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Bleomicina: un modelo de fibrosis pulmonar

RESUMEN

La bleomicina es un glicopéptido utilizado para el
tratamiento del cancer cuyo potencial terapéutico
esta limitado por su toxicidad pulmonar. El efecto

citotoxico depende de la dosis e involucra
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el desarrollo de neumonitis que progre-
sa a fibrosis; las células epiteliales alveo-
lares son el blanco principal del dafio in-
ducido por la bleomicina. Se considera
que la muerte de células epiteliales alveo-
lares por apoptosis es un evento clave en
el inicio y la progresion de la fibrosis pul-
monar (FP) que se caracteriza por el depo-
sito excesivo de moléculas de la matriz
extracelular, principalmente de colagenas
fibrilares en el parénquima pulmonar. En
la investigacion bdsica de la FP, la
bleomicina se ha utilizado como el principal
agente fibrogénico en modelos animales.
Durante los Ultimos afios, el modelo de
bleomicina desarrollado en ratones trasgé-

nicos se ha empleado para elucidar in vivo el papel
de un gran ndmero de biomoléculas involucradas en

la FP.

INTRODUCCION

Las bleomicinas son una familia de glicopéptidos
aislados del hongo Streptomyces verticillus, iden-
tificados inicialmente por Umezawa, en 1966. La
bleomicina es un agente antineoplasico atractivo
debido a que tiene un efecto minimo como mie-
losupresor e inmunosupresor; sin embargo, su
eficacia terapéutica se ve limitada por su toxici-
dad pulmonar pues induce heumonitis y fibrosis
pulmonar (FP) en forma dosis-dependiente®-3.

El potencial de la bleomicina para inducir FP
experimental fue observado inicialmente en pe-
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ABSTRACT

Bleomycin is a glycopeptide used for cancer treat-
ment, but the therapeutic potencial of this drug is
limited by its lung toxicity. The cytotoxic effect of
bleomycin is dose-dependent and involves pneu-
monitis that proceeds to lung fibrosis (LF). Alveo-
lar epithelial cells are the main target of bleomycin
induced injury. Alveolar epithelial cell death by a-
poptosis is considered as a key event in the initia-
tion and progression of LF, that is characterized by
excessive deposition of extracellular matrix, mainly
fibrilar collagens in the lung parenchyma. Bleomy-
cin has been used as the main fibrogenic agent in
animal models in LF basic research; in recent years,
a bleomycin model developed in transgenic mice
has been used to elucidate the in vivo role of a
great number of biomolecules involved in LF.

rros, por Fleischmann, en 1971. Posteriormente
se utilizaron mamiferos pequefios como hamsters
y cobayos. En 1978, Snider reporté y popularizé
la administracion de bleomicina en forma intratra-
gueal. Desde entonces, el modelo de bleomicina
ha sido ampliamente utilizado en la investigacion
basica de la FP*.

ESTRUCTURA DE LA BLEOMICINA
Las bleomicinas comparten la misma estructura

central, pero pueden diferir en el tipo de carbo-
hidratos y cadenas cargadas positivamente que
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contienen?, Presentan diferentes dominios fun-

cionales:

a) Dominio de unién a metales: este dominio
contiene atomos de nitrégeno que coordinan
al metal, formando un complejo octaédrico
con éste. La union de la bleomicina con me-
tales de transicion como Fe (II) y Cu () y en
presencia de oxigeno puede catalizar el corte
del DNA de cadena sencilla y de cadena do-
ble, ademés de generar especies de oxigeno
reactivas®41°,

b) Dominio de unién al DNA: la pirimidina de la
bleomicina, en colaboracién con el grupo bi-
tiazol, son responsables de la unién con el
DNA. Las cargas positivas del grupo bitiazol
favorecen la union electrostatica de la bleomi-
cina con el DNA; esta union puede ocurrir por
intercalacion o a través de interacciones con el
surco menor? &1,

¢) Carbohidratos: la bleomicina puede estar gli-
cosilada con a-D-manosa y a-L-gulosa. No se
conoce con precision el papel de los carbohidra-
tos, pero existen evidencias de que pueden mo-
dular la afinidad de la bleomicina por el DNA?28,

MECANISMOS DE ACCION DE LA
BLEOMICINA

Para activarse la bleomicina requiere de la unién
con un metal de transicién reducido [Fe (Il) o Cu
(D], la presencia de una molécula de oxigeno y
un agente reductante. La bleomicina activa ejer-
ce su efecto citotoxico a través de la generacion
de especies de oxigeno reactivas y por dafio di-
recto al DNA y RNA%10-13,

