE; per inhibicio
de I'expressi6 de la COX, el tractament amb IL-1 inhibeix I'expressié de IL-1RI (Takii et al., 1994).
En conjunt, diversos estudis indiquen que la propia IL-1 té capacitat de regular I'expressio del
seu receptor IL-1RI tant de manera positiva com negativa. La regulacio diferencial de I'expressio
de IL-1RI per part de d’IL-1 entre fibroblastes i cel-lules epitelials A549 podria ser deguda a que
aquestes cel-lules tenen una regulaci6 diferent de la via d’'IL-1(3, ja que presenten expressio basal
de COX-2. En canvi, I'efecte del tractament amb TGF-B1 respecte a la inducci6 del receptor IL-
1RI es va mantenir similar als cultius de fibroblastes. Aixi doncs, la EMT va induir un descens de
I'expressio de IL-1RlI, que va ser encara meés pronunciat en preséncia d’lL-13. Tot sembla indicar,
que el fenotip miofibroblast, tant procedent de FMT com d’EMT té una deficiéncia en I'expressio
de IL-1RI, que podria estar mediada, almenys en part, per la seva incapacitat de incrementar la
secreci6 de PGE..

En diversos estudis s’ha descrit que la IL-1 podria tenir propietats pro-fibrotiques a través
del seu receptor IL-1RI (Gasse et al., 2007). Aquesta afirmacio es basa especialment en el model
de bleomicina, on s’han observat nivells elevats d'aquesta citoquina en la fase inflamatoria previa
a la fase fibrotica. Les seves propietats pro-inflamatories podrien en aguesta fase de la patologia
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contribuir al desequilibri de factors solubles i a la resposta cel-lular de reparacioé descontrolada.
Tot i aixi, un cop establerta la fase fibrotica, el paper de la IL-18 com a element pro-inflamatori
tindria una importancia menor i en canvi, destacaria el seu efecte com a potent inductor de la via
de les prostaglandines anti-fibrotiqgues. Tenint en compte que a la FPI en humans desconeixem
els factors inicials que desencadenen la patologia, resulta més interessant l'analisi dels
mediadors solubles presents quan la malaltia ja esta establerta i és diagnosticada. En aquest
sentit, la via de la IL-1, com a inhibidor de la formacié de miofibroblastes, reductora de la sintesi
de matriu extracel-lular i inductora de la secreci6 de PGE; presenta interessants possibilitats
terapéutiques.

Un descens tant de forma basal com de la capacitat d'induccié de I'expressié del receptor
1 d'IL-1B podria tenir una repercussié negativa en el paper anti-fibrotic de la IL-18. Degut a
l'abséncia de IL-1RI en fibroblastes FPI, es donaria una menor inducci6 de COX-; i en
consequéencia de PGE,, contribuint al descens de PGE: global al pulm¢ fibrotic i perdent les
propietats anti-fibrotiques que aquesta prostaglandina presenta (Elias et al., 1985; Saltzman et
al. 1982; Kohyama et al., 2001; Kolodsick et al., 2003; Huang et al., 2009). Cal tenir en compte
gue aquesta disminucié en l'expressié de IL-1RI és especialment pronunciada en el fenotip
miofibroblast, amb una abséncia practicament total d’induccié de COX-2 per estimulacié amb IL-
1B. Aquest fet pot ser clau en la patologia, degut a la gran importancia que té la preséncia dels
miofibroblastes en FPI, sent la cél-lula efectora principal del procés fibrotic.
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VI-Conclusions

En I'estudi del fenotip miofibroblast i en la seva implicacié en I'expressi6 de ciclooxigenasa-2 i la
secrecid de prostaglandina E2 en la fibrosi pulmonar idiopatica s’han obtingut les seglents
conclusions:

» Els cultius de fibroblastes procedents de fibrosi pulmonar idiopatica (FPI) presenten un
nombre més elevat de miofibroblastes que els cultius control.

= El tractament d’'un cultiu de fibroblastes control o de pacients amb FPI amb factor de
creixement transformant beta 1 (TGF-1) durant 72h a 5 ng/ml indueix una diferenciacio a
miofibroblastes temps i dosi depenent, permetent obtenir un cultiu amb un alt percentatge
de miofibroblastes. Aquesta induccié produeix el mateix nombre de miofibroblastes als dos
grups de pacients pero els procedents de pacients amb FPI expressen més col-lagen.

= Els miofibroblastes control i de FPI tanquen menys una ferida in vitro que els fibroblastes,
per tant, el primer fenotip encarregat de la curacié de ferides en condicions normals és el
fibroblast.

» El tancament d’'una ferida in vitro es menor en els cultius procedents d'individus amb FPI
en comparacié amb els controls, mostrant un procés de cicatritzacié anormal a la FPI.
Alhora, els miofibroblastes fibrotics tenen una major participacié en aquest procés. Els
cultius enriquits en miofibroblastes procedents de cultius amb FPI presenten una capacitat
de migracio superior als miofibroblastes control.

» La proliferacié és un component important en el tancament de la ferida in vitro, ja que la
seva inhibicié a través de la incubaciéo amb Mitomicina C va disminuir I'area tancada per
fibroblastes i miofibroblastes.

» El fenotip miofibroblast esta associat a una regulacié a la baixa de la ciclooxigenasa-2
(COX-2) i en consequéncia, una produccié reduida del seu metabolit principal, la
prostaglandina E2 (PGE>). Aquest fet té repercussio a la proliferacié i migracio d’aquest
fenotip.

» L’expressi6 del receptor d’'interleuquina 1 tipus | (IL-1RI) esta disminuida en fibroblastes de
fibrosi pulmonar idiopatica i en miofibroblastes en comparacié amb fibroblastes control.
Existeix una correlacié positiva entre I'expressio del receptor IL-1RI i I'expressié de COX-2
en resposta a la interleuquina-1f. Per tant, en els pacients amb FPl amb un elevat nombre
de miofibroblastes, la seva deficient expressio del receptor IL-1RI afectaria a I'expressié de
PGE..

= Lainterleuquina-1B (IL-1B) incrementa I'expressié del receptor IL-1RI en fibroblastes control
i fibrosi pulmonar idiopatica i la disminueix en cél-lules epitelials alveolars A549. El pre-
tractament amb TGF-B1 inhibeix I'expressio del receptor a tots els casos, associant el
fenotip miofibroblast amb una induccié disminuida de IL-1RI.

137






Vil - BIBLIOGRAFIA






VII-Bibliografia

A

Akahoshi T, Oppenheim JJ, Matsushima K., Interleukin 1 stimulates its own receptor expression
on human fibroblasts through the endogenous production of protaglandin(s) J Clin
Invest. 1988;82(4):1219-24.

Albera C, Ferrero C, Rindone E, Zanotto S, Rizza E. Where do we stand with IPF treatment?
Respir Res. 2013;14 Suppl 1:S7.

Amadeu TP, Coulomb B, Desmouliere A, Costa AM. Cutaneous wound healing: myofibroblastic
differentiation and in vitro models. Int J Low Extrem Wounds. 2003;2(2):60-8

American Thoracic Society; European Respiratory Society. American Thoracic Society/European
Respiratory Society International Multidisciplinary Consensus Classification of the Idiopathic
Interstitial Pneumonias. Am J Respir Crit Care Med. 2002;165(2):277-304.

Anscher MS. Targeting the TGF-betal pathway to prevent normal tissue injury after cancer
therapy. Oncologist 2010;15:350-359.

Aveleira C, Castilho A, Baptista F, Simdes N, Fernandes C, Leal E, Ambrésio AF. High gluocose
and interleukin-1B downregulate interleukin-1 type | receptor (IL-1RI) in retinal endothelial cells
by enhancing its degradation by a lysosome-dependent mechanism. Cytokine. 2010:49;279-286.

B

Babiak A, Hetzel J, Krishna G, Fritz P, Moeller P, Balli T, Hetzel M. Transbronchial cryobiopsy: a
new tool for lung biopsies. Respiration 2009;78:203-8. Baigent C, Patrono C. Selective
cyclooxygenase 2 inhibitors, aspirin, and cardiovascular disease: a reappraisal. Arthritis Rheum.
2003;48(1):12-20.

Barlo NP, van Moorsel CH, Korthagen NM, Heron M, Rijkers GT, Ruven HJ, van den Bosch
JM, Grutters JC. Genetic variability in the ILLRN gene and the balance between interleukin (IL)-
1 receptor agonist and IL-1 in idiopathic pulmonary fibrosis. Clin Exp Immunol. 2011;166(3):346-
51.

Bhatnagar R, Penfornis H, Mauviel A, Loyau G, Saklatvala J, Pujol JP. Interleukin-1 inhibits the
synthesis of collagen by fibroblasts Biochem Int. 1986;13(4):709-20.

Bocchino M, Agnese S, Fagone E, Svegliati S, Grieco D, Vancheri C, Gabrielli A, Sanduzzi A,
Avvedimento EV: Reactive oxygen species are required for maintenance and differentiation of
primary lung fibroblasts in idiopathic pulmonary fibrosis. PLoS One 2010, 5:e14003.

Bonner JC, Rice AB, Ingram JL, Moomaw CR, Nyska A, Bradbury A, Sessoms AR, Chulada PC,
Morgan DL, Zeldin DC, Langenbach R. Susceptibility of cyclooxygenase-2-deficient mice to
pulmonary fibrogenesis. Am J Pathol. 2002;161(2):459-70.

Boraschi D, Tagliabue A. The interleukin-1 receptor family, Semin Immunol. 2013;25(6):394-407.

Borok Z, Gillissen A, Buhl R, Hoyt RF, Hubbard RC, Ozaki T, Rennard Sl, Crystal RG.
Augmentation of functional prostaglandin E levels on the respiratory epithelial surface by aerosol
administration of prostaglandin E. Am Rev Respir Dis 1991;144:1080-1084.

141



Vil-Bibliografia

Bossé Y, Thompson C, McMahon S, Dubois CM, Stankova J, Rola-Pleszczynski M. Leukotriene
D4-induced, epithelial cell-derived transforming growth factor betal in human bronchial smooth
muscle cell proliferation. Clin Exp Allergy 2008;38:113-121.

Brilla CG, Zhou G, Rupp H, Maisch B, Weber KT. Role of angiotensin Il and prostaglandin E2 in
regulating cardiac fibroblast collagen turnover. Am J Cardiol. 1995;76(13): 8D-13D.

Brock TG, McNish RW, Peters-Golden M. Arachidonic acid is preferentially metabolized by
cyclooxygenase-2 to prostacyclin and prostaglandin E2. J Biol Chem. 1999;274(17):11660-6.

Broekelmann TJ, Limper AH, Colby TV, McDonald JA. Transforming growth factor beta 1 is
present at sites of extracellular matrix gene expression in human pulmonary fibrosis. Proc Natl
Acad Sci U S A. 1991;88(15):6642-6

Buckley ST, Medina C, Ehrhardt C. Differential susceptibility to epithelial-mesenchymal transition
(EMT) of alveolar, bronchial and intestinal epithelial cells in vitro and the effect of angiotensin Il
receptor inhibition. Cell Tissue Res. 2010;342(1):39-51.

Buhling F, Wille A, Récken C, Wiesner O, Baier A, Meinecke |, Welte T, Pap T. Altered expression
of membrane-bound and soluble CD95/Fas contributes to the resistance of fibrotic lung fibroblasts
to FasL induced apoptosis. Respir Res. 2005;6:37.

Burns K, Clatworthy J, Martin L, Martinon F, Plumpton C, Maschera B, Lewis A, Ray K, Tschopp
J, Volpe F. Tollip, a new component of the IL-1RI pathway, links IRAK to the IL-1 receptor. Nat
Cell Biol. 2000;2(6):346-51.

C

Cai GQ, Zheng A, Tang Q, White ES, Chou CF, Gladson CL, Olman MA, Ding Q. Downregulation
of FAK-related non-kinase mediates the migratory phenotype of human fibrotic lung fibroblasts.
Exp Cell Res. 2010;316(9):1600-9

Casoni GL, Tomassetti S, Cavazza A, Colby TV, Dubini A, Ryu JH, Carretta E, Tantalocco P,
Piciucchi S, Ravaglia C, Gurioli C, Romagnoli M, Gurioli C, Chilosi M, Poletti V. Transbronchial
lung cryobiopsy in the diagnosis of fibrotic interstitial lung diseases. PL0oS One. 2014;9(2):e86716.

Nicholson AG, Fulford LG, Colby TV, du Bois RM, Hansell DM, Wells AU. The relationship
between individual histologic features and disease progression in idiopathic pulmonary fibrosis
Am J Respir Crit Care Med. 2002;166(2):173-7.

Chandrasekharan NV, Simmons DL. The cyclooxygenases. Genome Biol. 2004;5(9):241.

