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RESUMEN

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad pulmonar progresiva e
irreversible, usualmente letal y de etiologia desconocida catalogada como una
enfermedad intersticial idiopatica fibrosante crénica. De origen desconocido, y siendo
una enfermedad no inflamatoria, la propuesta mas aceptable es la via epitelial, donde las
células epiteliales alveolares activadas por los constantes dafos promueven la formacién
de un foco de fibroblastos/miofibroblastos que contribuyen, junto con la expresion de
moléculas profibréticas, a crear un medio hipercoagulable, desembocando en la

disfuncién pulmonar y distorsion arquitectonica de éste.

El sistema renina-angiotensina (SRA) es un sistema hormonal encargado de la
regulacion de la presion sanguinea, estudios in vitro e in vivo han demostrado la
capacidad profibrética de algunos de los elementos que conforman a este sistema. La
Ang |l es el efector principal del SRA y es la molécula mas estudiada en el contexto de
la fibrosis pulmonar; sin embargo, la renina junto con su receptor son dos elementos que
se ha reportado pueden influir de manera significativa a activar diversas moléculas

fibréticas independientemente de la Ang Il.

En México la tasa de la FPI es desconocida, no se cuenta con una cura, y ademas el
diagndstico es dificil de realizar; por ello existe la necesidad de encontrar biomarcadores
efectivos que contribuyan a su diagnéstico y/o prondstico. Por lo anterior, con este trabajo
se evaluaron los niveles de la renina y su receptor soluble ([s]PRR) en el suero y en
lavados bronquiolo-alveolares de pacientes diagnosticados con FPI del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”. Se observé de acuerdo con los
resultados obtenidos en este trabajo que los niveles de la renina y de su receptor soluble
estan elevados tanto en el suero como en los lavados bronquiolo-alveolares de pacientes
con FPI, comparados con el grupo control, pudiendo aprovechar a futuro la evaluacion
de la renina y de su receptor como posible biomarcador de la FPIl. Ademas, los niveles
del receptor soluble de la renina solo se encontraron elevados en el lavado bronquiolo-
alveolar pero no en suero, sin descartar un posible uso de estas moléculas con otras

enfermedades pulmonares.
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Marco Teorico

Las neumonias intersticiales idiopaticas (NIlI) son enfermedades pulmonares difusas
caracterizadas por inflamacion intersticial y fibrosis. Cada una de ellas representa una
respuesta determinada a diversas agresiones pulmonares. Este grupo de enfermedades
ha sido reclasificado en varias ocasiones. En 2001, la Sociedad Toracica Americana (del
inglés ATS) y la Sociedad Respiratoria Europea (del inglés ERS), basandose en criterios
clinicos, radioldgicos y anatémico-patoldgicos, consensuaron una clasificacion de las NIl

bajo el término general «neumonia intersticial idiopatica».

En esta clasificacion se incluye a la neumonia intersticial usual (NIU)/fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI), la neumonia intersticial no especifica (NINE), la neumonia intersticial
descamativa (NID), la bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad intersticial
pulmonar (BR-EIP), la neumonia organizada (NO), la neumonia intersticial aguda (NIA)

y la neumonia intersticial linfocitica (NIL).

En el afio 2015, la ATS y la ERS actualizaron la clasificacion del 2001 antes mencionada.
En esta clasificacion las principales entidades se han preservado y se han agrupado en
diversos conjuntos: a) NIl fibrosantes crénicas (FPI Y NINE); b) NII relacionadas al
cigarro (BREIP y NID) y; c¢) NIl agudos o subagudos (NO, NIA). Ademas, la fibroelastosis
pleuroparenquimal idiopatica ha sido recientemente incluida y clasificada con las

neumonias intersticiales linfaticas en un cuarto grupo, d) NIl raras. 2

Fibrosis y Matriz Extracelular

La fibrosis es definida como el engrosamiento excesivo, el endurecimiento y la
cicatrizacion de varios tejidos debido al excesivo depdsito de componentes de la matriz

extracelular (MEC), y de la disminuida degradacién de la misma, o ambos. 34

En este contexto la matriz extracelular se define como una red tridimensional, no celular,
constituida fundamentalmente por agua, conjuntos de macromoléculas y polisacaridos
que son producidas por las células residentes del tejido o provenientes de células del

torrente sanguineo. Estas moléculas son ensambladas en una red compleja con una

11
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cercana asociacion con la superficie celular; se localiza entre las células de todos los

tejidos o en el lado externo de la membrana plasmatica de cualquier célula. %67

Las macromoléculas que constituyen la matriz extracelular son de cuatro grandes tipos:
(1) el sistema colageno (2) el sistema elastico (3) los proteoglicanos y (4) las
glicoproteinas multifuncionales (la laminina, la fibronectina, la tenascina, la

trombospondina, entre otras). °

La matriz extracelular provee funciones esenciales tales como: el soporte estructural, la
adhesion celular y como barrera al movimiento de fluidos y particulas. Las funciones
especializadas de los tejidos se deben en parte por las proteinas de la matriz extracelular,

ejemplo de estas funciones son:

1) La flexibilidad al tejido que proporciona la elastina junto con la colagena, ya
que estas proteinas proporcionan resistencia y capacidad de recuperacion en regiones

sometidas a estrés biomecanico.

2) Las propiedades fisicas especificas elasticas y no elasticas de cada tejido son

atribuidas a la fibrilina que incluyen: los vasos sanguineos, los huesos y los ojos, etc.

3) La MEC contribuye a crear un sustrato de adhesion para resistir a las fuerzas
de tension en los tejidos por la union de proteinas, esta accidn es llevada a cabo por las
lamininas. Ademas, la MEC es la zona donde ocurren la respuesta inmune, la

angiogénesis, la fibrosis y la regeneracion tisular, entre otras.

En el pulmén humano la MEC esta compuesta principalmente de: colageno tipo | y Il en
una razon aproximada de 2:1, las cuales proveen resistencia a la traccion, la elastina que
otorga un marco estructural y de elasticidad a la pared alveolar, la laminina y la colagena
tipo IV constituyen la mayor parte de las membranas basales alveolares. En la fibrosis
pulmonar se ha observado un incremento en la produccién y depédsito de las colagena
del tipo | y lll. Se ha localizado mas colageno del tipo | en areas de cicatrizacion bien
definidas y es predominante el tipo Ill en los septos alveolares engrosados. Ademas, se
hallan sobreexpresados otras moléculas de la MEC como son los colagenos tipo V, VI y

VII, fibronectina, elastina, acido hialurénico y los glicosaminoglicanos. ’

12
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El proceso de curacidon de una herida es a menudo dividido de manera general en 3
distintas fases, tales como: lesion, inflamacion y reparacion (Fig. 1). A pesar de que no
todas las condiciones fibrético-pulmonares siguen este simple paradigma, ha sido un

modelo util para elucidar los mecanismos comunes y divergentes de la fibrosis pulmonar.
8

Figura 1- Fases de la curacién de una herida. Extraido y modificado de Wilson & Wynn (2000)

Fibrosis Pulmonar

La fibrosis pulmonar es el estadio final de un numeroso y heterogéneo grupo de
enfermedades conocidas como Enfermedades Pulmonares Intersticiales Difusas (EPID),
las cuales son consecuencia de reacciones inflamatorias cronicas inducidas por una

variedad de estimulos (infecciones persistentes, reacciones autoinmunes, respuestas

13
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alérgicas, inhalacién de particulas organicas e inorganicas, entre otros). La fibrosis
pulmonar constituye un complejo proceso fisiolégico que inicia con repetidos dafios hacia
el pulmon, resultando en un indebido proceso de reparacion, que incluye el depédsito de
proteinas de la matriz extracelular debido a la alta acumulacion de células que

promueven su produccion excesiva.

