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Resumen 

La fibrosis pulmonar idiopática (FPI) es una enfermedad progresiva y letal de etiología 

desconocida. Existe una fuerte evidencia que indica que el envejecimiento es una fuerza motora 

que incrementa la incidencia y prevalencia de la FPI. Sin embargo, los mecanismos que 

relacionan a la FPI con el envejecimiento no se conocen con precisión. Hasta el momento, son 

pocos los trabajos que utilizan modelos murinos de fibrosis pulmonar en ratones viejos, debido 

principalmente a las dificultades prácticas asociadas con la generación y mantenimiento de los 

animales. Debido a esto, existe un creciente interés por identificar modelos experimentales de 

envejecimiento acelerado para el estudio del envejecimiento y su asociación a múltiples 

enfermedades. Recientemente, se describió el ratón deficiente de la metaloproteinasa  (Zinc 

Metallopeptidase STE24) Zmpste24, enzima que participa en el proceso de maduración de la 

proteína nuclear Lámina A, el cual presenta un fenotipo de envejecimiento acelerado que incluye 

cardiomiopatías, distrofia muscular, lipodistrofia y un tiempo de vida corto de alrededor de 20 

semanas.  

Con el interés de identificar posibles mecanismos que asocien el envejecimiento con el desarrollo 

de la fibrosis pulmonar se decidió estudiar el ratón deficiente de Zmpste24 para analizar si podría 

ser un modelo de envejecimiento apropiado para este objetivo. Con este propósito, se evaluó la 

respuesta fibrótica inducida por la administración de bleomicina en estos ratones.  

Los ratones jóvenes deficientes de Zmpste24 desarrollaron fibrosis pulmonar semejante a los 

ratones jóvenes silvestres, sin embargo, sorpresivamente, los ratones mutantes viejos, no 

desarrollaron fibrosis pulmonar a diferencia de los silvestres viejos que presentaron una fibrosis 

pulmonar mayor. Para profundizar en los posibles mecanismos asociados a la protección de 
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fibrosis pulmonar, a través del estudio de la expresión global de genes se observó en los 

pulmones de los ratones transgénicos expuestos a bleomicina un incremento en la expresión de 

algunos microRNAs antifibróticos como, miR23a, miR27a, miR29a, miR145a y miR29b-1. Estos 

hallazgos fueron validados por qPCR. Del mismo modo, algunos de los blancos predichos de 

estos microRNAs se encontraron disminuidos, entre estos genes se encontraron Tgfβ, Col1a1, 

Col3a1, y algunas Mmps. Por otra parte, los análisis bioinformáticos revelaron que una serie de 

vías relacionadas con la respuesta inmune y la respuesta a daño estaban disminuidas en estos 

individuos.  

En conclusión, estos resultados sugieren que el envejecimiento acelerado inducido por la 

ausencia de Zmpste24, resulta en la atenuación de la respuesta fibrótica mediada por la 

sobreexpresión de microRNAs antifibróticos y la disminución de la expresión de algunos de sus 

blancos. 
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Abstract 

Idiopathic Pulmonary Fibrosis is a progressive and lethal disease of unknown etiology. Strong 

evidence indicates that aging is a driving force of the disease and the incidence and prevalence 

of IPF increases remarkably with age. Notwithstanding, the mechanisms linking IPF to aging are 

still uncertain. There are scanty works using old mice models of lung fibrosis, the main problem 

lies in the significant practical difficulties associated with the generation of aged mice, including 

time and costs of growing up. There is growing interest to identify experimental models of 

accelerated aging. Recently, it was shown that Zmpste24 deficient mice displayed accelerated 

aging. Zmpste24 is a zinc metalloproteinase responsible for the final cleavage step of nuclear 

envelop prelamin A, a critical step for its maturation process. This model may be useful to 

understand some aging-associated mechanisms that may contribute to the development of 

fibrosis.  

To clarify the role of aging in the development of lung fibrosis and to unveil whether Zmpste24 

deficient mice could be an appropriate aging-model for this purpose, we examined their fibrotic 

response to bleomycin-induced lung damage. 

 

Unexpectedly, we found that old but not young Zmpste24 deficient mice seem to be protected to 

develop bleomycin-induced lung fibrosis. The attenuation of the fibrotic response was confirmed 

by a significant decrease in lung hydroxyproline content. Global gene expression analysis 

revealed an increased expression of several antifibrotic microRNAs including miR23a, miR27a, 

miR29a, miR145a and miR29b-1 in bleomycin damaged lungs of Zmpste24 deficient mice, which 

was validated by qPCR. As expected, several targets of these microRNAs, including Tgfβ, 
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collagen 1 and 3, and some Mmp genes were decreased, and also immunological pathways were 

found disregulated, too. 

In conclusion, our results suggest that accelerated aging induced by the absence of Zmpste24, 

results in attenuated fibrotic response by the expression of miRNAs that target extracellular matrix 

targets mRNAs.  
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Introducción. 

El pulmón es un órgano del sistema respiratorio en el que se realiza el intercambio gaseoso, 

tiene una forma piramidal y se conforma por dos órganos pareados que están conectados a la 

tráquea por el bronquio derecho e izquierdo; y cubiertos por el diafragma en la parte inferior. Los 

pulmones están cubiertos por la pleura, la cual está atada por el mediastino. En el humano el 

pulmón derecho es más pequeño que el izquierdo, aunque el pulmón izquierdo ocupa un menor 

volumen que el derecho. Visto desde un eje, el apéndice de los pulmones es la parte superior, 

mientras que la base es la región cercana al diafragma(Figura 1).  
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Figura 1. Localización del pulmón en el cuerpo y magnificación del saco alveolar. De arriba hacia abajo. 

Esquema de la localización del pulmón en el cuerpo. Maximización de la estructura alveolar donde se lleva a cabo 

el intercambio gasesoso. (Modificada de Suarez C, 2012). 

 

Las funciones principales del pulmón son obtener oxígeno a partir del aire hacia el interior y 

remover el dióxido de carbono del cuerpo. Sin embargo, durante la vejez estas funciones se ven 

deterioradas. Con el envejecimiento, se presenta una disminución de los niveles de oxígeno en 

el cuerpo, así como una disminución de la liberación de dióxido de carbono hacia el exterior (1).  

Particularmente, un pulmón viejo disminuye progresivamente su función pulmonar y presenta un 

deterioro que puede continuar hasta la muerte. Algunos cambios fisiológicos en el pulmón 

asociados al envejecimiento, incluyen la pérdida de la elasticidad tanto en el alveolo como en las 

vías aéreas y una disminución de la fuerza de los músculos respiratorios debido a la dilatación 

del alveolo, el incremento en el tamaño de los espacios aéreos, la disminución del área de 

intercambio gaseoso, y la pérdida del soporte tisular de las vías aéreas inferiores (5) mediado en 

gran parte por la desregulación de la matriz extracelular (6) (Figura 2). 
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Figura 2. Esquema de cambios del pulmón en el envejecimiento. A) Esquema de un alveolo de una persona 

joven comparado con el de una persona de edad avanzada. B) Imagen de las características de un pulmón viejo  

(Meiners, 2015). 

Del mismo modo, durante la vejez, en el pulmón aumenta la respuesta inflamatoria y la incidencia 

de enfermedades pulmonares tanto crónicas como agudas (2,7 y 8).  

Fibrosis Pulmonar idiopática, una enfermedad asociada al envejecimiento. 

La Fibrosis Pulmonar Idiopática (FPI) es la forma más común y letal de las neumonías 

intersticiales idiopáticas y diversos estudios epidemiológicos indican que el envejecimiento está 

asociado con una mayor susceptibilidad al desarrollo de FPI (9,10) por lo que se le considera 

una enfermedad asociada al envejecimiento, que se presenta en personas mayores de alrededor 

de 55 años (11). El tiempo de vida de los pacientes es de 2-3 años posterior al diagnóstico y no 

existe un tratamiento efectivo para esta enfermedad, siendo el trasplante de pulmón una de las 

pocas opciones. La etiología de la FPI es desconocida, pero existen distintos factores de riesgo 

tanto genéticos, como ambientales que favorecen el desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo, 

se sabe que la prevalencia y la incidencia de esta patología incrementan significativamente con 

la edad (4 a 17 por cada 10,000 pacientes mayores de 75 años) (6), lo que caracteriza al 

envejecimiento como una fuerza motora para el desarrollo de la FPI. 

Esta patología se caracteriza por la activación aberrante del epitelio alveolar y la subsecuente 

proliferación y migración de miofibroblastos seguida de un depósito excesivo de matriz 

extracelular, principalmente colágena tipo I, que se deposita en el intersticio alveolar, resultando 

en la pérdida de la arquitectura del parénquima pulmonar (12). 
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Recientemente, se ha propuesto que la FPI es el resultado de la convergencia de tres 

condiciones: la pérdida de la integridad alveolar, un envejecimiento acelerado y las 

modificaciones epigenéticas “profibrosantes” (13). 

El papel del epitelio alveolar en la FPI. 

Durante la FPI el pulmón sufre distintos cambios importantes en su estructura, tales como daño 

epitelial, hiperplasia de las células epiteliales alveolares tipo II, fibrosis densa y una proliferación 

aberrante de las células mesenquimales (14). En particular, el epitelio de los pacientes con FPI 

es disfuncional, y susceptible genéticamente a una respuesta aberrante al daño. Entre las 

características genéticas de las células epiteliales se encuentran mutaciones o variantes 

comunes que pueden desregular la síntesis de proteínas y la senescencia celular acompañada 

de la secreción de factores de crecimiento y citocinas, que desencadenarán la excesiva 

producción de matriz extracelular por las células mesenquimales, y la contribución a la población 

de fibroblastos mediante el proceso de transición epitelio-mesénquima. (15,16). En conjunto, 

estas anormalidades disminuirán la capacidad de respuesta de las células epiteliales ante algún 

tipo de daño promoviendo un ambiente profibrosante (Figura 3). 

Las células epiteliales alveolares se encuentran expuestas a micro daños a lo largo de la vida, 

estos micro daños van desde infecciones, la inhalación de agentes ambientales tóxicos o el humo 

del cigarro hasta reflujos gastro-esofágicos. En conjunto, está serie de daños en el pulmón 

susceptible provoca una re-epitelización aberrante, característica de la FPI (12,17). 
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Figura 3. Papel del epitelio alveolar en la patogénesis de la Fibrosis Pulmonar Idiopática. Las células 

epiteliales secretan factores de crecimiento profibrosantes (TGF-β) que favorecen la proliferación y diferenciación 

de fibroblastos a miofibroblastos e inhiben la producción de prostaglandinas. Además, contribuyen con la población 

de fibroblastos a través de la transición epitelio-mesénquima (TEM). Finalmente,las células epiteliales secretan  

metaloproteasas de matriz (MMPs) contribuyen con el ambiente fibrótico (Modificado de Selman y Pardo, 2006). 

Características del envejecimiento 

El envejecimiento puede definirse como un proceso fisiológico natural caracterizado por la 

disminución de la capacidad de homeostasis y de regulación de funciones apropiadas en 

respuesta a un daño (2,3). A nivel mundial, se estima que la proporción de la población que 

supera los 60 años está incrementando considerablemente (11% actualmente? a 22% para el 

2050) (18). 

Se han propuesto nueve características del envejecimiento que incluyen:  Inestabilidad 

genómica, acortamiento de telómeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de la proteostasis, 

alteraciones en el censo de nutrientes, disfunción mitocondrial, senescencia celular, agotamiento 

de las células madre, comunicación celular alterada. (4).  
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Se sabe que, la acumulación de daños genéticos a lo largo de la vida es un factor determinante 

tanto en el envejecimiento como en el desarrollo de enfermedades. Por ejemplo, el desarrollo de 

síndromes asociados al envejecimiento prematuro derivados de un incremento en la acumulación 

de daño a DNA. Aunque, la integridad y estabilidad del DNA se altera continuamente tanto por 

estímulos externos como por factores internos, incluyendo los errores de replicación en el DNA 

y las especies reactivas de oxígeno (ROS), las lesiones genéticas se presentan por factores 

desencadenantes como las mutaciones puntuales, translocaciones, ganancia o pérdida de 

cromosomas y el acortamiento de telómeros.  

Los telómeros son secuencias de DNA que se localizan en los extremos de los cromosomas, 

protegiéndolos del deterioro o de la fusión con cromosomas vecinos. Debido a que las 

polimerasas que replican el DNA no tienen la capacidad de replicar completamente las 

terminaciones de la cadena de DNA, existe una enzima especializada que cumple esta función, 

la telomerasa. Sin embargo, la mayoría de las células somáticas no expresan telomerasa 

derivando en una pérdida y un acortamiento progresivos de los telómeros. Los telómeros son 

particularmente susceptibles al deterioro asociado a la edad y, el mantenimiento de la longitud 

de los telómeros es tan importante que algunos de los efectos del envejecimiento pueden ser 

revertidos con la activación de la telomerasa (19). 

Además de las alteraciones genéticas, las alteraciones epigéneticas afectan la homeostasis 

celular en el envejecimiento. Por ejemplo, durante el envejecimiento, los niveles de metilación 

global están aumentados (20). Tradicionalmente, los procesos epigenéticos se referían solo a 

las modificaciones de histonas y a la metilación a pesar de que los RNAs no codificantes 

pertenecen al epigenoma. Recientemente se ha puesto un gran interés en describir el papel de 

los miRNAs en la regulación de la expresión génica tanto en el envejecimiento como en múltiples 

enfermedades (21). 
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En general, se sabe que los patrones epigenéticos varían durante el envejecimiento normal y el 

patológico, sin embargo; en ambos los niveles de metilación del DNA están implicados en la 

regulación de la senescencia celular y de la longevidad (22). 

En cuanto a la senescencia, el fenotipo de una célula senescente se caracteriza por la resistencia 

a la apoptosis, el arresto del ciclo celular y la secreción de moléculas asociadas a un fenotipo 

secretor (SASP) hacia el medio favoreciendo la expansión del fenotipo senescente entre células 

aledañas (23). Hasta el momento el fenotipo senescente se considera irreversible, ya que ningún 

estímulo fisiológico ha logrado sacar del arresto celular a las células senescentes. Sin embargo, 

la inactivación secuencial de genes supresores de tumores ha logrado reactivar la proliferación 

de estas células (24). 

El fenotipo senescente puede ser inducido por diversas condiciones, por ejemplo, el acortamiento 

de telomeros y daño al DNA (senescencia replicativa), activación de oncogenes (senescencia 

inducida por oncogenes) o mediante estrés oxidante o radiación (senescencia prematura 

inducida por estrés) pero sin importar su origen se ha propuesto que las vías que se activan 

durante la senescencia convergen en la activación de los inhibidores del ciclo celular p21/Cdkn1a 

(25) y/o p16/Cdkn2a favoreciendo el desarrollo de múltiples enfermedades(26,27). 

En lo que se refiere a la proteostásis, las células tienen mecanismos capaces de controlar la 

calidad que preserven la estabilidad y la funcionalidad de sus proteomas. Por una parte, existen 

proteínas, conocidas como proteínas de choque térmico, que estabilizan proteínas 

correctamente plegadas.  Por otra parte, existen mecanismos de degradación de proteínas mal 

plegadas a través del proteosoma o del lisosoma. En conjunto, estos sistemas coordinados 

correctamente previenen la acumulación de componentes dañinos y aseguran la continua 

renovación de proteínas intracelulares. Sin embargo, durante el envejecimiento estos 

mecanismos se ven alterados, favoreciendo del desarrollo de severas enfermedades. 
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Otra característica del envejecimiento es la pérdida de la regulación de nutrientes. Distintas 

evidencias indican que, la restricción calórica o alteraciones en el consumo de nutrientes pueden 

alterar la esperanza de vida y la esperanza de salud tanto en roedores como en primates no 

humanos. Particularmente, la vía de mTOR, que regula aspectos esenciales del anabolismo, 

extiende la esperanza de vida de diversos organismos cuando es disminuida (28).  

Durante el envejecimiento se reduce la mitocondriogénesis y se presentan alteraciones del DNA 

mitocondrial resultando en la alteración de la función mitocondrial. Por ejemplo, la disminución 

en la eficiencia de la cadena respiratoria derivando en la reducción de la producción de ATP. La 

disminución en la eficiencia bioenergética mitocondrial por el envejecimiento resulta en la 

convergencia de múltiples mecanismos, incluyendo la disminución de la biogénesis de las 

mitocondrias relacionada al acortamiento de telómeros. Esta convergencia, se da principalmente 

porque durante el envejecimiento se ven alteradas las vías de comunicación celular tanto a nivel 

endocrino como neuroendocrino y neuronal (29). 

La inflamación asociada al envejecimiento es un ejemplo de alteraciones en la comunicación 

celular, y se deriva por diversos factores, incluyendo la acumulación de daño tisular 

proinflamatorio, como el secretado por las células senescentes, sugiriendo que la senescencia 

es un mecanismo compensatorio de respuesta al daño que es deletéreo y acelera el 

envejecimiento cuando los tejidos agotan su capacidad regenerativa, tal como la pérdida de las 

diferentes poblaciones de células progenitoras (4).  

¿Cómo afecta el envejecimiento a los pulmones? 

El pulmón es uno de los órganos internos expuestos al ambiente exterior. Estos estímulos 

ambientales externos que recibe afectan la estructura y función de los pulmones.  En el humano, 

los pulmones alcanzan la madurez a los 20 y 25 años de edad. A partir de ese pico, comienza 
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un deterioro progresivo en las funciones de este órgano. Entre este deterioro se encuentra la 

pérdida significativa de la capacidad vital forzada (FVC) y el volumen espiratorio forzado en un 

segundo (FEV1) y, la disminución del transporte gaseoso a través de las paredes alveolares 

resultando en alteraciones en la tensión arterial (30). 

Entre los cambios en el sistema respiratorio asociados al envejecimiento se encuentra la 

disminución de la caja torácica, limitando el volumen de los pulmones y alterando los músculos 

respiratorios, así como la alteración de la estructura alveolar. Adicionalmente, el envejecimiento 

contribuye con la alteración de la función del sistema inmune. Específicamente, incrementan los 

niveles de interleucinas 1 y 6, y el factor de necrosis tumoral  contribuyendo a reducir la 

elasticidad y promoviendo la destrucción del parénquima (31). 

En el humano, aunque alteraciones en la función mitocondrial son principalmente relacionadas 

con la pérdida de energía y apoptosis, existe evidencia que muestra alteraciones en la 

homeostasis en los pulmones sanos viejos. Entre otros aspectos, se han observado mitocondrias 

alargadas, así como una mayor área mitocondrial en las células alveolares tipo II durante el 

envejecimiento. Sumado, a la dificultad respiratoria que presentan roedores viejos y al 

incremento en la producción de ROS (32,33). 

Adicionalmente, el flujo de autofagia se ha observado bloqueado durante el envejecimiento en el 

pulmón de ratones. Mientras que un mal funcionamiento de la actividad autofágica presente en 

fibroblastos de personas humanas sanas sugiriendo que este proceso es una implicación a una 

respuesta a estrés mal adaptada. (34,35) 

En este contexto, un gran número de evidencias muestran que los mecanismos de protección 

del pulmón en contra del daño que incluyen la diferenciación de células progenitoras, 

alteraciones funcionales de la mitocondria, la inestabilidad genómica, las alteraciones 
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epigenéticas y la senescencia están alteradas con el envejecimiento en el pulmón 

(31,34,35,36,37).  

 

El envejecimiento acelerado en la FPI. 

Se sabe que están presentes casi todas las características del envejecimiento en la FPI (36). 

Incluyendo, la disminución de telómeros, el daño mitocondrial, la disminución de la autofagia 

como parte de la proteostasis. En lo que se refiere a la senescencia celular, que es un proceso 

fisiológico que recientemente se ha visto activo durante el desarrollo embrionario y placenta 

(37,38,), también ha sido asociado al desarrollo de la FPI (36).    

En la FPI, las AEC2 son principalmente quienes presentan un fenotipo senescente que incluye 

la actividad de β- galactosidasa, y la sobrexpresión de los marcadores P21 y P16INK4 (39,40). 

Sumado a esto, existe una conexión entre el envejecimiento y la desregulación de vías activas 

durante el desarrollo embrionario y su alterada expresión en distintas patologías fibrosantes. Por 

ejemplo, la vía de WNT, es una vía de factores de crecimiento esenciales para el desarrollo 

embrionario, se ha visto que su expresión está alterada en el epitelio de pacientes con FPI 

favoreciendo la transición epitelio-mesénquima (41). 

En conjunto, aspectos relacionados con el envejecimiento acelerado son un factor determinante 

en el desarrollo y progresión de la FPI. 

Cambios epigenéticos en la FPI.  

La FPI es el resultado de la activación aberrante de las células epiteliales quienes producen 

mediadores que favorecen la proliferación de fibroblastos residentes, el reclutamiento de 

fibrocitos resultando en la formación de focos de fibroblastos, seguidos de la acumulación 
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excesiva de matriz extracelular (12). Sin embargo, se ha ido incrementando la idea de que la FPI 

es un fenotipo heterogéneo afectado por un gran número de procesos moleculares involucrados, 

y que esta patología es el resultado de la compleja interacción entre factores genéticos como 

epigenéticos (42).  

En la FPI, los mecanismos epigenéticos están asociados con el control de la expresión génica, 

especialmente se han observado asociaciones entre el humo del cigarro y cambios en los niveles 

de metilación o modificaciones de histonas, principalmente. Sin embargo, el control de la 

expresión génica puede además estar regulada por miRNAs, factores determinantes en la 

dirección de la patogénesis de esta enfermedad, que a diferencia de las modificaciones 

epigéneticas actúan a un nivel prost-trasncripcional (13). 

miRNAs: biogénesis y función 

Los miRNAs o microRNAs son RNAs pequeños de alrededor de 22 nucleotidos de largo y 

funcionan como reguladores primarios modulando la expresión génica, al unirse a la región no 

traducida (UTR) 3´, a la región codificante o la UTR 5´ del RNA mensajero blanco, promoviendo 

la inhibición de la traducción o la degradación del RNA mensajero (43). La mayoría de los 

miRNAs se transcriben a partir de secuencias de DNA, principalmente de zonas intragénicas, en 

el núcleo  y son sometidos a una serie de procesamientos en el citoplasma para generar su forma 

madura. Recientemente, se ha visto que los miRNAs son transportados hacia diferentes 

compartimentos subcelulares para controlar los niveles de traducción y transcripción (44) o en 

casos particulares activar la expresión de genes (45). 

Hasta 1993, no se conocía la función de los miRNAs y, fueron Ambros y Ruvkun quienes 

describieron por primera vez la regulación postranscipcional de Lin-14, mediada por el RNA 

pequeño no codificante, Lin-4. Hasta ese momento, Lin-4 era considerado una proteína, y había 
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sido fuertemente estudiado con el único objetivo de conocer los diferentes fenotipos asociados 

a una mutación génica en Caenorhabditis elegans (46,47,48). 