Chaudhary NI, Schnapp A, Park JE. Pharmacologic differentiation of inflammation and fibrosis in
the rat bleomycin model. Am J Respir Crit Care Med. 2006;173(7):769-76

Clarke DL, Carruthers AM, Mustelin T, Murray LA. Matrix regulation of idiopathic pulmonary
fibrosis: role of enzymes. Fibrogenesis Tissue Repair. 2013;6(1):20

Coulter KR, Wewers MD, Lowe MP, Knoell DL. Extracellular regulation of interleukin (IL)-1beta
through lung epithelial cells and defective IL-1 type Il receptor expression. Am J Respir Cell Mol
Biol. 1999;20(5):964-75.

142



VII-Bibliografia

Coward WR, Watts K, Feghali-Bostwick CA, Knox A, Pang L. Defective histone acetylation is
responsible for the diminished expression of cyclooxygenase 2 in idiopathic pulmonary fibrosis
Mol Cell Biol. 2009;29(15):4325-39.

D

Datta A, Scotton CJ, Chambers RC. Novel therapeutic approaches for pulmonary fibrosis. Br J
Pharmacol. 2011;163(1):141-72.

Degryse AL, Tanjore H, Xu XC, Polosukhin VV, Jones BR, McMahon FB, Gleaves LA, Blackwell
TS, Lawson WE. Repetitive intratracheal bleomycin models several features of idiopathic
pulmonary fibrosis. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2010;299(4):L442-52.

Desmouliére A, Rubbia-Brandt L, Abdiu A, Walz T, Macieira-Coelho A, Gabbiani G. Alpha-smooth
muscle actin is expressed in a subpopulation of cultured and cloned fibroblasts and is modulated
by gamma-interferon. Exp Cell Res. 1992a;201(1):64-73.

Desmouliére A, Rubbia-Brandt L, Grau G, Gabbiani G. Heparin induces alpha-smooth muscle
actin expression in cultured fibroblasts and in granulation tissue myofibroblasts. Lab Invest.
1992b;67(6):716-26.

Desmouliére A, Geinoz A, Gabbiani F, Gabbiani G. Transforming growth factor-beta 1 induces
alpha-smooth muscle actin expression in granulation tissue myofibroblasts and in quiescent and
growing cultured fibroblasts. J Cell Biol 1993;122:103-11.

Desmouliére A, Redard M, Darby I, Gabbiani G. Apoptosis mediates the decrease in cellularity
during the transition between granulation tissue and scar. Am J Pathol, 1995;146:56-66

Desmouliére A, Badid C, Bochaton-Piallat ML, Gabbiani G. Apoptosis during wound healing,
fibrocontractive diseases and vascular wall injury. Int J Biochem Cell Biol 1997;29:19-30.

Diaz A, Munoz E, Johnston R, Korn JH, Jimenez SA. Regulation of human lung fibroblast alpha
1() procollagen gene expression by tumor necrosis factor alpha, interleukin-1 beta, and
prostaglandin E2. J Biol Chem. 1993;268(14):10364-71.

Diaz A, Chepenik KP, Korn JH, Reginato AM, Jimenez SA. Differential regulation of
cyclooxygenases 1 and 2 by interleukin-1 beta, tumor necrosis factor-alpha, and transforming
growth factor-beta 1 in human lung fibroblasts. Exp Cell Res. 1998;241:222-229

Didierlaurent A, Brissoni B, Velin D, Aebi N, Tardivel A, Kaslin E, Sirard JC, Angelov G, Tschopp
J, Burns K. Tollip regulates proinflammatory responses to interleukin-1 and lipopolysaccharide.
Mol Cell Biol. 2006;26(3):735-42.

Dubois CM, Ruscetti FW, Palaszynski EW, Falk LA, Oppenheim JJ, Keller JR: Transforming
growth factor is a potent inhibitor of interleukin-1 receptor expression. J Exp Med 1990; 172:737—
742.

143



Vil-Bibliografia

Elias JA, Rossman MD, Zurier RB, Daniele RP. Human alveolar macrophage inhibition of lung
fibroblast growth. A prostaglandin-dependent process. Am Rev Respir Dis. 1985;131(1):94-9.

Espinosa K, Bossé Y, Stankova J, Rola-Pleszczynski M. CysLT1 receptor upregulation by TGF-
beta and IL-13 is associated with bronchial smooth muscle cell proliferation in response to LTDA4.
J Allergy Clin Immunol 2003;111:1032—-1040.

F

Fang HY, Lin CY, Chow KC, Huang HC, Ko WJ. Microarray detection of gene overexpression in
primary spontaneous pneumothorax. Exp Lung Res. 2010;36:323-330.

Fernandez IE, Eickelberg O. The impact of TGF- on lung fibrosis: from targeting to biomarkers.
Proc Am Thorac Soc. 2012;9(3):111-6.

Fine A, Poliks CF, Donahue LP, Smith BD, Goldstein RH. The differential effect of prostaglandin
E2 on transforming growth factor-beta and insulin-induced collagen formation in lung fibroblasts.
J Biol Chem 1989;264:16988-16991.

Fingerlin TE. Genome-wide association study identifies multiple susceptibility loci for pulmonary
fibrosis; Nat Genet. 2013;45(6): 613—-620

G

Gabbiani G. The myofibroblast in wound healing and fibrocontractive diseases J Pathol 2003;
200: 500-503.

Garlanda C, Riva F, Bonavita E, Gentile S, Mantovani A. Decoys and regulatory “receptors” of
the IL-1/Toll-like receptor superfamily. Front Immunol. 2013;4:180.

Garrison G, Huang SK, Okunishi K, Scott JP, Kumar Penke LR, Scruggs AM, Peters-Golden M.
Reversal of myofibroblast differentiation by prostaglandin E(2). Am J Respir Cell Mol Biol.
2013;48(5):550-8.

Gasse P, Mary C, Guenon I, Noulin N, Charron S, Schnyder-Candrian S, Schnyder B, Akira
S, Quesniaux VF, Lagente V, Ryffel B, Couillin I IL-1R1/MyD88 signaling and the inflammasome
are essential in pulmonary inflammation and fibrosis in mice. J. Clin. Invest. 2007;117:3786-3799

George TJ, Arnaoutakis GJ, Shah AS. Lung transplant in idiopathic pulmonary fibrosis. Arch Surg.
2011;146:1204-1209

Gharaee-Kermani M, Hu B, Phan SH, Gyetko MR. Recent advances in molecular targets and
treatment of idiopathic pulmonary fibrosis: focus on TGFbeta signaling and the myofibroblast.
Curr Med Chem. 2009;16(11):1400-17

Goldstein RH, Polgar P. The effect and interaction of bradykinin and prostaglandins on protein
and collagen production by lung fibroblasts. J Biol Chem. 1982;257(15):8630-3.

Grunert S, Jechlinger M, Beug H. Diverse cellular and molecular mechanisms contribute to
epithelial plasticity and metastasis. Nat Rev Mol Cell Biol. 2003;4(8):657-65.

144



VII-Bibliografia

H

Hashimoto S, Gon Y, Takeshita I, Maruoka S, Horie T. IL-4 and IL-13 induce myofibroblastic
phenotype of human lung fibroblasts through c-Jun NH2-terminal kinase-dependent pathway. J
Allergy Clin Immunol. 2001;107(6):1001-8

Hecker L, Vittal R, Jones T, Jagirdar R, Luckhardt TR, Horowitz JC, Pennathur S, Martinez FJ,
Thannickal VJ. NADPH oxidase-4 mediates myofibroblast activation and fibrogenic responses to
lung injury. Nat Med. 2009;15(9):1077-81

Hinz B, Phan SH, Thannickal VJ, Galli A, Bochaton-Piallat ML, Gabbiani G. The myofibroblast:
one function, multiple origins. Am J Pathol. 2007;170(6):1807-16.

Hinz B, Phan SH, Thannickal VJ, Prunotto M, Desmouliere A, Varga J, De Wever O, Mareel M,
Gabbiani G. Recent developments in myofibroblast biology: paradigms for connective tissue
remodeling. Am J Pathol. 2012;180(4):1340-55.

Houchen CW, Sturmoski MA, Anant S, Breyer RM, Stenson WF. Prosurvival and antiapoptotic
effects of PGE2 in radiation injury are mediated by EP2 receptor in intestine. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol 2003;284:G490-G498;

Hodges RJ, Jenkins RG, Wheeler-Jones CP, Copeman DM, Bottoms SE, Bellingan GJ,
Nanthakumar CB, Laurent GJ, Hart SL, Foster ML, McAnulty RJ. Severity of lung injury in
cyclooxygenase-2-deficient mice is dependent on reduced prostaglandin E(2) production. Am J
Pathol 2004;165:1663-1676,.

Hoffman HM, Wanderer AA. Inflammasome and IL-lbeta-mediated disorders. Curr Allergy
Asthma Rep. 2010;10(4):229-35.

Horowitz JC, Peters-Golden M. Prostaglandin E2's new trick: "decider" of differential alveolar cell
life and death. Am J Respir Crit Care Med. 2010;182(1):2-3

Hoshino T, Okamoto M, Sakazaki Y, Kato S, Young HA, Aizawa H. Role of proinflammatory
cytokines IL-18 and IL-1beta in bleomycin-induced lung injury in humans and mice. Am J Respir
Cell Mol Biol. 2009;41(6):661-70

Hu B, Gharaee-Kermani M, Wu Z, Phan SH. Epigenetic regulation of myofibroblast differentiation
by DNA methylation. Am J Pathol. 2010;177(1):21-8.

Huang SK, Wettlaufer SH, Hogaboam C, Aronoff DM, Peters-Golden M. Prostaglandin E(2)
inhibits collagen expression and proliferation in patient-derived normal lung fibroblasts via E
prostanoid 2 receptor and cAMP signaling. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol.
2007;292(2):L405-13.

Huang SK, Peters-Golden M. Eicosanoid lipid mediators in fibrotic lung diseases: ready for prime
time? Chest. 2008a;133(6):1442-50.

Huang SK, Wettlaufer SH, Chung J, Peters-Golden M. Prostaglandin E2 inhibits specific lung
fibroblast functions via selective actions of PKA and Epac-1. Am J Respir Cell Mol Biol
2008b;39:482-489.

145



Vil-Bibliografia

Huang SK, Wettlaufer SH, Hogaboam CM, Flaherty KR, Martinez FJ, Myers JL, Colby TV, Travis
WD, Toews GB, Peters-Golden M. Variable prostaglandin E2 resistance in fibroblasts from
patients with usual interstitial pneumonia. Am J Respir Crit Care Med 2008c;177:66—74.

Huang SK, White ES, Wettlaufer SH, Grifka H, Hogaboam CM, Thannickal VJ, Horowitz JC,
Peters-Golden M. Prostaglandin E(2) induces fibroblast apoptosis by modulating multiple survival
pathways. FASEB J. 2009;23(12):4317-26.

Huang SK, Fisher AS, Scruggs AM, White ES, Hogaboam CM, Richardson BC, Peters-Golden
M. et al. Hypermethylation of PTGER2 confers prostaglandin E2 resistance in fibrotic fibroblasts
from humans and mice. Am J Pathol. 2010;177(5):2245-55.

Huang SK, Scruggs AM, Donaghy J, Horowitz JC, Zaslona Z, Przybranowski S, White ES, Peters-
Golden M. Histone modifications are responsible for decreased Fas expression and apoptosis
resistance in fibrotic lung fibroblasts. Cell Death and Disease 2013:4, €621

Hutyrova B, Pantelidis P, Drabek J, Zarkova M, Kolek V, Lenhart K, Welsh KI, Du Bois RM, Petrek
M. Interleukin-1 Gene Cluster Polymorphisms in Sarcoidosis and Idiopathic Pulmonary Fibrosis
Am J Respir Crit Care Med. 2002;165(2):148-51.

lwano M, Plieth D, Danoff TM, Xue C, Okada H, Neilson EG. Evidence that fibroblasts derive from
epithelium during tissue fibrosis. J Clin Invest 2002;110:341-350

J

Jabbour HN, Kelly RW, Boddy SC. Autocrine/paracrine regulation of apoptosis in epithelial cells
by prostaglandin E2. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 2002;67:357—-363.

Jenkins G, Blanchard A, Borok Z, Bradding P, Ehrhardt C, Fisher A, Hirani N, Johnson
S, Konigshoff M, Maher TM, Millar A, Parfrey H, Scotton C, Tetley T, Thickett D, Wolters P; ECIPF
workshop. In search of the fibrotic epithelial cell: opportunities for a collaborative network,
Thorax. 2012;67(2):179-82

Jones MG, Fletcher S, Richeldi L. Idiopathic pulmonary fibrosis: Recent trials and current drug
therapy. Respiration. 2013;86(5):353-63

Jovanovic DV, Mineau F, Notoya K, Reboul P, Martel-Pelletier J, Pelletier JP. Nitric oxide induced
cell death in human osteoarthritic synoviocytes is mediated by tyrosine kinase activation and
hydrogen peroxide and/or superoxide formation. J Rheumatol 2002;29:2165-2175

K

Kalluri R, Neilson EG. Epithelial-mesenchymal transition and its implications for fibrosis. J Clin
Invest. 2003;112(12):1776-84

Kalluri R, Weinberg RA. The basics of epithelial-mesenchymal transition. J Clin Invest.
2009;119(6):1420-8.

