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RESUMEN

La fibrosis pulmonar idiopética (FPI) es una enfermedad pulmonar crénica y progresiva
que se caracteriza por la activacion de las células del epitelio alveolar, la expansion de la
poblacién de fibroblastos y la acumulacion excesiva de matriz extracelular. Los
mecanismos que conducen a su desarrollo no se conocen con precision pero existe
evidencia que sugiere que la desregulaciébn de mudltiples proteasas contribuye a su
patogénesis. La serin-proteasa transmembranal 4 (TMPRSS4) es una nueva serin-
proteasa transmembranal tipo Il que parece promover la migracién celular y la transicion
epitelio mesénquima (TEM), dos procesos criticos en la patogénesis de la FPI. Asi, la
hipétesis de este trabajo es que la sobreexpresion de TMPRSS4 en el pulmén podria
promover la iniciacion o progresion de la FPIl. Para comprobarlo, primero se evalud la
expresion y la localizacion de TMPRSS4 en pulmones provenientes de pacientes con FPI
mediante PCR en tiempo real, western blot e inmunohistoquimica. Después, se analizo la
respuesta fibrética del pulmoén en ratones de la cepa C57-BL/6 deficientes de TMPRSS4
comparados con animales silvestres (WT) usando el modelo de induccion de fibrosis
pulmonar (FP) con bleomicina. Los resultados obtenidos muestran que TMPRSS4 esta
sobreexpresada en pulmones humanos con FPI, donde se encuentra principalmente en
células epiteliales y células cebadas y virtualmente ausente en fibroblastos. Acorde con
los resultados in vivo, TMPRSS4 fue expresada por células epiteliales alveolares y
bronquiales in vitro mientras que no se observo expresion de la proteasa en fibroblastos
pulmonares humanos normales o de pacientes con FPI. Inesperadamente, la proteina
recombinante de TMPRSS4 provoc6 un incremento en los niveles de E-caderina en
células epiteliales alveolares (linea A549). La respuesta fibrética, evaluada en ratones
silvestres y deficientes de TMPRSS4 28 dias después de la instilacion intratraqueal de
bleomicina, estuvo marcadamente atenuada tanto en ratones haplodeficientes (HT) como
deficientes (KO) de TMPRSS4. En este contexto, el analisis morfolégico mostré una
disminucién significativa del indice fibrético en los pulmones de los ratones HT y KO que
fue corroborado mediante la cuantificacion del contenido de coldgena (hidroxiprolina: WT:
164+21.1 pg/pulmon versus HT: 110.2+14.3 pg/pulmon y KO: 114.1+24.2 pg/pulmon
(p<0.01). Al igual que en los pulmones de pacientes con FPI, TMPRSS4 se expreso



principalmente en células epiteliales y cebadas. Nuestros hallazgos indican que
TMPRSS4 esta sobreexpresada en pulmones con FPI y que podria desempefiar un papel
profibrotico.

Palabras clave: fibrosis pulmonar, serin-proteasas, células epiteliales, células cebadas.



ABSTRACT

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic and progressive lung disease characterized
by epithelial cell activation, expansion of the fibroblast population and excessive
extracellular matrix accumulation. The mechanisms are incompletely understood but
evidence indicates that the deregulation of several proteases contributes to its
pathogenesis. Transmembrane protease serine 4 (TMPRSS4) is a novel type |l
transmembrane serine protease that may promote migration and facilitate epithelial to
mesenchymal transition (EMT), two critical processes in the pathogenesis of IPF. Thus, we
hypothesized that over-expression of TMPRSS4 in the lung could promote the initiation
and/or progression of IPF. In this study, we first evaluated the expression and localization
of TMPRSS4 in IPF lungs by real time PCR, western blot, and immunohistochemistry.
Then we examined the lung fibrotic response in wild type and TMPRSS4 deficient mice
using the bleomycin-induced lung injury model. We found that this protease is upregulated
in IPF lungs, where was primarily expressed by epithelial and mast cells and virtually
absent in fibroblasts. Paralleling the findings in vivo, TMPRSS4 was expressed by alveolar
and bronchial epithelial cells in vitro while no expression was observed in normal human or
IPF lung fibroblasts. Unexpectedly, TMPRSS4 recombinant protein provoked an increase
of E-cadherin levels in alveolar cells from the A459 cell line. The lung fibrotic response
evaluated at 28 days after bleomycin injury was markedly attenuated in the haplodeficient
and deficient TMPRSS4 mice. By morphology, a significant reduction of the fibrotic index
was observed in KO and heterozygous mice which was confirmed by measurement of
collagen content (hydroxyproline: WT: 164+21.1 pug/lung versus TMPRSS4
haploinsufficient: 110.2+14.3 pg/lung and TMPRSS4 deficient mice: 114.1+24.2 ug/lung
(p<0.01). As in IPF, TMPRSS4 was also mainly expressed in epithelial and mast cells.
These findings indicate that TMPRSS4 is upregulated in IPF lungs and that may have a
profibrotic role.

Keywords: lung fibrosis, serine proteases, epithelial cells, mast cells.



INTRODUCCION

Fibrosis pulmonar Idiopética

Las neumopatias intersticiales difusas (NID), también conocidas como enfermedades
fibrosantes del pulmén, engloban a diferentes padecimientos respiratorios subagudos y
cronicos que en general se caracterizan por el desarrollo de un proceso inflamatorio
intersticial e intra-alveolar difuso, que de no resolverse, progresa hacia la fibrosis con
destruccion de las unidades alveolo-capilares [1]. El dafio en los tejidos puede resultar de
diversos estimulos: infecciones, reacciones autoinmunes, toxinas, radiacion y dafio
mecanico [2]. Sin embargo, un grupo de NID son de etiologia desconocida y se denominar
NID idiopaticas. Aunque los cambios fibréticos tipicamente son conceptualizados como el
depdsito exagerado de moléculas de matriz en el intersticio (el espacio tisular que se
encuentra entre las paredes alveolares), una parte importante de la remodelacion del
pulmén ocurre en los espacios alveolares. Dichos cambios pueden tener efectos
dramaticos e irreversibles en la arquitectura pulmonar, resultando en insuficiencia

respiratoria progresiva y ocasionando la muerte del paciente en pocos afos [3].

La fibrosis pulmonar idiopatica es la mas comdn de las NID idiopaticas y, de hecho, la
mas agresiva de todas ellas. Se trata de un padecimiento crénico, progresivo e
irreversible, con una sobrevida promedio de 2-3 afos luego de realizado el diagnéstico [4,
5] . El sintoma principal de la FPI es la disnea de esfuerzo progresiva y de evoluciéon
insidiosa, ademas se presenta tos seca 0 con expectoracion mucosa, hiporexia, astenia y
baja de peso, siendo la taquipnea un signo constante. La causa mas comun de muerte
asociada con FPI es la progresion de la fibrosis pulmonar y de la insuficiencia respiratoria

con el desarrollo consecuente de hipertension arterial pulmonar y cor pulmonale [1].

A pesar de que la FPI es por definicibn una afeccién de etiologia desconocida, se han
descrito diversos factores potenciales de riesgo como: exposicion al humo de tabaco,
exposiciones ambientales a diferentes contaminantes, infecciones virales, exposiciones

ocupacionales, diabetes, reflujo gastroesofagico y predisposicion genética [6-8].



Mecanismos patogénicos

Hasta ahora, se han propuesto dos rutas distintas para el desarrollo de la fibrosis
pulmonar. Originalmente se postulé que la FPI (como las otras NID) era una fibrosis
secundaria a inflamacion cronica, es decir, un proceso ocasionado por una respuesta
inflamatoria no resuelta [3, 9-11]. No obstante, diferentes estudios fueron revelando que
esto no es asi. Evidencia de ello es la presencia de escasa alveolitis tanto en estados
tempranos o avanzados de la enfermedad y la falta de respuesta a terapia anti-
inflamatoria potente y de largo plazo [3]. Asi, se estableci6 la hipotesis epitelial en la que
se propone que la FPI, a diferencia del resto de las NID, se caracteriza por la lesién y la
activacion anormal de las células del epitelio alveolar, mismas que provocan la migracion
y proliferacién de fibroblastos y su diferenciacion posterior a miofibroblastos, los cuales
son responsables de la acumulacién exagerada de matriz extracelular (MEC) y la

consecuente destruccion de la arquitectura pulmonar [9, 12] (Figura 1).

En la FPI, las células del epitelio alveolar contribuyen a la fibrogénesis no sélo por
secretar una serie de mediadores profibréticos, sino porque quizas son incapaces de
producir algunos inhibidores de la proliferacion de fibroblastos, los cuales adquieren un
fenotipo migratorio, proliferativo y profibrético (miofibroblasto) [3]. Las células epiteliales
alveolares (CEAs) también pueden contribuir a la expansion de la poblacion de
fibroblastos/miofibroblastos en el pulmén, secretando factores quimiotacticos para
fibrocitos circulantes y a través de la transicion epitelio mesénquima (TEM) [13]. Y,
aunque la participacion de este ultimo mecanismo en la FPI se encuentra en debate, la
plasticidad epitelial con una reprogramacién TEM parcial podria ser central en la
organizacion de la reparacion de heridas que, bajo estrés crénico y sin resolver, podria
corromperse y favorecer una respuesta fibrética [13].



Figura 1. Esquematizacién de los principales eventos fibrogénicos propuestos en la patogénesis de
la FPI. El epitelio alveolar es lesionado por una causa desconocida. Las células epiteliales alveolares
activas liberan factores que inducen la migracién y proliferacion de los fibroblastos y su diferenciacién a
miofibroblastos. Estos secretan grandes cantidades de matriz extracelular perpetuando el dafio y
conduciendo a una remodelacion aberrante del parénquima pulmonar. Imagen modificada de: Selman M,
Pardo A. Idiopathic pulmonary fibrosis: an epithelial/fibroblastic cross-talk disorder. Respiratry Research.
2001; 3:3.

Transicion Epitelio Mesénquimay FPI

La transicién epitelio mesénquima (TEM) es un proceso complejo y reversible que
comienza con la ruptura de las uniones intercelulares y pérdida de la polaridad apico-
basal tipica de las células epiteliales, las cuales se transforman en células
mesenquimatosas con caracteristicas migratorias, invasivas y eventualmente fibrogénicas
[14]. En el desarrollo de la TEM participan distintos mecanismos moleculares que incluyen
la activacion de factores de transcripcidon, la expresion de proteinas de superficie

especificas, la reorganizacion y expresion de proteinas del citoesqueleto, la produccién de



enzimas que degradan la matriz extracelular (MEC) y cambios en la expresion de
microARNSs [15].

La TEM puede presentarse en tres entornos biolégicos distintos que tienen consecuencias
funcionales muy diferentes y segun los cuales se ha propuesto su clasificaciéon en tres
subtipos. La TEM tipo | ocurre durante la implantacion, la formacion del embrion y el
desarrollo de los érganos, un proceso organizado para generar diversos tipos celulares
gue comparten fenotipos mesenquimatosos comunes y nunca causan fibrosis o inducen
un fenotipo invasivo. Entre otras cosas, las TEM tipo | pueden generar células
mesenquimales (mesénquima primario) que tienen el potencial de experimentar el
proceso reverso llamado transicibn mesénquima-epitelio (TME) para generar epitelio
secundario. La TEM tipo Il, se asocia con la cicatrizacion y la regeneracion de tejidos. En
esta, el programa comienza como parte de un evento de reparacién que normalmente
genera fibroblastos y otras células relacionadas para reconstruir los tejidos luego de un
trauma o dafio inflamatorio. En contraste con la TEM tipo |, la tipo Il esta asociada con
inflamacion y, en el caso de la cicatrizacion y la regeneracion tisular, cesa una vez que la
inflamacion es atenuada. En el contexto de la fibrosis, la TEM tipo Il puede perdurar y
conducir a una destruccion eventual del 6rgano afectado. Finalmente, la TEM tipo Il es
aguella que ocurre en células neoplasicas que previamente han sufrido cambios genéticos
y epigenéticos, especificamente en genes que favorecen el crecimiento clonal y el
desarrollo de tumores localizados. Dichos cambios, que afectan notablemente a
oncogenes y genes supresores de tumores, en conjunto con las vias regulatorias de la
TEM, producen resultados muy diferentes de los observados en los otros dos tipos de
TEM. Las células de carcinoma que desarrollan una TEM tipo Il pueden invadir y hacer
metéstasis, generando las manifestaciones finales de la progresion del cancer (Figura 2).
Es importante notar que las células pueden pasar a través de diferentes grados de TEM,
con algunas células que conservan muchos rasgos epiteliales al adquirir algunos
mesenquimales (TEM parcial) y otras células que eliminan todos los vestigios de su origen

epitelial y se vuelven completamente mesenquimatosas [15].



