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Resumen

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad progresiva y letal de etiologia
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 precisién. Hasta el momento, son
pocos los trabajos que utilizan modelos murinos de fibrosis pulmonar en ratones viejos, debido
principalmente a las dificultades practicas asociadas con la generacion 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 asociacion a multiples
enfermedades. Recientemente, se describié el raton deficiente de la metaloproteinasa (Zinc
Metallopeptidase STE24) Zmpste24, enzima que participa en el proceso de maduracion de la
proteina nuclear Lamina A, el cual presenta un fenotipo de envejecimiento acelerado que incluye
cardiomiopatias, 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 decidié estudiar el raton deficiente de Zmpste24 para analizar si podria
ser un modelo de envejecimiento apropiado para este objetivo. Con este propdsito, se evaluo la

respuesta fibrotica inducida por la administracion de bleomicina en estos ratones.

Los ratones jovenes deficientes de Zmpste24 desarrollaron fibrosis pulmonar semejante a los
ratones jovenes 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 proteccion de
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fibrosis pulmonar, a través del estudio de la expresion global de genes se observo en los
pulmones de los ratones transgénicos expuestos a bleomicina un incremento en la expresion de
algunos microRNAs antifibréticos como, miR23a, miR27a, miR29a, miR145a y miR29b-1. Estos
hallazgos fueron validados por gPCR. Del mismo modo, algunos de los blancos predichos de
estos microRNAs se encontraron disminuidos, entre estos genes se encontraron Tgfg, Collal,
Col3al, y algunas Mmps. Por otra parte, los analisis bioinforméaticos revelaron que una serie de
vias relacionadas con la respuesta inmune y la respuesta a dafio estaban disminuidas en estos

individuos.

En conclusion, estos resultados sugieren que el envejecimiento acelerado inducido por la
ausencia de Zmpste24, resulta en la atenuacion de la respuesta fibrotica mediada por la
sobreexpresion de microRNAs antifibréticos y la disminucion de la expresion 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 TgfB,
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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 miRNASs that target extracellular matrix

targets mRNAs.
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Introduccion.

El pulmoén es un 6rgano del sistema respiratorio en el que se realiza el intercambio gaseoso,
tiene una forma piramidal y se conforma por dos 6rganos pareados que estan conectados a la
traquea por el bronquio derecho e izquierdo; y cubiertos por el diafragma en la parte inferior. Los
pulmones estan cubiertos por la pleura, la cual esta atada por el mediastino. En el humano el
pulmén derecho es méas pequefio que el izquierdo, aunque el pulmon 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 region cercana al diafragma(Figura 1).

e
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Figura 1. Localizaciéon del pulmén en el cuerpo y magnificacion del saco alveolar. De arriba hacia abajo.
Esquema de la localizacién del pulmon en el cuerpo. Maximizacién de la estructura alveolar donde se lleva a cabo

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

Las funciones principales del pulmén son obtener oxigeno a partir del aire hacia el interior y
remover el diéxido de carbono del cuerpo. Sin embargo, durante la vejez estas funciones se ven
deterioradas. Con el envejecimiento, se presenta una disminucion de los niveles de oxigeno en

el cuerpo, asi como una disminucion de la liberacion de dioxido de carbono hacia el exterior (1).

Particularmente, un pulmon viejo disminuye progresivamente su funcion pulmonar y presenta un
deterioro que puede continuar hasta la muerte. Algunos cambios fisiolégicos en el pulmén
asociados al envejecimiento, incluyen la pérdida de la elasticidad tanto en el alveolo como en las
vias aéreas y una disminucion de la fuerza de los musculos respiratorios debido a la dilatacion
del alveolo, el incremento en el tamafio de los espacios aéreos, la disminucién del area de
intercambio gaseoso, y la pérdida del soporte tisular de las vias aéreas inferiores (5) mediado en

gran parte por la desregulacion de la matriz extracelular (6) (Figura 2).

-~ Agotamiento de células-
7 progenitoras
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Figura 2. Esquema de cambios del pulmén 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 caracteristicas de un pulmoén viejo

(Meiners, 2015).

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

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

Fibrosis Pulmonar idiopatica, una enfermedad asociada al envejecimiento.

La Fibrosis Pulmonar Idiopética (FPI) es la forma mas comun y letal de las neumonias
intersticiales idiopaticas y diversos estudios epidemiol6gicos indican que el envejecimiento esta
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 afios (11). El tiempo de vida de los pacientes es de 2-3 afios posterior al diagnostico y no
existe un tratamiento efectivo para esta enfermedad, siendo el trasplante de pulmén una de las
pocas opciones. La etiologia 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 patologia incrementan significativamente con
la edad (4 a 17 por cada 10,000 pacientes mayores de 75 afios) (6), lo que caracteriza al

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

Esta patologia se caracteriza por la activacion aberrante del epitelio alveolar y la subsecuente
proliferacion y migracion de miofibroblastos seguida de un depoésito excesivo de matriz
extracelular, principalmente colagena tipo |, 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 pulmén sufre distintos cambios importantes en su estructura, tales como dafio
epitelial, hiperplasia de las células epiteliales alveolares tipo Il, fibrosis densa y una proliferacion
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 dafio. Entre las
caracteristicas genéticas de las células epiteliales se encuentran mutaciones o variantes
comunes que pueden desregular la sintesis de proteinas y la senescencia celular acompafiada
de la secrecién de factores de crecimiento y citocinas, que desencadenaran la excesiva
produccion de matriz extracelular por las células mesenquimales, y la contribucion a la poblacion
de fibroblastos mediante el proceso de transicion epitelio-mesénquima. (15,16). En conjunto,
estas anormalidades disminuiran la capacidad de respuesta de las células epiteliales ante algun

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

Las células epiteliales alveolares se encuentran expuestas a micro dafos a lo largo de la vida,
estos micro dafios van desde infecciones, la inhalacion de agentes ambientales téxicos o el humo
del cigarro hasta reflujos gastro-esofagicos. En conjunto, esta serie de dafios en el pulmén

susceptible provoca una re-epitelizacion aberrante, caracteristica de la FPI (12,17).
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Figura 3. Papel del epitelio alveolar en la patogénesis de la Fibrosis Pulmonar Idiopatica. Las células
epiteliales secretan factores de crecimiento profibrosantes (TGF-B) que favorecen la proliferacion y diferenciacion
de fibroblastos a miofibroblastos e inhiben la produccién de prostaglandinas. Ademas, contribuyen con la poblacién
de fibroblastos a través de la transicion epitelio-mesénquima (TEM). Finalmente,las células epiteliales secretan

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

Caracteristicas del envejecimiento

El envejecimiento puede definirse como un proceso fisiolégico natural caracterizado por la
disminucién de la capacidad de homeostasis y de regulacién de funciones apropiadas en
respuesta a un dafio (2,3). A nivel mundial, se estima que la proporcién de la poblacion que
supera los 60 afos esta incrementando considerablemente (11% actualmente? a 22% para el

2050) (18).

Se han propuesto nueve caracteristicas del envejecimiento que incluyen: Inestabilidad
gendmica, acortamiento de telémeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de la proteostasis,
alteraciones en el censo de nutrientes, disfuncidon mitocondrial, senescencia celular, agotamiento

de las células madre, comunicacién celular alterada. (4).
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Se sabe que, la acumulacion de dafos 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
sindromes asociados al envejecimiento prematuro derivados de un incremento en la acumulacion
de dafio a DNA. Aunque, la integridad y estabilidad del DNA se altera continuamente tanto por
estimulos externos como por factores internos, incluyendo los errores de replicacion en el DNA
y las especies reactivas de oxigeno (ROS), las lesiones genéticas se presentan por factores
desencadenantes como las mutaciones puntuales, translocaciones, ganancia o pérdida de

cromosomas y el acortamiento de telémeros.

Los teldbmeros son secuencias de DNA que se localizan en los extremos de los cromosomas,
protegiéndolos del deterioro o de la fusion 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 funcion,
la telomerasa. Sin embargo, la mayoria de las células sométicas no expresan telomerasa
derivando en una pérdida y un acortamiento progresivos de los teldmeros. Los telémeros son
particularmente susceptibles al deterioro asociado a la edad y, el mantenimiento de la longitud
de los teldmeros es tan importante que algunos de los efectos del envejecimiento pueden ser

revertidos con la activacion de la telomerasa (19).

Ademas de las alteraciones genéticas, las alteraciones epigéneticas afectan la homeostasis
celular en el envejecimiento. Por ejemplo, durante el envejecimiento, los niveles de metilacion
global estan aumentados (20). Tradicionalmente, los procesos epigenéticos se referian solo a
las modificaciones de histonas y a la metilacion a pesar de que los RNAs no codificantes
pertenecen al epigenoma. Recientemente se ha puesto un gran interés en describir el papel de
los miRNASs en la regulacion de la expresion génica tanto en el envejecimiento como en multiples

enfermedades (21).
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En general, se sabe que los patrones epigenéticos varian durante el envejecimiento normal y el
patolégico, sin embargo; en ambos los niveles de metilacion del DNA estan implicados en la

regulacion 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 secrecion de moléculas asociadas a un fenotipo
secretor (SASP) hacia el medio favoreciendo la expansion del fenotipo senescente entre células
aledafas (23). Hasta el momento el fenotipo senescente se considera irreversible, ya que ningun
estimulo fisiol6gico ha logrado sacar del arresto celular a las células senescentes. Sin embargo,
la inactivacidén secuencial de genes supresores de tumores ha logrado reactivar la proliferacion

de estas células (24).

El fenotipo senescente puede ser inducido por diversas condiciones, por ejemplo, el acortamiento
de telomeros y dafio al DNA (senescencia replicativa), activacion de oncogenes (senescencia
inducida por oncogenes) o mediante estrés oxidante o radiacién (senescencia prematura
inducida por estrés) pero sin importar su origen se ha propuesto que las vias que se activan
durante la senescencia convergen en la activacion de los inhibidores del ciclo celular p21/Cdknla

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

En lo que se refiere a la proteostasis, las células tienen mecanismos capaces de controlar la
calidad que preserven la estabilidad y la funcionalidad de sus proteomas. Por una parte, existen
proteinas, conocidas como proteinas de choque térmico, que estabilizan proteinas
correctamente plegadas. Por otra parte, existen mecanismos de degradacion de proteinas mal
plegadas a través del proteosoma o del lisosoma. En conjunto, estos sistemas coordinados
correctamente previenen la acumulacion de componentes dafiinos y aseguran la continua
renovacion de proteinas intracelulares. Sin embargo, durante el envejecimiento estos

mecanismos se ven alterados, favoreciendo del desarrollo de severas enfermedades.
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Otra caracteristica del envejecimiento es la pérdida de la regulacion de nutrientes. Distintas
evidencias indican que, la restriccion caldrica 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 via 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 alteracion de la funcién mitocondrial. Por ejemplo, la disminucion
en la eficiencia de la cadena respiratoria derivando en la reduccion de la produccion de ATP. La
disminucién en la eficiencia bioenergética mitocondrial por el envejecimiento resulta en la
convergencia de multiples mecanismos, incluyendo la disminucién de la biogénesis de las
mitocondrias relacionada al acortamiento de telémeros. Esta convergencia, se da principalmente
porque durante el envejecimiento se ven alteradas las vias de comunicacion celular tanto a nivel

endocrino como neuroendocrino y neuronal (29).

La inflamacion asociada al envejecimiento es un ejemplo de alteraciones en la comunicacién
celular, y se deriva por diversos factores, incluyendo la acumulacion de dafio tisular
proinflamatorio, como el secretado por las células senescentes, sugiriendo que la senescencia
€S un mecanismo compensatorio de respuesta al dafio 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).

¢, Como afecta el envejecimiento a los pulmones?

El pulmén es uno de los d6rganos internos expuestos al ambiente exterior. Estos estimulos
ambientales externos que recibe afectan la estructura y funcion de los pulmones. En el humano,

los pulmones alcanzan la madurez a los 20 y 25 afos de edad. A partir de ese pico, comienza
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un deterioro progresivo en las funciones de este 6rgano. Entre este deterioro se encuentra la
pérdida significativa de la capacidad vital forzada (FVC) y el volumen espiratorio forzado en un
segundo (FEV1) vy, la disminucién del transporte gaseoso a través de las paredes alveolares

resultando en alteraciones en la tension arterial (30).

Entre los cambios en el sistema respiratorio asociados al envejecimiento se encuentra la
disminucién de la caja toracica, limitando el volumen de los pulmones y alterando los musculos
respiratorios, asi como la alteracion de la estructura alveolar. Adicionalmente, el envejecimiento
contribuye con la alteracion de la funcion del sistema inmune. Especificamente, incrementan los
niveles de interleucinas 1 y 6, y el factor de necrosis tumoral a contribuyendo a reducir la

elasticidad y promoviendo la destruccion del parénquima (31).

En el humano, aunque alteraciones en la funcién mitocondrial son principalmente relacionadas
con la pérdida de energia y apoptosis, existe evidencia que muestra alteraciones en la
homeostasis en los pulmones sanos viejos. Entre otros aspectos, se han observado mitocondrias
alargadas, asi como una mayor area mitocondrial en las células alveolares tipo Il durante el
envejecimiento. Sumado, a la dificultad respiratoria que presentan roedores viejos y al

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

Adicionalmente, el flujo de autofagia se ha observado bloqueado durante el envejecimiento en el
pulmén de ratones. Mientras que un mal funcionamiento de la actividad autofagica presente en
fibroblastos de personas humanas sanas sugiriendo que este proceso es una implicacion a una

respuesta a estrés mal adaptada. (34,35)

En este contexto, un gran niumero de evidencias muestran que los mecanismos de proteccion
del pulmén en contra del dafio que incluyen la diferenciacion de células progenitoras,
alteraciones funcionales de la mitocondria, la inestabilidad gendmica, las alteraciones
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epigenéticas y la senescencia estan alteradas con el envejecimiento en el pulmoén

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

El envejecimiento acelerado en la FPI.

