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RESUMEN

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad cronica, de causa y mecanismos
patogénicos desconocidos que hasta hoy en dia no tiene ningun tratamiento efectivo. La FPI se
caracteriza por un dafio constante al epitelio alveolar junto con la activaciéon posterior de éste
epitelio. Esto, da lugar a una excesiva migracién, proliferacion de fibroblastos y diferenciacion a
miofibroblastos, estos Ultimos producen cantidades excesivas de proteinas de matriz extracelular
principalmente de colagena tipo | y Il dando como resultado final la destruccion de la arquitectura
pulmonar.

En la FPI hay una intrincada red de factores de crecimiento que se producen en el microambiente
fibrosante, de los cuales el factor transformante beta 1 (TGF-B1) se ha demostrado posee un papel
importante en la patologia de la FPI. Este, aumenta la sintesis de la colagena a1 tipo | y ademas
incrementa la proliferacién de los fibroblastos.

Varios trabajos han demostrado que el sistema renina angiotensina a través de su efector principal
la angiotensina Il (Ang Il) participa en la patogénesis de la FPI, la Ang Il incrementa la sintesis del
TGF-B1 y promueve la apoptosis del epitelio alveolar. En la pasada década se encontré que la
renina tiene un receptor de membrana (receptor renina/prorenina), capaz de inducir una cascada
de sefializacibn y aumentar la produccion del TGF-B1 en varios tejidos de manera
independientemente de la generacion de la Ang Il.

En base a lo anterior es importante evaluar el papel de la renina en la FPI. El objetivo de éste
trabajo fue conocer cual es la funcion de la renina como un componente mas de los mecanismos
patogénicos de la enfermedad.

Se demostré que la renina esta sobre-expresada en fibroblastos procedentes de pacientes con FPI
asi como, en el tejido pulmonar. Ademéas de que observamos la presencia del receptor de renina
/prorenina (RRP) en fibroblastos y tejido pulmonar.

Mediante el uso de inhibidores farmacolégicos para bloquear la generacion de la Ang | vy
antagonizar al receptor AT, en fibroblastos pulmonares, se observé que la renina si ejerce un

efecto pro-fibrosante independiente de la Ang Il. El estimulo de la renina sobre los fibroblastos



pulmonares elevé los niveles del TGF-B 1, de la colagena a1 tipo | en fibroblastos y los niveles de
ERK 1/ 2 fosforilado. Asi mismo, el bloqueo de la renina mediante un RNA de interferencia causo
el efecto contrario disminuyendo la expresion de moléculas pro-fibrosantes. Por Gltimo se observé
que la renina modifica los niveles de expresion de la enzima MMP1 (metaloproteinasa de matriz 1).
Los resultados presentados en este trabajo indican que la renina puede ser uno de los mediadores
involucrados en la patogénesis de la FPI debido a su funcion dual, por un lado como un generador
de Ang | y por otro como un ligando del RRP, acciénes que parecen incrementar la expresion de
moléculas pro-fibrosantes. Nuestros resultados y los previamente reportados en la literatura
sugieren que la renina puede ser un blanco terapéutico a futuro o funcionar como un biomarcador

diagndstico y pronéstico de la fibrosis pulmonar idiopética.



INTRODUCCION.

FIBROSIS PULMONAR.

La fibrosis pulmonar es el resultado final de un grupo de desordenes conocidos como:
enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID), estas son diferentes en una variedad de
caracteristicas clinicas, radiolégicas Yy fisiolégicas, todas las EPID se agrupan de acuerdo a estas.
Varias de estas EPID son de etiologia conocida ya sea que surjan por la exposicion a compuestos
organicos (neumonitis por hipersensibilidad), particulas inorganicas (asbestosis, silicosis) o bien
pueden estar asociados a enfermedades colageno vasculares (escleroderma y artritis reumatoide).
Sin embargo, aproximadamente entre el 40 — 50% de estas EPID son de causa desconocida y se
clasifican como neumopatias intersticiales idiopaticas, la mas comun y agresiva es la fibrosis
pulmonar idiopatica (FPI) [1].

Con respecto a la secuencia de eventos patogénicos generalmente es aceptado que las EPID
inician como resultado de la activacién de una respuesta inflamatoria, que al no resolverse es
seguida por la proliferacién y la activacion de fibroblastos que deriva en la produccion y
acumulacion excesiva de proteinas de matriz extracelular principalmente de colagena tipo | y I,
finalizando con la destruccidn de la arquitectura pulmonar (fibrosis pulmonar).

Esta ruta o secuencia de eventos opera para la mayoria de las EPID pero no para la FPI. En este
contexto se han propuesto 2 rutas para el desarrollo de fibrosis pulmonar: 1) la ruta inflamatoria,
representada por todas las EPID distintas de la FPI, donde hay una clara, temprana y distinguible

fase de alveolitis y mas tarde una fase fibrética. 2) La ruta epitelial representada por la FPI [1-3].

FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA (ruta epitelial).

La FPI se define como una forma especifica de enfermedad intersticial difusa de causa
desconocida, limitada a los pulmones, que se caracteriza por un proceso epitelial-dependiente y de
la activacion de fibroblastos [4-6]. De manera general el diagnéstico de la FPI requiere: 1)
exclusién de otras EPID de causa conocida. 2) El patrén de una UIP (Usual Intersticial Pneumonia,

por sus siglas en inglés), en una tomografia de alta resolucion. 3) Biopsia pulmonar, caracterizada



por una marcada fibrosis, distorsion de la arquitectura pulmonar (tipo panal de abeja), presencia de
focos de fibroblastos, etc. [6]

La fibrosis pulmonar idiopatica es la forma mas comun y la mas agresiva de las enfermedades
fibrosantes del pulmon, es un padecimiento cronico, progresivo, de causa desconocida y letal,
que posee una prevalencia de entre 7-10/ 100 000 personas y una incidencia de 16 por cada 100
000 personas (estos datos fueron obtenidos en poblaciones de Estados Unidos y del Reino Unido).
Es una enfermedad, que afecta mas a los hombres que a las mujeres, el rango promedio de edad
de diagnéstico es de 66 afios. [7, 8]. En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias se
presentan 100 casos nuevos de FPI cada afio.

El dafio al epitelio y su activacion puede ser inducido por varios factores tales como los
ambientales, los genéticos, las agresiones comunes (fumar, la contaminacién, el reflujo
gastroesofagico, las infecciones virales y el envejecimiento) [7, 9]. En la FPI estos dafios
ocasionan una marcada disrupcion de la integridad del epitelio alveolar con presencia de varios
fenotipos alterados como son: células cuboidales (hiperplasia de neumaocitos tipo Il), células
epiteliales reactivas es decir, que producen una variedad de citocinas y factores de crecimiento
como el CTGF (factor de crecimiento del tejido conectivo), el PDGF (factor de crecimiento derivado
de plaquetas), el TGF-B1 (factor de crecimiento transformante B1) , el TNFa (factor de necrosis
tumoral), etc. [1, 10].

En esta patologia se dan varios procesos que promueven la perpetuidad de la fibrosis, como son:
a) Apoptosis del epitelio alveolar.

b) Pérdida de la membrana basal.

¢) La activacion de la cascada de coagulacion.

d) Falla en el proceso de re-epitelizacion

e) Aumento en la produccién del TGF-31

f) Incremento en la migracion y proliferacién de los fibroblastos y su posterior diferenciacion a
miofibroblastos, los cuales producen excesivas cantidades de proteinas de matriz extracelular
(MEC) principalmente la colagena tipo | y III.

Como fuentes adicionales de fibroblastos:



e Existe migracién de fibrocitos al sitio de la lesién.
e Se presenta la transicién epitelio-mesénquima
g) Finalizando con la destruccién de la arquitectura pulmonar [7, 9 y 11].