146



VII-Bibliografia

Kanazawa S, Fujiwara T, Matsuzaki S, Shingaki K, Taniguchi M, Miyata S, Tohyama M, Sakai
Y, Yano K, Hosokawa K, Kubo T. bFGF regulates PI3-kinase-Rac1-JNK pathway and promotes
fibroblast migration in wound healing. PLoS One. 2010;5(8):e12228

Kasai H, Allen JT, Mason RM, Kamimura T, Zhang Z. TGF-betal induces human alveolar
epithelial to mesenchymal cell transition (EMT). Respir Res. 2005;6:56.

Keerthisingam CB, Jenkins RG, Harrison NK, Hernandez-Rodriguez NA, Booth H, Laurent GJ,
Hart SL, Foster ML, McAnulty RJ. Cyclooxygenase-2 deficiency results in a loss of the anti-
proliferative response to transforming growth factor-beta in human fibrotic lung fibroblasts and
promotes bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice. Am J Pathol 2001;158:1411-1422.

Khalil N, O'Connor RN, Unruh HW, Warren PW, Flanders KC, Kemp A, Bereznay OH, Greenberg
AH. Increased production and immunohistochemical localization of transforming growth factor-
beta in idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Cell Mol Biol. 1991;5(2):155-62.

Khalil N, O'Connor RN, Flanders KC, Unruh H. TGF-beta 1, but not TGF-beta 2 or TGF-beta 3,
is differentially present in epithelial cells of advanced pulmonary fibrosis: an immunohistochemical
study. Am J Respir Cell Mol Biol. 1996;14(2):131-8.

Kim DS, Collard HR, King TE, Jr. Classification and natural history of the idiopathic interstitial
pneumonias. Proc Am Thorac Soc. 2006; 3:285-292

Kim KK, Kugler MC, Wolters PJ, Robillard L, Galvez MG, Brumwell AN, Sheppard D, Chapman
HA. Alveolar epithelial cell mesenchymal transition develops in vivo during pulmonary fibrosis and
is regulated by the extracellular matrix. Proc Natl Acad Sci U S A. 2006;103(35):13180-5

Kim KK, Wei Y, Szekeres C, Kugler MC, Wolters PJ, Hill ML, Frank JA, Brumwell AN, Wheeler
SE, Kreidberg JA, Chapman HA. Epithelial cell alpha3betal integrin links beta-catenin and Smad
signaling to promote myofibroblast formation and pulmonary fibrosis. J Clin
Invest. 2009;119(1):213-24.

King TE Jr, Pardo A, Selman M. Idiopathic pulmonary fibrosis. Lancet. 2011;378:1949-61.

Kis K, Liu X, Hagood JS. Myofibroblast differentiation and survival in fibrotic disease. Expert Rev
Mol Med. 2011;13:e27

Kohyama T, Ertl RF, Valenti V, Spurzem J, Kawamoto M, Nakamura Y, Veys T, Allegra L,
Romberger D, Rennard Sl. Prostaglandin E(2) inhibits fibroblast chemotaxis. Am J Physiol Lung
Cell Mol Physiol. 2001;281(5):L1257-63.

Kolb M, Margetts PJ, Anthony DC, Pitossi F, Gauldie J. Transient expression of IL-1beta induces
acute lung injury and chronic repair leading to pulmonary fibrosis. J Clin Invest.
2001;107(12):1529-36.

Kolodsick JE, Peters-Golden M, Larios J, Toews GB, Thannickal VVJ, Moore BB. Prostaglandin
E2 inhibits fibroblast to myofibroblast transition via E. prostanoid receptor 2 signaling and cyclic
adenosine monophosphate elevation. Am J Respir Cell Mol Biol. 2003;29(5):537-44.

Korthagen NM, van Moorsel CH, Kazemier KM, Ruven HJ, Grutters JC. IL1RN genetic variations
and risk of IPF: a meta-analysis and mRNA expression study. Immunogenetics 2012;64:371-377

147



Vil-Bibliografia

Kotani I, Sato A, Hayakawa H, Urano T, Takada Y, Takada A. Increased procoagulant and
antifibrinolytic activities in the lungs with idiopathic pulmonary fibrosis. Thromb Res 1995, 77:493—
504.

Kottmann RM, Hogan CM, Phipps RP, Sime PJ. Determinants of initiation and progression of
idiopathic pulmonary fibrosis. Respirology. 2009;14(7):917-33.

Kuhn C, McDonald JA. The roles of the myofibroblast in idiopathic pulmonary fibrosis.
Ultrastructural and immunohistochemical features of sites of active extracellular matrix synthesis.
Am J Pathol. 1991;138(5):1257-65

L

Lappi-Blanco E, Soini Y, Paakko P. Apoptotic activity is increased in the newly formed fibromyxoid
connective tissue in bronchiolitis obliterans organizing pneumonia. Lung 1999;177:367—376.

Lappi-Blanco E, Kaarteenaho-Wiik R, Maasilta PK, Anttila S, Paakkoé P, Wolff HJ. COX-2 is widely
expressed in metaplastic epithelium in pulmonary fibrous disorders. Am J Clin Pathol.
2006;126(5):717-24.

Larsson O, Diebold D, Fan D, Peterson M, Nho RS, Bitterman PB, Henke CA. Fibrotic
myofibroblasts manifest genome-wide derangements of translational control. PLoS One.
2008;3(9):e3220

Lee JS, Ryu JH, Elicker BM, Lydell CP, Jones KD, Wolters PJ et al. Gastroesophageal reflux
therapy is associated with longer survival in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. Am J
Respir Crit Care Med. 2011; 184:1390-1394

Ling H, Jia X, Zhang Y, Gapter LA, Lim YS, Agarwal R, Ng KY. Pachymic acid inhibits cell growth
and modulates arachidonic acid metabolism in nonsmall cell lung cancer A549 cells. Mol
Carcinog. 2010;49(3):271-82.

Liu T, Ullenbruch M, Young Choi Y, Yu H, Ding L, Xaubet A, Pereda J, Feghali-Bostwick
CA, Bitterman PB, Henke CA, Pardo A, Selman M, Phan SH. Telomerase and telomere length in
pulmonary fibrosis. Am J Respir Cell Mol Biol. 2013;49(2):260-8

Lovgren AK, Jania LA, Hartney JM, Parsons KK, et. Al. COX-2-derived prostacyclin protects
against bleomycin-induced pulmonary fibrosis. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2006
Aug;291(2):L144-56.

M

Macneal K, Schwartz DA. The genetics and environmental causes of pulmonary fibrosis. Proc
Am Thorac Soc. 2012;9(3):120-5.

Maher TM, Wells AU, Laurent GJ. Idiopathic pulmonary fibrosis: multiple causes and multiple
mechanisms? Eur Respir J. 2007;30(5):835-9.

148



VII-Bibliografia

Maher TM, Evans IC, Bottoms SE, Mercer PF, Thorley AJ, Nicholson AG, Laurent GJ, Tetley TD,
Chambers RC, McAnulty RJ. Diminished prostaglandin E2 contributes to the apoptosis paradox
in idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. 2010;182(1):73-82

Marchand-Adam S, Marchal J, Cohen M, et al. Defect of hepatocyte growth factor secretion by
fibroblasts in idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 2003;168:1156-1161.

Martin MU, Wesche H. Summary and comparison of the signaling mechanisms of the
Toll/interleukin-1 receptor family. Biochim Biophys Acta 2002;1592:265-80.

Masur SK, Dewal HS, Dinh TT, Erenburg |, Petridou S. Myofibroblasts differentiate from
fibroblasts when plated at low density. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996;93(9):4219-23.

Mata M, Ruiz A, Cerda M, Martinez-Losa M, Cortijo J, Santangelo F, Serrano-Mollar A, Liombart-
Bosch A, Morcillo EJ. Oral N-acetylcysteine reduces bleomycin-induced lung damage and mucin
Muc5ac expression in rats. Eur Respir J. 2003;22(6):900-5.

Matsumura T, Suzuki T, Aizawa K, Sawaki D, Munemasa Y, Ishida J, Nagai R. Regulation of
transforming growth factor-beta-dependent cyclooxygenase-2 expression in fibroblasts. J Biol
Chem. 2009;284(51):35861-71.

McAnulty RJ, Chambers RC, Laurent GJ. Regulation of fibroblast procollagen production.
Transforming growth factor-beta 1 induces prostaglandin E2 but not procollagen synthesis via a
pertussis toxin-sensitive G-protein. Biochem J. 1995;307:63-68.

McAnulty RJ, Hernandez-Rodriguez NA, Mutsaers SE, Coker RK, Laurent GJ. Indomethacin
suppresses the anti-proliferative effects of transforming growth factor-beta isoforms on fibroblast
cell cultures Biochem J. 1997;321:639-43.

McGee DW, Vitkus SJ, Lee P. The effect of cytokine stimulation on IL-1 receptor mRNA
expression by intestinal epithelial cells. Cell Immunol. 1996;168:276—80.

McNulty K, Janes SM. Stem cells and pulmonary fibrosis: cause or cure? Proc Am Thorac Soc.
2012;9(3):164-71

Mitchell JA, Belvisi MG, Akarasereenont P, Robbins RA, Kwon OJ, Croxtall J, Barnes PJ, Vane
JR. Induction of cyclo-oxygenase-2 by cytokines in human pulmonary epithelial cells: regulation
by dexamethasone. Br J Pharmacol. 1994;113(3):1008-14.

Molina-Molina M, Serrano-Mollar A, Bulbena O, Fernandez-Zabalegui L, Closa D, Marin-
Arguedas A, Torrego A, Mullol J, Picado C, Xaubet A. Losartan attenuates bleomycin induced
lung fibrosis by increasing prostaglandin E2 synthesis. Thorax 2006;61:604—-610.

Moodley YP, Misso NL, Scaffidi AK, Fogel-Petrovic M, McAnulty RJ, Laurent GJ, Thompson PJ,
Knight DA. Inverse effects of interleukin-6 on apoptosis of fibroblasts from pulmonary fibrosis and
normal lungs. Am J Respir Cell Mol Biol 2003;29:490—498.

Moodley YP, Caterina P, Scaffidi AK, Misso NL, Papadimitriou JM, McAnulty RJ, Laurent GJ,
Thompson PJ, Knight DA. Comparison of the morphological and biochemical changes in normal
human lung fibroblasts and fibroblasts derived from lungs of patients with idiopathic pulmonary
fibrosis during FasL-induced apoptosis. J Pathol. 2004;202(4):486-95.

149



Vil-Bibliografia

Moore BB, Coffey MJ, Christensen P, Sitterding S, Ngan R, Wilke CA, McDonald R, Phare SM,
Peters-Golden M, Paine R 3rd, Toews GB. GM-CSF regulates bleomycin-induced pulmonary
fibrosis via a prostaglandin-dependent mechanism. J Immunol 2000;165:4032—4039.

Moore BB, Peters-Golden M, Christensen PJ, Lama V, Kuziel WA, Paine R 3rd, Toews GB.
Alveolar epithelial cell inhibition of fibroblast proliferation is regulated by MCP-1/CCR2 and
mediated by PGE2. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2003;284:1.342—-349.

Murakami S, Nagaya N, Itoh T, Kataoka M, Iwase T, Horio T, Miyahara Y, Sakai Y, Kangawa
K, Kimura H. Prostacyclin agonist with thromboxane synthase inhibitory activity (ONO-1301)
attenuates bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol
2006;290:L59-65.

N
(0

Oberringer M, Meins C, Bubel M, Pohlemann T. In vitro wounding: effects of hypoxia and
transforming growth factor betal on proliferation, migration and myofibroblastic differentiation in
an endothelial cell-fibroblast co-culture model. J Mol Histol. 2008;39(1):37-47

O’Neill LA. The Toll/interleukin-1 receptor domain: a molecular switch for inflammation and host
defence. Biochem Soc Trans 2000;28:557—63.

P

Peters-Golden M, Bailie M, Marshall T, Wilke C, Phan SH, Toews GB, Moore BB. Protection from
pulmonary fibrosis in leukotriene deficient mice. Am J Respir Crit Care Med 2002;165:229-235

Phan SH, McGarry BM, Loeffler KM, Kunkel SL. Leukotriene C4 binds to rat lung fibroblasts and
stimulates collagen synthesis. Adv Prostaglandin Thromboxane Leukot Res 1987;17B:997-999.