Se sabe que estan presentes casi todas las caracteristicas del envejecimiento en la FPI (36).
Incluyendo, la disminucion de teldmeros, el dafio mitocondrial, la disminucion de la autofagia
como parte de la proteostasis. En lo que se refiere a la senescencia celular, que es un proceso
fisioloégico 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 B- galactosidasa, y la sobrexpresion de los marcadores P21 y P16INK4 (39,40).
Sumado a esto, existe una conexion entre el envejecimiento y la desregulacién de vias activas
durante el desarrollo embrionario y su alterada expresidn en distintas patologias fibrosantes. Por
ejemplo, la via de WNT, es una via de factores de crecimiento esenciales para el desarrollo
embrionario, se ha visto que su expresion esta alterada en el epitelio de pacientes con FPI

favoreciendo la transicion epitelio-mesénquima (41).

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

en el desarrollo y progresion de la FPI.

Cambios epigenéticos en la FPI.

La FPI es el resultado de la activacion aberrante de las células epiteliales quienes producen
mediadores que favorecen la proliferacion de fibroblastos residentes, el reclutamiento de
fibrocitos resultando en la formacion de focos de fibroblastos, seguidos de la acumulacion
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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 nimero de procesos moleculares involucrados,
y que esta patologia es el resultado de la compleja interaccion entre factores genéticos como

epigenéticos (42).

En la FPI, los mecanismos epigenéticos estan asociados con el control de la expresion génica,
especialmente se han observado asociaciones entre el humo del cigarro y cambios en los niveles
de metilacion o modificaciones de histonas, principalmente. Sin embargo, el control de la
expresion génica puede ademds estar regulada por miRNAs, factores determinantes en la
direccién de la patogénesis de esta enfermedad, que a diferencia de las modificaciones

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

miRNAs: biogénesis y funcién

Los miRNAs o microRNAs son RNAs pequefios de alrededor de 22 nucleotidos de largo y
funcionan como reguladores primarios modulando la expresion génica, al unirse a la regién no
traducida (UTR) 37, a la region codificante o la UTR 5 del RNA mensajero blanco, promoviendo
la inhibicién de la traduccién o la degradacion del RNA mensajero (43). La mayoria de los
MiRNAs se transcriben a partir de secuencias de DNA, principalmente de zonas intragénicas, en
el nacleo 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 traduccién y transcripcion (44) o en

casos particulares activar la expresion de genes (45).

Hasta 1993, no se conocia la funcion de los miRNAs y, fueron Ambros y Ruvkun quienes
describieron por primera vez la regulacion postranscipcional de Lin-14, mediada por el RNA

pequefio no codificante, Lin-4. Hasta ese momento, Lin-4 era considerado una proteina, y habia
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sido fuertemente estudiado con el Unico objetivo de conocer los diferentes fenotipos asociados

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

La actividad de los miRNAs esta principalmente mediada por la formacion de un complejo
nucleoproteico. Pero la secuencia de RNA puede tener un procesamiento a través de la via

canonica o no canodnica.

Via candnica

Es la via principal de procesamiento e inicia con la transcripcion de un pri-miRNA a partir del gen;
posteriormente, el complejo microprocesador formado por la proteina de union a RNA (DGCRS8)
y la ribonucleasa Ill 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 lll,
Dicer. Dicer remueve el asa terminal, generando un miRNA maduro de 2 hebras. Por la
direccionalidad de la cadena se determinard como se nombrara la hebra madura. Debido a que
ambas cadenas provienen de una forma duplex de miRNA maduro las dos hebras pueden ser
cargadas en las proteinas Argonauta (50). Las proteinas Argonauta son una familia de proteinas
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 termodinamica en el lado terminal 5" del duplex del miRNA determinara

que hebra, 5p o 3p, formara parte del complejo RISC y cual ser4 degradada (52,53)

Vias no candnicas

Recientemente, se han descrito distintas vias no canoénicas que participan en la biogénesis de

los miRNAS, y aunque utilizan mucha de las proteinas de la via canénica 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 proteina Argonauta (55).
En el otro caso, en la via independiente de Dicer los pre-miRNAs generados requieren que AGO2
termine su maduracion en el citoplasma (56). Esto sugiere, que los miRNAs son moléculas

reguladoras importantes que pueden ser procesados mediante distintas vias.

En condiciones fisiologicas, los miRNAs participan en distintos procesos celulares, incluyendo la
proliferacion, migracion, y apoptosis. Pero también su aberrante activacion esta relacionada con

el desarrollo de multiples enfermedades.
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Figura 4. Vias que participan en la biogénesis de los microRNAs. De derecha a izquierda, las vias no candnica

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

canonica dependiente del complejo microprocesador, exportina 5 y Dicer; y finalmente, la via no candica

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 expresion de miRNAs en
diversas patologias, incluida la FPI. Dentro de esta firma transcripcional, los diferentes miRNAs
regulan la expresion de mediadores pro-inflamatorios, la proliferacion y diferenciacion de
fibroblastos, vias profibrosantes incluyendo la de TGF-B ( sobrexpresion de Let7d y miR145a),
la activacion de vias del desarrollo (sobreexpresion de miR154) y la expresion de componentes
de la matriz extracelular como la coldgena tipo | (Disminucion de miR29). En la figura 5, se enlista
estos y otros miRNAs que participan en la regulacién de distintos procesos que favorecen el

desarrollo de FPI(57).
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Figura 5. Participacioén 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 nimero de células
inflamatorias en los LBA's de ratones tratados con bleomicina y una forma sintética de miR29b
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(58,59), ademas de disminuir la expresion de Col3al y fibronectina en el tejido pulmonar. Y por

otra, controla la expresion de colagena tipo | en fibroblastos pulmonares tratados o no con TGF-

B1.

Consistente con lo anterior, otro de los miembros de la misma familia, el miembro miR29a se he
descrito como un miRNA con un papel antifibrético al regular de forma negativa la fosforilacion
de PI3K-Akt mediada por TGF- B1(60). Acorde con estos hallazgos, los tres miembros de la
familia (miR29a, miR29b y miR29c) estan disminuidos en el tejido de pulmonar de pacientes con

FPIy de otros tipos de fibrosis (60, 61, 62).

Cui, et. al. 2016); demostro la actividad antifibrética de miR27a, reduciendo la fibrosis pulmonar
inducida por bleomicina en los ratones administrados con una forma sintética de miR27a.
Sugiriendo que la actividad antifibrotica de miR27a se debia a la inhibicion de la expresion de su
blanco, a-aml, evitando la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, la principal fuente

celular de produccion de colagena tipo I.

En conjunto esta evidencia sugiere un papel clave de los miRNAs en la progresion y desarrollo
de la FPI, asi 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 pulmén al desarrollo de fibrosis pulmonar inducido por bleomicina o
secundaria a la infeccion de Herpes virus (63,64). Y aunque la respuesta fibrética es similar entre

ratones jovenes y viejos, los ratones viejos presentan una alteracion en la capacidad de
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resolucion del dafio fibrético (65). Sin embargo, hasta el momento son escasos los trabajos
publicados utilizando animales viejos, ya que la mayoria 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 practicas asociadas con la obtencion de los ratones,

incluyendo los costos y tiempos de espera.

Un raton se considera senescente a partir de los 18 meses de edad, por ello recientemente se
ha propuesto la utilizacion de ratones con envejecimiento acelerado como modelos de estudio

en el envejecimiento y distintas patologias (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) asi como

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

Ratones con envejecimiento acelerado.

En la actualidad, existen, ademas de los ratones con senescencia prematura (SAM), un gran
namero de cepas con modificaciones genéticas en las que esta alterada la esperanza de vida.

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

siguiente:

Via Gen blanco o | Caracteristicas Referencia
modelo
murino
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Maduraci | Zmpste24-/- Crecimiento retrasado, lipodistrofia y distrofia | Bergo et al.
on de la muscular, cardiomiopatias y esperanza de vida | (2002),
lamina A de 20 semanas. Pendas et al.
(2002)
LmnaH222p/H | Los machos mueren entre los 4 y 9 meses de | Arimura et al.
222p vida, mientras que las hembras entre los 7y 13 | (2005)
meses.
LmnaG609G/G | Reduccién en la tasa de crecimiento, pérdida | Osorio et al.
609G progresiva de peso, ademas presenta una tasa | (2011)
de crecimiento reducida, infertilidad,
deformaciones Oseas, anomalias
cardiovasculares y metabdlicas, curvatura de la
columna vertebral, y una vida media de 100 dias
LmnalL530P/L5 | Fenotipo parecido al de los pacientes con | Mounkes
30P progeria, presentan crecimiento retrasado a | (2003)
parir de los 4-6 dias y mueren entre las 4-5
semanas de vida.
Lmna-/- A partir de la segunda o tercera semana de | Sullivan et al.

edad habia una reduccién en la tasa de
crecimiento, también presentaban cifosis, una
marcha rigida, atrofia del timo, reduccion de la
grasa subcutanea, distrofia muscular, asi como
miopatias cardiacas y esqueléticas, con una

vida media de 8 semanas

(1999)
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GH-IGF-

bGH-Tg

Tienen sobreexpresada la hormona de

crecimiento  heter6loga (GH), presenta

patologia  renal  (glomeruloesclerosis vy

glomerulonefritis),  astrogliosis, una vida

reproductiva acortada, cambios en la funcion

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 foliculos atroficos;

y degeneracion 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 anomalias en la piel, el higado y la
médula 6sea, ataxia, insuficiencia renal, cifosis

y senescencia celular

Niedernhofer

et al. (2006)

Repliaca
cion del

ADN

topB-/-

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 subcutanea,

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 neoplasmicos en

higado y un tiempo de vida corto

Elchuri et al.

(2005)

Sod2-/-

Los homocigos nulos mueren durante los
primeros 10 dias de vida con cardiomiopatia
dilatada, acidosis metabdlica y accumulacion de

grasa en higado, esqueleto y musculo.

Li et al. (1995)

MsrA-/-

vulnerables al estrés oxidativo, presentan una

esperanza de vida reducida y un

comportamiento atipico al caminar

Moskovitz et

al. (2001)

p62-/-

No presenta anormalidades hasta la semana 7
de edad, tiene pérdida de grasa subcutanea 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 restriccion calorica.

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 tamafio corporal reducido y mueren a las
4 semanas, y desarrollan anomalias como
pérdida de grasa subcutdnea, cifolordosis,
linfopenia, defectos

ostopenia 'y otros

metabolicos graves

Mostoslavsky

et al. (2006)

Hormona

ki/kl

Arterosclerosis, atrofia en piel, y osteoporosis,
mueren prematuramente entre las 8 -9

semanas de edad

Kuro-o et al.

(1997)

Inflamaci

p53+/m

fenotipo asociado con el envejecimiento, como
una esperanza de vida corta, osteoporosis,
atrofia generalizada de 6rganos y una tolerancia

al estrés disminuida

Tyner et al.

(2002)

mTR-/-

presentan telomeros cortos, fenotipicamente

muestran canas en el pelaje, alopecia,
hiperqueratosis, y una esperanza de vida de 18

meses

Rudolph et al.

(1999)

AIMP3 Tg

Presentan caracteristicas tipo progeria como
pérdida de peso, alopecia, piel arrugada con
reduccion del tejido adiposo y curvatura de la

columna.

Oh (2010)

SnoNm/m

Sensibles a estrés ambiental, dificultad para

guedar embarazadas en las hembras, y

Pan (2012)
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dificultad para cerrar heridas. Un 20 % de la

poblacion muere al afio de vida.

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

Recientemente, se propuso el uso del raton deficiente de Zmpste24, enzima que participa en el
procesamiento de maduracion de la lamina A, que tiene un envejecimiento prematuro como
modelo de estudio del envejecimiento. Este raton, al igual que los antes mencionados en la tabla
1 tiene un tiempo de vida mas corto y comparte caracteristicas presentes en el envjecimiento
natural. Particularmente, el raton deficiente de Zmpste24 tiene una vida media de 20 semanas,
y desde la doceava semana de edad presenta caracteristicas asocidas al envejecimiento que
incluyen, la activacion del sitémica del sitema inmune conocido como “inflamaging”, alteraciones
en la tasa de transcripcion de genes ribosomales, périda de pelo y bigotes, y alteraciones oseas
como la displasia y la escoliosis, todas caracteristicas descritas en el envejecimiento fisioldgico

en ratones silvestres (71,72).

A diferencia de otros ratones con envejecimiento acelerado, la vida media de 20 semanas del
ratbn Zmpste24 -/- te permite hacer experimentos cronicos como el del modelo de fibrosis
inducido por bleomicina, que requiere al menos 21 dias de espera posterior a la administracién
del farmaco para ver un dafo fibrético, el cual no seria posible realizar cuya esperanza de vida

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

Finalmente, se ha observado la acumulacion de prelamina/progerina, forma inmadura de la
lamina A que no fue procesada por Zmpste24, en tejidos humanos y de raton durante el
envejecimiento (74,75); sugiriendo que existe un mecanismo en comun entre el envejecimiento

fisiologico y el envejecimiento acelerado. Convieritendo al raton 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 raton deficiente de Zmpste24.

Lamina A: Procesamiento y maduracion.

Como se meciond anteriormente, Zmpste24 es una enzima que participa en el proceso de
maduracion de una de las laminas nucleares, la lamina A. Brevemente, las laminas son proteinas
tipo filamento V que se expresan exclusivamente en el nucleo (76). Las laminas pueden
interactuar entre si formando un andamio que rodea la membrana nuclear interna llamada
Lamina, la cual principalmente mantiene la forma y estructura del nacleo, asi como su rigidez.
Debido a la estrecha interaccion que tienen las laminas con la cromatina, son reguladores clave
en la expresion de genes y en las modificaciones de la cromatina (77). En los mamiferos, las
laminas se pueden dividir en tipo A y B. Las laminas 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 laminas 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

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

Durante la traduccioén, la lamina A como las demas proteinas CaaX pasa bajo una serie de
modificaciones en el carboxilo terminal donde se encuentra la secuencia conservada (CaaX)

(83,84).

