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RESUMEN

Introduccién. La neumonitis por hipersensibilidad (NH) es una enfermedad pulmonar compleja
provocada por una respuesta inflamatoria e inmune exagerada a la inhalacion de diferentes
antigenos y puede provocar la activacion y proliferacién de fibroblastos, lo que puede conducir a
un proceso fibrético en el pulmén. EI mecanismo patogénico involucrado en la fase crénica o
fibrética de la NH no se conoce con precision y no existen estudios enfocados a estudiar el
papel de los miRNAs en fibroblastos de pulmén derivados de pacientes con esta enfermedad.
En este trabajo se analiz6 la expresién del miR-487b en fibroblastos de pacientes con NH y
sujetos control, asi como los efectos de su inhibicion y sobreexpresiéon en la proliferacién y
migracién de fibroblastos. miR-487b es considerado como un supresor de tumores, pero su

papel en fibroblastos de pulmén no ha sido estudiado.

Métodos. Fibroblastos de cultivos primarios derivados de pacientes con NH y sujetos control
(normales) se crecieron en medio completo y la expresion del miR-487b se cuantificé mediante
gPCR. En fibroblastos normales, la expresion del miR-487b fue inhibida con un hairpin miRNA
mientras que en fibroblastos de pacientes con NH el miRNA se sobre-expresdé con un
mimetizador. La expresion de BMI-1, SUZ12, WNT5A y SMAC/DIABLO, blancos de miR-487b,
fue examinada por Western Blot antes y después de la transfeccién del miR-487b. La migracion
se evalub mediante un ensayo de herida y con un ensayo en camara tipo Boyden. La
proliferacion se analiz6 con ensayos que utilizan los reactivos WST y CyQuant y la apoptosis se

determiné midiendo la presencia de Anexina-V por citometria de flujo y WB de caspasa 3.

Resultados. El andlisis por g°PCR mostré una disminucién significativa en los niveles de
expresion del miR-487b en fibroblastos de NH en comparacion con fibroblastos normales
(p<0.01). En fibroblastos de pacientes con NH se observé un aumento significativo de la
proliferacién y migraciéon en comparacién con fibroblastos normales y los blancos del miR-487b
(BMI-1, SUzZ12 y SMAC/DIABLO) se encuentran aumentados. En fibroblastos normales, la
inhibicién del miR-487b provocé un incremento en la expresion de BMI-1 y SUZ12, asi como
una disminucién de la capacidad proliferativa de los fibroblastos, pero no tiene efectos
distinguibles en la migracion. Por otra parte, la sobre-expresion del mimetizador de miR-487b en
fibroblastos de NH induce una disminucién de las proteinas BMI-1, SUZ12 y SMAC/DIABLO,
reduce la proliferacibn y aumenta la migracion. Adicionalmente, también se encontré un

incremento de la apoptosis en fibroblastos normales en comparacion con los de NH.



Conclusién. Los resultados obtenidos sugieren que miR-487b puede tener una funciéon dual en
fibroblastos pulmonares, como oncogen al estimular la migracién celular y disminuir la expresion
de la molécula pro-apoptética SMAC/DIABLO y como supresor de tumores al promover
apoptosis, disminuir la capacidad proliferativa de fibroblastos y regular negativamente la
expresion del oncogen BMI-1. Los hallazgos indican que miR-487b podria desempefiar un
papel importante en la NH ayudando a reducir la capacidad proliferativa de fibroblastos que

pueden conducir a un fenotipo fibrosante en etapas crénicas de la enfermedad.



ABSTRACT

Introduction. Hypersensitivity pneumonitis (HP) is a complex lung disease caused by an
exaggerated immune, and inflammatory response to the inhalation of environmental antigens
that can produce an activation and proliferation of fibroblasts, which can lead a fibrotic process
in the lung. The pathogenic mechanism involved in the chronic/fibrotic phase of HP is not fully
understood and there are not studies focused on studying the role of miRNAs in lung fibroblasts
derived from patients with this disease. Here, we analyzed the expression of miR-487b in normal
and HP fibroblasts and the effects their inhibition and overexpression on the proliferation and
migration of fibroblasts. miR-487b is considered like a tumor suppressor, but its role in lung

fibroblasts has not been studied.

Methods. Fibroblasts from primary cultures derived from patients with HP and control subjects
(normal) were grown in complete medium and the expression of miR-487b was quantified by
gPCR. In normal fibroblasts, miR-487b was inhibited with a microRNA hairpin whereas in
fibroblasts from patients, overexpression was achieved with a double-stranded RNA (microRNA
mimic). The expression of BMI-1, SUZ12, WNT5A and SMAC/DIABLO, targets of miR-487b,
was examined by WB before and after of transfection to inhibit or gain function. The migration
was evaluated by wound healing assay and a Boyden chamber assay. Proliferation was
analyzed with WST and CyQuant, and apoptosis was determined by Annexin-V staining
assessed by flow cytometry and WB for caspase 3.

Results. gPCR analysis showed a significant decrease in the expression levels of miR-487b in
HP fibroblasts compared to normal fibroblasts (p <0.01). In fibroblasts from patients with HP a
significant increase in proliferation and migration was observed in comparison with normal
fibroblasts and the targets of miR-487b (BMI-1, SUZ12 and SMAC/DIABLO) are increased. In
normal fibroblasts, inhibition of miR-487b caused an increase in the expression of BMI-1 and
SUZ12, as well as a decrease in the proliferative capacity of fibroblasts, but has not
distinguishable effect on migration. On another hand, over-expression of the miR-487b
mimetizer induces a decrease in the BMI-1, SUZ12 and SMAC/DIABLO proteins, reduces
proliferation and increases migration in in HP fibroblasts. Additionally, we found an increase of

apoptosis in normal fibroblasts versus HP cells.



Conclusion. The results obtained suggest that miR-487b can have a dual function in lung
fibroblasts, as an oncogene by stimulating cell migration and decreasing the expression of the
pro-apoptotic molecule SMAC/DIABLO and as a tumor suppressor by promoting apoptosis,
decreasing the proliferative capacity of fibroblasts and by regulating the expression of the BMI-1
oncogene. The findings indicate that miR-487b could play an important role in NH helping to
reduce the proliferative capacity of fibroblasts that can lead to a fibrotic phenotype in chronic

stages of the disease.



INTRODUCCION

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) constituyen un grupo heterogéneo
de padecimientos con manifestaciones clinicas, radiolégicas y funcionales similares y
representan el 15% de todas las enfermedades respiratorias [1]. La Neumonitis por
Hipersensibilidad (NH) o también conocida como alveolitis alérgica extrinseca, es una EPID
caracterizada por la inflamacion del parénquima pulmonar que resulta de la exposicion a una
amplia variedad de antigenos organicos como proteinas aviarias, hongos y bacterias, asi como
a compuestos quimicos de bajo peso molecular como los isocianatos [2] y en etapas crénicas
genera un cuadro de fibrosis en el pulmén.

En México y en paises como Reino Unido, esta enfermedad es causada principalmente por la
exposicion a antigenos aviarios en sujetos que conviven con aves; a esta variante de NH se le
conoce como la enfermedad del cuidador de palomas, considerada como el cuadro clinico
prototipo de la NH [3]. Debido a que la enfermedad es causada por diferentes agentes y a que
los sujetos so6lo acuden a consulta cuando se presenta un cuadro clinico agudo, es dificil
estimar su incidencia y prevalencia. Adicionalmente, los estudios epidemioldgicos carecen de
un criterio diagnéstico uniforme. Sin embargo, se estima que su incidencia esta en el orden de
1:100,000 para paises como Reino Unido [4] mientras que para México no hay datos
disponibles.

Esta enfermedad se desarrolla en individuos susceptibles que ante la inhalacién de antigenos
montan una respuesta inmunolégica exagerada y como consecuencia ocurre un aumento en la
infiltracién y proliferacion de linfocitos, lo que resulta en una marcada inflamacién pulmonar. Sin
embargo, la exposicién crénica al antigeno puede inducir cambios que generan moléculas que
activan a los fibroblastos y entonces se puede evolucionar a una fibrosis intersticial, dando
como resultado un dafio pulmonar severo debido a proliferacion exagerada de fibroblastos y a
la acumulacion matriz extracelular [5]. Adicionalmente, no todos los sujetos expuestos a los
antigenos desarrollan la enfermedad, lo que sugiere que factores genéticos estan involucrados
en su desarrollo; polimorfismos en el complejo principal de histocompatibilidad I (MHC I, por
sus siglas en inglés) y en transportadores de procesamiento de antigeno (TAP, por sus siglas
en inglés) han sido asociados con un mayor riesgo a desarrollar NH [6, 7].

Bajo este contexto, muchos de los pacientes que consultan en etapas crénicas de la
enfermedad presentan cuadros de fibrosis pulmonar, donde los fibroblastos desempefian un
papel primordial. El conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares que gobiernan el
fenotipo fibrético de los fibroblastos en las EPID permanece en constante estudio; sin embargo,

para el caso de la NH estos estudios son escasos y en particular aquellos que estan enfocados
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a investigar los mecanismos epigenéticos son practicamente nulos y en este sentido, no hay
informacion que revele el papel que los micro RNAs (miRNAS) pueden tener en mecanismos
gue promueven el desarrollo de fibrosis en la NH.

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA enddgeno no codificante de 21 a 23 nucledtidos
de longitud que por lo general regulan de manera negativa la expresion génica a nivel post-
transcripcional. Estos RNAs de cadena sencilla se unen por complementariedad de bases a la
region 3" no traducida (3"UTR, por sus siglas en inglés) de los RNAs mensajeros (MRNA, por
sus siglas en inglés) blancos, regulando negativamente su expresion por inhibicion de la
traduccién o degradacion del mensajero. Considerando la enorme capacidad de los miRNAs de
regular la expresion de una gran cantidad de genes y tomando en cuenta el intrincado sistema
de control en el que estan involucrados, es comprensible que su desregulacion tiene
repercusiones sobre la homeostasis de un organismo [8].

Un numero creciente de miRNAs han sido involucrados en diferentes enfermedades
pulmonares como en Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC), cancer pulmonar,
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y asma [9].

Bajo el mismo contexto, se ha demostrado que los miRNAs son moléculas que desempefian un
papel trascendental en el desarrollo y progresion de diferentes enfermedades crénicas, por lo
que su estudio como posibles blancos terapéuticos se ha incrementado considerablemente en
los dltimos 10 afios. A pesar de ello, el estudio de estas moléculas en las enfermedades
pulmonares intersticiales como FPI son pocos en comparacion con los realizados en cancer
pulmonar, y en el caso de NH son practicamente nulos. En este contexto, los trabajos
encaminados al estudio de miRNAs son esenciales para determinar si estas moléculas tienen
una funcion preponderante en el desarrollo de la NH y en el presente trabajo se explora el papel
gue tiene un mMiRNA sobre los mecanismos de proliferacién y migracion de fibroblastos

derivados de pacientes con NH.



ANTECEDENTES

1. Enfermedades pulmonares intersticiales difusas

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) constituyen un grupo heterogéneo
de padecimientos con manifestaciones clinicas, radiolégicas y funcionales similares. Como su
nombre lo indica, las EPID afectan principalmente el intersticio pulmonar, aunque también
inciden en las vias aéreas pequefias, alveolos y bronquiolos; muchas presentan un componente
inflamatorio y la gran mayoria de ellas culmina en un proceso fibrotico variable que afecta el
parénquima pulmonar lo cual conduce a la destruccion de la arquitectura del 6rgano y perdida
de su funcién [10]. A pesar de que representan un grupo de enfermedades con una prevalencia
baja, se estima que constituyen cerca del 15% de las enfermedades respiratorias. Su etiologia
es variada y actualmente se conocen mas de 150 agentes causales tanto organicos como

inorganicos que las desencadenan [11].