Figura 2. Subtipos de transicién epitelio-mesénquima (TEM) segun el entorno biolégico en el que se
desarrolla. La TEM tipo | esta asociada con la implantacion del embrién y la gastrulacién, dando lugar al
mesodermo y endodermo y a células méviles de la cresta neural. La TEM tipo Il se presenta en un contexto
inflamatorio y en la fibrosis. La TEM tipo lll se refiere a aquella que puede presentarse en epitelios
secundarios asociados a muchos érganos y que pueden transformarse en células cancerosas, haciendo
posible la invasién y la metéstasis. Imagen tomada de: Kalluri, R. and R.A. Weinberg, The basics of
epithelial-mesenchymal transition. J Clin Invest, 2009. 119(6): p. 1420-8.

Aunque el papel preciso de la TEM en la patogénesis de la fibrosis aun no ha sido
esclarecido, la transdiferenciacion hacia miofibroblasto ha sido identificada como un factor
que promueve fibrosis en diversos 6rganos como pulmén, higado y rifién [16-18]. Los
miofibroblastos pueden ser considerados como fibroblastos activados, capaces de
proliferar y sintetizar mayores cantidades de matriz extracelular en comparacion con los
fibroblastos [16, 19, 20]. Por tanto, la TEM que ha sido identificada tanto en el epitelio
alveolar como en vias aéreas, podria ser una de las principales fuentes de células

mesenquimales patogénicas durante la fibrogénesis pulmonar.



Las CEAs tienen la capacidad tanto de producir como de responder a mediadores
profibroticos, regular la funcion y diferenciacion de los fibroblastos liberando una variedad
de mediadores, y modificar la morfologia celular y la expresién génica en respuesta al
dafio [21-26]. En la FPI las CEAs son morfolégicamente anormales, presentes como
neumocitos hiperplasicos y células elongadas reactivas que recubren los focos de
fibroblastos, los cuales son considerados como los sitios presumibles de fibrogénesis
activa [27-29]. Los patrones de expresion de citoqueratina, un marcador de células
epiteliales, estan alterados [30] y hay un aumento en la apoptosis de CEAs adyacentes a
los focos de fibroblastos [31-33]. Las CEAs activadas en FPI, sintetizan una variedad de
factores procoagulantes tales como los inhibidores de la activacion de plasmindégeno
(PAI-1 y PAI-2 por sus siglas en inglés) [34]. También se ha observado un aumento en la
sintesis de citocinas fibrogénicas como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento transformante beta (TGFf), factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), endotelina-1, y factor de crecimiento del tejido conjuntivo (CTGF),
permitiendo una sefalizacion bidireccional entre CEA vy fibroblastos, y entre estas y la
matriz extracelular, en la que cada una de ellas influencia el comportamiento celular y los
cambios del microambiente. Las CEAs también producen metaloproteasas de matriz
(MMPs), lo que sugiere que el epitelio alveolar contribuye significativamente a la
remodelacion de la MEC [35, 36].

Como es de notar, tanto la TEM como todos los mecanismos moleculares involucrados en
el desarrollo y la progresion de la FPI se encuentran modulados por una gran variedad de
proteinas con multiples funciones que establecen complejas redes de sefializaciéon celular.
La regulacion de dichas cascadas de sefalizacion se lleva a cabo, en gran medida, por
enzimas llamadas proteasas, de cuya funcién y balance depende el buen funcionamiento

del organismo o el desarrollo de procesos patolégicos como la FPI.

Regulacion Proteolitica

Inicialmente, las proteasas eran consideradas como simples enzimas necesarias para el

catabolismo de las proteinas y para la generacion de aminoacidos en organismos
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primitivos [37]. Sin embargo, se ha demostrado que su papel en la fisiologia celular es
mucho mas amplio, involucrando procesos bioldgicos tan variados como la regulacion del
apetito, la regulacion de la localizacién y actividad de muchas proteinas, la modulacién de
interacciones proteina-proteina y la creacion de nuevas moléculas bioactivas. También
contribuyen al procesamiento de informacion celular generando, transduciendo y
amplificando numerosas sefiales moleculares. Como resultado directo de la accién
multiple de las proteasas se observan efectos sobre la replicacidn y transcripcion del ADN,
proliferacion y diferenciacién celular, morfogénesis y remodelacion tisular, neurogénesis,
ovulacion, fertilizacion, cicatrizacion, movilizacion de células troncales, hemostasia,
coagulacion sanguinea, inflamacién, autofagia, senescencia, muerte celular (necrosis y

apoptosis) y la inmunidad [37].

Las proteasas exhiben una gran variedad de disefios, empezando por unidades cataliticas
simples (20 kDa) hasta grandes y sofisticadas maquinarias de procesamiento (0.7-6 MDa)
[38]. Y, aunque algunas de ellas presentan alta especificidad para su sustrato, la gran
mayoria son relativamente inespecificas y, en algunos casos, incluso pueden unirse a
diferentes sustratos de manera indiscriminada. No obstante, la mayoria de las proteasas
operan en un contexto de complejas redes que involucran distintas proteasas, sustratos,

cofactores, inhibidores, adaptadores, receptores y proteinas de union [37].

Actualmente, la base de datos Degradome, enlista 569 proteasas humanas y sus
homologos clasificados en 68 familias [39], de las cuales las metaloproteasas y las serin-
proteasas son las clases mas densamente pobladas con 194 y 176 miembros

respectivamente [37].

Clasificacion General de las Proteasas

Las proteasas pueden clasificarse de varias maneras. De acuerdo con el sitio de corte se
distinguen dos grupos: las endopeptidasas, dirigidas contra enlaces peptidicos internos, y
las exopeptidasas, cuya accion es dirigida contra el extremo NH, y COOH del sustrato
correspondiente [37]. Segun el tipo de mecanismo que emplean para la catélisis se han

clasificado en seis grupos: 1) asparticas, 2) glutdmicas, 3) metaloproteasas, 4) cistein, 5)
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serin y 6) treonin proteasas. Los primeros tres grupos utilizan una molécula de agua
activada como nucledfilo para atacar el enlace peptidico del sustrato, mientras que en los
altimos tres grupos el nucledfilo es un residuo de aminoacido (Cys, Ser, Thr
respectivamente) [37].

Niveles de complejidad

Muchas proteasas unen sus dominios cataliticos a una serie de modulos o dominios
especializados funcionalmente, mismos que ayudan a proveerlas de especificidad de
sustrato, guiar su localizacién celular, modificar sus propiedades cinéticas y cambiar su

sensibilidad a inhibidores endégenos [37].

Los dominios no cataliticos incluyen sefales de clasificacion arquetipica que dirigen a las
proteasas a su localizaciéon apropiada, prodominios autoinhibitorios que previenen su
activacion prematura y dominios auxiliares que facilitan interacciones homotipicas o

contactos heterotipicos con otras proteinas, sustratos, receptores o inhibidores [37].

La complejidad de las proteasas también se ve incrementada a través de eventos
postranscripcionales como cortes alternativos, poliadenilacion de genes, variaciones en el
namero de copias del gen o variantes polimorficas [40, 41], y procesos postraduccionales
como glucosilacién y fosforilacion [37].

Serin-proteasas transmembranales

Tanto las proteasas pericelulares como aquellas asociadas a la membrana regulan el
comportamiento celular en condiciones fisioldgicas, durante el desarrollo embrionario y en
diversas patologias como cancer, aterosclerosis, artritis y procesos neurodegenerativos,
pudiendo estar involucradas en la iniciacion o en la progresion de dichos padecimientos
[42].

Las proteasas transmembranales influencian el comportamiento celular mediante dos

mecanismos fundamentales [43-45]. El primero es a través de modificaciones proteoliticas
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de la matriz extracelular, afectando la comunicacién entre la célula y su ambiente
circundante, mientras que el segundo consiste en la activacion de factores de crecimiento

latentes, citocinas y hormonas.

De acuerdo al tipo de anclaje las serin-proteasas transmembranales se clasifican en 3
familias [46]: a) Las serin-proteasas transmembranales Tipo | que se encuentran
ancladas a la membrana a través de un dominio transmembranal carboxilo-terminal; b)
Las llamadas GPI (glucosil-fosfatidilinositol) que se encuentran vinculadas a través de una
union glucosil-fosfatidilinositol. Estas dos familias poseen una sefial secretora amino-
terminal tipica y un dominio hidrofébico en su extremo carboxilo; ¢) Las serin-proteasas
transmembranales Tipo Il (TTSP) que presentan un dominio transmembranal amino-
terminal con una extensién citoplasmica corta [47, 48] y una region extracelular de

longitud variable que contiene dominios estructurales modulares.

Muchas de las serin-proteasas asociadas a la membrana celular muestran evidencia de
cortes alternativos de mRNAs, dando lugar a variantes con diferentes longitudes que
resultan en isoformas alternativas de las proteasas. Sin embargo, en la mayoria de los

casos la implicacion fisioldgica de dichas variantes no se conoce con precision.

Serin-proteasas transmembranales tipo Il (TTSP)

La familia humana de las TTSPs comprende 17 miembros divididos en cuatro subfamilias
[49]: 1) Subfamilia Matriptasa, 2) Subfamilia Corina, 3) Subfamilia Hepsin/TMPRSS
(transmembrane protease/serine) y 4) Subfamilia HAT/DESC (human airwaytrypsin-like
protease/differentially expressed in squamous cell carcinoma) (Figura 3).

El estudio de esta familia de enzimas resulta relevante dado que, como se ha mencionado
previamente, la proteodlisis en la superficie celular ha surgido como un mecanismo
importante en la generacién de proteinas biolégicamente activas que regulan una amplia
gama de funciones celulares [47, 50]. En este contexto, las TTSP se encuentran en una
posicion ideal para interactuar con otras proteinas en la superficie celular, con proteinas

solubles, con moléculas de la matriz extracelular y con proteinas en las células
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adyacentes. Ademas, este grupo de proteasas posee un dominio citoplasmico N-terminal
gue sugiere posibles funciones en la transduccion de sefales intracelulares [47, 50].
Adicionalmente, se ha observado que la expresion de muchas de las TTSPs se encuentra
alterada en diversas patologias entre las que destaca el cancer, un padecimiento en el
gue la protedlisis desregulada se considera una caracteristica distintiva que permite el

crecimiento, sobrevivencia y expansion de las células malignas.

Figura 3. Estructura multidominio de las TTSPs humanas y su clasificacién en cuatro
subfamilias. Tomado de: Park Y. TMPRSS4 (transmembraneprotease, serine 4). Atlas Genet
Cytogenet Oncol Haematol. 2010; 14(8):785-787.
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Caracteristicas estructurales de las TTSPs

Las TTSPs comparten una serie de caracteristicas estructurales [47, 48, 50]
(Figura 3) que incluyen:

a) un dominio proteolitico

b) un dominio transmembranal

¢) un dominio citoplasmico corto

d) una regién troncal de longitud variable que contiene dominios estructurales

modulares, mismos que unen los dominios transmembranal y catalitico.

Los dominios proteoliticos de las TTSPs muestran un alto grado de identidad en
su secuencia. Aquellos residuos necesarios para la actividad catalitica (histidina,

aspartato y serina) se encuentran en motivos altamente conservados [47].

Todas las TTSPs son sintetizadas como zimogenos de cadena simple vy
probablemente son activadas por un corte de una arginina o una lisina presente en
un motivo de activacién altamente conservado, pudiendo presentar actividad
autocatalitica [47, 48]. Debido a la presencia de un enlace bisulfuro que une los
dominios pro- y catalitico se ha postulado que estas proteasas permanecen
ancladas a la membrana después de su activacion; sin embargo, se han aislado
formas solubles de la enteropeptidasa [51, 52], de HAT [53] y de la matriptasa [54],
lo que sugiere que los dominios extracelulares de al menos algunas de ellas

pueden separarse de la superficie celular.