Derivado del proceso anteriormente descrito, el resultado es la distorsion de la
arquitectura pulmonar por la deformacién de la estructura alveolar debido a la destruccién
del parénquima pulmonar y por el engrosamiento de las paredes alveolares. Todo lo
anterior culmina en la reduccion de la distensibilidad pulmonar que a su vez disminuye

la capacidad de difusién de oxigeno y finalmente deteriora la funcion pulmonar. ® 10 11,
12

El desarrollo de la fibrosis pulmonar provoca cambios drasticos e irreversibles en la
arquitectura pulmonar, resultando en una progresiva deficiencia respiratoria y un
desenlace terminal en un periodo de tiempo relativamente corto, con una sobrevida

media de 3-5 afios posterior al diagndstico. 1% 13

Por mucho tiempo se consideré que la fibrosis pulmonar era el resultado de una
respuesta inflamatoria no tratada debido a un dano exégeno que conducia a una
activacion y proliferacion de los fibroblastos, que eventualmente culminaba en fibrosis
progresiva. Sin embargo, agentes antiinflamatorios, solos o en combinaciéon con
farmacos citotoxicos, han sido usados en regimenes terapéuticos estandar y clinicos
para el tratamiento de la FPI, pero poca evidencia indica que esos agentes alteran la
historia natural de la enfermedad o que mejore la sobrevida de los pacientes, sugiriendo
que la inflamacion no posee un papel importante en el desarrollo de la fibrosis pulmonar
idiopatica. Asi, se ha postulado la existencia de al menos 2 vias diferentes para el
desarrollo de fibrosis pulmonar: a) la via inflamatoria, que participa de manera general
en las enfermedades pulmonares intersticiales difusas, en las cuales se puede identificar
claramente una fase inicial de inflamacion seguida de una fase fibrética, y b) la via

epitelial, que participa sdélo en la patogenia de la FPI. 4 14
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Fibrosis Pulmonar Idiopatica

La Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) es la forma mas comun de las neumonias
intersticiales idiopaticas; es una enfermedad pulmonar crénica, progresiva, irreversible y
usualmente letal de causa desconocida que expresa un patrén caracteristico llamado de

neumonia intersticial usual. 15 16

La FPI se caracteriza por: exhibir escasa inflamacion, alternando zonas de cicatrizacién
con zonas no cicatrizadas, por el cambio en el fenotipo de las células alveolares
epiteliales, por la expansion de la poblacion de fibroblastos y su posterior diferenciacion
a miofibroblastos y la excesiva acumulacion de proteinas de la matriz extracelular
(principalmente las colagenas tipo | y I1). Todo lo anterior resulta en una severa distorsion
de la arquitectura pulmonar, y en todos los casos, la enfermedad progresa hasta la

muerte del paciente 4 17. 18,

Se ha propuesto que el proceso de la enfermedad comienza en la base y la periferia del
pulmon con una distribucion subpleural, que progresa de manera ascendente y al interior
por una extension contigua hasta formar un reticulo fibrético imparable que disminuye la

funcién pulmonar y el intercambio gaseoso '°.

Entre los factores de riesgo ambientales asociados a la FPI mas importantes se
encuentran: el tabaquismo, la exposicion al polvo de metal, de madera, de piedra, de
vegetales o animales, las actividades agricolas y la exposicion al ganado. También se
han estudiado agentes microbianos especialmente infecciones virales crénicas, como

son: el virus de Epstein Barr y hepatitis C, pero con resultados contradictorios %16,

Los datos epidemioldgicos a nivel mundial son muy variados y geograficamente la
mayoria de estos estudios provienen de Estados Unidos y Europa. En Estados Unidos
la incidencia oscila entre 0.6 a 17.4 casos por cada 100,000 habitantes por afio, mientras
que la prevalencia varia de 0.7 a 63 casos por cada 100,000 habitantes. En México los
datos para la incidencia y la prevalencia son inexistentes; sin embargo, debido a su alta
tasa de mortalidad (61.2 por cada millon en hombres) representa una problematica, tanto

para el paciente como para su médico tratante. '3 20
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Bases Moleculares de la FPI

En la actualidad, los mecanismos exactos de como se produce la enfermedad siguen
siendo poco claros, sin embargo, se han asociado factores de riesgo tales como: la
exposicion ambiental, enfermedades virales cronicas, genéticos (Fibrosis Pulmonar
Familiar), la susceptibilidad por la edad y la actividad desregulada de las células
epiteliales, mesenquimales y de la matriz extracelular. Como consecuencia de lo
anteriormente enunciado, la FPI es el resultado de la multiple y compleja interaccion que

existe entre los factores de riesgo asociados reportados hasta la fecha. 2

Histéricamente la FPIl era considerada como una enfermedad inflamatoria donde
gradualmente se establecia la fibrosis, pero quedoé descartada como tal después de que
no mejoraban los pacientes con las terapias antiinflamatorias ni con las terapias
inmunosupresivas; estas Uultimas solamente incrementaban la mortalidad de los
pacientes. Hoy en dia se sabe que la enfermedad es producto de la interaccion de
diversos agentes y de acuerdo con distintas lineas de investigacion independientes, las
lesiones y la disfuncion del epitelio alveolar son relevantes en la patogénesis de la

enfermedad. 22 23

El epitelio alveolar pulmonar esta conformado principalmente de células alveolares
epiteliales (por sus siglas en inglés, AEC) tipo 1 y 2, ademas de las células dendriticas y
macrofagos residentes encargados de remover particulas soélidas, liquidas, alérgenos y
microbios. Las AEC2 son células dentro del pulmén que contribuyen a renovar a las
AEC1 durante la homeostasis y después de cualquier dafio pulmonar; ademas, son las
responsables de sintetizar, guardar y secretar las proteinas surfactantes pulmonares
(PS), importantes para la reduccion de la tension superficial del alveolo pulmonar y la
prevencion contra un posible colapso debido a la distension o estiramiento del tejido por

los procesos de respiracion. 21 24,25

El epitelio alveolar que constantemente esta sufriendo lesiones por diversos agentes, se
caracteriza por la continua proliferacién y muerte celular por apoptosis. Ademas, como

parte del proceso de reparacion de la herida se presenta en el epitelio alveolar el