1.1 Clasificacion

De acuerdo con su origen, las EPID actualmente se clasifican en tres grupos 1) neumonias
intersticiales idiopéticas, 2) neumonias asociadas a otros procesos, y 3) neumonias de causas
conocidas. La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es el prototipo de las neumonias intersticiales
idiopaticas y es una enfermedad cronica y letal de etiologia desconocida. [10]. Las neumonias
asociadas a otros procesos son secundarias a padecimientos inmunes y granulomatosos, como
la sarcoidosis y, por ultimo, dentro de las neumonias de causas conocidas se encuentran

enfermedades como la silicosis y la NH.

2. Neumonitis por hipersensibilidad

La NH es un sindrome complejo intersticial con variantes clinicas y con un componente
inmunoldgico e inflamatorio importante en respuesta a la inhalacion de una gran variedad de
antigenos orgéanicos y algunos quimicos inorganicos menores de 5um en sujetos susceptibles
[4]. En nuestro pais los pocos datos existentes sugieren que la forma mas comun de NH es la
que desarrollan personas que estan expuestas a aves intradomiciliarias como palomas y

canarios; a esta forma de NH se le conoce como enfermedad del cuidador de palomas [2].



2.1 Epidemiologia y etiologia

La NH fue originalmente descrita en 1713 como una enfermedad ocupacional en los granjeros y
a partir de esa fecha se han descrito muchas particulas organicas de bajo peso molecular que
pueden causar la enfermedad [12]. La incidencia y prevalencia de la NH es dificil de estimar con
precision debido a que es mal diagnosticada o no reconocida por los médicos y también por la
carencia de un criterio de diagnéstico uniforme; sin embargo, en tres ciudades europeas
representa del 4 al 15% de las enfermedades pulmonares [13], en Nuevo México esta cifra cae
al 2% [14] y en el Reino Unido representa el 1.8% de todos los casos de enfermedades
respiratorias relacionadas al trabajo [12].

Los datos anteriores sugieren que la incidencia de la NH es baja si se toman en cuenta la gran
variedad de antigenos que la pueden causar. No existe un papel claro del sexo en el desarrollo
de la enfermedad, pero la mayoria de las muertes ocurren en mujeres [15]; en cuanto a edad, la
NH usualmente aparece entre la cuarta y sexta década de vida [16]. Actualmente, se han
reportado diferentes agentes etiolégicos que causan variantes de la enfermedad (Tabla 1) pero
los mas comunes son particulas organicas como: hongos, bacterias, proteinas animales,
actinomicetos termofilos y protozoos, asi como compuestos quimicos de bajo peso molecular
como los isocianatos, los cuales funcionan como haptenos que se unen a la albumina para

crear una particula antigénica [4].

Tipo de antigeno Antigeno Enfermedad
Bacteriano Saccharopolyspora rectivirgula, Pulmén de granjero
Thermoactinomyces vulgaris
Fungico Aspergillus sp Pulmén de Enoki
Penicillium sp Suberosis
Micobacteriano Mycobacterium avium Pulmén de usuario de sauna
Aviario Proteinas en pulmas, suero y Enfermedad del cuidador de
excreta de aves palomas
Quimicos Isocianatos Pulmén de trabajador quimico
Anhidridos &cidos

Tabla 1. Antigenos implicados en el desarrollo de Neumonitis por Hipersensibilidad. Modificada de Spagnolo, et al. (2015)

2.2 Clasificacion y diagnéstico
Aungue no existen criterios bien definidos, la NH ha sido clasificada en tres formas clinicas:
aguda, subaguda y cronica pero dada la gran variabilidad de cuadros clinicos y el curso que
pueden tomar, algunos autores como Selman [17] han propuesto otra clasificacion que divide a
la NH en activa no progresiva e intermitente, aguda progresiva intermitente y crénica tanto
progresiva como no progresiva. Sin embargo, ninguna de las dos clasificaciones antes

mencionadas se ha aceptado en su totalidad por los neumologos.




Los sintomas de la forma aguda son similares a una infeccion viral o bacteriana y se presentan
de 4 a 8 horas después de la exposicidon al antigeno, se reporta que el paciente experimenta
escalofrios, fiebre, sudoracién, dolor de cabeza y nauseas. Estos sintomas duran pocas horas y
se pueden acompafiar de sintomas respiratorios como tos y disnea. Esta forma se caracteriza
por una respuesta macrofago-linfocitaria en bronquiolos.

La NH subaguda resulta de exposiciones bajas al antigeno causal, pero de manera continua y
se caracteriza por la presencia de tos y disnea que puede llegar a ser severa, se presenta
gradualmente en dias o semanas después de la exposicién pudiendo presentar fatiga, anoxia y
pérdida de peso [2], esta forma se caracteriza por la formacién de granulomas (Figura 1).

El cuadro cronico de la enfermedad puede provenir de dos distintos escenarios: de episodios
agudos y subagudos no reconocidos que culminan en la forma crénica recurrente o de una
enfermedad lenta y progresiva en pacientes expuestos a bajos niveles del antigeno sin historia
clinica de episodios agudos [4], siendo ésta la forma que mas se observa debido la tardanza del
paciente por buscar ayuda médica y porque no es diagnosticada por médicos especializados.
La forma cronica se caracteriza por una inflamacion intersticial y un porcentaje importante de
casos desencadena un proceso fibrosante que se caracteriza por la migracion y proliferacion
desmedida de fibroblastos, con la subsecuente sintesis excesiva de matriz extracelular que
condiciona a un pulmén que pierde su arquitectura funcional y que en muchos casos conduce a
la muerte del individuo [18].

El primer paso para el diagndstico de esta enfermedad es la sospecha clinica por sintomas
respiratorios como disnea y tos, la realizaciébn de una historia clinica y ocupacional son
necesarias para detectar antigenos causales de NH. La realizacion de pruebas respiratorias
(espirometria y pletismografia), radiografia de
térax  (opacidad tipo vidrio  despulido),
tomografia computarizada de alta resolucién
(TACAR) y estudios de laboratorio como lavado

broncoalveolar ( % de linfocitos T mayor al

40%), presencia de precipitinas en suero y
biopsia pulmonar (histopatologia) donde se

puede observar la presencia de granulomas mal

definidos, bronquiolos con agregados de

’ SaS ) LT -
macréfagos y células gigantes multinucleadas, Figura 1. Corte histologico de NH que muestra granuloma mal

definido con células gigantes multinucleadas y una gran
asi como una inflamacién persistente (Figura 1) infiltracion de células. Tomado de Mejia, M et al. 2007. Clinics
in Chest Medicine.



son los estudios confirmatorios para diagnosticar NH.

Los tratamientos comunes cuando la enfermedad es diagnosticada son la terapia basada en
corticoesteroides para disminuir la respuesta inmune, asi como la inflamacién local y en la
mayoria de los casos se recomienda evitar la fuente de origen del antigeno causal, lo que
resulta en una considerable mejoria para el paciente [19].

2.3 Inmunopatofisiologia

La patogénesis de la NH es compleja y no del todo comprendida, pero en ella participa un gran
componente inmunolégico donde mecanismos humorales y celulares contribuyen a la lesion
pulmonar.

De manera breve, un sujeto normal que inhala un antigeno resuelve la respuesta inmune sin
consecuencias clinicas debido a que existe en él una tolerancia inmune.

Por otro lado, la coexistencia de factores genéticos y ambientales en un sujeto susceptible que
inhala el mismo antigeno desencadena una respuesta inmune exagerada caracterizada por una
inflamacién pulmonar e infiltracién de macréfagos y linfocitos activados que por la liberacion de
citocinas como el IFN-y, favorecen la formacion de granulomas, caracteristicos en la
enfermedad. Debido a la existencia de factores promotores como exposiciones futuras al

antigeno o predisposicion genética del individuo, ocurren cambios inmunolégicos que inducen la

expansién y activacion de <
_ Antigen e pact e
fibroblastos y por ello una Genetic/environmental ." . °
- : i » @) *

acumulacion de ‘%@:AQ i *\‘,\' \ %9’/

_ *y e 10— 0/' T
componentes de matriz b A s & A4 ”\‘@ /e

» { \ . @) »
§ <

extracelular, lo  que /* ‘
. . ) A\
culmina en la mayoria de 0/ }

los casos cronicos de la 63-//
enfermedad en un proceso @

Granulomatous
fibrético (Figura 2) [5]. Immune inflammation

tolerance —
En las formas agudas y )
Progressing

subagudas de la factors

enfermedad, la respuesta |“Normal“response

inmune es caracterizada
por ser del tipo Thl

. L L Figura 2. Mecanismos en la patogénesis de la Neumonitis por Hipersensibilidad. Tomado
(liberacion  de  citocinas de Selman et al. 2012. Am J Respir Crit Care Med.
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proinflamatorias como TNF-a, IL-12, IL-8 e IFN-y) y las reacciones de hipersensibilidad
prevalentes son del tipo Ill (mediada por complejos inmunes) pues se activa la via del
complemento liberdndose C5a, que a su vez recluta y activa macréfagos y neutréfilos cargados
con colagenasa 2 (MMP-8) y gelatinasa B (MMP-9) [20]; y del tipo IV (mediada por linfocitos T)
donde los linfocitos T se activan, proliferan y disminuyen su apoptosis promoviendo la alveolitis
caracteristica de la enfermedad [21].

Otras anormalidades inmunes reportadas en NH son el aumento local de linfocitos T CD8 y de
linfocitos Th17 donde la diferenciacion de éstos ultimos es inducida por el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B, por sus siglas en inglés), estas células se han considerado
potenciadoras importantes en el desarrollo de la enfermedad; un reporte demostré que la
delecién de IL-17A indujo una menor inflamacién y confirié proteccion contra el desarrollo de la
enfermedad [22], asi mismo la IL-17A producida por neutréfilos favorece su propio reclutamiento
provocando mas inflamacion en la etapa aguda de la enfermedad [23].

Otro reporte sugiere que la IL-4 producida por linfocitos Natural Killers T (NKT) inhibe la
secrecion de IFN-y por neutrdfilos teniendo de esta manera un efecto protector en el desarrollo
de NH inducida por una especie de hongo en especifico [24].

Aunado a lo anterior, se ha demostrado que, en formas agudas y subagudas, hay un aumento
de linfocitos T CD8 mientras que en la forma crénica es de linfocitos T CD4 acompafiado de una
disminucion de células T yd inducida por niveles altos de IL-22 [25].

Otros reportes demostraron que el aumento de linfocitos Th17 promueve la formacién de
depositos de colageno en el pulmén en respuesta a una exposicion crénica al antigeno [4], por
otro lado, se ha sugerido que células T regulatorias CD4* CD25* cumplen un papel supresor
sobre el IFN-y producido por células T, por lo que estas células regulatorias en NH no parecen
estar llevando a cabo esa funcién supresora sobre la respuesta inmune inflamatoria [26].