La actividad de los miRNAs está principalmente mediada por la formación de un complejo 

nucleoproteíco. Pero la secuencia de RNA puede tener un procesamiento a través de la vía 

canónica o no canónica.   

Vía canónica 

Es la vía principal de procesamiento e inicia con la transcripción de un pri-miRNA a partir del gen; 

posteriormente, el complejo microprocesador formado por la proteína de unión a RNA (DGCR8) 

y la ribonucleasa III mejor conocida como Drosha corta el pri-miRNA en la base generando el 

pre-miRNA (49). Una vez generado, el pre-miRNA es exportado hacia el citoplasma con la ayuda 

del complejo formado por  exportina 5 y RanGTP y, después procesado por la endonucleasa III, 

Dicer. Dicer remueve el asa terminal, generando un miRNA maduro de 2 hebras. Por la 

direccionalidad de la cadena se determinará como se nombrará la hebra madura. Debido a que 

ambas cadenas provienen de una forma dúplex de miRNA maduro las dos hebras pueden ser 

cargadas en las proteínas  Argonauta (50). Las proteínas Argonauta son una familia de proteínas 

que de forma dependiente de ATP junto con el miRNA forman el complejo de silenciamiento 

inducido por RNA conocido como RISC (51). 

Finalmente, la estabilidad termodinámica en el lado terminal 5´del dúplex del miRNA determinará 

que hebra, 5p o 3p, formará parte del complejo RISC y cual será degradada (52,53) 

Vías no canónicas 

Recientemente, se han descrito distintas vías no canónicas que participan en la biogénesis de 

los miRNAs, y aunque utilizan mucha de las proteínas de la vía canónica como Drosha, Dicer, 
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exportina 5 y AGO 2, se diferencian porque pueden no necesitar DGCR8/Drosha o Dicer (54). 

Por ejemplo, miR320, un pre-miRNA con una cubierta de 7 metilguanosina (m7G), puede ser 

translocado hacia el citoplasma por exportina 1 pero sin necesidad del previo corte por Drosha, 

este procesamiento favorece que la hebra 3p sea la que se cargue a la proteína Argonauta (55). 

En el otro caso, en la vía independiente de Dicer los pre-miRNAs generados requieren que AGO2 

termine su maduración en el citoplasma (56). Esto sugiere, que los miRNAs son moléculas 

reguladoras importantes que pueden ser procesados mediante distintas vías.  

En condiciones fisiológicas, los miRNAs participan en distintos procesos celulares, incluyendo la 

proliferación, migración, y apoptosis. Pero también su aberrante activación está relacionada con 

el desarrollo de múltiples enfermedades. 

 

Figura 4. Vías que participan en la biogénesis de los microRNAs. De derecha a izquierda, las vías no canónica 

de biogénesis de miRNAs a partir de RNAs de hasa corta, a partir de corte y empalme (vía de mirtrones); la vía 

canónica dependiente del complejo microprocesador, exportina 5 y Dicer; y finalmente, la vía no canóica 

independiente de exportina 5. ( Modificada de O´Brien, 2018) 
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El papel de los miRNAs en la fibrosis pulmonar 

Recientemente, se han podido identificar firmas transcripcionales de expresión de miRNAs en 

diversas patologías, incluida la FPI. Dentro de esta firma transcripcional, los diferentes miRNAs 

regulan la expresión de mediadores pro-inflamatorios, la proliferación y diferenciación de 

fibroblastos, vías profibrosantes incluyendo la de TGF-β ( sobrexpresión de Let7d y miR145a), 

la activación de vías del desarrollo (sobreexpresión de miR154) y la expresión de componentes 

de la matriz extracelular como la colágena tipo I (Disminución de miR29). En la figura 5, se enlista 

estos y otros miRNAs que participan en la regulación de distintos procesos que favorecen el 

desarrollo de FPI(57). 

 

Figura 5. Participación de distintos microRNAs en la patogénesis de la FPI. (Modificada de Selman, 2016). 

En particular, miR29b,un miembro de la familia de miR29, del cual existe evidencia que sugiere 

que por una parteregula la respuesta innata inmune in vivo, disminuyendo el número de células 

inflamatorias en los LBA´s de ratones tratados con bleomicina y una forma sintética de miR29b 
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(58,59), además de disminuir la expresión de Col3a1 y fibronectina en el tejido pulmonar. Y por 

otra, controla la expresión de colágena tipo I en fibroblastos pulmonares tratados o no con TGF- 

β1. 

Consistente con lo anterior, otro de los miembros de la misma familia, el miembro miR29a se he 

descrito como un miRNA con un papel antifibrótico al regular de forma negativa la fosforilación 

de PI3K-Akt mediada por TGF- β1(60). Acorde con estos hallazgos, los tres miembros de la 

familia (miR29a, miR29b y miR29c) están disminuidos en el tejido de pulmonar de pacientes con 

FPI y de otros tipos de fibrosis (60, 61, 62). 

 Cui, et. al. 2016); demostró la actividad antifibrótica de miR27a, reduciendo la fibrosis pulmonar 

inducida por bleomicina en los ratones administrados con una forma sintética de miR27a. 

Sugiriendo que la actividad antifibrótica de miR27a se debía a la inhibición de la expresión de su 

blanco, α-aml, evitando la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos, la principal fuente 

celular de producción de colágena tipo I.  

En conjunto esta evidencia sugiere un papel clave de los miRNAs en la progresión y desarrollo 

de la FPI, así mismo también dejan una ventana abierta de posibles blancos terapéuticos para 

tratar esta enfermedad.  

Basado en lo anterior existe un gran y creciente interés en considerar al envejecimiento una 

variable importante en el estudio de la fibrosis pulmonar en modelos animales. Debido a que los 

pocos estudios publicados utilizando ratones viejos apoyan la importancia del envejecimiento en 

el desarrollo de la fibrosis pulmonar; por ejemplo, han revelado que el envejecimiento incrementa 

la susceptibilidad del pulmón al desarrollo de fibrosis pulmonar inducido por bleomicina o 

secundaria a la infección de Herpes virus (63,64). Y aunque la respuesta fibrótica es similar entre 

ratones jóvenes y viejos, los ratones viejos presentan una alteración en la capacidad de 
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resolución del daño fibrótico (65). Sin embargo, hasta el momento son escasos los trabajos 

publicados utilizando animales viejos, ya que la mayoría de las investigaciones relacionadas con 

la patogénesis de la FPI se han llevado a cabo utilizando ratones entre 6 y 8 semanas de edad 

(66). Principalmente por las dificultades prácticas asociadas con la obtención de los ratones, 

incluyendo los costos y tiempos de espera.  

Un ratón se considera senescente a partir de los 18 meses de edad, por ello recientemente se 

ha propuesto la utilización de ratones con envejecimiento acelerado como modelos de estudio 

en el envejecimiento y distintas patologías (67, 68, 69). 

Esto ha llevado recientemente a utilizar modelos experimentales de envejecimiento acelerado 

para estudiar el efecto del envejecimiento en el desarrollo de la fibrosis pulmonar. Por ejemplo, 

se ha evaluado el desarrollo de fibrosis en ratones con senescencia prematura (SAM) así como 

en ratones modificados genéticamente deficientes de la telomerasa (70). 

Ratones con envejecimiento acelerado. 

En la actualidad, existen, además de los ratones con senescencia prematura (SAM), un gran 

número de cepas con modificaciones genéticas en las que está alterada la esperanza de vida. 

Particularmente, aquellos con esperanza de vida corta o reducida se enlistan en la tabla 

siguiente:  

 

Vía Gen blanco o 

modelo 

murino 

Características Referencia 
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Maduraci

ón de la 

lámina A 

Zmpste24-/- Crecimiento retrasado, lipodistrofia y distrofia 

muscular, cardiomiopatías y esperanza de vida 

de 20 semanas. 

Bergo et al. 

(2002), 

Pendas et al. 

(2002) 

  LmnaH222p/H

222p 

Los machos mueren entre los 4 y 9 meses de 

vida, mientras que las hembras entre los 7 y 13 

meses.  

Arimura et al. 

(2005) 

  LmnaG609G/G

609G 

Reducción en la tasa de crecimiento, pérdida 

progresiva de peso, además presenta una tasa 

de crecimiento reducida, infertilidad, 

deformaciones óseas, anomalías 

cardiovasculares y metabólicas, curvatura de la 

columna vertebral, y una vida media de 100 días 

Osorio et al. 

(2011) 

  LmnaL530P/L5

30P 

Fenotipo parecido al de los pacientes con 

progeria, presentan crecimiento retrasado a 

parir de los 4-6 días y mueren entre las 4-5 

semanas de vida. 

Mounkes 

(2003) 

  Lmna-/-  A partir de la segunda o tercera semana de 

edad había una reducción en la tasa de 

crecimiento, también presentaban cifosis,  una 

marcha rígida, atrofia del timo, reducción de la 

grasa subcutánea, distrofia muscular, así como 

miopatías cardiacas y esqueléticas, con una 

vida media de 8 semanas 

Sullivan et al. 

(1999) 
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GH-IGF-

1 

bGH-Tg Tienen sobreexpresada la hormona de 

crecimiento heteróloga (GH), presenta 

patología renal (glomeruloesclerosis y 

glomerulonefritis), astrogliosis, una vida 

reproductiva acortada, cambios en la función 

cognitiva relacionados con la edad  

Bartke (2003) 

  hg/hg Ganancia del 30-50% de su peso, sin 

incrementar el tejido adipos. Incrmento de IGF-

1 en plasma, y tiempo de vida corto 

Casellas y 

Medrano 

(2008) 

  XpdR722W/R7

22W 

Presentan osteoporosis y osteoclerosis, 

infertilidad y esperanza de vida reducida. 

de Boer et al. 

(2002) 

  ku86-/- Osteopenia prematura, piel y fóliculos atróficos; 

y degeneración hepatocelular 

Vogel (1999) 

  Ercc1-/- Presentan un desarrollo retardado y dejan de 

crecer a la segunda semana, generalmente 

mueren a la cuarta semana de edad. También 

muestran anomalías en la piel, el hígado y la 

médula ósea, ataxia, insuficiencia renal, cifosis 

y senescencia celular  

Niedernhofer 

et al. (2006) 

Repliaca

ción del 

ADN 

topβ-/- Sin fenotipo aparente hasta la madurez, su 

esperanza de vida es de 15 meses 

Kwan and 

Wang (2001) 

  PolgAmut/Pol

gAmut 

Pérdida de peso y de grasa subcutánea, 

alopecia, anemia y esperanza de vida corta. 

Trifunovic et 

al. (2004) 
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  Terc-/- Atm-/- Sucumben por linfoma en el timo, con una 

media latente de 48 semanas.  

Wong et al. 

(2003) 

Estrés 

oxidante 

Prdx1-/- Desde los 9 meses comienza a sufrir de anemia 

hemolitica severa, y son subseptibles al 

desarrollo diversos tipos de cancer, tienen una 

esperanza de vida corta. 

Neumann et 

al. (2003) 

  Sod1-/- No presentan anormalidades durante el 

desarrollo ni en la adultez, pero tienen una 

mayor incidencia de cambios neoplásmicos en 

hígado y un tiempo de vida corto 

Elchuri et al. 

(2005) 

  Sod2-/- Los homocigos nulos mueren durante los 

primeros 10 días de vida con cardiomiopatía 

dilatada, acidosis metabólica y accumulación de 

grasa en hígado, esqueleto y musculo. 

Li et al. (1995) 

  MsrA-/- vulnerables al estrés oxidativo, presentan una 

esperanza de vida reducida y un 

comportamiento atípico al caminar  

Moskovitz et 

al. (2001) 

  p62-/- No presenta anormalidades hasta la semana 7 

de edad, tiene pérdida de grasa subcutánea y 

su esperanza media de vida es de 68 semanas.  

Kwon et al. 

(2012) 

Sirtuinas SIRT1-/- Esperanza de vida reducida bajo condiciones 

normales o bajo restricción calórica.  

Li (2008), 

Boily (2008) y 

Mercken 

(2014) 
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  Sirt6-/- fenotipo degenerativo similar al envejecimiento 

agudo, en las primeras semanas se observan 

con un tamaño corporal reducido y mueren a las 

4 semanas, y desarrollan anomalías como 

pérdida de grasa subcutánea, cifolordosis, 

linfopenia, ostopenia y otros defectos 

metabólicos graves  

Mostoslavsky 

et al. (2006) 

Hormona kl/kl Arterosclerosis, atrofia en piel, y osteoporosis, 

mueren prematuramente entre las 8 -9 

semanas de edad 

Kuro-o et al. 

(1997) 

Inflamaci

ón 

p53+/m fenotipo asociado con el envejecimiento, como 

una esperanza de vida corta, osteoporosis, 

atrofia generalizada de órganos y una tolerancia 

al estrés disminuida  

Tyner et al. 

(2002) 

  mTR-/- presentan telómeros cortos, fenotípicamente 

muestran canas en el pelaje, alopecia, 

hiperqueratosis, y una esperanza de vida de 18 

meses 

Rudolph et al. 

(1999) 

  AIMP3 Tg Presentan características tipo progeria como 

pérdida de peso, alopecia, piel arrugada con 

reducción del tejido adiposo y curvatura de la 

columna. 

Oh (2010) 

  SnoNm/m Sensibles a estrés ambiental, dificultad para 

quedar embarazadas en las hembras, y 

Pan ( 2012) 



40 
 

dificultad para cerrar heridas. Un 20 % de la 

población muere al año de vida.  

 

Tabla (1). Ratones con tiempo de vida corto. (Modificada de Liao & Kennedy, 2014). 

Recientemente, se propuso el uso del ratón deficiente de Zmpste24, enzima que participa en el 

procesamiento de maduración de la lámina A, que tiene un envejecimiento prematuro como 

modelo de estudio del envejecimiento. Este ratón, al igual que los antes mencionados en la tabla 

1 tiene un tiempo de vida más corto y comparte características presentes en el envjecimiento 

natural. Particularmente, el ratón deficiente de Zmpste24 tiene una vida media de 20 semanas, 

y desde la doceava semana de edad presenta características asocidas al envejecimiento que 

incluyen, la activación del sitémica del sitema inmune conocido como “inflamaging”, alteraciones 

en la tasa de transcripción de genes ribosomales, périda de pelo y bigotes, y alteraciones oseas 

como la displasia y la escoliosis, todas características descritas en el envejecimiento fisiológico 

en ratones silvestres (71,72). 

A diferencia de otros ratones con envejecimiento acelerado, la vida media de 20 semanas del 

ratón Zmpste24 -/- te permite hacer experimentos crónicos como el del modelo de fibrosis 

inducido por bleomicina, que requiere al menos 21 días de espera posterior a la administración 

del fármaco para ver un daño fibrótico,  el cual no sería posible realizar cuya esperanza de vida 

sea más corta como la de los ratones Sod2 -/- que viven solamente 10 días (73). 

Finalmente, se ha observado la acumulación de prelamina/progerina, forma inmadura de la 

lámina A que no fue procesada por Zmpste24, en tejidos humanos y de ratón durante el 

envejecimiento (74,75); sugiriendo que existe un mecanismo en común entre el envejecimiento 

fisiológico y el envejecimiento acelerado. Convieritendo al ratón deficiente de Zmpste24 en un 
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buen prospecto como modelo de estudio del envejecimiento y enfermedades asociadas al 

envejecimiento. 

El envejecimiento acelerado en el ratón deficiente de Zmpste24. 

Lámina A: Procesamiento y maduración.  

Cómo se mecionó anteriormente, Zmpste24 es una enzima que participa en el proceso de 

maduración de una de las láminas nucleares, la lámina A. Brevemente, las láminas son proteínas 

tipo filamento V que se expresan exclusivamente en el núcleo (76). Las láminas pueden 

interactuar entre sí formando un andamio que rodea la membrana nuclear interna llamada 

Lamina, la cual principalmente mantiene la forma y estructura del núcleo, así como su rigidez. 

Debido a la estrecha interacción que tienen las láminas con la cromatina, son reguladores clave 

en la expresión de genes y en las modificaciones de la cromatina (77). En los mamíferos, las 

láminas se pueden dividir en tipo A y B. Las láminas tipo A contienen dos miembros 

principalmente, la isoforma A y la isoforma C generadas a partir de un mismo gen (LMNA) 

mediante splicing alternativo; mientras que las isoformas B1 y B2 de las láminas tipo B se 

transcriben de los genes LMNB1 y LMNB2, respectivamente (78,79). En general, todas las 

células nucleadas contienen una isoforma B, mientras las de tipo A se expresan en células 

somáticas diferenciadas, principalmente las que tienen un origen mesenquimal (80, 81, 82). 

Durante la traducción, la lámina A como las demás proteínas CaaX pasa bajo una serie de 

modificaciones en el carboxilo terminal donde se encuentra la secuencia conservada (CaaX) 

(83,84). 

Primero, se requiere una modificación postranscripcional que inicia con la farnesilación de la 

cisteína catalizada por una franesiltransferasa, esta modificación dirigirá la unión de forma 

correcta de la lámina A con la envoltura nuclear interna (85,86). Posteriormente, Rec1 o 
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Zmpste24 cortarán la   secuencia conservada aaX, exponiendo la cisteína farnesilada para su 

metilación mediada por una isoprenilcisteinmetiltransferasa. Finalmente, Zmpste24 corta parte 

del carboxilo terminal de la prelamina A (RSY-LLD) generando dos segmentos, un péptido de 15 

aminoácidos que incluye la secuencia farnesilada y la cisteína metilada el cual será degradado 

y el otro que corresponde a la forma madura de la lámina A (86,71) (Figura 6).  

 

Figura 6. Serie de modificaciones postraduccionales que sufre la Lámina A para su maduración. (Barrowman, 

2012). 

Aunque la expresión de la lámina es amplia, en algunos tipos celulares como las neuronas del 

sistema nervioso central, la expresión de la lámina A esta apagada por la acción de miR9 (87). 

Además, el hecho de que las células madre y algunos linajes derivados de células 

hematopoyéticas tienen niveles bajos o nulos de lámina A sugiere que el papel de esta proteína 

no es esencial en este proceso, particularmente. En conjunto, esta evidencia sugiere que la  

lámina A tiene expresión amplia y participa en la regulación de diferentes procesos biológicos 

pero en los procesos patológicos tampoco está excluida.  

Hasta la fecha, se han descrito alrededor de 400 mutaciones que afectan directamente al gen 

LMNA, lo que se ha identificado como la causa de enfermedades conocidas como laminopatías, 

las cuales tienen una serie de alteraciones específicas en cada tejido. Dentro de las laminopatías 

se encuentran desordenes que afectan principalmente a los tejidos de origen mesenquimal, 

incluyendo el tejido adiposo, sistema nervioso periférico, la piel, músculo y hueso, y causan un 
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fenotipo de envejecimiento acelerado, estos desordenes son mejor conocidos como síndromes 

de progeria. Particularmente, el síndrome de progeria Hutchinson-Gilford, que recibe su nombre 

de quienes fueron los primeros en describirlo, se presenta principalmente por una mutación en 

el exón 11 de la lámina A, lo cual activa un splicing en sitios crípticos resultando en la formación 

de un RNAm mutante que se traduce en una lámina A que carece de 50 aminoácidos, conocida 

como progerina. La deleción de esta región incluye el sitio donde la endoproteasa ZMPSTE24 

realizaría el segundo corte, dejando una proteína farnesilada (83,84).  

La acumulación en el núcleo de la progerina o de la prelamina A farnesilada  es altamente tóxica 

para la célula, causando daño a DNA, alteraciones en la organización de la cromatina y, arresto 

del ciclo celular (85,86,87,88,89). Además del papel de la progerina en el envejecimiento 

prematuro (90,91,92); recientemente, fibroblastos derivados de donadores de edad avanzada o 

derivados de líneas celulares en senescencia replicativa muestran una alta acumulación de 

progerina (74). Sugiriendo, que podría existir un proceso que ligue al envejecimiento prematuro 

con el envejecimiento natural, sin embargo, hasta el momento el mecanismo es desconocido. 

Resumiendo, el procesamiento post-transcripcional de la lámina A incluye la prenilación, el corte 

del tripéptido del carboxilo terminal seguida de la metilación del residuo de cisteína prenilado, y 

finalmente, la remoción proteolítica por la metaloproteasa Zmpste24 del péptido del carboxilo 

terminal previamente prenilado (71).  
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Figura 7. Esquema de la formación de la lámina A en condiciones normales y de la prelamina A en ausencia 

de Zmpste24. De izquierda a derecha, esquema del arreglo normal de la envoltura nuclear cuando se genera la 

forma madura de la lámina A, y alteraciones de la estructura nuclear en ausencia de la forma madura de la lámina 

A por mutaciones en el gen, así como por la ausencia de Zmpste24 (Modificado de Carrero,2016). 

En el laboratorio del Dr López-Otín en Oviedo, España, se generó el ratón deficiente de 

Zmpste24. Para poder apagar la expresión del gen, se eliminaron los exones 2 y 3, insertando 

un cassette de neomicina como se muestra en la figura 4. 
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Figura 8. Construcción utilizada para la generación del ratón deficiente de Zmpste24. Esquema que muestra 

la construcción que se insertó para sustituir los exones 2 y 3 de Zmpste24.(Péndas, 2010) 

 

Como se mencionó, Zmpste24 es una enzima que forma parte de la maquinaria involucrada en 

el proceso de maduración de la lámina A,  tiene una estructura secundaria formada por siete 

barriles α-helicoidales transmembranales (TMH) TMH1, TMH2, TMH3, TMH4, TMH5, TMH6 y 

TMH7, están empaquetadas en un haz α-helicoidal antiparalelo, con el dominio de peptidasa de 

zinc entre TMH5 y TMH6 del lado nucleoplasmático. En el lumen del retículo endoplásmico se 

encuentran tres α-hélices de lumen (LH) LH1, LH2 y TMH7A. El pliegue central de proteasa 

abarca dos regiones, el primer segmento consta de una hoja β de cuatro cadenas interrumpida 

por una α-hélice MH1 (hélice 1 metaloproteasa), la hoja β es seguida por una α-hélice corta y la 

hélice HEXXH (MH3) que contiene las histidinas que coordinan al zinc y al glutamato involucrado 

en la catálisis. El segundo segmento contiene la TMH7 con los residuos de coordinación de zinc, 

MH4-MH6, una histidina conservada implicada en la catálisis y una arginina conservada (87). 

