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INTRODUCCION

Fibrosis pulmonar

La fibrosis pulmonar (FP) es el resultado final de varios padecimientos
heterogéneos que afectan al parénquima respiratorio y que se conocen como
enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) (1).

Se han descrito mas de 150 diferentes EPID y aproximadamente el 60% de ellas
tienen una causa identificable como por ejemplo, la inhalacion de particulas
inorganicas (silice, asbesto) u organicas (proteinas de aves, hongos, bacterias
termofilicas), o el uso de diversos medicamentos como por ejemplo la bleomicina.
El 40% restante son de causa desconocida, dentro de las cuales destaca la
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), que se considera la entidad mas agresiva de las
enfermedades fibrosantes del pulmén de todas las EPID con una sobrevida

promedio de 2-3 afos después de realizado el diagnostico (1,2).

La FPI se caracteriza por la migracién, proliferacion de fibroblastos, cambio
fenotipico a miofibroblastos y la remodelacién inapropiada de la matriz
extracelular, que resulta en un aumento exagerado de moléculas de matriz
extracelular que incluye a las colagenas intersticiales lo que trae como
consecuencia una extensa desorganizacion estructural del parénquima pulmonar
donde las unidades alvéolo-capilares responsables del intercambio gaseoso se
pierden progresivamente y son reemplazadas por fibrosis y quistes, lo cual resulta
en la perdida irreversible de la arquitectura del pulmén que conlleva a la

incapacidad respiratoria y a la muerte de los individuos (3)



Los mecanismos patogénicos responsables de la respuesta fibrosante
pulmonar no se conocen con precision y recientemente se ha propuesto que las
EPID pueden seguir dos caminos celulares diferentes para el desarrollo de una
respuesta fibrosante (3,4).

En la mayoria de las EPID la respuesta fibrotica se asocia a una inflamacion
pulmonar cronica no resuelta (via inflamatoria) que se perpetua hasta dar lugar a
una fase caracterizada por la proliferacidén de fibroblastos y el deposito exagerado
de matriz extracelular en el intersticio pulmonar (3).

Por el contrario, la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), representa un proceso
fibrético independiente de la inflamacion, caracterizado por una comunicacion
anormal entre células epiteliales y mesenquimatosas (3, 4, 5, 6). En este caso,
(via epitelial), las células del epitelio alveolar y bronquiolar aberrantemente
estimuladas secretan las citocinas y factores de crecimiento responsables de la
migracion y proliferacion de fibroblastos la formaciéon de los focos de
fibroblastos/miofibroblastos en el intersticio del pulmon afectado adyacentes a
sitios donde ocurre el dafo epitelial y de hecho, el numero de focos fibroblasticos
observados en una biopsia pulmonar mantiene una estrecha relaciéon con la
mortalidad de los individuos (7).

El papel que juega la apoptosis es muy importante, ya sea durante el
mantenimiento de la homeostasis del pulmén o en la patogénesis de distintas
enfermedades pulmonares como la Fibrosis Pulmonar Idiopatica. La muerte
celular excesiva o la resistencia a ésta ocasionan la pérdida del balance de las
actividades celulares del organismo (homeostasis) todo depende del tipo celular

involucrado y el microambiente del pulmén afectado (8).



Apoptosis.

La muerte celular es un proceso biolégico fundamental para el mantenimiento y
homeostasis de los tejidos. Existen basicamente 2 tipos de muerte celular, la
necrosis y la apoptosis. La necrosis o muerte accidental resulta por la agresiéon o
dafio directo a la célula y se caracteriza por pérdida de la integridad de la
membrana celular y liberacidn del contenido citoplasmatico, lo cual conduce a un
proceso inflamatorio alrededor de la célula muerta, debido a la liberacién del
contenido celular y moléculas proinflamatorias (9).

La apoptosis o muerte celular programada, afecta a las células en procesos que
no involucran inflamacion y se inicia cuando la célula activa su propia
autodestruccion, mediante una serie de eventos en cascada que incluyen, entre
otros, la translocacién del fosfolipido fosfatidilserina del interior hacia el exterior de
la membrana celular, la despolarizacion del potencial de membrana mitrocondrial,
la liberacion del citocromo C, la activacion de caspasas (proteasas de cisteina), la
ruptura del DNA y condensacion de la cromatina y el decremento del volumen
celular, acompafiado por la formacién de los cuerpos apoptoticos(10).

Nuevos estudios indican que la apoptosis se regula de manera tipo celular y tejido
especifica; por esta razén, la regulacion de la apoptosis en los distintos tipos

celulares es actualmente un area creciente en investigacion(11).