Primero, se requiere una modificacion postranscripcional que inicia con la farnesilacion de la
cisteina catalizada por una franesiltransferasa, esta modificacion dirigira la union de forma

correcta de la lamina A con la envoltura nuclear interna (85,86). Posteriormente, Recl o
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Zmpste24 cortaran la secuencia conservada aaX, exponiendo la cisteina farnesilada para su
metilacion mediada por una isoprenilcisteinmetiltransferasa. Finalmente, Zmpste24 corta parte
del carboxilo terminal de la prelamina A (RSY-LLD) generando dos segmentos, un péptido de 15
aminoacidos que incluye la secuencia farnesilada y la cisteina metilada el cual sera degradado

y el otro que corresponde a la forma madura de la lamina A (86,71) (Figura 6).
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Figura 6. Serie de modificaciones postraduccionales que sufre la LAmina A para su maduracion. (Barrowman,

2012).

Aunqgue la expresion de la lamina es amplia, en algunos tipos celulares como las neuronas del
sistema nervioso central, la expresion de la lamina A esta apagada por la accién de miR9 (87).
Ademas, el hecho de que las células madre y algunos linajes derivados de células
hematopoyéticas tienen niveles bajos o nulos de lamina A sugiere que el papel de esta proteina
no es esencial en este proceso, particularmente. En conjunto, esta evidencia sugiere que la
lamina A tiene expresién amplia y participa en la regulacién de diferentes procesos biolégicos

pero en los procesos patoldgicos tampoco esta 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 laminopatias,
las cuales tienen una serie de alteraciones especificas en cada tejido. Dentro de las laminopatias
se encuentran desordenes que afectan principalmente a los tejidos de origen mesenquimal,

incluyendo el tejido adiposo, sistema nervioso periférico, la piel, masculo y hueso, y causan un
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fenotipo de envejecimiento acelerado, estos desordenes son mejor conocidos como sindromes
de progeria. Particularmente, el sindrome de progeria Hutchinson-Gilford, que recibe su nombre
de quienes fueron los primeros en describirlo, se presenta principalmente por una mutacion en
el exon 11 de la lamina A, lo cual activa un splicing en sitios cripticos resultando en la formacion
de un RNAmM mutante que se traduce en una lamina A que carece de 50 aminoacidos, conocida
como progerina. La delecion de esta region incluye el sitio donde la endoproteasa ZMPSTE24

realizaria el segundo corte, dejando una proteina farnesilada (83,84).

La acumulacién en el nacleo de la progerina o de la prelamina A farnesilada es altamente toxica
para la célula, causando dafio a DNA, alteraciones en la organizacién de la cromatina y, arresto
del ciclo celular (85,86,87,88,89). Ademas del papel de la progerina en el envejecimiento
prematuro (90,91,92); recientemente, fibroblastos derivados de donadores de edad avanzada o
derivados de lineas celulares en senescencia replicativa muestran una alta acumulacion de
progerina (74). Sugiriendo, que podria 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 lamina A incluye la prenilacion, el corte
del tripéptido del carboxilo terminal seguida de la metilacion del residuo de cisteina prenilado, y
finalmente, la remocién proteolitica por la metaloproteasa Zmpste24 del péptido del carboxilo

terminal previamente prenilado (71).
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Figura 7. Esquema de la formacioén de la lamina 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 ldmina A, y alteraciones de la estructura nuclear en ausencia de la forma madura de la lamina

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

En el laboratorio del Dr Lopez-Otin en Oviedo, Espafia, se generd el ratén deficiente de
Zmpste24. Para poder apagar la expresion 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. Construccion utilizada para la generacién del raton deficiente de Zmpste24. Esquema que muestra

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

Como se menciono, Zmpste24 es una enzima que forma parte de la maquinaria involucrada en
el proceso de maduraciéon de la lamina A, tiene una estructura secundaria formada por siete
barriles a-helicoidales transmembranales (TMH) TMH1, TMH2, TMH3, TMH4, TMH5, TMH6 vy
TMH7, estdn empaquetadas en un haz a-helicoidal antiparalelo, con el dominio de peptidasa de
zinc entre TMH5 y TMHG6 del lado nucleoplasmatico. En el lumen del reticulo endoplasmico se
encuentran tres a-hélices de lumen (LH) LH1, LH2 y TMH7A. El pliegue central de proteasa
abarca dos regiones, el primer segmento consta de una hoja 8 de cuatro cadenas interrumpida
por una a-hélice MH1 (hélice 1 metaloproteasa), la hoja B es seguida por una a-hélice corta y la
hélice HEXXH (MH3) que contiene las histidinas que coordinan al zinc y al glutamato involucrado
en la catdlisis. El segundo segmento contiene la TMH7 con los residuos de coordinacion de zinc,

MH4-MHS6, una histidina conservada implicada en la catalisis y una arginina conservada (87).

Esta enzima se expresa ampliamente en distintos tejidos de mamiferos. Particularmente, en el
ratdn se expresa altamente desde la etapa embrionaria principalmente en corazén, en rifiones y
en la cuerda neural. El fenotipo del raton KO ademas de un tiempo de vida corto (vida media de
20 semanas) incluye cardiomiopatias, distrofia muscular y lipodistrofia. Probablemente
secundario a las anormalidades en la estructura del nacleo por la falta de una forma madura de
la lamina 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 reduccion del tamafio, resultando en una postura caracteristica del

envejecimiento, conocida como escoliosis (71).
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Distinta evidencia sugiere que la falta de lamina A promueve la activacion de vias de sefalizacion
de respuesta a estrés (93) y metabdlicas (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 raton silvestre que disminuyen los niveles de autofagia, en el raton
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 investigacion de los
mecanismos que participan en distintas enfermedades, y particularmente, se han establecido un
gran numero de modelos para estudiar la patobiologia pulmonar. Entre otras limitantes, la
etiologia 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 mayoria
de los cuales mimetizan algunas, pero no todas las caracteristicas de la FPI humana,
especialmente las condiciones naturales de la progresion e irreversibilidad del dafio. Entre los
métodos mas comunes se encuentra el dafio por radiacion, infecciones por herpes virus y la
instilacion de bleomicina, silice o asbestos. Aunque, el agente mas comun de induccion 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 antibioticos producidos por la bacteria Streptomyces
verticillus, y fue aislada por primera vez en los sesentas (97). Ademas de su actividad como

antibidtico, 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 administracion la bleomicina puede distribuirse en distintos tejidos, pero la
mayor concentracion de este compuesto se encuentra en la piel y en los pulmones. Este
antibiotico puede permanecer hasta dos semanas en el pulmén, en niveles mas altos que en

higado o rifiones, tras una sola dosis administrada via intravenosa (99).

Sin importar la via de administracion de la bleomicina, ésta se acumula en una mayor
concentracion en el pulmon; sin embargo, el porcentaje que se almacena con respecto a la dosis
inicial administrada varia dependiendo de su forma de administracion. Siendo la administracion
intratraqueal la forma con el mayor porcentaje recuperado (95%) comparada con otras vias como

la subcutanea 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 mas
susceptibles al dafio tisular inducido por la bleomicina (101). La bleomicina tiene la capacidad de
romper al DNA en un proceso dependiente de la presencia de oxigeno y de un metal i6nico
incluidos el cobre, manganeso, vanadio, hierro y cobalto. EI complejo formado por la bleomicina
con el hierro es el mas descrito. Una gran evidencia muestra que la bleomicina se une de forma
simultdnea al DNA y a Fe (ll) y, que en presencia de oxigeno molecular se inicia la liberacién de

radicales hidroxilos libres seguida de dafio al DNA y la oxidacion del Fe (1) (102).

Las especies reactivas de oxigeno pueden producir directamente la cito-toxicidad mediada por
la participacion de reacciones tipo REDOX y, ademas, producir la subsecuente oxidacion de

acidos grasos, que causan la inestabilidad de la membrana.
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La sobreproduccidon de especies reactivas de oxigeno desencadena una respuesta inflamatoria
ocasionando cito-toxicidad pulmonar, la activacion de fibroblastos y el subsecuente desarrollo de

fibrosis (103).

El dafio pulmonar se desarrolla en las primeras 48 horas después de su administracion
intratraqueal. Este dafio se caracteriza de manera histolégica por edema perivascular y
adelgazamiento de la pared alveolar. Ademas, 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 dafio pulmonar, este proceso se da en forma de mosaico, con areas
normales entre zonas severamente dafiadas. El dafio y la activacion de las células epiteliales
alveolares resulta en la liberacion de citocinas y factores de crecimiento, particularmente TGF-(3,
que estimulan la proliferacion de miofibroblastos y la secrecidbn de una excesiva matriz

extracelular resultando en fibrosis (104, 105).

Durante la primera etapa de dafio, se presenta una elevacién en los niveles de citocinas
proinflamatorias incluidas las interleucinas -1y -6, y el factor de necrosis tumoral, seguida de un
aumento en la expresion de marcadores profibréticos como fibronectina, procolagéna | y el factor
de crecimiento transformante beta 1, desde el dia 14. El “switch” entre el proceso inflamatorio y
fibrético puede irse observando posterior al dia 9 de la administracién de la bleomicina, pero la

fibrosis puede observarse desde el dia 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 ratén 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 morfolégicos y de la expresion génica en el pulmoén de ratones con
envejecimiento acelerado (Zmpste24 -/-) y silvestre, y evaluar la respuesta al dafio fibrosante

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

Objetivos especificos

e Obesrvar los cambios en la expresidon de genes en pulmones de ratones viejos deficientes
de Zmpste24 y silvestres.

e Determinar vias funcionales alteradas en el envejecimiento prematuro y normal en el raton
deficiente de Zmpste24 y silvestre, respectivamente.

e Evaluar la respuesta fibrética en ratones jovenes Zmpste24 -y Zmpste24 ++ 21 después
de la administracion de bleomicina.

e Evaluar la respuesta fibrética en ratones viejos Zmpste24 - y Zmpste24 *+ (13 y 79

semanas de edad, respectivamente) 21 dias después de la administracion de bleomicina.

Metodologia.

Poblacién de estudio.

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

siguientes edades:
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Zmpste24 Joévenes 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 pl de buffer neutralizante, y se guardo el DNA a -20°C para su posterior

utilizacién, como se describié previamente (106).

Para la PCR, se tom6 1 pl en una reaccion final de 10 pl de la siguiente mezcla:

Reactivos 1x
Buffer para PCR 10x 1 pl
dNTP’s 100mM 1l
MgCl250mM 0.3 ul
F1-01 0.25 ul
F1/F02-02 0.25 pl
F1/03 0.5 ul
Taq polimerasa 0.1l
Agua DEPC 5.6 ul

Bajo las siguientes condiciones:



40 ciclos

94°C 94°C

12°( 12°(
2:00 0:30

0:30

4°C

Modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina.

Para inducir fibrosis pulmonar en los ratones se administré 0.1U de Bleomicina en solucion salina
(BLEOLEM, Lemery) por via orofaringea. Los ratones de sacrificaron 7 6 21 dias después del
dafo. El pulmoén derecho se fijé en formol 10% (Sigma, St Louis, MO) y se utilizé para el andlisis
histoldgico. El pulmén izquierdo se congel6 en nitrégeno liquido para ser utilizado posteriormente

en diversos experimentos.

Cuantificacién de hidroxiprolina.

Para cuantificar la sintesis de coldgena en los pulmones de los ratones silvestres y deficientes

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

1. El pulmén izquierdo se sec6 a 110°C por 48 horas, aproximadamente.

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

3. El hidrolizado se resuspendié en 500 ul de agua

4. Se tomaron 10 pul 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 pl de la dilucién y se incubarén 15 minutos a temperatura ambiente con
100 pl de Cloramina T 0.56 M (Sigma, St Louis, MO) en una microplaca
6. Se agregaron 100 pl del Reactivo de Ehrlich 1M y se incubé a 65°C durante 20 minutos.

7. Se ley6 a 550nm

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

hidroxiprolina/mg de pulmoén izquierdo seco (107).

Anélisis morfométrico.

El pulmén derecho se fijé en paraformaldehido 4% inflando a una presién constante de 25 cm de
mercurio, y se embebieron en parafina. Se cortaron secciones de pulmones y se tifieron con
Hematoxilina & Eosina o con Tricrdmica de Masson para poder determinar la severidad del dafio

y Su extension.

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

Extraccion de RNA total.

Para poder obtener el RNA total a partir del tejido pulmonar 100 mg de pulmén izquierdo se
homogeneiz6 en 1000 pl de Trizol (Life Technologies, Grand Island, New York, NY) con ayuda

de un politron a velocidad media.

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

se centrifugd a 12,000g durante 15 minutos a 4°C.

52



2. Se recupero la fase acuosa y se precipitd el RNA con 500 pl de Isopropanol (Sigma, St
Louis, MO), se agité suavemente y se centrifugd a 12,000g durante 10 minutos a 4°C.

3. Se decanto el sobrenadante y el pellet se lavé en 1000 ul de Etanol (Sigma, St Louis, MO)
75% en agua DEPC.

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

5. Se decant6 el sobrenadante y el pellet de RNA se dej6 secar durante 15 minutos.

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

minutos.

La pureza y la eficiencia de la extraccion se verifico usando un espectrofotdmetro (NanoDrop;

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

El equivalente a 1 pg de RNA se sintetizd en cDNA con la ayuda de RT? First strand Kit (Qiagen)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

El RNA obtenido se traté con DNasa | para la eliminacion del DNA gendmico. Este procedimiento
consiste en eliminar DNA de doble cadena que pudiera estar presente en la muestra de RNA 'y

enmascareé la expresion de los genes blanco. Para este proceso se prepar6 la siguiente mezcla:

Componentes Volumen

RNA Variable (25ng-5 ug)
Buffer GE 2 ul

Agua libre de RNAsas Variable

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

Cuantificacion de PCR en tiempo real.

Para la sintesis de cDNA se preparé la mezcla de transcripcion reversa de acuerdo a la siguiente

tabla:
Control P2 1l
RE3 reverse transcriptase mix 2 pl
Agua libre de RNAsas 3ul
Volumen Total 10 pl

Se agregaron 10 ul de la mezcla de trascripcion reversa en un tubo con 10 pl de la mezcla de
eliminaciéon de DNA gendmico. Se mezcl6é gentilmente pipeteando de arriba abajo y se incubd

con el siguiente protocolo:

95°C

05:00
42°C

15:00

Se agregaron 91 ul de agua libre de RNAsas a cada reaccion y se mezclo por pipeteo.