Esta enzima se expresa ampliamente en distintos tejidos de mamíferos. Particularmente, en el 

ratón se expresa altamente desde la etapa embrionaria principalmente en corazón, en riñones y 

en la cuerda neural. El fenotipo del ratón KO además de un tiempo de vida corto (vida media de 

20 semanas) incluye cardiomiopatías, distrofia muscular y lipodistrofia. Probablemente 

secundario a  las anormalidades en la estructura del núcleo por la falta de una forma madura de 

la lámina A. Durante las primeras cuatro semanas de edad, los ratones homocigotos nulos no se 

distinguen de los silvestres, pero a partir del segundo mes y de forma progresiva comienzan con 

pérdida de peso y reducción del tamaño, resultando en una postura característica del 

envejecimiento, conocida como escoliosis (71). 
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Distinta evidencia sugiere que la falta de lámina A promueve la activación de vías de señalización 

de respuesta a estrés (93) y metabólicas (94), un fenotipo senescente a nivel celular y un 

envejecimiento acelerado a nivel del organismo (95). Y a diferencia de lo que ocurre en el 

envejecimiento natural en un ratón silvestre que disminuyen los niveles de autofagia, en el ratón 

deficiente de Zmpste24 aumenta la autofagia. Posiblemente como un mecanismo de 

supervivencia activado en respuesta a estrés. 

Actualmente, los modelos animales juegan un papel importante en la investigación de los 

mecanismos que participan en distintas enfermedades, y particularmente, se han establecido un 

gran número de modelos para estudiar la patobiología pulmonar. Entre otras limitantes, la 

etiología desconocida de la FPI ha sido un factor limitante en el uso de modelos animales. 

Distintos modelos de fibrosis pulmonar han sido desarrollados con el paso del tiempo. La mayoría 

de los cuáles mimetizan algunas, pero no todas las características de la FPI humana, 

especialmente las condiciones naturales de la progresión e irreversibilidad del daño. Entre los 

métodos más comunes se encuentra el daño por radiación, infecciones por herpes virus y la 

instilación de bleomicina, sílice o asbestos. Aunque, el agente más común de inducción de 

fibrosis pulmonar experimental en animales es la bleomicina (96).   

 

Modelo de fibrosis pulmonar inducido por Bleomicina 

Bleomicina 

La Bleomicina pertenece a un grupo de antibióticos producidos por la bacteria Streptomyces 

verticillus, y fue aislada por primera vez en los sesentas (97). Además de su actividad cómo 

antibiótico, la bleomicina ha sido utilizada en el tratamiento de distintos linfomas y carcinomas 
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debido a su potente actividad anti-tumorogénica; sin embargo, su uso ha sido vigilado 

estrictamente debido a que tiene como efecto adverso producir toxicidad pulmonar (98).  

Se sabe que, tras su administración la bleomicina puede distribuirse en distintos tejidos, pero la 

mayor concentración de este compuesto se encuentra en la piel y en los pulmones. Este 

antibiótico puede permanecer hasta dos semanas en el pulmón, en niveles más altos que en 

hígado o riñones, tras una sola dosis administrada vía intravenosa (99).  

Sin importar la vía de administración de la bleomicina, ésta se acumula en una mayor 

concentración en el pulmón; sin embargo, el porcentaje que se almacena con respecto a la dosis 

inicial administrada varía dependiendo de su forma de administración. Siendo la administración 

intratraqueal la forma con el mayor porcentaje recuperado (95%) comparada con otras vías como 

la subcutánea con la cual se recupera menos del 1% de la dosis inicial (100).  

Por otra parte, la hidrolasa de bleomicina, enzima inactivadora de la bleomicina, influye 

determinantemente en los efectos que tiene este compuesto en los diferentes tejidos. Se 

especula que debido a que los pulmones tienen bajos niveles de esta enzima son más 

susceptibles al daño tisular inducido por la bleomicina (101). La bleomicina tiene la capacidad de 

romper al DNA en un proceso dependiente de la presencia de oxígeno y de un metal iónico 

incluidos el cobre, manganeso, vanadio, hierro y cobalto. El complejo formado por la bleomicina 

con el hierro es el más descrito. Una gran evidencia muestra que la bleomicina se une de forma 

simultánea al DNA y a Fe (II) y, que en presencia de oxígeno molecular se inicia la liberación de 

radicales hidroxilos libres seguida de daño al DNA y la oxidación del Fe (II) (102). 

 Las especies reactivas de oxígeno pueden producir directamente la cito-toxicidad mediada por 

la participación de reacciones tipo REDOX y, además, producir la subsecuente oxidación de 

ácidos grasos, que causan la inestabilidad de la membrana.  
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La sobreproducción de especies reactivas de oxígeno desencadena una respuesta inflamatoria 

ocasionando cito-toxicidad pulmonar, la activación de fibroblastos y el subsecuente desarrollo de 

fibrosis (103). 

El daño pulmonar se desarrolla en las primeras 48 horas después de su administración 

intratraqueal. Este daño se caracteriza de manera histológica por edema perivascular y 

adelgazamiento de la pared alveolar. Además, se presenta un infiltrado de células inflamatorias 

en las paredes y espacios alveolares, junto con una hemorragia intra-alveolar. Interesantemente, 

a pesar de la severidad del daño pulmonar, este proceso se da en forma de mosaico, con áreas 

normales entre zonas severamente dañadas. El daño y la activación de las células epiteliales 

alveolares resulta en la liberación de citocinas y factores de crecimiento, particularmente TGF-β, 

que estimulan la proliferación de miofibroblastos y la secreción de una excesiva matriz 

extracelular resultando en fibrosis (104, 105). 

Durante la primera etapa de daño, se presenta una elevación en los niveles de citocinas 

proinflamatorias incluidas las interleucinas -1 y -6, y el factor de necrosis tumoral, seguida de un 

aumento en la expresión de marcadores profibróticos como fibronectina, procolagéna I y el factor 

de crecimiento transformante beta 1, desde el día 14. El “switch” entre el proceso inflamatorio y 

fibrótico puede irse observando posterior al día 9 de la administración de la bleomicina, pero la 

fibrosis puede observarse desde el día 21 (105). 

Antecedentes 

Existen evidencias de que la FPI es una enfermedad asociada al envejecimiento. Sin embargo, 

los procesos que ocurren en el envejecimiento y que contribuyen al desarrollo de la fibrosis 

pulmonar no han sido definidos. Por otra parte, existen diversos estudios que sustentan el uso 

de modelos de ratones con envejecimiento acelerado en el estudio de diversas enfermedades. 
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En este contexto, en este trabajo se propuso utilizar al ratón deficiente de Zmpste24 con 

envejecimiento acelerado para entender posibles mecanismos del envejecimiento que participen 

en el desarrollo de fibrosis pulmonar. 

Objetivo General 

identificar los cambios morfológicos y de la expresión génica en el pulmón de ratones con 

envejecimiento acelerado (Zmpste24 -/-) y silvestre, y evaluar la respuesta al daño fibrosante 

inducido por bleomicina en ambos genotipos en animales jovenes y viejos. 

 

Objetivos específicos 

• Obesrvar los cambios en la expresión de genes en pulmones de ratones viejos deficientes 

de Zmpste24 y silvestres. 

• Determinar vías funcionales alteradas en el envejecimiento prematuro y normal en el ratón 

deficiente de Zmpste24 y silvestre, respectivamente. 

• Evaluar la respuesta fibrótica en ratones jóvenes Zmpste24 -/- y Zmpste24 +/+ 21 después 

de la administración de bleomicina. 

• Evaluar la respuesta fibrótica en ratones viejos Zmpste24 -/- y Zmpste24 +/+  (13 y 79 

semanas de edad, respectivamente) 21 días después de la administración de bleomicina. 

Metodología. 

Población de estudio. 

Se utilizaron ratones silvestres C57BL/6 (WT) y ratones deficientes de Zmpste24 (KO) a las 

siguientes edades: 
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Zmpste24 Jóvenes Viejos 

+/+ 4 semanas de edad 79 semanas de edad 

-/- 4 semanas de edad 13 semanas de edad 

 

Para determinar el genotipo de los ratones, se extrajo DNA de las colas: 

1. Colas de 0.5mm se incubaron en buffer Hotshot a 99°C durante 1 hora. 

2. Se agregaron 75 µl de buffer neutralizante, y se guardó el DNA a -20°C para su posterior 

utilización, como se describió previamente (106). 

Para la PCR, se tomó 1 µl en una reacción final de 10 µl de la siguiente mezcla: 

Reactivos 1x 

Buffer para PCR 10x 1 µl 

dNTP´s 100mM 1 µl 

MgCl2 50mM 0.3 µl 

F1-01 0.25 µl 

F1/F02-02 0.25 µl 

F1/03 0.5 µl 

Taq  polimerasa 0.1 µl 

Agua DEPC 5.6 µl 

 

Bajo las siguientes condiciones: 
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Modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina. 

Para inducir fibrosis pulmonar en los ratones se administró 0.1U de Bleomicina en solución salina 

(BLEOLEM, Lemery) por vía orofaríngea. Los ratones de sacrificaron 7 ó 21 días después del 

daño. El pulmón derecho se fijó en formol 10% (Sigma, St Louis, MO) y se utilizó para el análisis 

histológico. El pulmón izquierdo se congeló en nitrógeno líquido para ser utilizado posteriormente 

en diversos experimentos.  

 

 

Cuantificación de hidroxiprolina. 

Para cuantificar la síntesis de colágena en los pulmones de los ratones silvestres y deficientes 

de Zmpste24 en condiciones basales o posterior al daño con bleomicina.  

1. El pulmón izquierdo se secó a 110°C por 48 horas, aproximadamente. 

2. Se hidrolizó en HCl 6N (JT Baker, Xolostoc, Mex) durante 24 horas. 

3. El hidrolizado se resuspendió en 500 µl de agua 

4. Se tomaron 10 µl del hidrolizado y se diluyeron 1:1 con buffer de citratos 0.01M (Sigma, 

St Louis, MO) pH6.5 
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5. Se tomaron 10 µl de la dilución y se incubarón 15 minutos a temperatura ambiente con 

100 µl de Cloramina T 0.56 M (Sigma, St Louis, MO) en una microplaca 

6. Se agregaron 100 µl del Reactivo de Ehrlich 1M y se incubó a 65°C durante 20 minutos. 

7. Se leyó a 550nm 

Los datos se normalizaron con una curva de Hidroxiprolina, y se expresaron como: µg de 

hidroxiprolina/mg de pulmón izquierdo seco (107).   

Análisis morfométrico. 

El pulmón derecho se fijó en paraformaldehído 4% inflando a una presión constante de 25 cm de 

mercurio, y se embebieron en parafina. Se cortaron secciones de pulmones y se tiñeron con 

Hematoxilina & Eosina o con Tricrómica de Masson para poder determinar la severidad del daño 

y su extensión.  

La severidad de la fibrosis se determinó utilizando un método semicuantitativo (108). 

 

 

Extracción de RNA total. 

Para poder obtener el RNA total a partir del tejido pulmonar 100 mg de pulmón izquierdo se 

homogeneizó en 1000 µl de Trizol (Life Technologies, Grand Island, New York, NY) con ayuda 

de un politrón a velocidad media.  

1. El homogeneizado se incubó 10 minutos con 200 µl Cloroformo (Sigma, St Louis, MO), y 

se centrifugó a 12,000g durante 15 minutos a 4°C. 
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2. Se recuperó la fase acuosa y se precipitó el RNA con 500 µl de Isopropanol (Sigma, St 

Louis, MO), se agitó suavemente y se centrifugó a 12,000g durante 10 minutos a 4°C. 

3. Se decantó el sobrenadante y el pellet se lavó en 1000 µl de Etanol (Sigma, St Louis, MO) 

75% en agua DEPC. 

4. Se centrifugó a 7,500 g durante 5 minutos a 4 °C. 

5. Se decantó el sobrenadante y el pellet de RNA se dejó secar durante 15 minutos. 

6. El pellet se resuspendió en 50 µl de agua DEPC o libre de RNAsas a 55°C durante 5 

minutos. 

La pureza y la eficiencia de la extracción se verificó usando un espectrofotómetro (NanoDrop; 

Wilmington, DE) y un bioanalizador (Agilent; Palo Alto, CA). 

PCR quantitativo. 

El equivalente a 1 µg de RNA se sintetizó en cDNA con la ayuda de RT2 First strand Kit (Qiagen) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

El RNA obtenido se trató con DNasa I para la eliminación del DNA genómico. Este procedimiento 

consiste en eliminar DNA de doble cadena que pudiera estar presente en la muestra de RNA y 

enmascaré la expresión de los genes blanco. Para este proceso se preparó la siguiente mezcla: 

 

Componentes Volumen 

RNA Variable (25ng-5 µg) 

Buffer GE 2 µl 

Agua libre de RNAsas Variable 

Volumen Total 10 µl 
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La mezcla se incuba a 42°C durante 5 minutos y se pasa inmediatamente a hielo. 

Cuantificación de PCR en tiempo real. 

Para la síntesis de cDNA se preparó la mezcla de transcripción reversa de acuerdo a la siguiente 

tabla: 

Componentes Volumen (1x) 

5x buffer BC3 4 µl 

Control P2 1 µl 

RE3 reverse transcriptase mix 2 µl 

Agua libre de RNAsas 3 µl 

Volumen Total 10 µl 

 

Se agregaron 10 µl de la mezcla de trascripción reversa en un tubo con 10 µl de la mezcla de 

eliminación de DNA genómico. Se mezcló gentilmente pipeteando de arriba abajo y se incubó 

con el siguiente protocolo: 

 

Se agregaron 91 µl de agua libre de RNAsas a cada reacción y se mezcló por pipeteo. 

La reacción se pasó a hielo y se procedió con el protocolo de PCR para tiempo real: 



55 
 

Componentes Volumen 1x 

Master mix 2x 5 µl 

Sonda Taqman 0.5 µl 

Agua libre de RNAsas 3.5 µl 

cDNA 1 µl 

 

 Y se incubó en las siguientes condiciones en un termociclador BIORAD CFX-96 (Bio-Rad): 

 

 

 

Se utilizaron las siguientes sondas Taqman (Applied Byosystems): 

Sonda Clave 

Col1a1 Mm00801666_g1 

Col3a1 Mm00802300_m1 

Mmp8 Mm00439509_m1 

Mmp12 Mm00500554_m1 
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Mmp13 Mm00439491_m1 

Mmp19 Mm00491296_m1 

Pparᵧ Mm00440940_m1 

Spp1 Mm00436767_m1 

Eln Mm00514670_m1 

Tgfβ1 Mm01178820_m1 

Tgfβi Mm01337605_m1 

Timp1 Mm00441818_m1 

 

Los resultados fueron normalizados con la expresión del endógeno 18S rRNA. 

Análisis global de genes 

Se purificó cRNA biotiniliado y se hibridó con un GeneChip™ Mouse Gene 2.0 ST Assay 

(Affymetrix®) para medir la expresión del transcriptoma completo. Se utilizaron tres muestras 

biológicas para cada grupo y, los resultados se analizaron en R software (http://www.r-

project.org/) y Bioconductor (http://www.bioconductor.org/). Para poder identificar las diferencias 

estadísticas en la expresión génica para cada condición, todos los datos se analizaron por el 

modelo lineal de Limma basado en el método empírico de Bayes. Los datos considerados 

estadísticamente significativos (adjusted p-value < 0.05) y con un logfold change mayor a 0.5 

para miRNAs o mayor a 1.0 para el resto del transcriptoma se representaron en gráficas de 

volcán y tablas. 

Los datos completos de los microarreglos se subieron a la base Ominubus expression Gene 

(http://www-ncbi-nlm-nih-gov.ezproxy.galter.northwestern.edu/geo/), con número de acceso : 

GSE123293. 

http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
http://www.bioconductor.org/
http://www-ncbi-nlm-nih-gov.ezproxy.galter.northwestern.edu/geo/
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Expresión de microRNAs 

El equivalente a 10 ng de RNA total en un volumen de 5 µl se mezcló con 3 µl del 5x RT primer 

para cada una de las sondas, y se preparó la siguiente mezcla: 

Componentes Volumen 1x 

100 mM dNTP´s (con dTTP) 0.15 µl 

Multiscribe Reverse Transcript  50u/ 

µl 

1.0 µl 

10x Buffer de transcripción reversa 1.5 µl 

Inhibidor de RNAsas 0.19 µl 

Agua libre de RNAsas 4.16 µl 

Volumen Total 7.0 µl 

 

A la mezcla del RNA total y el primer se agregó 7 µl de la mezcla anterior y se incubó 5 minutos 

sobre hielo. Y se incubó bajo los siguientes parámetros:  

 

Para la PCR, se preparó la siguiente mezcla: 

Componentes Volumen 20 µl de reacción 



58 
 

TaqMan smallRNA Assay (20x) 1.00 µl 

Producto de la reacción de RT 1.33 µl 

TaqMan Universal PCR master mix 10.0 µl 

Agua libre de RNAsas 7.67 µl 

Volumen Total 20.0 µl 

 

La mezcla se centrifugó gentilmente y se incubó bajo las siguientes condiciones: 

 

Para medir la expresión de los miRNAs se utilizaron las siguientes sondas (Applied Biosystems): 

Sonda Clave 

mmu-miR23a-5p 002439 

mmu-miR27a-3p 000408 

mmu-miR29a-3p 002112 

mmu-miR29b-3p 000413 

mmu-miR145a-3p 002514 

snoRNA202 001232/AF357327 
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Inmunohistoquímica 

Cortes de tejido pulmonar de ratones jóvenes y viejos silvestres fueron tratados como se describe 

previamente (109). La recuperación del antígeno fue realizada con buffer de citratos 10 mM, pH 

6.0 durante 6 minutos en microondas a nivel máximo. Las muestras fueron incubadas con anti-

Zmpste24 (Sigma) a 4°C toda la noche. 

Los tejidos fueron después incubados con un anticuerpo secundario conjugado a biotina seguido 

de un anticuerpo con estreptavidina conjugada a peroxidasa (BioGenex, san Ramon, CA) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La reacción se reveló con 3-amino-9etil-carbazol 

(AEC,BioGenex) en buffer acetatos y 9.05% de H2O2. Las muestras se contratiñeron con 

hematoxilina. Para los controles negativos, los anticuerpos primarios se sustituyeron por suero. 

Análisis estadístico 

Las diferencias estadísticas entre 3 o más grupos se determinó mediante ANOVA de dos vías 

seguida de la prueba de Tuckey o prueba de T-student para diferencias entre dos grupos. Los 

valores de p < 0.05 se consideraron estadísticamente significativos. Para evaluar el grado de 

fibrosis, se utilizó un método no paramétrico, la prueba de Kruskal-wallis, seguida de la prueba 

de Mann-Whitney U. Todos los resultados se expresaron como la media ± SD (desviación 

estándar) o SEM (Error estándar). 

 

Resultados. 

Debido a que no es viable realizar cruzas entre los ratones homocigotos nulos de Zmpste24, ya 

que son infértiles, la colonia se expandió mediante cruzas de animales heterocigotos de 

Zmpste24. Como durante las primeras semanas de edad los animales son fenotípicamente 
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indistinguibles, se determinó su genotipo a partir de DNA de colas mediante PCR. En la figura 9 

A se muestra un gel de agarosa de un grupo representativos de ratones getotipificados, donde 

bandas de 303 pb corresponden al homocigoto nulo, las de 520 pb para el homocigoto silvestre 

o ambas en el caso de los ratones heterocigotos. La figura 9 B representa la proporción génica 

de la población obtenida en cada uno de los lotes.  
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Figura 9 Genotipificación de la colonia. A) Gel de agarosa ejemplificando las bandas de DNA correspondientes 

según el genotipo. El carril 1 Pesos moleculares (100pb), el carril 2 ratón HT, el carril 4 ratón KO, el carril 6 ratón 

HT, el carril 8 ratón WT, el carril 10 control negativo sin DNA y los carriles no numerados están vacíos (520pb=WT, 

303pb=deficiente de Zmpste24), B).Gráfica de barras que muestran el número de individuos de cada genotipo 

obtenidos en los diferentes lotes.  

 

 

Una vez establecida la colonia se midió la expresión del gen de Zmpste24 en ratones silvestres 

jóvenes (7 semanas) y viejos (82 semanas) para determinar si había un cambio en la expresión 

de la enzima en el pulmón durante el envejecimiento. Como se muestra en la figura 10 A, 

mediante qPCR se determinó que  Zmpste24 se expresa significativamente más en el pulmón 

de los ratones WT viejos comparados con los WT jóvenes y, cómo se muetra en la imagen 

histológica de una tinción tricrómica de Masson, se localiza en células del epitelio bronquialveolar 

principalmente. (Figura 10 B). Sugiriendo un papel de esta enzima en el envejecimiento 

pulmonar. 

 

A 
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Figura 10. Expresión y localización de Zmpste24 en pulmones de ratones jóvenes y viejos. A) qPCR de 

Zmpste24 en pulmones de ratones WT jovenes y viejos en condiciones basales. Los resultados se muestran como 

media ± SD (Unidades arbitrarias), y las diferencias estadísticas está determinada por la prueba de t- de student (*p 

< 0.05). B) Fotomicrografías representativas de la tinción de inmunohistoquímica especifíca usando un anticuerpo 

contra la proteína Zmpste24 en pulmones de ratones WT jóvenes y viejos en condiciones basales. Las señales 

positivas se observaron en células del epitelio bronquialveolar (flechas negras). Todas las secciones se 

contratiñeron con hematoxilina. Con una magnificación de 20x.Escala de 50 µm. 

 

Joven +/+ 

Viejo +/+ 

B 
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Para profundizar en las posibles diferencias en el pulmón durante el envejecimiento natural y el 

envejecimiento prematuro,se eveluó la expresión global de genes, través de un análisis de 

microarreglos del transcriptoma completo de ratón, en pulmones derivados de 3 ratones KO 

viejos (16 semanas de edad) y 3 WT viejos (82 semanas de edad) comparados contra su 

respectivo joven (7 semanas de edad) y, se graficaron los genes diferencialmente expresados 

(logFold change  > 1.0, adjustedp < 0.05) del transcriptoma completo. En la figura 11A , el 

diagrama de venn  muestra que cambiaron 576 genes únicamente en el pulmón de ratones WT 

viejos, y 224 en el pulmón de ratones KO viejos. Así mismo, solamente  19 genes se encontraron 

diferencialmente expresados en común en  ambos grupos. Algunos de los genes compartidos 

entre el envejecimiento natural y acelerado se enlistan en Figura 11B.  

Con ayuda de herramientas bioinformáticas, se encontró que estaban desreguladas diversas 

vías asociadas a patologías (Figura 11 C) y de respuesta inmune (Figura 11D) en el 

envejecimiento acelerado en el ratón viejo KO comparado contra el envejecimiento natural en el 

ratón WT. 