Un gran numero de investigaciones confirman el papel que juega la apoptosis en
la remodelacion del tejido pulmonar después de un dafio agudo. Al eliminar el

exceso de células epiteliales después de la reparacion y para la eliminacion



normal del exceso de células mesenquimales del espacio alveolar.(12) Es por eso
que la apoptosis se encuentra presente ampliamente en pacientes con FPI, ya que
nuevas lineas de investigacion sugieren que la apoptosis de ciertos tipos celulares

determina tanto la patogénesis como la resolucion de la lesion fibrotica.(13, 14)

Se han descrito dos vias que conducen a la apoptosis, la extrinseca y la
intrinseca(figura 1).La via extrinseca o de los "receptores de muerte" establece
conexiones con el espacio extracelular, recibiendo sefales pro-apoptoticas desde
el exterior y actua a través de receptores. Dos familias de receptores se han
identificado con estas caracteristicas: el receptor Fas y el receptor para el factor
de necrosis tumoral (TNFR-1) (15). La proteina transmembranal Fas en su
dominio intracelular interacciona con un factor intermedio denominado FADD
(factor associated death domain) y una vez formado el complejo activa a las
caspasas-8 y -10. TNFR actua de manera similar, pero su porcion intracelular se
une a complejos intermedios como el Tradd (TNF receptor associated death
domain) y Raidd (receptor associated interleukine death domain), y de esta
manera activan caspasas "iniciadoras" de la apoptosis. La union del ligando de
Fas a su receptor (APO-1 o CD95) induce apoptosis en células que expresan el
receptor. Fas estda ensamblado como un trimero, el cual presenta un cambio
conformacional en respuesta a la union con su ligando. Entonces, en el dominio
citoplasmico del receptor se ensambla un complejo de sefalizacidon que
comprende un segmento de cerca de 80 residuos de aminoacidos llamado el
dominio de muerte. La transduccion de la sefial involucra la unién de este dominio

con una molécula adaptadora FADD. El dominio N-terminal de FADD recluta a la



procaspasa-8. La caspasa 8, una de las llamadas caspasas iniciadoras, es
activada por las altas concentraciones locales de la procaspasa-8, a través de su
actividad autoproteolitica, lo cual subsecuentemente activa a las caspasa-3 y -7
también conocidas como caspasas rioabajo o efectoras, llamadas asi por sus
sitios de accion en la cascada proteolitica, las cuales pueden actuar en un amplio
rango de sustratos, a la fecha se han detectado mas de 60, los cuales se pueden
dividir en dos categorias: proteinas reguladoras de apoptosis los cuales son
activadas o inactivados por escision, y proteinas estructurales cuyo corte es
requerido para el desensamblaje ordenado de la célula (16, 17).

La via intrinseca o mitocondrial esta regulada por proteinas de la familia de Bcl-2,
ejerciendo su accion sobre la mitocondria. Las proteinas pro-apoptoticas de la
familia de Bcl-2, son reguladas por muy diversos eventos de entre los cuales
destacan: escision, cambios conformacionales, fosforilacion y desfosforilacion
dinamica(18), produce un poro en la membrana externa de las mitocondrias que
permite la liberacidn de numerosas proteinas del espacio intermembranal, entre
ellas el citocromo C. Una vez en el citosol, el citocromo C activa un complejo
protéico llamado "apoptosoma"”, que activa directamente a la caspasa-9. Una vez
que la caspasa-9 esta activada, ésta activa a las caspasas efectoras como la
caspasa-3, lo que desencadena las Uultimas fases de la apoptosis. La via
mitocondrial puede conectarse también con la via de receptores de muerte, ya que
una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a la
proteina Bid, lo que provoca la apertura del poro mitocondrial y la activacién de la

caspasa-9 (16,19).



La activacidon de la caspasa-8 funciona como un intermediario entre la via
extrinseca y la intrinseca, ya que una vez activada, la caspasa-8 corta a Bid, un
miembro de la familia Bcl2, para formar Bid truncada o tBid, el cual se transloca a

la mitocondria y activa a las proteinas proapoptéticas Bax y Bak.(20)
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Figura 1 Esquema que ejemplifica de manera general las 2 vias apoptéticas. Mol Immunol
2006; 43:1729-1740.

Tanto la via intrinseca como la extrinseca terminan con la activacion de las
proteasas de cisteina llamadas caspasas, que ejecutan la apoptosis. Las
caspasas cortan su sustrato hidrolizando siempre el enlace peptidico donde un
residuo de aspartato participa con el carbonilo del enlace amida y son sintetizadas
como zimoégenos. De los 14 diferentes tipos de caspasas identificados en

mamiferos, 11 se han encontrado en humanos. Dependiendo de su papel en la



ejecucion de los eventos apoptoticos, las casapasas generalmente se dividen en
dos grupos: iniciadoras (caspasa 2, 8, 9y 10) y efectoras (caspasa 3, 6 y 7). Una
caracteristica que distingue a las caspasas iniciadoras de las efectoras es la
presencia de uno o mas dominios adaptadores que son esenciales para su
funcidén. Los blancos de las caspasas incluyen proteinas del citoesqueleto, las
cuales son necesarias para el mantenimiento de la viabilidad celular y cuya

degradacion progresiva lleva a la muerte celular (20).