La reaccion se paso a hielo y se procedio con el protocolo de PCR para tiempo real:
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Componentes Volumen 1x

Master mix 2x 5l
Sonda Tagman 0.5 pl
Agua libre de RNAsas 3.5ul
cDNA 1 pl

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

40 ciclos
95°C 95°C
50°C /7 10:00 00:15
2:00 o0°C
1:00

Se utilizaron las siguientes sondas Tagman (Applied Byosystems):

Sonda Clave

Col1a1 Mm00801666_g1
Col3a1 MmO00802300_m1
Mmp38 MmO00439509 _m1
Mmp12 MmO00500554_m1
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Mmp13 MmO00439491 m1l
Mmp19 Mm00491296 m1
Ppary Mm00440940 m1l
Spp1 MmO00436767_m1
Eln MmO00514670_m1
Tofp1 MmO01178820_m1
TgfBi Mm01337605_m1
Timp1 Mm00441818_m1

Los resultados fueron normalizados con la expresion del endégeno 18S rRNA.

Andlisis global de genes

Se purific6 cRNA biotiniliado y se hibridé con un GeneChip™ Mouse Gene 2.0 ST Assay
(Affymetrix®) para medir la expresion del transcriptoma completo. Se utilizaron tres muestras
biolégicas 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
estadisticas en la expresion génica para cada condicion, todos los datos se analizaron por el
modelo lineal de Limma basado en el método empirico de Bayes. Los datos considerados
estadisticamente 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 graficas de

volcan y tablas.

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

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

GSE123293.
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Expresion de microRNAs

El equivalente a 10 ng de RNA total en un volumen de 5 pl se mezcl6 con 3 pl del 5x RT primer

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

Componentes Volumen 1x

100 mM dNTP’s (con dTTP) 0.15 ul

Multiscribe Reverse Transcript 50u/ | 1.0 pl

1]}

10x Buffer de transcripcion reversa 1.5 pl

Inhibidor de RNAsas 0.19 ul
Agua libre de RNAsas 4.16 pl
Volumen Total 7.0 ul

A la mezcla del RNA total y el primer se agreg6 7 ul de la mezcla anterior y se incub6 5 minutos

sobre hielo. Y se incubd bajo los siguientes parametros:

85°C

5:00
42°C
30:00
16°C_/ e

30:00

Para la PCR, se preparo la siguiente mezcla:

Componentes Volumen 20 pl de reaccién
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TagMan smallRNA Assay (20x) 1.00 pl

Producto de la reacciéon de RT 1.33 ul

TagMan Universal PCR master mix 10.0 pl

Agua libre de RNAsas 7.67 ul

Volumen Total 20.0

La mezcla se centrifugd gentilmente y se incubd bajo las siguientes condiciones:

40 ciclos
94°C 94°C
2:00 0:30
\ 60°C
0:30
4°C

0

Para medir la expresion 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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Inmunohistoquimica

Cortes de tejido pulmonar de ratones jovenes y viejos silvestres fueron tratados como se describe
previamente (109). La recuperacion del antigeno fue realizada con buffer de citratos 10 mM, pH
6.0 durante 6 minutos en microondas a nivel maximo. 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 reaccién se revelé con 3-amino-9etil-carbazol
(AEC,BioGenex) en buffer acetatos y 9.05% de H202. Las muestras se contratifieron con

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

Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre 3 0 mas grupos se determiné mediante ANOVA de dos vias
seguida de la prueba de Tuckey o prueba de T-student para diferencias entre dos grupos. Los
valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Para evaluar el grado de
fibrosis, se utiliz6 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 (desviacion

estandar) o SEM (Error estandar).

Resultados.

Debido a que no es viable realizar cruzas entre los ratones homocigotos nulos de Zmpste24, ya
que son infértiles, la colonia se expandid6 mediante cruzas de animales heterocigotos de
Zmpste24. Como durante las primeras semanas de edad los animales son fenotipicamente
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indistinguibles, se determind 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
0 ambas en el caso de los ratones heterocigotos. La figura 9 B representa la proporcion génica

de la poblacién obtenida en cada uno de los lotes.

& GENOTIPOS DE LA COLONIA
w 25
§ 20
2 o W ZMPSTE 24 +/+
Z 10 -
W ] J . . WZMPSTE 24 -/+
e o ZMPSTE 24 -/-
% 1 2 3 4 5
z LOTE
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Figura 9 Genotipificacion de la colonia. A) Gel de agarosa ejemplificando las bandas de DNA correspondientes
segun el genotipo. El carril 1 Pesos moleculares (100pb), el carril 2 ratén HT, el carril 4 ratén KO, el carril 6 raton
HT, el carril 8 ratén WT, el carril 10 control negativo sin DNA y los carriles no numerados estan vacios (520pb=WT,
303pb=deficiente de Zmpste24), B).Gréafica de barras que muestran el nimero de individuos de cada genotipo

obtenidos en los diferentes lotes.

Una vez establecida la colonia se midi6 la expresion del gen de Zmpste24 en ratones silvestres
jovenes (7 semanas) y viejos (82 semanas) para determinar si habia un cambio en la expresion
de la enzima en el pulmén durante el envejecimiento. Como se muestra en la figura 10 A,
mediante qPCR se determiné que Zmpste24 se expresa significativamente mas en el pulmén
de los ratones WT viejos comparados con los WT jévenes y, cOmo se muetra en la imagen
histol6gica de una tincién tricromica de Masson, se localiza en células del epitelio bronquialveolar
principalmente. (Figura 10 B). Sugiriendo un papel de esta enzima en el envejecimiento

pulmonar.
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Joven +/+

Viejo +/+

Figura 10. Expresion y localizacion de Zmpste24 en pulmones de ratones jovenes y viejos. A) gPCR 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 estadisticas esta determinada por la prueba de t- de student (*p
< 0.05). B) Fotomicrografias representativas de la tincion de inmunohistoquimica especifica usando un anticuerpo
contra la proteina Zmpste24 en pulmones de ratones WT jévenes y viejos en condiciones basales. Las sefiales
positivas se observaron en células del epitelio bronquialveolar (flechas negras). Todas las secciones se

contratifieron con hematoxilina. Con una magnificacion de 20x.Escala de 50 um.
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Para profundizar en las posibles diferencias en el pulmén durante el envejecimiento natural y el
envejecimiento prematuro,se evelud la expresion global de genes, través de un analisis de
microarreglos del transcriptoma completo de ratén, 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 Unicamente en el pulmon de ratones WT
viejos, y 224 en el pulmdn de ratones KO viejos. Asi mismo, solamente 19 genes se encontraron
diferencialmente expresados en comun en ambos grupos. Algunos de los genes compartidos

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

Con ayuda de herramientas bioinformaticas, se encontré que estaban desreguladas diversas
vias asociadas a patologias (Figura 11 C) y de respuesta inmune (Figura 11D) en el
envejecimiento acelerado en el raton viejo KO comparado contra el envejecimiento natural en el

raton WT.

Viejo +/+/ Joven +/+ Viejo -/-/ Joven -/-

fumentado
. Disminuide
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Figura 11. Sobrelapamiento de genes diferencialmente expresados en el envejecimiento normal y acelerado

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

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

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

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

lista
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En el caso de los ratones jovenes Zmpste24 +/+ y -/-, se encontré que, entre los genes
diferencialemnte expresados entre el pulméon de ratones KO comparados contra su contraparte
WT, se encontraban principalmente genes de inmunoglobulinas, asi como variantes de
inmunoglobulinas y de los complejos de inmunohistocompatibilidad (datos no mostrados). Una
vez mas, estos datos apoyan que la deficiencia de Zmpste24 esta asociada a la regulacion de la

respuesta inmune.

Posteriormente,cuando se analizaron los resultados de microarreglos para cada grupo de forma
independiente, se observé que en los pulmones de ratones viejos silvestres comparados contra
su contra parte joven cambiaron 576 genes. Interesantemente, algunos de estos genes
pertenecen al corazon del matrisoma (110) o a los genes asociados al matrisoma (110) (Figura
12 A). Se seleccionaron Sppl, Mmp8, Mmp12, Mmpl13, Timpl y Tgfbi para validar los cambios
en su expresion obtenida en la evaluacién del transcriptoma mediante microarraglos, y se midio
la expresion de cada gen mediante PCR en tiempo real. Los resultados validaron la
sobreexpression de estos genes en los pulmones de ratones WT viejos comparados contra su

contraparte joven (Figura 12B).
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Asi mismo, el analsis bioinformatico arrojo que las principales vias alteradas en estos pulmones

estaban relacionadas con cambios en la respuesta inflamatoria (Figuras 12C y D).
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Figura 12. Genes diferencialmente expresados en el pulmoén de ratones viejos C57BL/6 comparados con su
contraparte joven. A) Grafica de volcan de la expresion global de genes en el pulmén de ratones viejos silvestres
contra su contraparte joven. Cada punto representa el cambio en la expresion (expresada en logaritmo) entre ambos
grupos de ratones en relacién al valor nivel estadistico. 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

66



seleccionados y sefalados en rojo y su expresion fue validada por PCR cuantitativo en B). Ensayo de RT-qPCR de
algunos genes seleccionados (Sppl, Mmp8, mmp12, Mmp13, Timply TGF-Bi)Las barras representan las veces de
cambio de los ratones viejos sobre los jovenes (linea punteada). *p< 0.05 and ** p< 0.01. Finalmente,se muestran
los procesos biolégicos enriquecidos asociados a la Ontologia de Gnes (GO) C) y KEGG D) para los genes

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

De forma contraria a lo que ocurre en el envejecimiento natural del pulmon, a excepcion de Sppl,
en el ratdn viejo deficiente de Zmpste24 los genes del matrisoma desregulados se encuentran
principalmente subexpresados (Figura 13A). Como se muestra en la Figura 13B, se valido
mediante gPCR la disminucion del RNAm de algunos genes incluyendo Sppl, Col3aly Eln en

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

Del mismo modo, se realizé un andlsis funcional de enrequecimiento en términos de GO y KEGG
que reveld vias alteradas relacionadas con la organizacion de la matriz extracelular, senescencia
celular, respuesta inmune, asi como de regulacién negativa de vias de proliferacién de células

epiteliales y endoteliales (Figuras 13C y D).
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Figura 13. Genes diferencialmente expresados en el pulmén de ratones deficientes de Zmpste24
comparados contra su contraparte joven. A) grafica de volcan de la expresién global de genes expresados en el
pulmén de ratones viejos deficientes de Zmpste24 comparados contra su joven. Cada punto representa la diferencia
en la expresion (log fold-change) entre los dos grupos graficada contra su significancia estadistica. 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 sefialados en
rojo, y se validé su expresién mediante PCR cuantitativo en B) * p< 0.05 . Los datos representan las veces de cambio

comparadas con el joven deficiente de Zmpste24 (lineas punteadas). Finalmente,se muestran los procesos
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biolégicos enriquecidos asociados a la Ontologia 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 dafio fibrosante pulmonar posterior a la administracién de bleomicina
en ratones silvestres y deficientes de Zmpste24, primero se midid en condiciones basales el
contenido de colagena en 3 ratones jovenes WT y 3 viejos, asi como en 3 ratones deficientes de
Zmpste24 jovénes y 3 viejos mediante la cuantificacion de hidroxiprolina. Como se observa en la
Figura 14A, se observdé un mayor contenido de colagena en el pulmén 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 yg/mg vs joven 4.2 +
0.5 yg/mgy, viejo WT: 6.4 £ 0.6 uyg/mg vs joven 4.5 £ 0.5 uyg/mg, p £ 0.05). Para poder determinar
en qué zonas se estaban depositando las fibras de colagena se realiz6 una tincion 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 colagena se localizan alrededor de las vias aéreas (Figura

14B).
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Zmpste24 +/+

Zmpste24 -/-
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Figura 14. Aumento de colagena en vias aéreas superiores asociado al envejecimiento. A) Contenido de
hidroxiprolina. Los datos representan la media * la desviacion estandar (n=4); *p< 0.05. B) Imagenes representativas
de la morfologia del pulmdén de ratones jovenes o viejos, silvestres y Zmpste24 -/- bajé la tinciéon de tricromica de

Masson. La barra de escala representa 100 uym. Las gréaficas representan la media + SD. *p< 0.05
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Respuesta ante el dafio fibrosante inducido por bleomicina en ratones KOy WT.