La superficie alveolar del pulmén estd compuesta por dos tipos celulares, el 95 % esta cubierta por
las células epiteliales tipo | que son planas y alargadas, su geometria es ideal para el intercambio
gaseoso y el 5 % restante por las células epiteliales tipo Il que son mas vulnerables al dafio.
Cuando hay un dafio en el epitelio alveolar (principalmente a las células epiteliales tipo 1) las
células epiteliales tipo Il inician el proceso de reparacién diferenciandose a células epiteliales tipo |
[12]. En ese sentido un paso importante es la rapida y eficiente re-epitelizacién, reintegrando la
superficie alveolar por neumocitos tipo | aunado a la recuperaciéon de la membrana basal, porque
una adecuada reparacion alveolar puede inhibir el desarrollo de la fibrosis, controlando Ila
proliferacion de fibroblastos y el depésito exagerado de matriz extracelular (por ejemplo el humo de
tabaco altera el correcto proceso de reparacion alveolar) [13, 14].

El proceso anteriormente descrito, se ve interrumpido en la FPI debido a la activacion de la
cascada de coagulacién. En condiciones normales, cuando hay un dafio al epitelio alveolar se
inicia el proceso de sintesis de una matriz extracelular provisional de fibrina y una eficiente y
organizada fibrindlisis promueve la restauraciéon de la arquitectura alveolar. Pero en la FPI la
remocion de la fibrina es lenta, la enzima uroquinasa activadora del plasminégeno promueve la
activaciébn de la enzima plasmina que es un paso clave en la remodelacion del tejido que
acompafia al proceso de reparacion, porque la plasmina induce la fibrindlisis, pero en la FPI hay un
incremento del PAI-1 (inhibidor del activador del plasminégeno 1) que se encarga de inhibir a la
uroquinasa activadora del plasminogeno. Entonces el PAI 1 inhibe el proceso de fibrindlisis y
ademas esta proteina es fuertemente inducida por el TGF-1, se ha observado que la inhibicién del
PAI-1 por un RNA de interferencia atenuda el desarrollo de la fibrosis pulmonar experimental en un

modelo murino de bleomicina [15-17].



DEGRADACION DE LAS PROTEINAS DE MATRIZ EXTRACELULAR.

La matriz extracelular es una estructura dinamica que juega un papel clave en la homeostasis y
arquitectura pulmonar. La matriz extracelular en el parénquima pulmonar comprende entre otras
proteinas varias colagenas (tipo I, [ll, 1V, V), la elastina, los proteoglicanos, los
glucosaminoglicanos, la fibronectina, la fibrilina, la laminina, la victronectina, etc. [18, 19].

El equilibrio entre la generacion de proteinas de matriz extracelular y su degradacién es un
proceso fundamental en la FPI, esta Ultima recae sobre las metaloproteinasas de matriz (MMPSs).
Las MMPs comprenden una gran familia de endopéptidasas dependientes de zinc, capaces de
degradar todos los componentes de la matriz extracelular. Estas son sintetizadas como zimégenos
con un péptido sefial que conduce a la ruta de secrecion. Se sabe que hay 24 tipos de MMPs en el
humano de las cuales cabe resaltar a las colagenasas y las gelatinasas que incluyen a la MMP1 y

la MMP2 respectivamente [20].

LA METALOPROTEINASA DE MATRIZ 1.

La MMP1 (colagenasa intersticial o colagenasa de fibroblastos), degrada a la colagena fibrilar (tipo
I 'y lll, que es la mas abundante), en los pulmones normales su expresién es muy baja. Se ha
reportado que en la FPI, la expresion de la MMP1 esta aumentada en el tejido pulmonar de
pacientes y aunque su expresion sugiere estar asociada con un efecto anti-fibrosante debido al tipo
de colagena que degrada, esta paradoja puede ser resuelta evaluando el lugar de la expresion de
la MMP1 que ha sido localizada en el epitelio alveolar lejos del intersticio. De ahi que la distribucion
de la MMP1 en la FPI la sugiere como un potencial regulador de la interaccion local entre el epitelio

y las células del mesénquima [18, 21].

LA METALOPROTEINASA DE MATRIZ 2.

La MMP2 procesa un extenso rango de sustratos de la matriz extracelular y otras proteinas como
el LAP del TGF-(3, el IGFBP (proteina de unién al factor de crecimiento parecido a la insulina), la
interleucina 1B [22, 23]. Es efectiva principalmente con la colagena tipo IV y otros componentes de

la membrana basal. La expresion de la MMP2 se ha encontrado elevada en tejidos pulmonares



procedentes de pacientes con FPI y estd incrementada en lavados bronquiolo-alveolares y en
modelos experimentales de fibrosis pulmonar. Esta enzima se ha encontrado en el epitelio alveolar
y en focos de fibroblastos. La MMP2 puede provocar la degradacién de la membrana basal

contribuyendo a la capacidad invasiva de los fibroblastos a los espacios alveolares.

EFECTOS DEL TGF-81 EN LA FPI

La familia del TGF- 3 es amplia, el TGF-B1 se secreta como un complejo latente, pero la estructura
madura del factor de crecimiento es una proteina dimérica de 25 kDa la cual esta asociada a una
proteina de latencia (LAP, por sus siglas en inglés ; Latency-associated protein), y éste a su vez se
une a otra proteina llamada proteina de union a TGF-B latente (LTBP) [24]. La activacion del TGF-f3
puede ser mediada entre otros por la trombospondina 1, las integrinas (avBf6 y avp8), por
protedlisis (plasmina), por acidificacion y mediada por especies reactivas de oxigeno, etc. [25]

El TGF-B actia modificando el patrén de expresion de sus genes blancos de manera dependiente
de Smads e independiente de estas.

Se han descrito mdltiples efectos del TGF- 8 en la FPI como:

1) Inducir el aumento en la sintesis de proteinas de la matriz extracelular como la colagena
tipo I y Il por medio de la via de sefializacién por Smads. Porque el promotor del gen de la
colagena | posee un sitio de unién a Smads (CAGACA situado en la posicién -263 a la —
258 pares de bases). También se ha reportado que no solo las Smads pueden inducir la
actividad del promotor del gen de la colagena I, sino que estas pueden unirse a otro factor
de transcripcion como el Spl y juntos cooperar en el aumento de la actividad
transcripcional del gen de la colagena |. [26-28].

2) Incrementar la expresion de la fibronectina, ya que, es bien conocido que la via canénica
del TGF-B1 indude la sintesis de proteinas de matriz extracelular, tanto por la ruta de las
Smads (Smad 3), como de manera independiente por la via de la p38MAPK y por la

activacion de la proteina cinasa Rho A junto con la caveolina 1 [29-31].



3)

4)

Disminuir la expresion de los componentes que se encargan de la degradacion de la matriz
extracelular como la MMP1, el estimulo con el TGF-B aminora la expresién de esta MMP
en fibroblastos [32].

Promover la transicion epitelio-mesénquima.

La transicién epitelio-mesénquima inducida por el TGF-B en células adultas se report6 por primera

vez por Miettinen Paivi J. et al, en células de cancer mamario. El estimulo con este factor de

crecimiento provocé la disminucién de una proteina de union entre células epiteliales llamada E-

caderina (actualmente usado como un indicador universal de esta transdiferenciacion). Esta

transdiferenciacion ocurre en la FPI, siendo el TGF-f uno de los mayores inductores ya sea de

manera dependiente de la via de sefializacion de las Smads o independiente de éstas. El TGF-f3

incrementa factores de transcripcibn como el SNAI y el Slug que regulan negativamente la

produccion de E-caderina y estos inducen en las células epiteliales el aumento de marcadores de

células del mesénquima, como son: la fibronectina, la a-actina de musculo liso, la vimentina, etc.

proporcionando una fuente mas de fibroblastos en el sitio de la lesion [33-35].