Puesto que la regulacion negativa de los genes involucrados en la apoptosis
mediante su metilacién, afecta todos los aspectos de la apoptosis, desde su
iniciacion hasta su ejecucion (21), trataré el tema brevemente, ya que fue de

interés para el presente trabajo.

Epigenéticay Metilacion del DNA.

La epigenética estudia las modificaciones en la expresion génica que no se deben
a alteraciones en la secuencia del DNA. Estas modificaciones son reversibles y
transmisibles durante la mitosis o la meiosis y controlan el repertorio correcto del
programa genético que determinara la expresion diferencial de genes que regulan
el fenotipo de las células. Las modificaciones epigenéticas incluyen la metilacion
del DNA y la metilacion o acetilacion de las histonas (22).

La metilacion es una modificacion covalente que consiste en la adicién de un
grupo metilo en el carbono 5’ de residuos de citosina (C) lo cual resulta en la

formacion de 5-metilcitosina (m5C). Aproximadamente 1% del total de las bases



del DNA, en células somaticas humanas son citosinas metiladas y, por lo tanto,
afecta del 70% al 80% de todos los dinucledtidos CpG en el genoma (22, 23).

La metilaciéon ocurre en fragmentos de DNA de 0.5 a 5kb con “clusters” o
agrupaciones de dinucleotidos en regiones ricas en GC que son designadas como
islas “CpG” y se encuentran principalmente localizadas en la region del promotor y
dentro del primer exdn, aunque algunas islas CpG se pueden encontrar,
ocasionalmente, dentro del cuerpo del gen o en la region 3’ (24).

En el humano, aproximadamente el 60% de los genes estan asociados con islas
CpG, pero la gran mayoria de estos genes no se metilan en ninguna etapa del
desarrollo (25). La metilacion del DNA genomico en mamiferos es catalizada por
las DNA metiltransferasas (DNMT) que utilizan S-adenosil-L-metionina como
donador de grupos metilo. Las DNMTs pueden dividirse en dos grupos, las
llamadas de novo, que incluyen a la DNMT3a y 3b y las de mantenimiento, que
incluyen la DNMT2, 3A, 3B, 3L y la DNMT1. Durante la replicacion del DNA, la
DNMT1 se encarga de adicionar el grupo metilo en las citosinas de la cadena
recién sintetizada, manteniendo asi la memoria del estado metilado en la célula
hija a través de las divisiones celulares. Por otro lado, se ha observado que la
actividad enzimatica de las DNA metiltransferasas se encuentra aumentada en
células tumorales, comparada con la de los tejidos normales (26).

La metilacion afecta de manera directa la transcripcion, debido a la interferencia
generada por el dinucle6tido m5CpG entre el factor de transcripcion y el promotor,
mientras que de manera indirecta, como resultado de la interferencia generada
por proteinas que se unen al dinucleétido m5CpG que bloquean la unidon con

factores de transcripcidon(Figura 2). Hasta ahora se han descrito diversas proteinas



de union a DNA metilado que interfieren con la transcripcion: MeCP1 MeCP2,

MBD1, MDB2, MBD3, KAISO (26).
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Figura 2 Esque que ejemplifica el efecto de la metilacion en las islas CpG dentro del
promotor. La presencia de metilacion en estas islas cambia el ambiente molecular de la
region promotora impidiendo la transcripcién. Oncogene, 2002; 21: 5427-5440

Los cambios en los patrones de metilacion pueden ocurrir de dos formas, ya sea
como hipometilacion o hipermetilacion. La hipometilacion esta generalmente
asociada con la reactivacion de genes, mientras que la hipermetilacion esta
relacionada con el silenciamiento de genes. La represion de genes a través de un
proceso de hipermetilacion actua sobre genes asociados a distintos procesos

celulares, como por ejemplo: genes implicados en la reparacion del DNA, la



respuesta hormonal y la eliminacion de tumores. Asi mismo, la metilacidén
constituye un mecanismo de regulacion en procesos como la diferenciacion, la
impronta gendmica y la inactivacion del cromosoma X (27,28).