Los dominios citoplasmicos de las serin-proteasas transmembranales tipo Il van
de 12 hasta 112 aminoacidos de longitud (en la corina murina) y se desconoce el
potencial de interaccion de estos dominios con componentes del citoesqueleto y
moléculas de sefializacién. Sin embargo, algunas TTSPs como la corina, la
matriptasa y TMPRSS2 contienen sitios consenso de fosforilacion para PKC

(proteinkinase C) y CK2 (caseinkinase 2) [47, 55]. Es probable que tanto el
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dominio citopladsmico como el transmembranal contribuyan a focalizar las TTSPs

en una superficie particular en células polarizadas.

La region troncal de las TTSPs puede conformarse por una mezcla de 11 dominios
estructurales que pueden servir como dominios regulatorios o de union, siendo el
mas comun el dominio de receptor clase A para lipoproteinas de baja densidad
(LDL) [47, 48](Figura 3).

Distribucién

En general, las serin-proteasas transmembranales exhiben patrones de
distribucion muy restringidos en tejidos normales, lo que indica que probablemente
tienen funciones tejido-especificas [47]. No obstante, la expresion celular de estas
enzimas se ve desregulada durante la progresion tumoral, tal es el caso de
TMPRSS4, una proteasa recientemente caracterizada que fue identificada como
consecuencia de su marcada sobre-expresion en tumores pancreaticos [56] pero

virtualmente ausente en pancreas normal.

La mayoria de las TTSPs han sido descritas de manera relativamente reciente y
como consecuencia aun no han sido caracterizadas extensamente [47]. En este
contexto, resulta importante sefialar que el papel fisiolégico y los blancos
enddgenos especificos de la mayoria de las serin-proteasas transmembranales
aun no han sido identificados, por lo que un mejor entendimiento de la biologia de
este grupo de proteasas podria ser importante en el combate contra mdltiples

enfermedades.
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TMPRSS4

TMPRSS4 es una serin-proteasa transmembranal tipo Il descrita recientemente.
Aunque sus funciones son desconocidas, se ha observado que esta enzima se
encuentra sobre-expresada en tejidos cancerosos de pancreas, colon, estbmago,

tiroides y pulmon [57].

El cDNA completo de esta enzima fue clonado y designado inicialmente como
TMPRSS3 [56], un nombre asignado a una proteina cercana en el cromosoma
21922.3. Posteriormente, TMPRSS4 fue mapeada en el cromosoma 11q23.3,
reportandose dos variantes generadas por corte alternativo que producen
transcritos de 2.12 y 1.98 Kb [58].

Estructura

La proteina TMPRSS4 presenta una longitud de 437 aminoacidos. Consta de un
dominio citoplasmico corto NH-terminal, un solo cruce transmembranal y un
dominio serin-proteasa en el extremo C-terminal con tres residuos cataliticos
(histidina, aspartato y serina) seguido por un dominio rico en cisteinas (SRDR) y
un dominio de receptor clase A para lipoproteinas de baja densidad (LDL)
[58](Figura 4).

La TMPRSS4 cuenta con un homdlogo murino llamado CAP-2. El porcentaje de
identidad entre la enzima humana y la murina es del 77.2% [59].
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Figura 4. Estructura de la proteasa transmembranal TMPRSS4. TMPRSS4 presenta un solo
cruce transmembranal, con un dominio citopldsmico corto amino-terminal. La parte extracelular
(carboxilo-terminal) esta compuesta por tres dominios modulares, incluyendo el dominio catalitico.
Tomado de: Park Y. TMPRSS4 (transmembraneprotease, serine 4). Atlas Genet
CytogenetOncolHaematol. 2010; 14(8):785-787.

TMPRSS4 en condiciones fisiolégicas

Mientras que la funcién de la proteasa humana en condiciones normales no se
conoce con exactitud, la TMPRSS4 murina ha sido descrita como parte de la
familia de proteinas activadoras de canales de calcio (ENaC) que comprende
CAP-1, -2 y -3. Dichos canales son importantes ya que regulan la concentracion
de sodio extracelular y, en su momento, balancean el volumen y la presién
sanguinea controlando la reabsorcién del fluido [60, 61]. La participacion de
TMPRSS4 en la regulacion de ENaC era esperable dado que existen otros
miembros de la familia TTSP que han sido implicadas en este proceso, como es
el caso de la matriptasa/MT-SP1 murina [62]. Y, aunque en el humano no ha
sido investigado a profundidad, un estudio publicado recientemente [63] sugiere
la participacion de TMPRSS4 en la activacion de ENaC mediante la induccion de
un corte en la subunidad y en la vecindad del sitio de corte de la furina. Cabe
mencionar que en pacientes con cancer pulmonar frecuentemente se observa la

acumulacion de fluido alveolar, mismo que ha sido asociado con la disminucién
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en la expresibn de ENaC generada por las condiciones de hipoxia en el
microambiente tumoral [64]. En este sentido, la sobreexpresion de TMPRSS4
reportada en dicho padecimiento podria representar un mecanismo

compensatorio para la disminucién de ENaC [59].

Por otra parte, en un estudio reciente se ha sugerido que TMPRSS4 podria
desempeiar un papel importante en estados tempranos del desarrollo
embrionario y en la diferenciacion tisular, dirigiendo probablemente su actividad
hacia moléculas de adhesion [65]. Dicho estudio se llevd a cabo con un
homologo de TMPRSS4 en embriones de pez cebra que mostraron expresion de
la proteasa desde las 5 h post-fertilizacién. El silenciamiento de TMPRSS4
generé una organogénesis general alterada con repercusiones sobre la
formacion del masculo esquelético, la frecuencia cardiaca y el sistema vascular.
De manera interesante, se observaron marcados defectos en el tejido
epidérmico, con alteraciones en los contactos célula-célula y en la organizacion
de la piel. Otras TTSPs asociadas al crecimiento celular y el proceso de
desarrollo en mamiferos son la hepsina, la enteropeptidasa, HAT, la
matriptasa/MT-SP1 y la corina [46].

La correlacion de las observaciones anteriores con funciones que se han visto
alteradas en algunas patologias como el cancer, en donde TMPRSS4
aparentemente modula la adhesion célula-célula, célula-matriz extracelular y la
migracion, representan un primer panorama sobre la posible funcion que esta

proteasa podria estar desempefiando en condiciones fisioldgicas.

TMPRSS4 en condiciones patoldgicas

Diferentes estudios han demostrado un marcado incremento en la expresion
celular de TMPRSS4 en diversos procesos patoldgicos entre los que destacan
varias neoplasias en las que esta enzima parece participar tanto en su desarrollo

como en la progresion tumoral. Asi, una expresion elevada de TMPRSS4 ha
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sido reportada en cancer pancreatico, colorectal y canceres metastasicos a
través de diversas metodologias incluyendo analisis por microarreglos y RT-PCR
[66-70].

Los mecanismos por los cuales esta enzima favorece el desarrollo de cancer no
se conocen con precision. Se ha sugerido que TMPRSS4 controla el potencial
de invasion y metastasis de células cancerosas humanas facilitando la transiciéon
epitelio mesénquima (TEM) [57]. Aunque este proceso puede ser inducido de
manera experimental, in vivo ocurre solamente durante el desarrollo embrionario
y en algunas condiciones patolégicas como la progresion y el desarrollo de
metéstasis en cancer y en desérdenes fibroticos como la fibrosis pulmonar [71].

Dentro de este marco, en un estudio realizado en el afio 2008 se observo que la
sobreexpresiéon de TMPRSS4 en células SW480 (carcinoma de colon) inducia la
pérdida de la adhesion celular mediada por E-caderina concomitantemente con
la transcripcion de su represor SIP1/ZEB2 [57]. Esto condujo a eventos
moleculares asociados a TEM, mismos que incluyeron cambios morfolégicos de
estas células neoplasicas, la reorganizacién de la actina y el aumento de
marcadores mesenquimales. Dos afios mas tarde, el mismo grupo de trabajo
reportd que TMPRSS4 induce la expresion de la integrina a5, conduciendo a
invasion y TEM [72]. En este contexto, se mostré6 que TMPRSS4 activa multiples
rutas de sefalizacion incluyendo: Akt, Src, FAK, Racl y ERK. Notablemente, la
inhibicion de PI3K o Src disminuyd la invasividad y el rearreglo de la actina
inducido por TMPRSS4 sin que se restableciera la expresion de E-caderina. Por
su parte, FAK, Racl y ERK son los mayores efectores de las integrinas, hecho
que correlaciond con la expresion aumentada de la integrina a5 inducida por
TMPRSS4. De este modo, se ha propuesto la sobre-expresion de la integrina o5
como un mecanismo molecular por el cual TMPRSS4 induce invasion y

contribuye a la progresién del cancer.
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Este concepto fue corroborado en un estudio posterior en células de cancer de
pulmon [73]. En ellas, el silenciamiento de TMPRSS4 resulté en una reduccién
de los niveles de integrina o5, situacion que abrogd la migracién celular,
disminuy6 la capacidad de adherirse a la fibronectina y redujo el crecimiento
tumoral in vivo. Esto concuerda con el hecho de que las integrinas son
moléculas fundamentales en las interacciones célula-MEC. En este estudio
también se identifico a la integrina a5 como un nuevo blanco directo para miR-
205 en el carcinoma pulmonar de células no pequefias, cuya sobreexpresion
parece promover un fenotipo epitelial con aumento de E-caderina y reduccion en
los niveles de fibronectina. Adicionalmente, un analisis de microarreglos mostré
gue la sobre-expresion de miR-205 coincide con la disminucion de los niveles
de TMPRSS4. Dicha sobreexpresion generd arresto celular en la fase Go/G; e
inhibicion del crecimiento celular y de la migracién, y en consecuencia, del
crecimiento del tumor primario y de la formacion de metéstasis in vivo. Cabe
destacar que entre los blancos descritos para miR-205 se encuentran ZEB1 y
SIP1 [74], ERBB3 y VEGF-A [75], PKCe [76] y la proteina 1 del receptor LDL,
concordando este Ultimo con uno de los dominios modulares extracelulares de
TMPRSS4. Todo lo anterior sugiere que una compleja red de interacciones
moleculares entre TMPRSS4, mir-205 y la integrina o5 contribuye al desarrollo y

la progresion del cancer.

En la busqueda por esclarecer los mecanismos de accion de TMPRSS4, esta
enzima también ha sido relacionada con el activador del plasmindgeno tipo
uroquinasa (uPA) [77] otra serin proteasa bien conocida por su participaciéon en
invasion y metastasis. uPA cataliza la conversion del plasminégeno inactivo
hacia plasmina activa la cual puede degradar la mayoria de las proteinas
extracelulares y activar metaloproteasas de matriz (MMPs) para facilitar la
invasion. TMPRSS4 difiere de uPA y las MMPs en que estas proteasas
generalmente derivan de células mesenquimales asociadas al tejido canceroso
mientras que TMPRSS4 es producida por las propias células cancerosas [57].
Los complejos de uPA-uPAR (receptor de uPA) interactian en la superficie de la
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célula tumoral con correceptores de integrinas para activar rutas de sefializaciéon
intracelular involucradas en la migracién, invasién, proliferacion y sobrevivencia
celular. Al igual que sucede con TMPRSS4, niveles elevados de uPA
correlacionan con propiedades invasivas y mal prondstico en diversos tipos de
cancer, incluyendo los de mama, pulmén, estbmago, vejiga, colon, prostata y
ovario. En este contexto, resulta interesante la relacién entre estas dos enzimas
ya que se ha reportado que TMPRSS4 convierte directamente el pro-uPA
inactivo en su forma activa, sugiriendo que TMPRSS4 es un regulador rio arriba
de la activacion de pro-uPA [78]

Ademas de investigarse en cancer, el papel de TMPRSS4 ha sido evaluado,
menos extensamente, en la infeccion por el virus de la influenza en donde se ha
reportado que TMPRSS4 activa la hemaglutinina (HA) del virus. Tal activacion
resulta de gran relevancia dado que la protedlisis de la HA por las proteasas de
la célula hospedera es esencial para la infeccion viral [55].