5)

6)

7

Se ha demostrado que el TGF-B aumenta la proliferacion de los fibroblastos de manera
directa, como lo reporté Fuentes Calvo Isabel et al en 2012, quienes encontraron que el
TGF-B promueve la proliferacion por medio de las rutas de sefializacibn Ras GTPasa
MAPK/ERK y PI3K/Akt. También lo puede hacer de manera indirecta, mediante la
induccion del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) [36-39].

Induce la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, estos Ultimos se pueden definir
como “fibroblastos parecidos a musculo liso” porque bien pueden representar un estado
intermedio entre fibroblastos y células de musculo liso. Los miofibroblastos expresan
marcadores caracteristicos como son: la a-actina de musculo liso (microfilamentos de
actina o fibras de estrés), la vimentina y la desmina. EI TGF-§ induce la expresion de a-
actina de musculo liso, debido a que el promotor de este gen posee elementos de
respuesta este factor de crecimiento como el CArG. [40-42].

Aumenta la expresion del CTGF, que es un agente de quimiotaxis de fibroblastos, de

proliferacion de estos y del depésito de coldgena [43, 44].
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Hay varios estimulos que inducen la producciéon de TGF-B1, en la Ultima década se describié que
la angiotensina Il, que pertenece al sistema renina-angiotensina participa en la fibrosis pulmonar

promoviendo la produccion de TGF- 31 [45-47].

SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

El sistema renina angiotensina se conoce principalmente por su participacion en la regulacion de la
presion arterial y el balance de electrolitos. Pero su funcién se ha ido extendiendo mas alla de esta
vision clasica, practicamente hay un sistema renina-angiotensina que actla de manera local en
cualquier érgano, participando en diferentes patologias como son: el glaucoma en el tejido ocular y
la fibrosis en el corazén, el pulmény el rifion [48, 49].

Este sistema consta de varias proteinas involucradas en una cascada de cortes enzimaticos para
poder producir el efector principal que es la angiotensina Il. El angiotensinégeno, un péptido que
es producido en el higado es cortado por la renina, produciendo la angiotensina | que sera sustrato
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) dando como resultado la produccién de la
angiotensina Il, que ejerce su efecto por medio de dos receptores el AT, y el AT, [50].
Adicionalmente se han descrito otras enzimas que participan en la generacion de otros péptidos a
partir del procesamiento de la angiotensina | o la angiotensina Il y estos poseen diversas funciones
biolégicas. Estas enzimas son la calicreina, la quimasa, la aminopeptidasa A, la aminopeptidasa
B/N y la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA 2), que se encargan de producir los
metabolitos llamados angiotensina Ill (Ang lll), angiotensina IV (Ang IV) y angiotensina 1-7 (Ang
1-7). Estos péptidos a su vez se acoplan a sus propios receptores; la angiotensina Il ejerce su
efecto a través del receptor ATs, la angiotensina IV por medio del AT, y la angiotensina 1-7
interactda con el AT,. Pero la Ang lll también tiene la capacidad de ejercer acciones por medio de

los receptores AT, y AT, que utiliza la angiotensina Il [51].

11



SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA Y SU RELACION CON LA FIBROSIS PULMONAR
IDIOPATICA.

De los diversos metabolitos producidos en el sistema renina angiotensina, los efectos de la
angiotensina Il son los mas descritos en la patogénesis de la FPI. La angiotensina Il induce
apoptosis del epitelio alveolar a través de su receptor AT,, incrementando los niveles de proteinas
importantes en la induccién de la apoptosis como son: el Fas, el FasL y Bax. Ademas se han
reportado otras vias por las que la Ang Il activa el proceso de muerte celular tales como: el
aumento de la produccién de especies reactivas de oxigeno junto con la posterior activacion de la
proteina p38MAPK, también se ha observado que la Ang Il puede inducir apoptosis por medio de la
fosfolipasa C/proteina cinasa C. De manera interesante recientemente se encontr6é que inclusive el
receptor AT, puede tener el mismo efecto que el AT, en la apoptosis. La Ang Il aumenta la
produccion del TGF- B1, el cual estimula la expresién de la colagena | [45, 52-60].

Se han reportado diversos efectos de los subproductos del sistema renina angiotensina en la
induccion de moléculas pro-fibrosantes. La Ang Ill aumenta la produccion de la colagena en
cardiomiécitos y se ha visto que también es capaz de inducir la fosforilacion de las cinasas ERK 1/
2 y a su vez incrementar la proliferacion celular a través del receptor AT;. La Ang IV aumenta la
produccion del PAI -1 e induce una mayor actividad del PI3K (fosfatidil-inositol 3 cinasa) por medio
del receptor AT,4, se conoce que el PI3K en la FPl aumenta la proliferacion de los fibroblastos, asi
como el incremento de la colagena a1 tipo I. Por el contrario se ha sugerido que la Ang 1-7 posee
efectos anti-fibrosantes (eje ECA2/Angl-7/receptor Mas), ya que disminuye la acumulacion de
coldgena y la proliferacion celular [61-72] .

Sin embargo en los Ultimos afios se ha sugerido que no solo la angiotensina Il y sus metabolitos
son la parte efectora este sistema, sino que también la renina puede actuar de manera
independiente de la generacion de la angiotensina | por medio de su propio receptor, el receptor

renina/prorenina.
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RENINA Y SU RECEPTOR

La renina es una aspartil-proteasa de aproximadamente 45-50 kDa, se compone de

406

aminoacidos, su gen esta localizado en el cromosoma 1 y es producida principalmente por el rifién.

La renina es secretada en 2 formas, una activa (renina) y otra inactiva (prorenina). Esta Ultima

tiene bloqueado el sitio catalitico por un propéptido que le impide el procesamiento del

angiotensinégeno [49].

Aminopeptidasa
B

—

Angiotensina IV Angiotensina Il

Receptor
AT4

hvd

Efectos pro-
fibréticos

Angiotensinégeno

Aminopeptidasa
A

—

Renina

Angiotensina |

ECA

Angiotensina Il

Receptor
AT1 AT2

Receptor

b

_—

ECA 2

Efectos pro-
fibréticos

Efectos
anti-
fibroticos

Receptor (pro) renina

Angiotensina 1-7

Receptor
AT7

l

Efectos
anti-
fibréticos

Esquema 1. Se muestra la generacion de los diferentes efectores del sistema renina-angiotensina,

asi como sus receptores. Dependiendo del metabolito generado el sistema puede ejercer efectos

contrarios, como promotor de la fibrosis o como protector de la misma.
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En 2002 Nguyen, et al. describieron una proteina de membrana que era capaz de unirse de
manera especifica a la renina y prorenina, la cual nombraron como el receptor renina/prorenina
(RRP). Este receptor es una proteina de aproximadamente 35 kDa compuesta de 350
aminoacidos, con un solo dominio transmembranal (esquema 2) y est4 localizada en el
cromosoma X, también se ha visto que el RRP esta ampliamente conservado entre especies como:

rata, raton, pollo, rana, caballo de mar, entre otros [73-75].

Union a reninal/prorenina

A

N-Terminal C-Terminal

Dominio
Transmembranal

Esquema 2. Se puede observar la estructura del receptor de renina/prorenina, el
receptor es de un solo dominio transmembranal, con un sitio de unién a renina y

prorenina.