La hipermetilacion es probablemente resultado de un proceso lento y progresivo
en comparacion con la subita aparicion de una mutacion y, aunque hasta ahora no
se sabe con exactitud como se origina, existen dos teorias para explicar cémo
inician los eventos de hipermetilacién:

- La primera sugiere que la hipermetilacidon aberrante se extiende de centros
normales de metilacion adyacentes al area libre de metilacion (29) y la segunda
propone que una nueva metilacion es “implantada” y subsecuentemente ésta
“atrae” mas eventos de metilacidn; este ultimo es el modelo que se ha propuesto
para explicar la metilacién del gen de la glutation-S- transferasa en cancer de
préstata (30).

La represién de genes a través de metilacidn representa un proceso con enormes
repercusiones en la expresién génica y desempefa un papel clave en el desarrollo
y la progresion de diversas patologias, en particular, en el cancer. Diversos
estudios muestran que en diferentes tipos de cancer, incluyendo el de mama,
pulmédn, vejiga, higado y cerebro, el silenciamiento de genes por hipermetilacion,
es un proceso que puede favorecer la progresidn y perpetuacidon de la
enfermedad, lo cual se debe en parte a que muchos de los genes que se
encuentran hipermetilados, como por ejemplo p14ARF, DAPK, TMS1, y p16 son
genes supresores de tumores y participan en el proceso de apoptosis y se ha

demostrado que existe una asociacion directa entre el grado de metilacion con el



grado y el desarrollo del cancer, esto debido a que al estar inactivados estos
genes, las células cancerosas son resistentes a la muerte celular. (31,21).

TMS1.

El blanco de silenciamiento inducido por metilacion 1, o TMS1 por sus siglas en
ingles, es una proteina bipartita que consiste en un dominio pirina (PYD) N-
terminal y un dominio de reclutamiento de caspasas (CARD) C-terminal. Dada su
estructura, funciona como proteina adaptadora en la regulacion de la via NF-kB
y/o apoptosis (25). El locus TMS1/ASC esta conformado por tres exones y
comprende una region de 1.5kb en el cromosoma 16p11.2. El transcrito codifica
para una proteina de 22-kDa. Se ha visto que TMS1 induce apoptosis de una
forma caspasa-8 dependiente, y se sabe que puede interactuar con Ipaf, y
caspasa-8. También puede regular la actividad de la caspasa-1 y bloquear la
activacion rio abajo del factor nuclear kappa B(NF-kB). El papel de TMS1 es de
interés, ya que es regulado negativamente mediante la metilacion del DNA en
algunos canceres. El promotor de TMS1 contiene una isla CpG y carece de una
caja TATA canonica. La metilacion de las islas de CpG esta acompanado de
cambios en la estructura de la cromatina, lo cual resulta en la pérdida de un sitio
hipersensible a DNasa, hipoacetilacion de histonas H3 y H4, y silenciamiento de

genes (21).

DAPK.
La familia DAPK es una nueva subfamilia de cinasas proapoptéticas de
serina/treonina, que consiste en por lo menos cinco miembros, los cuales se

expresan en varios tejidos y son capaces de inducir apoptosis. Esta familia esta



involucrada en ambas vias apoptoéticas, la intrinseca y la extrinseca. Sumado a
esto, la desactivacion de DAPK disminuye la induccién de p19ARF/p53, lo que da
como resultado la inhibicion de la via apoptética dependiente de p53. EI miembro
mas estudiado de esta familia es DAPK, cuyo gen se localiza en el cromosoma
9g34.1. DAPK contiene un dominio de muerte en su extremo carboxilo terminal, y

fue inicialmente aislado como un mediador positivo de apoptosis inducida por IFN-

Y (33).

p16ink4a.

La proliferacion celular depende de la regulacion del ciclo celular y de la
apoptosis. Una de las muchas moléculas que estan implicadas en la regulacion del
ciclo celular es p16, la cual inhibe la union de las ciclinas con las cinasas
dependientes de ciclinas (CDK4 y CDK9) de la fase G1 (34). p16 participa en la
actividad transcripcional de la célula en varios niveles: inhibe la fosforilacién de la
proteina de retinoblastoma (pRb), inhibe directamente a NFk-B, regula la actividad
de Myc, e inhibe a la Cinasa dependiente de ciclina 7 (CDK7).

Aunque actualmente el papel que juega p16 en la regulacion de la apoptosis no es
del todo claro, ya se ha logrado identificar que p16 es capaz de regular la
apoptosis en lineas celulares de células cancerosas pulmonares no pequefias
(NSCLC por sus siglas en inglés) en las cuales p53 es funcional y que este
proceso puede estar relacionado no solo a la regulacion negativa/ hipofosforilacidon
de pRB sino, en una reduccién de la expresion de la proteina antiapoptotica

bcl-2. (35)



El locus INK4a/ARF humano se localiza en el cromosoma 9 en 9p21, comprende
dos genes, INK4 y ARF que codifican para las proteinas p16INK4a y p14ARF. El
promotor del exdn 1 del gen INK4a presenta una isla CpG, el cual al estar metilado
inhibe la transcripcién (36). El analisis de la secuencia del promotor de ARF reveld
que posee islas CpG y una region TATA ausente. Se ha visto que p16ARF es

regulado negativamente por procesos de metilacion.