Posteriormente, con el objetivo de analizar la respuesta fibrotica pulmonar de estos ratones se
instilaron con bleomicina 6 ratones deficientes de Zmpste24 y 6 ratones silvestres jovenes de 4
semanas de edad. Después de 21 dias, los ratones se sacrificaron y se evaluo por analisis
histoldgico el grado de fibrosis y la extensidon del dafio (Figura 15 A). Se observo que tanto en
los ratones WT como en los KO el porcentaje de extension del dafio y el grado de fibrosis era
similar (Figuras 15 B y C). El analisis bioquimico del contenido de colagena mediante la
determinacién de hidroxiprolina mostré un incremento en los grupos tratados con bleomicina
comparados contra el grupo administrado solamente con solucion salina, pero no se encontraron
diferencias significativas entre los ratones silvestres comparados con los Zmpste24 -/- (6.1 £ 0.6

Mg/mgy 6.3 £ 1.3 pg/mg, para el WT y KO, respectivamente). (Figura 15D).
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Figura 15. Los ratones jovenes silvestres y Zmpste24 -/- desarrollan una respuesta fibrética similar después
de la induccion de daiio con bleomicina. A) Imagenes representativas de tinciones con tricromica de Masson de
secciones pulmonares de ratones control administrados con solucion salina (Panel a) y 21 dias después de la
administracion de bleomicina (panel b y c), y de ratones Zmpste24 -/- control administrado con solucién salina (panel
d) y administrados con bleomicina (paneles e y f). La barra de la escala representa 100 ym. B) Grado de fibrosis y
C) extension del dafio del grado de cambios histopatolégicos en el pulmén. D) Contenido de hidroxiprolina en los
pulmones de ratones silvestres y Zmpste24 -/- después de la administracién de solucion salina o 21 dias después

de la administracion de bleomicina. *p< 0.05; (n=6). Las graficas representan la media + SD.
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Hasta el momento, existen pocos trabajos en los que se evalla la respuesta fibrotica pulmonar
inducida por bleomicina en ratones viejos. Sin embargo, éstos concuerdan que los ratones viejos
son mas susceptibles al desarrollo de fibrosis pulmonar que su contraparte joven. Basados en
esto, me interesaba conocer si la respuesta fibrética posterior al dafio 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 evalud la respuesta fibrética 21 dias posteriores al dafio con bleomicina, y se midio
la acumulacién de hidroxiprolina en 6 ratones deficientes de Zmpste24 viejos y 6 silvestres viejos.
En el caso de los ratones viejos WT, el andlisis histolégico mostré zonas del tejido pulmonar
severamente dafiadas, acompafadas de un depdsito excesivo de fibras de colagena en los
ratones dafiados con el farmaco comparados con los controles (Figura 16 A, paneles a, b y c).
Corroborando lo anterior, se encontré6 un mayor contenido de hidroxiprolina tras el dafio con
bleomicina en estos ratones (8.8+0.5pug/mg vs salina: 6.4+0.6ug/ mg, *p<0.05) (Figura 16 D).
Sorpresivamente y contrario a lo que ocurre en los ratones silvestres, los ratones viejos
deficientes de Zmpste24 parecian estar protegidos al desarrollo de fibrosis pulmonar, mostrando
sélo un ligero dafio 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 pulmén 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 patélogo, observé que tanto el grado de
fibrosis como la extension del dafo 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) Imagenes representativas de secciones de pulman tefiidas con tricromica
de Masson de ratones viejos silvestres control administrados con solucion salina (panel a) y 21 dias después de la
administracion de bleomicina (paneles b y c), y de ratones viejos Zmpste24 -/- control administrados con solucién
salina (panel d) y 21 dias después del dafio con bleomicina (paneles e y f). La barra de la escala representa 100 um.
B) Grado de fibrosis y C) extensién del dafio del grado de cambios histopatoldgicos en el pulmén. D) Contenido de
OH-prolina en los pulmones de ratones viejos silvestres y Zmpste24 -/- después de la administracion de solucion
salina o 21 dias después de la administracion de bleomicina. *p< 0.05; (n=6). Las graficas representan la media

SD.

Para elucidar qué posible mecanismo estaba participando en la proteccion de fibrosis pulmonar
de los ratones viejos deficientes de Zmpste24 se midio la expresion diferencial del transcriptoma
completo mediante un andlisis de microarreglos en el pulmén de 3 ratones deficientes de
Zmpste24 viejos 21 dias después del dafio con bleomicina comparados contra su contraparte

silvestre.

El analisis develo la expresion de 1165 diferencialmente expresados en el pulmon del raton

deficiente de Zmpste24 comparado contra su contraparte silvestre (Figura 17A).
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Entre los genes disminuidos se encontraron varios genes de moléculas asociadas al matrisoma
como Mmpl12, Mmp19, Mmp13, Timpl y Ppar, asi como Collal, Col3aly Sppl que pertenecen
al core del matrisoma. Ademas, se encontraron sobreexpresados algunos genes con actividad

antifibrética como NAPDHO4 (111), TGFgrlil 'y Dcn.

Utilizando el software key Pathway Advisor-Clarivate se encontraron desregulados 6 factores de
transcripcion incluyendo al factor de transcripcion 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 (Egrl).Mientras
que los analisis funcionales de enriquecimiento GO y KEGG, revelaron que estaban alteradas
distintas vias principalmente aquellas relacionadas con la respuesta inmunoldgica/inflamatoria
en pulmén dafiado de los ratones viejos KO comparados con el de su contraparte silvestre

(Figura17 By C).

Interesamente, 42 de los genes deregulados resultaron ser miRNAs, correspondiendo a mas del
3.6% de los genes diferencialmente expresados en el pulmoén de los ratones KO viejos dafiados
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 podrian estar

involucrados en la resistencia al desarrollo de fibrosis pulmonar en los ratones viejos KO.
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Figura 17. Analisis transcriptomico de pulmones dafiados con bleomicina de ratones viejos deficientes de
Zmpste24 comparados contra su contraparte silvestre. A) Gréfica de volcan de los significativamente diferentes
RNAs (puntos azules) o no (puntos grises) y algunos genes seleccionados para su validacién por gPCR (puntos
rojos). B) Grafica 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 pulmén se obtuvo 21

dias después de la administracion de bleomicina.
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Para poder profundizar un poco mas en este hallazgo (Figura 18 A), se midi6 la expresion por
PCR cuantitativo de la forma madura de los miRNAS antifibroticos: miR23a, miR27a, mir29a,
miR29b, miR491 y miR145a. Corroborando los resultados obtenidos por los microarreglos, estos
5 miRNAs estaban sobreexpresados en el pulmén 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 proteccion del
desarrollo de fibrosis pulmonar del raton 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
expresion se mostraba alterada en los microarreglos. De la listas obtenidas, para miR29 se
seleccionaron los tres genes blancos Collal, Col3al y TGF-B1y se midi6 su expresiéon por PCR
cuantitativo. Como se muestra en la figura 18 C, la expresion de los 3 blancos esta disminuida
en el pulmon de ratones deficientes de Zmpste24 viejos comparados con ratones silvestres viejos

21 dias depues del dafio con bleomicina.

En el caso de los blancos de miR27a, se seleccionaron Ppar, y Sppl, confirmando lo esperado
la expresién de estos dos mensajeros también estaba disminuida en el pulmén 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, Mmpl12 y Mmp19, asi como su inhibidor, Timpl.Para validar su expresion, se midi6é
mediante PCR cuantitativo la expresion de los mensajeros de estos tres blancos, y se grafico la
expresion media en el pulmén de 3 ratones viejos deficientes de Zmpste24 y de 3 silvestres
viejos. Los resultados mostraron que la expresion del RNA mensajero de Mmpl2, Mmpl9 y
Timpl era significativamente menor en el pulmén de ratones deficientes de Zmpste24 viejos

comparados con ratones silvestres viejos (Figura 18 E).
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Figura 18. Desregulacion de la expresion de miRNAs y de sus genes blancos en pulmones tratados con
bleomicina provenientes de ratones viejos Zmpste24 -/- y Zmpste24 +/+ analizada por PCR cuantitativa. A)
Expresion de miRNAs seleccionados. Expresion de genes blancos de B) miR29, C) miR27a y D) miR145a. Las
barras blancas representan el valor de la media de la expresion en el pulmén de ratones silvestres, y las barras

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

Discusion.

El envejecimiento se caracteriza por la pérdida de respuesta al dafio. Debido a esas
caracteristicas, el envejecimiento es el principal factor de riesgo de multiples 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 fibrotica en el humano y en
modelos experimentales. Diversos estudios sustentan que en ratones viejos la resolucién
posterior al dafio pulmonar se encuentra alterada, asemejando el comportamiento patofisiologico

presente en la fibrosis humana asociada con la edad (112,113).
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Sin embargo, el uso de animales viejos en el estudio de la fibrosis pulmonar esta limitado por
los altos costos de mantenimiento y largos tiempo de espera, y la mayoria 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 FPIl y en otras enfermedades

pulmonares (112,113).

Para este trabajo, nosotros evaluamos la respuesta fibrotica posterior al dafio con bleomicina en
el raton 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 fenotipicas entre los ratones Zmpste24 -y **, se seleccionaron como
jovenes ratones 7~ de 4 semanas de edad y como viejos animales de 13 semanas de edad. Cabe
mencionar, que no se encontraron diferencias morfoldégicas en el pulmén 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 realiz6 fue un andlisis para medir los cambios en la expresién en el
transcriptoma completo en el pulmén de ratones viejos silvestres y viejos Zmpste24 -
comparados contra su respectivo joven. El andlisis revelé un gran nimero de diferencias en la
expresion génica pulmonar durante el envejecimiento natural y acelerado. Interesantemente, uno
de los 19 genes compartidos resultdé ser miR664 que ha sido fuertemente relacionado con la
esperanza de vida (116), donde se muestra que existe una correlacion positiva entre la expresion
de miR664 y una mayor esperanza de vida. Acorde con lo anterior, mir664 se encontro

aumentado en los ratones silvestres, pero disminuido en los deficientes de Zmpste24.
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Adicionalmente, en el pulmén del raton silvestre viejo se sobreregulo la expresion de diversos
genes de proteinas de matriz extracelular, tanto del core como asociadas al matrisoma (110).
Mientras que, de forma opuesta, con la excepcion de Sppl, genes del core del matrisoma
estaban subexpresados en el ratbn Zmpste24 -/-. Interesantemente, aunque no se encontraron
genes de colagenas sobrexpresados, cuando examinamos el contenido de hidroxiprolina,
observamos un incremento similar en el pulmoén de los ratones viejos silvestres y Zmpste24 -/-.
Sugiriendo que lo observado se debe a una acumulacién de la proteina con la edad, la cual se

localiz6 alrededor de las vias aéreas.

Posteriormente, se evalud la respuesta fibrotica utilizando uno de los modelos de fibrosis
pulmonar mas usado (117), el modelo de fibrosis pulmonar inducido por bleomicina. En ratones
silvestres y deficientes de Zmpste24 jovenes o durante el envejecimiento se comparé la

extension del dafio y el depdsito de colagena 21 dias después de la administracion del farmaco.

La evaluacion del dafio pulmonar revelé que mientras los ratones jovenes silvestres y Zmpste24
-/- desarrollan una remodelacion de la arquitectura pulmonar similar en respuesta a la bleomicina,
asi como una similar acumulacion de colagena, en el pulmon del ratbn Zmpste24 -/- viejo las

lesiones estan marcadamente atenuadas en comparacion contra el raton 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 examind la expresion del transcriptoma
completo en los ratones viejos WT y Zmpste24-/- posterior al dafio con bleomicina. Los
resultados demuestran que un gran niumero de genes del core del matrisoma o asociadas al

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

Interesantemente, uno de los genes disminuidos fue Sppl, que codifica a la proteina

osteopontina, que se habia encontrado sobrexpresado en condiciones basales tanto en el
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envejecimiento natural como acelerado. La osteopontina es un mediador profibrético (118), que
favorece la migracion y proliferacion de fibroblastos, e induce la sintesis de colagena mientras
atenva la expresion de MMP-1. Sumado a esto, en el modelo experimental, los ratones
deficientes de osteopontina acumulan significativamente menos colagena que su contraparte

silvestre en respuesta a la bleomicina (119).

Acorde a lo anterior, se encontré que el pulmon de los ratones Zmpste24-/- viejos sintetiza menos
colagena en respuesta al dafio cuando se compara contra los ratones viejos silvestres. Ademas,

de una significativa disminucion en los niveles de expresion de los genes de Collal y Col3al.

Entre la lista de genes que se encontraron disminuidos en el raton deficiente de Zmpste24
también aparecieron distintos genes de Mmps, incluido el de Mmp8 que codifica una enzima con
actividad colagenolitica, 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 participacion de los miRNAs en la patogénesis de
fibrosis pulmonar tanto favoreciendo como atenuando las vias fibrogénicas, se examiné el patron
de expresiéon de miRNAs, y se identificaron 42 miRNAs diferencialmente expresados en el
pulmén de ratones deficientes de Zmpste24 viejos en respuesta al dafio con bleomicina y
comparados contra su contraparte silvestre. Entre ellos, se encontré la sobreexpresion de
miR23a, miR27a, miR29a/b, miR145a y miR491, cuyos blancos son componentes de la matriz
extracelular, por lo que estos miRNAs a excepcion de miR23a pueden ser considerados

antifibroéticos.

Particularmente, miR29b inhibe las vias de Tgf-1, CTGF y Smad3, actuando como un co-

regulador potencial de la via profibrotica TGF-f/Smad3/CTGF (121). Consistentemente, se
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encontré disminuida la expresion de Tgf-87 en los pulmones de ratones Zmpste24-/- viejos que

sobrexpresaban miR29b-1.

Sumado a los anterior, la evaluacion de la expresion de miR29 en el pulmon a diferentes tiempos
posterior al dafio con bleomicina revelé una disminucién gradual durante el desarrollo de la
fibrosis con un subsecuente incremento que correlacionaba con la resolucidon del dafio en las

lesiones fibroticas (122).

Por su parte, miR27a es un miRNA antifibrotico que protege a los ratones del desarrollo de
fibrosis pulmonar inducido por bleomicina, funcionando como un mecanismo de
retroalimentacion negativa que disminuye la diferenciaciéon a miofibroblastos (123). Ademas,

nuestra busqueda in sillico predijo a la osteopontina como uno de sus blancos.

Otro de los miRNAs que se encontraron sobrexpresados en el pulmoén de los ratones deficientes
de Zmpste24 fue miR491, el cual ha sido evaluado arduamente en cancer; sin embargo, se le ha
relacionado fuetemente con diversas vias profibrosantes incluida las vias de TGF-f/SMAD3/NF-

kKB y Wnt3a/B-catenina (123,124).

Por otra parte, la ausencia de la lamina A, la proteina blanco de Zmpste24, ha sido fuertemente
asociada con la regulacién negativa de componentes de la matriz extracelular en células
pulmonares adultas, pero no embrionarias de ratdén (125). Entre eso, distintas MMP’s que tienen
como blanco componentes de la matriz extracelular han sido encontradas desreguladas en la
fibrosis pulmonar ademas de que fuerte evidencia muestra que juegan un papel central en la
remodelacion tisular (126) por lo que tienen una regulacion rigurosa a multiples niveles, que van
desde la regulacién transcripcional mediada por factores de crecimiento hasta la regulacion post-

transcripcional ejercida por miRNAs (127). En el pulmén del raton viejo Zmpste24 -/- aumento la
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expresion de miR145a mientras sus blancos predichos Mmpl2 y Mmpl9 se encontraron

disminuidos en respuesta al dafio por bleomicina.