En resumen, mdultiples evidencias demuestran que las proteasas regulan el
comportamiento celular durante el desarrollo embrionario y después del
nacimiento en condiciones fisioldgicas y en diversas patologias. Dado que las
proteasas catalizan esencialmente reacciones de hidrdlisis irreversibles, su
funcién debe ser estrictamente regulada [37]. Asi, se ha observado que cuando
la expresion celular de estas enzimas se encuentra alterada se favorece el
desarrollo de muchas patologias como el cancer, la aterosclerosis, la artritis y
algunos procesos neurodegenerativos, pudiendo estar involucradas en la
iniciacién o en la progresion de dichos padecimientos [42]. Por estas razones,
las proteasas, incluyendo las transmembranales, constituyen un importante
blanco terapéutico para el desarrollo de nuevas estrategias en el tratamiento del
cancer y otras enfermedades como la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI),
resultando de gran importancia profundizar en los mecanismos celulares a

través de los cuales estas enzimas ejercen sus funciones.
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HIPOTESIS

La sobreexpresion de TMPRSS4 favorece la induccion de la TEM en el pulmon y

con ello el desarrollo y la progresion de la FPI.

OBJETIVOS

General:

Evaluar el papel de TMPRSS4 en el desarrollo de la fibrosis pulmonar
experimental y humana (FPI) asi como su utilidad como biomarcador diagnéstico

y prondstico de la FPI.

Particulares:

1) Determinar las diferencias en la expresion de TMPRSS4 en tejidos
provenientes de pacientes con FPI comparados con tejido pulmonar

normal y evaluar su localizacion.

2) Medir los niveles de TMPRSS4 en suero y plasma de pacientes con FPI,
neumonitis por hipersensibilidad (NH) y neumopatia intersticial difusa

asociada enfermedad autoinmune y compararlos con sujetos sanos.
3) Evaluar el papel de la ausencia/presencia de TMPRSS4 en el desarrollo y

la patogénesis de la fibrosis pulmonar en un modelo experimental con
ratones deficientes de TMPRSS4.
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4) Establecer la participacion de TMPRSS4 en la induccibn de TEM en
células epiteliales de pulmon.

METODOLOGIA

RT-PCR y PCR Cuantitativa

Se cuantific6 la expresion de TMPRSS4 en homogenados de pulmén
provenientes de pacientes con FPl y neumonitis por hipersensibilidad (NH).
Como control se utiliz6 ARN de pulmones normales obtenidos de casas
comerciales (Ambion AM7968, Agilent 540019). Para algunos experimentos se
utilizé6 ARN de diferentes cultivos celulares. El ARN total se extrajo utilizando el
reactivo TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY). Posteriormente
se hizo una transcripcion reversa con 1 pg de ARN total para sintetizar el ADN
complementario usando el estuche comercial High-capacity CDNA reverse
transcription kit (Thermo Scientific, K1632) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La amplificacion en tiempo real se realiz6 con sondas TagMan
marcadas con FAM o VIC especificas para los genes de interés. La PCR se llevo
a cabo mezclando 2 pl de ADNc, 7.5 ul Master Mix, 0.2 pl sonda TagMan y 5.3 pl
de agua. Las sondas TagMan fueron disefiadas por Applied Biosystems
(4331182), misma compafia con la que se obtuvo el reactivo TagMan PCR
Master Mix (4304437). La PCR en tiempo real fue realizada en el equipo Rotor-
Gene Q Instrument (QIAGEN, Hilden, Germany). Todas las muestras se
corrieron por triplicado y usando el ARNr 18S como control enddégeno. Los

resultados se expresaron como promedio + desviacidon estandar.
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Cultivo Celular

Se cultivaron células epiteliales alveolares (A549; CCL-185) y bronquiales
(HBE4-E6/E7; CRL-2078) humanas, células epiteliales de pulmén de rata (RLE-
6TN; CRL-2300) y fibroblastos pulmonares humanos de las lineas CCD-25Lu
(CCL-215) y CCD-8Lu (CCL-201) que fueron obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MA). Las células se cultivaron en
incubadoras a 37°C con una mezcla de gases en proporciéon 5% de CO2 / 95%
de aire en cajas T-25 cm2 (T-25; Corning, Costar) que contenian medio
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO Laboratories, Grand
Island, NY), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 2.5 mg/mL

de anfotericina B.

Las células A549 vy los fibroblastos fueron cultivadas con medio F12 (GIBCO,
21700-075), mientras que las células bronquiales se crecieron en Defined
Keratinocyte-SFM (GIBCO, 10744) suplementado con extracto de pituitaria
bovina (0.05 mg/mL), factor de crecimiento epidérmico (5 ng/mL) y toxina de
cblera (10 ng/mL). Para las células RLE-6TN se utiliz6 el medio Ham's F12
suplementado con extracto de pituitaria bovina (0.01 mg/mL), insulina (5 ng/mL),
factor de crecimiento similar a la insulina (2.5 ng/mL), transferrina (1.25 pg/mL),
EGF (2.5 ng/mL) y 10% SFB.

Todos los cultivos se mantuvieron en las condiciones antes mencionadas y en el

medio correspondiente hasta su uso para los experimentos.

ELISA

Se obtuvo plasma (n=10) y suero (n=4) de pacientes con FPIl, NH y neumopatia
intersticial difusa asociada con enfermedad autoinmune. Se analizaron 100 ul de
cada muestra con un estuche de ELISA para TMPRSS4 humana (Cloud-Clone

Corp., USA) siguiendo las instrucciones del proveedor. Brevemente, las

24



muestras y las soluciones estandar fueron colocadas en una microplaca
previamente revestida con un anticuerpo especifico para TMPRSS4 conjugado
con biotina. Posteriormente, se incubaron con peroxidasa de rdbano picante
(HRP) conjugada con avidina y después se adiciondé un sustrato (TMB). Sélo
aguellos pozos que contienen TMPRSS4 unido al anticuerpo conjugado con
biotina y la enzima conjugada con avidina exhibieron un cambio de color. La
reaccion enzimatica se termind con una solucién de acido sulfarico y el cambio
de color fue medido en un lector de ELISA (Synergy HT, BioTek) a una longitud
de onda de 450 nm + 10. La concentraciéon de TMPRSS4 en las muestras se
determiné comparando la D.O. de las muestras con la curva estandar. Todas las
muestras fueron trabajadas por duplicado.

Tasa de Crecimiento (A549 y Fibroblastos)

Se sembraron células epiteliales alveolares de la linea A549 en placas de 96
pozos a una densidad celular de 2800 células por pozo y se incubaron en medio
F12 con 10% SFB en condiciones estandar. Luego de 24 h, el medio fue
reemplazado por medio sin suero o por medio con la proteina recombinante
TMPRSS4 [15 10 y 100 ng/mL)]. Las células se mantuvieron en cultivo por 48 o
96 horas y el crecimiento celular se determiné con el reactivo WST-1 (4-[50]-1,3-
benzeno disulfonato) (Boehringer, Mannheim, Germany) como se ha descrito
[79]. EI WST-1 es metabolizado por las enzimas mitocondriales de las células
viables generando un compuesto colorido (formazéan), de modo que la intensidad
del color es proporcional al numero de células viables. Este ensayo colorimétrico
se cuantific6 mediante la valoracion de la absorbancia en un lector de ELISA
(Synergy HT, BioTek) a 450 nm y con una longitud de onda de referencia de 620
nm. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado para cada condicién.
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Apoptosis por Citometria de Flujo

En el proceso apoptético las células presentan diversos cambios morfologicos,
entre los que se encuentra la translocacion de la fosfatidilserina (PS) hacia la
superficie celular mientras que el resto de la membrana plasmatica permanece
sin cambios. Asi, es posible detectar la exposicion de la PS mediante su afinidad
con la Anexina V, una proteina de union al fosfolipido, en presencia de calcio.
Dado que esta molécula no penetra la bicapa lipidica de la membrana celular, no
se adhiere a células viables. La Anexina V acoplada a FITC facilita la deteccién
de células que experimentan apoptosis y, para discriminar entre células muertas
y células en apoptosis, se agrega simultaneamente un marcador de ADN como
el yoduro de propidio (PI).

Para analizar el efecto de TMPRSS4 sobre la muerte celular programada, se
sembraron células epiteliales alveolares (A549) en placas de 6 pozos a una
confluencia del 50% y se estimularon con TMPRSS4 (100 ng/mL) durante 96 hrs.
Al concluir el experimento el medio de cada pozo fue recuperado en tubos de 5
mL para citometria y las células se lavaron con PBS. Posteriormente se agregé
Tripsina diluida 0.5X con PBS vy se incubd durante 3 min, parando la reaccion
enzimatica con 2 mL de medio con 10% de SFB. Las células desprendidas
fueron recuperadas en el mismo tubo de 5 mL para citometria y se centrifugaron
a 1500 rpm por 10 min. El sobrenadante se desechdé decantando
cuidadosamente y las células se lavaron nuevamente con PBS. Las células
fueron resuspendidas en buffer de anexina 1 X del estuche comercial para
deteccién de Apoptosis (BD PharmingenTM, 556547) para tefiir con 2.5 pl de
Anexina V-FITC y/o loduro de Propidio (IP), considerando siempre los siguientes

controles:

Tratamiento Tincién

Control sin tratamiento | Sin tefir

Postivo (Sts) Anexina
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Postivo (Sts) IP
Postivo (Sts) Anexina/IP

Una vez tefiidas, las células fueron incubadas durante 15 min a temperatura
ambiente y protegidas de la luz. Transcurrido el tiempo se agregaron 350 ul mas
de buffer de anexina. Las células fueron adquiridas en un citbmetro de flujo
FACSAria (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) y se determinaron los
porcentajes de la poblacion total de células positivas para Anexina V-FITC vy
negativas para IP. Los datos fueron analizados utilizando el programa FlowJo
(Stanford University, CA).

Ensayos de Migracién Celular

El analisis de migraciéon de células epiteliales alveolares humanas inicialmente
se llevé a cabo mediante el ensayo de la herida. Para ello, se sembraron células
A549 a confluencia colocando un inserto circular en el centro de cada pozo. Una
vez que las células se adhirieron a la placa el inserto se retir6 cuidadosamente y
se reemplazé el medio de cultivo por medio sin suero o medio con TMPRSS4
100 ng/mL. Las células se mantuvieron con el estimulo a diversos tiempos. El
cierre de la herida se cuantifico midiendo el diametro del espacio dejado por el
inserto en cada tiempo con el software Image J y contrastando cada uno con el
diametro al momento de retirar el inserto. Los resultados obtenidos se
corroboraron después utilizando camaras de Boyden (Milipore, Temecula, CA)
cubiertas con colagena tipo | con un tamafio de poro de 8 um. Se colocaron
200,000 células (A549) en el compartimento superior de la camara y en el
inferior se afladieron 500 ul de medio con 5% de BSA (control) o con 100 ng/mL
de la proteina recombinante humana de TMPRSS4. Como control positivo se
usé SFB al 10%, ya que contiene diversos factores que podrian promover la
migracion. Las células se incubaron durante 96 hrs, después de lo cual, aquellas
gue no migraron se retiraron del compartimento superior, mientras que aquellas

gue migraron al compartimento inferior se tifieron con cristal violeta.
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Posteriormente, el colorante se eluyd con una solucion de acido acético al 10% y
un volumen de 100 pl se transfirid a una placa de 96 pozos. La lectura se realizé
en un lector de ELISA (Synergy HT, BioTek) a una longitud de onda de 540 nm.
Cada experimento se realizé por duplicado.