B 

A 

Viejo +/+/Joven +/+ Viejo -/-/Joven -/- 
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Figura 11.  Sobrelapamiento de genes diferencialmente expresados en el envejecimiento normal y acelerado 

del pulmón.  A) Diagrama de Venn mostrando 19 genes (pruebas únicas) diferencialmente expresados tanto en el 

ratón viejo silvestre comparado contra su joven y en el ratón viejo deficiente de Zmpste24 comparado contra su 

contraparte joven. Los genes sobrelapados fueron listados en B). Finalmente,se muestran los procesos biológicos 

enriquecidos asociados a la Ontología de Gnes (GO) C) y KEGG D) para los genes desregulados mostrados en la 

lista 

C 

D 
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En el caso de los ratones jóvenes Zmpste24 +/+ y -/-, se encontró que, entre los genes 

diferencialemnte expresados entre el pulmón de ratones KO comparados contra su contraparte 

WT, se encontraban principalmente genes de inmunoglobulinas, así como variantes de 

inmunoglobulinas y de los complejos de inmunohistocompatibilidad (datos no mostrados). Una 

vez más, estos datos apoyan que la deficiencia de Zmpste24 esta asociada a la regulación de la 

respuesta inmune. 

Posteriormente,cuando se analizaron los resultados de microarreglos para cada grupo de forma 

independiente, se observó que en los pulmones de ratones viejos silvestres comparados contra 

su contra parte joven cambiaron 576 genes. Interesantemente, algunos de estos genes  

pertenecen al corazón del matrisoma (110) o a los genes asociados al matrisoma (110) (Figura 

12 A).  Se seleccionaron Spp1, Mmp8, Mmp12, Mmp13, Timp1 y Tgfbi para validar los cambios 

en su expresión obtenida en la evaluación del transcriptoma mediante microarraglos, y  se midió 

la expresión de cada gen mediante PCR en tiempo real. Los resultados validaron la 

sobreexpressión de estos genes en los pulmones de ratones WT viejos comparados contra su 

contraparte joven (Figura 12B).  

A B 
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Así mismo, el análsis bioinformático arrojó que las principales vías alteradas en estos pulmones 

estaban relacionadas con cambios en la respuesta inflamatoria (Figuras 12C y D).  

 

 

Figura 12. Genes diferencialmente expresados en el pulmón de ratones viejos C57BL/6 comparados con su 

contraparte joven. A) Gráfica de volcán de la expresión global de genes en el pulmón de ratones viejos silvestres 

contra su contraparte joven. Cada punto representa el cambio en la expresión (expresada en logaritmo) entre ambos 

grupos de ratones en relación al valor nivel estadístico. Los puntos azules representan los genes diferencialmente 

expresados (log fold-change  > 1 (excepto miRNAS, log fold-change  > 0.05), adjustedp < 0.05), a la derecha los 

sobreexpresados y a la izquierda los disminuidos. Algunos genes del core o asociados al matrisoma fueron 

C 

D 
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seleccionados y señalados en rojo y su expresión fue validada por PCR cuantitativo en B). Ensayo de RT-qPCR de 

algunos genes seleccionados (Spp1, Mmp8, mmp12, Mmp13, Timp1 y TGF-βi)Las barras representan las veces de 

cambio de los ratones viejos sobre los jóvenes (línea punteada). *p< 0.05 and ** p< 0.01. Finalmente,se muestran 

los procesos biológicos enriquecidos asociados a la Ontología de Gnes (GO) C) y KEGG D) para los genes 

desregulados en los pulmones de ratones WT viejos comparados contra WT jóvenes. 

De forma contraria a lo que ocurre en el envejecimiento natural del pulmón, a excepción de Spp1, 

en el ratón viejo deficiente de Zmpste24 los genes del matrisoma desregulados se encuentran 

principalmente subexpresados (Figura 13A). Como se muestra en la Figura 13B, se validó 

mediante qPCR la disminución del RNAm de algunos genes incluyendo Spp1,  Col3a1 y  Eln en 

3 pulmones de ratones KO viejos compardos contra 3 ratones KO jóvenes.  

Del mismo modo, se realizó un análsis funcional de enrequecimiento en términos de GO y KEGG 

que reveló vias alteradas relacionadas con la organización de la matriz extracelular, senescencia 

celular, respuesta inmune, así cómo de regulación negativa de vías de proliferación de células 

epiteliales y endoteliales (Figuras 13C y D). 

 

 

A B 
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Figura 13. Genes diferencialmente expresados en el pulmón de ratones deficientes de Zmpste24 

comparados contra su contraparte joven. A) gráfica de volcán de la expresión global de genes expresados en el 

pulmón de ratones viejos deficientes de Zmpste24 comparados contra su joven. Cada punto representa la diferencia 

en la expresión (log fold-change) entre los dos grupos graficada contra su significancia estadística. Los puntos azules 

representan los genes diferencialmente expresados (log fold-change  > 1, excepto miRNAs = log fold-change  > 0.5) 

a un nivel significativo de adjustedp < 0.05. Se seleccionaron algunos genes del core del matrisoma señalados en 

rojo, y se validó su expresión mediante PCR cuantitativo en B) * p< 0.05 . Los datos representan las veces de cambio 

comparadas con el joven deficiente de Zmpste24 (líneas punteadas). Finalmente,se muestran los procesos 

C 

D 
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biológicos enriquecidos asociados a la Ontología de Gnes (GO) C) y KEGG D) para los genes desregulados en el 

envejecimiento acelerado de 3 ratones KO comparados contra su contraparte joven. 

 

Con el objeto de evaluar el daño fibrosante pulmonar posterior a la administración de bleomicina 

en ratones silvestres y deficientes de Zmpste24, primero se midió en condiciones basales el 

contenido de colágena en 3 ratones jóvenes WT y 3 viejos, así como en 3 ratones deficientes de 

Zmpste24 jovénes y 3 viejos mediante la cuantificación de hidroxiprolina. Como se observa en la 

Figura 14A, se observó un mayor contenido de colágena en el pulmón de los ratones viejos 

deficientes de Zmpste24 y silvestres comparados contra su respectivo joven, pero no se 

encontraron diferencias entre ambos viejos. (Viejo Zmpste24 +/+: 6.9 ± 1.5 μg/mg vs joven 4.2 ± 

0.5 μg/mg y, viejo WT: 6.4 ± 0.6 μg/mg vs joven 4.5 ± 0.5 μg/mg, p ≤ 0.05 ). Para poder determinar 

en qué zonas se estaban depositando las fibras de colágena se realizó una tinción de Masson 

del tejido pulmonar de 3 ratones viejos deficientes de Zmpste24 y 3 ratones viejos silvestres, en 

las que se muestra que las fibras de colágena se localizan alrededor de las vías aéreas (Figura 

14B).  

 

A 
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Figura 14. Aumento de colágena en vías aéreas superiores asociado al envejecimiento. A) Contenido de 

hidroxiprolina. Los datos representan la media ± la desviación estándar (n=4); *p< 0.05. B) Imágenes representativas 

de la morfología del pulmón de ratones jóvenes o viejos, silvestres y Zmpste24 -/-  bajó la tinción de tricrómica de 

Masson. La barra de escala representa 100 μm. Las gráficas representan la media ± SD.  *p< 0.05 

 

 

 

 

 

B
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Respuesta ante el daño fibrosante inducido por bleomicina en ratones KO y WT. 

Posteriormente, con el objetivo de analizar la respuesta fibrótica pulmonar de estos ratones se 

instilaron con bleomicina 6 ratones deficientes de Zmpste24 y 6 ratones silvestres jóvenes de 4 

semanas de edad. Después de 21 días, los ratones se sacrificaron y se evaluó por análisis 

histológico el grado de fibrosis y la extensión del daño (Figura 15 A). Se observó que tanto en 

los ratones WT como en los KO el porcentaje de extensión del daño y el grado de fibrosis era 

similar (Figuras 15 B y C). El análisis bioquímico del contenido de colágena mediante la 

determinación de hidroxiprolina mostró un incremento en los grupos tratados con bleomicina 

comparados contra el grupo administrado solamente con solución salina, pero no se encontraron 

diferencias significativas entre los ratones silvestres comparados con los Zmpste24 -/- (6.1 ± 0.6 

μg/mg y 6.3 ± 1.3 μg/mg, para el WT y KO, respectivamente). (Figura 15D). 

 

A 

b c 

d f e 
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Figura 15. Los ratones jóvenes silvestres y Zmpste24 -/- desarrollan una respuesta fibrótica similar después 

de la inducción de daño con bleomicina. A) Imágenes representativas de tinciones con tricrómica de Masson de 

secciones pulmonares de ratones control administrados con solución salina (Panel a) y 21 días después de la 

administración de bleomicina (panel b y c), y de ratones Zmpste24 -/- control administrado con solución salina (panel 

d) y administrados con bleomicina (paneles e y f).  La barra de la escala representa 100 μm. B) Grado de fibrosis y 

C) extensión del daño del grado de cambios histopatológicos en el pulmón. D) Contenido de hidroxiprolina en los 

pulmones de ratones silvestres y Zmpste24 -/- después de la administración de solución salina o 21 días después 

de la administración de bleomicina. *p< 0.05; (n=6). Las gráficas representan la media ± SD.   

B 
C 

D 
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Hasta el momento, existen pocos trabajos en los que se evalúa la respuesta fibrótica pulmonar 

inducida por bleomicina en ratones viejos. Sin embargo, éstos concuerdan que los ratones viejos 

son más susceptibles al desarrollo de fibrosis pulmonar que su contraparte joven. Basados en 

esto, me interesaba conocer si la respuesta fibrótica posterior al daño con bleomicina en los 

ratones con envejecimiento acelerado deficientes de Zmpste24 viejos (16 semanas de edad) era 

similar a la de los ratones viejos silvestres (82 semanas de edad). Para poder contestar esa 

pregunta, se evaluó la respuesta fibrótica 21 días posteriores al daño con bleomicina, y se midió 

la acumulación de hidroxiprolina en 6 ratones deficientes de Zmpste24 viejos y 6 silvestres viejos.  

En el caso de los ratones viejos WT, el análisis histológico mostró zonas del tejido pulmonar 

severamente dañadas, acompañadas de un depósito excesivo de fibras de colágena en los 

ratones dañados con el fármaco comparados con los controles (Figura 16 A, paneles a, b y c). 

Corroborando lo anterior, se encontró un mayor contenido de hidroxiprolina tras el daño con 

bleomicina en estos ratones (8.8±0.5µg/mg vs salina: 6.4±0.6µg/ mg, *p≤0.05) (Figura 16 D). 

Sorpresivamente y contrario a lo que ocurre en los ratones silvestres, los ratones viejos 

deficientes de Zmpste24 parecían estar protegidos al desarrollo de fibrosis pulmonar, mostrando 

sólo un ligero daño en el tejido pulmonar en respuesta a la bleomicina (Figura 16 A, paneles c, d 

y e). Acorde con lo anterior, el contenido de hidroxiprolina también fue significativamente menor 

en el pulmón de estos ratones que el de su contraparte silvestre (-/- 1.3±0.6 versus WT: 2.5±0.3 

*p≤0.05) (Figura 16 D). Finalmente, con la ayuda de un patólogo, observó que tanto el grado de 

fibrosis como la extensión del daño era significativamente menor en los ratones KO viejos 

comparados con los viejos silvestres (Figura 16 B y C). Sugiriendo que, la ausencia de Zmpste24 

y el envejecimiento protegen a los ratones del desarrollo de fibrosis pulmonar inducido por 

bleomicina.  
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Figura 16. El envejecimiento protege a los ratones deficientes de Zmpste24 del desarrollo de fibrosis 

pulmonar inducida por bleomicina. A)  Imágenes representativas de secciones de pulmón teñidas con tricrómica 

de Masson de ratones viejos silvestres control administrados con solución salina (panel a) y 21 días después de la 

administración de bleomicina (paneles b y c), y de ratones viejos Zmpste24 -/- control administrados con solución 

salina (panel d) y 21 días después del daño con bleomicina (paneles e y f). La barra de la escala representa 100 μm. 

B) Grado de fibrosis y C) extensión del daño del grado de cambios histopatológicos en el pulmón. D) Contenido de 

OH-prolina en los pulmones de ratones viejos silvestres y Zmpste24 -/- después de la administración de solución 

salina o 21 días después de la administración de bleomicina. *p< 0.05; (n=6). Las gráficas representan la media ± 

SD.   

 

Para elucidar qué posible mecanismo estaba participando en la protección de fibrosis pulmonar 

de los ratones viejos deficientes de Zmpste24 se midió la expresión diferencial del transcriptoma 

completo mediante un análisis de microarreglos en el pulmón de  3 ratones deficientes de 

Zmpste24 viejos 21 días después del daño con bleomicina comparados contra su contraparte 

silvestre. 

El análisis develó la expresión de 1165 diferencialmente expresados en el pulmón del ratón 

deficiente de Zmpste24 comparado contra su contraparte silvestre (Figura 17A).  

D 
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Entre los genes disminuidos se encontraron varios genes de moléculas asociadas al matrisoma 

como Mmp12, Mmp19, Mmp13, Timp1 y Pparᵧ así como Col1a1, Col3a1 y Spp1 que pertenecen 

al core del matrisoma. Además, se encontraron sobreexpresados algunos genes con actividad 

antifibrótica como NAPDHO4 (111), TGFβrIII y Dcn. 

Utilizando el software key Pathway Advisor-Clarivate se encontraron desregulados 6 factores de 

transcripción incluyendo al factor de transcripción expresado paternalmente (Peg3), el regulador 

negativo de la respuesta inflamatoria del receptor nuclear subfamilia 4 grupo A miembro 1 

(NR4A1), el receptor relacionado a RAR (RORC), el factor tipo Krupple 15 (KLF15), el factor 3a 

inducible por hipoxia (HIF 3a) y el factor de respuesta de crecimiento temprano (Egr1).Mientras 

que los análisis funcionales de enriquecimiento GO y KEGG, revelaron que estaban alteradas 

distintas vías principalmente aquellas relacionadas con la respuesta inmunológica/inflamatoria 

en pulmón dañado de los ratones viejos KO comparados con el de su contraparte silvestre 

(Figura 17 B y C). 

Interesamente, 42 de los genes deregulados resultaron ser miRNAs, correspondiendo a más del 

3.6% de los genes diferencialmente expresados en el pulmón de los ratones KO viejos dañados 

comparados contra su contraparte silvestre. Entre este grupo de miRNAs, se encontraron 

sobreexpresados miR23a, miR27a, miR29 y miR145a, todos miRNAs relacionados con la fibrosis 

pulmonar en humano y/o en modelos animales. Sugiriendo que los miRNAs podrían estar 

involucrados en la resistencia al desarrollo de fibrosis pulmonar en los ratones viejos KO. 
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Figura 17. Análisis transcriptómico de pulmones dañados con bleomicina de ratones viejos deficientes de 

Zmpste24 comparados contra su contraparte silvestre. A) Gráfica de volcán de los significativamente diferentes 

RNAs (puntos azules) o no (puntos grises) y algunos genes seleccionados para su validación por qPCR (puntos 

rojos). B) Gráfica de pastel mostrando los RNAm significativamente diferentes (up= 1296, down= 800) y miRNAs 

(up= 22, down= 20) en pulmones de ratones viejos Zmpste24 -/- comparados contra su contraparte silvetre. Para 

todos los experimentos se utilizaron 3 ratones Zmpste24 -/- y 3 ratones Zmpste24 +/+, y el pulmón se obtuvo 21 

días después de la administración de bleomicina.  
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Para poder profundizar un poco más en este hallazgo (Figura 18 A), se midió la expresión por 

PCR cuantitativo de la forma madura de los miRNAS antifibróticos: miR23a, miR27a, mir29a, 

miR29b, miR491 y miR145a. Corroborando los resultados obtenidos por los microarreglos, estos 

5 miRNAs estaban sobreexpresados en el pulmón de ratones deficientes de Zmpste24 viejos 

comparados con ratones silvestres viejos (Figura 18B).  

Posteriormente, para poder profundizar en el posible papel de estos miRNAs en la protección del 

desarrollo de fibrosis pulmonar del ratón viejo deficiente de Zmpste24, se identificaron los 

blancos predichos con la ayuda de dos bases de datos (mirTarbase y TragetScan) para miR29, 

miR27a y miR145a. Una vez obtenidos los blancos predichos, se seleccionaron aquellos cuya 

expresión se mostraba alterada en los microarreglos. De la listas obtenidas, para miR29 se 

seleccionaron los tres genes blancos Col1a1, Col3a1 y TGF-β1 y se midió su expresión por PCR 

cuantitativo. Como se muestra en la figura 18 C, la expresión de los 3 blancos está disminuida 

en el pulmón de ratones deficientes de Zmpste24 viejos comparados con ratones silvestres viejos 

21 días depues del daño con bleomicina. 

En el caso de los blancos de miR27a, se seleccionaron Pparᵧ y Spp1, confirmando lo esperado 

la expresión de estos dos mensajeros también estaba disminuida en el pulmón de ratones 

deficientes de Zmpste24 viejos comparados con ratones silvestres viejos (Figura 18 D). 
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Finalmente, para miR145a se seleccionaron como blancos tres moléculas asociadas al 

matrisoma,  Mmp12 y Mmp19, así como su inhibidor, Timp1.Para validar su expresión, se midió 

mediante PCR cuantitativo la expresión de los mensajeros de estos tres blancos, y se graficó la 

expresión media en el pulmón de 3 ratones viejos deficientes de Zmpste24 y de 3 silvestres 

viejos. Los resultados mostraron que la expresión del RNA mensajero de Mmp12, Mmp19 y 

Timp1 era significativamente menor en el pulmón de ratones deficientes de Zmpste24 viejos 

comparados con ratones silvestres viejos (Figura 18 E). 

 

B 

C 

A 
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Figura 18.  Desregulación de la expresión de miRNAs y de sus genes blancos en pulmones tratados con 

bleomicina provenientes de ratones viejos Zmpste24 -/- y Zmpste24 +/+ analizada por PCR cuantitativa. A) 

Expresión de miRNAs seleccionados. Expresión de genes blancos de B) miR29, C) miR27a y D) miR145a. Las 

barras blancas representan el valor de la media de la expresión en el pulmón de ratones silvestres, y las barras 

blancas representan la media de la expresión en 3 ratones Zmpste24 -/- ± S.E.M.  *p < 0.05 and ** p< 0.01. 

 

Discusión. 

El envejecimiento se caracteriza por la pérdida de respuesta al daño. Debido a esas 

características, el envejecimiento es el principal factor de riesgo de múltiples enfermedades, 

incluyendo las enfermedades pulmonares. En particular, el envejecimiento no solo es el mayor 

factor de riesgo para desarrollar FPI, sino que empeora la respuesta fibrótica en el humano y en 

modelos experimentales. Diversos estudios sustentan que en ratones viejos la resolución 

posterior al daño pulmonar se encuentra alterada, asemejando el comportamiento patofisiológico 

presente en la fibrosis humana asociada con la edad (112,113). 

E D 
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 Sin embargo, el uso de animales viejos en el estudio de la fibrosis pulmonar está limitado por 

los altos costos de mantenimiento y largos tiempo de espera, y la mayoría de los trabajos dentro 

del campo se han llevado a cabo utilizando ratones entre 6 -8 semanas de edad. 

Recientemente, ratones senescentes que exhiben un envejecimiento acelerado han sido 

utilizados como modelos que asemejen lo que ocurre en la FPI y en otras enfermedades 

pulmonares (112,113). 

Para este trabajo, nosotros evaluamos la respuesta fibrótica posterior al daño con bleomicina en 

el ratón deficiente de Zmpste24 que tiene un fenotipo de envejecimiento prematuro ya marcado 

a partir de las 8 semanas de edad (71, 114, 115). Debido a que antes de las 5 semanas de edad 

no se observan diferencias fenotípicas entre los ratones Zmpste24 -/- y +/+, se seleccionaron como 

jóvenes ratones -/- de 4 semanas de edad y como viejos animales de 13 semanas de edad. Cabe 

mencionar, que no se encontraron diferencias morfológicas en el pulmón entre los ratones 

silvestres y deficientes de Zmpste24 -/- utilizando un microscopio de luz convencional (datos no 

mostrados) en condiciones basales a las 4 semanas de edad . 

 

Lo primero que se realizó fue un análisis para medir los cambios en la expresión en el 

transcriptoma completo en el pulmón de ratones viejos silvestres y viejos Zmpste24 -/- 

comparados contra su respectivo joven. El análisis reveló un gran número de diferencias en la 

expresión génica pulmonar durante el envejecimiento natural y acelerado. Interesantemente, uno 

de los 19 genes compartidos resultó ser miR664 que ha sido fuertemente relacionado con la 

esperanza de vida (116), donde se muestra que existe una correlación positiva entre la expresión 

de miR664 y una mayor esperanza de vida. Acorde con lo anterior, mir664 se encontró 

aumentado en los ratones silvestres, pero disminuido en los deficientes de Zmpste24. 
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Adicionalmente, en el pulmón del ratón silvestre viejo se sobrereguló la expresión de diversos 

genes de proteínas de matriz extracelular, tanto del core como asociadas al matrisoma (110). 

Mientras que, de forma opuesta, con la excepción de Spp1, genes del core del matrisoma 

estaban subexpresados en el ratón Zmpste24 -/-. Interesantemente, aunque no se encontraron 

genes de colágenas sobrexpresados, cuando examinamos el contenido de hidroxiprolina, 

observamos un incremento similar en el pulmón de los ratones viejos silvestres y Zmpste24 -/-. 

Sugiriendo que lo observado se debe a una acumulación de la proteína con la edad, la cual se 

localizó alrededor de las vías aéreas.  

Posteriormente, se evaluó la respuesta fibrótica utilizando uno de los modelos de fibrosis 

pulmonar más usado (117), el modelo de fibrosis pulmonar inducido por bleomicina.  En ratones 

silvestres y deficientes de Zmpste24 jóvenes o durante el envejecimiento se comparó la 

extensión del daño y el depósito de colágena 21 días después de la administración del fármaco. 

La evaluación del daño pulmonar reveló que mientras los ratones jóvenes silvestres y Zmpste24 

-/- desarrollan una remodelación de la arquitectura pulmonar similar en respuesta a la bleomicina, 

así como una similar acumulación de colágena, en el pulmón del ratón Zmpste24 -/- viejo las 

lesiones están marcadamente atenuadas en comparación contra el ratón viejo silvestre.  

Para poder entender el mecanismo por el cual los ratones deficientes de Zmpste24 estaban 

protegidos del desarrollo de fibrosis en la vejez, se examinó la expresión del transcriptoma 

completo en los ratones viejos WT y Zmpste24-/- posterior al daño con bleomicina. Los 

resultados demuestran que un gran número de genes del core del matrisoma o asociadas al 

matrisoma estaban disminuidos en el ratón viejo Zmpste24-/-. 