La uniébn de prorenina a su receptor expone su sitio catalitico confiriéndole la capacidad de
procesar al angiotensindgeno. Se describi6 por primera vez en células mesangiales que la
interaccién de ambas (renina y prorenina) con el RRP, induce una cascada de sefializacion via
MAP cinasas (ERK 1/ 2), que deriva en el incremento de moléculas pro-fibrosantes tales como:
TGF-B1, PAI-1 y la coldgena a1 tipo | de manera independiente de la generacion de la
angiotensina | (esquema 3). Después en 2009 Melnyk, et al. reportaron en un estudio de
microarreglos que el RRP ademas de estimular la produccion del TGF-B1, también estimula otras
dos vias: la del SAPK/JNK y en menor medida la del receptor de la vitamina D, de manera
independiente de la angiotensina Il [76-79].

Posteriormente se empezo6 a describir que la expresion del RRP esta presente en varios tejidos
tales como: las células endoteliales, el tejido ocular pigmentado, la retina, las neuronas, los

cardiomiécitos, el tejido graso, los eritroblastos, la glandula pituitaria etc; en los cuales se observé
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que la renina tiene un efecto sobre la expresién de moléculas pro-fibrosantes y que la inhibicién de
éste receptor disminuye los efectos provocados por el estimulo de la renina [80-85].

Se sabe poco acerca de la via de sefializacién de éste receptor, pero trabajos de los Ultimos afios
han ido mostrando diferentes proteinas que se activan con el RRP. En el 2006 Shefe, et al.
reportaron que al estimular células Hela con la renina, se aumenta la activacion del factor de
transcripcion PLZF (promielocytic leukemia zinc finger, por sus siglas en inglés), que resulta el
aumento de la proliferacion celular via la activacion del PI3K y en otro estudio se observé que la
inhibiciébn del RRP disminuye la tasa de proliferacion de las células mesangiales. En los
cardiomiécitos este receptor aumenta la expresion de la proteina de choque térmico 27 (HSP27),
que se ha visto participa en el arresto del ciclo celular y confiere resistencia a la apoptosis. En la
retinopatia diabética el RRP aumenta el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF por sus
siglas en ingles), que también se ha descrito en modelos experimentales con bleomicina como una
molécula profibrosante (esquema 3). El VEGF se expresa en las células del epitelio alveolar, es un
inductor de la angiogénesis e induce la permeabilidad vascular, aunque su papel en la FPI ain no
esta bien descrito. En este sentido el RRP también aumenta mediadores de la inflamaciéon como
son el TNF-a y la interleucina 1B [71, 72, 86-95].

Recientemente se describi6 que el RRP también es capaz de funcionar como un agente
quimiotactico, puesto que en las células de aorta humana, el RRP aument6 la migracion celular por
medio de la reorganizacion del citoesqueleto a través de la activacion de las proteinas Rac 1-GTP
y Rho A-GTP. Ademas el RRP es capaz de aumentar el CTGF junto con el TGF 1 en un modelo
experimental de diabetes en ratas, en la FPI se ha visto que el CTGF es un potente agente
guimioatrayente. De manera interesante el RRP en las células mesangiales ayuda a la
transactivacién del receptor EGF (factor de crecimiento epidérmico), induciendo la fosforilacion de
la tirosina 1992 del EGF, proceso importante debido a que se ha visto que el EGF aumenta la
proliferacion celular de los fibroblastos pulmonares [96-98].

Otro proceso importante en la FPI es el aumento de especies reactivas de oxigeno, el RRP
aumenta el estrés oxidante de manera dependiente de la generacion de Ang Il e

independientemente (en células neuronales) y también eleva los niveles de las subunidades Nox 2
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y 4 de la enzima NADPH sintasa. En el 2011 Clavreul, et al. reporto que el RRP en células
embrionarias de rifion aumento los niveles de moléculas pro-fibrosantes (el PAI-1, el TGF-1 y la
fibronectina) y que este efecto era debido al incremento de la subunidad Nox 2, pero no de la Nox
4 [86, 99, 100].

Recientemente en un estudio de microarreglos en tejidos provenientes de pacientes con FPI se
observé que los genes asociados con el desarrollo pulmonar estan significantemente sobre
expresados. Dentro de estos genes esta el de la via del Wnt/B-catenina. Hay reportes que
muestran que la via del Wnt esta activada en la FPlI y que entre otros efectos induce la
proliferacion de fibroblastos, la activaciéon de los mismos y la sintesis de colagena tipo I, a este
respecto en el 2010 Cruciat, et, al. encontraron una relacion entre el RRP y la via del Wnt en la
que se sugiere que se requiere el receptor de la renina como parte del complejo del receptor del
Whnt, actuando como una especie de adaptador entre el LRP6 y la ATPasa-H" que al parecer

favorece la fosforilacién del LRP6 y por lo tanto la activacion de ésta via [101, 102].

Aunque hay evidencia reportada acerca de como el RRP favorece la via del Wnt/3-catenina no es
muy clara esta regulacion, ya que se ha visto que el RRP puede ser necesario para la debida
sefalizacion de la via Wnt/B-catenina (como una proteina accesoria), pero también se ha

encontrado que este mismo puede tener una funcién como un represor de la via [103, 104].

Se conoce muy poco acerca de la regulacion del RRP, en células Hela el factor de transcripcion
PLZF causa la disminucion de la expresion del RRP. Por el contrario la D- glucosa aumenta la
expresion del receptor de renina por medio del NFkB y el factor de trascripcion AP-1, asi como por
ERK/JINK/c-Jun. También se determiné en un modelo experimental murino de infarto al miocardio,
que el tratamiento antihipertensivo con lisinopril aumenté la expresion del RRP [89, 105].

Debido a toda la evidencia hallada en muchos tejidos es importante conocer ¢,cuél es el papel de
la renina en la fibrosis pulmonar idiopatica?, padecimiento de causa y mecanismos patogénicos
desconocidos. El estudio de la renina y su receptor puede contribuir a aumentar al conocimiento

existente sobre la patogénesis de la FPI y proveer un nuevo blanco terapéutico a futuro.
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Esquema 3. Se muestran las rutas que son activadas por el RRP y las proteinas que aumentan su
expresion. Proteinas que tienen que ver con el depésito de matriz extracelular, la proliferacion

celular, el estrés oxidativo, la resistencia a la apoptosis y los procesos inflamatorios.
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JUSTIFICACION

La fibrosis pulmonar Idiopatica es un padecimiento de causa desconocida y sin un tratamiento
efectivo. A la fecha no existen trabajos que determinen la influencia que puede tener la renina en el
desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopatica. Los hallazgos de este estudio contribuiran al
conocimiento de la patogénesis de la FPI y eventualmente podran abrir nuevas perspectivas

terapéuticas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del estimulo con renina en la expresion de moléculas pro-fibrosantes y el
resultado de la inhibicion de renina (ARN de interferencia), sobre la expresion de estas moléculas
en fibroblastos de pulmén humano.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Determinar el efecto en la expresion de la colagena a1 tipo |, del TGF-B1, la a-actina de
musculo liso y del receptor de renina/prorenina por el estimulo de renina recombinante en
fibroblastos de pulmén humano.

e Determinar el efecto de la inhibicién de la renina, en los niveles de expresion génica de la
colagena a1 tipo I, del TGF-B1, la a-actina de musculo liso, en fibroblastos de pulmén
humano.

e Determinar el efecto de renina sobre la expresién de la metaloproteinasas de matriz como
son: la MMP1y MMP2 asi como el efecto en la actividad gelatinolitica de la MMP2.

e Evaluar si la renina activa la via de sefializacion de ERK 1/ 2 en fibroblastos pulmonares.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos.