Caspasa-8.

La caspasa-8 tiene un papel importante y no redundante en la apoptosis mediada
por receptor. Esta forma un complejo con la molécula adaptadora FADD y con una
molécula receptora como FasR, para establecer lo que es conocido como
complejo de senalizacion muerte-inducida. Una vez que el complejo se ha
formado exitosamente, este transmite una sefal del receptor a las caspasas
efectoras, lo que resulta en la activacién de una “cascada mortal de caspasas’.

En la lista de receptores que transmiten una sefial de muerte a través de caspasa-
8 se incluye Fas, TNFR1, DR3, DR4 y DR5. (37). El gen de la caspasa-8 o CASP8
se localiza en el cromosoma 2 en la banda q33-34, una region eliminada

frecuentemente, en tumores humanos (38).



OBJETIVO

Analizar el estado de metilacidon de los genes CASP8, DAPK, TMS1, y p16inkd4a

en DNA de pulmon de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica.

JUSTIFICACION

El silenciamiento de genes pro-apoptoticos a través de metilacion, constituye un
proceso que determina, en buena parte, la progresién de algunas enfermedades
como el cancer. En la fibrosis pulmonar idiopatica se cree que la presencia y
permanencia de los focos de fibroblastos se puede deber a que estos sean
resistentes a la apoptosis. Sin embargo, en la FPI los estudios encaminados al
analisis de la regulacion epigenética son practicamente nulos y por ello en este
trabajo nos enfocamos a estudiar el estado de metilacion de algunos genes

relacionados con la apoptosis.



METODOLOGIA.

Muestras.

Se utilizaron muestras de tejido congelado que fueron obtenidas en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias a partir de biopsias de pulmén de
pacientes diagnosticados con fibrosis pulmonar idiopatica (n=4). Los tejidos se
congelaron en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80 °C hasta su uso.
Adicionalmente, también se utilizaron muestras correspondientes a focos de
fibroblastos que fueron adquiridos por micro-diseccion laser de tejidos incluidos en
parafina (n=3) mediante la técnica de LCM (del inglés Laser-capture
microdissection) con el equipo PixCell Il LCM system (Arcturus Engineering,
Mountain View, CA.).

Extraccion de DNA

De los tejidos congelados se tomaron de 50-60 miligramos y de éstos se extrajo el
DNA utilizando el estuche de extraccion Puregen (Gentra, Inc, CA, USA) de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Brevemente, se afiadieron 300 pl de
la solucidon de lisis la cual contiene un detergente anidénico que se encarga de
romper la membrana de las células, ademas de un estabilizador de DNA que
neutraliza la actividad de DNasas intracelulares y también de las DNasas que se
encuentran en el ambiente. Después de incubar durante 3 horas a 55 °C con
Proteinasa K, el RNA de la muestra se elimind con una solucion de RNasa 1 (10
mg/ml). Posteriormente, las proteinas se precipitaron y el DNA de las muestras se
recupero y resuspendio en 300 pl de etanol al 70% y centrifugd a 12 000 g durante

1 min. Finalmente, el DNA se reconstituydé en 100 pl de una solucion



amortiguadora  de Tris-EDTA  (hidroximetil-aminomentano y  acido
etilendiaminotetracético).

La extraccion de DNA de los focos de fibroblastos se realizé con el kit PicoPure
DNA Extraction Kit (Arcturus) incubando las muestras con proteinasa-K durante 24
horas a 65°C y después inactivando la proteinasa durante 10 min a 95 °C.

La concentracion de DNA extraido en cada una de las muestras se determind con

el espectrofotometro Nanodrop 1000 (Termo Scientific MA,USA).

Evaluacion del grado de Metilaciéon

Tratamiento con bisulfito de sodio

Para analizar el estado de metilacion, 1 uyg de DNA de cada uno de los tejidos
congelados y 100 ng de DNA proveniente de los focos de fibroblastos, fueron
tratados con bisulfito de sodio, utilizando para ello el estuche Epitec Bisulfite
(Qiagen). Mediante este procedimiento, los residuos de citosina que no estan
metilados son convertidos en uracilos, mientras que las citosinas metiladas
permanecen sin cambio. EI DNA tratado con bisulfito de sodio se cuantificd con el
espectrofotometro Nanodrop 1000 (Termo Scientific MA,USA) vy utilizado
inmediatamente o congelado a -20 °C.