Phan SH. Biology of fibroblasts and myofibroblasts, Proc Am Thorac Soc. 2008;5(3):334-7.

Pinheiro GA, Antao VC, Wood JM, Wassell TJ. Occupational risks for idiopathic pulmonary
fibrosis mortality in the United States. Int J Occup Environ Health. 2008;14:117-23.

Postlethwaite AE, Lachman LB, Kang AH. Induction of fibroblast proliferation by interleukin-1
derived from human monocytic leukemia cells. Arthritis Rheum. 1984;27(9):995-1001.

Pujols L, Xaubet A, Ramirez J, Mullol J, Roca-Ferrer J, Torrego A, Cidlowski JA, Picado C.
Expression of glucocorticoid receptors alpha and beta in steroid sensitive and steroid insensitive
interstitial lung diseases. Thorax 2004; 59:687-693;

Q
R

Raghu G, Weycker D, Edelsberg J, Bradford WZ, Oster G. Incidence and prevalence of idiopathic
pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. 2006;174(7):810-6

150



VII-Bibliografia

Raghu G, Collard HR, Egan JJ, Martinez FJ, Behr J, Brown KK, Colby TV, Cordier JF, Flaherty
KR, Lasky JA, Lynch DA, Ryu JH, Swigris JJ, Wells AU, Ancochea J, Bouros D, Carvalho C,
Costabel U, Ebina M, Hansell DM, Johkoh T, Kim DS, King TE Jr, Kondoh Y, Myers J, Muller NL,
Nicholson AG, Richeldi L, Selman M, Dudden RF, Griss BS, Protzko SL, Schinemann HJ;
ATS/ERS/JRS/ALAT Committee on Idiopathic Pulmonary Fibrosis. An official
ATS/ERS/IJRS/ALAT statement: idiopathic pulmonary fibrosis: evidence —based guidelines for
diagnosis and management. Am J Respir Crit Care Med. 2011;183(6):788-824.

Raines EW, Dower SK, Ross R. Interleukin-1 mitogenic activity for fibroblasts and smooth muscle
cells is due to PDGF-AA. Science. 1989;243(4889):393-6.

Ramos C, Montafio M, Garcia-Alvarez J, Ruiz V, Uhal BD, Selman M, Pardo A. Fibroblasts from
idiopathic pulmonary fibrosis and normal lungs differ in growth rate, apoptosis, and tissue inhibitor
of metalloproteinases expression. Am J Respir Cell Mol Biol. 2001;24(5):591-8.

Ramos C, Becerril C, Montafio M, Garcia-De-Alba C, Ramirez R, Checa M, Pardo A, Selman M.
FGF-1 reverts epithelial-mesenchymal transition induced by TGF-{beta}1 through MAPK/ERK
kinase pathway. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2010;299(2):L222-31

Reynolds HY. Lung inflammation and fibrosis: an alveolar macrophage centered perspective from
the 1970s to 1980s. Am J Respir Crit Care Med 2005, 171:98-102.

Ricciotti E, FitzGerald GA. Prostaglandins and inflammation. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2011;31(5):986-1000.

Roca-Ferrer J, Garcia-Garcia FJ, Pereda J, Perez-Gonzalez M, Pujols L, Alobid I, Mullol J, Picado
C. Reduced expression of COXs and production of prostaglandin E(2) in patients with nasal
polyps with or without aspirin-intolerant asthma. J Allergy Clin Immunol 2011;128:66-72.

Rocca B, Spain LM, Puré E, Langenbach R, Patrono C, FitzGerald GA. Distinct roles of
prostaglandin H synthases 1 and 2 in T-cell development. J Clin Invest. 1999;103(10):1469-77.

Rocca B. Targeting PGE2 receptor subtypes rather than cyclooxygenases: a bridge over troubled
water? Mol Interv. 2006;6(2):68-73, 58.

Ross B, D'Orléans-Juste P, Giaid A. Potential role of endothelin-1 in pulmonary fibrosis: from the
bench to the clinic. Am J Respir Cell Mol Biol. 2010;42(1):16-20.

Rubbia-Brandt L, Sappino AP, Gabbiani G. Locally applied GM-CSF induces the accumulation of
alpha-smooth muscle actin containing myofibroblasts. Virchows Arch B Cell Pathol Incl Mol
Pathol. 1991;60(2):73-82

S

Saltzman LE, Moss J, Berg RA, Hom B, Crystal RG. Modulation of collagen production by
fibroblasts. Effects of chronic exposure to agonists that increase intracellular cyclic AMP. Biochem
J. 1982;204(1):25-30.

Sasaki M, Kashima M, Ito T, Watanabe A, Izumiyama N, Sano M, Kagaya M, Shioya T, Miura M.
Differential regulation of metalloproteinase production, proliferation and chemotaxis of human

151



Vil-Bibliografia

lung fibroblasts by PDGF, interleukin-1beta and TNF-alpha. Mediators Inflamm. 2000;9(3-4):155-
60.

Scotton CJ, Chambers RC. Bleomycin revisited: towards a more representative model of IPF?
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 2010;299:.439-L441

Selman M, King TE, Pardo A; American Thoracic Society; European Respiratory Society;
American College of Chest Physicians, Idiopathic Pulmonary Fibrosis: Prevailing and Evolving
Hypotheses about Its Pathogenesis and Implications for Therapy, Ann Intern Med.
2001;134(2):136-51.

Selman M, Pardo A. Role of epithelial cells in idiopathic pulmonary fibrosis: from innocent targets
to serial killers. Proc Am Thorac Soc. 2006;3(4):364-72.

Selman M, Pardo A. Revealing the pathogenic and aging-related mechanisms of the enigmatic
idiopathic pulmonary fibrosis: An integral model. Am J Respir Crit Care Med. 2014.

Serini G, Bochaton-Piallat ML, Ropraz P, Geinoz A, Borsi L, Zardi L, Gabbiani G. The fibronectin
domain ED-A is crucial for myofibroblastic phenotype induction by transforming growth factor-
betal. J Cell Biol 1998;142:873-81.

Serrano-Mollar A, Closa D, Prats N, Blesa S, Martinez-Losa M, Cortijo J, Estrela JM, Morcillo EJ,
Bulbena O. In vivo antioxidant treatment protects against bleomycin-induced lung damage in rats.
Br J Pharmacol. 2003;138(6):1037-48.

Serrano-Mollar A, Nacher M, Gay-Jordi G, Closa D, Xaubet A, Bulbena O. Intratracheal
transplantation of alveolar type Il cells reverses bleomycin-induced lung fibrosis. Am J Respir Crit
Care Med. 2007;176(12):1261-8.

Serrano-Mollar A. Alveolar epithelial cell injury as an etiopathogenic factor in pulmonary fibrosis.
Arch Bronconeumol. 2012;48 Suppl 2:2-6

Singh SR, Hall IP. Airway myofibroblasts and their relationship with airway myocytes and
fibroblasts. Proc Am Thorac Soc 2008;5:127-132.

Smith DR, Kunkel SL, Standiford TJ, Rolfe MW, Lynch JP, lll, Arenberg DA, Wilke CA, Burdick
MD, Martinez FJ, Hampton IN, Whyte RI, Orringer MB, Strieter RM. Increased interleukin-1
receptor antagonist In idiopathic pulmonary fibrosis: a compartmental analysis. Am J Respir Crit
Care Med 1995;151:1965-1973.

Suganuma H, Sato A, Tamura R, Chida K. Enhanced migration of fibroblasts derived from lungs
with fibrotic lesions. Thorax. 1995;50(9):984-9.

T

Takai E, Tsukimoto M, Kojima S. TGF-B1 downregulates COX-2 expression leading to decrease
of PGE2 production in human lung cancer A549 cells, which is involved in fibrotic response to
TGF-B1. PLoS One. 2013;8(10):e76346

Takeuchi M, Nagai S, Tsutumi T, Mio T, Izumi T. The Number of Interleukin 1 Receptors on Lung
Fibroblasts in Patients with Idiopathic Pulmonary Fibrosis. Respiration 1999;66:236—-241

152



VII-Bibliografia

Takii T, Akahoshi T, Kato K, Hayashi H, Marunouchi T, Onozaki K. Interleukin-1 up-regulates
transcription of its own receptor in a human fibroblast cell line TIG-1: role of endogenous PGE2
and cAMP. Eur J Immunol. 1992;22(5):1221-7.

Takii T, Hayashi H, Marunouchi T, Onozaki K. Interleukin-1 down-regulates type | interleukin 1
receptor mMRNA expression in a human fibroblast cell line TIG-1 in the absence of prostaglandin
E2 synthesis. Lymphokine Cytokine Res. 1994;13:213-9.

Taniguchi H, Ebina M, Kondoh Y, Ogura T, Azuma A, Suga M, Taguchi Y, Takahashi H, Nakata
K, Sato A, Takeuchi M, Raghu G, Kudoh S, Nukiwa T; Pirfenidone Clinical Study Group in Japan.
Pirfenidone in idiopathic pulmonary fibrosis. Eur Respir J. 2010; 35:1079-87

Tanjore H, Xu XC, Polosukhin VV, Degryse AL, Li B, Han W, Sherrill TP, Plieth D, Neilson EG,
Blackwell TS, Lawson WE. Contribution of epithelial-derived fibroblasts to bleomycin-induced
lung fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. 2009;180(7):657-65

Taskar VS, Coultas DB. Is idiopathic pulmonary fibrosis an environmental disease? Proc Am
Thorac Soc. 2006;3:293-8

Thampatty BP, Wang JH. A new approach to study fibroblast migration. Cell Motil Cytoskeleton.
2007;64(1):1-5

Thannickal VJ, Lee DY, White ES, Cui Z, Larios JM, Chacon R, Horowitz JC, Day RM, Thomas
PE. Myofibroblast differentiation by transforming growth factor-betal is dependent on cell
adhesion and integrin signaling via focal adhesion kinase. J Biol Chem. 2003;278(14):12384-9.

Thiery JP. Epithelial-mesenchymal transitions in tumor progression. Nat Rev Cancer
2002;2:442-454

Todd NW, Luzina IG, Atamas SP. Molecular and cellular mechanisms of pulmonary fibrosis.
Fibrogenesis Tissue Repair. 2012;5(1):11

Tomasek JJ, Gabbiani G, Hinz B, Chaponnier C, Brown RA. Myofibroblasts and mechano-
regulation of connective tissue remodelling. Nat Rev Mol Cell Biol. 2002;3(5):349-63.

Travis WD, Costabel U, Hansell DM, King TE Jr, Lynch DA, Nicholson AG, Ryerson CJ, Ryu JH,
Selman M, Wells AU, Behr J, Bouros D, Brown KK, Colby TV, Collard HR, Cordeiro CR, Cottin
V, Crestani B, Drent M, Dudden RF, Egan J, Flaherty K, Hogaboam C, Inoue Y, Johkoh T, Kim
DS, Kitaichi M, Loyd J, Martinez FJ, Myers J, Protzko S, Raghu G, Richeldi L, Sverzellati N,
Swigris J, Valeyre D; ATS/ERS Committee on Idiopathic Interstitial Pneumonias. An Official
American Thoracic Society/European Respiratory Society Statement: Update of the International
Multidisciplinary Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias Am J Respir Crit Care
Med. 2013;188(6):733-48.

Tsukui T, Ueha S, Abe J, Hashimoto S, Shichino S, Shimaoka T, Shand FH, Arakawa Y, Oshima
K, Hattori M, Inagaki Y, Tomura M, Matsushima K. Qualitative rather than quantitative changes
are hallmarks of fibroblasts in bleomycin-induced pulmonary fibrosis. Am J Pathol.
2013;183(3):758-73.

153



Vil-Bibliografia

Uhal BD, Joshi I, Hughes WF, Ramos C, Pardo A, Selman M. Alveolar epithelial cell death
adjacent to underlying myofibroblasts in advanced fibrotic human lung. Am J Physiol
1998;275:01192-1.1199.

Uhal BD. Apoptosis in lung fibrosis and repair. Chest. 2002;122(6 Suppl):293S-298S.

Uhal BD, Kim JK, Li X, Molina-Molina M. Angiotensin-TGF-beta 1 crosstalk in human idiopathic
pulmonary fibrosis: autocrine mechanisms in myofibroblasts and macrophages. Curr Pharm Des.
2007;13(12):1247-56.

\"

Vancheri C, Sortino MA, Tomaselli V, Mastruzzo C, Condorelli F, Bellistri G, Pistorio MP,
Canonico PL, Crimi N. Different expression of TNF-alpha receptors and prostaglandin
E(2)Production in normal and fibrotic lung fibroblasts: potential implications for the evolution of
the inflammatory process. Am J Respir Cell Mol Biol 2000;22:628—-634.