Seguramente, otros mecanismos ademas de la desregulaciéon de miRNAs y sus blancos estan
contribuyendo a proteger a los ratones Zmpste24-/- viejos del desarrollo de fibrosis pulmonar
inducida por bleomicina. Por ejemplo, la actividad autofagica se activa tras la acumulacion de
macromoléculas dafiadas, y se sabe que este proceso disminuye significativamente con la edad
y esta particularmente reducido en la fibrosis pulmonar. Mientras que el raton deficiente de
Zmpste24 tiene una exacerbada actividad autofagica causada por la reduccién de la actividad de

mMTOR (94).

En adicién a lo anterior, recientemente se observé que cambios en la mecanotransduccion
mediados por la lamina A madura previene a estos ratones de dafio en el epitelio alveolar

secundario a hiperventilacién debido a la ausencia de Zmpste24 (128).

En este contexto, estos resultados sugieren que la ausencia de Zmpste24 en el envejecimiento
resulta en la alteracion de la respuesta fibrética pulmonar inducida por bleomicina mediada en

parte por la desregulaciéon de miRNAs antifibréticos y sus blancos.

Conclusiones.

e En condiciones basales, durante el envejecimiento natural en el pulmoén del raton viejo
C57BL/6 se sobreexpresan genes de moléculas del matrisoma central asi como moléculas
asociadas al matrisoma.

e En el envejecimiento acelerado del pulmén del raton 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 jovenes.

En los ratones jovenes WT y KO el desarrollo de fibrosis pulmonar inducido por bleomicina
fue similar, incluyendo la extension del dafio y el incremento de colagena.

Los ratones WT viejos tratados con bleomicina tuvieron un incremento en el depoésito de
coldgena comparado con los ratones tratados con solucion 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 antifibroticos (miR23a, miR27a, miR29a/b, miR145a
y miR491)

La expresion de los genes blancos de miR27a (Ppary y Sspl), de miR29a/b (Collal,
Col3aly Tgf-B1) y de miR145a (Mmp12, Mmp19y Timpl) 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 pulmén de ratones WT viejos

comparados con su joven.

SYMBOL GENENAME logFC

Sppl 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
Sprrla small proline-rich protein 1A 3.00
C3arl complement component 3a receptor 1 2.90
Clec4n C-type lectin domain family 4, member n 2.80
Argl arginase, liver 2.80
Clgb complement component 1, g subcomponent, beta polypeptide 2.70
Ifi204 interferon activated gene 204 2.70
Msrl 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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Msd4a7 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7 2.50
TIr13 toll-like receptor 13 2.40
Chil 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
Fcgrl Fc receptor, IgG, high affinity | 2.30
Rnu3a U3A small nuclear RNA 2.30
Snord93 small nucleolar RNA, C/D box 93 2.30
Ms4dabd 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
Ms4al4 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
ltgam integrin alpha M 2.10
ltgam integrin alpha M 2.10
Snora64 small nucleolar RNA, H/ACA box 64 2.10
Tnip3 TNFAIP3 interacting protein 3 2.10
Cd6e8 CD68 antigen 2.10
Clga complement component 1, g subcomponent, alpha polypeptide 2.10
Clqc complement component 1, g subcomponent, C chain 2.00
Ccrl chemokine (C-C motif) receptor 1 2.00
Fcgrd Fc receptor, I1gG, low affinity IV 2.00
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n-R5s136 | nuclear encoded rRNA 5S 136 2.00
Mmp13 matrix metallopeptidase 13 2.00
phospholipase A2, group VII (platelet-activating factor acetylhydrolase,
Pla2g7 plasma) 2.00
Cxcl13 chemokine (C-X-C motif) ligand 13 2.00
Ctsk cathepsin K 2.00
Wifdcl17 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
SIfn9 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
Cyplal cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 -1.7
Myoz2 myozenin 2 -1.7
SIn sarcolipin -1.7
Actcl 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
Glplr 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
Nridil nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 -1.5
Fendrr Foxfl adjacent non-coding developmental regulatory RNA -1.5
Bpifbl 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
Fmol 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
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system),
Slc7a10 member 10 -1.3
Ccdc129 coiled-coil domain containing 129 -1.3
Hspala heat shock protein 1A -1.3
Ighv1-84 | immunoglobulin heavy variable 1-84 -1.3
KIf12 Kruppel-like factor 12 -1.3

104




Adrala 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
Acssl 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
Gnaol guanine nucleotide binding protein, alpha O -1.2
Mirl81b-1 | microRNA 181b-1 -1.2
Tbx3o0s1 T-box 3, opposite strand 1 -1.2
Mir200b microRNA 200b -1.2

TABLA 3: Top 50 de genes sobreexpresados y disminuidos en el pulmén 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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Tnhpo3 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
Travl2-2 |T cell receptor alpha variable 12-2 1.60
Travl4-1 |T cell receptor alpha variable 14-1 1.60
H2-M2 histocompatibility 2, M region locus 2 1.60
ligpl interferon inducible GTPase 1 1.50
Spp1l 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
7r interleukin 7 receptor 1.10
Irgm2 immunity-related GTPase family M member 2 1.10
BC051142 | cDNA sequence BC051142 1.10
Nirc5 NLR family, CARD domain containing 5 1.10
Gvinl GTPase, very large interferon inducible 1 1.10
Gvinl 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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Gvinl GTPase, very large interferon inducible 1 1.10
Stat4 signal transducer and activator of transcription 4 1.10
Xdh xanthine dehydrogenase 1.00
Gbpb 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
12rb 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
Actal 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
Sprrla 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
Asprvl 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
Col3al collagen, type lll, 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
ScarnalO |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
a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with
Adamts9 |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 pulmén de ratones viejos

deficientes de Zmpste24 21 dias posteriores al dafio 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
Nrdal nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 2.26
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UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-

Galnt15 acetylgalactosaminyltransferase 15 2.25
Sultldl sulfotransferase family 1D, member 1 2.24
Doc2b double C2, beta 2.16
Bex4 brain expressed X-linked 4 2.12
Egrl early growth response 1 2.06
Tbx3o0s1 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
Grial glutamate receptor, ionotropic, AMPA1 (alpha 1) 1.89
Car3 carbonic anhydrase 3 1.89
Bpifal BPI fold containing family A, member 1 1.88
Akricl4 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
Fgfbpl fibroblast growth factor binding protein 1 1.82
OIfr920 olfactory receptor 920 1.82
Stfal stefin Al 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
Sesnl 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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Msdadd membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4D 1.61
Corob coronin 6 1.60
Ednrb endothelin receptor type B 1.60
lgfbp6 insulin-like growth factor binding protein 6 1.55
Fmol flavin containing monooxygenase 1 1.55
Stfa2ll stefin A2 like 1 1.53
Cyp2el 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
Mirl45a microRNA 145a 1.51
Ifi208 interferon activated gene 208 1.50
l11b interleukin 1 beta 1.47
Tas2r143 | taste receptor, type 2, member 143 1.46
Aldh6al aldehyde dehydrogenase family 6, subfamily Al 1.46
Glb1l2 galactosidase, beta 1-like 2 1.46
Apod apolipoprotein D 1.45
Sh3d21 SH3 domain containing 21 1.44
Rasgeflb | RasGEF domain family, member 1B 1.44
Rasgeflb | RasGEF domain family, member 1B 1.44
Tnik TRAF2 and NCK interacting kinase 1.43
Bex4 brain expressed X-linked 4 1.41
Cyp3al3 cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 13 1.40
Nox4 NADPH oxidase 4 1.40
Bcas3osl |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 Il 1.37
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase,
Serpina7 antitrypsin), member 7 1.36
Map3ké6 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
Freml Frasl related extracellular matrix protein 1 1.30
Hif3a hypoxia inducible factor 3, alpha subunit 1.29
Fkbp5 FK506 binding protein 5 1.27
KIf15 Kruppel-like factor 15 1.27
Pfkfbl 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
Mirl26a microRNA 126a 1.24
Arrdc3 arrestin domain containing 3 1.24
Tgfbr3 transforming growth factor, beta receptor lli 1.23
Snhg3 small nucleolar RNA host gene 3 1.22
Mir701 microRNA 701 1.22
Gulpl GULP, engulfment adaptor PTB domain containing 1 1.21
OIfr1392 | 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
Cytll 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
Cyplal 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 VO subunit A4 1.16
Neatl nuclear paraspeckle assembly transcript 1 (non-protein coding) 1.16
Mir27a microRNA 27a 1.16
Upkla uroplakin 1A 1.15
Snhg3 small nucleolar RNA host gene 3 1.15
Arxes?2 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
Slc43al 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
Amyl 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
Clqtnf7 Clq and tumor necrosis factor related protein 7 1.08
Npr3 natriuretic peptide receptor 3 1.08
Ppplr2 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 2 1.07
Acss3 acyl-CoA synthetase short-chain family member 3 1.07
Mchrl melanin-concentrating hormone receptor 1 1.07
Cnih2 cornichon family AMPA receptor auxiliary protein 2 1.06
Pln phospholamban 1.06
Ngol NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 1.06
Upk1lb uroplakin 1B 1.06
Duspl dual specificity phosphatase 1 1.06
Hsd11bl |hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1 1.06
Srp54a signal recognition particle 54A 1.06
Srp54b signal recognition particle 54B 1.06

114




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
Glb1I3 galactosidase, beta 1 like 3 1.03
Agtrla angiotensin Il receptor, type 1a 1.03
Ttcb tetratricopeptide repeat domain 6 1.03
11r2 interleukin 1 receptor, type Il 1.03
Incal inhibitor of CDK, cyclin Al 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
SIf1 SMC5-SMC6 complex localization factor 1 1.01
Dbt dihydrolipoamide branched chain transacylase E2 1.01
Cnepirl 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
ltgax integrin alpha X -2.95
Mid1l midline 1 -2.87
Ly6i lymphocyte antigen 6 complex, locus | -2.72
Awatl 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
Olrl oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1 -2.30
H2-Ab1l histocompatibility 2, class Il 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
Lgalsl 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
l11a 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) Il alpha -2.04
Fgg fibrinogen gamma chain -2.02
Mmp19 matrix metallopeptidase 19 -2.01
Ccl6 chemokine (C-C motif) ligand 6 -1.97
Argl arginase, liver -1.97
Orm2 orosomucoid 2 -1.95
Erdrl erythroid differentiation regulator 1 -1.95
Mki67 antigen identified by monoclonal antibody Ki 67 -1.95
Bcl2ala B cell leukemia/lymphoma 2 related protein Ala -1.95
Bcl2alb B cell leukemia/lymphoma 2 related protein Alb -1.95
Bcl2ald B cell leukemia/lymphoma 2 related protein Ald -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
Bcl2ala B cell leukemia/lymphoma 2 related protein Ala -1.90
Bcl2alb B cell leukemia/lymphoma 2 related protein Alb -1.90
Cd72 CD72 antigen -1.89
Hexa hexosaminidase A -1.89
Ccer5 chemokine (C-C motif) receptor 5 -1.88
Ect2 ect2 oncogene -1.86
Ccl17 chemokine (C-C motif) ligand 17 -1.85
Histlh2ab | histone cluster 1, H2ab -1.85
Scn3b sodium channel, voltage-gated, type lll, 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 Il antigen E beta -1.79
CD74 antigen (invariant polypeptide of major histocompatibility complex,
Cd74 class Il antigen-associated) -1.79
Mir5107 microRNA 5107 -1.79
Nirplc-ps | NLR family, pyrin domain containing 1C, pseudogene -1.79
Cybb cytochrome b-245, beta polypeptide -1.79
12rg interleukin 2 receptor, gamma chain -1.77
Orm1l orosomucoid 1 -1.77
Ccl12 chemokine (C-C motif) ligand 12 -1.77
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Erdrl 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 VO subunit D2 -1.74
Sppl secreted phosphoprotein 1 -1.74
colony stimulating factor 2 receptor, beta 2, low-affinity (granulocyte-
Csf2rb2 macrophage) -1.73
Rnase2b ribonuclease, RNase A family, 2B (liver, eosinophil-derived neurotoxin) -1.72
Thyl thymus cell antigen 1, theta -1.72
Timp1l tissue inhibitor of metalloproteinase 1 -1.71
Itgb2 integrin beta 2 -1.70
1133 interleukin 33 -1.70
Lrp2 low density lipoprotein receptor-related protein 2 -1.68
Ccl21a chemokine (C-C motif) ligand 21A (serine) -1.68
11rn interleukin 1 receptor antagonist -1.68
Ctsd cathepsin D -1.68
Mcoln3 mucolipin 3 -1.66
Mmp13 matrix metallopeptidase 13 -1.66
Cxcrl chemokine (C-X-C motif) receptor 1 -1.66
H2-DMb2 | histocompatibility 2, class Il, locus Mb2 -1.65
Ulbp1l UL16 binding protein 1 -1.65
Tmem252 |transmembrane protein 252 -1.65
Adgrel adhesion G protein-coupled receptor E1 -1.65
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Cd200r1 CD200 receptor 1 -1.64
Col3al collagen, type lll, alpha 1 -1.64
Tfec transcription factor EC -1.64
Lrpl2 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
Traved-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
Serpinbla |serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 1a -1.62
P2ry6 pyrimidinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 6 -1.60
Trem?2 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
Fnl fibronectin 1 -1.57

solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member

Slc7al11 11 -1.56
Mrcl mannose receptor, C type 1 -1.54
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Collal collagen, type |, alpha 1 -1.54
Ly75 lymphocyte antigen 75 -1.53
Steap4 STEAP family member 4 -1.53
potassium intermediate/small conductance calcium-activated channel,
Kcnn3 subfamily N, member 3 -1.53
Anpep alanyl (membrane) aminopeptidase -1.52
Rasgrp3 RAS, guanyl releasing protein 3 -1.52
Adgre4d adhesion G protein-coupled receptor E4 -1.51
Ms4al4 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
Slc5al 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
C3arl complement component 3a receptor 1 -1.48
Tmem173 |transmembrane protein 173 -1.48
Cd200r4 CD200 receptor 4 -1.47
Histlh2af |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
Myolg myosin IG -1.46
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Tff2 trefoil factor 2 (spasmolytic protein 1) -1.45
Prcl protein regulator of cytokinesis 1 -1.45
Vnnl vanin 1 -1.45
Lgi2 leucine-rich repeat LGl family, member 2 -1.45
Vwf Von Willebrand factor -1.45
lgfl insulin-like growth factor 1 -1.45
H2-Aa histocompatibility 2, class Il 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
PId3 phospholipase D family, member 3 -1.42
Clec7a C-type lectin domain family 7, member a -1.42
Chill chitinase-like 1 -1.41

TABLA 5: miRNAs diferencialmente expresados en el pulmén de ratones viejos deficientes de

Zmpste24 21dias posteriores al dafio con bleomicina, comparados contra su respectivo WT.