PCR especifico para metilacion (MS-PCR)

El estado de metilaciéon de los genes DAPK, TMS1, p16 y caspasa-8, se analizo
mediante la técnica de PCR especifico para metilacion (MS-PCR), por sus siglas
en inglés). En esta técnica se utiliza como molde el DNA modificado con bisulfito
de sodio y dos pares de primers( oligonucleotidos o iniciadores) que reconocen

sélo la region promotora del gen, uno de los cuales amplifica si la region esta



metilada y que no se modificé con el tratamiento de bisulfito y que se puede
discriminar de la secuencia no metilada, con un par de primers que amplifica los
uracilos (que provienen de las citocinas no metiladas) (39). Para la reaccién de
amplificacion, se utilizaron ~50 ng de DNA modificado con bisulfito de sodio, 20
mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM de KCI, 2 mM de MgCI2, una mezcla de nucledtidos
200 uM de cada uno, 1 uM de cada primer, 1.25 unidades de la enzima Taq Gold
PCR (Roche, Branchburg, NJ) y 5% de DMSO, todo en un volumen de 25 pl. La
desnaturalizacion de todas las reacciones se llevd a cabo a 94° C mientras que la
temperatura de elongacion fue de 72° C. La temperatura de alineacion y el
numero de ciclos vario en funcion de los primers (Tabla 1).

Controles de metilacion.

Como controles de amplificacion para MS-PCR, en cada una de las reacciones se
incorporo una muestra de ~2 ng de un DNA comercial que no esta metilado y un
DNA que fue quimicamente modificado para que todas las citocinas estuvieran
metiladas (Chemicon, Tamecula CA, USA). Estos DNAs fueron tratados con
bisulfito de sodio, como se describié anteriormente. Adicionalmente, para el control
negativo se incluyeron tubos que contenian toda la mezcla de reaccioén pero sin
DNA.

Analisis de resultados.

Para el analisis de p16 y TMS1 los productos de MS-PCR se corrieron en geles de
agarosa al 2% pretefidos con bromuro de etidio. Para DAPK y Caspasa-8, los
productos de amplificacion se corrieron en geles de poliacrilamida al 6% en buffer

TBE (Tris-borato-EDTA) y después se tifieron durante 30 minutos con bromuro de



etidio. Para cada muestra de tejido, los productos de MS-PCR con los primers que
amplifican el gen metilado (M) y el no metilado (U) se corrieron juntos. Todos los
geles se corrieron a voltaje constante de 100V en buffer TBE y se observaron bajo
luz UV.

Para obtener la imagen, los geles se digitalizaron con una camara digital Kodak

DS120 utilizando el sistema de fotodocumentacion Kodak Digital Science (Kodak,

NY, USA).

Gen Secuencia Temperatura de Ciclos
Alineacion (°C)

plé UF 5’- TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3’ 68 33

UR 5’-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3’
MF 5’-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3’
MR 5’-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3’

Casp8 UF 5’- GATGTGAGGTGATTTATGAG-3’ 56 34
UR 5’-CACAACAACCTACAACTCAATTTCCCT-3’
MF 5’-GACGCGAGGCGATTTACG-3’ 64

MR 5’-CGACCACGTACGCGAAAACTCGCG-3’

TMS1  UF 5’-TTGTTGGAGGGTAATGGA-3’ 58 35
UR 5’-CCCACAAAAATACACCCATA-3’
MF 5°- CGATTTTGGCGTTTTTCGACGTT-3’ 65

MR 5°- CCGCTCACCCCGCTACAACCGC-3’

DAPK UF 5’- GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT -3> 62 33
UR 5°- CAATCCCTCCCAAACACCAA -3’
MF 5’ - GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC-3’
MR 5’ - CCCTCCAAACGCCG-3’

Tabla 1.- Secuencias de primers, temperatura de alineacion y ciclaje utilizados
para MS-PCR.




RESULTADOS.

Una condicion indispensable y crucial para el analisis de metilacion mediante MS-
PCR es la conversion de las citocinas no metiladas por uracilos en el DNA
genomico. Este proceso se lleva a cabo a través del tratamiento del DNA con
bisulfito de sodio. En este trabajo se utilizé el estuche comercial Epitec Bisulfite
(Qiagen) convierte el 99.5% de las citocinas no metiladas y mantiene esta
condicion estable por mas de 30 dias.

Para analizar el estado de metilacion de las muestras, se utilizaron dos pares de
primers (Tabla 1), uno designado para amplificar el gen no metilado en su
promotor y otro que amplifica si esta metilado. Esta combinacién resulta en
productos no metilados (U) y metilados (M) de diferentes tamaros, en reacciones
para la misma muestra.