Renina recombinante (Cayman chemicals, Ann Arbor Michigan), anticuerpos secundarios ERK 1/ 2
(extracellular signal-regulated kinase), B-tubulina, a- actina de musculo liso, el receptor de reninay
el buffer RIPA fueron adquiridos de Santacruz Biotechnology (Santa Cruz, California). Anticuerpos
secundarios acoplados a peréxidasa (HRP) fueron obtenidos de invitrogen life technologies (Grand
Island, New York). Los farmacos captopril y losartan se adquirieron de SIGMA (St. Louis,
Missouri). Medio de cultivo Ham F12 Nutrient Mixture (invitrogen life technologies) y Suero fetal
Bovino. Trizol reagent (invitrogen life technologies), DNasa (Thermo scientific, Inc. Waltham,
Massachusetts), Kit transcriptase reversa (Clontech, Palo Alto, California), Master Mix de PCR y
sondas tag-man (Applied Biosystems, Foster City, California). La cuantificacién de proteinas se

hizo con el reactivo de Bradford (Biorad, Hércules, California)

Cultivo celular.
Se utilizaron fibroblastos control y procedentes de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica, se
propagaron incubandolos a 37°C, 5% CO,/95% de aire, en medio HAM F12, suplementado con

10% de suero fetal bovino hasta llegar a la confluencia requerida (80%-90%) en cajas T 25cm?.

Transcripcion Reversay PCR en tiempo real.

Se extrajo el RNA total de fibroblastos pulmonares control y procedentes de FPI, asi como de tejido
pulmonar con el reactivo de TRIZOL de acuerdo a las instrucciones del fabricante, brevemente: se
agrego el reactivo de trizol, se homogeneiz6 la muestra y posteriormente se le adicion6 cloroformo
para obtener las fases de separacion por centrifugacion (12 000 g). Se retiré la fase acuosa,
después se le adiciono a ésta fase isopropanol para precipitar al RNA y se centrifugo nuevamente
a 12 000 g. El pellet formado se lavé con etanol al 75%, se centrifugo a 7 500 g y se resuspendio el
RNA en 12uL de agua libre de nucleasas y se almacené a -70°C hasta su uso. Posteriormente 1ug
de RNA total fue tratado con lunidad de DNasa. Se obtuvo el DNA complementario mediante la

técnica de transcripcion reversa.
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La PCR en tiempo real se realizé utilizando 3 uL de DNA complementario, master mix 20X y las
sondas tag-man para el TGFB1, la colagena a1 tipo I, la a actina de musculo liso, la MMP1, MMP2
y la renina en un volumen final de 25uL. Para el receptor de renina se disefiaron iniciadores a partir
de la secuencia Gl: 15011917 usando el programa en linea Primer BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). Las secuencias de los iniciadores fueron las siguientes: 5'-
CATTGTCCATGGGCTTCTCT-3’ (sentido) y 5-GCATTCTCCAAAGGGTACGA-3’ (anti-sentido).

Para la PCR en tiempo real se usé SYBR1 Greeny 10 pmoles de cada iniciador.

Estimulos con larenina e inhibicién farmacoldgica con losartan y captopril.

Los fibroblastos de pulmén normales se plaquearon en cajas T 25cm?, se crecieron en medio HAM
F12 sin suero durante 24h. Posteriormente se retir el medio y se colocé medio HAM F12 libre de
suero. Antes de realizar las mediciones, se hicieron curvas de dosis en diferentes cultivos de
fibroblastos probando varias concentraciones de renina, captopril y losartan, hasta encontrar la
concentracion ideal (10nM de renina, captopril, losartan). Asi como, curvas de tiempo para la
extraccion del RNA total (3 horas de estimulo).

Una vez obtenidos la dosis y el tiempo se incubaron los fibroblastos con 10nM de la renina y en
paralelo otros cultivos de fibroblastos pulmonares fueron pre-incubados con 10nM captopril y 10
nM de losartan por lhora y después se le adicioné 10 nM renina. Ademas otro grupo de
fibroblastos se pre-trataron durante 1 hora con un anticuerpo contra el receptor de renina para
evaluar el papel de éste en los estimulos con la renina recombinante. Al término de los diferentes
tratamientos se extrajo el RNA total con el reactivo de TRIZOL y se almaceno hasta su uso a -

70°C.

Obtencién de medio condicionado y lisados celulares.

Para la obtencién del medio condicionado los cultivos de los fibroblastos pulmonares se lavaron 2
veces con PBS y se incubaron durante 24 horas en medio de cultivo Ham F12 libre de suero
para obtener el medio condicionado. Se colecto el medio de cultivo y se le adicion6 un coctel de

inhibidores de proteasas (Protease inhibitor cocktail set V, libre de EDTA, Calbiochem, Darmstadt
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Alemania) después se centrifugo a 3500 rpm para retirar los restos celulares. Se concentré 25
veces en columnas de didlisis (Millipore, Billerica, Massachusetts) de un tamafio de poro de 3000
kDa. Se determiné la concentracién de proteinas con el reactivo de Bradford, se alicuotd y
almacend hasta su uso a -70°C.

Los lisados celulares se realizaron con el buffer de extraccién de proteinas totales RIPA, se colecto
el lisado celular y se centrifugo a 12 000 g para retirar los restos celulares. Se cuantifico la cantidad

de proteinas, se alicuot6 y almacené hasta su uso a -70°C.

Western blot.

Todos los westerns blots se presentaron en condiciones desnaturalizantes/reductoras (SDS-
PAGE). Se utilizaron de 8-12 pug de proteina total en geles de poliacrilamida (8-10%). La
separacion de proteinas se realizé de la siguiente manera: todas la muestras se pre-incubaron 5
min a 100 °C con el buffer de carga, se cargaron en el gel y se separaron en una camara de
electroforesis durante 1hora con 20 min a 120volts. Al término las proteinas se transfirieron a una
membrana de PVDF (Biorad) por 30 min en una camara semi-seca (Trans blot SD, Semi Dry
transfer cell, Biorad). Posteriormente se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (el anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura
ambiente y el anticuerpo secundario 1 hora a temperatura ambiente). Se reveld utilizando
quimioluminiscencia (Pierce, west femto) mediante el sistema de deteccion Chemidoc XRS
(Biorad). Las densitometrias se realizaron utilizando el software Image Lab (Biorad laboratories,

Inc.).

Cuantificaciéon de colagena.

Se llevo a cabo con el kit de Sircol collagen assay (Biocolor Ltd, United Kingdom) en los medios
condicionados. La cantidad de medio condicionado se coloco de tal manera que todos tuvieran la
misma concentracion de proteina. Posteriormente se incubaron las muestras con el reactivo Sircol
Dye Reagent durante 30 minutos, se centrifugo a 12 000 g y el pellet se lavé 1 vez con el reactivo

acid-salt wash, se centrifugo a 12 000g y el pellet se disolvié y se ley6 a una longitud de onda de
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555nm. La concentracion de colagena se calculé extrapolando los valores de absorbancia con la

curva patrén de colagena.

Cuantificacion de TGF-g1.

Se midio la cantidad de TGF-B1 activo con 3 pg de proteina total de medio condicionado de
fibroblastos estimulados con renina recombinante usando un kit comercial de ELISA (Emax,
Promega, Madison, Wisconsin) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
muestras se colocaron con la misma concentracion de proteina, un grupo de muestras se pre-
trataron con acido (activacion del TGF-B) y otro grupo se dejé sin tratamiento. Se incubé la placa
de ELISA por 90 minutos, después se lavl 5 veces con TBS-T y se dej6 2 horas con el anticuerpo
secundario. Posteriormente se lavd 5 veces con TBS-T, se agregé la solucién sustrato, se detuvo

la reaccién con acido clorhidrico 1 N y se ley6 la placa a una longitud de onda de 450nm.

Inmunocitoquimica.