16
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mecanismo de transicion epitelio-mesénquima, activada solamente en condiciones de

dafio tisular o remodelamiento; dos procesos continuos durante la FPI. 26

La patogénesis de la enfermedad inicia con repetidas microlesiones locales al epitelio
alveolar, el cual tiene la capacidad de regenerarse por medio de un proceso biolégico
finamente sincronizado donde las AEC2 proliferan y posteriormente se diferencian en
AEC1 para restablecer un epitelio alveolar funcional. En el caso del tejido pulmonar de
pacientes con FPI se ha reportado que las AEC2 empiezan a sufrir muerte celular por
apoptosis que resulta en la disminucidn de este tipo de células y a su vez la cantidad de
PS baja lo que contribuye al colapso de los alveolos. Lo anterior deriva en la aposicion
de las paredes alveolares, reduccién o pérdida del espacio alveolar y de la superficie de

contacto, ligada directamente a la pérdida de AEC1. 2" 25 27

A su vez, con la muerte de las AEC2, la integridad de la membrana basal se ve
comprometida debido a que estas células son las responsables de producir los
componentes que mantienen la totalidad de ella. Algunos de estos componentes que
producen las AEC2 son la fibronectina, laminina, y colageno tipo IV. Los fibroblastos y
miofibroblastos pueden migrar dentro del espacio alveolar a través de la abertura

provocada por la desintegracion de la membrana y promover el desarrollo de la fibrosis.?®

Una vez establecida la ruptura de la membrana basal junto con la infiltracién de los
fibroblastos, el pulmén se ve afectado porque el epitelio danado comienza a producir de
manera exagerada moléculas profibrosantes que contribuiran a expandir la poblacion de
los fibroblastos y miofibroblastos. Estos componentes incluyen al TGF-1, PDGF, CTGF,
TNF, osteoponina, angiotensindgeno, metalo-proteasas de matriz 1, 7 y 9, incluyendo

varias quimiocinas mas en un intento por sanar la herida. '

En tejido pulmonar de pacientes con FPI, a través de inmunohistoquimicas, se comprobo
el marcado incremento del factor de crecimiento transformante-B (por sus siglas en
inglés, TGF-B1) que juega un papel central en el desarrollo de la FPI y en los procesos
de remodelacion. Esta molécula tiene diversos efectos dentro del tejido pulmonar, tales
como 1) efectuar la adquisicion del fenotipo de las células endoteliales y epiteliales hacia
las mesenquimales (EMT); 2) el reclutamiento de fibrocitos circulantes y células

17
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progenitoras derivadas de la médula 6sea dentro del pulmon; 3) activacion, migracion y
proliferacion de los fibroblastos residentes y su diferenciacién en miofibroblastos activos
que promueven el depdsito excesivo de los componentes de la MEC tales como la
fibronectina, colagena tipo | y los proteoglicanos; 4) inhibicion de la expresién de los

inhibidores de metaloproteasas de matriz (TIMPs) y el inhibidor de plasminogeno. 28 2°.
30

La Transicion epitelio-mesenquimal (por sus siglas en inglés, EMT) es un proceso
bioldgico que permite la diferenciacién de una célula epitelial que normalmente interactua
con la membrana basal a una célula tipo mesenquimal. En este proceso las células
epiteliales adquieren marcadores como son: a-actina de musculo liso, FSP1, N-caderina,
Vimentina, p-catenina, OB-caderina, entre otros, aunado a la pérdida de marcadores
caracteristicos de células epiteliales como la E-caderina, citoqueratina, Laminina-1,
Entactina, MUC 1; ademas de incrementar su capacidad migratoria, resistencia a la

apoptosis y su capacidad para fabricar componentes de la MEC. 3732

Los focos de fibroblastos/miofibroblastos son importantes en el contexto de la FPI porque
se les ha relacionado con la progresion de la enfermedad y el prondstico del paciente.
Los miofibroblastos influyen en la remodelacion estructural del pulmén ya que son la
fuente principal de colagena tipo | y lll, contribuyendo activamente en el depdsito de
proteinas de la MEC, ademas de diversas citocinas, como el TGF-1; con todo esto son

considerados el efector principal en el desarrollo de la fibrosis. 29 32 33
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Figura 2. Mecanismos propuestos que explican la patogénesis de la Fibrosis Pulmonar Idiopdtica. Extraido y

modificado de Talmadge y Cols. (2011)

Una vez dafado el pulmoén y habiendo la infiltracién de los fibroblastos, el TGF-$1
secretado por las células epiteliales junto con otros factores comenzara a activar a los
fibroblastos y diferenciandolos a miofibroblastos, desencadenando la produccion
excesiva de componentes de la MEC. Como fuentes de los fibroblastos estan los
fibroblastos residentes, los que provienen de zonas cercanas, los que se originan de

fibrocitos circulantes y los que proceden de la transicion epitelio-mesénquima (Fig.2).

TGF-p1

El papel del TGF-B1 en los procesos fibroticos es relevante, ya que es la molécula
profibrosante capaz de causar la produccion excesiva de la colagena tipo | y IIl, de inducir

la proliferacion de los fibroblastos, promover la EMT, etc. La via candnica de sefalizacién
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es por las proteinas Smads que involucra la fosforilacion y activacion de las Smad/2 y 3
por medio del receptor 1 del TGF-p1, que junto con la Smad 4 puede dirigirse al nucleo

y regular la transcripcion de genes especificos (Fig.3). 3°

Figura 3. Vision general de la via de sefializacién canénica de TGF-/ Smad en tejido fibrético.

Extraido de Meng y Cols. (2010)

Dicho lo anterior, en situaciones de lesién tisular, TGF-B1 puede ser activado, ya sea por
proteasas de serina, ROS (especies reactivas de oxigeno), o metaloproteasas de matriz.
El TGF-B1 es producido por neutrofilos, macrofagos, células epiteliales y fibroblastos
para poder sanar la herida. Dentro de la diversidad de moléculas que pueden inducir su
sobreexpresion destaca la Ang Il; se ha reportado que la Ang Il mantiene un incremento
autocrino del TGF-B1 activo y de la colagena tipo | 34, ademas de inducir apoptosis de
las AEC 35, e inducir la expresion del inhibidor del activador de plasmindgeno-1 (del inglés
PAI-1) 36, que se encargan de inhibir la degradacion de la fibrina favoreciendo su
acumulacién. La Ang |l forma parte del Sistema Renina-Angiotensina, del cual

hablaremos a continuacion.
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Sistema Renina-Angiotensina