MS-PCR en tejidos congelados.

p16y TMS1.

La figura 3 muestra el resultado para el ensayo de MS-PCR del gen p16. Como
puede observarse, en todas las muestras de tejidos se observa la banda
correspondiente al producto de amplificacion no metilado (U) con un tamano
aproximado de 151 pb. Sin embargo, ninguna de estas muestras amplificd con los
primers para la secuencia metilada (M).

Para el gen TMS1, el analisis por MS-PCR arrojé los mismos resultados que para
el gen p16. Como se observa en la figura 4, en las muestras de tejidos solo se
observa la banda de amplificacion de ~272 pb correspondiente al alelo no metilado

de TMS1.



Tanto para p16 como para TMS1, los controles de DNA no metilado y DNA
metilado amplificaron con su respectivo par de primers y no hay producto de

amplificacion en el control negativo de la reaccién que lleva agua en lugar de DNA.

DNA DNA
FPI FPI FPI FPI NO METILADO METILADO H,0

Figura 3. Gel de agarosa al 2% que muestra los productos de amplificacion del gen p16
en tejidos de pulmdn congelado obtenidos por MS-PCR.

DNA DNA
FPI FPI FPI FPI NO METILADO METILADO H,0

272pb
207pb

Figura 4. Gel agarosa al 2% que muestra el resultado del analisis de metilacion por MS-
PCR para el gen TMS1 en muestras de tejido congelado de pacientes con FPI.

DAPK

Para el gen DAPK se encontré que el 100% de los tejidos analizados por MS-PCR
presentan una banda de amplificacién de ~106 pb con los primers M, lo cual indica
gue en las muestras se presenta el alelo metilado. Asi mismo, todas las muestras
amplificaron con los primers U y en el gel se observa la banda correspondiente

con un tamafo aproximado de 98 pb (Figura 5). Asi mismo, los controles positivos



amplificaron correctamente con su correspondiente par de primers y los negativos

sin DNA no amplificaron.

DNA DNA
NO METILADO METILADO

Figura 5. Gel de poliacrilamida al 6% que muestra el resultado del analisis de metilacion
por MS-PCR para el gen DAPK en muestras de tejido congelado de pacientes con FPI.

106pb
98pb

CASPASA-8

El resultado del analisis de MS-PCR para el gen de caspasa-8 se muestra en la
figura 6. Todos los tejidos amplificaron con los primers no metilados y en ellos se
observa la banda correspondiente de 165 pb. Sin embargo, solo en 1 de las cuatro
muestras de tejidos se pudo amplificar la banda de 212 pb correspondiente al alelo
metilado. Los controles positivos amplificaron correctamente y en los negativos no

se observaron bandas de amplificacion.

DNA DNA
FPI  NOMETILADO METILADO H,0

212pb

165pb

Figura 6. Gel de poliacrilamida al 6% el resultado del andlisis de metilacién por MS-PCR

para el gen Caspasa-8 en muestras de tejido congelado de pacientes con FPI.



MS-PCR de focos de fibroblastos.

Se analizaron 2 muestras de DNA proveniente de DNA de focos de fibroblastos
aislados por LCM de tejidos incluidos en parafina de pacientes diagnosticados con
FPI y una muestra de un paciente diagnosticado con bronquiolitis obliterante con
neumonia organizada (BOOP) La cual se incluyo para hacer un comparativo de
los focos de fibroblastos ya que en esta patologia, a diferencia de la FPI, si se
resuelve el exceso de celulas mesenquimales. En estas muestras sélo se realizé
el analisis de metilacion para los genes p16 y DAPK.

Para p16 se encontré que las dos muestras de FPI amplificaron unicamente para
el alelo metilado mientras que en la muestra de BOOP sélo se amplifico el que no
esta metilado (Figura 7). Por otro parte, para el gen DAPK se observo que una
muestra de FPI presenté la banda de amplificacion correspondiente al alelo

metilado (Figura 8).

DNA DNA
BOOP no metilado metilado H,O

Fig.7 Gel de agarosa al 2% que muestra los resultados de amplificacion por MS-PCR del
gen p16 de tejidos incluidos en parafina.

150pb

151pb

DNA DNA
no metilado metilado H,O

BOOP

L 106pb
98pb

Figura 8. Gel de poliacrilamida al 6% del analisis de metilacion por MS-PCR para
DAPK en muestras de tejidos incluidos en parafina de pacientes con FPI'y BOOP.