Dafio al DNA: estudios in vitro han mostrado
gue la bleomicina puede cortar directamente el
DNA de cadena sencilla y cadena doble, causando
cambios globales en la morfologia de los cromo-
somas. El dafio de la bleomicina sobre el DNA es
dosis-dependiente. Ademas, se ha determinado
gue el efecto de la bleomicina es dependiente del
ciclo celular (el cual es mayor en las células que
se encuentran en la fase G1 y G2/M del ciclo
celular) y del estado de activacion transcripcional,
siendo mas susceptible la eucromatina que la
heterocromatina. La bleomicina no interfiere di-
rectamente con la replicacién del DNA, ni con la
sintesis del RNA y de las proteinas®!L.

Dafio al RNA: recientemente se ha propuesto
gue el RNA es un blanco potencial de la bleomi-
cina. Se ha demostrado in vitro que el RNA pue-
de ser degradado por hidrdlisis directa o en forma
indirecta por la generacion de radicales libres®2.

Generacion de especies de oxigeno reactivas:
la bleomicina activa puede generar radicales hi-
droxilo, superéxido y peréxido de hidrégeno, que
reaccionan rapidamente con cualquier molécula
en forma inespecifica, oxidando lipidos, proteinas
y acidos nucleicos?s.

HIDROLASA DE BLEOMICINA

Las proteasas de cisteina son un grupo importante
de enzimas que incluye a la familia de las caspa-
sas, calpaina y papaina. La hidrolasa de bleomi-
cina (enzima inactivadora de la bleomicina) es una
proteasa de cisteina incluida en la familia de la
papaina con base en la secuencia de aminoaci-
dos conservada en el dominio catalitico. Es expre-
sada en bacterias, levaduras, aves, reptiles y ma-
miferos; en estos ultimos, se ha demostrado un
patrén de expresion tejido-especifico. La hidro-
lasa de bleomicina desamina y, consecuente-
mente, inactiva la bleomicina; el metabolito dea-
mido-bleomicina carece de citotoxicidad y es
incapaz de cortar al DNA. En lineas celulares de-
rivadas de tumores resistentes al dafio inducido
por bleomicina, se ha demostrado que éstas ex-
presan altos niveles de hidrolasa de bleomicina,
las cuales, al ser tratadas con el inhibidor E-64
(tras-epoxisuccinil-L-leucilamido-4-guanidino-bu-
tano), un inhibidor especifico de proteasas de cis-
terna, son sensibilizadas al dafio. Estas evidencias
sugieren que la hidrolasa de bleomicina participa
de forma importante en el metabolismo celular
de la bleomicina y en el desarrollo de resisten-
Cia a esta droga*!#-16,

FIBROSIS PULMONAR INDUCIDA POR
BLEOMICINA

Como terapia anticancerigena, la bleomicina pue-
de ser administrada en forma intravenosa, intra-
muscular o subcutdnea; su eliminacién ocurre
principalmente por via renal durante las primeras
24 horas después de administrada. Por otro lado,
la bleomicina puede ser desactivada por la enzi-

REV INST NaL ENF Resp  Mex

Enero-Marzo 2006, SegundaEpoca, Vol. 19 N°1

www.iner.gob.mx



ma hidrolasa de bleomicina, la cual se expresa
predominantemente en higado, bazo, intestino,
rifién y médula ésea.

Se ha propuesto que la toxicidad de la bleomi-
cina, que ocurre principalmente en pulmoén y piel,
se debe a la ausencia de hidrolasa de bleomicina
en esos organos. En la piel, la bleomicina produ-
ce hiperpigmentacién dérmica, dermatitis y es-
cleroderma (esclerosis dérmica), proceso fibroti-
co caracterizado por la acumulacién de proteinas
de la matriz extracelular en la piel; en pulmoén,
produce neumonitis intersticial, la cual puede
progresar hacia FP3%7,

La neumonitis inducida por bleomicina ocurre
en un 46% de los pacientes bajo quimioterapia,
de los cuales muere el 3%. La neumonitis puede
empezar gradualmente durante el tratamiento o
desarrollarse meses después de su término. El
efecto de la bleomicina es dosis-dependiente; se
estima que, en enfermos que han recibido una
dosis mayor a 300 mg, la incidencia de neumo-
nitis intersticial es del 3 al 5%, mientras que en
los tratados con mas de 500 mg es del 20%.
Ademas de la dosis, la edad es otro factor de
riesgo para el desarrollo de neumonitis y FP pues
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la susceptibilidad aumenta en pacientes mayores
de 70 afos; sin embargo, también se ha repor-
tado en pacientes jovenes®.