Interesantemente, uno de los genes disminuidos fue Spp1, que codifica a la proteína 

osteopontina, que se había encontrado sobrexpresado en condiciones basales tanto en el 
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envejecimiento natural como acelerado. La osteopontina es un mediador profibrótico (118), que 

favorece la migración y proliferación de fibroblastos, e induce la síntesis de colágena mientras 

atenúa la expresión de MMP-1. Sumado a esto, en el modelo experimental, los ratones 

deficientes de osteopontina acumulan significativamente menos colágena que su contraparte 

silvestre en respuesta a la bleomicina (119). 

Acorde a lo anterior, se encontró que el pulmón de los ratones Zmpste24-/- viejos sintetiza menos 

colágena en respuesta al daño cuando se compara contra los ratones viejos silvestres. Además, 

de una significativa disminución en los niveles de expresión de los genes de Col1a1  y Col3a1. 

Entre la lista de genes que se encontraron disminuidos en el ratón deficiente de Zmpste24 

también aparecieron distintos genes de  Mmps, incluido el de Mmp8 que codifica una enzima con 

actividad colagenolítica, y su deficiencia sistémica protege a los ratones del desarrollo de fibrosis 

pulmonar inducido por bleomicina (120). 

Debido a que existe una fuerte evidencia de la participación de los miRNAs en la patogénesis de 

fibrosis pulmonar tanto favoreciendo como atenuando las vías fibrogénicas, se examinó el patrón 

de expresión de miRNAs, y se identificaron 42 miRNAs diferencialmente expresados en el 

pulmón de ratones deficientes de Zmpste24 viejos en respuesta al daño con bleomicina y 

comparados contra su contraparte silvestre. Entre ellos, se encontró la sobreexpresión de 

miR23a, miR27a, miR29a/b, miR145a y miR491, cuyos blancos son componentes de la matriz 

extracelular, por lo que estos miRNAs a excepción de miR23a pueden ser considerados 

antifibróticos.   

Particularmente, miR29b inhibe las vías de Tgf-β1, CTGF y Smad3, actuando como un co-

regulador potencial de la vía profibrótica TGF-β/Smad3/CTGF (121). Consistentemente, se 
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encontró disminuida la expresión de Tgf-β1 en los pulmones de ratones Zmpste24-/- viejos que 

sobrexpresaban miR29b-1. 

Sumado a los anterior, la evaluación de la expresión de miR29 en el pulmón a diferentes tiempos 

posterior al daño con bleomicina reveló una disminución gradual durante el desarrollo de la 

fibrosis con un subsecuente incremento que correlacionaba con la resolución del daño en las 

lesiones fibróticas (122). 

Por su parte, miR27a es un miRNA antifibrótico que protege a los ratones del desarrollo de 

fibrosis pulmonar inducido por bleomicina, funcionando como un mecanismo de 

retroalimentación negativa que disminuye la diferenciación a miofibroblastos (123). Además, 

nuestra búsqueda in sillico predijo a la osteopontina como uno de sus blancos.  

Otro de los miRNAs que se encontraron sobrexpresados en el pulmón de los ratones deficientes 

de Zmpste24 fue miR491, el cual ha sido evaluado arduamente en cáncer; sin embargo, se le ha 

relacionado fuetemente con diversas vías profibrosantes incluida las vías de TGF-β/SMAD3/NF-

κB y Wnt3a/β-catenina (123,124).  

Por otra parte, la ausencia de la lámina A, la proteína blanco de Zmpste24, ha sido fuertemente 

asociada con la regulación negativa de componentes de la matriz extracelular en células 

pulmonares adultas, pero no embrionarias de ratón (125). Entre eso, distintas MMP´s que tienen 

como blanco componentes de la matriz extracelular han sido encontradas desreguladas en la 

fibrosis pulmonar además de que fuerte evidencia muestra que juegan un papel central en la 

remodelación tisular (126) por lo que tienen una regulación rigurosa a múltiples niveles, que van 

desde la regulación transcripcional mediada por factores de crecimiento hasta la regulación post-

transcripcional ejercida por miRNAs (127). En el pulmón del ratón viejo Zmpste24 -/- aumentó la 
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expresión de miR145a mientras sus blancos predichos Mmp12 y Mmp19 se encontraron 

disminuidos en respuesta al daño por bleomicina.  

Seguramente, otros mecanismos además de la desregulación de miRNAs y sus blancos están 

contribuyendo a proteger a los ratones Zmpste24-/- viejos del desarrollo de fibrosis pulmonar 

inducida por bleomicina. Por ejemplo, la actividad autofágica se activa tras la acumulación de 

macromoléculas dañadas, y se sabe que este proceso disminuye significativamente con la edad 

y está particularmente reducido en la fibrosis pulmonar. Mientras que el ratón deficiente de 

Zmpste24 tiene una exacerbada actividad autofágica causada por la reducción de la actividad de 

mTOR (94).  

 En adición a lo anterior, recientemente se observó que cambios en la mecanotransducción 

mediados por la lámina A madura previene a estos ratones de daño en el epitelio alveolar 

secundario a hiperventilación debido a la ausencia de Zmpste24 (128).  

En este contexto, estos resultados sugieren que la ausencia de Zmpste24 en el envejecimiento 

resulta en la alteración de la respuesta fibrótica pulmonar inducida por bleomicina mediada en 

parte por la desregulación de miRNAs antifibróticos y sus blancos. 

 

Conclusiones.  

• En condiciones basales, durante el envejecimiento natural en el pulmón del ratón viejo 

C57BL/6 se sobreexpresan genes de moléculas del matrisoma central así como moléculas 

asociadas al matrisoma. 

• En el envejecimiento acelerado del pulmón del ratón deficiente de Zmpste24 se 

encontraron disminuidos algunos genes del matrisoma central. 
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• Solo 19 genes diferencialmente expresados se comparten en los pulmones de los WT 

viejos y los KO viejos comparados contra sus respectivos jóvenes.   

• En los ratones jóvenes WT y KO el desarrollo de fibrosis pulmonar inducido por bleomicina 

fue similar, incluyendo la extensión del daño y el incremento de colágena.   

• Los ratones WT viejos tratados con bleomicina tuvieron un incremento en el depósito de 

colágena comparado con los ratones tratados con solución salina. 

• Los ratones KO viejos expuestos a bleomicina, no desarrollaron fibrosis pulmonar. 

• En la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, en los ratones viejos KO a diferencia de 

los WT se sobreexpresaron miRNAs antifibróticos (miR23a, miR27a, miR29a/b, miR145a 

y miR491) 

• La expresión de los genes blancos de miR27a (Pparγ y Ssp1), de miR29a/b (Col1a1, 

Col3a1 y Tgf-β1) y de miR145a (Mmp12, Mmp19 y Timp1) se encontraron disminuidos en 

los pulmones de los ratones viejos deficientes de Zmpste24 comparados con su 

contraparte silvestre. 
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TABLA 2: Top 50 de genes sobreexpresados y disminuidos en el pulmón de ratones WT viejos 

comparados con su joven.  

SYMBOL GENENAME logFC 

Spp1 secreted phosphoprotein 1 3.30 

Gpnmb glycoprotein (transmembrane) nmb 3.30 

Saa3 serum amyloid A 3 3.20 

Tnc tenascin C 3.20 

Mmp12 matrix metallopeptidase 12 3.20 

Sprr1a small proline-rich protein 1A 3.00 

C3ar1 complement component 3a receptor 1 2.90 

Clec4n C-type lectin domain family 4, member n 2.80 

Arg1 arginase, liver 2.80 

C1qb complement component 1, q subcomponent, beta polypeptide 2.70 

Ifi204 interferon activated gene 204 2.70 

Msr1 macrophage scavenger receptor 1 2.70 

Timp1 tissue inhibitor of metalloproteinase 1 2.60 

Ccr5 chemokine (C-C motif) receptor 5 2.60 

Ccl9 chemokine (C-C motif) ligand 9 2.50 

Cd177 CD177 antigen 2.50 
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Ms4a7 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7 2.50 

Tlr13 toll-like receptor 13 2.40 

Chl1 cell adhesion molecule L1-like 2.40 

Clec7a C-type lectin domain family 7, member a 2.40 

Trem2 triggering receptor expressed on myeloid cells 2 2.40 

Ccl2 chemokine (C-C motif) ligand 2 2.40 

Fcgr1 Fc receptor, IgG, high affinity I 2.30 

Rnu3a U3A small nuclear RNA 2.30 

Snord93 small nucleolar RNA, C/D box 93 2.30 

Ms4a6d membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6D 2.20 

Clec5a C-type lectin domain family 5, member a 2.20 

Ch25h cholesterol 25-hydroxylase 2.20 

Ms4a14 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 14 2.20 

Ccl3 chemokine (C-C motif) ligand 3 2.10 

Mmp8 matrix metallopeptidase 8 2.10 

Itgam integrin alpha M 2.10 

Itgam integrin alpha M 2.10 

Snora64 small nucleolar RNA, H/ACA box 64 2.10 

Tnip3 TNFAIP3 interacting protein 3 2.10 

Cd68 CD68 antigen 2.10 

C1qa complement component 1, q subcomponent, alpha polypeptide 2.10 

C1qc complement component 1, q subcomponent, C chain 2.00 

Ccr1 chemokine (C-C motif) receptor 1 2.00 

Fcgr4 Fc receptor, IgG, low affinity IV 2.00 
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n-R5s136 nuclear encoded rRNA 5S 136 2.00 

Mmp13 matrix metallopeptidase 13 2.00 

Pla2g7 

phospholipase A2, group VII (platelet-activating factor acetylhydrolase, 

plasma) 2.00 

Cxcl13 chemokine (C-X-C motif) ligand 13 2.00 

Ctsk cathepsin K 2.00 

Wfdc17 WAP four-disulfide core domain 17 2.00 

Cemip cell migration inducing protein, hyaluronan binding 2.00 

Marco macrophage receptor with collagenous structure 2.00 

Tgfbi transforming growth factor, beta induced 2.00 

Slfn9 schlafen 9 1.90 

   

   
Hamp hepcidin antimicrobial peptide -3.9 

Car3 carbonic anhydrase 3 -2.6 

Chad chondroadherin -2.4 

Igk immunoglobulin kappa chain complex -2 

Cyp1a1 cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 -1.7 

Myoz2 myozenin 2 -1.7 

Sln sarcolipin -1.7 

Actc1 actin, alpha, cardiac muscle 1 -1.7 

Muc5b mucin 5, subtype B, tracheobronchial -1.6 

Igfbp3 insulin-like growth factor binding protein 3 -1.6 

Glp1r glucagon-like peptide 1 receptor -1.6 

Hhip Hedgehog-interacting protein -1.6 
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Ednrb endothelin receptor type B -1.6 

Aox3 aldehyde oxidase 3 -1.6 

Myh6 myosin, heavy polypeptide 6, cardiac muscle, alpha -1.6 

Nr1d1 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 -1.5 

Fendrr Foxf1 adjacent non-coding developmental regulatory RNA -1.5 

Bpifb1 BPI fold containing family B, member 1 -1.5 

Abi3bp ABI gene family, member 3 (NESH) binding protein -1.5 

Lncppara long noncoding RNA near Ppara -1.5 

Mirlet7c-2 microRNA let7c-2 -1.5 

Fmo1 flavin containing monooxygenase 1 -1.5 

Tff2 trefoil factor 2 (spasmolytic protein 1) -1.4 

Clec12b C-type lectin domain family 12, member B -1.4 

Ecm2 extracellular matrix protein 2, female organ and adipocyte specific -1.4 

Lypd2 Ly6/Plaur domain containing 2 -1.4 

Myl7 myosin, light polypeptide 7, regulatory -1.4 

Tnnt2 troponin T2, cardiac -1.4 

Rmdn2 regulator of microtubule dynamics 2 -1.4 

Fibin fin bud initiation factor homolog (zebrafish) -1.3 

Slc7a10 

solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), 

member 10 -1.3 

Ccdc129 coiled-coil domain containing 129 -1.3 

Hspa1a heat shock protein 1A -1.3 

Ighv1-84 immunoglobulin heavy variable 1-84 -1.3 

Klf12 Kruppel-like factor 12 -1.3 
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Adra1a adrenergic receptor, alpha 1a -1.3 

Slc5a12 solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 12 -1.3 

Adcy8 adenylate cyclase 8 -1.3 

Pdzd2 PDZ domain containing 2 -1.3 

Slc4a5 solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 5 -1.3 

Mir297a-2 microRNA 297a-2 -1.3 

Acss1 acyl-CoA synthetase short-chain family member 1 -1.3 

Pln phospholamban -1.2 

Colgalt2 collagen beta(1-O)galactosyltransferase 2 -1.2 

Ltbp4 latent transforming growth factor beta binding protein 4 -1.2 

Ltbp4 latent transforming growth factor beta binding protein 4 -1.2 

Gnao1 guanine nucleotide binding protein, alpha O -1.2 

Mir181b-1 microRNA 181b-1 -1.2 

Tbx3os1 T-box 3, opposite strand 1 -1.2 

Mir200b microRNA 200b -1.2 

 

TABLA 3: Top 50 de genes sobreexpresados y disminuidos en el pulmón de ratones viejos 

deficientes de Zmpste24 comparados con su joven. 

SYMBOL GENENAME logFC 

Jchain immunoglobulin joining chain 5.60 

Asb2 ankyrin repeat and SOCS box-containing 2 4.90 

Igk immunoglobulin kappa chain complex 4.40 

Fancd2os Fancd2 opposite strand 4.00 
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Tnpo3 transportin 3 3.60 

Cxcl13 chemokine (C-X-C motif) ligand 13 2.50 

Cxcl9 chemokine (C-X-C motif) ligand 9 2.40 

Serpina3f serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3F 1.90 

Serpina3g serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3G 1.90 

Igtp interferon gamma induced GTPase 1.70 

Trav12-2 T cell receptor alpha variable 12-2 1.60 

Trav14-1 T cell receptor alpha variable 14-1 1.60 

H2-M2 histocompatibility 2, M region locus 2 1.60 

Iigp1 interferon inducible GTPase 1 1.50 

Spp1 secreted phosphoprotein 1 1.40 

Cd274 CD274 antigen 1.30 

Cxcl10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 1.30 

Gbp2 guanylate binding protein 2 1.30 

Sp140 Sp140 nuclear body protein 1.20 

Gbp5 guanylate binding protein 5 1.20 

Il7r interleukin 7 receptor 1.10 

Irgm2 immunity-related GTPase family M member 2 1.10 

BC051142 cDNA sequence BC051142 1.10 

Nlrc5 NLR family, CARD domain containing 5 1.10 

Gvin1 GTPase, very large interferon inducible 1 1.10 

Gvin1 GTPase, very large interferon inducible 1 1.10 

Gm4070 predicted gene 4070 1.10 

Cxcr6 chemokine (C-X-C motif) receptor 6 1.10 
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Gvin1 GTPase, very large interferon inducible 1 1.10 

Stat4 signal transducer and activator of transcription 4 1.10 

Xdh xanthine dehydrogenase 1.00 

Gbp6 guanylate binding protein 6 1.00 

Ikzf3 IKAROS family zinc finger 3 1.00 

Tnpo3 transportin 3 1.00 

H2-Q4 histocompatibility 2, Q region locus 4 1.00 

Zc3h6 zinc finger CCCH type containing 6 1.00 

Il2rb interleukin 2 receptor, beta chain 1.00 

   

   
Krt4 keratin 4 -4.9 

Krt13 keratin 13 -3.4 

Sprr3 small proline-rich protein 3 -3.1 

Myh1 myosin, heavy polypeptide 1, skeletal muscle, adult -3 

Krtdap keratinocyte differentiation associated protein -3 

Cnfn cornifelin -2.9 

Acta1 actin, alpha 1, skeletal muscle -2.9 

Serpinb3a serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3A -2.7 

Mir664 microRNA 664 -2.3 

Snora36b small nucleolar RNA, H/ACA box 36B -2.3 

Sprr1a small proline-rich protein 1A -2.3 

Aspn asporin -2.3 

Gypa glycophorin A -2.2 

Lor loricrin -2.2 
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H19 H19, imprinted maternally expressed transcript -2.2 

Mir675 microRNA 675 -2.2 

Rptn repetin -2 

Asprv1 aspartic peptidase, retroviral-like 1 -1.9 

Nrep neuronal regeneration related protein -1.9 

Car3 carbonic anhydrase 3 -1.9 

Ndnf neuron-derived neurotrophic factor -1.8 

Defb4 defensin beta 4 -1.8 

Col3a1 collagen, type III, alpha 1 -1.8 

AF357425 snoRNA AF357425 -1.7 

Ckm creatine kinase, muscle -1.7 

Rgs5 regulator of G-protein signaling 5 -1.7 

Mest mesoderm specific transcript -1.7 

Eln elastin -1.7 

AF357426 snoRNA AF357426 -1.6 

Scarna10 small Cajal body-specific RNA 10 -1.6 

Rian RNA imprinted and accumulated in nucleus -1.6 

Lum lumican -1.6 

Mylpf myosin light chain, phosphorylatable, fast skeletal muscle -1.6 

Myot myotilin -1.5 

Myh8 myosin, heavy polypeptide 8, skeletal muscle, perinatal -1.5 

Ppic peptidylprolyl isomerase C -1.5 

Rian RNA imprinted and accumulated in nucleus -1.5 

Kdelr3 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 3 -1.5 
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Pygm muscle glycogen phosphorylase -1.5 

Pygm muscle glycogen phosphorylase -1.5 

Apobec2 apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide 2 -1.5 

Neb nebulin -1.5 

Myoz1 myozenin 1 -1.5 

Phex phosphate regulating endopeptidase homolog, X-linked -1.5 

Serpinh1 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade H, member 1 -1.4 

Adamts9 

a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with 

thrombospondin type 1 motif, 9 -1.4 

Mfap4 microfibrillar-associated protein 4 -1.4 

Krt5 keratin 5 -1.4 

Alox12b arachidonate 12-lipoxygenase, 12R type -1.4 

AF357355 snoRNA AF357355 -1.4 

 

TABLA 4: Top 100 de genes sobreexpresados y disminuidos en el pulmón de ratones viejos 

deficientes de Zmpste24 21 días posteriores al daño con bleomicina, comparados contra su 

respectivo WT. 

SYMBOL GENENAME logFC 

Hamp hepcidin antimicrobial peptide 3.87 

Tat tyrosine aminotransferase 2.67 

Omd osteomodulin 2.44 

Peg3 paternally expressed 3 2.43 

Nr4a1 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 2.26 
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Galnt15 

UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-

acetylgalactosaminyltransferase 15 2.25 

Sult1d1 sulfotransferase family 1D, member 1 2.24 

Doc2b double C2, beta 2.16 

Bex4 brain expressed X-linked 4 2.12 

Egr1 early growth response 1 2.06 

Tbx3os1 T-box 3, opposite strand 1 1.96 

Tas2r135 taste receptor, type 2, member 135 1.94 

Fibin fin bud initiation factor homolog (zebrafish) 1.91 

Gria1 glutamate receptor, ionotropic, AMPA1 (alpha 1) 1.89 

Car3 carbonic anhydrase 3 1.89 

Bpifa1 BPI fold containing family A, member 1 1.88 

Akr1c14 aldo-keto reductase family 1, member C14 1.86 

Snord70 small nucleolar RNA, C/D box 70 1.83 

Tecrl trans-2,3-enoyl-CoA reductase-like 1.83 

Fgfbp1 fibroblast growth factor binding protein 1 1.82 

Olfr920 olfactory receptor 920 1.82 

Stfa1 stefin A1 1.80 

Rhoj ras homolog family member J 1.76 

Dcn decorin 1.73 

Cyp2d22 cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 22 1.71 

Sesn1 sestrin 1 1.66 

Mylip myosin regulatory light chain interacting protein 1.66 

Igfbp3 insulin-like growth factor binding protein 3 1.62 
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Ms4a4d membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4D 1.61 

Coro6 coronin 6 1.60 

Ednrb endothelin receptor type B 1.60 

Igfbp6 insulin-like growth factor binding protein 6 1.55 

Fmo1 flavin containing monooxygenase 1 1.55 

Stfa2l1 stefin A2 like 1 1.53 

Cyp2e1 cytochrome P450, family 2, subfamily e, polypeptide 1 1.53 

Peg3os Peg3 opposite strand 1.53 

Slc10a6 solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter family), member 6 1.51 

Mir145a microRNA 145a 1.51 

Ifi208 interferon activated gene 208 1.50 

Il1b interleukin 1 beta 1.47 

Tas2r143 taste receptor, type 2, member 143 1.46 

Aldh6a1 aldehyde dehydrogenase family 6, subfamily A1 1.46 

Glb1l2 galactosidase, beta 1-like 2 1.46 

Apod apolipoprotein D 1.45 

Sh3d21 SH3 domain containing 21 1.44 

Rasgef1b RasGEF domain family, member 1B 1.44 

Rasgef1b RasGEF domain family, member 1B 1.44 

Tnik TRAF2 and NCK interacting kinase 1.43 

Bex4 brain expressed X-linked 4 1.41 

Cyp3a13 cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 13 1.40 

Nox4 NADPH oxidase 4 1.40 

Bcas3os1 breast carcinoma amplified sequence 3, opposite strand 1 1.40 
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Gabre gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit epsilon 1.38 

Prkg2 protein kinase, cGMP-dependent, type II 1.37 

Serpina7 

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, 

antitrypsin), member 7 1.36 

Map3k6 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6 1.35 

Ndrg2 N-myc downstream regulated gene 2 1.33 

Abca8a ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 8a 1.32 

Myl7 myosin, light polypeptide 7, regulatory 1.31 

Frem1 Fras1 related extracellular matrix protein 1 1.30 

Hif3a hypoxia inducible factor 3, alpha subunit 1.29 

Fkbp5 FK506 binding protein 5 1.27 

Klf15 Kruppel-like factor 15 1.27 

Pfkfb1 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 1.27 

Rorc RAR-related orphan receptor gamma 1.26 

Mettl7a3 methyltransferase like 7A3 1.25 

Fmo2 flavin containing monooxygenase 2 1.25 

Mir126a microRNA 126a 1.24 

Arrdc3 arrestin domain containing 3 1.24 

Tgfbr3 transforming growth factor, beta receptor III 1.23 

Snhg3 small nucleolar RNA host gene 3 1.22 

Mir701 microRNA 701 1.22 

Gulp1 GULP, engulfment adaptor PTB domain containing 1 1.21 

Olfr1392 olfactory receptor 1392 1.21 

Mir3061 microRNA 3061 1.21 
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Slc38a4 solute carrier family 38, member 4 1.21 