A la fecha se conocen dos tipos de sistemas renina-angiotensina (SRA), el primero y el
mas estudiado es el SRA sistémico, este es un sistema hormonal conocido por regular
la presion sanguinea debido a que influencia el tono vascular, concentracion de sales y
la retencidn de fluidos. El segundo es el SRA tisular, involucrado en la generacion local
de angiotensina Il en diversos érganos, tales como el cardiaco, vascular, renal, adrenal,

pulmonar, esquelético, entre otros.3": 38 39

El sistema clasico de SRA (Fig. 4) consiste en una serie de cortes enzimaticos
comenzando con el angiotensinégeno (AGT), que es cortado por una aspartil proteasa
llamada renina que produce un péptido de 10 aminoacidos llamado angiotensina | (Ang
I), que posteriormente es hidrolizado por otra enzima soluble o asociada a las células
endoteliales conocida como enzima convertidora de angiotensina (ACE por sus siglas en
inglés) generando péptidos bioldgicamente activos, tales como Ang I, lll y IV. La Ang I

es el efector principal del SRA por medio de sus receptores (At1R y AT2R).38 40

En el contexto de la FPI, la Ang Il estimula la produccién de TGF-B1 y el factor de
crecimiento del tejido conectivo (por sus siglas en inglés, CTGF), dos potentes factores
profibréticos que conducen a la proliferaciéon de fibroblastos/miofibroblastos y a la
produccion de proteinas de la ECM. Todos estos efectos son mediados principalmente

por el receptor AT14R. 12
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Figura 4. Cascada de sefializaciéon para la conversién del angiotensinégeno en angiotensina II. Extraido y

Modificado de Montes (2010).

La Renina

La renina es un miembro de la familia de las proteasas asparticas. La renina es producida
principalmente pero no exclusivamente en las células yuxtaglomerulares; ésta se
sintetiza como una preproteina (prorrenina), molécula enzimaticamente inactiva, debido
a que contiene un prosegmento de 43 aminoacidos que cubre el sitio activo,
inhabilitandola para procesar el AGT. El prosegmento es removido en estructuras
parecidas a lisosomas que subsecuentemente guardan a la renina en densas vesiculas;
eésta es liberada de las células yuxtaglomerulares en respuesta a un estimulo de
hipotension y bajo Na*. La prorrenina también es secretada directamente hacia el flujo

sanguineo.

Se ha descrito que la renina y la prorrenina por medio de su receptor ejercen efectos
profibrosantes de manera independiente a la Ang Il como son: el aumento de los niveles
de expresion de PAI-1, TGF-f1 y del colageno tipo | en células mesangiales y

cardiomiocitos. 40 39
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Receptores de la (Pro) Renina

A partir del descubrimiento de la generacion local/tisular de Ang Il en tejido cardiaco y
vascular, se postuld la existencia de receptores “locales” que captan a la renina y
prorrenina y asi continuar con la transformacion enzimatica del Ang | hasta convertirse
en Ang Il. A la fecha se han descubierto los siguientes receptores, dos de ellos

inespecificos y uno especifico para la renina y prorrenina:

El primer receptor es una proteina de unién a la renina intracelular ( del inglés, RnBP)
que reduce la generacion de Ang | por parte de la renina en una proporcion >80%. Este
receptor posee similitudes con la enzima N-acyl-D-glucosamina 2-epimerasa, lo cual
contribuyo a su descubrimiento. Este receptor no se colocaliza con la renina y los ratones

ausentes de RnBP muestran una presion sanguinea y actividad de la renina normal. 4’

Los receptores de manosa-6-fosfato (M6PR), son glicoproteinas transmembranales que
se encuentran en los lisosomas y que ligan a oligosacaridos especificos con el marcador
MG6P vy al factor de crecimiento tipo-2 similar a la insulina (IGF-Il). En células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVECSs) y en células cardiacas se ha demostrado que, tanto
la renina como la prorrenina, son capaces de unirse a la superficie de este receptor,
involucrando una internalizacion y activacion proteolitica de la prorrenina. Sin embargo,
no se observa la generacion de Ang |, considerandolo como un “receptor de

aclaramiento” de la prorrenina. 42 43 44

El receptor prorrenina/renina (PRR) es considerando el unico receptor hasta la fecha
descrito para la renina y la prorrenina, ya que se acopla a ambas formas; en humanos
existe un unico gen que codifica para el PRR localizado en el cromosoma X, locus p11.4.
El ARNm posee una longitud de 2034 pares de bases sin ningun producto de empalme

alternativo.

El PRR es una proteina transmembranal de 350 aminoacidos expresada de manera
ubicua que es capaz de unir a la prorrenina al dominio extracelular N-terminal
(Fig. 5). Este dominio de union esta unicamente conservado en vertebrados, que
probablemente significa que la funcion del PRR fue adquirida durante la evolucién de los

vertebrados. El grado de homologia entre humano, ratén y rata del PRR es cerca de 95%
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para la secuencia del gen y cerca del 80% de los aminoacidos de la proteina. Posee un
dominio transmembranal simple como los receptores de factores de crecimiento. No pose
ninguna homologia con alguna proteina conocida, basado en su secuencia nucleotidica

o de aminoacidos. 39 45 46

Figura 5. Esquematizacion de la proteina PRR. a) Porcién del péptido sefial; b) Dominio citoplas-matico.

Obtenido y modificado de Nguyen & Muller. (2010).

A partir de algunos experimentos se ha teorizado que el PRR se une especifica-mente a
la renina y la prorrenina con importantes consecuencias: 1) la unién con el receptor sin
ninguna internalizacion de la prorrenina; 2) incremento de la capacidad enzimatica de la
renina en comparacion de la renina en el medio extracelular; 3) activacion de Ang | por
medio de la prorrenina sin la escision del prosegmento (cambio conformacional); 4)
sefalizacion al interior de la célula por medio de la activacién de la proteina cinasa
activada por mitogeno (MAPK), a las cinasas reguladas por senales extracelulares 1y 2

(ERK, por sus siglas en inglés). 46

De las anteriores interacciones mencionadas, la senalizacidn de la prorrenina y la renina
con su receptor es la mas estudiada ya que resulta en la sobreexpresion de TGF-1 con
la subsecuente produccion de moléculas pro-fibréticas, tales como PAI-1, fibronectinas

y colagena tipo |; asimismo, estimula la proliferacion de las células mesangiales. 47> 48
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Receptor Soluble de la Prorenina

En 2009, Cousin y Cols. identificaron una forma soluble del receptor de la prorrenina (por
sus siglas en inglés, sPRR) a través de analizar el medio condicionado de varios tipos
celulares. Esta forma del receptor esta compuesta por los dominios de transmembrana
(TM), dominio citoplasmatico o intracelular (IC) y una porcion corta del dominio
extracelular (EC) que esta escindido en las proximidades del sitio de unién de la furina
(denominado RKTR) sugiriendo que el resto del ectodominio fue liberado, quedando un