Varga J, Abraham D. Systemic sclerosis: a prototypic multisystem fibrotic disorder. J Clin Invest.
2007;117(3):557-67.

w

Waghray M, Cui Z, Horowitz JC, Subramanian IM, Martinez FJ, Toews GB, Thannickal VJ.
Hydrogen peroxide is a diffusible paracrine signal for the induction of epithelial cell death by
activated myofibroblasts. FASEB J 2005, 19:854-856.

Wang R, Zagariya A, Ang E, Ibarra-Sunga O, Uhal BD. Fas-induced apoptosis of alveolar
epithelial cells requires ANG Il generation and receptor interaction. Am J Physiol
1999;277:.1245-1.1250

Wardlaw AJ, Hay H, Cromwell O, et al. Leukotrienes, LTC4 and LTB4, in bronchoalveolar lavage
in bronchial asthma and other respiratory diseases. J Allergy Clin Immunol 1989;84:19-26.

Weber A, Wasiliew P, Kracht M, Interleukin-1 (IL-1) Pathway. Sci Signal. 2010;3(105):cm1

White ES, Thannickal VJ, Carskadon SL, Dickie EG, Livant DL, Markwart S, Toews GB, Arenberg
DA. Integrin alphadbetal regulates migration across basement membranes by lung fibroblasts: a
role for phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10. Am J Respir Crit Care
Med. 2003;15;168(4):436-42.

White ES, Atrasz RG, Dickie EG, Aronoff DM, Stambolic V, Mak TW, Moore BB, Peters-Golden
M. Prostaglandin E(2) inhibits fibroblast migration by E prostanoid 2 receptor-mediated increase
in PTEN activity. Am J Respir Cell Mol Biol 2005;32:135-141.

Wilborn J, Crofford LJ, Burdick MD, Kunkel SL, Strieter RM, Peters-Golden M. Cultured lung
fibroblasts isolated from patients with idiopathic pulmonary fibrosis have a diminished capacity to
synthesize prostaglandin E2 and to express cyclooxygenase-2. J Clin Invest. 1995;95(4):1861-8.

154



VII-Bibliografia

Willis BC, Liebler JM, Luby-Phelps K, Nicholson AJ, Crandall ED, du Bois RM, Borok Z. Induction
of epithelial-mesenchymal transition in alveolar epithelial cells by transforming growth factor-
betal: potential role in idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Pathol. 2005;166(5):1321-32

Willis BC, duBois RM, Borok Z. Epithelial origin of myofibroblasts during fibrosis in the lung. Proc
Am Thorac Soc. 2006;3(4):377-82.

Willis BC, Borok Z. TGF-beta-induced EMT: mechanisms and implications for fibrotic lung
disease. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2007;293(3):L525-34.

Wynn TA. Cellular and molecular mechanisms of fibrosis. J Pathol. 2008;214(2):199-210.

Wynn TA, Ramalingam TR. Mechanisms of fibrosis: therapeutic translation for fibrotic disease.
Nat Med. 2012;18(7):1028-40.

X

Xaubet A, Ancochea J, Morell F, Rodriguez-Arias JM, Villena V, Blanquer R, Montero C, Sueiro
A, Disdier C, Vendrell M, Spanish group on interstitial Lung Disease, SEPAR. Report on the
incidence of interstitial lung diseases in Spain. Sarcoidosis Vasc Diffuse Lung
Dis. 2004a;21(1):64-70

Xaubet A, Roca-Ferrer J, Pujols L, Ramirez J, Mullol J, Marin-Arguedas A, Torrego A, Gimferrer
JM, Picado C. Cyclooxygenase-2 is up-regulated in lung parenchyma of chronic obstructive
pulmonary disease and down-regulated in idiopathic pulmonary fibrosis. Sarcoidosis Vasc Diffuse
Lung Dis. 2004b;21(1):35-42

Xaubet A, Ancochea J, Bollo E, Fernandez-Fabrellas E, Franquet T, Molina-Molina M, Montero
MA, Serrano-Mollar A. Normativa sobre el diagnédstico y tratamiento de la fibrosis pulmonar
idiopatica, Arch Bronconeumol. 2013;49(8):343-353.

Y
4

Zhang Y, Lee TC, Guillemin B, Yu MC, Rom WN. Enhanced IL-1 beta and tumor necrosis factor-
alpha release and messenger RNA expression in macrophages from idiopathic pulmonary fibrosis
or after asbestos exposure. J Immunol. 1993;150(9):4188-96.

Zhang K, Rekhter MD, Gordon D, Phan SH. Myofibroblasts and their role in lung collagen gene
expression during pulmonary fibrosis. A combined immunohistochemical and in situ hybridization
study. Am J Pathol 1994, 145:114-125,

Zhang HY, Gharaee-Kermani M, Phan SH. Regulation of lung fibroblast alpha-smooth muscle
actin expression, contractile phenotype, and apoptosis by IL-lbeta, J Immunol.
1997;158(3):1392-9.

Zhang A, Wang MH, Dong Z, Yang T. Prostaglandin E2 is a potent inhibitor of epithelial-to-
mesenchymal transition: interaction with hepatocyte growth factor. Am J Physiol Renal Physiol
2006;291:F1323-1331

155



Vil-Bibliografia

Zhou Y, Hagood JS, Lu B, Merryman WD, Murphy-Ullrich JE. Thy-1-integrin alphav beta5
interactions inhibit lung fibroblast contraction-induced latent transforming growth factor-betal
activation and myofibroblast differentiation. J Biol Chem. 2010;285(29):22382-93

156



Vil - ANNEX






OPEN @ ACCESS Freely available online @ PLOS ‘ ONE

Lung Myofibroblasts Are Characterized by Down-
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Abstract

Background: Prostaglandin E2 (PGE,), the main metabolite of cyclooxygenase (COX), is a well-known anti-fibrotic agent.
Moreover, myofibroblasts expressing a-smooth muscle actin (a-SMA), fibroblast expansion and epithelial-mesenchymal
transition (EMT) are critical to the pathogenesis of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF). Our aim was to investigate the
expression of COX-2 and PGE; in human lung myofibroblasts and establish whether fibroblast-myofibroblast transition
(FMT) and EMT are associated with COX-2 and PGE, down-regulation.

Methods: Fibroblasts obtained from IPF patients (n=6) and patients undergoing spontaneous pneumothorax (control,
n =6) and alveolar epithelial cell line A549 were incubated with TGF-$1 and FMT and EMT markers were evaluated. COX-2
and a-SMA expression, PGE, secretion and cell proliferation were measured after IL-1p and PGE, incubation.

Results: Myofibroblasts from both control and IPF fibroblast cultures stimulated with IL-1B showed no COX-2 expression.
IPF fibroblasts showed increased myofibroblast population and reduced COX-2 expression in response to IL-13. TGF-1
increased the number of myofibroblasts in a time-dependent manner. In contrast, TGF-B1 induced slight COX-2 expression
at 4 h (without increase in myofibroblasts) and 24 h, but not at 72 h. Both IPF and control cultures incubated with TGF-f31
for 72 h showed diminished COX-2 induction, PGE, secretion and a-SMA expression after IL-1 addition. The latter
decreased proliferation in fibroblasts but not in myofibroblasts. A549 cells incubated with TGF-B1 for 72 h showed down-
regulated COX-2 expression and low basal PGE, secretion in response to IL-1f. Immuno-histochemical analysis of IPF lung
tissue showed no COX-2 immuno-reactivity in myofibroblast foci.

Conclusions: Myofibroblasts are associated with COX-2 down-regulation and reduced PGE, production, which could be
crucial in IPF development and progression.
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Background origins have been suggested for these cells [1]. The most important
) ) ) ) ) sources are probably perivascular and peribronchiolar adventitial
Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive and fatal fibroblasts, which differentiate into myofibroblasts — a process

interstitial lung disease of uncertain etiology, characterized by the known as fibroblast-myofibroblast transition (FMT) — in a pro-
histopathological pattern of usual interstitial pneumonia. This

) ) i fibrotic environment [1]. Moreover, evidence of the epithelial-
fibrotic process involves the loss of lung architecture through

mesenchymal transition (EMT) reveals the importance of epithe-

increased epithelial cell apoptosis and abnormal wound healing, lial cells as an additional source of myofibroblasts [2]. EMT
followed by the formation of fibroblast foci and excessive collagen involves a transition from epithelial cells to mesenchymal

deposition. In this context, the crucial role of myofibroblasts in myofibroblast-like cells that involves a decreased expression of
tissue remodeling has been well described [1]. Myofibroblasts

exhibit a contractile and collagen-secretory phenotype, character-
ized by the expression of a-smooth muscle actin (a-SMA). Many

epithelial markers such as E-cadherin [2].
An imbalance between pro-fibrotic and anti-fibrotic mediators
appears to exist in IPF. Numerous pro-fibrotic factors such as

PLOS ONE | www.plosone.org 1 June 2013 | Volume 8 | Issue 6 | 65445



transforming growth factor (T'GF)-Bl [3] and angiotensin-II [4]
have been reported in IPF. In contrast, few anti-fibrotic mediators
have been identified. Of the latter, prostaglandin E2 (PGEy) is
derived from the metabolism of arachidonic acid by cyclooxygen-
ase enzymes [5]. Experimental models of lung fibrosis show the
pivotal role of this prostaglandin [6,7]. PGE, enhances epithelial-
mesenchymal wound healing since it improves epithelial cell
survival (8], inhibits fibroblast proliferation [9], collagen I
synthesis [10], cell migration [11] and cell differentiation into
myofibroblasts [12], as well as inducing fibroblast apoptosis [13].
A deficiency of PGE, synthesis as a result of down-regulation of
cyclooxygenase-2 (COX-2) has been described in IPF [14-16].
Consequently, the inability to induce COX-2 and PGE, synthesis
has been associated with increased fibroblast proliferation and
alveolar epithelial cell apoptosis [17].

No studies to date have reported any connection between the
myofibroblast phenotype and the lack of PGE, i IPF. We
hypothesized that the increase in myofibroblast and mesenchymal
myofibroblast-like cell population observed in IPF could be related
to the down-regulation of COX-2 expression and reduced PGE,
synthesis. Therefore, our aim was to study COX-2 regulation and
PGE; production in myofibroblasts and in FMT and EMT
processes.

Methods

Population

We obtained pulmonary biopsies from patients suffering from
IPF (n =6). The diagnosis of IPF was established according to the
American Thoracic Society/European Respiratory Society Con-
sensus Statement [18]. None of the IPF patients had received
corticosteroids or other immunosuppressant therapy at the time of
sample collection. As for the control group, we obtained lung
tissue from subjects with no history of pulmonary disease who were
undergoing surgical treatment for spontaneous pneumothorax
(n = 6). No histopathological evidence of disease was found in these
tissue samples. Written informed consent was obtained from all
patients according to institutional guidelines, and the study was
approved by the Ethics Committee of the Hospital Clinic,
Barcelona.

Cell Culture and Treatments

Primary fibroblasts were isolated from the lung biopsies, using
previously described methods [19]. Briefly, 1-sq.-mm fragments of
tissue were incubated under sterile conditions in Dulbecco’s
modified Eagle’s media (DMEM) (Lonza, Verviers, Belgium)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 IU/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, Califor-
nia, USA) and 2 pg/ml amphotericin B (Sigma, St Louis, MO,
USA). Cultures were kept in a 5% COgy humidified atmosphere at
37°C.. Fibroblasts were grown to subconfluence and subcultured
by 0.05% trypsin-0.02% EDTA treatment. Fibroblasts were
studied at passage 5 to 6. Culture characterization was performed
by immunofluorescence for vimentin (Invitrogen) and pan-
cytokeratin (C2562, Sigma), as indicated elsewhere [19]. Fibro-
blast cultures stained positive for vimentin and negative for
cytokeratins, demonstrating the absence of epithelial cells in these
cultures.

The A549 human lung adenocarcinoma epithelial cell line
(American Type Culture Collection, Rockville, MD) was cultured
in RPMI 1640 media (Lonza) with 1 mM L-Glutamine (Lonza)
and supplemented as mentioned above.

In all the experiments, the medium was removed when the cell
cultures reached 80% confluence and the cells were incubated in
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serum-free medium for 24 h. Three experimental models were
then performed.

In the first set of experiments, fibroblasts were treated with or
without IL-1B (10 ng/ml; R&D systems, Minneapolis, USA), a
well-known inducer of COX-2 expression [15], for 4 and 24 h and
COX-2 and a-SMA expression were measured.

In a second set of experiments, we studied the effect of TGF-B1
(5 ng/ml, R&D systems) in control and IPF cultures for 4, 24 and
72 h. We measured COX-2, a-SMA and collagen Ial expression.
With these experiments, we established an  vitro model of FMT
and EMT by incubating fibroblasts and A549 cells, respectively,
with TGF-B1 for 72 h. EMT was also characterized by the
expression of E-cadherin and immunofluorescence.