En ratones también se ha mostrado que una polarizacién a Thl hace que el individuo sea mas
susceptible al desarrollo de NH que una polarizacién Th2, esto debido a una baja expresién de
IL-4 por células Thl CD4 [27], lo que indica la importancia de esta interleucina en el curso de la
enfermedad. Por otro lado, se han asociado factores ambientales a la aparicion de la
enfermedad que incluyen, alta exposicion a insecticidas, humedad alta e infecciones virales por
influenza, los cuales se ha demostrado que inducen el aumento de moléculas co-estimuladoras
como CD80 y CD86 en macrofagos alveolares aumentando asi su capacidad de presentacion
de antigeno [28].

Los efectos de fumar en el desarrollo de la NH no son claros pero las investigaciones sugieren

gue la NH es mas frecuente en no fumadores que en fumadores, por lo que al tabaquismo se le
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ha considerado que tiene un efecto protector contra el desarrollo de NH. Sin embargo, los
pacientes que tienen la enfermedad y son fumadores presentan un peor prondéstico. [29].

2.4 Genética de la enfermedad

La mayoria de las personas expuestas a los antigenos causales de NH no desarrollan la
enfermedad, lo que sugiere la existencia de una susceptibilidad genética (factor promotor) que
junto con los antigenos causales (factores inductores) conforman a la hip6tesis conocida como
“two-hits”, donde ambos factores coexisten y permiten el desarrollo de una respuesta inmune
exagerada con una marcada inflamacion [5].

Dentro de las alteraciones genéticas, se han identificado polimorfismos en la regién promotora
del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, por sus siglas en inglés) [6], de genes que afectan la
degradacién proteosomal de péptidos que se cargaran en el complejo principal de
histocompatibilidad clase 2 (MHC-II, por sus siglas en inglés) y en transportadores asociados a
la presentacion de antigeno (TAP, por sus siglas en inglés) [7], y se ha demostrado que algunas
variantes en el promotor del gen del inhibidor tisular de metaloproteasas 3 (TIMP-3, por sus
siglas en inglés) tienen un efecto protector, pues reduce el riesgo de desarrollar NH; sin
embargo, el mecanismo responsable de este fendGmeno no esté bien esclarecido [30].

Por otro lado, se sabe que el transcriptoma deriva de la interaccion entre el ambiente y factores
genéticos y hablando de desdrdenes crénicos pulmonares existe en la actualidad un
crecimiento del conocimiento de la regulacion epigenética en el desarrollo fibrético que incluye
metilacion del DNA, modificaciones de histonas y regulacion por RNA no codificantes [31], sin
embargo, en el caso de la NH se desconoce el papel que cualquier mecanismo epigenético
antes mencionado, pudiera tener en el fenotipo de los fibroblastos pulmonares en el contexto de

inicio y cronicidad de esta enfermedad.

2.5 Elfibroblasto pulmonar

Los fibroblastos representan el tipo celular mas abundante y menos especializado del tejido
conectivo e integran una familia muy heterogénea de células, presentes en casi todos los
tejidos; sin embargo, son muy diferentes en términos de estructura, fisiologia, comportamiento,
funcion y receptores de superficie. Estudios en ratones, han identificado subpoblaciones de
fibroblastos con funcién y fenotipos particulares, por ejemplo, los pericitos y los miofibroblastos,

que representan una subpoblacion de fibroblastos con un fenotipo similar al de células del

12



musculo liso, debido a que expresan a-actina de musculo liso (a-SMA, por sus siglas en inglés)
en su citoesqueleto [32].

Algunas caracteristicas de los fibroblastos pulmonares son su forma fusiforme o de huso, la
expresion de actinas F, By y en su citoesqueleto, asi como de un patron de organelos poco
desarrollados, y participan activamente en la remodelacion de la matriz extracelular mediante la
produccibn de diversas enzimas de la familia de las MMPs, proteoglicanasas,
glicosaminoglicanasas y los TIMPs [33]. En términos patoldgicos, los fibroblastos son los
responsables directos de conducir el proceso de fibrosis pulmonar.

Los fibroblastos pulmonares en cultivo se comportan como células permanentemente activadas
que liberan espontaneamente citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1 y factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés). Estas células, al ser
activadas por la IL-4 o la IL-13 participan en la patogenia de la inflamacién bronquial y en la
remodelacién o destruccion de la via aérea como ocurre en NH. Asi mismo, los fibroblastos
desempefian un papel activo en la aparicion de las enfermedades alérgicas respiratorias ya que
también responden a las citocinas de una respuesta Th2 [34].

2.6. Papel de los fibroblastos en la enfermedad

Como se describié anteriormente, en las etapas cronicas de la NH se puede desencadenar un
proceso fibrético. Los procesos moleculares que ocurren entre la resolucién de la alveolitis
linfocitica y la progresion a la fibrosis, donde el tipo de respuesta cambia de Thl a Th2 y la
célula efectora pasa a ser el fibroblasto pulmonar, no se conocen con precisiéon. A pesar de ello,
hay evidencias de que los fibroblastos podrian ser activados por células inmunes infiltradas a
través de la secrecion de IL-4 e IL-13 [2].

La mayor parte del conocimiento que se tiene a cerca de los procesos moleculares y celulares
implicados en la patogénesis de la fibrosis en pulmén provienen de estudios relacionados en
FPI. En esta enfermedad se ha sugerido que los fibroblastos pueden tener tres origenes
distintos, el principal es de los fibroblastos residentes en el intersticio pulmonar que migran y
proliferan excesivamente durante el proceso fibrético, otra fuente es por diferenciaciéon de
células progenitoras de la médula 6sea y por ultimo, aquellos fibroblastos que derivan de la
transicion de células epiteliales a fibroblastos mediante el proceso de Transicién Epitelio
Mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés) [35] y se ha sugerido que los fibroblastos
derivados de pulmones con FPI son resistentes a la muerte celular. De manera interesante

existen reportes de que los fibrocitos derivados de médula 6sea son una fuente importante de
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células con fenotipo pro-fibrotico y son abundantes en pacientes con NH y tienen efectos sobre
la respuesta fibrotica en esta enfermedad.

Existen diferentes citocinas y factores que estan implicados en la activacion de fibroblastos
durante la génesis de la fibrosis. Moléculas como PDGF, IGF-1 y TGF- son esenciales para
desencadenar una respuesta fibrosante. El TGF- es la citocina profibrotica por excelencia y
sus efectos en fibroblastos son contundentes favoreciendo la transicion a miofibroblastos, un
fenotipo méas agresivo que expresa a-SMA. Adicionalmente, TGF- induce la expresion de
coldgena y disminuye la produccibn de enzimas que degradan matriz extracelular,
particularmente aquellas que degradan a la colagena y también participa en la EMT [36].

Un estudio en fibroblastos de NH demostrd que existen poblaciones negativas para Thy-1, que
es una glicoproteina unida a glucofosfatidilinositol; estas poblaciones se caracterizan por ser
mas pequefias, tener una capacidad proliferativa mayor y que en presencia de TGF-B son
capaces de secretar MMP-9, una metaloproteasa que ha sido implicada en el proceso fibrético,
lo cual hace que estos fibroblastos Thyl presentes en algunos pacientes con NH tengan un

fenotipo profibrético [37].

3. micro-RNAs

Los miRNAs son pequefios RNAs no codificantes endogenos que regulan post-
transcripcionalmente la expresion génica de manera secuencia especifica y desde su
descubrimiento en 1993 por Victor Ambros y colaboradores durante el desarrollo larvario de
Caernohabditis elegans, donde se describieron como secuencias de aproximadamente 21
nucleétidos complementarias a la regién 3" no traducida (3"UTR, por sus siglas en inglés) del
RNA mensajero blanco, comenz6 un nuevo campo de investigacion en RNAs pequefios no

codificantes [38].

3.1 Biogénesis

El genoma humano tiene registrados en las bases de datos mas de 1000 miRNAs, la mayoria
provienen de regiones intergénicas [39] y aproximadamente un 25% estan localizados en

regiones intrénicas y son transcritos en la misma direccion que el RNA mensajero [38].
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Existen dos vias para la biogénesis de los miRNAs. La via canonica (Figura 3) comienza en el
nucleo con la transcripcion del miRNA primario (pri-miRNA) por la RNA polimerasa Il que
produce un transcrito poliadenilado en el extremo 3" y con una 7-metilguanosina en el extremo
57, este pri-miRNA es modificado por el complejo microprocesador compuesto por DROSHA
(RNAsa tipo Ill) y su cofactor DGCRS8, que elimina las modificaciones en cada uno de los
extremos generando un pre-mi-RNA de entre 60 y 70 nucleédtidos de longitud. El pre-mi-RNA se
exporta al citoplasma por el complejo formado por exportina y 5-Ran-GTP y es procesado en
citoplasma por Dicer (RNAsa) y TRBP para generar un miRNA dimérico maduro [38]. Una de
las dos hebras del miRNA dimérico se degrada mientras que la otra es incorporada junto con la
proteina Argonauta 2 (Ago 2), al complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC, por sus
siglas en inglés) que dirige el miRNA maduro a la secuencia 3'UTR del RNA mensajero blanco
y por medio de complementariedad de bases se une y provoca la degradaciéon del mensajero o
la inhibicion de la traduccién [40Q].

La via no canédnica de biogénesis de

microRNA gene or intron Nucleus | Cytoplasm
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Figura 3. Via candnica de biogénesis de miRNAs. Tomado de Winter, et

elementos Alu [42]. al. 2009. Nature cell biology.

3.2. Mecanismos de accion

Para llevar a cabo su accion, los miRNAs se deben aparear en la region 3’'UTR del mensajero

blanco con la region semilla del miRNA, que es una zona en el extremo 5° comprendida entre

15



los nucleétidos 2 y 7 [43] y dependiendo del grado de complementariedad se puede dar la
degradacion del RNA mensajero blanco o una represion de la traduccion (Figura 3). La union de
un miRNA y la 3’'UTR de su RNA mensajero blanco también provoca el decaimiento del
mensajero por deadenilacion de su extremo 3" y el secuestro del RNA mensajero mediado por
Ago2 a cuerpos P [44], en plantas y hongos inducen metilacion del DNA y formacion de
heterocromatina [45].

La funcion mas reportada de los miRNA es la regulacion negativa de sus mensajeros blanco;
sin embargo, hay algunos estudios donde se demuestra que algunos miRNAs potencian la
expresion de mensajeros que tienen secuencias complementarias como el miR-373, que induce

la expresion de E-caderina mediada por una secuencia complementaria en su promotor [46].
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Figura 4. Mecanismos de accién de miRNAs. Tomado de Hou, et al. 2016. Frontiers in genetics.

Los miRNAs también pueden existir de manera extracelular asociados a proteinas como Ago2 o
a particulas de lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés) que evitan su
degradacion en circulacion, asi como también dentro de microvesiculas o exosomas (Figura 4),
lo que los hace tener funciones similares a las vistas a nivel intracelular, pero en diferente tipo

celular del que fueron liberados. Esta facultad de poderse encontrar en circulacion ha permitido
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usar a los miRNAs como biomacadores de diagnéstico para diversas enfermedades como el
cancer [41].

3.3 Regulacion transcripcional y post-transcripcional de miRNAs

Existen diversos mecanismos que regulan la expresion de un miRNA, desde la inducida por
factores transcripcionales como es el caso de p53 que activa transcripcionalmente a miR-
34a/b/c y de NF-kB que activa a miR-146a hasta la union de proteinas a los pri-miRNAs
promoviendo de esta manera su maduracion [47].