PRR con bajo peso molecular de 28 kDa (figura 5). 49 38

La inhibicidon de la furina en cultivos celulares, asi como mutaciones en el sitio de unién
para la furina inhibe la generacion de esta forma soluble del receptor, confirmando que
la furina es la enzima responsable de esa escision. Esta forma soluble del PRR ha sido
hallada tanto en cultivo celular, orina y plasma y se sugiere que aun es capaz de unir a

la renina y a la prorrenina. *°

Hasta ahora, varios estudios se han realizado en torno a este receptor en relacion con
varias enfermedades pero cabe mencionar el trabajo de Ohashi y col., donde a través de
estudios histoldgicos de pacientes con dafo renal pudieron observar la lesion fibrética
tubulointersticial, argumentando que esta lesién se deba, en parte, porqué el receptor se
une a la prorrenina y media su activacion; una vez activada empieza la produccion de
Ang Il y esta molécula estimula la inflamacion y la fibrosis debido al estrés oxidativo por
la actividad de la NAPDH, el incremento en los niveles de TGF-B1 y por incrementar la

infiltracion de macrofagos en el sitio de la lesion.®?

La funcién del sPRR no ha sido elucidada y no se sabe si sSPRR puede incrementar la
actividad de la prorrenina, asi como el receptor de membrana o si se comporta como un
antagonista capturando a la renina libre impidiendo que ésta se una a su receptor de
membrana, evitando un incremento de la expresidon de las moléculas profibréticas antes
mencionadas; es por esto que en el presente trabajo se pretende medir los niveles del
receptor soluble de la renina en pacientes con FPl en comparacion a los pacientes
controles y asi ampliar el conocimiento acerca de este receptor y de la misma

enfermedad.
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Diagnéstico de la FPI

El diagndstico de la FPI requiere de un enfoque multidisciplinario integral que involucre
la experiencia de neumdlogos, radidlogos y patdlogos en el area. Por lo tanto, establecer
un diagndstico preciso para la FPI es un proceso complicado. Su diagndéstico esta basado
por la ausencia de alguna causa conocida de fibrosis pulmonar intersticial, ademas, el
térax debe presentar los patrones radioldgicos caracteristicos de una NIU en la

tomografia axial computarizada de alta resolucién. 15 52

Figura 6. Cortes con ventana de regiones basales pulmonares mediante tomografia axial computarizada de a)
un paciente sano contra b) un paciente con FPI que muestra el patrén caracteristico de “panel de abeja”.

Extraido de Muiiis & Casanovas (20006), y de Undurraga (2015).

Los criterios para diagnosticar a los pacientes con FPI, de acuerdo al consenso de
ATS/ERS/JRS/ALAT 2015 52 son los siguientes:

1- Que los pacientes tuvieran exclusion de otras enfermedades pulmonares
intersticiales de causa desconocida tales como: neumonitis por hipersensibilidad,
enfermedades colageno-vasculares (artritis reumatoide, silicosis) secundarias al

uso de farmacos.
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2- Que los pacientes tuvieran el patrén de NIU en una tomografia de alta resolucion
en el cual se aprecie:
a. Predominio subpleural basal
b. Patron reticular
c. Panal de abeja con o sin bronquiectasia por traccién
d. Ausencia de caracteristicas enlistadas en el patron de incompatibilidad con
una NIU como son: predominio peribronco vascular, vidrio deslustrado
extenso, micronodulos, quistes, mosaico y/o consolidacion.
3- Estudios de funcion pulmonar anormales que incluyen evidencia de restriccion e
intercambio deficiente de gases.
4- La biopsia pulmonar debe estar caracterizada por una marcada fibrosis, debe
estar distorsionada la arquitectura pulmonar (tipo panal de abeja), presentar focos

de fibroblastos y depdsitos de MEC.

Biomarcadores en la FPI

Los biomarcadores son parametros biolégicos medibles y cuantificables que se utilizan
como un indicador del estado de una enfermedad o de cualquier otro estado biolégico
de un organismo. En medicina se utilizan los biomarcadores en el establecimiento del
diagndstico y prondstico de alguna enfermedad, ademas de ser usado para desarrollar
terapias dirigidas, para predecir la respuesta del paciente a un medicamento, asi como

en el campo de la investigacion. %3 54

El epitelio pulmonar produce secreciones complejas tales como: el moco, las proteinas
surfactantes y varias proteinas importantes para la defensa propia del sitio (mucinas).
Anteriormente los lavados bronquiolo-alveolares representaban el medio comun para
estudiar las proteinas que secreta el epitelio pulmonar y asi continuar las investigaciones
de las alteraciones pulmonares, esto hasta que se realizaron estudios pioneros en
muestras de sangre de las mismas proteinas usando ensayos de inmunoabsorcion

ligado a enzimas (por sus siglas en inglés, ELISA), que inclusive, teniendo pequefias
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cantidades de proteinas, se podria demostrar variaciones significativas de esos niveles

de proteina en el suero de los pacientes con diferentes EPID. %°

A continuacion, se muestra un resumen de las proteinas evaluadas en el suero de los

pacientes con FPI.

Biomarcador Precision en el diagndstico | Limitaciones
Especificidad-sensibilidad

KL-6: marcador de suero | 95-95% Sin potencial para marcar

para neumonia intersticial especificamente a la FPI,
influenciado  por  tumores
malignos y por una pequefa
muestra de pacientes

SP-A y SP-D en suero | SP-A: 79-94% Débil  correlacion con las

caracteristicas de la tomografia

como factor prondstico | SP-D: 85-95%

FP| lacid computarizada/ analisis in-
ara Su relacion con
P y completo de la mortandad de la

el grado de la enfermedad/ problemas de
enfermedad. reproducibilidad/ pequefio nu-

mero de pacientes.

KL-6 circulante: predice el | No estimado Pequefio numero de

sobrevenir de una rapida pacientes/prediccion del

i6n del FPI porvenir con niveles de
progresion ae

pretratamiento. Sin un

marcador especifico para EPID

Alta concentracion de SP- | No estimado Pequefio numero de
pacientes/superposicion de los
niveles de SP-A en NIU y NINE/

Sin curvas de analisis ROC.

A en suero de pacientes
con NIU comparado con
NINE

Niveles de suero de Ca | No estimado Pequefio numero de pacientes

19-9 como marcadores de con FPI/sin mediciones

seriadas/ Sin curvas de analisis
ROC.

actividad de la
enfermedad en pacientes
con EPID
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Niveles elevados de Ca
19-9 bien correlacionados
con la actividad de la

enfermedad.

No estimado

Pequefio numero de pacientes
con FPI/ sin mediciones
seriadas/ Sin curvas de analisis

ROC.

Superioridad de los
niveles en suero de KL-6
como marcador diagnos-

tico para NI.

KL-6: 74-91-99%
Ca:19-9: 43-77-94%
SLX: 20-71-96%

Pequefio numero de pacientes
con FPI/sin marcadores
especificos para EPID/sin

niveles de corte definitivos.