Inmunohistoquimica (IHC)

Para conocer la localizacién celular de TMPRSS4 se examinaron cinco tejidos
provenientes de pacientes con FPI y tres tejidos pulmonares normales. El
analisis inmunohistoquimico se realiz6 como se ha reportado previamente [71].
Brevemente, se obtuvieron tejidos de biopsias o autopsias de individuos con FPI
y controles siguiendo los protocolos institucionales aprobados por el comité de
Bioética del INER. Las muestras de tejido fueron fijadas con formol amortiguado
y colocadas en bloques de parafina. Se realizaron cortes de 3 um de grosor que
se montaron en laminillas silanizadas. Los cortes se desparafinaron en xilol por
30 min y después se rehidrataron con etanol al 100%, 90%, 50% y agua por 5
min cada uno. Posteriormente los tejidos fueron incubados con H,O, al 3% en
metanol por 30 min. Luego de realizar la recuperacion antigénica con buffer de
citratos a 90°C por 30 min y bloquear con 2% de suero normal de cerdo en PBS,
para evitar uniones inespecificas, las muestras se incubaron durante 18 h a 4°C
con el anticuerpo monoclonal para TMPRSS4 [Santa Cruz Biotechnology/ sc-
376415 (1:100)] diluido en PBS con 2% de suero. Transcurrido el tiempo las
laminillas se lavaron con PBS 0.1% Tween 2.0 y se incubaron con un anticuerpo
secundario anti-inmunoglobulina acoplado a biotina seguido de estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano picante (BioGenex, San Ramon, CA).
Como sustrato se usd 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) en buffer de acetatos con
0.05% de H,0,. Finalmente los tejidos se contra-tineron con hematoxilina
(BioGenex). Para los controles negativos el anticuerpo primario fue reemplazado
por suero normal de cabra [71]. Los pulmones provenientes del modelo murino

de fibrosis pulmonar inducida con bleomicina se trataron con el mismo protocolo
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pero empleando un anticuerpo primario policlonal para TMPRSS4 [Cusabio/
CSB-PA023926GAO01Hu (1:50)] que reconoce a la proteasa en ratén.

Tincidén con Verde Metilo-Pironinay Azul de Toluidina

Para realizar ambas tinciones, los cortes de los tejidos fueron colocados en
laminillas galvanizadas y se desparafinaron con xilol para luego rehidratar con

etanol al 100%, 96% y con agua corriente y destilada.

En el caso de la tincion con verde metilo-pironina (VMP) se prepararon dos
soluciones stock, la primera de verde de metilo acuoso al 2% y la segunda de
Pironina y o G al 2%. Ambas soluciones fueron sometidas a 10 lavados con
cloroformo por medio de un embudo de separacion. El cloroformo fue lavado con
carbon activado a través de un filtro y las soluciones se conservaron en
refrigeracion con una capa de cloroformo. La solucion de trabajo se prepar6
agregando 9 mL de verde metilo, 4 mL de Pironina, 9 mL de glicerinay 22 mL de
buffer de acetatos pH 4.4.

Luego de desparafinar, las laminillas se mantuvieron en buffer de acetatos pH
4.4 durante 10 minutos. Posteriormente se colocaron en la solucién de trabajo
por 25 minutos. Transcurrido el tiempo se realizé un enjuague en el mismo buffer
y se dejaron secar. Una vez secas se realizé un enjuague con acetona/xilol y
finalmente un enjuague mas soélo en xilol. Terminado el proceso las laminillas se

montaron.

En el caso de la tincidon con Azul de Toluidina, las muestras se colocaron en la
solucion de azul de Toluidina de 20-60 min. Transcurrido el tiempo el tejido se
deshidratd, se aclard y se realizé el montaje. La solucion de trabajo se preparé
con Azul de Toluidina al 0.1%.
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Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Para la inmunofluorescencia se utilizaron secciones de tejido de 3 um adheridas
a laminillas silanizadas (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA). Al igual que en la
imnunohistoquimica, la recuperacion del antigeno se indujo mediante calor en
buffer de citratos. Después, los tejidos fueron permeabilizados y bloqueados en
un solo paso con una incubacién de 30 min a temperatura ambiente en PBS con
2% de suero normal de cerdo y Triton X-100 (Research Organic, Cleveland, OH,
USA). Posteriormente, se lavaron e incubaron toda la noche a 4°C con los
anticuerpos primarios: anti-TMPRSS4 [Santa Cruz Biotechnology/ sc-376415
(1:100)], anti-Triptasa [Abcam/ ab-151757 (1:250)] y anti-Quimasa [Abcam/ ab-
111239 (1:300)]. Al dia siguiente, las muestras fueron lavadas e incubadas
durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
correspondiente: Alexa Fluor[AF]-488 de burro conjugado con IgG anti-conejo,
Dyligth-549 de burro conjugado con IgG anti-raton y AF-647 de burro conjugado
con IgG anti-cabra (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA). Todos los
experimentos incluyeron controles con y sin anticuerpo primario 0 anticuerpo
secundario. La obtencion de las imagenes se realiz6 con un microscopio
confocal FV-1000 de barrido laser (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) en
modo de escaneo secuencial para obtener imagenes de cada fluorocromo por

separado.

Western Blot

Para este analisis se extrajo proteina total de células epiteliales alveolares
(A549) y bronquiales (HBE4-E6/E7) humanas asi como de fibroblastos
pulmonares normales y de pacientes con FPI utilizando el buffer RIPA (Tris-HCI
50 mM, pH 8, NaCl150 mM, Nonidet P-40 1%, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, NaF
1 mM, Na3vO4 1 mM, PMSF 1 mM, leupeptina 1 pg/ml, aprotinina 1 pg/ml y
pepstatina 1 pg/ml). Los lisados celulares fueron sonicados y centrifugados a
14,000 rpm por 10 min a 4°C, luego se recupero el sobrenadante y se determind
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la concentracion de proteina por el método de Bradford utilizando el reactivo
BioRad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules CA). Alicuotas de proteina de 40 ug se
mezclaron con buffer Laemmli, se separaron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida-SDS al 10% y se electro-transfiieron a membranas de
nitrocelulosa a 15V durante 40 min. Los sitios inespecificos se bloquearon con
leche libre de grasa al 5% en TBS-Tween 0.05% durante 1 h a temperatura
ambiente. Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios 1 h a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C: TMPRSS4 [Santa Cruz
Biotechnology/ sc-376415 (1:500); Cusabio/ CSB-PA023926GA01HU (1:500)],
E-caderina [BioGenex/ MU390-UC (1:150); Santa Cruz Botechnology/ sc-7870
(1:200)] y a-SMA [SIGMA/ A2547 (1:100)], SNAIL [Santa Cruz Botechnology/ sc-
393172 (1:200)]. En algunos experimentos, los lisados totales fueron obtenidos
de células A549 estimuladas con 100 ng/mL de la proteina recombinante de
TMPRSS4 (Origene/ TP303972) y/o 5 ng/mL de TGF-B1 (R&D Systems/ 240-
B/CF). Después de la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas se
lavaron 4 veces con TBS-tween 0.05% y se incubaron con un anticuerpo
secundario anti-ratdbn o anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano picante
(Invitrogen Life Technologies) por 1 h a temperature ambiente. La sefial fue
detectada por quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate, Thermo Scientific / 34080) y se cuantific6 mediante densitometria
usando el software Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Todas las muestras
se normalizaron contra f-tubulina [Santa Cruz Biotechnology/ sc-5274HRP
(1:200)] o p-actina [Santa Cruz Biotechnology/ sc-47778 (1:200)].

Fibrosis Pulmonar inducida con bleomicina

Animales

Los animales deficientes de TMPRSS4, con fondo genético C57BL/6, fueron
obtenidos del Mutant Mouse Resource & Research Center (MMRRC) en la

Universidad de California, Davis. Como controles se utilizaron animales
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silvestres provenientes de las mismas camadas. Los ratones fueron alojados en
instalaciones especificas libres de patégenos, fueron manejados asépticamente
y recibieron comida y agua estéril ad libitum. Para los experimentos se

emplearon animales de entre 8-12 semanas de edad.

Tipificacion

La genotipificacion de los ratones se realiz6 por reaccion directa en cadena de la
polimerasa (PCR) con ADN gendmico proveniente de tejido murino lisado. Para
ello, se obtuvieron segmentos de cola de ratén de aproximadamente 1-2 mm de
longitud que se colocaron en un tubo Eppendorf de 0.2 mL. Se agregaron 75 pL
de NaOH 25 mM / EDTA 0.2 mM y se mantuvieron a 98°C por 1 hora.
Transcurrido el tiempo se agregaron 75 pL de Tris-HCI para detener la hidrélisis.
El ADN fue cuantificado y ajustado a una concentracion de ~100 ng/mL. Todas
las PCRs se realizaron usando 1 pL (~100 ng) de ADN con un protocolo de
ciclaje con touch-down de 10 ciclos de alineacion, comenzando a 65°C y
bajando la temperatura 0.5°C cada ciclo para finalizar a 55°C los siguientes 30
ciclos. La iniciacion y desnaturalizacion del ADN se llevaron a cabo a 94°C,
mientras que la elongacion y la amplificacion se realizaron a 72°C, de acuerdo a
las condiciones proporcionadas por el Mutant Mouse Regional Resource Center
(MMRRC).

Los primers empleados fueron los siguientes:
sentido: AACTTCACAGAAGCACTGGCC
anti-sentido: TGGGATTCAAACGTGGTTCTT
sentido: GCAGCGCATCGCCTTCTATTC
anti-sentido: TGGGATTCAAACGTGGTCCTG

Finalmente, los productos se corrieron en geles de agarosa al 1% a 100 V por 35

min. El genotipo de los ratones se determiné de acuerdo con el tamafio de los
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productos y el numero de bandas obtenidas, tal y como se muestra en la Figura
5.

Genotipo:

Banda mutante (385 pb)———>
Banda WT (286 pb)—>

Figura 5. Genotipificacién de ratones de la cepa transgénica de TMPRSS4. Los animales
deficientes presentan sélo la banda del gen mutado de TMPRSS4 (385 pb) mientras que los
animales silvestres presentan el gen sin alterar (286 pb). Los animales haplodeficientes exhiben

un alelo mutado y el otro normal, por tanto se aprecian ambas bandas en la genotipificacion.

Anestesia

Los ratones fueron anestesiados con AVERTIN, una mezcla de 222-
tribromoetanol y t-amil alcohol, tanto para la instilacién intratraqueal como para
practicar la eutanasia al final de los experimentos, que se realiz6 mediante
exanguinacion/perfusion cardiaca. En este protocolo se realizaron todos los

esfuerzos necesarios para evitar el sufrimiento animal.

Modelo animal

Se realizé una curva dosis respuesta (1, 3, 5y 7 U/kg) con Bleomicina en los
animales de la cepa transgénica para TMPRSS4, obteniéndose el mejor modelo
de fibrosis pulmonar con la dosis de 7 U/kg (0.07 U/10g), la cual produjo una

mortalidad similar (15-20%) entre animales silvestres (WT), haplodeficientes
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(HT) y deficientes (KO). Los ratones WT, HT y KO fueron divididos al azar en
dos grupos, el primero instilado con PBS (grupo control) y el segundo con
bleomicina (grupo experimental). El dafio pulmonar se indujo con sulfato de
bleomicina (BLEOLEM) disuelto en PBS estéril, mismo que se instild
intratraquealmente a la dosis éptima mencionada (volumen final: 50 pl/ratén) en
una sola aplicacion. Los animales fueron sacrificados al dia 28 post-instilacion.
Los pulmones fueron perfundidos con PBS para eliminar la sangre y
posteriormente se extrajeron. En todos los casos, el pulmén izquierdo se utilizé
para cuantificar el contenido de hidroxiprolina y el pulmén derecho se fij6 con
formol amortiguado y se coloc6é en un bloque de parafina. Los blogues de
parafina con tejido pulmonar fueron cortados en secciones de 3 um de grosor y
se tifleron con hematoxilina (HE) y con Tricromica de Masson. La gravedad de la
fibrosis pulmonar se determin6 usando un método histopatologico
semicuantitativo. Primero, se determind la extension de las lesiones (0-100%), el
grado de severidad de las mismas (1-3) y el porcentaje de fibrosis segun lo
observado con la tincion tricromica. Finalmente, se calculdé un indice fibrotico

multiplicando la extensién de la lesion por el porcentaje de fibrosis [80].

Ensayo de hidroxiprolina

La cuantificacion de colagena en el pulmén fue realizada mediante el ensayo de
hidroxiprolina, tal y como se ha descrito previamente [81]. Para este ensayo, con
el propdsito de reducir la variabilidad, siempre se uso el pulmén izquierdo de los
animales. Los datos se expresaron como microgramos de hidroxiprolina por

pulmén.

Aprobacion Etica del protocolo y consentimiento de participacion

La donacion de tejido de pacientes asi como todos los experimentos para este
protocolo de estudio fueron realizados de acuerdo con las guias institucionales
vigentes. Se obtuvo un consentimiento individual firmado por cada paciente. El
uso de animales cumplié con todas las pautas marcadas por las Guias de
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Cuidado Animal. Este protocolo fue aprobado por el Comité de Ciencia y
Bioética y Comité de Bioseguridad del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER) (B30-12) en la ciudad de México.