Otro nivel de regulacion que afecta la transcripcion de los miRNAs es por mecanismos
epigenéticos, esencialmente por la metilacién del DNA y modificaciones de histonas como la
acetilacion, como en el caso de miR-217, un miRNA que se expresa en células normales, pero
no en células de cancer y cuya expresion se ve considerablemente aumentada en células
cancerosas cuando son tratadas con inhibidores de metilacion [48].

Una vez que un miRNA es producido, puede sufrir algunas modificaciones como la uridilacion,
gque ha sido asociada a una regulacién negativa, una mono-uridilacion inhibe su procesamiento
y una poli-uridilacion promueve su degradacion; la adenilacion ha mostrado tener tanto efectos
positivos y negativos [49].

Cerca del 20% de los miRNAs primarios en humanos son sujetos a edicién, lo que se refiere a
que un residuo de adenosina es editado por un residuo de inosina por la Deaminasa de
adenosinas que actia en RNA (ADAR, por sus siglas en inglés) lo cual provoca blogueo del
procesamiento del pri-miRNA y su subsecuente acumulacion [50]. Aunado a lo anterior, los
MiRNAs pueden ser secuestrados por otros tipos de RNAs no codificantes como los RNAs
circulares (circRNA, por sus siglas en inglés) [51] y los competidores endégenos de RNAs
(ceRNAs, por sus siglas en inglés) que funcionan como esponjas atrapando a los miRNAs para

impedir su unién con sus RNA mensajeros blanco.

3.4 Papel de miRNAs en el desarrollo de enfermedades pulmonares

Existe un gran cuerpo de literatura que sugiere que hay expresion andmala de miRNAs
especificos en patologias pulmonares. Por ejemplo, el cancer de pulmén es quiza la
enfermedad pulmonar en la que se ha estudiado més el perfil de expresiéon de miRNAs, de
donde se ha obtenido mucha informacién que demuestra su expresién aberrante, como la
disminucion de la familia de let-7 que tiene gran impacto en procesos como proliferacién celular,

migracion, apoptosis y angiogénesis en esta patologia [52]. En asma, se ha reportado que la
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sobre-expresion de miR-21 contribuye al proceso inflamatorio y la supresion de interleucina 12
(IL-12) teniendo asi una respuesta Th2 que favorece la hipersensibilidad de vias areas [53]. En
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), se reportd que la baja expresion de miR-452
estd asociada con una mayor expresion de la metalopeptidasa de matriz 12 (MMP-12), un
importante efector en enfermedades relacionadas con el tabaquismo [54].

3.5 mIiRNAs en el proceso fibrotico

En el campo de la fibrosis pulmonar, el miR-21 es de los miRNAs mas estudiados tanto en
modelos murinos como en pacientes con FPI y se ha demostrado que su sobre-expresion es
inducida por TGF-B y es responsable de la activacion de fibroblastos debido a que regula
negativamente a una Smad inhibitoria, la Smad7 y se ha catalogado como un biomarcador de la
enfermedad. En FPI también se ha identificado que miR-154 modula a la via de WNT/B-
catenina para favorecer la proliferacion y migracién de fibroblastos [55-56]. Let-7d es un miRNA
gue en modelos de fibrosis pulmonar se encuentra disminuido y ha mostrado tener funciones
anti-fibréticas, pues tiene como blancos a TGF-f y SMAD3 por lo que regula negativamente la
EMT [57].

Otro miRNA implicado en la fibrosis es el miR-34a que tiene funciones pro y anti-fibréticas en el
pulmén. Por un lado, la sobre-expresion de miR-34a en células epiteliales promueve fibrosis en
ratones envejecidos, mientras que otro reporte demuestra que miR-34a tiene un efecto
protector al desarrollo de fibrosis pulmonar en ratones ya que promueve sensibilidad a la
apoptosis y disminuye la senescencia de fibroblastos pulmonares [58], lo que sugiere que su
funcién depende del tipo de célula en el que se exprese y el contexto biolégico en el que se
estudie.

La familia de miR-29 es ampliamente conocida por tener funciones anti-fibréticas, se encuentra
disminuido en FPI porque es regulado negativamente por TGF-B via SMAD3 [59], se ha
demostrado que disminuye expresion de colagenas y otras proteinas de ECM [60].

4. miR-487b
El miR-487b inicialmente fue descrito como biomarcador para el diagnésico de cancer y como
marcador pronostico para neuroblastoma [61]. Est4 ubicado en el cromosoma 14 dentro de un
cluster conocido como 14g32.31 en el cual se localizan 54 miRNAs que inicialmente se
describieron como supresores de tumores pues se encontraron disminuidos en glioblastoma

[62]. Este cluster se encuentra dentro de la region gendémica con impronta conocida como

18



DLK1-DIO3; el cluster 14g32.31 se divide a su vez en dos clusters: 14A y 14B, los cuales estan
separados por un cluster de RNAs nucleolares pequefios (snoRNAs, por sus siglas en inglés)
de caja C/D [63] (Figura 5A).

Para el caso del miR-487b existen dos formas diferentes de acuerdo a la cadena de la cuales
provienen, teniendo que el 5p proviene del brazo 5" del precursor y el 3p proviene del brazo 3
del precursor (Figura 5B).

A (1| - C L
mIRNA Cluster A mIRNA cluster B
DLK1 | IG-DMR | MEG3-DMR (9 mIRNAS) ‘ C/D snoRNA cluster l (45 mIRNAS) -—H~ DIO3
B

1845448  |1B1045.458 101045460  |1GLB4E470  [101046.458  |1OLB4E498  [101B4E5EE  [1B1B4E518 [BLB4ESZE (181846530
%CCGTGCTAACCTTTGGTACTTGGAGAGTGGTTATCCCTGTCCTGTTCGTTTTGCTCATGTCGAATCGTACAGGGTCATCCACTTTTTCAGTATCAAG

AGGCACGATTGGAAACCATGAACCTCTCACCAATAGGGACAGGACAAGCAAAACGAGTACAGCTTAGCATGTCCCAGTAGGTGARAAAGTCATAGTTC
lenes, HCBI Homo sapiens Annotation Release 108, 2016-06-07

MIR4E7E [-]
MR _BZ82E7.1

hza-mik-487b-5p

hsa-mik-427b-3p

\Izenes, Ensembl (release 88

Figura 5. Localizacion genomica de miR-487b. A) Esquema de la localizacion gendmica del cluster 14932.31 dentro de la region
improntada DLK1-DI103. Tomado de Shahar, et al. (2016). J Neurooncol. B) Grafico de la localizacion de las dos variantes de
miR-487b dentro de su locus genémico.

4.1 Papel fisiologico y patolégico de miR-487b

Existen pocos estudios a cerca de las funciones de miR-487b y los resultados indican que este
MiRNA tiene funciones duales. Por una parte, se ha demostrado que miR-487b promueve la
proliferacion, la migracion de células endotelilaes y participa en formacion de vasos sanguineos
a través de regular negativamente a Trombospondina 1, lo que lo convierte en un miRNA con
una funcién vital en personas con choque isquémico [64]. Asi mismo, el miR-487b y otros
miRNAs funcionan en condiciones normales como reguladores negativos de la diferenciacion a
musculo esquelético en mioblastos murinos [65], asegurando de esta manera que los
mioblastos se diferencien en el linaje celular correcto.

El cambio de expresion de miR-487b en condiciones patologicas también ha sido demostrado
desde que se reportd que miembros de la familia de miR-487b pueden tener funciones similares

a un oncogen. Bajo este contexto, se ha demostrado que miR-487b y algunos miRNAs
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localizados en su cluster 14932 pueden promover la EMT inducida por TGF- en un modelo in
vitro de células pulmonares tumorales [66]. Estudios proponen a miR-487b-5p como
biomarcador en adenocarcinoma pulmonar debido a que incrementa la resistencia a
temozolomida, la proliferacion y migraciéon inducida por disminucion de LAMP2, un receptor de
autofagia mediada por chaperona [67].

Existen estudios que demuestran que miR-487b también puede tener funciones de supresor de
tumor, debido a que regula negativamente algunos “sellos” del cancer en células metastasicas
de prostata [68]; regula negativamente la metastasis en carcinoma de higado dependiente de
KRAS y LRP6 [69], inhibe el proceso tumoral en cancer de colon mediado por el eje
GRM3/TGF-B [70] y regula negativamente la formacion de colonias en agar en células de
gliomas pediétricos de bajo grado [71].

En un estudio hecho por Xi, et al [72] se encontré6 que miR-487b esta disminuido en lineas
tumorales pulmonares por un proceso de hipermetilacién de su locus gendémico inducido por
humo de cigarro. La disminucién de miR-487b, correlaciona con la sobre-expresion de algunas
de sus proteinas blanco como SUZ12, BMI-1 y WNT5A, las cuales estan involucradas en el
aumento de proliferacién e invasion celular por lo que miR-487b podria ser considerado como

un supresor de tumores en pulmon.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La NH es una enfermedad compleja y los trabajos encaminados al estudio de los mecanismos
celulares y moleculares implicados en su desarrollo y progresidon son escasos. La expresion
alterada de miRNAs en fibroblastos pudiera estar intimamente ligada al proceso fibrético de la
enfermedad; sin embargo, no existen reportes que ayuden a descifrar la funcion de estas
moléculas. Por ello, es prioritario comenzar a explorar el perfil de expresién de miRNAs en esta
enfermedad con el fin de determinar en qué mecanismos celulares y moleculares estan
involucrados. En este sentido, es importante estudiar si la inhibiciébn o la sobre-expresion de
miR-487b en fibroblastos de pulmén altera procesos como la migracién y proliferacién, que son
vitales para el desarrollo de una respuesta fibrética en el pulmén.

Debido a que no existen reportes acerca del papel que tienen los miRNAs en NH, en nuestro
laboratorio se realiz6 un experimento piloto para explorar el perfil de expresién de 752 miRNAs
en 4 lineas de fibroblastos derivados de pacientes con NH y 3 lineas de fibroblastos normales.
En este estudio se decidio trabajar con miR-487b ya que en el estudio piloto encontramos que
este miRNA esta disminuido en fibroblastos con NH (0.0062 + 0.0010) respecto a fibroblastos
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normales (0.0138 + 0.0041) y hay reportes de que la inhibicion de miR-487 favorece la
proliferacion y migracion (Figura 6).
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Figura 6. Expresion basal de miR-487b en fibroblastos normales y fibroblastos derivados con NH obtenidos en el analisis de
perfil de expresion por gPCR. La expresion fue calculada usando el método de 2-2¢, *p<0.05 por U de Mann-Whitney.
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HIPOTESIS

La sobre-expresion de miR-487b disminuira la proliferacion y migracion de fibroblastos mientras

gue su inhibicién incrementara estos procesos.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de miR-487b en la proliferacion y migracion de fibroblastos de pulmon
derivados de pacientes con NH y donadores sin antecedentes de enfermedad pulmonar

(normales).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar los niveles basales de miR-487b en fibroblastos de pacientes con NH y
fibroblastos normales.
e Analizar la expresion de algunas proteinas blanco de miR-487b (BMI-1, SUZ12, WNT5A
y SMAC/DIABLO).
o Sobre-expresar y silenciar a miR-487b en fibroblastos pulmonares y analizar su efecto
en:
Expresion de proteinas blancos
Proliferacion
Migracion

Apoptosis
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METODOLOGIA
1. Cultivo de fibroblastos

Se utilizaron fibroblastos primarios de pulmén de un banco de células preexistente en el
Laboratorio de Biologia Celular del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias que
previamente fueron obtenidos de biopsias de pacientes diagnhosticados con NH y de donadores
sin antecedentes de enfermedad pulmonar, estos ultimos fueron etiquetados como fibroblastos
normales. Todos los fibroblastos fueron descongelados entre el pasaje 4-5 y se mantuvieron en
cultivo con medio F12 (Gibco, Life Technologies) suplementado con 10% de suero fetal de
bovino (SFB) (Gibco, Life Technologies) y una mezcla de antibiético/antimicotico (penicilina,
anfotericina y ampicilina) (Sigma-Aldrich) en cajas de 25 cm? (Corning, Costar) en una
incubadora con una atmosfera himeda a 37°C con 5% de CO; hasta su uso en experimentos
posteriores. Para propagar los cultivos, las células se cosecharon con tripsina/EDTA cuando se
alcazaba una confluencia entre 80-90% y se sembraron en una relacién 1:2. Los experimentos
se hicieron con células entre los pasajes 6-10. Las lineas de fibroblastos normales y de NH
fueron pareadas por edad.