Western blot de proteinas
SXL de suero puede servir
como diferenciador entre
adenocarcinoma

pulmonary FPI.

SLX: 93-83%

Pequefio numero de
pacientes/bajo poder
estadistico/deficiencias

técnicas

Significado clinico de los
niveles de MCP-1 en LBA
y sueros en pacientes con
EPID.

No estimado

Si una relacién definitiva con la
gravedad de la enfermedad/
influenciado por tratamientos
esteroideos/potencial influencia
de otras enfermedades

pulmonares

Efectos de IFN- Y-Ib en la
expresion de biomar-
cadores en pacientes con

FPI.

No estimado

Existencia de Fluctuaciones
antes y después del
tratamiento/ Sin resultados

definitivos.

Tabla 1- Estudios que midieron biomarcadores en suero en pacientes con FPI. Extraido y modificado de

Tzouvelekis y Cols. (2005)
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Planteamiento del problema

La fibrosis pulmonar idiopatica es un padecimiento cronico, sin cura y letal, las causas y
los mecanismos de la enfermedad son desconocidos hasta el dia de hoy. Encontrar
marcadores que puedan ayudarnos a diagnosticar la enfermedad o que pueda
diferenciarla de otras enfermedades pulmonares es importante para desarrollas blancos

terapéuticos y contribuir a su evaluacion.

Hipoétesis

Los niveles de la renina y su receptor soluble estaran elevados en los sueros y LBA de

los pacientes con FPI en comparacion con los sujetos control.

Objetivos

Objetivo general:

Determinar los niveles de la renina y su receptor soluble en lavados bronquiolo-

alveolares y suero de pacientes con FPI.

Objetivos particulares:

e Colectar, concentrar y cuantificar los lavados bronquiolo-alveolares de pacientes
con FPIl y control.

e Evaluar los niveles de la renina y su receptor en el lavado bronquiolo-alveolar
procedente de pacientes con FPI y control.

e Medir los niveles de la renina y su receptor soluble en el suero de pacientes

procedentes de FPI y control.
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Materiales

Se usaron dos anticuerpos para la deteccion del receptor de la renina y la renina (Santa
Cruz, CA, USA), inhibidor de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail set 1V,
MerckMillipore, USA); marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Dual Color
Standars, Bio-rad, USA); Luminol (SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate,
Thermo Scientific, USA).

Metodologia
- Obtencion de los lavados bronquiolo-alveolares

El departamento de Broncoscopia del INER realizd los lavados bronquiolo-alveolares
como parte del proceso de diagnostico de los pacientes de los cuales para fines de
investigaciéon solamente se utilizaron una alicuota de 13 ml del lavado bronquiolo-

alveolar.

Una vez obtenidas las muestras se concentraron por medio de columnas de
centrifugacion de 30 kDa (Amicon, Millipore), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante; brevemente, el LBA se adicion6 al interior de las columnas, posteriormente
se centrifugaron a 3500 rpm hasta reducir el volumen a 200 pl. Después se colocaron en
tubos de 1.5 mL y se centrifugaron a 12000 rpm por 15 minutos para eliminar los restos
celulares insolubles. Se realizaron alicuotas en tubos de 1.5 ml y posteriormente se
adiciond el inhibidor de proteasas para evitar la degradacion de las proteinas. Se

almacenaron debidamente etiquetadas hasta su uso.
- Obtencion de Suero

Para la medicién de la renina y su receptor soluble en pacientes y controles, los sueros
fueron colectados por la clinica de enfermedades intersticiales del INER. Las muestras
colectadas en tubos vacutainer para suero BD SST fueron procesadas en el laboratorio
como se describe a continuacion: se centrifugaron a 3000 rpm x 10 minutos, después el

suero se colectd en tubos debidamente etiquetados y se almacena a hasta su uso.
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- Cuantificaciéon de proteinas

Las proteinas de los LBA se cuantificaron por medio del reactivo de Bradford (Bio-Rad),
se uso6 albumina sérica bovina (por sus siglas en inglés, BSA) para construir la curva
patron. La determinacion se realizo de la siguiente manera: de cada muestra se tomaron
2ul, posteriormente, se aforaron con 98 ul de agua desionizada y se adicionaron 25 pl
del reactivo de Bradford; se mezclaron y finalmente se leyeron las absorbancias en un

lector de placas a una longitud de onda de 595 nm.
- Inmunoblot

Cuantificados los LBA, se cargaron 25 ug de proteina total y se separaron en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes reductoras con el equipo PROTEAN I
xi Cell (BIO-RAD), siendo 11 carriles para los controles y 11 carriles para los LBA

procedentes de pacientes con FPI, un carril para el marcador de peso molecular.

Al término de la electroforesis se transfirieron los geles a membranas de nitro-celulosa
con el equipo Trans-blot SD semi-Dry Tranfer Cell (Bio-Rad) y al finalizar se bloquearon
los sitios inespecificos con una solucion de PBS-Tween 20 al 5% de leche libre de grasa
(SCB) durante 24h a 4°C. Posteriormente, la membrana se incubd con el anticuerpo
antireceptor de la renina y con el antirenina por una hora a temperatura ambiente, al
término de la hora se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente y
posteriormente fueron revelados mediante quimio-luminisencia, la captura de imagenes
se realizé en el equipo ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad), y subsecuentemente se hizo la

densitometria de las bandas con el programa ImageLab ™ (Bio-Rad).
- ELISA

Se cuantificd la renina (Cloud-clone Corp., USA) y su receptor soluble (IBL, Japan) por
medio de ELISA de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, para
ambos estuches se agregaron la muestra de suero y estandar, posteriormente se incubd
con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa, después se adiciond la solucidn
sustrato (TMB) y finalmente se agreg6 la solucion de paro y se leyo la placa a una

longitud de onda de 450 nm y una correccion de 549nm.
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- Analisis estadistico

Las graficas y el analisis estadistico se realizaron por medio del programa Graphpad
Prism 7.0 y las diferencias entre los grupos se calcularon empleando una prueba t de

student, considerando una p<0.05 como estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

La renina y el receptor de la renina estan incrementados en LBA de pacientes con
FPI

Se evalud en los LBA procedentes de pacientes con FPI y control la cantidad de renina
y el receptor de la renina soluble por Western Blot, las imagenes fueron analizadas con
el software Image Lab para obtener la densidad media de pixeles de las bandas
(densitometria) (Fig. 1a). Con los datos obtenidos se compararon con una prueba t de
student y para ambos casos se observo una mayor cantidad de renina y de su receptor
soluble en las muestras de los pacientes con FPI en comparacion con el grupo control
(Fig.1C) (Fig.1b) (Fig. 1d). Con estos resultados se demuestra que la renina y su receptor
se encuentran incrementados en los lavados bronquiolo-alveolares de pacientes con
fibrosis pulmonar idiopatica lo cual sugiere que ambos son generados localmente en el

pulmén y podrian estar influenciado los procesos fibréticos de los pacientes.
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Figura 7. Densidad media éptica de la renina y su receptor. (a) y (b). Fotografia representativa de las
membranas de los geles de la renina y su receptor soluble de la renina; (¢) y (d) Analisis estadistico de la
DMO de las bandas observadas de la renina y su receptor en las muestras con FPI y control. La renina
estd incrementada en lavados bronquiolo-alveolares de pacientes con FPI (n=11) vs control (n=11)

*P <0.0015 y P < 0.05 respectivamente utilizando una prueba t de student.