Los fibroblastos fueron cultivados en cubreobjetos (1x104 células) en medio libre de suero por 24
horas. Posteriormente se fijaron con una mezcla de acetona/metanol (1:1) a -20°C. Se incubaron
con un anticuerpo monoclonal anti-renina (ABD serotec, Kidlington, United Kingdom) a 37°C por
30 min, enseguida se coloc6 el anticuerpo secundario biotinilado cabra-anti inmunoglobulina G de
ratén (Biogenex, San Ramon, California) por 20 min. El sustrato para revelar fue 9-amino etil
carbazol (Biogenex). Los nlcleos de las células fueron contratefiidos con hematoxilina.

Las imagenes fueron capturadas en un microscopio Olympus con una camera Evolution MP. La
cuantificacion de la sefial se realiz6 usando el programa Image Pro Plus 4.5 y estd expresada en

densidad media de pixeles (DMP).

Zimograma de Gelatina
Para identificar la actividad gelatinolitica presente en el medio condicionado de fibroblastos
pulmonares estimulados con la renina se usaron geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) conteniendo

1mg/mL de gelatina. Cada carril se cargd con 0.3 pg de proteina total, se separaron las proteinas
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en una camara de electroforesis a 150 volts, se dejé el gel durante 24 horas en buffer de

incubacion y se tifio con azul de coomassie por 15 min.

RNA de interferencia.

La secuencia del RNA de interferencia se disefi6 usando el software de clontech:
http://bioinfo.clontech.com/rnaidesigner/. La homologia de la secuencia blanco fue corroborada
usando el BLAST. Posteriormente se sintetizaron 2 oligonucleétidos complementarios (Applied
Biosystems) y se clonaron en el vector pSIREN Retro Q-Tet vector (BD Clontech), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se alinearon los oligonucle6tidos (sentido y antisentido) se adicioné a
la mezcla de reaccion de ligaciéon 0.5uM de los oligonucleétidos para poder incorporarlos al vector
pPSIREN Retro Q-Tet. La transformacion de las bacterias competentes (cepa E. coli K1) se realiz6
adicionando 2pL de la mezcla de reaccion de ligacion, se incubaron en hielo por 30 min y después
se calentaron en bafio maria durante 45 segundos a 42°C. Inmediatamente se colocaron 950 pL de
medio SOC, después se incubaron por 60 min a 37°C en agitacion, al término de la incubacién se

sembraron las bacterias en medio selectivo para aislar a las clonas que incorporaron el plasmido.

Posteriormente se transfect6 el plasmido usando lipofectamina 2000 (invitrogen) en las células
empaquetadoras Retro pack PT67 (Clontech) y se incubaron por 24 h. Después se retird el medio
de cultivo, se lavé una vez con PBS y se colocé medio de cultivo completo dejandolas durante 72h.
Al término de este tiempo se retir6 el medio completo, se adiciono el medio de seleccion y se
aislaron colonias largas y sanas. Se propagaron las clonas seleccionadas y se colecto el medio de
cultivo que contiene las particulas viricas. Se centrifugo el medio colectado para descartar los

restos celulares, se alicuoté y almacend el medio de cultivo a -70° C hasta su uso.

Para la infeccién los fibroblastos pulmonares estos se cultivaron en placas de 6 pozos a una
densidad de 400,000 células por pozo. Se adicionaron 20uL de medio de infeccidn por cada pozo y
se incubaron 24 h. Posteriormente las células infectadas se seleccionaron con puromicina a una
concentracion de 0.5ug/mL. Las colonias seleccionadas se propagaron y después se les extrajo el

RNA total y las proteinas.
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RESULTADOS

Expresion de lareninay su receptor en muestras de pulmén y fibroblastos de pacientes con
FPI.

Primero se evaluaron los niveles de expresion de la renina y de su receptor a nivel del RNAm y
proteina en fibroblastos procedentes de biopsias de pacientes con fibrosis pulmonar idiopéatica y
control. En la figura 1 panel A; se muestra como los niveles del RNAm de renina estan aumentados
de manera significativa (10 veces mas, en los fibroblastos de pacientes con FPI con respecto al

control), no asi los niveles del receptor de renina, donde no se observd diferencia alguna (panel B).

ARNm de Renina / rR18s x 108

7 - B 14 -
[1}] i
6 - * g _n
| =
5 A :‘;"
4 J S @ 81
Y
31 T = °]
T E
2 A EE4-
8,
11 <
| 0
C FPI C FPI

FIGURA 1. Panel A) se observa la expresion de la renina en fibroblastos control y
procedentes de pacientes con FPI, donde hay una mayor expresion de la renina
en células de pacientes con FPI (*P<0.01). En el panel B) se representan los
niveles de expresién del receptor de la renina en fibroblastos control vs FPI, en
éste caso no se encontré ninguna diferencia en el nivel de RNAm.
El incremento de la renina observado en el RNAm fue corroborado por una inmunocitoquimica
(Figura 2). Los fibroblastos procedentes de pacientes con FPI mostraron una tinciébn mas intensa
para la renina comparadas con el control. El analisis de cuantificacion se realizé utilizando el
software Image Pro Plus 4.5, el resultado esta expresado en densidad media de pixeles (DMP),
este analisis evidencio una diferencia significativa en la intensidad de sefial de la renina (159 FPI

vs 125 en controles DMP).
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FIGURA 2. Se muestran los niveles proteicos de la renina por inmunocitoquimica.
Panel A y B) Fibroblastos de pacientes con FPIl. Panel C) Fibroblastos control.
Panel D) Control negativo. Se nota una mayor tincién en las células procedentes
de pacientes con FPI en comparacion con las células control. En el panel E) se
representa de manera cuantitativa la sefial observada en las inmunocitoquimicas
(expresada en densidad media de pixeles). Hay una diferencia significativa en los
niveles proteicos de la renina en fibroblastos FPI (*P<0.01).

También se evalud el nivel de la proteina del receptor de renina/prorenina en 3 lineas de

fibroblastos de pacientes con FPI y 3 lineas control por western blot. Los fibroblastos de pacientes
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con FPI presentaron una tendencia a tener una mayor cantidad del receptor de renina, pero la

diferencia no alcanzé significancia estadistica (Figura 3).
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FIGURA 3. Western blot del receptor de renina en diferentes lineas de fibroblastos control y de
pacientes con FPI en proteina total de lisados celulares, no se encontraron diferencias
significativas.

Del mismo modo los niveles del RNAm de la renina también se encontraron incrementados en las
muestras de biopsias pulmonares de pacientes con FPIl en comparacion con el grupo control
(Figura 4 A). Para el receptor de la renina solo se pudo observar una tendencia al aumento pero

sin significancia estadistica (Figura 4 B).
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FIGURA 4. Panel A) se observan los niveles de expresion de la renina los cuales se encuentran
elevados de manera significativa en biopsias procedentes de pacientes con FPI (*p<0.01). Panel

B) no hubo diferencias significativas en la expresion del RRP.

La renina estimulé la produccién de moléculas pro-fibrosantes de manera independiente de
la generacion de la Ang Il.

Para evaluar el efecto de la renina sobre la expresion del TGF-1 y la colagena a1 tipo I, se
estimularon fibroblastos normales con 10nM de renina recombinante y para saber si el efecto era

de manera independiente de los efectos de la angiotensina Il, se realizaron estimulos de manera
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paralela usando 2 farmacos, uno para inhibir la generacion de Ang Il (captopril) y otro como
antagonista del receptor AT, (losartan).

El estimulo con la renina recombinante en fibroblastos aumenté de manera significativa los niveles
del RNAm del TGF-B1 y la colagena a1tipo | en comparacion con el grupo control (Figura 5, panel
Ay B). Cuando se bloqued el RRP con el uso de un anticuerpo, los niveles de la colagena a1 tipo |
retornaron a los niveles que presentaba el grupo control (Figura 5C).