2. Transfeccioén de fibroblastos.

Para analizar el efecto de la inhibicién o la sobreexpresién del miR-487b en los fibroblastos, las
células se sembraron a 75% de confluencia en cajas de 6, 12, 24 y 48 pozos dependiendo del
ensayo. Previo a los experimentos, las condiciones de transfeccidon se optimizaron utilizando
diferentes concentraciones del lipido y del mimetizador o inhibidor de modo que la eficiencia de
transfeccion fuera mayor del 80% vy la viabilidad de las células fuera mayor a 50%.

Brevemente, las células fueron transfectadas de acuerdo a las instrucciones del fabricante en
medio Opti-MEM (Gibco) libre de antibiético y con el lipido cationico DharmaFECT (Dharmacon,
GE LifeSciences) a una concentracion de 0.05ug/ml. Para inhibir a miR-487 se utiliz6 un RNA
sintético de una cadena miRIDIAN microRNA Hairpin Inhibitor a una concentracién de 12.5nM y
para sobreexpresarlo se usé una molécula de RNA de doble cadena miRIDIAN microRNA
mimics a una concentracién de 12.5 nM, ambos de Dharmacon, GE Lifesciences. Después de
24 horas con la mezcla de transfeccion, el medio fue remplazado con F12 al 10% de SFB.
Después de 48 horas de haber sido transfectadas, las células se lisaron con Trizol o con buffer
RIPA. Como control se utiliz6 la secuencia de cel-miR-67 (Dharmacon) por no tener una

secuencia blanco en el genoma humano.
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3. Extraccion de RNA y miRNAs

El mRNA se obtuvo lisando a los fibroblastos con el reactivo Trizol (Applied Invitrogen)
siguiendo las indicaciones del fabricante y la fraccidén enriquecida de miRNAs de los fibroblastos
fueron obtenidos por medio de columnas con el kit de extraccion MicroRNA Purification Kit
(Norgen Biotek) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras se eluyeron en 25l
de agua libre de RNAsas y se almacenaron a -70°c hasta su uso. El material obtenido se
cuantificé y se evalué que su relacion 260/280 fuera mayor o igual a 1.7 con un nanodrop
(ThermosScientific). La fraccién enriquecida de RNAs pequefios (menor a 200nt) se analizé en
un Bioanalyzer 2100 (Agilent) por medio de un chip para pequefios RNAs (Agilent Small RNA
Kit).

4. gPCR del miR-487b

Para cuantificar la expresion basal del miR487b, se utilizaron siete lineas primarias de
fibroblastos de FPI, seis de NH y seis normales. Las células (8x10°%) se sembraron por duplicado
en cajas de 12 pozos en medio F12 con suero y después de 12 horas se hizo la extraccién de
MiRNAs como se describié en el parrafo anterior. Se sintetizO cDNA a partir de 200ng de la
fraccion enriquecida de miRNAs de cada linea de fibroblastos utilizando el kit para miRNAs First
Strand cDNA Synthesis Kit (Origene) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La expresion del miR-487b fue analizada por PCR en tiempo real con primers especificos contra
la forma madura del miRNA (origene) y una mezcla de reaccion que contenia Maxima SYBR
Green qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) y 10 ng de cDNA en un volumen de 15 pl,
utilizando un bloque de 384 pozos en un termociclador LightCycler480 (Roche). Los niveles de
expresion relativa de miR-487b fueron obtenidos con la férmula 22¢, Para analizar la expresion
del miR487b, se determin6 el RNA no codificante de referencia que mejor se ajustaba a nuestro
modelo. Para este fin se hizo un analisis preliminar donde se realiz6 una PCR con todas las
muestras para miR-487 junto con los RNAs no codificantes U6, SNORD38b y 5S. Los datos de
este primer experimento se analizaron con el software Bestkeeper V.1. Para el andlisis de

expresion, los experimentos se hicieron tres veces por triplicado.
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5. Western Blot

Para analizar la expresion de proteinas se obtuvieron lisados totales de fibroblastos creciendo
en medio completo (Basal) y de fibroblastos 48 horas después de haber sido transfectados con
el inhibidor o el mimetizador. Las células se sembraron en cajas de 6 pozos y cuando se
alcanzo el 75% de confluencia se lavaron con PBS frio y se lisaron con 100 ul de buffer RIPA
(ThermoScientific) con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma). La cantidad de proteina
se cuantificé con el reactivo de Bradford, se cargaron 30ug 6 20 ug de proteina por pozo y se
corrieron en geles de poliacrilamida al 10%. La transferencia se hizo en camara himeda en
membranas de PVDF y se incubaron toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios contra
SuUz12 (Abcam), BMI-1(Invitrogen), WNT5A (Thermo Scientific), SMAC/DIABLO (R&D),
Caspasa 3 (EMC Biosciences) y GAPDH (Thermo Scientific) que se utilizé como control de
carga. Después de lavar las membranas con PBS-Tween 20 al 0.05%, las membranas se
incubaron con los anticuerpos secundarios rabbit-anti-Mouse-HRP 6 goat-anti-Rabbit-HRP
(Amersham). Para visualizar las bandas, las membranas se incubaron con Luminol y la reaccion
fue visualizada con quimioluminscencia en un fotodocumentador (ChemiDoc-XRS, Bio-rad). Las

imagenes fueron analizadas por densitometria en el software Image J.

6. PCR de BMI-1

Fibroblastos sembrados en cajas de 12 pozos fueron transfectados con el mimetizador y el
inhibidor del miR-487b. Después de 48 horas se lisaron con el reactivo de TRIzol (Thermo
Fisher Scientific). Se sintetiz6 cDNA a partir de 1ug de RNA total utilizando el kit RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit #K1621 (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La expresion de BMI-1 fue analizada por gPCR en ensayos con sondas TagMan
(Applied Biosystems) en mezclas de reaccion de 10 pl en placas de 384 pozos que contenian
20 ng de cDNA. HPRT fue utilizado como gen de referencia y los datos de expresion para BMI-1

fueron obtenidos con la formula 22, Los experimentos se repitieron 2 veces por triplicado.

7. Ensayos de migracion

Para evaluar el efecto de la inhibicién y la sobre-expresion del miR-487b sobre la migracién
celular, fibroblastos (2x10°) creciendo en medio completo (Basal) o transfectados se sembraron

en cajas de 48 pozos a las que previamente se les colocO un inserto circular de
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aproximadamente 1 mm de diametro hecho de PDMS (Polidimetilsiloxano). Después de 24
horas el inserto fue retirado y el medio se sustituyé con medio F12 con suero al 10% y se
tomaron fotos del progreso del cierre de herida en un microscopio invertido a las 24 y 48 horas.
El porcentaje de extension de herida fue calculado con el software Image J. Estos experimentos
se hicieron 3 veces por duplicado.

Adicionalmente, se realizd un ensayo tipo camara de Boyden en donde los fibroblastos fueron
sembrados en la parte superior de insertos Transwell con una membrana de policarbonato
(CytoSelect™ 96-Well Cell Migration Assay; 5 ym Fluorometric Format, Cell Biolabs, CA) en
100pl de medio F12 libre de suero y con 5% de Albumina y se colocaron inmediatamente en la
placa de 96 pozos que contenia 150ul de medio F12 suplementado con 10% de SFB que sirve
como agente inductor de migracién. Después de 6 horas las células que migraron se disociaron
de la membrana de policarbonato, se lisaron y se cuantificaron utilizando el reactivo CyQuant
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este experimento se realiz6 solo una vez por

triplicado.

8. Ensayo de tasa de crecimiento y proliferacion

El crecimiento celular fue analizado por el metabolismo del reactivo WST-1 (Roche, Applied
Science) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los fibroblastos (6x10%) se sembraron
por triplicado para cada condicién experimental en placas de 96 pozos en un volumen final de
100 pl y se mantuvieron creciendo en medio F12 con SFB al 10% por 24, 48 y 72 horas.
Transcurrido el tiempo, a cada pozo se le agregaron 10ul del reactivo WST-1 en 100ul de F12
con 2% de SFB y se midié la absorbancia a 450 nm en un lector de placas (Synergy HT,
Biotek). Para este ensayo se realizaron dos experimentos independientes por triplicado.

Para el ensayo de proliferacion, las células se sembraron de la misma manera que para el
ensayo con WST-1 pero en este caso cuando se concluyeron los tiempos de andlisis de 24, 48
y 72 horas, los pozos donde se encontraban las células se lavaron 2 veces con PBS y las
placas se congelaron a -80°C por un lapso no mayor a 5 dias. La proliferacion se analizo
utilizando el kit de proliferacion celular CyQuant (ThermoScientific) que utiliza un reactivo
fluorescente que se incorpora al DNA siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente a
cada pozo se agregaron 200ul del reactivo CyQuant y se incubd en agitacion por 20 minutos a
temperatura ambiente protegido de la luz. Los 200ul de solucién fueron transferidos a una

microplaca para fluorescencia de 96 pozos de fondo claro. La medicion de fluorescencia se
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llevé a cabo en un lector de ELISA (Synergy HT, Biotek) a 480/520nm. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado y se repitieron dos veces.

9. Deteccion de apoptosis

La apoptosis en los fibroblastos fue analizada midiendo la expresion de caspasa 3 por western
blot como previamente se describid y por citometria de flujo. Para esta Ultima, los fibroblastos se
sembraron en placas de 12 pozos a una confluencia de 4 x 10* células/cm?. Las células se
transfectaron por 24hrs como previamente ya se describio y se reemplazé el medio con F12 al
10% son SFB por 24 horas mas. Después de este tiempo, los fibroblastos se despegaron con
tripsina/EDTA vy junto con el medio de cultivo se centrifugaron a 2,000 rpm por 10 minutos. El
sobrenadante se elimind y el pellet se resuspendi6 en 100ul de buffer de Anexina V (BD
pharmigen). Las células se tifieron con 2ul de Anexina V y/o 2ul de 7-AAD, segun fuera el caso;
se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y trascurrido este tiempo las
células se adquirieron en un clitbmetro de flujo FACS Canto Il (BD Biosciencies) 15,000 células
para cada tubo. El ensayo se repitié dos veces por duplicado. En todos los ensayos se utilizaron
como controles de compensacion células tratadas con triton al 0.01% como un inductor de
apoptosis. El andlisis de los datos para determinar la distribucion de las células en apoptosis
temprana o tardia se realiz6 en el software Flow jo (V 10).