Andlisis estadistico

Los resultados derivados de la PCR en tiempo real en tejidos fueron evaluados
mediante una prueba de t (paramétrica) con correccion de Welch. Para los
demas experimentos, los valores de P fueron calculados usando un ANOVA de
una via. Todos los datos fueron expresados como promedio + DS de al menos 3
0 4 determinaciones. Valores de P<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

RESULTADOS

TMPRSS4 esta sobre-expresada en pulmones con FPI

Primero, se evalué la expresibon de TMPRSS4 en muestras de pulmon
provenientes de pacientes con FPI (FPI, n=7) comparados con tejido normal (PN,
n=4) y con pulmones de pacientes con neumonitis por hipersensibilidad (NH,
n=6). Las muestras de NH se usaron porque esta representa una neumopatia
intersticial difusa, principalmente inflamatoria, que a menudo involucra fibrosis.
Como se muestra en la Figura 6, TMPRSS4 practicamente no se expresa en
pulmones normales mientras que se observa un aumento modesto en HP y una

fuerte sobreexpresion en tejidos con FPI (p<0.05, IPF versus controles and HP).
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Figura 6. TMPRSS4 esti sobre-expresada en pulmones con fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI). Se cuantificé la expresién génica de TMPRSS4 por PCR en tiempo real en ARN total
obtenido de sujetos con FPI (n=7), neumonitis por hipersensibilidad (NH) (n=6) y pulmén normal
(n=4). Se observa una fuerte sobreexpresion en tejidos con FPI comparados con pulmones con
NH y controles. Los datos se expresan como media + DS del nUmero de copias normalizado con
el ARNr 18S; *p<0.05, FPI versus control y NH.

La expresiéon de TMPRSS4 disminuye en plasma de pacientes con FPI

comparado con sujetos sanos.

Con el fin de determinar la utilidad de TMPRSS4 como biomarcador diagndstico
y prondstico de la FPI se midi6 la concentracion de la proteina en suero y
plasma provenientes de pacientes con FPI, NH y neumopatia intersticial difusa
asociada a enfermedad autoinmune (INM) y se compararon contra sujetos sanos.
Un primer acercamiento con 4 muestras por condicion mostrd, en su mayoria,
niveles casi indetectables (<0.5 ng/mL) de TMPRSS4 en suero, mientras que en
plasma los niveles fueron superiores. Por tal motivo, se decidié ampliar la
muestra de plasmas (n=10) para todas las condiciones. Los resultados muestran
una disminucion significativa de TMPRSS4 en los plasmas de pacientes con FPI
al comparar contra los controles. Sin embargo, no se encontraron diferencias

entre los distintos padecimientos (Figura 7).
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Figura 7. TMPRSS4 disminuye en plasmas de pacientes con FPIl, NH y enfermedad
autoinmune. Se cuantificé por ELISA la concentracion de TMPRSS4 en plasmas obtenidos de
sujetos sanos (n=10), con FPI (n=10), neumonitis por hipersensibilidad (NH) (n=10) y
neumopatia intersticial difusa asociada a enfermedad autoinmune (INM) (n=10). Se observa una
disminucién en los niveles de TMPRSS4 en todos los padecimientos al comparar contra los
controles, no asi al comparar entre patologias. Los datos se expresan como media + DS;
*p<0.05 FPI, NH e INM versus control.

TMPRSS4 se expresa principalmente en células epiteliales y cebadas

La localizacion celular de TMPRSS4 fue analizada mediante inmunohistoquimica
en cortes de pulmén. Acorde con los resultados de expresidn génica, no se
observé proteina inmunorreactiva en los tejidos control. Por el contrario, los
tejidos con FPI mostraron una fuerte marca positiva en células intersticiales.
También se observé sefial positiva en células epiteliales alveolares, aunque ésta
fue mas débil (Figura 8). La expresion de TMPRSS4 se observo principalmente
en zonas fibréticas y no se detecto tincion positiva en fibroblastos.
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Figura 8. Inmunolocalizacion de TMPRSS4 en pulmones con FPlI y controles.
Fotomicrografias representativas de la tinciébn inmunohistoquimica realizada en secciones de
pulmén con un anticuerpo especifico contra TMPRSS4. Se observa tincién positiva en células
epiteliales (paneles A y B) y en células intersticiales (panel C) de pulmones con FPI (n=5),
mientras que no se advirti6 marcaje positivo en pulmones normales (n=3) (panel D). El panel E
muestra el control negativo donde el anticuerpo especifico fue omitido. Todos los cortes fueron

contratefiidos con hematoxilina. Las flechas indican células positivas.

Como una primera aproximacion para identificar el tipo de células intersticiales
con marca positiva, y con la sospecha de que podrian ser células cebadas, se
realizaron cortes secuenciales de una misma biopsia de pulmén con FPl y se
tiieron con un anticuerpo especifico contra TMPRSS4 y con azul de toluidina o
verde metilo-pironina. Los resultaron sugirieron que, como presumiamos, las
células intersticiales positivas para TMPRSS4 podrian ser células cebadas
(Figura 9). Estos hallazgos fueron corroborados co-localizando TMPRSS4 con
triptasa y quimasa, dos proteasas en el contenido granular de las células
cebadas que comunmente son empleadas como marcadores de dichas células.
El analisis de las muestras por microscopia confocal revelo la co-localizacion de
TMPRSS4 con ambas enzimas en las muestras provenientes de individuos con
FPI (Figura 10).
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Figura 9. Identificacion de células intersticiales con verde metilo-pironina y azul de
toluidina. Fotomicrografias representativas de cortes secuenciales de un pulmén con FPI,
tefiidas con un anticuerpo especifico para TMPRSS4 y verde metilo-pironina o azul de toluidina.
Se observa marca positiva para TMPRSS4 que aparentemente co-localiza con azul de toluidina,
sugiriendo que las células intersticiales observadas podrian ser células cebadas. Las flechas

indican células positivas.
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Figura 10. Co-localizacién de TMPRSS4, triptasa y quimasa en pulmones con FPly control.
Imagenes representativas de la inmunofluorescencia realizada con anticuerpos especificos
contra cada molécula en cortes de pulmén de pacientes con FPI. Fila Superior y central:
pulmones con FPI co-expresando TMPRSS4 vy triptasa o quimasa,; fila inferior: pulmén normal
(control) que no muestra expresion de las proteasas. Los tejidos fueron tefiidos con diferentes
fluorocromos: TMPRSS4 (Dylight-549, rojo), triptasa (AF-488, verde en panel superior) y
guimasa (AF-647, verde en panel central). La co-localizacién de TMPRSS4 y triptasa o quimasa
fue determinada por microscopia de fluorescencia y las imagenes se fusionaron para determinar

la co-localizacion de dichas proteinas.
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TMPRSS4 se expresa en células epiteliales alveolares y bronquiales in vitro
pero no en fibroblastos.

Para corroborar los resultados de la inmunohistoquimica, se midié la expresion
génica y los niveles de proteina de TMPRSS4 en fibroblastos de pulmones
humanos normales y de FPI asi como en dos lineas celulares epiteliales, una de
origen alveolar (A549) y otra de origen bronquial (HBE). Como se muestra en la
Figura 11, los fibroblastos ya fuesen de pulmones normales o derivados de FPI
no expresaron TMPRSS4, (Figura 11A y C), mientras que ambas lineas de
células epiteliales si lo hicieron, tanto a nivel de mRNA como de proteina
(Figura 11A y B).

Ademas, se exploré el efecto de TGF-$1 en la expresion de TMPRSS4 en

células A549, observandose una disminucion de la proteasa a 96 horas después
del estimulo (Figura 11D).
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Figura 11. TMPRSS4 se expresa en células epiteliales alveolares y bronquiales. Panel A: La
expresion génica de TMPRSS4 fue cuantificada por PCR en tiempo real en células epiteliales de
las lineas A549 y HBE4-E6/E7 y en fibroblastos pulmonares de FPI (n=3) y normales (n=3). Se
observa expresion en ambas lineas epiteliales pero no en fibroblastos. Panel B: la expresiéon de
TMPRSS4 a nivel de proteina fue confirmada por Western blot en las células epiteliales. Panel C:
Western blot representativo en fibroblastos pulmonares normales y fibréticos. Se usaron células

A549 como control positivo. Panel D: Western blot en células A549 estimuladas con TGFA1 por

96 horas.
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TMPRSS4 promueve aumento en la expresiéon de E-caderina en células
epiteliales.

Evidencia previa sugiere que TMPRSS4 promueve la transicion epitelio
mesénquima (TEM). Dado que dicho proceso ha sido implicado en la
patogénesis de la FPI, examinamos como TMPRSS4 podria inducir TEM en
células epiteliales. Para tal efecto se analizaron los niveles E-caderina y a-SMA
en células epiteliales alveolares control y estimuladas con la proteina
recombinante de TMPRSS4 (100 ng/mL). Inesperadamente, TMPRSS4
incremento la expresion de E-caderina a nivel de mRNA y proteina (Fig. 12A y
B). Del mismo modo, TMPRSS4 redujo la expresion génica de a-SMA por RT-
PCR (Figura 12C) pero arrojé resultados variables a nivel de proteina en los
cuales no se observaron cambios o0 se pudo apreciar una disminucion (Figura
12D). El incremento en los niveles de E-caderina inducido por TMPRSS4 fue
confirmado en células epiteliales alveolares de rata (RLE-6TN) (Figura 12E).
Dado que la activacion de la cascada de sefializacion de TGF-f1 promueve la
transicion epitelio mesénquima (TEM), un proceso que incluye una disminucion
en la expresion de E-caderina, quisimos evaluar el impacto de TMPRSS4 en tal
proceso. Asi, se trataron células A549 con TGF-1 solo, TGF-f1 + TMPRSS4 o
TMPRSS4 solo, y se analizo la expresion de E-caderina a los 4 dias de estimulo
por Western blot. Como se muestra en la Figura 12F, TMPRSS4 inhibié
parcialmente la marcada disminucion de E-caderina inducida por TGF-f$1,
apoyando el efecto de esta proteasa transmembranal tipo Il en la adhesién

celular.
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Figura 12. TMPRSS4 incrementa la expresiéon de E-caderina. Células epiteliales alveolares
humanas (A549) fueron estimuladas con TMPRSS4 (100ng/mL) o TGF-g1 (5 ng/mL) y se
determiné la expresion de E-caderina y a-SMA por RT-PCR cuantitativa y Western blot. Panel A
y C: TMPRSS4 incrementa de manera significativa los niveles de RNAm de E-caderina y
disminuye el RNAmM de a-SMA comparado con las muestras control (*p<0.01). Los datos fueron
normalizados con los niveles del RNAr 18S. Panel B y D: Se extrajo la proteina total de las
células estimuladas y se realizé un Western blot con anticuerpos especificos para E-caderina y
a-SMA. Células estimuladas con TGF-g1 fueron usadas como control positivo para TEM. Panel
E: Células epiteliales alveolares de rata fueron estimuladas con TMPRSS4 (100 ng/mL) or TGF-
Bl (5ng/mL) durante 4 dias. Los Western blots son representativos de tres experimentos
independientes. Panel F: Andlisis por Western blot de células A549 control y estimuladas con

TGFp1, TMPRSS4 o0 TGFS1 mas TMPRSSA4.
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Acorde con los resultados anteriores, no se observaron cambios en la expresion
de SNAIL (Figura 13), una molécula que es activada por TGFp1l y que
desempefia una papel central en la regulacién de la TEM debido a su capacidad

para reprimir la expresiéon del gen de E-caderina.

Figura 13. TMPRSS4 no modifica la expresion de SNAIL. Células epiteliales alveolares A549
fueron estimuladas con TMPRSS4 (100 ng/mL) o TGF-$1 (5 ng/mL) durante 4 dias y se
cuantificé la expresiébn de SNAIL por Western blot. La grafica muestra los resultados de la

densitometria. La imagen es representativa de dos experimentos independientes.
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TMPRSS4 reduce la tasa de crecimiento en células epiteliales alveolares y
no induce apoptosis

El estimulo de la proteina recombinante de TMPRSS4 sobre células epiteliales
alveolares de la linea A549 indujo una disminucion en la tasa de crecimiento,
medida por el ensayo de viabilidad celular WST-1. El analisis de la curva dosis-
respuesta mostré que el efecto inhibitorio de TMPRSS4 depende de su
concentracion, alcanzando un efecto significativo a 100 ng/mL 4 dias después
de iniciado el estimulo (Figura 14A 'y 14B).