In a third set of experiments on cells treated with TGF-B1 for
72 h, we studied the effect of IL-1f (10 ng/ml for fibroblasts and
1 ng/ml for A549 cells) and PGE, (5 ng/ml, Cayman chemicals,
Michigan, USA) for an additional 24 h. The reasons for the use of
a different concentration of IL-1f are firstly based on the literature
[19,20] and secondly based on our experience. We obtained
similar PGE, levels in both cells using those concentrations,
allowing the comparisons between cell types. Additional TGF-p1
for 4 h and 24 h and the selective COX-2 inhibitor Celecoxib
(10 uM, Sigma) were also tested. In this set of experiments TGF-
B1 was removed at 72 h and fresh culture medium was added with
stimuli. We measured COX-2, COX-1, a-SMA, PGE, secretion
and proliferation. We also compared these experiments with an
carly treatment of TGF- B1 at 4 h. The experiments were carried
out on 6 tissue samples for each group, unless otherwise indicated.
The experiments on A549 cells were performed in quadruplicate,
at the very least.

Western Blot

After treatment, cells plated on 90 cm*-diameter culture dishes
were washed twice with ice-cold phosphate buffer saline (PBS).
Cells were lysated directly with 200 pl of RIPA buffer [TrisHCI1
50 mM, NaCl 150 mM (pH 7,4), 1% NP40 Igepal, 1% Triton X-
100, 0.1% SDS and 5 pl/ml of a protease inhibitor cocktail
(Sigma). The lysate was maintained for 20 min on ice and was
then collected and frozen at —80°C. Samples were thawed,
sonicated twice for 15 s in a Sonifier (Branson, Danbury, CT,
USA) and immediately centrifuged at 20,000 g for 10 min at 4°C
for protein measurement. 12.5-30 pg of protein from fibroblasts
and A549 cells were denaturalized in a thermocycler (70°C,
10 min) in loading buffer (NuPAGE LDS sample buffer), loaded
on 7% Tris-Acetate gels and run (125 V, 90 min) in a Novex
XCell II' Mini-Cell (Invitrogen, San Diego, CA, USA). The
proteins were then transferred to a nitrocellulose membrane and
non-specific binding sites were blocked using blocking buffer (5%
non-fat dry milk, 0.1% Tween 20 in PBS). Membranes were
incubated overnight at 4°C with 1:1.000 dilution in blocking
buffer of the primary antibodies against COX-2 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), COX-1 (Santa Cruz
Biotechnology), a-SMA (Sigma), E-cadherin (BD Biosciences,
Bedford, MA, USA) or p44/42 MAPK (Erk1/2) (Cell Signalling
Technology) and 1:10.000 dilution for B-actin (Sigma). Blots were
then washed in 0.5% Tween 20 in PBS (T-PBS) and subsequently
incubated for 2 h at room temperature with an appropriate
horseradish peroxidase-labeled secondary antibody diluted 1:3,000
in blocking buffer. After washing with T-PBS, blots were
incubated with an enhanced chemiluminiscent substrate (Super-
signal West Pico Chemiluminescent Substrate, Rockford, IL,
USA). Quantification of protein expression was carried out using a
CCD Camera System LAS 3000 (Fujifilm, Tokyo, Japan) and
densitometry was performed by Image gauge v.4.0 software. For
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the fibroblast Western blots, results were presented as a ratio to the
expression of B-actin. To check for equal loading in A549 cells,
results were expressed as a ratio of band density to total p44/42
MAPK (Erk1/2) since the levels of B-actin underwent changes
after TGF- Bl treatment (data not shown).

Immunofluorescence

Cells grown in 4-well CultureSlides® were fixed with cold 4%
paraformaldehyde for 15 min and then permeabilized with 0.5%
Triton X-100 for 30 min. Once blocked with 1% bovine serum
albumin-PBS for 1 h, primary antibodies against o-SMA (Sigma,
1:500) or COX-2 (Santa Cruz Biotechnology, 1:500) were added
for 1 h at 37°C. Secondary antibodies or Phalloidin-TRITC
(Sigma) were also incubated for 1 h. Cells were counterstained
with DAPI (1:10.000) and were mounted with Prolong® Gold
antifade reagent (Invitrogen, Molecular Probes).

For double-staining experiments, COX-2 antibody and its
corresponding secondary antibody were first incubated for 45 min
each, and thereafter o-SMA and its secondary antibody were
incubated for another 45 min each. This order was established
empirically in a set of experiments and demonstrated very low
cross-reactivity between antibodies. Phalloidin also showed no
cross-reactivity with COX-2 primary and secondary antibodies
and was incubated together with COX-2 secondary antibody.
Epifluorescence microscopy (Leica Microsystems, Germany) was
used to analyze preparations at x200 or x400 magnification.
Positive cells for a-SMA and COX-2 were counted in 12 random
fields.

Immunohistochemistry

Histological sections were obtained from paraffin-embedded
biopsies of control (n=05) and IPF patients (n=>5). Paraffin was
removed and sections were heated at 80°C for 40 min in citrate
buffer (0.01 M, pH 6) for the antigen retrieval process. Then,
samples were blocked in PBS, 0.05% v/v Triton X-100, 3% goat
serum (Sigma) for 30 min at room temperature. Primary
antibodies against COX-2 (Santa Cruz Biotechnology) and o-
SMA (Sigma) diluted 1:1000 in blocking solution were incubated
overnight at 4°C. The next steps were performed using
EnVision™ Detection Systems Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse
kit (Dako, Denmark), according to the manufacturer’s instructions.
Nuclei were contrasted with Gill I Hematoxylin for 1 min.
Sections were mounted using Glycergel® Mounting Medium
(Dako).

Analysis of DNA Replication (Click-iT®)

A commercial kit was used, based on the incorporation of EAU
(5-ethynyl-2'-deoxyuridine), a modified nucleoside that is incor-
porated during DNA synthesis (Click-iT®, Invitrogen). After
treatment, cells grown in 90-sq.-cm dishes were incubated with
10 uM EdU for 2 h before being harvested them for flow
cytometry measurements (Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Flow
Cytometry Assay Kit, Invitrogen). The next steps were performed
in accordance with the manufacturer’s instructions. The technique
was validated with a set of experiments incubating cells with
increasing concentrations of serum. Results were presented as
percentage of cells incorporating the modified nucleoside EdU.
Negative control was also measured to establish positive criteria.

Collagen Expression

Total RNA was isolated with the RNeasy mini kit (Qiagen,
Mississauga, ON, CA) according to the instructions of the
manufacturer. One pg of RNA was reverse-transcribed into
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cDNA with the High Capacity cDNA Reverse Transcriptase kit
with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Life Technologies,
Wellesley, CA) using random primers, optimized RT Buffer,
dNTP’s and MultiScribe™ MuLV reverse transcriptase. cDNA
was subjected to amplification by real-time PCR (7900 HT Fast
Real-Time PCR System, Applied Biosystems) using TagMan®
Gene Expression Assays (Applied Biosystems) for collagen type I,
alpha 1 (COLIAIL; Assay Id: Hs00164004_ml) and RNA
polymerase II, polypeptide A (RPIIL; Assay Id: Hs00172187_m1)
as a constitutive endogenous gene. Data were calculated using the
AACt method and the results expressed as fold-change related to
control samples at time 0 h.

Sircol Collagen Assay

Total soluble collagen in cell culture supernatants was
quantified using the Sircol collagen assay (Biocolor, Belfast, UK).
Briefly, 500 pl of fibroblast culture supernatant were collected and
concentrated overnight using the kit’s concentration reagent. 1 ml
of Sirius red dye was added and incubated with gentle rotation for
30 min at room temperature. After centrifugation at 12,000 g for
10 min, the collagen-dye pellet was washed with 750 uL of cold
Acid-Salt Wash Reagent and centrifuged again. The pellet was re-
dissolved with 250 pL. of 0.5 M NaOH, and absorbance at
540 nm was measured by microplate ELISA reader. The results
are presented as total pg Collagen secreted/pg total protein
content.

PGE, Assay

PGE, Assay was performed in cell culture medium using
Prostaglandin Ey EIA Kit (Cayman chemicals). Supernatants were
filtered through 0.22 um filter (BD Biosciences) and stored at
—80°C. The measurement was performed according to the
manufacturer’s instructions. Results are presented as total pg
PGE, secreted/pg total protein content.

Statistical Data Analysis

All statistical analyses were performed with SPSS 14.0 (SPSS,
Chicago, IL USA). Data are expressed as median and 25th to 75th
percentile. Immunofluorescence cell count results are presented in
tables as mean values = SD. The non-parametric statistical Mann-
Whitney U-test was used for control and IPF group comparisons
and the Wilcoxon test was used for paired comparisons.
Parametric statistical analyses for A549 cells experiments were
performed with ANOVA followed by Dunnett’s multiple com-
parison post hoc tests. Differences were considered to be
significant if p-values were below 0.05.

Results

Expression of COX-2 and a-SMA in Control and IPF
Fibroblasts

IPF cultures showed increased population of myofibroblasts (-
SMA positive cells) basally and reduced population of COX-2
positive cells in response to IL-1B (10 ng/ml for 24 h) compared
with control cells, as observed by immunofluorescence (Table 1).
As described elsewhere [15,16], western blot showed a diminished
induction of COX-2 expression in response to IL-1 stimulation in
IPF fibroblasts compared to control cells (Fig. S1). A significant
decrease in 0-SMA positive cells was found after 24 h of IL-1B
treatment in both groups. Interestingly, o-SMA positive cells
showed little or no expression of COX-2 in response to IL-1
(Table 1, Fig. 1). This finding demonstrates that spontaneous
myofibroblasts present in culture are characterized by diminished
COX-2 expression in response to IL-1p.
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Figure 1. Co-immunofluorescence of COX-2 (red) and a-SMA (green) of a representative control fibroblast culture. In basal conditions
(left), it shows no COX-2 expression and isolated a-SMA-positive cells, and after IL-1f treatment for 24 h (right), it shows high COX-2 expression and a
lack of COX-2 immunoreactivity in a-SMA-positive cells. Nuclei were stained with DAPI (blue). (Original magnification X200).

doi:10.1371/journal.pone.0065445.g001

Induction of Fibroblast-myofibroblast Transition by TGF-
B1

In order to induce myofibroblasts in our cultures, we used TGF-
Bl (5 ng/ml). This treatment provoked a significant increase in
myofibroblasts (a-SMA-positive cells) in a time-dependent man-
ner, reaching statistically significant values at 24 and 72 h in both
cultures (Fig. 2A). Interestingly, the TGF-B1 treatment induced a
similar amount of myofibroblasts in the control and IPF cell
cultures at both points. Consequently, the differences between
control and IPF in the number of myofibroblasts in non-treated

cells were lost. Representative images of TGF-B1 induction of

FMT are presented (Fig. 2B).

In the control fibroblasts, TGF-B1 stimulated COX-2 expres-
sion slightly at 4 h and more markedly at 24 h but no COX-2
expression was observed at 72 h. In IPF treated fibroblasts, no
COX-2 expression was observed after TGF-B1 treatment (Fig. 2C).
Consequently, in control fibroblasts, we observed COX-2
expression at 4 h induced by TGF-B1 without any statistical
changes in the number of myofibroblasts and the opposite
situation in long-term treatment with TGF-B1 (72 h), which is
characterized by a myofibroblast-enriched population with no

Table 1. Quantification of immunofluorescence of COX-2, a-
SMA and COX-2+ a-SMA.

Treatment (24 h) Determinations Control Group IPF Group
None COX-2 ND ND
o-SMA 2.8%1.6% 9.4+3.7%**
IL-18 (10 ng/ml) COX-2 48.05+11.09% 31.7+5.7%*
o-SMA 1.6+2.7% + 5.1£2.8%*1

COX-2 & a-SMA  0.01£0.10% 0.17%0.11%

Quantification of immunofluorescence of COX-2, a-SMA and COX-2+ o-SMA.
Control and IPF fibroblasts were incubated for 24 h in the presence or absence
of IL-1B (10 ng/ml). Results are presented as mean = SD of the percentage of
total cells. ND, not detected.

*P<0.05 and **P<<0.01 compared to control group,

fP<0.05 compared to the respective untreated cells.
doi:10.1371/journal.pone.0065445.t001
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expression of COX-2. RT-PCR showed a marked up-regulation of
collagen Iol synthesis in fibroblasts after TGF-Bl treatment, a
characteristic feature of the myofibroblast phenotype. This
increase was significantly higher in IPF samples treated with
TGF-B1 compared to control treated samples (Fig. 2D).