10. Andlisis estadistico

A cada conjunto de resultados obtenidos se les aplicé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk;
si los datos se distribuyeron normalmente se compararon con una T de student y si no pasaban
la prueba de normalidad se analizaron con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Para
comparaciones multiples se utiliz6 una ANOVA de dos vias usando la prueba de Holm-Sidak.
Se consideraron diferencias significativas los valores de p<0.05. Este analisis se realiz6 en el

programa Graph Pad Prism V.6.
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RESULTADOS
Expresion basal de miR-487b

Antes de hacer la PCR para analizar la expresion basal de miR-487b, las muestras de la
fraccion enriquecida de miRNAs se analizaron en un equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent). La
gréafica 2 ilustra los resultados representativos en donde se observa que en todos los casos se
logré obtener una fraccién enriquecida de RNAs pequefios < 200 pb (eje X) y aunque la
cantidad de RNA entre las muestras (dado por la altura de picos en el eje Y) es diferente, no se
encontraron diferencias en el porcentaje obtenido de miRNAs entre las muestras analizadas,
que oscild entre 10y 15% (Figura 7).
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Figura 7. Representacion grafica del bioanalisis del RNA de 9 muestras de fibroblastos. En el eje “X” se indica la longitud de los
RNA en nucleétidos y en el eje “Y” la cantidad en unidades de fluorescencia.

Para cuantificar la expresion basal del miR-487b en los fibroblastos, primero se determiné el
endogeno de referencia que mejor se ajustaba a nuestras muestras. Con ayuda del software
Bestkeeper V.1 se encontr6 que de los tres probables enddgenos de referencia (SNORD38Db,
U6 y 5S) que se utilizaron, U6 es el que tiene mejor coeficiente de correlacion entre las
muestras (r=0.97) y aunque el 5S aparentemente tiene mayor poder para ser usado como gen
de referencia (2.14), su coeficiente de correlacion y coeficiente de determinacién son mas
bajos, ademas que fue fue descartado debido a que presentdé una alta variacion inicial

(Desviacion estandar 21) entre las lineas celulares (datos no mostrados), lo cual indica que U6
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es el mejor endégeno para normalizar los datos de expresion por qPCR debido a que la
variacion dentro las muestras analizadas fue la mas pequefia (Tabla 2).

Regression Analysis: HKG vs. BestKeeper

SNORD38b Ue 5%
HKG 1 HKG 2 HKG 3
Vs, VS. VS.
BK BK BK
coeff. of corr. [r] 0,34 0,97 0,94
. _coeff.of det [rA2) ___ 071 ______ 095 _____ 0.88____
intercept [CP] 10,53 0,60 1,22
slope [CP] 0,70 1,08 1,10
SE [CP] +0,547 20,313 +0,491
p-value 0,001 0,001 0,001
Power of HKG [x-fold] 1,62 2,12 2,14

Tabla 2. Andlisis de regresion entre SNORD38b, U6, 5S vy el indice Bestekeeper

La figura 8 muestra el resultado del andlisis de expresion del miR-487b en 6 lineas de
fibroblastos derivados de NH, 6 lineas de normales y 7 lineas de pacientes con FPI; éstas
ultimas fueron incluidas con el objetivo de comparar con otra patologia pulmonar que involucra
al intersticio pulmonar, pero con mecanismos patogénicos diferentes. Los resultados muestran
que miR-487b se encuentra disminuido en fibroblastos de pacientes con NH (0.2180 + 0.1961) y
FPI (0.4244 + 0.5472) en comparacion con fibroblastos normales (1.683 + 1.854), siendo mas
robusta la diferencia en fibroblastos de NH (p<0.01) que en fibroblastos de FPI (p<0.05). No se
observaron diferencias de expresion del miR-487b entre fibroblastos alveoliticos y fibroticos.
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Figura 8. Expresion basal del miR-487b en fibroblastos primarios. Se muestra mediana con rangos intercuartiles. *p<0.05,
**p<0.001 por U de Mann-Whitney
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Expresion basal de proteinas blanco de miR-487b

Para determinar si la baja expresion de miR-487b correlaciona con un aumento en la presencia
de sus proteinas blanco, se analizd por western blot la presencia o ausencia de tres proteinas
blanco validadas: BMI-1, SUZ12 y WNT5A; ademas de SMAC/DIABLO, una proteina blanco
predicha en tres bases de datos (Qiagen, Exigon V3.0 y MiRanda). El analisis se hizo en 2
lineas de fibroblastos normales que tuvieron los niveles mas altos de expresién de miR-487b en
el ensayo de gPCR y en 2 lineas de fibroblastos de NH que mostraron los niveles mas bajos de
expresion.

De las 4 proteinas analizadas, s6lo BMI-1, SUZ12 y SMAC/DIABLO presentan una mayor
expresion basal en fibroblastos de NH comparado con fibroblastos normales (Figura 9A); por
otro lado, no se observaron diferencias en la expresion de WNT5A entre fibroblastos de NH y

fibroblastos normales (Figura 9B).

9A) 9B)
N1 N2 NH1 NH2 NI NHL N2 NH2

suUz12 oy R WNTSA Zx

BMI-1 |

R GAPDH [ _—

GAPDH

Figura 9. A) Expresidn basal de SUZ12, BMI-1 y SMAC en fibroblastos normales y fibroblastos con NH. B) Expresion basal de
WNTS5A en fibroblastos normales y fibroblastos con NH. Resultados representativos de al menos tres experimentos
independientes.

El andlisis de densitometria de al menos tres experimentos independientes se muestra en la
figura 10. Los resultados de este analisis muestran que en condiciones basales los fibroblastos
de NH tienen significativamente mas cantidad de las proteinas BMI-1 (1.137 + 0.6713)
(p<0.001) (Figura 10A), SUZ12 (1.220 * 0.3717) (p<0.05) (Figura 10B) y SMAC/DIABLO
(0.7708 = 0.2705) (p<0.05) (Figura 10C) en comparacion con fibroblastos normales [BMI-1
(0.5018 £ 0.3256), SUZ12 (0.8013 £ 0.3633) y SMAC/DIABLO (0.4389 £ 0.1357)]. En el caso de
WNT5A, aunque se observa una tendencia que podria indicar una mayor expresion en
fibroblastos de NH (0.6569 + 0.4047), el andlisis no mostré diferencias significativas respecto a
fibroblastos normales (0.3372 + 0.1705) (Figura 10D).
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Figura 10. Andlisis densitométrico de la expresion basal de A) BMI-1, B) SUZ12, C) SMAC/DIABLO y D) WNT5A en
fibroblastos. Los datos estan representados como la media + la desviacion estdndar de al menos tres experimentos independientes.

*p<0.05, ***p<0.001 por U de Mann-Whitney.

Expresion basal de BMI-1

Del andlisis por western blot se observé que
la proteina BMI-1 siempre fue la maés
contundente debido a que en todos los
experimentos practicamente no se detecto en
los fibroblastos de NH y entonces se decidio
cuantificar la expresién del mensajero de
esta proteina por gPCR.

El analisis reveld que los fibroblastos de NH
(4.050 =+0.3978) tienen practicamente 2
veces mas expresion del mRNA de BMI-1 en

comparacion con los normales (2.042 +
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Figura 11. Expresion basal del mensajero de BMI-1. Representativo de

0.3654) siendo ésta una diferencia dosexperimentos independientes realizados por triplicado. **p<0.01

significativa de p<0.01 (Figura 11).

por U de Mann-Whitney.
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Efectos de la sobrexpresion y silenciamiento de miR-487b

Con el fin de establecer si miR-487b modula la traduccién de las proteinas blanco analizadas,
asi como examinar el posible papel que este miRNA pudiera tener en los procesos de
migracion, proliferacion y apoptosis, se hicieron experimentos de ganancia y pérdida del miR-
487b. Para lograr este objetivo, los fibroblastos se transfectaron con un mimetizador y con un
RNA de horquilla para su inhibicién. La eficiencia de transfeccion se determiné analizando la
expresion del miR-487b por qPCR a las 24, 48, 72 y 96 horas. Los resultados mostraron que se
logré la sobrexpresién y el silenciamiento de miR-487, ambos con una diferencia significativa
p<0.001 (datos no mostrados) y que en ambos casos el efecto de la transfeccidn es consistente
hasta las 96 horas por lo cual se decidié hacer los ensayos funcionales hasta un maximo de 72
horas. La transfeccion con un miRNA de C. elegans (cel-miR-67) no produjo cambios en la
expresion del miR-487b.

Después de transfectar, la expresién de las proteinas blanco se analizé por western blot. Como
se puede observar en la figura 12, en fibroblastos normales el silenciamiento de miR-487b
provocé un aumento significativo en la expresién de las proteinas BMI-1 (2.0808 + 0.8639;
figura 12A) y SMAC/DIABLO (1.2506 + 0.1240; figura 12C) mientras que SUZ12 (2.10618 +
1.1205; figura 12B) tiende a incrementarse, pero no alcanz6 diferencia significativa; asi mismo
en el caso de WNT5A (1.009 £ 0.1683; figura 12D) no se observaron diferencias respecto a la
condicion control.

En el caso de fibroblastos de NH, se encontré que la sobrexpresion del miR-487b provoca una
disminucion significativamente en los niveles de las proteinas BMI-1 (0.6759 + 0.1739; figura
12A) y SMAC/DIABLO (0.8598 + 0.1001; figura 12C); en el caso de SUZ12 (1.2843 + 0.8943;
figura 12B) y WNT5A (1.2125 £ 0.0594; figura 12D) no se observaron diferencias respecto a la
condicién control. Estos resultados sugieren que miR-487b podria estar modulando post-
transcripcionalmente la expresion de BMI-1 y SMAC/DIABLO en fibroblastos pulmonares de
NH.
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Figura 12. Efecto de la transfeccion con el mimetizador o inhibidor de miR-487b sobre la expresion de A) BMI-1, B) SUZ12. C)
SMAC/DIABLO y D) WNT5A. Imégenes representativas de al menos tres experimentos independientes. Ctrl: control, Mim:
mimetizador, Inh: Inhibidor. *p<0.05 por U de Mann-Whitney.
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Efecto de la transfeccion de miR-487b sobre el mensajero de BMI-1

Debido a que en condiciones basales la expresion de BMI-1 fue significativamente mayor en
fibroblastos de NH, el mRNA de esta proteina fue analizado después de sobre-expresar al miR-
487b en fibroblastos de NH o después de silenciarlo en fibroblastos normales. Como se puede
observar en la figura 13, la sobreexpresion de miR-487b en fibroblastos de NH disminuye
significativamente la expresion de BMI-1 en las tres lineas analizadas (0.6089 + 0.1833; p<0.05)
mientras que la inhibicion de este mMiIRNA en fibroblastos normales provocd un aumento
significativo solo en una de las lineas de fibroblastos normales (1.6239 = 0.0390; p<0.05)
(Figura 13).
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Figura 13. Anélisis de expresion de BMI-1 por gPCR después de transfectar con el mimetizador o el inhibidor de miR-487b en
fibroblastos normales y con NH. Los resultados se expresan con la media + desviacidn estandar. Los resultados graficados son de
dos experimentos independientes realizados por triplicado. *p<0.05 por U de Mann-Whitney.

Papel del miR-487b sobre la migracién de fibroblastos

El efecto de la pérdida o ganancia del miR-487b sobre la migracion de fibroblastos se analiz6
mediante un ensayo de cierre de herida a 48 horas y/o migracién de células en cdmaras tipo
Boyden a 8 horas.