Srp54c signal recognition particle 54C 1.20 

Cytl1 cytokine-like 1 1.20 

Lmcd1 LIM and cysteine-rich domains 1 1.20 

Tnnt2 troponin T2, cardiac 1.20 

Spry4 sprouty homolog 4 (Drosophila) 1.19 

Cyp1a1 cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 1.19 

Snord82 small nucleolar RNA, C/D box 82 1.19 

Tipin timeless interacting protein 1.19 

Sumo3 small ubiquitin-like modifier 3 1.18 

Prdm5 PR domain containing 5 1.16 

Atp6v0a4 ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit A4 1.16 

Neat1 nuclear paraspeckle assembly transcript 1 (non-protein coding) 1.16 

Mir27a microRNA 27a 1.16 

Upk1a uroplakin 1A 1.15 

Snhg3 small nucleolar RNA host gene 3 1.15 

Arxes2 adipocyte-related X-chromosome expressed sequence 2 1.15 

Fgf7 fibroblast growth factor 7 1.15 

Kyat3 kynurenine aminotransferase 3 1.14 

Cxcl14 chemokine (C-X-C motif) ligand 14 1.14 

Rad18 RAD18 E3 ubiquitin protein ligase 1.14 

Cd46 CD46 antigen, complement regulatory protein 1.13 

Tas2r126 taste receptor, type 2, member 126 1.13 

Slc43a1 solute carrier family 43, member 1 1.13 
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Myrip myosin VIIA and Rab interacting protein 1.13 

Btg2 B cell translocation gene 2, anti-proliferative 1.13 

Cfd complement factor D (adipsin) 1.12 

Tmod1 tropomodulin 1 1.11 

Ppp2r3a protein phosphatase 2, regulatory subunit B'', alpha 1.11 

Gria3 glutamate receptor, ionotropic, AMPA3 (alpha 3) 1.11 

Amy1 amylase 1, salivary 1.11 

Lamc3 laminin gamma 3 1.10 

Sik1 salt inducible kinase 1 1.10 

Mir103-2 microRNA 103-2 1.09 

Pde9a phosphodiesterase 9A 1.09 

C1qtnf7 C1q and tumor necrosis factor related protein 7 1.08 

Npr3 natriuretic peptide receptor 3 1.08 

Ppp1r2 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 2 1.07 

Acss3 acyl-CoA synthetase short-chain family member 3 1.07 

Mchr1 melanin-concentrating hormone receptor 1 1.07 

Cnih2 cornichon family AMPA receptor auxiliary protein 2 1.06 

Pln phospholamban 1.06 

Nqo1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 1.06 

Upk1b uroplakin 1B 1.06 

Dusp1 dual specificity phosphatase 1 1.06 

Hsd11b1 hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1 1.06 

Srp54a signal recognition particle 54A 1.06 

Srp54b signal recognition particle 54B 1.06 
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Srp54c signal recognition particle 54C 1.06 

Abcg2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 1.05 

Mir3066 microRNA 3066 1.05 

Fos FBJ osteosarcoma oncogene 1.05 

Srp54a signal recognition particle 54A 1.04 

Srp54b signal recognition particle 54B 1.04 

Srp54c signal recognition particle 54C 1.04 

Fap fibroblast activation protein 1.04 

Akap7 A kinase (PRKA) anchor protein 7 1.04 

Eppin epididymal peptidase inhibitor 1.03 

Glb1l3 galactosidase, beta 1 like 3 1.03 

Agtr1a angiotensin II receptor, type 1a 1.03 

Ttc6 tetratricopeptide repeat domain 6 1.03 

Il1r2 interleukin 1 receptor, type II 1.03 

Inca1 inhibitor of CDK, cyclin A1 interacting protein 1 1.03 

Lrtm2 leucine-rich repeats and transmembrane domains 2 1.02 

Arrdc2 arrestin domain containing 2 1.02 

Akap5 A kinase (PRKA) anchor protein 5 1.02 

Aff3 AF4/FMR2 family, member 3 1.02 

Ccdc152 coiled-coil domain containing 152 1.01 

Nr4a2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 1.01 

Slf1 SMC5-SMC6 complex localization factor 1 1.01 

Dbt dihydrolipoamide branched chain transacylase E2 1.01 

Cnep1r1 CTD nuclear envelope phosphatase 1 regulatory subunit 1 1.00 
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Gdpd2 glycerophosphodiester phosphodiesterase domain containing 2 1.00 

Usp54 ubiquitin specific peptidase 54 1.00 

Aplnr apelin receptor 1.00 

      

      

Saa3 serum amyloid A 3 -4.35 

Tnpo3 transportin 3 -4.01 

Rnase2a ribonuclease, RNase A family, 2A (liver, eosinophil-derived neurotoxin) -3.84 

Mmp12 matrix metallopeptidase 12 -3.72 

Itgax integrin alpha X -2.95 

Mid1 midline 1 -2.87 

Ly6i lymphocyte antigen 6 complex, locus I -2.72 

Awat1 acyl-CoA wax alcohol acyltransferase 1 -2.71 

Zmpste24 zinc metallopeptidase, STE24 -2.65 

Fancd2os Fancd2 opposite strand -2.62 

Ccl3 chemokine (C-C motif) ligand 3 -2.62 

Fancd2os Fancd2 opposite strand -2.58 

Itih4 inter alpha-trypsin inhibitor, heavy chain 4 -2.48 

Slc26a4 solute carrier family 26, member 4 -2.42 

Ms4a7 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7 -2.42 

H2-M2 histocompatibility 2, M region locus 2 -2.39 

Olr1 oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1 -2.30 

H2-Ab1 histocompatibility 2, class II antigen A, beta 1 -2.29 

Ccl9 chemokine (C-C motif) ligand 9 -2.29 
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Olfr111 olfactory receptor 111 -2.28 

Lgals1 lectin, galactose binding, soluble 1 -2.27 

Oas2 2'-5' oligoadenylate synthetase 2 -2.25 

Clec4n C-type lectin domain family 4, member n -2.23 

Il1a interleukin 1 alpha -2.21 

Serpina3f serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3F -2.18 

Serpina3g serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3G -2.18 

Marco macrophage receptor with collagenous structure -2.16 

Gpnmb glycoprotein (transmembrane) nmb -2.16 

Slamf7 SLAM family member 7 -2.16 

Ctsk cathepsin K -2.15 

Mir147 microRNA 147 -2.09 

Top2a topoisomerase (DNA) II alpha -2.04 

Fgg fibrinogen gamma chain -2.02 

Mmp19 matrix metallopeptidase 19 -2.01 

Ccl6 chemokine (C-C motif) ligand 6 -1.97 

Arg1 arginase, liver -1.97 

Orm2 orosomucoid 2 -1.95 

Erdr1 erythroid differentiation regulator 1 -1.95 

Mki67 antigen identified by monoclonal antibody Ki 67 -1.95 

Bcl2a1a B cell leukemia/lymphoma 2 related protein A1a -1.95 

Bcl2a1b B cell leukemia/lymphoma 2 related protein A1b -1.95 

Bcl2a1d B cell leukemia/lymphoma 2 related protein A1d -1.95 

Ch25h cholesterol 25-hydroxylase -1.92 
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Ccl22 chemokine (C-C motif) ligand 22 -1.92 

Pigr polymeric immunoglobulin receptor -1.91 

Bcl2a1a B cell leukemia/lymphoma 2 related protein A1a -1.90 

Bcl2a1b B cell leukemia/lymphoma 2 related protein A1b -1.90 

Cd72 CD72 antigen -1.89 

Hexa hexosaminidase A -1.89 

Ccr5 chemokine (C-C motif) receptor 5 -1.88 

Ect2 ect2 oncogene -1.86 

Ccl17 chemokine (C-C motif) ligand 17 -1.85 

Hist1h2ab histone cluster 1, H2ab -1.85 

Scn3b sodium channel, voltage-gated, type III, beta -1.82 

Slc6a20a solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 20A -1.82 

Pisd-ps3 phosphatidylserine decarboxylase, pseudogene 3 -1.82 

Ccl5 chemokine (C-C motif) ligand 5 -1.79 

Cfb complement factor B -1.79 

H2-Eb1 histocompatibility 2, class II antigen E beta -1.79 

Cd74 

CD74 antigen (invariant polypeptide of major histocompatibility complex, 

class II antigen-associated) -1.79 

Mir5107 microRNA 5107 -1.79 

Nlrp1c-ps NLR family, pyrin domain containing 1C, pseudogene -1.79 

Cybb cytochrome b-245, beta polypeptide -1.79 

Il2rg interleukin 2 receptor, gamma chain -1.77 

Orm1 orosomucoid 1 -1.77 

Ccl12 chemokine (C-C motif) ligand 12 -1.77 
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Erdr1 erythroid differentiation regulator 1 -1.76 

Ccl21a chemokine (C-C motif) ligand 21A (serine) -1.75 

Ccl21b chemokine (C-C motif) ligand 21B (leucine) -1.75 

Ccl21c chemokine (C-C motif) ligand 21C (leucine) -1.75 

Atp6v0d2 ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit D2 -1.74 

Spp1 secreted phosphoprotein 1 -1.74 

Csf2rb2 

colony stimulating factor 2 receptor, beta 2, low-affinity (granulocyte-

macrophage) -1.73 

Rnase2b ribonuclease, RNase A family, 2B (liver, eosinophil-derived neurotoxin) -1.72 

Thy1 thymus cell antigen 1, theta -1.72 

Timp1 tissue inhibitor of metalloproteinase 1 -1.71 

Itgb2 integrin beta 2 -1.70 

Il33 interleukin 33 -1.70 

Lrp2 low density lipoprotein receptor-related protein 2 -1.68 

Ccl21a chemokine (C-C motif) ligand 21A (serine) -1.68 

Il1rn interleukin 1 receptor antagonist -1.68 

Ctsd cathepsin D -1.68 

Mcoln3 mucolipin 3 -1.66 

Mmp13 matrix metallopeptidase 13 -1.66 

Cxcr1 chemokine (C-X-C motif) receptor 1 -1.66 

H2-DMb2 histocompatibility 2, class II, locus Mb2 -1.65 

Ulbp1 UL16 binding protein 1 -1.65 

Tmem252 transmembrane protein 252 -1.65 

Adgre1 adhesion G protein-coupled receptor E1 -1.65 
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Cd200r1 CD200 receptor 1 -1.64 

Col3a1 collagen, type III, alpha 1 -1.64 

Tfec transcription factor EC -1.64 

Lrp12 low density lipoprotein-related protein 12 -1.63 

Cdk19 cyclin-dependent kinase 19 -1.63 

F7 coagulation factor VII -1.63 

Trav14d-3-

dv8 T cell receptor alpha variable 14D-3-DV8 -1.63 

Trav6d-6 T cell receptor alpha variable 6D-6 -1.63 

Trav7-4 T cell receptor alpha variable 7-4 -1.63 

Trav9d-3 T cell receptor alpha variable 9D-3 -1.63 

Trav9d-4 T cell receptor alpha variable 9D-4 -1.63 

Saa4 serum amyloid A 4 -1.63 

Serpinb1a serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 1a -1.62 

P2ry6 pyrimidinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 6 -1.60 

Trem2 triggering receptor expressed on myeloid cells 2 -1.59 

Ctss cathepsin S -1.59 

Hc hemolytic complement -1.58 

Cd68 CD68 antigen -1.58 

Mir28c microRNA 28c -1.57 

Fn1 fibronectin 1 -1.57 

Slc7a11 

solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 

11 -1.56 

Mrc1 mannose receptor, C type 1 -1.54 
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Col1a1 collagen, type I, alpha 1 -1.54 

Ly75 lymphocyte antigen 75 -1.53 

Steap4 STEAP family member 4 -1.53 

Kcnn3 

potassium intermediate/small conductance calcium-activated channel, 

subfamily N, member 3 -1.53 

Anpep alanyl (membrane) aminopeptidase -1.52 

Rasgrp3 RAS, guanyl releasing protein 3 -1.52 

Adgre4 adhesion G protein-coupled receptor E4 -1.51 

Ms4a14 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 14 -1.50 

Cxcl9 chemokine (C-X-C motif) ligand 9 -1.50 

Klk13 kallikrein related-peptidase 13 -1.49 

Slc5a1 solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 1 -1.49 

Ndc80 NDC80 kinetochore complex component -1.49 

Psap prosaposin -1.48 

Acp5 acid phosphatase 5, tartrate resistant -1.48 

C3ar1 complement component 3a receptor 1 -1.48 

Tmem173 transmembrane protein 173 -1.48 

Cd200r4 CD200 receptor 4 -1.47 

Hist1h2af histone cluster 1, H2af -1.47 

Cyth4 cytohesin 4 -1.47 

Ms4a6d membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6D -1.47 

Ifi203 interferon activated gene 203 -1.47 

Gbp8 guanylate-binding protein 8 -1.46 

Myo1g myosin IG -1.46 
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Tff2 trefoil factor 2 (spasmolytic protein 1) -1.45 

Prc1 protein regulator of cytokinesis 1 -1.45 

Vnn1 vanin 1 -1.45 

Lgi2 leucine-rich repeat LGI family, member 2 -1.45 

Vwf Von Willebrand factor -1.45 

Igf1 insulin-like growth factor 1 -1.45 

H2-Aa histocompatibility 2, class II antigen A, alpha -1.45 

Tmem106a transmembrane protein 106A -1.44 

Tm4sf19 transmembrane 4 L six family member 19 -1.44 

Cd3e CD3 antigen, epsilon polypeptide -1.44 

Col6a3 collagen, type VI, alpha 3 -1.43 

C4b complement component 4B (Chido blood group) -1.43 

Pld3 phospholipase D family, member 3 -1.42 

Clec7a C-type lectin domain family 7, member a -1.42 

Chil1 chitinase-like 1 -1.41 

 

TABLA 5: miRNAs diferencialmente expresados en el pulmón de ratones viejos deficientes de 

Zmpste24 21días posteriores al daño con bleomicina, comparados contra su respectivo WT. 

SYMBOL GENENAME logFC 

Mir145a microRNA 145a 1.5 

Mir126a microRNA 126a 1.24 

Mir701 microRNA 701 1.21 

Mir3061 microRNA 3061 1.2 



123 
 

Mir27a microRNA 27a 1.15 

Mir103-2 microRNA 103-2 1.09 

Mir3066 microRNA 3066 1.04 

Mir5119 microRNA 5119 0.98 

Mir452 microRNA 452 0.96 

Mir10a microRNA 10a 0.95 

Mir491 microRNA 491 0.88 

Mir23a microRNA 23a 0.87 

Mir30c-2 microRNA 30c-2 0.87 

Mir29a microRNA29a 0.82 

Mir703 microRNA 703 0.82 

Mir1946b microRNA 1946b 0.79 

Mir1192 microRNA 1192 0.74 

Mir24-2 microRNA 24-2 0.65 

Mir101a microRNA 101a 0.64 

Mir694 microRNA 694 0.63 

Mir677 microRNA 677 0.59 

Mir677 microRNA 677 0.59 

Mir1938 microRNA 1938 0.58 

   

   
Mir147 microRNA 147 -2.09 

Mir5107 microRNA 5107 -1.78 

Mir28c microRNA 28c -1.57 

Mir511 microRNA 511 -1.07 



124 
 

Mir704 microRNA 704 -0.95 

Mir1907 microRNA 1907 -0.74 

Mir331 microRNA 331 -0.7 

Mir678 microRNA 678 -0.67 

Mir342 microRNA 342 -0.64 

Mir702 microRNA 702 -0.62 

Mir8104 microRNA 8104 -0.62 

Mir344d-1 microRNA 344d-1 -0.6 

Mir5134 microRNA 5134 -0.56 

Mir3076 microRNA 3076 -0.55 

Mir1912 microRNA 1912 -0.53 

Mir5103 microRNA 5103 -0.53 

Mir31 microRNA 31 -0.52 

Mir5046 microRNA 5046 -0.52 

Mir692-2 microRNA 692-2 -0.51 

Mir692-3 microRNA 692-3 -0.51 

 

 

Tabla 6: Genes diferencialmente expresados que tienen en común los pulmones de ratones con 

envejecimiento normal y acelerado. 

SYMBOL GENENAME 

Rgs5 regulator of G-protein signaling 5 

Mir664 microRNA 664 
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Snora36b small nucleolar RNA, H/ACA box 36B 

Nrcam neuronal cell adhesion molecule 

Fgfr4 fibroblast growth factor receptor 4 

Il7r interleukin 7 receptor 

A530032D15Rik RIKEN cDNA A530032D15Rik gene 

C130026I21Rik RIKEN cDNA C130026I21 gene 

Gm35498 predicted gene, 35498 

LOC100041057 sp110 nuclear body protein-like 

LOC101055672 nuclear body protein SP140-like 

Sp140 Sp140 nuclear body protein 

Car3 carbonic anhydrase 3 

Sprr1a small proline-rich protein 1A 

Cxcl13 chemokine (C-X-C motif) ligand 13 

Prdm8 PR domain containing 8 

Spp1 secreted phosphoprotein 1 

Cxcl10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 

Igk immunoglobulin kappa chain complex 

Slc7a10 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 10 
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ABSTRACT 

Idiopathic pulmonal)' f ibrosis is a devas tat ing aging-associated disease of unknown etio logy. Despite that aging 
is a major ris k factor, the mechanisms linking aging w ith th is d isease are uneertain, and experimental models to 
explore them in lung fibros is a re seanty. We exam ined the fibrotic respo nse to bleomycin-indueed lung injury in 
Zmpste 24-defídent m ice, which e)(h ibit nuclea r lamina defeets developing a eeelerated aging. We found that 
young WT and Zmpste24(-/ -} m iee developed a s imilar f ibrotic res ponse to ble omyd n . Unexpeetedly, while o ld 
WT mice deve loped severe lung fibrosi s, a eeele rated aged ZmpsteZ4-/ - mice were protected showing seant lu ng 
damage. To investigate possible mecha nis ms asso d ated with this res istanee to fibrosis, we eompared the 
tra nscriptome s ignature of the lungs a n d found that Zmpste24(-/ -) mice s howed down regulation of several eore 
and assoeiated matrisome genes eompared with WT miee. Interes tingly, some microRNAs that target 
extraeellular mat rix m o lecule.s su ch a s m iR23a, miR27a, miR29a, m iR29b-l, miR145a, and miR491 were 
dysregulated resul t ing in downregulation of p rofibrotic pathways s ueh as TGF-¡l/ SMAD3/N F-KB and Wnt3a/ p­
eatenin signaling axis . These resu lts indi cate that the absen ee of Zmpste24 in aging m ice resuJts in impa ired 
lung fibrotie response after injul)', which is li kely assoeiated t o the dysregu la t ion of fibros is-related miRNAs. 

IXTRODUCTIO~-

I<liopathir.: l'UhUUlliUy fitJlusis OPF) is a l'lU!?u:ssi\\;: aud 
lctha l hUlg: discasc of wumown ctiolog:y ruld lim.ited 
th~ra~ulic oplions [1 -3]. Althou,!Zh the patllo,!Z~nic 

1llechani~1ll ~ are lllleerrain. mnsl e\'icience inciic:ues fhM 
IPF results from Ihe hyperaclh·ation of Ihe respiraloly 
epilhelium. which secrCle:s a varie:ty of mediators Ihal 
induce fhc mignllion. pl"OlifcffLlion. ruId flclivalion of 
fibl"Oblasf ~ wilh fhe sllbseqllent deSlnletion of lhe hmg 
parenchyma [2-4. 5]. TIle median age at diagnosis is - 65 
years. and Ihe incidel1ce increases markedly wilh a)le. 
sllpporting ,he nolion tha! aging is a dáving: fon:e: fOl' the 
d~v~lopm~1l1 of the disease [1-.>]. 
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Aging is characlerized by exhauslion of STem cell 
n:st:n uU,;. alh::ratiolls U1 IJlutt:uslasis. ulf.:n::ast:d ar.:r,;IIlIlU­
lation of dflluaged DNA. tclOlllCl"C shortcnulg and mito­
chondl-ial dysnlllction [6]. Excessiv~ dys nlllclion of 
mnSI nf rhese ag i llg-a .~~ocialect 1llecJl:lllisms has heen 
identified UI IPF [6. 7]. 

H owcvcl". most biolllcdical l"Cscarch l"cgarding thc 
pathof!~n~sis o f IPF has be~n p~l"fonn~d in mice 6 -8 
w eeks old and smdie .. on namrally a ged. wild-type miee 
are scanty [8]. TIle malll problem lies in The significant 
pracTical difficulTies associaled with Ihe genenHion of 
a,!!-ed nllce. including time and co~t . TIle: fe", ~mdie~ 

;Jssessing ~xperi.mental mooels UI older nllce h • .'we 
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1<::\ <::a l<::d lhal <l,!!:ill,!!: illr.:l<::aS<::S lll<! [¡urulir.: hUI,!!: I<::SpoIlS<:: 
to bleomycin-illsti lla tioll or herpes Yims damage [9. 10 J. 
HoU'e\·er. in imolher sfurly . il WilS fonnrl Ilml Ihe 
SCycrity of fibrosis was nOI diffcrcnt bctwccn young and 
old miee althougll aged nllce demollstrated an impaired 
capacity to resoke fibrosis [11 ]. 

TIII':I<:: is )iJU\\ ill~ i.lllt:l<::sl lu id<::ulif y t:.\.p<::IUII<::III<l1 Illoods 
of accelerated aging. hl this context. the sellescence­
accelerated mouse (SAM). or the genetically modified 
telomerase deficiellt nllce ha,·e be.!n used lo study Ihe 
effeer of agillg 011 Ihe deyelopmem of pulmonaty fibrosis 
r12-131. 

Recently. it was ShOWll Ihat Zmpsre24 deficienl nllce 
displayed accelerated agmg. Zmpste24 IS a ZIllC 
metalloproteinase responsible for Ihe final c1ea\·age step 
of nuclear enyelop prelallli.n A. a critical step in its 
llI<lIII1·<l lioll pror.:<::ss. Ar.:r.:lllllulatioll uf illlluallll·<:: lallilll A 
is higllly toxic to the cell atld produce DNA damage. 
chromatin remorleling imrl early senescen ce [14]. 

Zmpste24-deficiem miee appeat· healrhy 1I1l1i1 - 4 weeks. 
atld are indistingl.lishable from Iheir helerozygolls or 
wildtype littenllales. Afier eighl weeks of age. homo­
LY,!!:OIlS lIullllllr.:<:: pru)iJ<::sú \ d y sliow a prt:lllallll·t: aglll,!!: 
phenorype inc11.1dillg seyere grO\n h relardation. bair 
loss. oSleoporosis. rlilalerl e il rrlimnyopMhy. Ilmscnbr 
dystrophy. lipodystrophy. and Iheir lifespan is sh0l1ened 
to 4-6 months [14. 1.'5}. 