We also performed Sircol assay in order to measure the secreted
collagen in IPF and Control fibroblast cultures under the same
experimental conditions. The results are presented as total pg
Collagen secreted/pg total protein content. Although the same
pattern found in collagen mRNA expression was observed, no
significant differences were found between control and IPF
fibroblasts. (Control 0 h: 0.035%0.02; IPF 0 h: 0.043%=0.01;
Control 72 h: 0.078%0.02*% IPF 72 h: 0.084*0.03% Con-
tro#+TGF-B1 72 h:  0.122+0.04*f; IPF+TGF-f1 72 h:
0.1350.03**t1). (*p<<0.05 and ** p<<0.01 vs. 0 h; ¥ p<<0.05
and 1 p<<0.01 vs. 72 h without treatment). N =6 ecach. We found
Sircol analysis insufficiently sensitive to find these differences in
our samples.

Myofibroblast Phenotype from FMT Results in Down-
regulation of COX-2 Expression

We studied COX-2 and a-SMA expression in the myofibro-
blast-enriched cultures obtained as described in Figure 2. Both
groups presented a marked increase in o-SMA expression when
treated with TGF-B1 (Fig. 3A). The TGF-B1-treated cells showed
a dramatic decrease in COX-2 expression in response to IL-1B
(Fig. 3A, B).

Consequently, an increase in o-SMA positive cells was
associated with a decrease in COX-2 positive cells induced by
IL-1PB (Fig. 3C). Cells positive for COX-2 were almost absent in
the TGF-B1-treated cultures. The cell counting of co-immunoflu-
orescence is summarized in Table 2. As expected, an extremely
low number of a-SMA positive cells were also positive for COX-2
after IL-1P treatment.

COX-1 expression increased after TGF-B1 treatment only in
IPF fibroblasts (Fig. 3D), whereas it remained unmodified by IL-
1B in both groups (densitometry not shown).

Immunofluorescence revealed that cells positive for COX-2
presented a thin fibroblast-like shape and o-SMA negativity.
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Figure 2. Induction of fibroblast-myofibroblast transition (FMT) in control and IPF fibroblasts by TGF-f1 incubation. (A)
Quantification of a-SMA positive cells (myofibroblasts) by immunofluorescence. Results are presented as percentage of total cells. (B) Representative
immunofluorescence showing the effect of 5 ng/ml TGF-B1 for 72 h in control fibroblasts. The expression of a-SMA is shown in green and the nuclei
were stained with DAPI (blue) (Original magnification X200). (C) Representative Western blot of COX-2 and B-actin in two fibroblast cultures obtained
from both control and IPF patients in response to TGF-f31 treatment at 4, 24 and 72 h. Densitometric analysis of COX-2 expressed as a ratio versus -
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actin is also shown. N =6 Control cells. N =4-6 IPF cells. (D) Collagen lo:T mRNA measured by real-time PCR with or without TGF-B1 treatment (5 ng/
ml) for 72 h in control and IPF fibroblasts. *P<0.05 compared to respective untreated cells, #P<0.05 and ##P<0.01 compared to control group.

doi:10.1371/journal.pone.0065445.9g002

Consequently, myofibroblasts (0-SMA positive cells) showed no
positive staining for COX-2 (Fig. 3E, Table 2).

Re-stimulation of myofibroblasts with TGF-B1 for additional 4
and 24 h produced no COX-2 expression, as expected (Fig. S3).

Induction of Epithelial-mesenchymal Transition by TGF-
B1 Results in Down-regulation of COX-2 Expression

We studied EMT by treating A549 cells with TGF-B1 (5 ng/ml,
72 h), as described above. Epithelial-specific marker E-cadherin
dramatically decreased in treated A549 cells (Fig. 4A). Immuno-
fluorescence using phalloidin (F-actin marker) showed a strong red
staining in A549 cells incubated with TGF-B1, revealing
cytoskeleton remodeling and a morphological change into a
myofibroblast-like phenotype (Fig. 4B). RT-PCR showed a
marked up-regulation of collagen Iatl synthesis in A549 cells after
TGF-B1 treatment (Fig. 4C). Weak expression of a-SMA and no
expression of COX-1 in A549 were found, either basally or after
stimulation with TGF-B1 (results not shown).

Unlike fibroblasts, A549 cells expressed COX-2 in the absence
of IL-1P stimulation (Fig. 4D). Interestingly, TGF-B1 treatment for
72 h decreased this basal COX-2 expression. We then observed an
increase in COX-2 expression in response to IL-1B (I ng/ml),
which was reduced in TGF-Bl-treated cells (Fig. 4D). This
inhibition can be clearly observed by immunofluorescence

(Fig. 4E).

Myofibroblast Phenotype from FMT and EMT Implies a
Decrease in PGE, Synthesis

We examined PGE, levels in culture supernatants of control,
IPF fibroblasts (Fig. 5A) and A549 cells (Fig. 5B) treated with
TGF-B1. IL-1p incubation increased PGE, secretion in fibroblasts
and A549 cells. This effect was diminished in TGF-B1 pretreated
cells (Fig. 5A, B). The results correlated with COX-2 Western blot
analysis and immunofluorescence. Therefore, a myofibroblast-like
phenotype is associated with a notable decrease in PGE, secretion.

COX-2 Down-regulation of Myofibroblast-like Phenotype
Alters Cell Proliferation

We studied the role of COX-2 and PGE, in myofibroblast-
enriched culture proliferation by the Click-iT® technique.
Fibroblasts and A549 cells were incubated with IL-1f (10 ng/ml
and 1 ng/ml respectively), PGE, (5 ng/ml) and the selective
COX-2 inhibitor Celecoxib (10 uM) for 24 h.

In fibroblast control cells, IL-1f treatment provoked a
significant decrease in proliferation (Fig. 6A). This decrease
appears to be mediated by COX-2 since PGE,; completely
abrogated cell proliferation and the addition of Celecoxib reversed
the IL-1p effect. IPF fibroblasts presented a diminished prolifer-
ation compared with control fibroblasts, but similar effects were
observed after incubation with IL-1B, PGE, and Celecoxib.
Moreover, TGF-B1 treatment induced a decrease in control
fibroblast proliferation but no differences were observed in IPF
fibroblast cultures. Interestingly, the inhibitory effect on prolifer-
ation associated with IL-1f exposure was annulled in TGF-B1
treated cells (Fig. 6A).

In A549 cells, incubation with IL-1f significantly reduced cell
proliferation in both TGF-B1-treated and non-TGF-B1-treated
cells (Fig. 6B). This effect seems to be independent of COX-2 and
PGE, since Celecoxib was not able to restore control levels and
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PGE, itself had no effect on cell proliferation. Furthermore, we
observed that TGF-Bl treatment significantly increased cell
proliferation.

Myofibroblast Foci in IPF Lungs are Characterized by the
Presence of a-SMA and Absence of COX-2

The localization of a-SMA and COX-2 was examined by
immunohistochemistry in IPF and control lung tissue. Epithelial
cells from control tissue were slightly stained for COX-2 (Fig. 7A)
and staining of a-SMA was present in airway smooth muscle cells
(Fig. 7B). Moreover, in IPF tissue o-SMA was strongly localized in
fibroblast/myofibroblast foci (Black arrows, Fig. 7D). Interestingly,
metaplastic epithelial cells presented strong COX-2 staining but
fibroblast/myofibroblast foci showed no COX-2 expression
(White arrows, Fig. 7C). Immuno-histochemical staining for o-
SMA and COX-2 was negative in histological slides incubated
without the primary antibody.

Discussion

IPF is characterized by increased expression of TGF-BI,
increased myofibroblast numbers and reduced production of
PGE, resulting from a limited induction of COX-2. We postulated
that the three findings are somehow related. Consequently, we
hypothesized that myofibroblasts are characterized by an impaired
COX-2 expression and reduced PGE, secretion.

We first confirmed previous studies reporting that IPF
fibroblasts cultures are characterized by reduced COX-2 expres-
sion [15] but increased a-SMA [21,22] compared with control
fibroblast cultures. Since COX-2 was not detected at baseline,
stimulation with IL-1f was performed. This first confirmation
suggests that our cell lines behave as published by other groups.
We must point out that the use of lung fibroblasts obtained from
patients with spontaneous pneumothorax as subrogate of “nor-
mal” (control) lung has some limitations. Although histological
analysis of control tissue was normal in our patients, previous
studies have reported that fibroblasts obtained from surgical
resections during pleurodesis for spontaneous pneumothorax, may
proceed from areas with pathological abnormalities, including
inflammatory and fibrotic reactions [23]. To the best of our
knowledge, however, there are not other better options to obtain
samples from healthy or minimally affected lung tissue.

We secondly analyzed the relationship between COX-2
expression and the myofibroblast phenotype using an immuno-
fluorescence technique. Interestingly, myofibroblasts stained neg-
ative for COX-2 after IL-1B stimulation, suggesting that the
myofibroblast phenotype is characterized by an down-regulated
COX-2 expression. Cells expressing COX-2 were thinner, smaller
and sharper than myofibroblasts. IL-1p treatment also decreased
the number of myofibroblasts, thereby confirming this cytokine as
a potent inhibitor of FMT, as has been described [12]. We could
not find any morphological difference between fibroblasts
expressing COX-2 and those not expressing it.

All in all, these findings suggest that myofibroblast transforma-
tion eventually results in the down-regulation of COX-2. The
presence of more myofibroblast in fibroblast cultures and in the
lung in IPF may account for the reported low induction of COX-2
in IPF tissues. However, the small difference between the
percentages of myofibroblasts in IPF and control lung fibroblast
cultures — together with the observation that COX-2-expressing
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Figure 3. Effect of IL-1p stimulation on a myofibroblast-enriched population. (A) Protein levels in control and IPF fibroblasts of COX-2, COX-
1, a-SMA and B-actin at 72 h with or without TGF-B1 treatment (5 ng/ml), and at subsequent 24 h in the presence or absence of IL-1B (10 ng/ml),
measured by Western blot. (B) Densitometric analysis of COX-2 expressed as a ratio versus B-actin. (C) Quantification of COX-2 positive cells by
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immunofluorescence. Results are presented as percentage of total cells. (D) COX-1/B-actin ratio at 72 h in the presence or absence of TGF-f1 (5 ng/
ml). ¥P<<0.05 compared to untreated cells, #P<<0.05 compared to IL-1p treated cells, 'P<0.05 and ¥P<0.01 compared to control group in the same
conditions. (E) Representative co-immunofluorescence image of COX-2 (red) and a-SMA (green) of a myofibroblast-enriched culture obtained from
control fibroblasts stimulated with IL-1f for 24 h. Nuclei were stained with DAPI (blue). Note that myofibroblasts do not express COX-2 in response to
IL-1B and the different shape of the COX-2 positive cells (Original magnification X400).

doi:10.1371/journal.pone.0065445.9003

fibroblasts were apparently indistinguishable from non-COX-2-
expressing fibroblasts — suggests that the mechanisms involved in
the down-regulation of COX-2 may also be present in IPF
fibroblasts (a-SMA negative cells).

To gain insight into the relationship between myofibroblast
phenotype and COX-2 regulation, the myofibroblast numbers
were increased by inducing the transition of fibroblast into
myofibroblast with TGF-B1. As previously described, we observed
that TGF-Bl myofibroblast induction was time and dose-
dependent [12] and was accompanied by a strong increase in
collagen Iatl expression [1], with greater expression of collagen
Il in IPF cultures than in control cultures. In contrast, the Sircol
method was not sensitive enough to find any significant differences
between control and IPF cells in our samples. The percentage of
myofibroblasts markedly increased in cultures, to the same extent
as in the IPF and control fibroblasts.

Previous reports have demonstrated that TGF-B1 increases
COX-2 expression and PGEy synthesis in fibroblasts over short
periods (2-24 h) [24-26]. These reports agree with our results,
since we observed increased COX-2 induced by TGF-B1 at 4 and
24h in control fibroblasts. The number of myofibroblasts
remained low at those time points. At longer times (72 h), the
high amount of myofibroblasts resulted in reduced COX-2
expression. Moreover, after we treated control cells with IL-1
from that time point for additional 4 or 24 h, COX-2 expression
was reduced dramatically. In contrast, we could not observe
induction of COX-2 expression in IPF cultures after TGF-B1
treatment, even after short periods. We performed experiments at
4 h with and without TGF-B1 and with and without IL-13 and we
observed that, together, both treatments enhanced COX-2
expression, as described elsewhere (see Fig. S2) [27]. We cannot
rule out therefore that FMT is characterized by an initial phase

with a slight up-regulation of COX-2. Another possibility is that
incubation with TGF-B1 produces an increase in COX-2
expression, independent of FMT. Future experiments (e.g. the
use of other FMT inducers) would help us to clarify this matter
and to accurately determine the stage at which myofibroblasts
finally down-regulate COX-2.