En primer lugar, se analiz6 la migracion basal de 2 lineas de fibroblastos de NH y una linea
normal mediante el ensayo de reparacion de herida. Como se puede observar en la figura 14,

los fibroblastos de NH tienen una mayor capacidad de migracion ya que a las 48 horas
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presentan una menor extension de la herida en comparacion con fibroblastos normales (25.8%
+ 9.5% en NH vs 58.5% + 13.1 % en Normales, p<0.01). Después se procedié a analizar el

efecto de la transfeccion en 2 lineas normales y 2 de NH (Figura 15).

NH2 Normal

OH

24H

48H

S S —
23.52% 32.06% 69.53%

Figura 14. Migracion basal de fibroblastos pulmonares primarios. En rojo se muestran los porcentajes de extension de herida
calculados mediante el software Image J.

El ensayo de cierre de herida mostr6 que la sobre-expresion del miR-487b en fibroblastos de
NH induce un aumento en la migracion celular y se puede observar que a las 48 horas la
extension de la herida es menor en las células con el mimetizador en comparacion con su
control (Figura 15A). El andlisis de los datos de tres experimentos independientes muestra que
el porcentaje de herida con el mimetizador es significativamente menor en comparacion con su
control (12.6% + 3 % vs 48% + 5 %, respectivamente ; p<0,01; figura 15C).

Por otra parte, en este mismo ensayo, se observé que la inhibicion del miR-487b en fibroblastos
normales disminuye la migracion celular (figura 15B) y el andlisis muestra que las células a las
que se les inhibe el miIRNA tienen una mayor extension de la herida (60% * 2% con el inhibidor

vs 48 + 5% en el control, p<0,05; figura 15D).
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Figura 15. Efecto de miR-487b sobre la migracion celular de una linea de A) fibroblastos de NH y B) una linea de fibroblastos
control después de 48 horas post-ransfeccion con el mimetizador o inhibidor de miR-487b. Se muestran las graficas
representativas de la migracion de la C) linea de NH y D) una linea control. *p<0.05; **p<0.01 por U de Mann-Whitney.

Ademas del ensayo de reparacion de herida, se realizé un ensayo de migracion en pozos
Transwell (Camara de Boyden) analizando el efecto de la sobre-expresion del miR-487b sobre
fibroblastos de NH y la inhibicion de miR-487b en fibroblastos normales. Tal y como ocurrié en
el ensayo de herida, la sobreexpresion del miR-487b en fibroblastos de NH promueve un
incremento en la migracion (148 + 7.5; p<0.05) a través de los Transwells. Sin embargo, en el
caso de los fibroblastos normales, no se observaron diferencias significativas en la migracion
cuando se inhibié a miR-487b (113 £ 5.65 vs control 100 + 16.26) (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de miR-487b y su silenciamiento sobre la migracion de fibroblastos primarios en cdmara de Boyden. Los
resultados se expresan como la media + desviacion estandar. Los resultados graficados son de un experimento realizado por
triplicado. *p<0.05 por U de Mann-Whitney.

Papel del miR-487b sobre la proliferacion de fibroblastos

Previo a evaluar el papel de miR-487b sobre la proliferacién de fibroblastos, se analizé si
existian diferencias en la proliferacion basal entre fibroblastos normales y de NH a 48 y 72
horas. Se encontré que las dos lineas de fibroblastos de NH proliferan mas que las dos lineas
de normales (Figura 17). Este incremento es mas evidente a las 72 horas en donde las
diferencias alcanzaron significancia estadistica (3.62 + 0.8 en NH vs 2.14 + 0.15 en normales;
p<0.05).
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Figura 17. Proliferacion basal de 2 lineas primarias de fibroblastos normales (lineas continuas) y dos lineas de fibroblastos de NH
(lineas punteadas). *p<0.05 (Normales vs NH) por ANOVA de dos vias con el test de Holm-Sidak.
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El efecto del miR-487b sobre la proliferacion de fibroblastos se analizé mediante el uso de los
reactivos WST-1 y CyQuant en 2 lineas de fibroblastos normales y 2 de NH. El andlisis del
ensayo con WST mostrd que la inhibicibn de miR-487b en los fibroblastos normales (Gréfica
18A) tiene efectos diferentes en cada una de las lineas. En una de ellas se encontr6 un
incremento en la tasa de crecimiento a las 48 y 72 horas (2.3708 + 0.1635; figura 18A derecha),
mientras que en la otra linea no se observaron cambios respecto al control (1.911 + 0.1528;
figura 18A izquierda). Interesantemente, en este ensayo encontramos que la sobreexpresion del
miR-487b en fibroblastos de NH (Figura 18B) disminuye significativamente la tasa de
crecimiento de las dos lineas analizadas (3.6965 = 0.1169) y este efecto se observé en todos

los tiempos analizados respecto al control (6.4320 + 0.0752).
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Figura 18. Ensayo de tasa de crecimiento con el reactivo WST-1 en 2 lineas de fibroblastos normales (18A) y dos fibroblastos de
NH (18B). Cada punto representa la media + la desviacion estdndar de 2 experimentos independientes realizados por triplicado.
*p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001 por ANOVA de dos vias con el test de Holm-Sidak.
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La figura 19 muestra los resultados del ensayo de proliferaciéon con CyQuant. Se encontrd que
la inhibicion de miR-487b en los fibroblastos normales disminuye significativamente la
proliferacién (1.47 £ 0.093) en comparacion con la condicion control (2.69 + 0.098) que tiene
una secuencia de C elegans (Figura 19A). En el caso de los fibroblastos de NH, la
sobreexpresion de miR-487b disminuye la proliferacion (1.536 + 0.203) de sélo una de las
lineas analizadas mientras que la otra permanece sin cambios respecto al control (2.7 + 0.269;

figura 19B).
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Figura 19. Efecto de miR-487b sobre la proliferacion celular de dos lineas de A) fibroblastos normales y de dos lineas de B)
fibroblastos derivados de NH. Cada punto representa la media * la desviacion estandar de al menos 2 experimentos realizados por
triplicado. *p<0.05, ****p<0.0001 por ANOVA de dos vias con el test de Holm-Sidak.

Efectos del miR487 en la apoptosis de fibroblastos

Fibroblastos normales y fibroblastos de NH fueron transfectados con el inhibidor o el
mimetizador del miR-487b, respectivamente. El porcentaje de células en apoptosis temprana se

evalu6 después de 24 horas de transfeccion por citometria de flujo cuantificando células
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positivas para Anexina V-PE y negativas para 7-ADD. Los resultados indican que la
transfeccion del inhibidor de miR-487b en fibroblastos normales incrementa a 1.82 veces
(Desviacion Estandar 0.480) el niumero de células en apoptosis temprana en comparaciéon con
la condicién control (p<0.05), mientras que en fibroblastos de NH el mimetizador del miR-487b
sélo tiende a aumentar el nimero de células en apoptosis temprana (Figura 20),
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Figura 20. Gréfica representativa de al menos dos experimentos independientes por duplicado de la razén de cambio de
fibroblastos en apoptosis temprana respecto a la condicion control. *p<0.05 por U de Mann-Whitney.

Para confirmar los resultados de citometria, también se analiz6 la expresion de caspasa 3 por
WB. Los resultados muestran que los niveles de la pro-caspasa-3 y su forma activa se
incrementan significativamente en los fibroblastos normales transfectados con el inhibidor del
miR-487b (2.43 = 0.639) en comparacion con la condicién control. En fibroblastos de NH no se
observaron diferencias entre las células tratadas con el mimetizador cuando se compara contra
su control (1.288 + 0.330) (Figura 21).
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Figura 21. A) Expresion de caspasa 3 por Wb en una linea normales de fibroblastos y una linea de NH y una linea de fibroblastos
transfectados con el mimetizador e inhibidor de miR-487b. B) Andlisis densitometrico de la expresion relativa de caspasa 3 de al
menos tres experimentos independientes. Los resultados se expresan con la media + desviacion estandar. *p<0.05 por U de Mann-
Whitney.
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DISCUSION

La neumonitis por hipersensibilidad (NH) es una patologia pulmonar que ocurre por la
exposicion recurrente a diversos agentes ambientales de origen organico o inorganico en
sujetos susceptibles y en etapas crénicas cursan con un proceso fibrético caracterizado por la
proliferacién excesiva de fibroblastos [2]. En nuestro pais, esta enfermedad es comUnmente
asociada a sujetos que conviven con aves y a pesar de ser mas frecuente que otras EPID, es
una enfermedad olvidada desde el &mbito de la investigacion ya que la mayoria de los trabajos
encaminados a estudiar los mecanismos celulares y moleculares que ocurren en la fibrosis
pulmonar se relacionan a otras EPID, como por ejemplo a la FPI. En la Ultima década, el estudio
de los procesos epigenéticos implicados en el desarrollo y progresion de la fibrosis pulmonar se
han incrementado de manera importante; sin embargo, la mayoria aborda entidades como la
FPI. En este contexto, el presente trabajo se planted con el objeto de estudiar el papel del miR-
487b en fibroblastos de pulmén de pacientes con NH y compararlos con fibroblastos de sujetos
donadores sin antecedentes de enfermedad pulmonar (normales).

En un estudio piloto y debido a la limitacion de las células, analizamos la expresion de miRNAs
en 3 lineas de fibroblastos normales y 4 de NH, y encontramos que, en NH la expresion del
mMiR-487b se encontraba disminuida. Como primer objetivo y con el fin de establecer si la
diferencia observada era consistente, en este trabajo se decidié evaluar la expresion del miR-
487b en un mayor numero de lineas de fibroblastos de NH y normales y aqui también se
decidio incluir fibroblastos de FPI (otro padecimiento intersticial ampliamente estudiado).

Los resultados de este primer experimento confirmaron que, en comparacioén con fibroblastos
normales, miR-487b esta disminuido significativamente en fibroblastos de NH y de manera
interesante se encontrd que este MiRNA también se encuentra disminuido en FPI; sin embargo,
no se observaron diferencias entre fibroblastos de NH y FPI, lo cual sugiere que la disminucién
de este miRNA podria estar asociada al proceso de fibrosis, independientemente de la
naturaleza patogénica de la enfermedad. En este sentido, la expresién disminuida del miR-487b
también ha sido reportada en diferentes tipos de cancer, como en carcinoma de higado [69],
carcinoma de colon [70] y en células pulmonares tumorales [72] donde se ha propuesto que
mMiR487 tiene—un papel como supresor de tumores. La fibrosis pulmonar es una entidad
patolégica que representa el resultado final de diferentes patologias y sin importar la naturaleza
de su origen, una caracteristica distintiva es la excesiva proliferacion de fibroblastos. Quizas,
miR-487b puede ser un marcador distintivo de procesos fibrosantes del pulmén,
independientemente del origen patogénico; sin embargo, habria que analizar la expresion de

esta molécula en fibroblastos de diferentes EPID para corroborar esta hipétesis.
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Recientemente se publicé que en tejido pulmonar de pacientes con FPIl, miRNAs del locus
gendémico 14q32, incluido miR-487b, se encuentran se incrementados [56] y en este mismo
trabajo, se utilizaron cultivos de fibroblastos normales de una linea comercial (NHLF) que al ser
estimulados con TGF-f también incrementan la expresion de este locus de miRNAs. Sin
embargo, nosotros trabajamos con fibroblastos de cultivos primarios de sujetos donadores
pareados por edad lo cual representa una gran diferencia con los cultivos de lineas comerciales
y en este tipo de trabajos esto es de suma importancia ya que ahora se empieza a reconocer
gque la FPI es una enfermedad relacionada al envejecimiento.