La neumonitis inducida por bleomicina esta
caracterizada por dafio al epitelio alveolar, me-
taplasia del epitelio bronquial, dafio a la mem-
brana basal, infiltrado de células inflamatorias en
los alvéolos y septos alveolares y dafio endote-
lial (Figura 1). Estudios en enfermos han revela-
do que el dafio pulmonar inducido por bleomi-
cina puede progresar a fibrosis cuando la
alveolitis no se resuelve adecuadamente y no
ocurren la regeneracion epitelial y endotelial. El
desarrollo de fibrosis involucra un desequilibrio
en el metabolismo de la matriz extracelular
caracterizado por la acumulacién excesiva de

colagenas fibrilares en el parénquima pulmo-
nar1,3,6,17—20.

MODELOS EXPERIMENTALES DE
FIBROSIS PULMONAR

Mucho de lo que actualmente conocemos sobre
la patogénesis de la FP proviene de estudios reali-
zados en animales. Los métodos convencionales

Inflamzeite

i s
Migravidn y profiferacidn de

/) Ebrablastos

Figura 1. Esquema del modelo animal de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina.
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para inducir FP experimental incluyen la instila-
cién directa de un agente fibrogénico (asbesto,
silice, bleomicina, etcétera) a través de la traquea
o la exposicién a radiacion toracica de un animal
susceptible.

La instilacién intratraqueal de bleomicina es ac-
tualmente el modelo mas popular para el estudio
in vivo de la FP. El raton (Mus musculus) es la es-
pecie mas utilizada, debido a que presenta varias
ventajas sobre otras especies; entre las mas impor-
tantes: genoma bien caracterizado, ciclo reproduc-
tivo corto, camadas grandes, tamafio pequefio, y
bajo costo de manutencion en bioterios.

Los efectos de la toxicidad pulmonar por
bleomicina en humanos son similares en el raton.
La administracion intratraqueal de bleomicina pro-
duce dafio directo al epitelio alveolar, que pue-
de liberar citocinas y factores de crecimiento que
participan como quimioatrayentes de células in-
flamatorias y fibroblastos (Figura 1). Tres dias pos-
instilacién hay aumento en la celularidad de los

septos alveolares debido a la infiltracion de célu-
las inflamatorias, principalmente macréfagos
y neutrofilos. Desde el dia seis hasta un mes, hay
un aumento sostenido de linfocitos que pueden
influenciar la proliferacién de fibroblastos y la sin-
tesis de colagena, liberando factores de creci-
miento profibrogénicos. A los 14 dias posinstila-
cién se pueden observar cambios difusos y
multifocales que consisten en hiperplasia epite-
lial y fibrosis intersticial e intraalveolar. Después
de 21 dias se pueden observar focos grandes de
fibrosis en forma difusa, caracterizados por la pre-
sencia de fibroblastos y miofibroblastos y por el
deposito de colagenas fibrilares (Figura 2)8.

Tecnologia de la transgénesis en el estudio
de la fibrosis pulmonar

Los grandes avances en el entendimiento de la FP
coinciden, entre otros, con la tecnologia de la trans-
génesis. El Consorcio de Secuenciacion del Geno-

Figura 2. Cambios
histolégicos observa-
dos en el pulmén de
un raton tratado con
bleomicina. A) Pulmon
de un animal control,
B) Infiltrado de células
inflamatorias en los
espacios alveolares
después del trata-
miento con bleomici-
na, C) Foco de fibro-
sis, D) Depésito de
colagenas fibrilares
(flechas). Tincién HE
(ABC) y tricrémica de
Masson (D) 10X.
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ma de Ratén publicé la culminacién del analisis
del genoma de la cepa C57BL/6J en diciembre de
2002. Este suceso contribuyd al desarrollo de la tec-
nologia de la transgénesis, ofreciéndonos la opor-
tunidad de manipular genes especificos para deter-
minar su funcién en el contexto del organismo
completo. El modelo de FP inducida por bleomici-
na desarrollado, tanto en animales trasgénicos
como knockouts, ha sido muy Util para comprender
los mecanismos moleculares que llevan a la enfer-
medad, asi como para probar tratamientos con di-
versas drogas y descubrir genes blanco para el de-
sarrollo de terapia. Los ratones knockout o nulos son

aquellos que carecen de la expresién de un gen
especifico, es decir, un gen blanco se elimina de su
genoma o se produce una mutacion en el gen blan-
co, generando pérdida de la funcion”-e,

En la Tabla | se citan algunos de los animales
knockout o nulos que han sido utilizados en el
estudio de la FP.