Consequently, the number of cells expressing COX-2 after
stimulation with IL-1f after 72 h of TGF-B1 decreases in parallel
with the increase in the number of fibroblasts transformed into
myofibroblasts. In addition, re-incubation with TGF-B1 for an
additional 4 and 24 h only induced COX-2 if the culture was not
enriched with myofibroblasts (see Fig. S3), discarding a possible
artifact of rapid expression/degradation of the enzyme. However,
in those long-term studies, the level of COX-2 induction in
response to IL-1B was not as homogeneous as in short-term studies
and variability was found, mainly in control cells and not related to
technique employed. Interestingly, patients with the highest levels
of COX-2 after IL-1p stimulation in long-term studies showed the
lowest numbers of o-SMA positive cells before IL-1B treatment
and vice versa. The origin of the variability in terms of a-SMA or
in terms of COX-2 expression is unknown but both parameters
are clearly related as we have shown. Since TGF-B1 increases
dramatically o-SMA positive cells in all cell lines studied, reduced
COX-2 expression after TGF-B1 treatment is consistent in all the
patients studied.

With long-term studies we confirmed our previous observations
linking down-regulation of COX-2 with the myofibroblast
phenotype. We also investigated the secretion of PGE, in
myofibroblast-enriched cultures. PGEy secretion induced by IL-
1B in TGF-B1-treated fibroblasts was strongly reduced in both the
control and IPF patients, as a result of the inhibition of COX-2
caused by long-term exposure to TGF-B1.

Table 2. Quantification of immunofluorescence of COX-2, a-SMA and COX-2+ a-SMA.

Treatment Determinations Control Group IPF Group
None (72 h) None (24 h) COX-2 ND ND
o-SMA 2.9+9% 9.2+2.9% **
IL-1B (10 ng/ml, 24 h) COX-2 412+16.3% T 26.7+52% *t
o-SMA 1.7+2.5% T 6.05+4.1% *f
COX-2 & a-SMA 0.02+0.07% 0.14%0.09%
TGF-B1 (5 ng/ml, 72 h) None (24 h) COX-2 ND ND
a-SMA 82.3+53% 79.9+8.9% t
IL-1B (10 ng/ml, 24 h) COX-2 9.9+85% f 74%53% T
a-SMA 70.7+11.9% 18 72.4+11.04% 18
COX-2 & a-SMA 0.4+0.5% 0.3+0.07%

detected,

*P<0.05 and ** P<<0.01 compared to control group in the same conditions,
fP<0.05 compared to the respective untreated cells,

*p<0.05 compared to non-treated TGF-B1 cells.

doi:10.1371/journal.pone.0065445.t002
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Quantification of immunofluorescence of COX-2, a-SMA and COX-2+ a-SMA. Control and IPF fibroblasts were incubated for 72 h in the presence or absence of TGF-B1,
followed by further incubation in the absence or presence of IL-18 (10 ng/ml) for 24 h. Results are presented as mean = SD of the percentage of total cells. ND, not

¥P<0.05 compared to percentage of a-SMA in TGF-1 treated cells in the absence of IL-1f.
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Figure 4. Induction of epithelial-mesenchymal transition (EMT) in A549 cells by TGF-f1 incubation and effect of IL-1§ in
transformed cells. Effect of 5 ng/ml TGF-f31 for 72 h in A549 cell culture. (A) Representative Western blot of four replicates of E-cadherin and ERK 1/
2. (B) Representative immunofluorescence showing the expression of F-actin (stained with phalloidin, red) and bright field (Original magnification
X400). (C) Collagen lo.T mRNA measured by real-time PCR. Effect of IL-1B for 24 h (1 ng/ml) in A549 cells after incubation with 5 ng/ml TGF-B1 (72 h).
(D) Representative Western blot and densitometric analysis of COX-2 expression versus ERK 1/2. *P<<0.05 compared to untreated cells, *P<0.01
compared to IL-1B-treated cells. (E) Immunofluorescence of COX-2 (green) and F-actin (stained with phalloidin, red) in cells cultured in absence
(upper) or presence (lower) of TGF-B1. In both images, cells were stimulated with IL-1f (1 ng/ml). Nuclei were stained with DAPI (blue). Note the
almost complete absence of COX-2 staining in TGF-B1-treated cells (original magnification X400).

doi:10.1371/journal.pone.0065445.9004

The incubation of TGF-B1-treated cells with IL-1pB provoked a speculate that these cells may respond to TGF-B1 treatment by
reduction in a-SMA positive cells, suggesting that IL-1f not only increasing COX-1 expression to maintain basal COX metabolism.

inhibits myofibroblast cell transition but also promotes the We studied A549 cells, which are widely used as a model of
disappearance of myofibroblasts in culture. Interestingly, COX-1 EMT [28,29]. However, the tumour origin of the cell line limits
expression only increased significantly after TGF-B1 treatment in the extrapolation of the results to primary epithelial pulmonary
fibroblasts obtained from IPF patients. Since the reduction of cells. These cells are useful for studying COX-2 expression since

COX-2 in IPF fibroblast cultures is notable, we are tempted to they do not express COX-1 and show high basal COX-2
expression [30]. In A549 cells, TGF-B1 treatment decreased basal

COX-2 expression and provoked a diminished COX-2 induction
A after IL-1B stimulation. Accordingly, PGE, levels paralleled
200 * COX-2 expression. Therefore, the EMT process leading the
= myofibroblast-like phenotype could also contribute to the down-

3 150 A regulation of COX-2 and PGE, observed in IPF.
° = We also examined the interrelationship between TGF-B1, IL-
; 1B, COX-2 and PGE, in proliferation once the cells were
=2 100 - transformed into myofibroblasts. Interestingly, treatment with IL-
2 1B decreased proliferation in control fibroblasts. This effect may
= 50 - be mediated by COX-2 activation, since the selective COX-2
E.,J t inhibitor Celecoxib completely restored cell proliferation. In
o * T contrast, the anti-proliferative effect of IL-1f was lost in
01— = = _— — myofibroblasts from both the control and the IPF patients. The
TGFp1 - . .+ . . + + lack of any effect of IL-1P on myofibroblasts appears to be the
(5 ng/ml, 72h) result of impaired COX-2 induction. Consequently, the exogenous
IL-1g - + - + - + - + addition of the COX-2 metabolite PGE, decreased cell prolifer-
(10 ng/ml, 24h) ation not only in fibroblasts but also in myofibroblasts. Our
findings agree with reports of the anti-proliferative effects of PGE,

Control IPF in various cell types [9].

The incubation of A549 cells with TGF-Bl may inhibit
epithelial cell proliferation [31]. We studied the proliferation of
B Ab549s after their transformation into myofibroblast-like phenotype
— by TGF-BI treatment. In these conditions, we found increased cell
— 150 A proliferation in cells treated with TGF-B1 compared to untreated
T 125 cells. The treatment of A549 cells with IL-1B provoked a
o 1 remarkable decrease in proliferation compared with untreated
2 100 - 4 cells. This effect does not seem to be mediated by COX-2 and
g, 75 * PGE,, since the COX-2 inhibitor Celecoxib did not restore
4 proliferation and PGE, treatment had no inhibitory effect on cell
e 50 % proliferation. Our results suggest that PGE; may modulate cell
g 25 proliferation specifically in FMT but not in EMT, and they point
o é * to PGE, as a potential therapeutic treatment for IPF, largely on
0 1 — account of its targeting of myofibroblasts. A recent report has

demonstrated that PGEy deficiency in IPF results in increased

5 n-gl;-/ﬁlF ;g:) - - + + alveolar epithelial cell apoptosis and reduced sensitivity of
IL1 fibroblasts to apoptosis [17]. Consequently, PGE, may also
(1 ng/ml -2 4E) " + - + regulate apoptosis differentially in fibroblasts and epithelial cells.

We also studied histological slides of control and IPF human

Figure 5. Measurement of PGE, secretion after FMT or EMT lungs. In line Wilth Previqus reports [32], we observefi a sli‘ght.basal
induction. Control and IPF fibroblasts (A) and A549 cells (B) were COX-2 expression in epithelial cells and a-SMA staining in airway
incubated for 72 h in the presence or absence of TGF-B1 (5 ng/ml), smooth muscle cells from control lungs. Little or no COX-2

followed by treatment in the presence or absence of IL-1B (10 ng/ml or staining was observed, however, in the fibroblast and myofibro-
1 ng/ml, respectively) for 24 h. Supernatant was then collected and blast foci of IPF patients. Moreover, we observed, in keeping with

total PGE, was measured using Prostaglandin E, EIA Kit (Cayman). . . . .. . 2
Results are expressed as PGE, secreted/ug total protein content. Lappi-Blanco [33], increased COX-2 staining in epithelial

*P<0.05 compared to untreated cells, 'P<0.05 and #P<0.01 compared m(?tapl:astic tissue in IPF. Therefore, cells tha.t main.tain the
to IL-1B-treated cells. epithelial phenotype have high COX-2 expression while fibro-
doi:10.1371/journal.pone.0065445.9g005 blast/myofibroblast areas do not express the enzyme. Clearly, our
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Figure 6. Cell proliferation measured by the analysis of DNA replication. For this purpose, control and IPF fibroblasts (A) and A549 cells (B)
were incubated for 72 h in the presence or absence of TGF-f1 (5 ng/ml), followed by treatment in the presence or absence of IL-1f (10 ng/ml or
1 ng/ml, respectively), PGE, (5 ng/ml) and the selective COX-2 inhibitor Celecoxib (10 uM). Cell proliferation was then analyzed by measuring the
incorporation of the modified nucleoside EdU into the DNA using the Click-iT® commercial kit. Cells were incubated with 10 uM EdU for 2 h before
being harvested for flow cytometry measurements. Results are expressed as the percenta%e of EdU positive cells. *P<<0.05 and **P<<0.01 compared to
respective untreated cells, #P<0.05 compared to control group in the same conditions, 'P<0.05 compared to non-treated TGF-B1 cells in the same
conditions.

doi:10.1371/journal.pone.0065445.9006
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Figure 7. Immuno-histochemical detection of COX-2 and a-SMA in healthy lung tissue (A-B) and in idiopathic pulmonary fibrosis
tissue (C-D). Immuno-localizations of COX-2 (A-C) and o-SMA (B-D) are shown. The image shows slight basal expression of COX-2 and isolated o-
SMA staining related to a-SMA-positive cells in control tissue. In contrast, increased a-SMA staining (black arrows) and absence of COX-2 expression
(white arrows) are observed in fibroblastic foci. Metaplastic epithelium presents widespread expression of COX-2 (Original magnification X200).

doi:10.1371/journal.pone.0065445.g007

model of A549 cells does not mirror metaplastic epithelial cells as
the latter present diminished COX-2 expression after treatment
with TGF-B1. They may represent cells undergoing EMT in the
fibrotic foci, or elsewhere in the interstitial space.

The mechanisms of COX-2 inhibition in the myofibroblast
phenotype remain unknown. Recent findings suggest that defec-
tive histone acetylation in the COX-2 promoter may be
responsible for the diminished COX-2 gene transcription observed
in IPF fibroblasts [34]. Since PGE, has shown potent anti-fibrotic
properties in several studies [9-13], the effect of an altered
secretion of PGEy could easily be linked to the development of
fibrotic processes. Further studies are needed to clarify whether the
abrogation of COX-2 in the myofibroblasts of IPF is irreversible.

Conclusions

The myofibroblast phenotype is associated with a down-
regulation of COX-2 and, consequently, a reduced production
of its main metabolite PGE,. These events could be crucial in IPF
development and progression. Finally, our results suggest that
targeting COX-2 and/or PGEs could be a potential therapy for
IPF.
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Supporting Information

Figure S1 Expression of COX-2, COX-1 and ¢-SMA in
control (n=5) and IPF (n=35) fibroblasts basally and
induced by IL-1f (10 ng/ml) for 4 and 24 h. (A) Represen-
tative image of a Western blot and (B) densitometric analysis of
COX-2 expressed as ratio versus P-actin expression. *P<<0.05
compared to respective untreated cells, #P<0.05 compared to
control group in same conditions.

(TIF)

Figure S2 Protein levels of COX-2, COX-1, a-SMA and
B-actin in control and IPF fibroblasts stimulated for 4 h.
Cells were incubated in the presence or absence of IL-1f (10 ng/
ml) and/or TGF-B1 (5 ng/ml) for 4 h. (A) Representative image of
a Western blot. (B) Densitometric analysis of COX-2 expressed as
ratio versus B-actin expression. * P<<0.05 compared to respective
untreated cells, ¥ P<<0.05 compared to IL-1p treated cells in the
same group.

(T1F)

Figure S3 Absence of COX-2 expression in control cells
stimulated for 72 h with TGF-p1 and further incubation
for 4 or 24 h with renewed TGF-$1. Cells were incubated in
the presence or absence of TGF-Bl (5 ng/ml) for 72 h and for

June 2013 | Volume 8 | Issue 6 | e65445



additional 4 or 24 h of fresh TGF-B1 (5 ng/ml). Representative
Western blot of a control fibroblast culture.
(TIF)
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