SYMBOL GENENAME logFC

Mirl45a microRNA 145a 15
Mirl26a microRNA 126a 1.24
Mir701 microRNA 701 1.21
Mir3061 microRNA 3061 1.2
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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
Mir1l01a microRNA 101a 0.64
Mir694 microRNA 694 0.63
Mir677 microRNA 677 0.59
Mir677 microRNA 677 0.59
Mir1938 microRNA 1938 0.58
Mirl47 microRNA 147 -2.09
Mir5107 microRNA 5107 -1.78
Mir28c microRNA 28c -1.57
Mir511 microRNA 511 -1.07
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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 comun 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
Fgfra fibroblast growth factor receptor 4
7r interleukin 7 receptor

A530032D15Rik

RIKEN cDNA A530032D15Rik gene

C130026I121Rik

RIKEN cDNA C130026121 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

Sprrla small proline-rich protein 1A

Cxcl13 chemokine (C-X-C motif) ligand 13
Prdm8 PR domain containing 8

Sppl 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 pulmonary fibrosis is a devastating aging-associated disease of unknown etiology. Despite that aging
is a major risk factor, the mechanisms linking aging with this disease are uncertain, and experimental models to
explore them in lung fibrosis are scanty. We examined the fibrotic response to bleomycin-induced lung injury in
Zmpste24-deficient mice, which exhibit nuclear lamina defects developing accelerated aging. We found that
young WT and Zmpste24(-/-) mice developed a similar fibrotic response to bleomycin. Unexpectedly, while old
WT mice developed severe lung fibrosis, accelerated aged Zmpste24-/- mice were protected showing scant lung
damage. To investigate possible mechanisms associated with this resistance to fibrosis, we compared the
transcriptome signature of the lungs and found that Zmpste24(-/-) mice showed downregulation of several core
and associated matrisome genes compared with WT mice. Interestingly, some microRNAs that target
extracellular matrix maolecules such as miR23a, miR27a, miR29a, miR29b-1, miR145a, and miR491 were
dysregulated resulting in downregulation of profibrotic pathways such as TGF-B/SMAD3/NF-kB and Wnt3a/B-
catenin signaling axis. These results indicate that the absence of Zmpste24 in aging mice results in impaired
lung fibrotic response after injury, which is likely associated to the dysregulation of fibrosis-related miRNAs.

INTRODUCTION Aging is characterized by exhaustion of stem cell
reservoirs. alleralions in proleoslasis. mcreased accuinu-
lation of damaged DNA. telomere shortening and mito-

chondrial dysfunction [6]. Excessive dysfunction of

Idiopathic pubnouary Gbrosis (IPF) 1s a progressive and
lethal lung discasc of unknown ctiology and limited

therapeutic options [1-3]. Although the pathogenic
mechanisms are nneertam. most evidence indicates that
IPF results from the hyperactivation of the respiratory
epithelium. which secretes a wvariety of mediators that
induce the migration. proliferation. and activation of
fibroblasts with the subsequent destruction of the lung
parenchyma [2-4. 5]. The median age at diagnosis is ~63
vears. and the incidence increases markedly with age.
supporting the notion that aging is a driving force for the
development of the disease [1-3].

most of these aging-associated mechanisms has been
identified in IPF [6. 7].

Howcver. most biomedical rescarch regarding the
pathogenecic of IPF has been performed in mice 6-8
weeks old and studies on naturally aged. wild-type mice
are scanty [8]. The main problem lies in the significant
practical difficulties associated with the generation of
aged mice. including time and cost. The few studies
assessing experimental models in older mice have
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revedled thal aging mcreases the GLrotic lung respouse
to bleomycin-instillation or herpes virus damage |9. 10].
However. in another stdy. it was found that the
scverity of fibrosis was not diffcrent between young and
old mice although aged mice demonstrated an impaired
capacity to resolve fibrosis [11].

There 1s growing interest (0 identily expermmental models
of accelerated aging. In this context. the senescence-
accelerated mouse (SAM). or the genetically modified
telomerase deficient mice have been used to study the
effect of aging on the development of pulmonary fibrosis
[12-13].

Recently. it was shown that Zmpsre24 deficient mice
displayed accelerated aging. ZmpsteZ4 1s a zinc
metalloproteinase responsible for the final cleavage step
of nuclear envelop prelamin A. a critical step in its
maluration process. Accumnulation of immnalure lannn A
1s highly toxic to the cell and produce DNA damage.
chromatin remodeling and early senascence [14].

ZmpsteZ4-deficient mice appear healthy until ~4 weeks,
and are indistingnishable from their heterozygous or
wildtype littermates. After eight weeks of age. homo-
zygous null mice progressively show a premalure aging
phenotype including severe growth retardation. hair
loss. osteoporosis. dilated cardiomyopathy. mmscular
dystrophy. lipodystrophy. and their lifespan is shortenad
to 4-6 months [14. 15].

To clarify the role of aging in the development of lung
fibrosis and unveiling whether Zmpsre24 deficient mice
could be an appropriate aging-model for this purpose.
we exanuned their fibrotic response to bleomycin-
mduced lung damage.

Unexpectedly. we tound that old but not young
Zmpste2d deficient mice seem to be protectad to the
development of blecomycin-induced lung fibrosis
finding that was related to an upregulation of the
microRNAs miR23a. miR27a. miR29%a. and miR145a.
These findings suggest that accelerated aging mduced
Ly the absence of Zmpsie?4. resull 1 allenuvated fibrotic
response and the overexpression of miRNAs that target
extracellnlar matrix related mRNAs.

RESULTS

Baseline lung transcriptome in physiclogical and
accelerated aging

In order to know if there are differences i gene
expression between the physiological and accelerated
aging process induced by ZmpsfeZ4 deficiency. we per-

Tonned a global gene expression analysis m lungs rom
young (4 weeks) and old (82 weeks) WT. and young (4
weeks) and old (16 weeks) Zmpsie?d deficient mice
[14]. As shown in the volcano plots, 576 genes were
differentially expressed in old WT compared with their
voung counterpart (Figure 1A). The top 50 upregulated
and downregulated genes are presented in  Sup-
plewentary Table 1. The highest over-expressed gene in
old W1 lungs compared with young ones was the core
Matrisome secreted phosphoprotein-1 (Spp! also known
as osteopontin). Tenascin C and transfor-ming growth
factor beta-induced (7g/~f7) genes also belonging to the
core Matrisome were highly up-regulated. In addition.
several matrix metalloproteinases considerad as
Matrisome-associated genes such as MmpS, Mmpl?2,
Mmpli3. and limp! were also upregu-lated. Some of
these findings were validated by qPCR as shown in
Figure 1B.

Gene ontology (GO) tunctional enrichment analysis
and KEGG pathways were nsed for fiinetional analysis
of the differentially expressed gencs in old and young
WT mice. As shown in Figure 1C and D. several
pathways were altered in old mice including inflam-
matory response. positive regulation of cell pro-
liferation and wigration and extracellular 1watrix
organization.

The comparison of lungs from young and old Zmpsre24
deficient mice revealed 224 differennally expressed
genes (Figure 2A). The top 50 upregulated and down-
regulated genes are shown in Supplementary Table 2.
Several genes involved in the immune and inflam-
matory response. such as chemokines. chemokine
receptors. and T-cell receptors were upregulated. As in
WT old lungs. Sppl! was increased. Among the
dowmregulated genes. we found several core Maltrisome
genes such as elastin (E/n7), and collagen type 3 alpha-1
(Col3al). These findings were confirmed by gqPCR
(Figurc 2B). Functional analysiz by GO and KEGG
revealed pathways related to exfracellular matrix
organization. cell senescence. mmmune response. as well
as several negative regulation pathways such as
epiihielia aud endothiehal cell proliferatuon (Figue 2C
and 2D).

Then. when we compared dysregulated genes in natural
aging (old versus young WT) with accelerared aging
(old versus voung Zmpsfe2d-deficient) we found 19
overlapping genes between both groups. (Supplemen-
tary Figure 1A and Supplementary Table 3). Gene
Ontology analyses revealed altered pathways related to
immune response. activation of signaling protein
activity involved in unfolded protein response among
others. (Supplementary Figure 1B and 1C).
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Figure 1. Differentially expressed genes and pathways in lungs from old compared to young C57/BL6 wild-type mice. (A)
Volcano plot of the global gene expression profiling in lungs from old wild type versus young WT mice. Each point represents the difference
in expression (log fold-change) between the two groups of mice plotted against the level of statistical significance. Right blue dots
represent overexpressed genes, while the left blue dots represent downregulated genes at a significant level of *p< 0.05 and ** p< 0.01.
Some Core or associated genes to the Matrisome are plotted in red. (B) The expression of these genes was evaluated by quantitative RT-
PCR. Bars represent fold-change of old mice over young ones (dotted line). (C and D) Gene ontology (C) and KEGG (D) functional analysis of
dysregulated genes in old WT mice compared to young littermates. The most significant 20 terms are shown in this figure. Threshold
criteria considered for the analysis are log Fold change > 1 or <-1 and p-value < 0.05. KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.

Aging increases lung collagen content in WT and
7Zmpste24” mice and localizes surrounding airways

To evaluate the effect of both physiological and
accelerated aging process mnto lung collagen con-
centration. we measured hydroxyproline content in the
right lungs fom WT and Zmipsfe?4 deficienl unce. It 1s
important 1o emphasize that there were no differences in
total weight (13.3 £ 3.5 g vs 125 £ 34 g) or lung
weight (5.5 = 1.5 mg vs 6.1 = 1.5mg) between young
WT and young Zmpsre?4 deficient mice. By contrast. a
significant decrease of body and lung weight was
observed in old Zmpste?4 deficient mice compared

with the WT mice: (body: 143 +2 gvs 315+ 1.8 g:
lung: 8.1 £ 1.6 mg vs 14.1 = 3.6 mg. p < 0.05). For this
reason. hydroxyproline was expressed as ug per mg of

the dried lung.

As illustrated in Tigure 3A. lungs from old Zmpsrel4
deficient and WT mice showed a signilicant increase
hydroxyproline content when compared to their
respective young littermates (old ZmpsteZ4 deficient
mice: 6.9 £ 1.5 ng/mg vs young 4.2 + 0.5 ng/mg. and
old WT: 64 = 0.6 pg/mg vs voung 4.5 = 0.5 ng/mg.
respectively: p = 0.05). Interestingly. morphological
analysis using Masson’s trichrome staining showed that
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collagen fibers accumulation occurred

surrounding the airways (Figure 3B).

mainly

Young WT and Zmpste24 deficient mice develop
similar fibrotic response after bleomycin injury

To explore the effect of lung damage in young WT and
Zmpste?4 deficient mice. we administered them
oropharyngeal bleomycenm., and ammals were sacrificed
21 days aller mjury. As illustrated in Figure 4A. Lotl
WT and Zmpsre?4 deficient mice displaved similar
fibrotic morphological lesions and collagen deposition
that was confirmed by the fibrotic score (Figure 4B).
OH-proline analysis confirmed this observation show-

ing an increase of lung collagen content after bleomycin
without significant differences between WT  and
Zmpste24 deficient mice (6.1 L 0.6 pg/mg. and 6.3 1 1.3
ng/mg, respectively) (Tigure 4C).
Aging protects Zmpste24 deficient mice from
bleomycin-induced pulmonary f(ibrosis

There is some evidence suggesting that old mice show a
more severe lung remwodeling aller gury compared
with voung ones [9.10]. In this contexi. we evaluated
the fibrotic response after 21 dayvs of bleomycin
administration in old WT mice (82 weeks) and
accelerated aging Zimpsie?4 deficient mice (16 weeks).
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Figure 2. Differentially expressed genes and pathways in lungs from old compared to young Zmpste24 deficient mice. (A)
Volcano plot of the global gene expression profiling in lungs lrom old Zmpsle24 deflicient mice vs young lillermales. Each puoint
represents the difference in expression (log fold-change) between the two groups of mice plotted against the level of statistical
significance. Right blue dots represent overexpressed genes; left blue dots represent downregulated genes at a significant level of p=<
0.05. Some Core Matrisome genes are plotted in red. (B) The expression of these genes was evaluated by quantitative RT-PCR. Data are
shown as fold-change values as compared with young -/- (dotted lines). (C and D) Gene ontology (C) and KFGG (D) functional analysis of

dysregulated genes in old /mpste24 deficient mice compared to young littermates.

Ihe most significant 20 terms are shown in this

figure. Threshold criteria considered for the analysis are log Fold change > 1 or <-1 and p-value <0.05.
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Figure 3. Aging increases lung collagen content in WT and Zmpste24 - mice. (A) OH-Proline
content. Data represent mean + SD (n=4); *p< 0.05. (B) Representative morphological images of two
WT and two Zmpste24 deficient mice stained with Masson's trichrome. Scale bar, 100 pm.