DARNO EPITELIAL PULMONAR INDUCIDO
POR LA BLEOMICINA

La apoptosis de las células del epitelio alveolar ha
sido implicada como un mecanismo que condu-

Tabla I. Ratones modificados genéticamente utilizados en el estudio de fibrosis pulmonar inducida por

bleomicina.

Moléculas

Referencias

Citocinas y receptores

Interleucina-4

Interleucina-5

Interleucina-9

Interleucina-10

Interleucina-12

Interleucina-18

Factor de crecimiento tipo insulina —IA
Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Factor de crecimiento transformante-alpha
Factor de necrosis tumoral-alpha

Fas ligando

Factor estimulador de granulocitos
Interferébn gamma

Proteina tipo-10 inducida por IFN-y

Fas (CD95)

CXCR3

CC-R2

CD28

Sistema fibrinolitico

Fibrindgeno

Activador del plasmindgeno tipo urokinasa
Inhibidor del activador del plasminégeno

Moléculas de adhesion

Molécula intercelular de adhesion tipo 1
Selectina L

Selectina E

Metaloproteinasas de matriz e inhibidores especificos

Matrilisina
Gelatinasa B
Inhibidor tisular de metaloproteinasas

Estrés oxidativo

Superéxido dismutasa
Gamma-glutamil-transpeptidasa
p47phox

IL-4 /) 26
IL-5 ¢ 27, 28
IL-9 ¢/ 29
IL-10 ¢ 30
IL-12 ) 31
IL-18 ¢ 32
IGF-1A() 33
PDGF-B /) 34
TGF-o) 35
TNF-o/7) 36
FasL¢) 22,23
GMC-SF) 37, 38
IFN-y ¢/ 39
IP-10¢/) 40
Fast/) 22,23
CXCR3t") 41
CC-R2t7) 42
CD28¢) 43
FGA) 44
u-PA¢" 45
PAI-1¢7) 46
ICAM-1¢/) 47
L-selectint/?) 47
E-selectint/?) 48
MMP-7¢/) 49
MMP-9¢/) 50
TIMP-1¢/) 51
Ec-SOD ¢ 52, 53
GGT M) 54
p47phox /) 55
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ce al desarrollo de FP. La apoptosis es un tipo de
muerte celular controlado genéticamente y con-
servado a nivel evolutivo. Existen dos vias de
apoptosis: la extrinseca, mediada por receptores
de muerte transmembranales (por ejemplo, Fas/
FasL) y la caspasa-8, y la intrinseca mediada por
la mitocondria (por ejemplo estrés oxidante) y las
caspasas 8y 9.

Evidencias derivadas, tanto del modelo in vivo
como de experimentos in vitro, sugieren que las
células del epitelio alveolar son el principal blanco
de la bleomicina; sin embargo, los mecanismos
moleculares por los cuales la bleomicina induce
apoptosis al epitelio alveolar no se conocen con
precision.

Utilizando el modelo de bleomicina, Hagimoto
(1997) demostré por RT-PCR, que el mRNA de
Fas y FasL esta sobreexpresado en el pulmén de los
animales tratados y, por hibridacion in situ, obser-
varon que las células del epitelio alveolar y bron-
quial expresan Fas, lo cual estuvo asociado con
zonas en donde se detectaron células apoptoti-
cas. En otro modelo en ratén, la inhalacion del
anticuerpo antiFas produjo apoptosis de células
epitelio-alveolares, inflamacién y el desarrollo de
fibrosis. Por otro lado, se ha demostrado que la
neutralizacién de FasL utilizando anticuerpos
reduce el infiltrado de células inflamatorias, pre-
viene la apoptosis de células epiteliales y el de-
sarrollo de fibrosis en el modelo de bleomicina?:.