Nuestros datos sugieren que este efecto fue independiente de la Ang Il, ya que cuando se pre-
incubé a los fibroblastos con los blogueadores farmacolégicos de la Ang Il y después se les
estimuldé con la renina recombinante, se conservé el aumento de las moléculas pro-fibrosantes
(Figura 5, panel Ay B). Ademas, la renina increment6 los niveles del RNAm de la a actina de
musculo liso y en los grupos tratados con captopril y losartan no se observé este efecto, asi como
tampoco se observaron los cambios a nivel proteico cuando se analizaron por western blot (Figura
5, panel Dy E).

Lareninaindujo la activacion del TGF-B1 de manera independiente de la Ang Il

Los fibroblastos fueron incubados con la renina para evaluar los niveles del TGF-B1 activo en
medio condicionado. Como se muestra en la figura 6, la renina incrementé de manera significativa
los niveles del TGF-B1 activo, ademas este aumento se mantuvo aun con el uso de captopril y
losartan.

Se ha reportado que el incremento en la producciéon del TGF-B1 por la renina es por medio de la
fosforilacion de las MAP cinasas ERK 1/ 2. Por lo que se incubaron fibroblastos con la renina y se
realizaron extractos celulares totales, se evaluaron por western blot los niveles de fosforilacién de
ERK 1/ 2, como se observa en la figura 7, se detecté un aumento significativo en la fosforilacion

estas cinasas entre los 20-30 min.
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FIGURA 5. Panel A) El estimulo con la renina aumenta de manera significativa los niveles
del TGFB 1 (**P<0.05). Panel B) colagena a1 tipo | (*P<0.01). Panel D) a actina de
musculo liso (*P<0.01). Cuando se pre-trata a las células con captopril o losartan y se
estimulan con la renina el aumento se mantiene, sugiriendo que este aumento es de
manera independiente de la generacién de angiotensina Il. Panel C) Cuando se bloquea al
receptor de la renina con un anticuerpo, este bloquea los efectos sobre la colagena a1 tipo
| (*P<0.01). Panel E) se muestra un western blot para la a actina de musculo liso en el cual

no se hallaron diferencias significativas en los niveles de esta proteina.
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Larenina disminuy6 la expresion de la MMP1, pero no afecté la expresion de la MMP2.

Debido al papel fundamental que en la FPI desempefia el equilibrio entre la sintesis y la

degradacion de las proteinas de matriz extracelular. Se midié la expresion de 2 metaloproteinasas

de matriz la MMP1 y la MMP2. La renina disminuyo el nivel de expresion de la MMP1 y no tuvo

efecto en el mensajero de la MMP2, asi como en su actividad gelatinolitica (Figura 8, panel A, By
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FIGURA 8. Panel A) Se muestran los niveles de expresién en fibroblastos
pulmonares de la MMP1 después de ser incubados con la renina, hay una
disminucién significativa del RNAm de la MMP1 (P<0.01). Panel B y C) Se observa
gue la renina no tiene efecto sobre los niveles de expresion de la MMP2 y tampoco
en la actividad gelatinolitica (C=control y R= incubados con renina)

respectivamente.
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Lainhibicion de larenina aminord los niveles de TGF-B1 y de la colagena o 1 tipo I.

Para evaluar la importancia de la ausencia de la renina, los fibroblastos fueron tratados con un
RNA de interferencia dirigido contra la renina. Para comprobar la efectividad del RNA de
interferencia se midié6 el RNAm de la renina por PCR en tiempo real y la proteina por western Blot
(Figura 9, panel A y B respectivamente). El blogueo de la renina disminuy6 la expresion del TGF-

1y de la colagena a1 tipo | (también a nivel de proteina) figura 10, panel A, By C.
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Control iREN LUC

FIGURA 9. Niveles de expresion de la renina en fibroblastos pulmonares tratados con el RNA de
interferencia contra la renina. Grupos de analisis: control, iREN (células que expresan el RNA de
interferencia) y LUC (células que expresan el vector de la luciferasa, como control de la infeccion).
Panel A) El RNA de interferencia disminuy6 la expresion de la renina a nivel del RNAm. Panel B)

Se observa nivel proteico de la renina evaluado por western blot.
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FIGURA 10. Panel A y B) El bloqueo de la renina disminuyd los niveles del TGF-1 y la colagena

a1l tipo | de manera significativa (*P<0.01). Panel C) También se inhibio la sintesis de la colagena

en medios condicionados procedentes de fibroblastos con la renina inhibida (*P<0.01).
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DISCUSION.

La fibrosis pulmonar idiopatica es un padecimiento caracterizado por una excesiva proliferacion de
fibroblastos y su diferenciacién a miofibroblastos, causando un aumento en la produccion de
proteinas de matriz extracelular como las colagenas tipo |y Il [4]. Las causas y los mecanismos
patogénicos de esta enfermedad aun son desconocidos, por lo cual es substancial tratar de

esclarecer las posibles vias por las cuales esta patologia se desarrolla.

En la FPI hay un aumento de diversas citocinas y factores de crecimiento que favorecen un
microambiente pro-fibrosante, se ha demostrado que el TGF-B1 juega un papel importante en la
patogénesis de la FPI ya que induce el depésito de proteinas de matriz extracelular, incrementa la
activacién de los fibroblastos y su posterior diferenciacion a miofibroblastos [9]. Por lo que es

importante analizar los factores que estan induciendo su aumento en la FPI.

Varios reportes han demostrado que el sistema renina angiotensina forma parte de los
mecanismos que estan involucrados en el desarrollo de la FPI mediante su principal efector la Ang
Il. Se sabe que la Ang Il puede inducir apoptosis del epitelio alveolar y aumentar la expresion del

TGF-B1 en fibroblastos [13, 18].

Sin embargo, no se habia descrito nada acerca de la participacion de la renina en la FPI; en este
trabajo se demuestra por primera vez que la renina y su receptor se expresan en tejido pulmonar
total y de manera especifica que los fibroblastos derivados de biopsias de pulmén expresan a la
renina y a su receptor. No solo producen estas dos proteinas, sino que la renina se encuentra

aumentada en pacientes con diagnéstico de FPI, tanto en tejido pulmonar como en fibroblastos.

La expresion del gen de renina esta sujeta a una compleja regulacién tejido especifica, éste es
esencialmente de respuesta a AMPc (adenosin monofosfato ciclico). Borensztein P. et al. describié
en 1994 la presencia de una secuencia funcional del promotor de la renina que se encuentra en la
posicion -226 a la -219 que responde al factor de transcripcion CREB, el aumento del AMPc

activa a la PKA, que a su vez fosforila a CREB, ésta recluta a CBP y se unen a la secuencia CRE

35



del promotor del gen de la renina induciendo su actividad [106, 107]. En la FPI Liu Xiaogiu et, al.
reportd que los fibroblastos procedentes de pacientes con FPI tienen mayor cantidad de CREB en
su forma fosforilada con respecto a los controles; proceso por el cual pudiera verse afectada la
expresion de la renina [108]. También en la regién proximal de su promotor se encuentra una
secuencia que es reconocida por el factor de transcripcion CBF-1 y un sitio para el factor Ets-1, que
es regulado por la via de sefializacion de Notch, esta via esta incrementada en la FPI y se ha
reportado que induce el cambio de fibroblastos a miofibroblastos y también estimula la transicion
epitelio mesénquima [107, 109, 110]. De manera contraria el promotor de la renina se ve regulado
negativamente por la vitamina D (via su receptor VDR/RXR) y a su vez se ha reportado que la
vitamina D tiene un efecto anti-profibrosante, inhibiendo la sintesis de la colagena y antagonizando
los efectos del TGF-B1 como la diferenciacion de fibroblasto a miofibroblasto y la transicion epitelio

mesénquima [111, 112].