DISCUSION Y CONCLUSIONES

La metilacion del DNA es un fendmeno epigenético que se sabe tiene un papel
importante en la etiologia de distintas enfermedades cronicas, de entre las cuales
destacan diferentes tipos de cancer. Diversos estudios sugieren que la
hipermetilacion de la region promotora afecta la respuesta apoptética de ciertos
tipos celulares en distintos 6érganos, esto debido a que muchos de los genes que
se encuentran hipermetilados son genes que participan en la muerte celular por
apoptosis.

Una caracteristica fundamental de la FPI es la formacion de focos de fibroblastos
en el intersticio pulmonar y una probabilidad de que estos fibroblastos
permanezcan y se perpetuen es que éstos sean resistentes a la apoptosis. En
este contexto, la apoptosis juega un papel decisivo tanto en el mantenimiento de
la homeostasis normal del pulmoén asi como en la remodelacion asociada con la
enfermedad fibrosante pulmonar, asi mismo la apoptosis en las células epiteliales
puede ser un factor decisivo en esta patologia, ya que, puede generar un
ambiente profibrético por si mismo, aunque también puede ayudar a resolver la
correcta reparacion del dano al eliminar el exceso de células del espacio alveolar,
después de la correcta reepitelizacion.(8).

En este estudio analizamos el estado de metilacién de algunos genes involucrados
en la respuesta apoptotica (p16, Caspasa-8, TMS1 y DAPK) en DNA de tejidos
congelados de biopsias de pacientes con FPl y en DNA derivado de focos de
fibroblastos recolectados por LCM. Mediante la técnica de MS-PCR, en este
trabajo encontramos que el gen DAPK se encuentra metilado en su region

promotora en todas las muestras de tejidos congelados y sélo en una de estas



muestras también se observo para caspasa-8. En estas mismas muestras el
resultado indica que TMS1 y p16 no se encuentran metilados.

Por otra parte y sorpresivamente, el analisis de DNA de focos fibroblasticos indico
gue en las dos muestras de FPI el promotor de p16 se encuentra completamente
hipermetilado, lo cual no ocurre con la muestra de BOOP y para el gen DAPK, s6lo
se encontro metilacion en una muestra de FPI.

El hecho de que en muestras de pulmon de pacientes con FPI se haya encontrado
metilacion positiva para los genes DAPK y p16 es un hallazgo importante, ya que
estos son considerados como genes pro-apoptoticos y que se hayan encontrado
metilados, podria ser indicativo de que en esta enfermedad, estos genes podrian
estar apagados y sugiere que en estos pulmones haya células resistentes a la
apoptosis.

De los resultados encontrados, quizas el de DAPK sea el mas consistente ya que
se encontré metilado en muestras de tejido congelado y de focos de fibroblastos.
Sin embargo, resultd muy interesante que el estudio de metilacién para p16 fuera
negativo en tejidos congelados, pero positivo en DNA de los focos, aunque en este
caso solo fueron 2 muestras. Este ultimo resultado toma una gran importancia, ya
que se ha sugerido que los fibroblastos de los focos son resistentes a la apoptosis
y de hecho se ha observado que fibroblastos de focos fibroblasticos de pacientes
con FPI presentan una menor actividad apoptética en comparacién con los
fibroblastos de pacientes con BOOP (40). Mas recientemente, se ha observado
que células mesenquimatosas derivadas de pacientes con dafio pulmonar agudo
persistente adquieren un fenotipo anti-apoptético a través de la activacion del

mecanismo de sobrevivencia celular inducido por PI3K-Akt 10). En este sentido,



la hipermetilacion de p16 en los focos de fibroblastos podria ser en parte, uno de

los mecanismos que regulan el “fenotipo anti-apoptatico” de estas células.

El resultado de metilacion positivo que encontramos para Caspasa-8 en sélo uno
de los tejidos de FPI nos sugiere que hace falta un estudio mas profundo para
determinar el papel que juega caspasa-8 en la Fibrosis Pulmonar Idiopatica.

La apoptosis es un fendmeno que se genera todo el tiempo en el pulmén, pero las
repercusiones de este proceso afectan dependiendo del tipo celular que se
encuentre en el contexto, es por eso que para estudios posteriores se podrian
utilizar microdisecciones para obterner cada estirpe presente en la arquitectura del
pulmén y asi, saber exactamente qué sucede con la epigenética en los diferentes
tipos celulares.

Finalmente este estudio sugiere que la metilacion del gen DAPK y p16 puede
tener un efecto profibrosante al generarse la represion de dichos genes. Esto a su
vez originaria una resistencia a la apoptosis en tipos celulares especificos como
los fibroblastos y miofibroblastos, los cuales son los responsables del depdsito

excesivo de matriz extracelular caracteristico de la fibrosis pulmonar idiopatica.
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