Figura 14. TMPRSS4 reduce la tasa de crecimiento en células epiteliales alveolares. Panel
A: Se cultivaron células epiteliales alveolares de la linea A549 en cajas de 48 pozos, en medio
sin SFB y se estimularon con TMPRSS4 (0.1, 1, 10 y 100 ng/mL). Panel B: El experimento se
repiti6 con 100 ng/mL en dos experimentos independientes. La tasa de crecimiento fue estimada
con el ensayo de WST-1 a los 4 dias luego del estimulo. Cada punto representa la media + DS

de un experimento representativo realizado por triplicado. *p<0.05.
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Adicionalmente, se analizé si la reduccién observada en el numero celular podia
deberse a la induccidon de un proceso apoptético Iluego del estimulo con
TMPRSS4. Como control positivo se utilizdé estaurosporina (Sts), un conocido
inductor de apoptosis. Los resultados mostraron los mismos niveles de apoptosis
en las células tratadas con la proteina recombinante que aquellos observados en

las células que no recibieron el estimulo (Figura 15).

Figura 15. TMPRSS4 no induce apoptosis en células epiteliales alveolares. Se cultivaron
células epiteliales alveolares de la linea A549 en cajas de 6 pozos, en medio sin SFB y se
estimularon con TMPRSS4 (100 ng/mL). El porcentaje de apoptosis fue evaluado por el ensayo
de Anexina V a los 4 dias luego del estimulo. Se usé estaurosporina (Sts) como control positivo.

Cada punto representa la media + DS de dos experimentos realizados por triplicado.
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TMPRSS4 no modifica la migracion de células epiteliales alveolares

Evidencia previa sugiere que TMPRSS4 induce la migracion celular en diversos
tipos de céanceres. Con el fin de determinar si esto ocurre en el pulmon, se
estimularon células epiteliales alveolares A549 con TMPRSS4 (100 ng/mL)
durante 24, 48, 72 y 120 horas. Inicialmente, la migracion fue evaluada mediante
el ensayo de cierre de herida. No se observaron diferencias significativas entre
las células control y las tratadas con TMPRSS4 a ninguno de los tiempos
(Figura 16).

Figura 16. TMPRSS4 no induce migracién en células epiteliales alveolares. Se cultivaron
células epiteliales alveolares de la linea A549 en medio sin SFB y se estimularon con TMPRSS4
(100 ng/mL) durante diversos tiempos. La migracion fue evaluada por el ensayo de cierre de la
herida. La cuantificacién del cierre de la herida no muestra cambios en las células estimuladas
con TMPRSS4 al comparar con el control. Cada punto representa la media + DS de tres

experimentos realizados por triplicado.
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Los resultados obtenidos con el analisis de cierre de la herida fueron
corroborados mediante un ensayo de migracibn en camaras de Boyden
cubiertas con colagena tipo I. Nuevamente, células A549 fueron estimuladas con
TMPRSS4 (100 ng/mL) durante 96 horas y se compararon contra células sin
estimular. Como control positivo se empleé SFB al 10%, el cual contiene
diversos factores que podrian promover la migracion de las células (Figura 17).
Los resultados obtenidos mediante este ensayo, son similares a los de cierre de
heridas, mostrando que no hay cambios en la migracion de las CEAs al
estimular con TMPRSS4.
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Figura 17. TMPRSS4 no induce migracién en células epiteliales alveolares. Se cultivaron
células epiteliales alveolares de la linea A549 en medio sin SFB y se estimularon con TMPRSS4
(100 ng/mL) por 96 h. La migracion se cuantific6 usando cdmaras de Boyden cubiertas con
coladgena tipo | 0 BSA como control. Se presenta el porcentaje de migracién celular usando SFB
como control positivo. Cada punto representa la media + DS de un experimento realizado por

triplicado.
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La deficiencia de TMPRSS4 atenua la fibrosis pulmonar inducida con
bleomicina en ratén.

Para definir el efecto de TMPRSS4 en el desarrollo de la fibrosis pulmonar, se
instilaron ratones silvestres (WT), heterocigotos (HT+/-) y deficientes (KO-/-) de
TMPRSS4 con una sola dosis intratraqueal de bleomicina (7U/kg) o solucion
salina y se sacrificaron a los 28 dias. La respuesta fibrética fue examinada por
morfologia pulmonar y la concentracion de hidroxiprolina como una medida
indirecta del contenido de proteina colagena. La evaluacion histopatoldgica
mostré una fibrosis severa en los animales silvestres tratados con bleomicina, la
cual fue marcadamente reducida en los ratones deficientes y haploinsuficientes
(Figura 18). Como se observa en la Figura 19, el indice fibrético morfologico
disminuy6 significativamente en los animales KO (560.7 + 338.4) y HT (446.5 +
259.7) en comparacion con los animales WT (1100.0 + 514.24) (p<0.01).
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Figura 18. La deficiencia de TMPRSS4 atenua el dafio pulmonar inducido con bleomicina
en ratdn. Ratones silvestres (WT), haplodeficientes (HT) y deficientes (KO) de TMPRSS4 fueron
instilados intratraguealmente con bleomicina (7 U/kg) o solucién salina y se estudiaron a los 28
dias post-instilacion. Panel A: Ratones control instilados con solucién salina. Panel B: Ratones
con fibrosis pulmonar inducida con bleomicina. El analisis histopatoldgico se realizé tifiendo con

hematoxilina y con tricrémica de Masson.
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Figura 19. La deficiencia de TMPRSS4 disminuye el indice fibrético en ratones tratados
con bleomicina. Ratones silvestres (WT), haplodeficientes (HT) y deficientes (KO) de TMPRSS4
fueron instilados intratraquealmente con bleomicina (7 U/kg) o solucién salina y se estudiaron a
los 28 dias post-instilacion. El indice fibrético se calculé multiplicando el porcentaje de extension

de la lesion por el porcentaje de fibrosis observado. Resultados como promedio + DS.

Posteriormente se determing, con el ensayo de cuantificacion de hidroxiprolina,
el contenido de coldgena en el pulmon izquierdo completo. En condiciones
basales, no se encontraron diferencias en el contenido de hidroxiprolina. Por el
contrario, a los 28 dias post-instilacion con bleomicina, se observé un
incremento sustancial en la concentracion de colagena en los ratones WT el cual
se redujo de manera significativa en los ratones deficientes de TMPRSS4 (+/-) y
(-/-) (WT: 164 = 21.1 pg OH-Pro/pulmén versus HT: 110.2 + 14.3 pg OH-
Pro/pulmén y KO: 114.1 + 24.2 yg OH-Pro/pulmén respectivamente; p<0.01)
(Figura 20). No se encontraron diferencias entre ratones haploinsuficientes y

deficientes.
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Figura 20. La deficiencia de TMPRSS4 reduce la acumulacion de coldgena pulmonar en la
fibrosis inducida por bleomicina. Ratones silvestres (WT), haplodeficientes (HT) y deficientes
(KO) fueron instilados con bleomicna (7 U/kg) y estudiados a los 28 dias. El contenido de
coldgena fue cuantificado por el ensayo de hidroxiprolina. Los datos se expresan como media +

DS de entre 7-12 animales por grupo. *p<0.01 comparado con animales WT instilados.

Al igual que como se observé en pulmones de pacientes con FPI, TMPRSS4 es
expresada por células epiteliales y mas intensamente por células intersticiales
en ratones WT (Figura 21A-E). La inmunocolocalizacién con triptasa demostro
gue dichas células intersticiales son células cebadas (Figura 21F-I).
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Figura 21. TMPRSS4 se expresa en células epiteliales y cebadas en el modelo de fibrosis
pulmonar inducida con bleomicina. Fotomicrografias representativas de la tincién
inmunohistoquimica realizada con un anticuerpo especifico contra TMPRSS4 en cortes de
pulmén de ratones WT provenientes del modelo de dafio pulmonar con bleomicina. La enzima
inmunoreactiva se observd en células epiteliales (panel A, flecha negra) e intersticiales (panel B
y C, flechas negras). Panel D: No se detect6 tincién positiva en pulmones normales. Panel E:
Muestra el control negativo en donde el anticuerpo especifico fue reemplazado por suero. Todos
los cortes fueron contratefiidos con hematoxilina. Panel F-I: Imagenes representativas de la
inmunofluorescencia realizada con anticuerpos especificos contra TMPRSS4 vy triptasa; los
tejidos fueron tefiidos con Dylight-549 (rojo) para TMPRSS4 y con AF-488 (verde) para triptasa.
La co-localizacién de TMPRSS4 vy triptasa se determind por microscopia de fluorescencia y las

imagenes fueron fusionadas para resolver la co-localizacién entre las dos proteinas.
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DISCUSION

La FPI es una enfermedad progresiva y usualmente letal de etiologia
desconocida y patogénesis incierta. En los dltimos afios, algunas
metaloproteasas han sido implicadas en su patogénesis no sélo a través de la
remodelacion de la matriz extracelular sino también en la activacion de
diferentes mediadores profibréticos contribuyendo al comportamiento alterado de
diferentes células pulmonares [35, 36, 82-84]. Sin embargo, los estudios con

otras proteasas son escasos.

Las serin-proteasas transmembranales de tipo Il comprenden 4 subfamilias: a)
Matriptasa, b) Hepsina/serin-proteasa transmembranal (TMPRSS), ¢)
HAT/DESC vy d) corina [85]. Recientemente, se ha mostrado que la expresion y
la actividad de la matriptasa esté incrementada en FPI, afectando principalmente
el comportamiento de los fibroblastos y promoviendo su activacion, proliferacién
y migracién [86]. De hecho, el analisis de expresion de la proteina mostré que
los fibroblastos pulmonares primarios derivados de tejidos con FPI producian
practicamente el doble de la enzima en comparacion con fibroblastos obtenidos
de pulmones normales. De manera importante, esta investigacidon también

mostré que la inhibicion de la matriptasa atenua la fibrogénesis pulmonar in vivo.

En el presente estudio, evaluamos un miembro de la subfamilia de la Hepsina,
TMPRSS4, que en contraste con la matriptasa permanece como una proteina
huérfana en el sentido de que, hasta la fecha, no se conocen sus sustratos, y
sus funciones apenas empiezan a ser elucidadas [87]. La mayoria de los
estudios existentes se han enfocado en sus implicaciones en diferentes tipos de
canceres, aportando evidencia creciente que indica que la sobreexpresion de
TMPRSS4, entre otros efectos, promueve procesos tipo transicion epitelio
mesénquima e induce la migracion celular [88], dos eventos que han sido
descritos en la FPI [11, 89, 90]. Los estudios en enfermedades no neoplasicas

son escasos pero se ha mostrado que TMPRSS4 podria contribuir a la
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replicacion y propagacion del virus de la influenza, y que una mutacién en esta
proteina causa un desorden pediatrico neurodegenerativo de reciente
descubrimiento, llamado sindrome de atrofia cerebral recesiva autosdmica
(ARCA) [55, 91].

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio realizado con TMPRSS4 en un
desorden de tipo fibrético. Primero, exploramos la expresion génica y la posible
localizacion celular de esta molécula en pulmones con FPI y encontramos que
TMPRSS4 esta sobre-expresada, encontrandose principalmente en células
cebadas y células epiteliales alveolares en las zonas fibréticas del pulmon, pero
no se encontr6 en células mesenquimatosas que forman los caracteristicos
focos de fibroblastos/miofibroblastos. In vitro, corroboramos que TMPRSS4 se
expresa en células epiteliales bronquiales y alveolares y, de manera importante,
estuvo ausente en fibroblastos pulmonares tanto normales como provenientes
de FPI, contrario a lo que se ha reportado con la matriptasa. Estos resultados
sugieren que estas dos serin-proteasas promueven el desarrollo de la fibrosis
afectando el comportamiento de diferentes tipos celulares.