To clarify Ihe role of aging in Ihe de\·elopnlt"1lI of lung 
fi bfO!ois alld 1IIlye il ing w helhel· Zmpsre24 defieient Illlce 
could be mI appropriate agin g-Illodel for this purpose. 
we exalllined their fibrolic response 10 bleomycill­
induced hmg d.'\mage. 

Unexpecledly. we t(>lllld that o ld but not yOlUlg 
ZmpNe24 deflcienl nllee ~eetll to be prolecled to rhe 
dcyclopmclll of blcomyclll-induccd lung fibrosis 
find.ing rhat was re la led to an upregularion of rhe 
m.icroRNAs nllR23a. miR27a. llllR29a. and IlnR145a . 
TIlese findings suggesl rha t acceleraled aging indue ed 
uy 1111: aVs<::lIr.:<:: o f ZlIIps fel4. rt:sult III all<!l.lUah:u [¡vI·o lil; 
response and Ihe o \·erexpression of nn.K..I\IAs thal targel 
exfrnce l111b r nmmx relilTerlmRNAs. 

RESULTS 

BllS(>liu(> Il1ug tl"llu sc l"ip lo lD (> iu ph~·s i o !ogicn ! llud 
aCCl'!l' l"a{l'd nglllg 

In order to know if rhere are differen{'e ~ in gene 
e:xprcssion berw ee:n rhe: physiological and aecc:lerared 
aging process induced by Zmpste24 deficiency. we per-
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fOllll.:d <l glolml ,!!:<::ll <:: <::xpl<::ssioll itl l<l lysis ill llIll,!!:S L:OIII 
yOUllg (4 weeks) and old (82 weeks) \VI. mld yOtlllg (4 
weeks) illld oJrl ( 1 Ó weeh) 7 mpM(' } 4 rleficienl miee 
[14J. A s shown in thc volcano plots . 576 gcncs were 
differemially expressed in old \VI compared wilh their 
young cowllerpart (Figme l A). The lop 50 upregulated 
and downregulated genes are presented m Sup­
plt: III<::1I1ary Tault: 1. Tli<:: lii~I<::S I 0 \ t:1·-<::xprt:ss.:d gt:1l<:: ill 
o ld W T lungs compared with yOtlllg ones was the eore 
M atrisome seereted phosphoprolein- I (SppI also known 
as osteopontin). Tenascin e and tnmsfor-miug growlh 
fac lor bela-indueed (Tgf-Pt) genes also belonging ro Ihe 
core Matrisome were hi!Zhly up-re!Zulated. In addit ion. 
~e\·eral Illatrix metalloproteinases considered as 
Mamsome-associated ge:nes sueh as !olmp8, .'<-fmpIl, 
111mp1 3. and llmpl were also upregu-Iated. SOllle of 
Ihese fmdlllgs \\"ere \"alidated by qPCR as shown in 
Figure lB. 

Gene ontology (GO) functional ennchmem analysis 
anrl KF.GG pilThw ays \,·el·e llserl for fllne lionill ilImlysis 
o f Ihc differcntia lly exprcsscd gcncs in old aud young 
\VT nllce. As shown in Figure IC alld D. se\"eral 
pathways were altered in old nnce including inflam ­
malory response. pos itive regulation of cell pro­
lift:ra lioll ami lIIi,!!:l"il lioll ami <:: :'\.ll"il r.:dlula¡· lImllix 
organizalion. 

The eOlllpmison of hmgs Íl:om yOlUIg and old Zmpstc24 
deficielll nllee reYealed 224 differemially expressed 
genes (Figure 2A). TIle 10p 50 upregulated and dO\\11-
regtllared getles are shown iu Supplelllentary Table 2. 
Seve:ral genes lllyolved in Ihe imnnule and inflam­
matOly response. such as ehemokines. chemokine 
reeeplors. and T -eell receptors were upregulated. As in 
\VT old hUlgs. Sppl was increased. Among Ihe 
UU\\'lIl<::¡.:ul<ll t:d ,!!:<::l1t:s. \\ <:: fOlUld s<:: \ <::l<l l 0.:01<:: I\{<l lrisolll<:: 
genes such as elastin (E ln), and eollagell rype 3 alpha- I 
(CoBal). TIlese fllld lllg~ were eOllfimlt"d by qPC"R 
(Figurc lB). Flulcrional l1ualysis by GO ruld KEGG 
revealed parhw ays related 10 exu-aeellular matrix 
orgrunzation. cell senescence. immune response. as well 
as se\·eral nega!i.\·e regulation palhw ays such as 
<::pi llidi" anu <::lIdolhdial o.:dl plUlif<::ral ioll (Fi,!!:lIl<:: le 
atld 2U). 

TIlen. whcn wc eomparcd dysrcgulalcd gcncs III na1llrn l 
aging (old ver sus yOlmg WT) wilh aecelerated ag i.ng 
(old \·ersus youn g Zmpsre24-defie ient) we found 19 
o\·erlappiug geues ben,·een OOlh grOllpS. (Sllppleult"n­
liUy Figure: lA alld Supplemelllaly Tabk J). Ge:lle 
Olllology atlalyses re \·ealed a ltered pathways related ro 
1Il11111ltle response. ae ti\·ation of signaling prOlelll 
aCliyity involved in lltlfolded protein response among 
orhers. (Supplementary Figme lB atld l e ). 
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Fi.e:ure l . Oifferent ially expressed genes and pathw ays in lungs from old compared to voung C57/ BL6 wild -type m iel'. (A) 
Volcano plol of Ihe global ge ne expression profiling in lungs fmm old wild type versus youog WT miee. Each poio! represents Ihe difference 
in expression (Iog fold-change) between Ihe two groups of miel' plotted aga inst Ihe level of stat istical signiflcance. Right blue dots 
represen! overexpressed genes, while Ihe left blue daIs represen! downregula ted genes al a significant leve l of • p< 0.05 and •• p< 0.01. 
Sorne Co,e or associated genes lo Ihe Malri50me are plotted in red. (8) lhe expression of Ihese genes was evaluated by quantitative RT­
PCR. Bars represen! fold-change of o ld miee over yo ung ones (dotted line). (e a nd D) Gene ontology (e) and KEGG (D) functional analys is of 
dysregula ted genes in o ld WT mice compared to young littermates. The most significant 20 terms are snown in this figure. Thresho ld 
criteria conside red for the analysis are lag Fold change > 1 or <-1 and p-value < 0.05. KEGG : Kyoto Encydopedia of Genes a nd Genomes. 

A ging inf l"f' ltst>s lung folllt gt>n fOIll t>1lI in " 'T and 
7.mpsIP24.J· mino an d localizl's sUl"l"oullding airwa~·s 

To ~"aluate the efT~ct of both physiological and 
accelerated aging pfocess imo lung collagen con­
ce:nu·ation. we: me:asured hydroxypl"Oline: content in the 
li.!fhl IUll.!fS fiuIII \VT <tIlU ZmjJsfe14 d<::fio.:i<::lll lIIio.:<:: . It is 
imponant 10 emphas ize that dIere were no differenees in 
tOlal weight ( 13 .3 ± 3. 5 g \·s 12 .5 ± 3.4 g) or lung 
weight (55 ± 1.5 lllg \"S 6 . 1 ± 1.5mg) between yOlUIg 
\VI and young Zmpsre14 defieient lUiee. By contras!. a 
significant decrease of body and IUllg weight was 
obser\"ed in old ZJ/lpsle14 defieient !luce compared 
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with the \VI nuce: (body: 14.3 ± 2 g \"S 3 1.5 ± 1.8 g: 
hUlg: 8.1 ± 1.6 lllg vs 14.1 ± 3.6 mg. p ::; 0.0 5). F or tlus 
reason. hydl"Oxyprol ine was expressed as ~lg per m g of 
the dried lung. 

A s illustrated in Figme: J A. lungs ÍI:om old Zmp sre24 
d<::fio.:i<::u l <tml \VT llUo.:<:: shu \\ <::d a s i¡olifio.:<tIl l ll lo.:J"<::as <:: III 
hydroxyprolille eontent when eOlllpared to their 
respeclh·e yOlUlg litlennales (old Zmp sre24 deficient 
mice: 6.9 ± 1.5 f.lglmg \"S young 4 .2 ± 0. 5 ~lgllllg . aud 
old \VI: 6.4 ± 0. 6 ~l glmg \·s yOlUlg 4 .5 ± 0.5 ~l glmg. 

respecti\·ely: p ~ 0.05). blteresllllgly. 1ll00phologieal 
analysis using Masson·s lrichrome stainlllg showed tha! 
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collaf!~n fib~rs acculllularion occlUTed maully 
SlllTOIUlding th~ auways (Figure 3B) . 

YOUllg 'VT alld Zmps tt'"24 dt'"fidt'"llt miet'" dt'"yt'" lop 
~imilal" fib"orie ,·t'" sp o u st'" a ftt'"1" blt'"om~'d ll illjU)~' 

To cxplorc thc cffcer of IWI)/. dama)/.e in youn)l:. 'VI a.lld 
ZlIIp~re14 deficicnt Il11CC. \Ve adlllini~tcrcd thcm 
uruphm·YlIg.:al bl':Ulllyo.:ill. alld auüu<1ls \\ ':1': sa<':)·ifio.:.:d 
21 iliIys aH.:)' illjUl·y . As illulSl l<th::d Ul FigUl'': 4A. bulh. 
'VI and Zmpsre14 deficielll mice displayed similar 
fibroric 1ll0lpbological lesions and collagen deposirion 
rbar was confinued by Ihe fibro lic score (Figure 4B). 
OH-prolule analys is conflllued this obs el .... ation sbow-
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ing an increase of hmg collagen content aft~r bleomyci..tl 
withom significllnt diffcrcnccs bctwccn \Vf Illld 
Zmp sre14 deficienr nucc (6 .1 .1. 0.6 flg/mg. and 6 .3 1. 1.3 
flg/mg. respcctiydy) (rigure 4C). 

A j:;ill¡t ¡u'otl'eh ZlIlp~Tl'24 dt'"fidl'lll miel' fl 'om 
blt'uW~ l· ill-ill¡Jun·¡J lJUIIIIUll:ln fib¡'u sh 

TIlere is some eyidence suggeslulg lhar old !luce sho\\" a 
llIun: S<:: \ ':l': hlllg n:llIuddul.!f a H':I' iUjUl'y o.: ulllpar.:d 
Wilh yOlUlg Olles [9.10]. In (his context. we evaluared 
rhe fibroric response afier 21 days of bleomyci..tl 
adminisrrarion in old W T nuce ( 82 weeks) aud 
acceleraled agi..tlg Zmp sle24 deficient nllce (16 weeks) . 

Comb ... dScCfIl 

Si~nifi<anu of Icrm 

Figur e 2. Diffe rent ially expr essed genes and pathway s in lungs f rom old l:ompared t o young Zmpste24 deficient m il:e. (A) 
Vul"""u plul u f Ih" Klu lm l K""" "xpr"~~iu,, pr ufili " lI i" lurrK~ fru", uloJ 1"'1'"'1,,14 oJdlLi",,1 ",iu: vs yuu"K IiU""""I"s. E"Lh ¡.oui"l 
rcprc,cnh Ihc differcnce in c)(prc" ion (Iog fold -chongc) bctwccn Ihe Iwo group' of rnicc plo tted ognin' l Ihc Icvcl of , loli, licol 
significance. Righl blue dol s re pre<enl OVere)(pressed genes; left b lue dols represenl downregulaled genes al a s ign ificanl leve l of p" 
0 .05. Sorne Core Mal ri~orne genes are plotted in red. (8 ) The e)(pres~ion of Ihese genes was evalualed by quanl ilalive RT-PCR. Dala are 
~hnwn ".~ fo lri~h"ng,. v" lu,.,; " .< c.nrnp"r .. ri with ynung -1- (rlntl .. rilin ... ~) . (e "nri O) G .. n .. nntnlngy (e) "nri KFG(¡ (O) f1Jnrtion,,1 "",,Iy.~i, nf 
dy.">regulated gelles io o ld LmpsleL4 defieie llt mi!:e wrnpared to youllg littermates. Ihe rnost signifil:a llt LU terms are showll in this 
figu re . Threshold eriteria collside red forthe analys is are log Fold eha nge > 1 or <-1 alld p-va lue < 0.05. 
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Fi¡:ure 3 . A,¡¡ in ¡: ¡"creases lune (ol lil l:eo cont ent in WT a"d Zm pste2ifl - mke . (A ) OH-Pro llne 
cont .. " t . Data re p r"", .. nt m .. a n ± SO (n=4); ' p< 0 .05. (8 ) Repr .. sentat iv .. morpholo¡:ical imaee < o t two 
WT and two Zmpste24 de fkie nt m ice st aioed w it h Masson's t rieh . ome . Seal .. ba r, 100 1JfTI. 

Morphological analysis by Massou's trichrome sta illillg 
of o ld \VT nuce showed sen'ce hUI!:" dama ge and 
colla,lZcn fibe r depos itioll while hUl.2S frOlll o ld Zmpsle24 
rleficienr m ice showerl sc;mr IDlmage (FigllTe 'l A). 
SUppoiti.ng these data. the tibrotic scor e w a s. s igllificamly 
low .. r in ZIIIplTe24 defi c ielll !luce compa.rcd wilh \VI 
m ice ( -1- 1.J ± O.fi n~nm~ \YT: 2. '5 ± 0 .-' P 5. 0.0 '5) (Figu re 
5B ) . QurUltification 0 1 hy droxyprolille com en! reyealed 
Ihe expected si.IUlÍficant inc l"e ase afiel" bleolllyc in in old 
\VT m ice (IU, ± 0 _ 'i Jlg/m g n saline: fi .4 ± O_ fi JIg/m g, p :s 
0.05). In sh arp contras to lungs from Zmpsw24 ddicient 
nuce showed no lllc l-ease in h)"d.roxypmlin e content 
afier h leomy cin inj lllY ( fi _ 'i ± 13 11g/m g YS fi _9 ± 
1.5 ~lgllllg) (Figure 5C). Taki.ng together. these results 
~uggest tha t bo th agin g and the ab sellce o f Zmpsle24 
pt·o tec t nu ce fOl· de,:eloping pulmomuy iibro~i .. _ 

In onl<::.- lo ill\ <:s lig:<II<:: vus~ ibl<:: lll<::dtal.tiSlll~ Ilta l llrny 
explain the re. istance o f the accelernted aged Zmpsw24 
dcficicnt micc to b lcomycin-in duccd hUlg flbrosis. w c 
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com pared the ltUlg Inlllscriptome signamre of the 
injlU"ed old Lmpsra.!4 d efieient nuce w¡rh rhose of o ld 
\VT nuce. \Vhole-transcripr a rray showed 1 165 
rlifferenria lly expresse rl R NAs (Figure 6)_ O nr resnlrs 
reyealed tha t se , -e ral associated-Matrisollle genes 
incllldlllg Afmpl 2, J¡fmp 13, J¡fmp19. and Timpl a~ well 
as rhe core l\/f:l Tl·ismne ' nllnf. 'nnfl. S1'1'I. :lnd F /l1 
w ere dow lU"egulared in rhe o ld Z mpsrc24 det icient nuce 
(Supp lem emaly Table 4). Lik ewise. ~Olne genes w irh 
p ut:lrin ' anrifibrotic effE'"C r ~ SllCh as N ADPH oxida .. e 4 _ 
tnlns fonning grow dl faclOr beta receptor Ill. and 
u <::cUlin \\ <::1<: uvn: ~UI<1 I <::J. 

USlllg kcy Pmhway Adyisor-C lariymc w c fOlUld six 
In msclipl iull f<lC IUl"S upn::~lIlah::d lllduJlll~ pah;:nrnlly <::."\.­
p ressed .> (Peg-J). the negariy e reg-lIla ror of rhe inflanUlla­
tory rc~ponse nuclcar receptor ~ubfmnily 4 .200Up A 
m ember 1 (NR4A I) RAR-related OIphan receptor C 
(R URe). Ktupple-like factOI· 15 (KLFI5) . hyp oxia-indu­
ciblc fac tor 3a. alld carly growth fllctor re sponsc 1 (Egrl) . 
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Figure 4 . You ng WT a nd Zm pste24 d eficie n t mice de velo p , im ilar fi b ro t ic response a ft e, b leomycin 
inju ry. (A) Represent llt ive M .. uon Trichrome st .. ;ning of lung .-ect ions from young s"line cont ro l WT (p .. nel .. J, IInd 
11 davs after bleomycin (panels b. ej. dnd ZmpsteZ4 deficient m ire salioe control (panel d) and al 11 d after 
hl .. om'(f'in (fl"n .. l~ ", fl. "" .. 1 .. hil', HKI pm. (8 ) Hhrn~i~ '<C.orf' fo. g,ading lung hi~tol'¡¡fhnlngjr-"I r h"ng .. s _ ('¡r"r>h_~ 

repr .. ~en l mean~ ± SO. IC) OH-Prolin .. con! .. n l in lune~ att<>r ~a lin .. o . 21 d ays 01 bl<>omycin injurv. ' p< O_OS; (0=6)_ 

GO hmctiomli ellrichment analysis and KEGG revealed 
several altered p athway:!> pI"imarily rclated 10 <In 
immnne/ infl:l1nnmlO1Y r!.'!':pon"e (F iglll'e nR ami C )_ 

Fib,'otic iujlll~- iudu ... t' \ tht' t'xprt'M.ion oC a n tifibr oti ... 
mi ... roR.c~As in lungs oC ¡¡ging Zmp s lt'24 dt'fi..-it'ul 
mi ... .... 

In rhe 810hlll RNA expression. 'we nOlicect 11mr 4 2 
microRNAs were ditlerenrillUy expressed. 22 upregu­
lalcd a ud 20 dowlI-rcgulalcd III Ihc hmgs from 
hleo1llycin injllrect Zmpsr(' } 4 deficiem mice C01llpllrect 
wirh Iheir \VI" counrerpan (Figm'e 7A. Supplemenrary 
Tablc S). SC\'cral of rhcsc miceoRNAs WCI'C of imcrcsr 
heC;l1L~e rheir larpels a re reJMect 'I.\·i rh rhe eXln!cell1l1ar 
matrix such as miRL?a. lIIiRJ 7a . miR J9a, miRJ9b- J, 
lIliR49J, and miRJ45a. wh..ich wcrc yalidalcd by q PCR . 

www.ilging-IJ".r om 

Th", .. ", ti"", nuR.NAs w ere ineeeased duri.llg Ihe tibrotie 
rc~ponsc in o ld ZmpsteJ4 dcficiclll m.icc (Figurc 7B). 
The Ihree memhers of Ihe 1IliR29 fa1llil y (miR29a . 
miR29b - l. an d miR19c) have been shown to targel 
mRNAs of cxtraccllular mauix protcins [16.1 7]. \Vc 
fOlllld a downe .. gularion of H'"\'e rn l nnR19 largers i.n 
lungs from o ld Zmpsrc24 deficient miee sueh as Collal , 
Ca/3ul , alld Tgfb-J. whieh wcrc cOHoboratcd by qPCR 
(Figttre 7C ). A .. melllioned_ IlnR1 7a was upeegulared in 
the lungs of old Zmpsfl'24 defieieut unee afiee bleo­
myciu injury. To iJlvc~tigatc thc tolc ofrhis microRNA. 
w e searched for ¡argels in ~l/lCO databas .... [1 8]. 
i\1alching ",ilh our results. we fOluld rwo genes. Sppl , 
aud ppar-y. TIlar was dow lUcgulated iu Ihe hmgs of old 
Zmprr,,24 d efici.enr mice compared w i.t h their \VT 
counrerpan afier bleomycin injUl)f. TIlese results \Vere 
\ aliJaI<:J b y qPCR (Figun: 7D) . 
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Figure 5. Aging pro tects Zmpste24 defk ie n t m ica from bleomyci n-ind uced pul mona ry f ibrosis. (A) 
Repr~en l a tive Ma •• on Trk nrome staining o f lung . ecl ians from old . .. Iine control WT (p"oel al, .. lid 21 d ay. afte r 
hl .. omydn (r>~n .. k h, r ). "nc17mfl.<tp)4 r1 .. tkipnt mie ....... Iin .. "nol m! (fl'l"", !t) ilml ". JI <1 "tt .. , hl .. nmydn ([>,.".>1< P, !l. v ."¡" 

bar, 100 11m. (S) Fibrosis soore fo. Rrddi nR lunR histopathological chanRes. Grilphs represem means ± SD. "p< 0.05. (e) OH­
Prolin.., conteot in luop " fte , ~"Iin" o. 21 d .. ys of bleornyc in injury . • p< 0.0:>; Old WT (0 - 3); Zmp~t,,24 defid ... nt mke (n- ú). 

miR145a thal was also o\'crexpressed in ¡he: lUll~S of 
Zmpslc:24 dc:ficicllt micc: targc:ts amoll~ olhcrs . ,;!'ll11pI 2 . 
Afmpl J and Tilllpl genes . As showll in rigurc: i E. Ihese 
genes had a 10wcI" cxprcssion in old bkomyci.1l injurcd 
Zmpsrc24 deficient atice as validnted by qPCR. 

DISCUSSIO?\ 

Agin~ I S not only a m UJo l· I"i sk factor fOI" thc 
deyelopment of IPF but .'11&0 wOl"&ens the fibrotic res­
ponse nnd outcome in hum .. '1n :Uld experimental fibrotic 
lun~ disenses [9. 10. 19]. ~.[oreover. it has been showll 
that old mice display imparred r esolution afier hUlg 
injuxy [11] . TIms, aged !luce may refle<:t more approp­
riately the physiopathological behavior of aging­
associated human pulmonary fibro s is. Howeyer. there 
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are considemblc practical difficuhies rdated to the 
generation of aged mice and most of the l"Csearch in this 
fidd has been pcrfonnc:d in nuce 6-8 wc:c:ks o ld . 

In tlus contcxt. sCllcsccncc-pronc nucc that cxlubit 
nccelerated a~in~. and ~enetical1y modified nuce thM 
resuh in age-related ItUl~ fibro sis haye been explored as 
models that may resemble what occurs in IPF and other 
human fibrotic hUlg disorders [2. 13.20]. 

In this smdy. \Ve used the Zmpste24 deficient nuce that 
display se,·eral teamres ol" premamre a~in~ l14J . \Ve 
s el ... ct ... d th ... tink'" poim 01" biologlcal ag'" in Ihe rnpid 
a~in~ model to compar ... ,"vith old \VT nllc ... . usin~ Ihe 
slron~ eúdence thal Lmpsle24 deficiem nllce had a 
remarkahly aging phenOlype since fhey are 12 \\"eek~ 
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old. induding shon lifespan (20 w et!ks o ld) [ 14 . 2 1-23]. 
Fo r Ihi.~ rea.~oll . we ~el<'"cled as youllg . mice of 4 w <'"eks 
age. and o ld. Ih ose of 13 w e<,"k5 a g<'" lo s lan observalions 
P 4]. O f nole, no hm¡¡: morpholo¡¡:;ical d ifferences were 
fOlULJ bdwt!t!lI \VI <tllll ZllIp sl t!24 ddi\:i t!ul uu\: t! by 
c .... m·t!n ti .... nal1igll1 1l1icm~c .... py (nm sh .... wn). Arlrli lional ­
Iy . w e analyzed whelher aging an~cled Ih ", lung lev els 
of Zmpslc24. \ Ve found tlllll Ihe enzyme inerease in old 
nuce. and IS m ainly localed U\ brollcltioalveolar 
ep iThelial cells (Snpplemenraly F igu re 2). 