Como segundo objetivo, se procedié a evaluar la presencia o ausencia de BMI-1, SUZ12,
WNT5A que son blancos validados del miR-487b que regulan procesos de proliferacion [72] y
SMAC/DIABLO, un blanco predicho por tres herramientas bioinformaticas (Qiagen, Exigon V3.0
y MiRanda). El analisis por WB de algunas proteinas blanco del miR-487b revel6 que BMI-1,
SUZ12 que es un componente esencial del complejo 2 represor de Polycomb y SMAC/DIABLO
se encuentran aumentadas en fibroblastos de NH en comparacién con fibroblastos normales en
donde los niveles de estas proteinas son bajos. Estos resultados concuerdan con los bajos
niveles de expresion de miR-487b en fibroblastos de NH en comparacién con controles, lo cual
podria sugerir que estas proteinas son moduladas por miR-487b por mecanismos post-
transcripcionales en fibroblastos de pulmén, aunque habria que hacer mas estudios para
corroborarlo.

Aunque WNT5A, ligando de la via canoénica y no canoénica de Wnt, ha sido reportado como un
regulador clave en la proliferaciéon y resistencia a la apoptosis en fibroblastos de Neumonia
Intersticial Usual (UIP, por sus siglas en inglés) [73] no se encontrd diferencia significativa en su
expresion basal entre fibroblastos de NH vy fibroblastos normales. Resultados similares se han
reportado en otros trabajos, como en glioma, donde se ha observado que miR-487 no tiene una
funcioén regulatoria sobre WNT5A [74].

Durante el desarrollo de nuestro trabajo observamos que BMI-1 fue el blanco de miR-487b que
siempre presentd una expresién mas robusta consistente en todos los ensayos de WB y por ello
decidimos analizar la expresion del mRNA de esta proteina bajo las mismas condiciones.
Nuestros resultados indican que, al igual a lo encontrado a nivel de proteina, el mMRNA de BMI-1
también se encuentra disminuido en NH. Interesantemente, cuando se indujo la ganancia del
miR-487b en fibroblastos de NH con un mimetizador, encontramos que la expresion de BMI-1
disminuye significativamente a nivel de proteina y del mensajero, lo cual sugiere que esta

proteina podria efectivamente ser regulada directamente por el miR-487b en estas células.
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Asi mismo, la sobreexpresion de miR-487b en fibroblastos de NH promueve una disminucion de
las proteinas BMI-1 y SMAC/DIABLO, mientras que la inhibicion del miRNA produce el efecto
contrario en fibroblastos normales en donde se pudo obsercar un aumento de las mismas dos
proteinas.

BMI-1, SUZ12 y SMAC/DIABLO son proteinas intimamente ligadas a procesos de proliferacion,
migracion celular y apoptosis. Nosotros decidimos evaluar si miR-487b puede modificar estos
procesos en fibroblastos de pulmdn. Nuestros resultados muestran que en condiciones basales
los fibroblastos de NH migran y proliferan mas que los normales. Cuando se sobre-expreso a
mMiR-847b en fibroblastos de NH, la migracion celular aumenté, pero el ensayo con WST-1
indica que la proliferacion disminuye significativamente; aunque en el ensayo con CyQuant, un
reactivo que se une a DNA, este efecto se observo solo en una de las dos lineas estudiadas.
Por otro parte, la inhibicion del miRNA en fibroblastos normales tiene un efecto contrario en
migracién y produce una disminucion significativa, mientras que en proliferacion se obtuvieron
resultados mixtos ya que con CyQuant los resultados indican que la inhibicion del miR-487b
disminuye la proliferacién, pero con WST-1 se observé un aumento en una de las lineas
analizadas mientras que la otra no mostré6 cambios.

BMI-1 (homologo 1 de la region de insercion del virus murino Moloney de leucemia especifica
de linfocitos B) es una proteina represora del complejo 1 de Polycomb, que esta sobre-
expresada en muchos tipos de cancer, por lo que es considerada como un oncogen porque
promueve la proliferacion celular debido a que reprime a pl6 (Ink4a) y pl4 (Arf), que son
inhibidores del ciclo celular [75]. Sin embargo, en carcionoma pulmonar de células no pequefias
parece funcionar como supresor de tumores porque regula negativamente la invasion celular y
metastasis [76], por lo que su funcién aun es debatida.

SUZ12 (Proteina homologa del supresor de Zeste 12), es un componente clave del complejo 2
de Polycomb que media el silenciamiento de genes mediante la marca represora H3K27me2/3
por medio de la metilasa EZH2 (Enhancer de Zeste Homolog 2). Esta proteina esta sobre-
expresada en varios tipos de cancer y promueve la invasion, proliferacién, migracién e invasion
celular por lo que tiene una fuerte correlacién con la malignidad de los tumores [77]. En el
ambito pulmonar, SUZ12 promueve la proliferacion, migracion e invasion celular mediante
regulacion positiva con el factorl de elongacion 2 (E2F1, por sus siglas en inglés) y ROCK1
[78].

SMAC/DIABLO es una proteina mitocondrial con caracteristicas pro-apoptéticas que se une a
las proteinas IAP, por lo que generalmente se le encuentra disminuida en enfermedades con

alta tasa proliferativa respecto a tejidos sanos, como en el cancer pulmonar [79]. Sin embargo,
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en el caso de fibroblastos de NH se encontr6 aumentada en comparacion con fibroblastos
normales, lo que pudiera sugerir una funcion distinta de esta proteina a las reportadas con
frecuencia.

Estudios recientes han mostrado que miR-487b puede disminuir la migracién celular [67] o
promoverla [64] [72], dependiendo del contexto biol6gico en que se estudie.

En nuestra hipotesis, nosotros esperdbamos que la sobrexpresion del miR-487b en fibroblastos
de NH disminuyera la migracion, sin embargo, en NH la migracién aumenté cuando se sobre-
expresé miR-487b y bajaron los niveles de BMI-1. Al respecto podriamos suponer que miR-
487b regula positivamente el proceso de migracion celular por mecanismos independientes de
la expresiébn BMI-1 en NH y dichos mecanismos inexplorados pueden ser tema central de
estudios posteriores. Por otro lado, la sobre-expresion del miR-487b en fibroblastos de NH
disminuyé su tasa de crecimiento, lo cual pude ser dependiente de BMI-1 como ya se demostro
en carcinoma de laringe [80] y en carcinoma colorectal mediante la supresién de KRAS [69]. La
inhibicion del miR-487b no tuvo efecto sobre la tasa de crecimiento, salvo en una de las dos
lineas normales donde la tasa de crecimiento aumentd, lo cual confirma de alguna manera la
gran heterogeneidad que existe en las lineas primarias de fibroblastos pulmonares.

Como ya es sabido, la sal de tetrazolio WST-1 es utilizada ampliamente en ensayos indirectos
de proliferacion celular, debido a que su bioreduccion es catalizada por complejos del sistema
de la cadena respiratoria de la mitocondria, por lo que la cantidad de formazan formado es
proporcional al niumero de células mitocondrialmente intactas y viables, sin embargo, es sabido
que esta reduccion llega a ocurrir de manera extracelular [81], por lo que los datos obtenidos
por este ensayo deben ser tomados con cautela.

En el caso particular de fibroblastos normales, se observo que la inhibicion del miR-487b induce
un descenso considerable de la proliferacion celular, lo cual podria estar sugiriendo un probable
papel del miR-487b sobre la apoptosis celular o susceptibilidad al proceso de transfeccién en
estos fibroblastos.

De acuerdo a la literatura, miR-487b parece no mediar el proceso apoptético en carcinoma
pulmonar [72], sin embargo, recientemente se reportdé que en miocarditis disminuye la apoptosis
y la fibrosis mediante la regulacion negativa de IL-33 y ST2 [82].

Nuestro andlisis de Anexina-V y expresion de caspasa-3 mostraron que la inhibicion del miR-
487b provoca un aumento significativo de la apoptosis en fibroblastos normales mientras que la

sobre-expresion de este miRNA en fibroblastos de NH no mostro diferencias significativas.
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La resistencia a la apoptosis es un fenébmeno importante en padecimientos fibrosantes, como
en la FPI donde se ha reportado que fibroblastos de FPI son resistentes a la apoptosis, lo cual
favorece la progresion y perpetuacion de la cicatrizacién pulmonar [83].

SMAC/DIABLO es una proteina pro-apoptotica que se encuentra usualmente disminuida en
muchas patologias como el cancer; en fibrosis de piel se ha detectado que SMAC/DIABLO
disminuye la proliferacion celular y aumenta la activacion de caspasa 3y 9, lo que conlleva a un
aumento de la apoptosis [84], sin embargo, en fibroblastos de NH se encuentra elevada
respecto a fibroblastos normales bajo condiciones basales. En pulmén se ha descrito un
mecanismo que indica que proteinas XIAPs promueven la degradacién de la forma madura de
SMAC/DIABLO mediante ubiquitinacion, lo que culmina en una baja tasa de apoptosis [85],
inhibiendo de esta manera la apoptosis inducida por altos niveles de SMAC/DIABLO, lo que
pudiera estar explicando la resistencia a la apoptosis en fibroblastos de NH aunque éstos
tengas niveles altos de SMAC/DIABLO.

Aunque, por otro lado, la regulacién positiva del miR-487b sobre la apoptosis en fibroblastos de
NH puede ser independiente del inductor de apoptosis: SMAC/DIABLO, aunque seria
importante validar si SMAC/DIABLO efectivamente es blanco directo del miR-487b por ensayos
directos como los de actividad de luciferasa en estudios posteriores.

Finalmente, este es el primer estudio donde se indaga el papel de un miRNA en fibroblastos de
NH, y a pesar de la gran heterogeneidad que existe cuando se hacen estudios con células
primarias, nuestros resultados podrian indicar que en estas células, miR-487b desempefia un
papel importante en la patogénesis de la enfermedad con efectos duales de oncogen y supresor
de tumores, debido a que aumenta la migracion pero disminuye la proliferacion y dichas

funciones podrian estar mediadas a través de las proteinas blanco.
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CONCLUSIONES

e mIiR-487b se encuentra disminuido en fibroblastos de pacientes con NH y algunas de
sus proteinas blanco como BMI-1, SUZ12 y SMAC/DIABLO estan incrementadas en
comparacion con fibroblastos normales.

e La sobre-expresion de miR-487 disminuye los niveles de las proteinas BMI-1 y
SMAC/DIABLO, mientras que su silenciamiento tiene el efecto contrario.

e BMI-1 también se encuentra incrementada a nivel de mRNA en fibroblastos de NH y la
sobreexpresion de miR-487b la disminuye.

o Fibroblastos de NH tienen aumentada la migracion y la proliferacion celular en
comparacion con fibroblastos normales bajo condiciones basales.

e La sobreexpresion del miR-487b aumenta la migracién y disminuye la tasa de
crecimiento, asi como la proliferacion en fibroblastos de NH.

e En fibroblastos normales, la inhibicion del miR-487b disminuye la migracién y la
proliferacion celular.

e Los ensayos de apoptosis sugieren que los fibroblastos normales son méas susceptibles
a la muerte celular en comparacién con fibroblastos de NH.
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