Tomando en consideracion que las células epiteliales alveolares desempefian un
papel fundamental en la patogénesis de la FPI, decidimos enfocarnos sobre
estas células in vitro. Sorprendentemente, el estimulo de células epiteliales
alveolares con TMPRSS4 provocé un incremento significativo de la expresion de
E-caderina, un hallazgo que fue corroborado en células epiteliales alveolares
obtenidas de ratas. E-caderina, la principal caderina en células epiteliales, es
una molécula de adhesion celular importante que media las uniones estrechas
(tight junctions) entre células epiteliales. Esta molécula es critica en el
mantenimiento de la integridad estructural de los tejidos y, entre otras funciones,
inhibe la proliferacion celular [92]. Acorde con este concepto, nuestro estudio
demostré una disminucion significativa de la tasa de crecimiento cuando las

células epiteliales pulmonares fueron estimuladas con la proteina recombinante
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de TMPRSS4. En cambio, no se encontraron cambios en el porcentaje de
apoptosis o la migracién de células epiteliales alveolares A549.

En concordancia con este hallazgo, nuestros resultados indican que TMPRSS4
inhibe, al menos en las células epiteliales alveolares de pulmdn, la TEM inducida
por TGFB1. La TEM es un proceso que ha sido asociado con la expansion de la
poblacién de fibroblastos vy la subsecuente fibrosis. Sin embargo, la TEM no
siempre es una respuesta de “todo o nada” sino que muestra un espectro de
fases intermedias y puede inducir un fenotipo intermedio conocido como estado
de TEM parcial. En el estado de TEM parcial, algunas células contindan
mostrando morfologia y marcadores moleculares especificos de células
epiteliales, como citoqueratina y E-caderina, pero presentan expresion
concomitante de marcadores mesenquimales como FSP-1 (fibroblast-specific
protein 1, también conocida como S100A4 y MTS-1) y a-SMA [15].
Eventualmente, estas células pueden dejar la capa epitelial, se abren camino a
través de la membrana basal subyacente y se acumulan en el intersticio del
tejido [93], donde finalmente pierden todos sus marcadores epiteliales y obtienen
un fenotipo completamente fibroblastico. De manera importante, la TEM parcial
€S un proceso importante para la regeneracién tisular normal ya que facilita la
migracion colectiva eficiente del epitelio cohesivo, manteniendo su organizacién
interna y acelerando de esta forma la cicatrizacion de heridas [94]. Por ejemplo,
la TEM parcial ocurre en la cicatrizacion de heridas epidérmicas en adultos para
facilitar la migracion de queratinocitos durante la reepitelizacion, acelerando asi
el cierre de la herida. Del mismo modo, las células bronquiolares en las vias
aéreas siguen un programa de TEM transitoria durante la regeneracion del
epitelio bronquiolar [94]. En este contexto, mediante la inhibicion de la induccion
de una TEM parcial y de la consecuente migracion de células epiteliales,
TMPRSS4 podria estar contribuyendo a la remodelacion tisular anormal fibrética
después del dafio pulmonar.
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Por otra parte, algunos factores de transcripcion facilitan la adquisicion de un
fenotipo mesenquimal, tal es el caso de Snail y Slug. Estos factores son
inducidos por la exposicion a TGFB1l y, una vez expresados, reprimen la
expresion de E-caderina [95]. Asi, la expresion de E-caderina y Snail
correlacionan de manera inversa. En nuestro estudio, el aumento en los niveles
de E-caderina se vio acompafiado de cambios nulos en la expresion de Snail, ya
sea al estimular con TGFB1 o con TMPRSS4, sugiriendo una ruta de regulacion
de E-caderina independiente a ésta. Finalmente, también observamos que
TGFP1 disminuye la expresion de TMPRSS4, sugiriendo una regulacion

negativa de este mediador.

Para determinar si TMPRSS4 esta implicada en el desarrollo de la fibrosis
pulmonar experimental, se trataron ratones silvestres (+/+), haplodeficientes (+/-)
y deficientes (-/-) de TMPRSS4 con bleomicina y se midio la respuesta fibrética
observando la morfologia y el contenido de colagena en los pulmones. Nuestros
resultados revelaron un papel importante de TMPRSS4 en la promocion de la
fibrosis pulmonar inducida con bleomicina ya que mientras que en los animales
WT se presentd una grave respuesta fibrética, en los ratones deficientes sélo
hubo un modesto incremento en el depdsito de colagena y se conservo la
arquitectura pulmonar luego de la administracion de bleomicina. De manera
interesante, no observamos una respuesta dosis-efecto a nivel génico, esto es,
los ratones completamente deficientes y haploinsuficientes respondieron de
manera similar. En este contexto, existen multiples ejemplos en la literatura que
muestran que en algunos casos esto puede ocurrir indicando un efecto

dominante de la haploinsuficiencia [96, 97].

Por otro lado, y de manera similar a lo que ocurre en la FPI, en el modelo animal
de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, TMPRSS4 se observé también en
células epiteliales y de manera mas marcada en células cebadas. No obstante,
los mecanismos profibréticos que desempefia la TMPRSS4 producida por las

células cebadas es incierto. Las células cebadas son granulocitos altamente
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especializados que contribuyen a la respuesta inmune innata y adaptativa [98],
asi como a la reparacion tisular y la revascularizacion [99-101]. Estas células
realizan la mayoria de sus funciones liberando mediadores pleiotropicos
preformados y/o generados en respuesta a diversas sefiales de activacién para
desencadenar una respuesta inflamatoria programada. Estan presentes en todos
los tejidos vascularizados y son particularmente abundantes en los sitios
mayormente expuestos al ambiente, como la piel, el tracto gastrointestinal y el
aparato respiratorio. En muchos estados patolégicos como el asma, la
inflamacion crénica puede deberse a una activacion inapropiada de las células
cebadas y/o a su redistribucidén en estructuras especificas que podrian conducir
a procesos perjudiciales de remodelacién tisular, contribuyendo asi a la
progresion de la enfermedad [102]. En FPI, las células cebadas generalmente se
incrementan de manera marcada en las zonas fibréticas de los pulmones de los
pacientes. En estas areas, se encuentran activadas y localizadas en la
proximidad de los focos de fibroblastos y de las células epiteliales alveolares tipo
Il en dénde pueden liberar un gran nimero de mediadores, incluyendo una
variedad de proteasas y citocinas que ejercen actividad profibrética [103]. Las
células cebadas pulmonares humanas tienen granulos con diferente contenido
de protesas y han sido clasificadas como: células cebadas que contienen sdlo
triptasa (MCr), s6lo quimasa (MCc) o ambas (MC+c). Estos subtipos pueden
cambiar sus fenotipos de acuerdo con las modificaciones del microambiente
[102]. También se ha observado que las células cebadas en la fibrosis pulmonar
muestran signos de degranulacion [104] y que su cocultivo con fibroblastos
pulmonares humanos de pacientes con FPI las activa para liberar la triptasa
[103]. Previamente, en nuestro laboratorio habiamos identificado un incremento
en la expresion de TGFf1 principalmente en las MC+c localizadas en las vias

respiratorias pequefias y el parénquima alveolar [105].

En el presente estudio, usando microscopia confocal, encontramos que los tres
subtipos de células cebadas expresan TMPRSS4 y, aunque en menor medida,

también se encontr6 en células epiteliales pulmonares, las cuales como se
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menciono son criticas para el desarrollo de la FPI [11]. En ratdn se ha mostrado
que, tras una lesion inflamatoria en el rifidn, las células epiteliales se encuentran
bajo la influencia de diversas moléculas y, actuando junto con las células
inflamatorias, inducen el dafio de la membrana basal y la degradacion focal de la
coldgena tipo IV y la laminina [106]. Las células epiteliales delaminadas pueden
migrar hacia el &rea intersticial bajo la influencia de gradientes de factores de
crecimiento y otros factores quimiotacticos [106]. Este reclutamiento inicial de
células epiteliales en una TEM se puede inhibir bloqueando la expresion de
MMP-9 a través de la interrupcion del activador del plasmindgeno tisular (tPA)
[107]. De manera importante, se ha observado que el activador de plasminégeno
tipo urocinasa (UPA) esta asociado a regiones de fibrosis en el pulmédn fibrotico
de los pacientes con FPI, y que ejerce actividad profibrogénica a través de la
unién con su receptor [108]. En este sentido, otros estudios en cancer, han
sugerido que TMPRSS4 es un regulador rio arriba de la activacion del pro-uPA,
mostrado que TMPRSS4 convierte directamente el pro-uPA inactivo en su forma
activa a través de su actividad proteolitica [78]. Ademas, se ha observado que,
en el pulmdn, existe una correlacién significativa entre los niveles de expresion
de uPA y TMPRSS4, sugiriendo que esta proteasa es un regulador importante
de la regulacion génica de uPA [77]. Se ha descrito que uPA, junto con su
receptor (UPAR) y las MMPs desempefian como funcién principal la degradacion
de la matriz extracelular, aunque también resultan ser centrales en el desarrollo
de células malignas durante la progresion tumoral y han sido implicados en la
TEM asociada a cancer [109]. El sistema uPA cataliza la produccion de plasmina
gue media la activacion de las MMPs, desempefiando un papel importante en la
invasion y la metéstasis en cancer de mama a través de la remodelacion de la
MEC [110]. Aunque hasta el momento desconocemos el modo en que
TMPRSS4 promueve el desarrollo de la FPI o modifica el comportamiento de las
células cebadas, nuestros datos aunados a los estudios mencionados apoyan el
concepto de que, posiblemente, la sobreexpresion de TMPRSS4 en las células
cebadas del pulmén y su liberacién a partir de la degranulacion de las mismas,
podria influenciar la actividad de las células epiteliales y contribuir a la activaciéon
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del sistema uPA y, en consecuencia, de las MMPs ejerciendo su efecto
profibrético a través de la remodelacion de la MEC durante el desarrollo de la
FPI.

CEAs

AGRESION Activacién

INICIAL anémala de MC

Inh|b|C|o.n ITEM Activacion de
(N pa.rtulz-f i6n) Sistema uPA,
0 reepitelizacion MMPs

Remodelacion MEC
Destruccion del parénquima pulmonar

Figura 22. Esquematizacion de los eventos fibrogénicos propuestos en los que podria
participar TMPRSS4 durante el desarrollo de la FPI. El epitelio alveolar es lesionado por una
causa desconocida. Las células epiteliales alveolares activas liberan factores que inducen la
migracion y proliferacion de los fibroblastos y su diferenciacién a miofibroblastos. Las células
cebadas (MCs) adyacentes a focos de fibroblastos y células epiteliales alveolares podrian cursar
una activacion inapropiada, liberando TMPRSS4 al degranularse. TMPRSS4 inhibe la
proliferacion y la TEM parcial en las CEAs, impidiendo asi la reepitelizacion del pulmén. Ademas,
TMPRSS4 induce la activacién del sistema uPA y, con ello, la activacién de las MMPs,
favoreciendo asi la remodelacién de la MEC. Lo anterior aunado a los fibroblastos que secretan
grandes cantidades de matriz extracelular, perpetia el dafio y conduce al desarrollo de la FPI.
Imagen modificada de: Selman M, Pardo A. |Idiopathic pulmonary fibrosis: an

epithelial/fibroblastic cross-talk disorder. Respiratry Research. 2001; 3:3.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo constituye una investigacion novedosa en la que, por primera
vez, se asocia la presencia de TMPRSS4 con el desarrollo de una enfermedad
fibrética. Nuestros resultados mostraron que esta proteasa, ademas de estar
sobreexpresada en los pulmones provenientes de pacientes con FPI, disminuye
su concentracion plasmatica respecto de lo observado en sujetos sanos. Sin
embargo, no es posible utilizarla como marcador diagnéstico para FPI dado que
no se encontraron diferencias significativas al comparar con otras neumopatias
intersticiales difusas. TMPRSS4 no se expresa en fibroblastos pulmonares
normales o fibréticos. Tanto en humano como en ratén, se observé una fuerte
sobreexpresion de la proteasa en células cebadas y una expresion mas modesta
en células epiteliales pulmonares, dos tipos celulares que resultan criticos para
el desarrollo de la FPI. Adicionalmente, la disminucién en la respuesta fibrética a
bleomicina en ratones deficientes de TMPRSS4 sugiere un papel profibrético de
esta proteasa. Los mecanismos por los cuales actia aun son desconocidos, por

lo que se requiere de futuras investigaciones para esclarecerlos.
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