La renina esta incrementada en sueros de pacientes con FPI

A través de una ELISA se evaluaron las muestras de suero de 17 sujetos control contra
29 muestras de pacientes con FPI. La comparacién entre ambos grupos por medio de
una prueba estadistica (t de student, p<0.05) arroja que existe un incremento significativo
en los valores de renina de los pacientes con FPl en comparacién del grupo control

(Fig. 8).
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Figura 8. Comparacion de los niveles séricos de renina entre pacientes del grupo control (n:17)

contra los pacientes de fibrosis pulmonar idiopatica (n:29). * (p>0.05)

La expresion del receptor soluble de la renina en sueros pacientes con FPI no

esta incrementado

A través de una ELISA se cuantificaron los niveles séricos del receptor soluble de la
renina en 12 pacientes control contra 28 pacientes con FPI (Fig.9). El analisis estadistico
no muestra una diferencia significativa entre los niveles del receptor soluble de la renina,

éstos se mantienen practicamente iguales en el grupo control y el FPI.

36

——
| —



ELISA para elreceptor soluble de la renina

en suero
~ 10000 -
8000 - |
6000 - ° .'.

4000 .i.
2000 - ll.... ]
L N lfi'-.l

Concentracién proteica (pg/ml

Figura 9. Los niveles del receptor soluble no muestran una diferencia significativa entre el grupo control
(n:11) y el grupo fibrético (n:27).
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Analisis de resultados

Los mecanismos moleculares que subyacen a la fibrosis pulmonar idiopatica siguen
siendo inciertos, pudiendo resultar de una compleja interaccién celular y molecular entre
los factores de crecimiento, las quimiocinas y las citocinas. Para tratar de esclarecer los
mecanismos patogénicos de la enfermedad se ha analizado al sistema de renina-
angiotensina, mediante su efector principal, la Ang Il, y su efecto en la estimulacion de
factores de crecimiento como PDGF, CTGF y TGF-B1 por medio de su receptor AT1 %
sin embargo, dentro del conjunto de proteinas que conforman al sistema renina-
angiotensina, la Ang Il no es la unica que puede incrementar al TGF-B1, principal
promotor de la fibrosis, ya que a través de estudios in vitro en fibroblastos pulmonares
se sugiere que la renina por medio de la activacion del receptor de renina/prorrenina sea

un mediador profibrético independiente a Ang Il '8,

Los trabajos que evaluan los componentes de sistema renina-angiotensina en FPI son
escasos; en este trabajo por primera vez se estan reportando los niveles de la renina y
de su receptor soluble en lavados bronquiolo-alveolares de pacientes con fibrosis
pulmonar idiopatica. Como se observaron mayores niveles de ambas proteinas se
sugiere que existe una generacion local de éstos; lo anterior se ha reportado con los
otros componentes del SRA como son: el angiotensinégeno, el receptor tipo 1y 2 de la

angiotensina Il en raton y en tejido pulmonar humano.®’

En este contexto, se ha reportado en lavados bronquiolo-alveolares que el angio-
tensindgeno se encuentra disminuido®8, pero en otros estudios sefialan una elevada
expresion de esta proteina en células epiteliales pulmonares lesionadas con la
consecuente produccion de Ang Il y activacion de los miofibroblastos, que a su vez
sintetizan mas proteinas de la matriz extracelular %°. También se ha reportado el
incremento de la expresion de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) en lavados,

responsable de la mayor cantidad de Ang Il disponible circulante 0 61,

Aunque hasta ahora no ha sido particularmente investigada la presencia de la renina en
LBA, si se ha descubierto la sobreexpresion de otra molécula analoga a la renina en
lavados bronquioloalveolares, la catepsina D, esta molécula puede aceptar directamente
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al angiotensinogeno y producir Ang | o Ang Il. La catepsina D se ha visto involucrada en
procesos de remodelacion que ocurren durante la fibrinogénesis, y a la renina como
factor que estimula la produccién de TGF-1 en fibroblastos pulmonares a través de una

via independiente a la Ang Il. 18.62,63

En este trabajo ademas reportamos que en el suero de pacientes con FPI la renina esta
sobreexpresada y debido a los diferentes hallazgos en varios tejidos acerca de los
efectos profibréticos de la renina es relevante tratar de esclarecer su funciéon en la
progresion de la fibrosis; por esto, Krebs y col., descubrieron en un modelo de
hipertension de ratones Goldblatt a la renina y su ARNm elevados en plasma, ademas
de estar colocalizado junto con su receptor de membrana en los tubulos de los rifilones
de las ratas, argumentando que los dafos tubulo-intersticiales debido a la fibrosis puede
ser causado por la unién de la renina junto con el PRR ya que refuerza la formacion de

Ang |l, principal promotor de SRA, que puede activar varias rutas fibréticas 64.

Por otro lado, este incremento en suero puede demostrar la participacién directa de la
renina en la progresion de la fibrosis ya que Wang y col. demostraron que la inhibicion
de la renina por medio del farmaco Aliskiren en un modelo in vivo con ratones
transgénicos que segregan continuamente renina activa desde el higado anula la
induccion de factores profibréticos (TGF-B1 y CTGF), marcadores de miofibroblastos (a-
SMA) y proteinas del ECM (fibronectina, colageno | y 1ll) 12, mejorando asi la estructura

pulmonar del raton.

En contraste, para determinar que los efectos de la renina no eran solamente por su
capacidad enzimatica sino por la unién con su receptor, Huang y Cols, en un modelo in
Vivo en células mesangiales de raton transfectadas con siRNA para el PRR, observaron
un decremento en los niveles de TGF-B1 que a su vez disminuyd la expresidon de otras
moléculas pro-fibréticas (PAI-1, FN y colageno tipo-1), indicando que en las células
mesangiales, el PRR media el incremento inducido por la renina de la expresion de TGF-
B1 65,

Como se menciond, en este trabajo se muestra por primera vez que la concentraciéon

proteica del receptor de prorrenina en lavados bronquiolo alveolares de pacientes con
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FPI estd aumentada. Estos resultados pueden sorprender debido a que existe un
contraste en la literatura respecto al incremento y la actividad del PRR; por una parte, en
un modelo in vivo de ratones transgénicos que sobre expresan PRR, apuntan que no
existe algun dafo histoldgico significativo en el rindn, también que no se sobreexpresan
marcadores fibréticos tales como CCL2 y PAI-1, ademas de la renina, a comparacion de
la cepa silvestre, debido tal vez a la desregulacion efectuada por la prorrenina °%; y por
otra parte, en otro experimento, en un modelo in vitro se utilizé la linea celular del
conducto colector renal de ratén M-1, donde a través de la estimulacién con prorrenina
recombinante, pudo incrementar los niveles proteicos y del ARNm de algunos factores
profibréticos (CTGF, TGF-B1, a -SMA y PAI-1, fibronectina y colageno 1) a través de la

activacion de la via de sefalizacion ROS dependiente de MAPK ©7.