\Ve fina eompared Ihe lranseriptolll'" s ignal1.u·", o f young 
and o ld \VI alld ymm¡¡: and old ZIIIpsre24 defi cielll 
mice . and a number of differences showed -up. 
Inten'~lingly for our shldy. in Ihe W T mice. aging was 
assoeiared wi lh Ihe upregulalion of severa l eXlraeellular 
m atrix proleins (core malrisome) and of m alr ix 
llld<tllopm lt!u"Ist!S (uilllrisou lt!-¡¡SSO": j¡I It!d gt!llt!S) [24]. 

" , . 
.. : • 

nle opposire , wirh Ihe exceplion .... f Sppl was ohselTerl 
in Ihe ZIIIpsre.l4 detieienl miee. I.Illerestingly. ah hou gh 
fibrillllr eoll llgen genes we¡·e nol up upregulllted. when 
\Ve exalltined lite IUllg hydroxyprolille cOlltelll we found 
a marked bUl s imilar inerease o f colla gen w ilh age 
~ugges ling Ihal il represenls an accullmlation of Ihe 
prole in wilh a gulg. T he fibri15 w ere loealized mainly 
adjacenl 10 Ihe airw ays, 

AITen varrl . w t! eWlhmrerllhe effee l .... f age on Ihe fihm ric 
response lo b leomyein eomparinp; Ih e exlenl of Ihe 
les ions and eollagen deposition Ul yOlUlg and o ld \VI 
YefMI~ yOUll¡¡:; and old ZlIIp~(e24 deficielll nuce , The 
mouse model of bleomycin-induee d ltmg injury is Ihe 
mosl w idely u ~ed for Ihe smdy of lung fibl"Osis [25] 

Striki.ngly. \Ve found Ihar while young \VI and yOlUlg 
Zmps le24 ddi \:it!ul u u\: t! d t! vdop <t s iuuhu' mdlil t! (;(lII ¡¡1 

o 20 40 60 

Figure 6. Micro array a nalys is of bleo mycin-injured lungs o f o ld ZmpsteZ4 defic ie n t m ice In=3 ) compared w ith o ld 
wildtype litte rmates (nz 3). lung~ were obtained 21 dayo after bleomydn injury. (A ) Volcano plot of the global gene expreo~ion 
profiling in lung~ fmm old injured Zmpote24 dcfident micc 'lO old WT miee. Eaeh poinl represento Ihe differencc in expre%ion (Iog fold 
ehnnge) belween Ihe Iwo groups of mice plotted .. gninst Ihe level of st .. tist icnl signifiaonee. Ilight blue dols repre~ent overexpres~ed 
genes; leh blue doh represent rellltively downregulllled genes li t n significnnl level of p< 0 ,05. (B nnd e) Gene ont ology (B) nnd K[ GG (e) 
function .. 1 nn .. lysis. The mo~1 ~ignifie .. nt 20 term~ .. re shown. Threshold eriteri .. eon. idered for the nn .. lysis nre log fold ·chllnge > 1 or <-1 
.. nd p-v~lue" 0.0::; for gene~. ~nd >0.:1 or l-{).:I for miRn ... , 
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Figure 7. Dysregu lated m iRN A expression a n d gen e ta rgets o f b le o mycin -t reated lungs o f old Zmpste24 deficie n t mice 

(n .. 3 ) compll red to o ld WT (n .. 3 ) II n alyzed by q uant itllt ive RT- PCR. (A) Pie smph showing 5ignilican t ly diffcrcnt mRNA (up- 627, oown-

538) noo mmNA~ (up - 21, down- 20) in lu"8~ 0 1 ZmpsteZ4 ddkient mice COOlp<lred w ith t heir WT counte rp<lrn IIfte r bleo mydn dllmllge. (6 ) 
Cxpre", ion l evel~ 01 selected mmNA~. Gene exp,e.nion 01 (e) mm29 t ll rge b, (O) mmZ711 tll rlleb, (E) mir14511 tIIrgeb. White bll rs repre",nt 
melln expression in WT lungs, IInd blllck bllrs represen t menn e xpression in Zmpste24 defident mice J. 5.LM. 'p <0.05 IInd ,. p< 0.01. 

hUlg r<.!tllod<.!ling and lller<.!as<.!d eollag<.!n aceutllllla tion. 
the fibrotic Icsions 'w ere rcmarkably attenuated in 
'I\;r.;d<::nlh;:d <lg:<::d vid ZmjJsle24 ddjr.;i<::lIlllllr.;<:: r.;ullijJitl<::d 
'wirh phy~iologically a g<.!ri \vr. 

To bener llllderst[llld the meclmniSllls by whieh old 
Zmp:He24 deficielll nuce are pmtectc:d fmm blc:omycin­
inctnced lnng fihro~i ~. 'l.ve eX.'lIninerl rhe Trnll ~criptmne 

expr<.!ssion profilinp: o f the ap:ed Illice. Our re sulTS 
delllonsTrated thm s<.!\"<.!ml Core matrisome (extraeellular 
matrix) .lI:enes and ~·tPs (J.{atrisome-associated !,!enes) 
are downregulated in ZIIIp sl e14 deficient mice. 

hlt<.!l·<.! stingly . one of thelll was osteopolllin a s trong 
profibrotie mediator [26]. Osteoponlul inercllscs fibro­
l>I<I.s 1 lIllg:ntliulI itl ld VlUlif<::ntliulI. alld iudur.;<::s I!J<:: up­
reg uhnion of type 1 collap:en. and the dOWll-regtllation 
of ~{MP- l expression. ~{or<.!o\"er. o STeopontin-deticient 
nucc show a lllllrkcd rcduccd eollagen accumulation in 
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response ro bleomycin challenge compared with \VI 
mice [27]. 

Interestulgly. s<.!yeml trnuscnption facTOr; w ere o'l.·er­
expre~~ed i.nclurullg patemally exple~~ed 3 (Peg3) a 
mediator of p."'i3 UI response to DN A damage (2 8). rhe 
1l<.!p:.1Ii'l.·e rep:ulator of lhe inflauuuaTOlY r<.! spouse nuclear 
reecpTor ~ubfllnuly 4 group A Illembcr I (NR4Al) . 
w hieh regulme~ cytokille ~ignalulg and atteuuale~ 

in tlamm:nion in l11n p: epithelial cell ~ [29]. .1nri RAR­
related Olphan receptor C (RORC) . which r<.!p;ulaTes T ­
eell polanty and eytOkUIC produetion (30 ). Also. Ihe 
Imllsr.:ripliulL far.;lm K1l.Ippk-lik<:: far.:tm 15 (KLFI.'i) 
iTlYoh'erl in rlefen.~e re~pon~ !1Ild hypoxia inrincihle 
factor 3a (HiGa) were .1lso oYerexpres6<.!d [31 J. Like­
wise. the meehanosensitiye gene of early grow lh faclor 
r<::spulls<:: 1 (Eg:d) W<lS <lIso upl<::g:ulakd. TIlis InUl.s­
cription factor wa.~ found o 'l.·erexpressed in !luce pro­
teet<.!d from luug hyperv enlilalion uljmy [32]. aud has 
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fln impol1mll mle in Ihe inflmllmfllnry I"e~pon~e [_B]' 
Accordin~Jy. functional analysis ren'aled altered 
ulllllune and ulf1anuuatOly respons e . 

SUKe con~idelablc eyidence indicate5 that nuR..NA5 
play critical roles in the pathogellesis of Itlllg fibrosis 
eilhe!" enllflncing or allennming fihrogenic palhways _ we 
also examined the miRNA expression protile. and we 
idelltified a panel of 11 2 nuR.N As that were differemifllly 
cxprcsscd . A.mollg thclll. nuR2 3a. nuR27a. miR29a. 
lluR29b-1. and nuRl 4 5a. that tal-.!!.et diffelent 
o.:OIllVOm:lIls of ': :l.I1"<1o.:dluhu' Ill<lUÜ. <lud o.:au u.: o.:UI1 -
~i rlen~rl fl nri -fihmlic . were incl'easerl in olrl ZIllp.~1(')4 

defieiem nllee eompared wilh old W'l a fieJ.· bleomyein­
lllJmy. 

One of thenL llllR-29b. uUllbits TGI'-f31. CTGr. and 
Smad3 signaling. actuIg as a cowlter-regulalOr of the 
slrong profibroric TGF- j}/Smad3/CTGF a:ds [34]. 

r."torem"er. eyaluation o f the expression of nllR-29a1b in 
lungs collected at different time points after bleomYcln 
treaflllel.lt revealcd a ¡¡:;radual decrease durin.!!. the 
d.: \ doplll':ll l uf fiuru s is \\ilh a s uus.:qll':lll illo.:l':<I ~ ': 

rhat corre lates with the remission of lhe fibrotic les ions 
(lb] 

nllR27-a. illlother upregulated nllRNA Ul bleomycill ­
uljm"Cd Zmpsre24 deficient nllce. fiUlctions via negatiye­
feedback lllC(;hall.i51115 decrea5ill.ll. hUl.!!. lllyofibrobla51 
differentiation. and lherapeutically Illltigates bleomycul­
inrlnced 1nng fihm~i ~ in mice [-',, ]_ Fnl1hennore_ 111 

silico analysis predicts that oue of its lar gels IS 
osteopollliu. 

nllRNA-491 ha~ bcen eyaluated mo~t1y UI CalKe!". but il 
has been ShOWIl that rarger mRNAs inyol"ed in SU'Ollg 
profibroric pathways ulc1uding TGF-f3/SMAD3/NF-KB 
aud WntJa/¡3-cfl teuin Si~lfl lulg pathways [36. J 7]. 

Ccrtoully. scycrol othcr mcchanisms may contributc lo 
the decrea5crl fiblOtic re~poH-!oe of Ihe Zmp:He24 -
d<::fio.:i<::llt lI1io.:<:: lu IUlL!.! UljUl-y. Fur <::.>;.al1lpl<::. auluph<l~y 
that resn"" in Ihe accnmnlation of rul111aged macro­
moleeules. dt'{"reRses during aglllg aud IS en'u 
exaggemledly reduced III lung fibrosis. bl sharp 
controst. Zmpstc24-dcficicnt nllcc cxhibit 11 pronolUlccd 
activalion of autophagic pmteolysis caused by rcrluced 
<lo.:Ii\ ily uflllTOR [381. 

in eOllclllsion_ our re-~l1lt.s uldieale that the- abse-Ilee of 
ZmpSl€14 in aging nllce results in impau'ed lung tibrotic 
respollSe afier injwy which is likely associated 10 the 
dysregulation of fibrosis -rdated nllRNAs. 
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:\1ATERIALS A.VD :\'1ETHODS 

Á ll im a ls 

YOlUI)'!, (4 wcck 5) and old (79 weeks) C57BU6 wild 
Iyp.: l1Iio.:<: ( \Vf) alld yOllll~ (4 \\ <::d.s ) alld uld ( 13 
weeks) Zmpsre 24 deftcie-nt nllce weJ.·e housed UI spedftc 
palhogen-fi 'ee condilion" flll d 11<;ed for different 
e-xperuuents_ J\1ice g enotypes were detel1.lllned by veR 
analysis from mouse tail DNA as preúous described 
[14] . TIle EtlllCS Conmllttee ofthe National blsti lute of 
RcspimtOlY Discascs o f Mcxico (INER) Ilpprovcd all 
expcrinlents. 

Bleomyclll-Illduced lung nbrosls 

l'ulmonruy fibmsi_~ was indueed by omphmyngeal 
adm.inisn-atio!l of a single dose of 0 .1 U Bleomycin/ g 
!luce weight (BLEOLEM. Lemery) in a " olume of 50,i1 
SOIUIC SOhlliol1. Control groups rcccivcd only thc 
yehicle. AIl IlllCe ,,"ere ¡,acrificcrl at 21 day5 after 
1>1<::Ulllyo.:UI m· salul<: <1dlllillis ll<1liulI (Z mpsle24-dejicielll 
IIIlce: 16 months alld \Vf: 82 mOlllhs). L1UlgS w ere 
perñl<;ed wi lh slenle "aline fmm ri gh. 10 left \"elllricJe of 
the healt_ LllllgS weJ.·e renlO\"ed for fixation oy emight in 
pamtonnaldehyde (right lllllg) or sllap frozen in liquid 
nitrog.en (Ieft hlllg) follow ed by storoge al 80°C. 

Left hmgs w eJ.·e dJied ar 110°C durulg 48 h and then 
hyrlmlY7ed in ó N Hel for 2 4 h _ Sample" of ) pT , w ere 
assayed as previously deseribed [-'Y. 40 ]. E aeh sample 
w as tested in duplicate and results were expressed as ,lg 
ofhydJ'oxyprolillelmg ofth" dry left IUllg. 

Right lungs were fL'i:ed by ulflatioll u sing 4 % 
parnfollnaldehyrle fl t a continnOlL<; p re""n re of 1 ) cm 
H 1 0 _ aud embedded in paraffin _ Lllng sectiolls w ere­
either s tailled with hematoxylill-eosul or Masson lri ­
chrome and scored bluldly for seyelity and extent of 
hUlg lcs iolls . Thc scvcrity of Imlg ftbm sis wos dctcr­
miued U-"Ill.!!. a !oeuuquantitat iye IU5topatholo¡¡:;ical 
so.:mul~ IIldhod [40]. 

Rl'\A px tranioll alld IU 'ppal'al ioll 

RNA w as extmeled 11S1l1g TRl,Zol reagent (Life 
T eclmologies . Gmnd Is lalld. N ew York. NY) followillg. 
the m.'lllufacmrers' uIstmctions. mld purity and 
cfficicncy ,,"crc ycrificd by spccll'ophotomclly 
(NalloDmp; \Vihll..lll)'!,ton. D E) and bioanalysi.5 (A)'!,ilcnt; 
Palu Allo. CA). 
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Qmtntitatin' rl'a l-timl' PC"R 

Onc flg of R.NA was trcmcd with 1 mlit of ONasc and 
r": \ ":I1>": 111Ulsclib..:J iulu cONA (RT2 FU1>t slnmJ k it. 
Qiagen) aeeordin g to the mmmfaemrer's in~trueTions_ 

qPCR mnplifieation was p-erfonll-ed with sp-eeifie F AM 
oc "IC dye-Iabded T aqMan pcobes for Colla! 
(lVTmOOROI óó6 ~ 1) . ro13n I (1\'TmOOROBOO _ mI ). 
Allllp8 (Mm OO-139509_ ml ), Afmpll 
(MmOO500554_ ml) . Almp13 (MIll004 39491_ ml ) . 
Almp!9 0\'1111004 91296_ 1111 ) . ppal', 0\'11110044094 0_ 1111 ) . 
Sppl 0-1m00436767_ ml ) _ EgrJ (!\lm006)6714_ ml ) _ 
ElII (Mm 00514670_m l ) . TgffJ! 0-11ll01178820_ ml ) . 
TgIP¡ (MmOI 337ú05_ 1U1). Timp! 0-'[m00441 8 18_ 1ll1) 
flnrl nonnll li7erl 10 lsS r RN A expression (PE Applierl 
Biosystems). Time PCR amplitieflrion WflS p<erfonlled 
usin.2 DIORAD CrX-96 Real-Time PCR ~ysTem (Dio­
Rad) [41]. 

i\'licrolt ITJly Itllltlys is 

TIle hiorin-ll1helerl eRNA WflS Imrifierl. frn gmelllerl. flnct 
hybridized ro Gen-eChipTM ~10use Gene 2.0 ST Arrfly 
(AffymeTri .... ®). l'or eaeh ,iU"oup. lOO n)l: of RNA from 
three differem biological sautples were u sed. TIle res ults 
'\\"ere analy:zed by R softv.'flre (hnp:Nwww_r-projeCT_orpJ) 
142] rUld Bioconductor (hnp ://www.bioeonduetor.o rpJ) 
143). To identify ~ignifieam differellee~ behyeen gene 
expres<; ion in eaeh ennrlilion. 1111 ronfl were I1naly7erl by 
L illulla Iin-ear mod-el b as-ed 011 B ay-es -empirical Ill-erhod 
[441. Represematiye dara wet·e eonsidered s ilOlifieanrly 
with higher p -\'a lues (adjusted p - \ 'alue <.; 0 .05). 

TIlC lllicroarrny data \Vere sublllined ro lhe Gcne 
Expre~~ioll OnUlibu~ hnps: //w""''''.llcbi.llhll .ll ill.gm·/ geol 
(aeeess nnmber G SF,12329_9. 

Gt- ll t' Ontololt:'· (GO) alld K~'oto Ellcyd opt'dia oC 
Gt- ll t'S alld G l'n o lDl's (KEGG Pathwa~· anal~'st's 

For fun ctional analysis. w -e used G-en-e Ontology 
<::J.1I·idllll<:1I1 1001 al 111<:: Elllidll' \\ dJsi l.:. GO ":lIIi dllll<:1l1 
analysis is a contputational method for inferring 
knowledge flOOm an inpUT g-ene set by cOlllparing il ro 
allnorared gcnc scts representing pnor biological 
kIlo\\ I.:J !.!..: . TII': Jala \\ i:lS g:raph.:ti as COlllloill":U Sr.:OI":. a 
combinfltion of rhe p -" alue and .:: -score cakulate-d by 
Illulriplying: th-e 1'.".0 scores as follows: e = In(p) '" .:: . 
\Vhere c i~ the cOlllbillro ~cOl'e. p is the p -,,-alue 
eomplll<,d lL~ing Fishers exaCI les l, ami - is the --score 
contpUT-ed to assess th-e d-eüation frOIll th-e -expect-ed 
mnk. The Combined Score provides a cOlllprolllisc 
l,d \\ ":":11 oolh 1I1<:: lhorJs i:llld il1 s ": \ ':lallo':lIdllllal·k s allJ il 
ha~ been shown that repon s the bes t ranking'> when 
cOlllpar-ed 'w ith oth-er scoring: sch-elll-es. KEGG databas -e 
was used for palhway analy~i~ of differenrial expressioll 
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gene.s u sing gProfile softv.·flre . For all cOlllparison w e 
considered diff-erentially express-ed g-enes Wilh an 
adjusted p -yalue < 0.05 [45-47]. 

microRJ.XA l'];:prl'SSiOll 

Total R.NA was reyene transcribed usillg T aqr>.'IaJI 
miRNA re\'erse lrnn scriplion kil ( Applied R iosyslems) 
followillg rh-e lllaJllIfaellu·-er·s insTnlcrions. and ampli­
ficarion w a s pcrfonllcd u s i.llg BIORAD CFX-96 Rca l­
T illl": PCR sysl.:lII (Bio-Rau). Mi..:wR.N A .: .... IJl..:ssioll 
w a.s e\'aluated llsing fo llowing TflqMan probes nunu­
miR23a-5p (002439). llullu-nliR27a-3p (000408). nunu­
miR29a-3p (002112) . nUllu -llliR29b-3p (OOO4 IJ). 
mmll-miR 14 '1f1 - .~p (002 '1(4). F xpre ssinn of slloRNA 202 
(0012321AF357327) was us-ed as mI int-emal control. AH 
expcrimetlts werc pcrfonlled Wilh Taqman Getle 
Expression A ssays (Applied Biosystems). 

S tJllisticalallHlysis 

Slfllis liefll d ifTerences were delenninerl by rwo-wfly 
ANOVA followed by Tuekey tes r for quantitatiy -e PCR 
and hydroxyproline llleaSUrCtllent. l'or rwo lOx>ups . 
differenees were analyzed by Smdem ·s H es t . Vallles of 
p < U.U ) w <,re eonsidered .s ra ti s tically s igllifieant. 
Fibrosis seore was -eyalunted by rhe nonparnmetrie 
Kru~kal -\Val1is te~t followed by Ilonparamerric MaJlIl ­
\Vhimey U -teST. Resnlts I1re expresserl as mean ± SO . or 
S.E.~1 .. p -yalue < 0.05 w as cOlls ider-ed s raris tically 
s ilOlificant . ror .2elle tables . we ollly show identified 
genes in the A ffymetrix aJlIlotation database. All graphs 
w er-e mad-e us illg G:nlphpad Vrism Softwm·e V-e l-s ion 4 .0 
( Grnphpad Software hlc .. San Dicgo CA). 
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Supplementary Figu re 1 . Bioinformat ic analysis 01 cha n ges IIssociated to accelerated lun g aging compa red 

to n orma ll ung aging. (A) Ve n n diagr.lm of dysre s u la led s e ne s in nat ura l aging (old WT vs young WT) in blue drde , a nd 
dy",ellulllt ed llenes in IIccererllted II g inll (old Zm pste24 -/ - vs you nll Zmpsle24 -l o) in red drcle. Ught purple drcle shows 
overl"'pping gene~ between boIh group~. (8 ",nd e) Gene ont ology (B) ",nd KEGG (e) funct io n",1 ",n",lvsi~ . Threshold ui l eri", 
UJ"~id." ,,d lu, llr" .", .. Iy:,is .. ,e lUK luld .... I, .. "K";. 1 u, <.:-1 .. "d IJ""v .. lu " <.:O.05 IUf K"""', .. ,,,j :>0.5 u, L-o.51u, ",iR" .. ,. 
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S upplementary Figure 2. lung express ion and locallzation of Zmpste24 in o ld IInd yo ung WT 
mke. (A ) 'lPCR uf Z",p~L.,24 in IUIIKS uf 0 .. ..1 dlld yUUIIII WT mi<:., u",J." u""",1 umdiliuns. R.,sulb dr., shuwII .. ~ 
mean ± SO. Statlstlcal slgnlflcance was determine<! by 5tudent"s t -test (.p < 0 .05). {lI t Representa t lve 
photomicrographs of immunohistochemical staining performed w ith specific primary an t ibody against 
I mpstp J 4 in IlIng~ from old ,m" yOllng W I mire .. IInrl .. r h ;,',al rnodition<. Po<it iv .. ~¡ gnil l i , nh,,· rv .. rI in hrnnrho­

¡¡lv .. "I". f'flith" li,1I <:pll, (hladr "rrnw<J_ AII , .. ctinn< w"n' rOlln l f'.<t"in..n with h"mat,,"V1in. <;rill .. ha" '>0lun. 
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