Posteriormente, para investigar el papel del
sistema Fas/FasL en el desarrollo de FP inducida
por bleomicina, Kuwano (1999) utiliz6 ratones
portadores de la mutacion lpr, deficientes de Fas
y ratones portadores de la mutacién gld, que son
deficientes de FasL y los trataron con bleomici-
na. Observaron que el contenido de hidroxipro-
lina, el nimero de células epiteliales-alveolares
apoptoticas y la tasa de mortandad fue menor
en los animales mutantes, comparados con los
silvestres?,

Aoshiba, (2000), utilizando los mismos ratones
gue Kuwano, demostré que el desarrollo de la
respuesta inflamatoria y fibrosante fue similar en-
tre los mutantes /pr, gldy silvestres, y observo la
presencia de células apoptéticas en el epitelio
bronquial y alveolar, aun en ausencia del sistema
Fas/FasL. La conclusién mas importante de este
trabajo fue que el sistema Fas/FasL no es un pre-

requisito para el dafio pulmonar inducido por
bleomicina y el desarrollo de fibrosis, y que exis-
ten mecanismos apoptoticos que no estan basados
en las interacciones Fas/FasL. Tales mecanis-
mos pueden incluir la produccidn de especies
reactivas de oxigeno, la sintesis de citocinas pro-
inflamatorias como el TNF-ay TGF-f3, o la expre-
sion de genes proapoptdticos como p53, Bax y
angiotensina I1%,

La bleomicina es un agente capaz de produ-
cir sustancias deficientes en electrones, tales
como radicales hidroxilo, superdxido y peréxido de
hidrégeno; estas especies reactivas de oxigeno
dafian biomoléculas, alteran el estado redox de
las células y han sido implicadas en la induccion
de muerte celular por apoptosis (Figura 1).

Recientemente, Wallach-Dayan (2005) trata-
ron células epiteliales alveolares (MLE) con
bleomicina, y reportd que, después del trata-
miento, hay produccion de especies reactivas
de oxigeno, activacién de la caspasa 8y 9,y
apoptosis. También demostraron que el sistema
Fas/FasL no esta involucrado directamente en la
induccién de apoptosis, ya que ésta fue blo-
gueada al utilizar inhibidores de las caspasas 8 y
9, y por el glutation (un antioxidante); sin em-
bargo, no tuvieron efecto anticuerpos que blo-
quearan el sistema Fas/FasL. Estos datos confir-
man que la bleomicina induce apoptosis a través
de la via mitocondrial o intrinseca y que es de-
pendiente de la generacion de especies reacti-
vas de oxigeno; no obstante, es importante se-
flalar que el sistema Fas/FasL representa un
mecanismo de amplificacidn de la apoptosis in-
ducida por bleomicina?.

CONCLUSIONES

El modelo de bleomicina es un buen modelo ex-
perimental de enfermedades fibrosantes con etio-
logias conocidas, como la fibrosis secundaria a
neumonitis por hipersensibilidad, o a tuberculo-
sis que, en general, responden al tratamiento con
antiinflamatorios; sin embargo, no representa un
modelo analogo a la fibrosis pulmonar idiopatica,
enfermedad crénica, progresiva y letal, de etio-
logia desconocida® que representa la entidad mas
comun y agresiva de las enfermedades pulmona-
res intersticiales difusas.
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La principal limitante del modelo de bleomi-
cina es que la duracidn del proceso fibrosante es
corto y depende de la dosis de la droga. La ma-
yoria de los investigadores se han concentrado en
las etapas tempranas del modelo y han utilizado
tiempos cortos, por ejemplo, 21 y 28 dias. Existen
muy pocos trabajos en donde se haya caracteri-
zado la etapa tardia del modelo; ademas, la
bleomicina generalmente se administra en dosis
Unica, y hay reversion después del proceso fibro-
sante, lo cual es poco comin en humanos y no
representa el proceso crénico y progresivo de la
FP. Las caracteristicas histolégicas observadas
a largo plazo estan asociadas con cambios enfise-
matosos, también es importante considerar la via
de administracién de la bleomicina, ya que deter-
mina diferencias importantes en la distribucién de
las lesiones. La instilacién intratraqueal produce
una distribucién bronquiolocéntrica de la fibro-
sis. El dafio pulmonar observado cuando se admi-
nistra la bleomicina en forma intravenosa o intrape-
ritoneal no tiene un patrén bronquiolocéntrico; el
sitio inicial de dafio es el endotelio y estructuras
perivasculares del parénquima subpleural.

Aunque la mayoria de los modelos animales
pueden replicar las caracteristicas bioquimicas y es-
tructurales de la enfermedad, la historia natural de
la respuesta inflamatoria y fibrosante puede diferir
significativamente entre humanos y ratones, por lo
gue es crucial tener cuidado con la extrapolacién de
datos de modelos animales a humanos.
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