Podriamos suponer que la sobreexpresion singular del PRR puede ser, ademas de la
renina, un marcador para indicar que se esta iniciando o ha comenzado un proceso
fibrético, pero si sumamos la evaluacién de la renina con su receptor se puede acentuar
la importancia de la union renina-PRR para poder desencadenar la produccion de

moléculas profibréticas a través de diversas rutas moleculares independientes a Ang Il.

Clavreul y col; observaron que la renina y la prorrenina por medio de la uniéon con su
receptor podian producir estrés oxidativo en células embrionarias de riidn humano y
como consecuencia generaban la expresion de genes profibréticos (TGF-31, fibronectina
y PAI-1) a través de la via de sefializacion PRR/Nox4, una via dependiente de ROS,
siendo Nox4 la isoforma predominante del complejo enzimatico NAPDH vy la forma mas
expresada en células mesangiales y epiteliales %. Lo anterior sugiere un papel
importante de la unién renina/PRR en la activacion de ROS para la produccion de
moléculas profibrosantes y el desarrollo de la fibrosis; sugerencia que fue llevada a cabo
experimentalmente en lavados pulmonares de raton.por Manoury y col., y ellos apuntaron
que en ausencia de las especies reactivas de oxigeno en ratones (p47°P"x -/- KO,
subunidad del complejo NAHPD oxidasa) en un modelo de fibrosis pulmonar inducido
por bleomicina no desarrollaban fibrosis pulmonar 6. Asi mismo, la ingesta de
antioxidantes previo a la instilacién de bleomicina es efectivo en la reduccién de dano

pulmonar, la reduccion de los niveles de hidroxiprolina (un marcador del depdsito de
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colageno) y la reduccion considerable de los niveles de NF-kB, un factor de transcripcion
que regula varios genes de citocinas, incluidos TNF-a, IL-1B, IL-6 y MIP-2 70, genes
proinflamatorios y profibréticos involucrados en el desarrollo y la progresién de la fibrosis

pulmonar.

Cabe apuntar que la terapia con antioxidantes o promotores de antioxidantes en
pacientes con FPI puede reestablecer la capacidad antioxidativa del tracto respiratorio,
ademas de evitar la exposicion a una mayor cantidad de radicales libres culminando en

el agravamiento de la enfermedad "".

La evaluacion del receptor soluble de la prorrenina en suero no tuvo una diferencia
significativa en comparacién al grupo control, se esperaba que el sPRR pudiera
incrementar la actividad de la renina y/o activar a la prorrenina. En nuestros resultados
obtuvimos un incremento significativo de la renina en suero y de su receptor en lavados
bronquioloalveolares; se ha reportado que el sPRR en pacientes con una diferencia de
grados de la actividad del SRA es independiente de las concentraciones de la renina y

la prorrenina en suero. "2

Si bien el sPRR se forma a partir de la escision del PRR completo en el citoplasma antes
de que éste sea anclado a la membrana celular, se podria suponer que un aumento en

la expresion del PRR puede ser proporcional al aumento en el receptor soluble.

En este estudio el receptor soluble no podria dirigirnos a determinar con precisién un
paciente con FPI; sin embargo, en otros estudios ha servido como marcador de fibrosis
tubulointersticial %', diabetes Mellitus gestacional 73 y restriccion en el crecimiento
intrauterino 74. Ademas, recientemente se ha encontrado que [S]PRR tiene una
correlacion con las toxinas urémicas en pacientes con enfermedades renales cronicas
(del inglés chronic kidney disease), en especial con el induxil sulfato, una toxina urémica
representativa que se acumula en los pacientes con CKD que induce, entre otras cosas,
expresion de genes fibréticos como TGF-B1 y colageno-l en el rifidn, asi como la
expresion de a-sma en las células tubulares proximales a través de PRR 75, por lo que
cabria suponer que a mayor concentracion de [s]PRR, mayor concentracion de induxil

sulfato y un aumento de concentracion de proteinas fibréticas.
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Con estos datos y con la informacion extraida de la literatura nos acercamos a proponer
las relaciones que tiene el sistema renina angiotensina entre los demas elementos, que
juntos, contribuyen al desarrollo de la fibrosis pulmonar. Aunque cabe aclarar que aun
cuando la mayoria de las investigaciones tienen lugar en el rindn, siendo el sitio donde
se produce la mayor cantidad de los elementos del SRA, es imperativo detallar este
sistema en la fibrosis pulmonar ya que es una enfermedad en constante aumento de

casos Yy en constante aumento de decesos.

Por otro lado, con este trabajo se aport6 la base para poder trasladar estas mediciones
a una cohorte de pacientes con FPI mas amplia y posteriormente adicionando pacientes
con otras ILD para asi evaluar la utilidad de la renina y su receptor soluble como un
biomarcador diagndstico o pronéstico a futuro, ya que como se mencioné al principio de
este trabajo debido a la complejidad del diagnodstico y deteccion es prioritaria la

necesidad de encontrar moléculas que puedan servir para este propdsito.
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CONCLUSIONES

- En los lavados bronquiolo-alveolares de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica la
renina y el receptor soluble de la prorrenina estan elevados; a su vez, la renina esta

elevada en suero.

- Es posible aprovechar la evaluacion de la renina y el receptor de prorrenina como un

biomarcador diagnostico para la fibrosis pulmonar idiopatica.

- El receptor soluble de la renina no esta elevado en suero de pacientes con FPI, por lo
tanto, no es posible su uso como biomarcador para diagnosticar a la FPI, reiterando la
falta de evaluaciones de su utilidad con otras ILD como lo es la neumonitis por

hipersensibilidad.

PERSPECTIVAS

- Aumentar la cantidad de pacientes y comparar los niveles de la renina y su receptor

soluble en el suero de pacientes con FPIl y otras ILD.

- Evaluar al sPRR en plasma de controles y pacientes con FPI para saber si existen

diferencias significativas en este tipo de muestra.

- Correlacionar los niveles de la renina y su receptor soluble con las variables clinicas de

los pacientes con FPI.

- Cuantificar los niveles de los elementos de SRA en pacientes con FPI en sus diferentes

estadios en diferentes muestras bioldgicas.
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