Ademas los datos encontrados en este trabajo sugieren que la renina via el RRP inducen la
expresion de moléculas pro-fibrosantes en fibroblastos procedentes de tejidos pulmonares
normales. Se observé que este efecto fue de manera independiente de la formacién de los
péptidos de la Ang I, debido a que el bloqueo farmacoldgico del receptor AT, de la Ang Il o la
inhibicién también farmacolégica de la enzima convertidora de angiotensina que participa en la
formacién de la Ang Il, no redujeron el efecto del estimulo de la renina sobre la expresion del TGF-
B 1y la colagena a1 tipo I. Para la a-actina de musculo liso, solo se observdé un aumento en el
grupo tratado sélo con renina y en los grupos con el inhibidor de la ACE y el antagonista del
receptor AT, se disminuyé el efecto de la renina, esto sugiere que el aumento puede ser por un

mecanismo dependiente de la angiotensina ll, figuras 5 (panel A, B y D).

Un hallazgo sumamente interesante es que la renina no solo increment6 la cantidad del TGF-B1, a
nivel del RNA mensajero sino que, aumento la cantidad de este factor ya activo, es decir liberado
del complejo del LAP y el LTBP (figura 6). Las enzimas que pueden activar al TGF-B1 son varias:
la plasmina, la trombina, la elastasa, las metaloproteinasas de matriz MMP2, MMP9 y MMP13,

estas Ultimas estan incrementadas en la FPI. El estimulo con la renina recombinante no modificé
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los niveles de expresion de la MMP2, pero seria importante analizar las diferentes enzimas

activadoras del TGF-B1, para saber cual se ve modificada por el efecto de la renina [21, 113, 114].

Se ha descrito en varios tipos celulares que el mecanismo por el cual la renina induce el aumento
en la produccion del TGF-B1 es a través de ERK 1 / 2, nuestros datos sugieren que en la FPI

también se activa esta via con el estimulo de la renina (Figura 7).

Se observdé un aumento en los niveles del RNAm de la renina, asi que buscamos cual seria el
efecto de la ausencia de ésta sobre la expresion de moléculas pro-fibrosantes, por lo que se
inhibié su expresién mediante un RNA de interferencia. Observamos que hubo una disminucién
significativa de la expresion del TGF-B1, aunque en este caso no se puede atribuir el efecto
Unicamente a la renina y su receptor, porque la renina también afecta la generacion de la Ang Il
que se ha demostrado aumenta los niveles del TGF-B1. Igualmente la ausencia de la renina
disminuy6 la expresién de la colagena | y por otro lado la inhibicién del receptor de la renina,
mediado por un anticuerpo antagonista, también aminoré los niveles de la colagena |, sugiriendo
que el RRP puede directamente afectar la produccion de esta proteina (figuras 5C y 10B). Se ha
reportado que la renina incrementa la expresion de la proteina p85 a, subunidad del fosfatidil-
inositol 3 cinasa (PI3K- p85 a) y se conoce que el PI3K induce la elevacién de la colagena tipo | en

fibroblastos de pulmén.

El equilibrio entre la generacién de la matriz extracelular y su degradacién es un punto medular en
un padecimiento como la FPI. Las proteinas de matriz extracelular, principalmente las colagenas
fibrilares, son degradadas por la metaloproteinasa de matriz 1. La renina disminuy6 la expresion
de la MMP1 de manera significativa en los fibroblastos, efecto parecido al que causa el estimulo
del TGF-B1 en fibroblastos pulmonares, disminuyendo la capacidad de los fibroblastos para

degradar la colagena intersticial que se acumula de manera excesiva en el pulmén. [32].

En el caso de la MMP2, los fibroblastos incubados con la renina no modificaron los niveles de
RNAm de esta MMP, ni su actividad gelatinolitica, este efecto ya se habia reportado en células del
epitelio ocular pigmentado, en donde el RRP no influy6é en la actividad de la MMP2. Aunque el
efecto del RRP sobre la MMP2 adn no es claro, recientemente Funke-Kaiser H., et al. (2013)
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mediante un estudio de microarreglos reportaron que la ausencia del RRP por un RNA de
interferencia aumenta los niveles de la MMP2, esto es importante porque la MMP2 esta aumentada
en la FPI y se le ha asociado con la capacidad invasiva de los fibroblastos [80]. En otro estudio de
microarreglos en cardiomiécitos se reportdé que el RRP elevd los niveles del inhibidor de
metaloproteinasas de matriz 1 (TIMP 1), en la FPI los TIMP 1, 2, 3, 4 estan elevados en tejidos
procedentes de pacientes con FPl y en modelos experimentales con bleomicina el TIMP 1 se

encuentra incrementado [94, 115, 116].
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CONCLUSIONES

Nuestra conclusién es que, el sistema renina angiotensina posee 3 mecanismos para la generaciéon
de un microambiente fibrético. 1) EI aumento de los niveles de la renina incrementarian los niveles
de la Ang I, lo cual induciria un incremento en la expresion del TGF-B1 y la colagena I. 2) Con la
presencia del receptor de la renina se provee una segunda alternativa que podria contribuir a la
produccion de la angiotensina | por medio de la activacion de la pro-renina, que se ha demostrado
se activa y es capaz de procesar al angiotensinégeno generando Ang | [83]. 3) EI RRP con su
ligando puede incrementar los niveles de TGF-f1 como ya se demostré en nuestros resultados,

siendo una fuente adicional de induccién del TGFB1 y de la colagena | (esquema 4).

El sistema renina angiotensina por mucho tiempo se consider6 solo como un regulador de la
presion arterial sistémica y también se asumié que la angiotensina Il era el Unico efector del
sistema. El hallazgo del RRP abre una ventana para explorar rutas de sefalizaciéon nuevas, cuyo
estudio podra ampliar el conocimiento en el proceso de induccion de la expresién de genes pro-
fibrosantes y de los mecanismos que contribuyen a la progresion de la enfermedad, ademas de
usar de mejor manera los bloqueadores del sistema renina-angiotensina ya que en conjunto la

renina/RRP y la Angll/AT, convergen y modulan vias que promueven la FPI.

En 2009 se reporté una forma soluble del RRP, es decir, el receptor completo de 35kDa, es
cortado dentro de la célula y secretado al espacio extracelular (28 kDa). La funcién de esta forma
del receptor aun no esté descrita, pero se conoce que es capaz de unirse a renina y prorenina, al
unirse a prorenina puede activarla liberando su sitio catalitico, por lo que seria interesante explorar

su funcion en la FPI. [117, 118].

Por los hallazgos en este trabajo y por lo reportado en la literatura, el estudio del efecto de la
renina en la FPIl puede darnos mas respuestas acerca de los mecanismos patogénicos de la
enfermedad y también se aporta un posible blanco terapéutico para esta patologia tan agresiva y

sin tratamiento.
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Por otra parte, los niveles de la renina en suero o0 en lavado bronquiolo-alveolar pueden servir

como un biomarcador de diagnéstico y pronéstico de la FPI. La necesidad de biomarcadores en la

FPI es principalmente porque, el criterio de diagnéstico es muy especializado ya que requiere

tomografia de alta resolucion y en muchos casos una biopsia pulmonar que debe ser interpretada

por patdlogos expertos en enfermedades intersticiales, sin embargo, este tipo de atencion solo se

consigue en centros especializados que geograficamente estan distantes para los pacientes y muy

pocas veces son remitidos a éstos. [88, 119].

Angiotensinégeno
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Renina Prorenina

\/

ECA

Angiotensinall

h 4
Receptor,
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Esquema 4. Se muestra como tanto la renina y la angiotensina Il participan en la patogénesis de la

FPI promoviendo el microambiente pro-fibrosante coincidiendo en la produccién de moléculas que

promueven procesos pro-fibroticos.
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