Morphological analysis by Masson's michrome staining
of old W1 mice showed severe lung damage and
collagen fiber deposition while lungs from old Zmpsie24
deficient mice showed scant damage (Fignre 35A).
Supporting these data. the fibrotic score was sigmiicantly
lower in Zmpste?4 deficient mice compared with WT
mice (-/- 1.3 = 0.6 versus WT: 2.5+ 0.3 p<0.05) (Figime
5B). Quantification of hydroxyproline content revealed
the expected significant increase afier bleomycin in old
WT mice (8.8+ 0.5 ng/mg vs saline: 6406 pgmg. p=
0.05). In sharp contrast. lungs from Zmpsiel] deficient
mice showed no increase in hvdroxyproline content
after hleomycin injiry (6.5 = 1.3 pg/mg vs 6.9 =
1.5ng/mg) (Figure 5C). Taking together. these results
suggest that both aging and the absence of Zmpste?4
protect mice for developing pulmonary fibrosis.

In order lo mveslhigale possible mechamsins thal may
explain the resistance of the accelerated aged Zmpsre?4
deficient micce to blecomycin-induced lung fibrosis. we

compared the Ilung rtranscriptome signanue of the
mjured old Zmpste?] deficient mice with those of old
WT mice. Whole-transcrnipt array showed 1165
differentially expressed RNAs (Figire 6). Onr resnlis
revealed that several associated-Matricome genes
including Mmpi2, Mmpl3, Mmpl9. and Timpl as well
as the core Matrisome Collal, Col3a, Sppl, and Fni
were downregulated in the old Zmpsie?4 deticient mice
(Supplementary Table 4). Likewise. some genes with
putative antifibrotic effects such as NADPH oxidase 4.
transforming growth factor beta receptor III. and
deconu were upregulated.

Using key Pathway Advisor-Clarivate we found six
trauscnpiion factors upregulated mcluding palermally ex-
pressed 3 (Peg3). the negative regulator of the mflamma-
tory rcsponsce muclcar rcceptor subfamily 4 group A
member 1 (NR4Al) RAR-related orphan recepior C
(RORC), Krupple-like factor 15 (KL F15). hypoxia-indu-
cible factor 3a. and carly growth factor response 1 (Egrl).
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Figure 4. Young WT and Zmpste24 deficient mice develop similar fibrotic response after bleomycin
injury. {A) Representative Masson Trichrome staining of lung sections from young saline control WT {panel a), and
21 days after bleomycin (panels b, c), and Zmpste24 deficient mice saline control (panel d) and at 21 d after
bleomycin (panels e, f). Scale bar, 100 pm. (B) Fhbrosis score for grading lung histopathological changes. GGraphs
represent means + SD. (C) OH-Proline content in lungs atter saline or 21 days ot bleomycin injury. *p< 0.05; (n=6).

GO tunctional enrichment analysis and KEGG revealed
several altered pathwavs primanly related to an
immnne/inflammatory response (Fignre 6B and C).

Fibrotic injury induces the expression of antifibrotic
microRNAs in lungs of aging Zmpste?4 deficient
mice

Tn the global RNA expression. we noticed that 42
microRNAs were ditterentially expressed. 22 upregu-
lated and 20 down-regulated in the lungs from
hleomycin injured Zmpsre?d deficient mice compared
with theirr WT counterpart (Figure 7A. Supplementary
Table 5). Several of these microRNAs were of interest
hecanse their targets are relared with the extracellnlar
matrix such as miR23a. miR27a. miR29a, miR29b-1,
miR491, and miR145a. which were validated by qPCR.

These five muRNAs were increased during the fibrotic
response n old Zmpste?4 deficient mice (Figure 7B).
The three members of the miR29 family (miR29a.
miR29b-1. and miR29%c) have been shown to target
mRNAs of extracellular matrix proteins [16.17]. We
found a downregulation of several miR?9 targets in
lungs from old Zmpsre24 deficient mice such as Collal,
Col3al, and Tefb-1. which were corroborated by qPCR
(Figure 7C). As mentioned. miR27a was upregulated in
the lungs of old Zmpsre?4 deficient mice after bleo-
mycin injury. To investigate the role of this microRNA.
we searched for targets in sifico databases [18].
Matching with our results. we found two genes. Sppl,
and Ppar-y. That was downregulated in the lungs of old
Zmpste24 deficient mice compared with their WT
counterpart after bleomycin injury. These results were
validated by qPCR (Figure 7D).
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Figure 5. Aging protects Zmpste24 deficient mice from bleomycin-induced pulmonary fibrosis.

ug Hidroxypreline/
mg dry lung

(A)

Representative Masson Trichrome staining of lung sections from old saline control WT (panel a), and 21 days after
hleomyrin (panek b, c), and Zmpste 24 deticient mice saline control (panel d) and at 21 d atter hleomyrin (panels e, t). Scale
bar, 100 pm. (B) Fibrosis score for grading lung histopathological changes. Graphs represent means + 5D. *p< 0.05. (C) OH-
Preline content in lungs after saline or 21 days of bleomycin injury. *p< 0.05; Old WT (n-3); Zmpste 24 deficient mice (n-G).

miR145a that was also overexpressed in the lungs of
Zmpste24 deficient mice targets among others. Mmpl2.
Mmpl3 and Timpl genes. As shown in Tigure 7L. these
genes had a lower cxpression in old bleomyecin injured
Zmpsre24 deficient mice as validated by qPCR.

DISCUSSION

Aging is not only a major risk factor for the
development of IPF but also worsens the fibrotic res-
ponse and outcome in human and experimental fibrotic
lung diseases [9. 10. 19]. Moreover. it has been shown
that old mice dicplay impaired resolution after lung
injury [11]. Thus. aged mice may reflect more approp-
riataly the physiopathological behavior of aging-
associated human pulmonary fibrosis, However. there

are considerable practical difficulties related to the
generation of aged mice and most of the research in this

field has been performed in mice 6-8 weeks old.

In this context. scnescence-prone muce that cxhibit
accelerated aging. and genetically modified mice that
result in age-related lung fibrosis have been explorad as
models that may resemble what occurs in IPF and other
human fibrotic lung disorders [2. 13. 20].

In this study. we used the Zmpste24 deficient mice that
display several features of premature aging |14| We
selected the time point of biological age i the rapid
aging model to compare with old WT nuce. using the
strong evidence that Zmpste?4 deficient mice had a
remarkably aging phenofype since they arel2 weeks
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old. including short lifespan (20 weeks old) [14. 21-23].
For this reason. we selected as young. nuce of 4 weeks
age. and old. those of 13 weeks age to start observations
[14]. Of note. no lung morphological differences were
found between WT and Zmpste24 delicienl uuce by
conventional light microscopy (not shown). Additional-
ly. we analyzed whether aging atfected the lung levels
of Zmpstc24, We found that the enzyme inercase in old
mice. and 1s mainly located in bronchioalveolar
epithelial cells (Snpplementary Figire 2).

We first compared the transcriptome signature of young
and old WT and young and old Zmpsre?4 deficient
mice. and a number of differences showed-up.
Interestingly for our study. in the WT mice. aging was
ascociated with the upregulation of several extracellular
matrix proteins (core matrisome) and of matrix
wietalloproteinases (1nalrisome-associaled geues) [24].

posinve regulation on:oenzyme n{_erah-ollc process

[a]

_posllwe reqdat:orl 01 ca um

The apposite. with the exception aof Spp/. was ohserved
m the Zmpsred deticient muce. Interestingly. although
fibrillar collagen genes were not up upregulated. when
we examined the lung hydroxyproline content we found
a marked but similar increase of collagen with age
suggesting that it represents an accumulation of the
protein with aging. The fibrils were localized mainly
adjacent to the airways.

Afterward. we evalnated the effect of age on the fibrofic
response to bleomyecin comparing the extent of the
lesions and collagen deposition in young and old WT
versus yvoung and old Zmpsre?4 deficient mice, The
mouse model of bleomycin-induced lung injury is the
most widely used for the study of lung fibrosis [25].

Strikingly. we found that while young WT and young
Zmpste?4 delicienl mice develop a similar archilectural
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Figure 6. Microarray analysis of bleomycin-injured lungs of old Zmpste24 deficient mice (n=3) compared with old
wildtype littermates (n=3). Lungs were obtained 21 days after blecomycin injury. (A) Volcano plot of the global gene expression
profiling in lungs from old injurcd Zmpstc24 deficient mice vs old WT mice. Each point represents the difference in expression (log fold

change) between the two groups of mice plotted against the level of statistical significance.

Right blue dots represent overexpressed

genes; left blue dots represent relatively downregulated genes at a significant level of p< 0.05. (B and C) Gene ontology (B) and KLGG (C)
functional analysis. The most significant 20 terms are shown. Threshold criteria considered for the analysis are log fold-change >1 or <-1

and p-value < 0.05 for genes, and >0.5 or z-0.5 for miRnas.
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ling remodeling and increased collagen accumulation.
the fibrotic lesions were remarkably attcnuated
acceleraled aged old Zmpsre2d delicienl nnce compared
with physiologically aged WT.

To better understand the mechanisms by which old
Zmpste24 deficient mice are protected from bleomycin-
indieced hmng fibrosis. we examined the franscriptome
expression profiling of the aged mice. Our results
demonstrated that several Core matrisome (extracellular
matrix) genes and MMPs (Matrisome-associated genes)
are downregulated in Zmpsre24 deficient mice.

Interestingly. one of them was osteopontfin a strong
profibrotic mediator [26]. Ostcopontin incrcascs fibro-
blast nngration and proliferation. and induces the up-
regulation of type I collagen. and the down-regulation
of MMP-1 expression. Moreover. osteopontin-deticient
mice show a marked reduced collagen accumulation in

response to bleomycin challenge compared with WT
mice [27].

Interestingly. several transcription factors were over-
expressed including paternally expressed 3 (Pegl) a
mediator of p53 in response o DNA damage [28]. the
negative regulator of the inflammatory response nuclear
rceeptor subfamily 4 group A member 1 (NR4A1).
which regulates cyvtokine signaling and attenuates
inflammation in hing epithelial cells [29], and RAR-
related orphan receptor C (RORC). which regulates T-
cell polarity and cytokine production [30]. Also. the
ranscription factor Krupple-like [actor 15 (KLF15)
invelved in defense response and hypoxia indncihle
factor 3a (Hif3a) were also overexpressed [31]. Like-
wise. the mechanosensitive gene of early growth factor
response 1 (Earl) was also upregulated. Tlas (rans-
cription factor was found overexpressed in mice pro-
tected from lung hyperventilation mjury [32]. and has
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an important role in the inflammatory response [33]
Accordmngly. tunctional analysis revealed altered
mmune and inflammatory response.

Since considerable evidence indicates that miRNAs
play critical roles in the pathogenesis of lung fibrosis
either enhancing or attennating fibrogenic pathways. we
also exanmuned the nuRNA expression profile. and we
identified a panel of 12 miRNAs that were differentially
cxpressed. Among them, miR23a. miR27a. miR2%a.
miR29b-1. and miR145a. that target different
cowmponsuls of extracellular matmx and can be con-
sidered anti-fibrotic. were increased in old Zmpsre’4
deficient mice compared with old Wl after bleomycin-
mjury.

One of them. miR-29b. inhibits TGI-p1, CTGT. and
Smad3 signaling. acting as a counter-regulator of the
strong profibrotic TGF-f/Smad3/CTGF axis [34].

Moreover. evaluation of the exprescion of niR-29a/b in
lungs collected at different time points after bleomycin
treatment revealed a gradual decrease during the
development of Obrosis wilth a subsequent increase
that correlates with the remission of the fibrotic lesions
[16].

miR27-a. another upregulated muRNA m bleomycin-
injured Zmpsre24 deficient mice. functions via negative-
feedback mechanisms decreasing lung myofibroblast
differentiation. and therapeurically mitigates bleomycin-
indinced hing fibrosis in mice [35]. Furthermore. m
sifico analysis predicts that one of its targets 1s
osteopontin.

miRNA-491 has been evaluated mostly in cancer. but it
has been shown that target mRINAs involved in strong
profibrotic pathways including TGF-p/SMAD3/NF-«B
and Wnt3a/B-catenin signaling pathways [36. 37].

Certainly. several other mechanisms may contribute to
the decreased fibrotic response of the Zmpsre?4-
deficient mice to lung injury. For example. autophagy
that resnlts in the acenmmlation of damaged macro-
molecules. decreases during aging and i1s even
exaggeratedly reduced in lung fibrosis. In charp
contrast. Zmpste24-deficient mice exhibit a pronounced
activation of autophagic proteolysis caused by reduced
activity of mTOR [38].

In conclusion. our results mdicate that the absence of
Zmpste?d m aging mice results in impaired hing fibrotic
response after injury which 1s likely associated to the
dysregulation of fibrosis-related miRNAs.

AMATERTAT S AND METHODS
Animals

Young (4 weeks) and old (79 weeks) C57BL/6 wild
lype mice (WT) and young (4 weeks) and old (13
weeks) Zmpsre24 deficient mice were housed in specific
pathogen-free conditions and wused for different
expermments. Mice genotypes were determuned by PCR
analysis from mouse tail DNA as previous described
[14]. The Ethics Committee of the National Institute of
Respiratory Discases of Mexico (INER) approved all
experiments,

Bleomycin-induced lung fibrosis

Pulmonary fibrosis was imnduced by oropharyngeal
administration of a single dose of 0.1U Bleomycin/g
mice weight (BLEOLEM. Lemery) in a volume of 50ul
salinc solution. Control groups reccived only the
vehicle. All mice were sacrificed at 21 days after
bleomwyein or saline adunmstration (Zmpsre?4-deficient
mice: 16 months and WT: 32 months). Lungs were
perfiised with sterile saline from right to left ventricle of
the heart. L ungs were removed for fixation overnight in
paratormaldehyde (right lung) or snap frozen mm hqud
nitrogen (left lung) followed by storage at  80°C,

Hydroxyproline assay

Left lungs were dried ar 110°C during 48 h and then
hydrolyzed in 6 W HC1 for 24 h. Samples of S5 ul. were
assayed as previously described [39. 40]. Each sample
was tested m duplicate and results were expressed as g
of hydroxyproline/mg of the dry left lung.

Morphometric analysis

Right Iungs were fixed by inflation using 4%
paraformaldehyde at a contimions pressure of 25 cm
H20. and embedded i paratfin. Lung sections were
either stammed with hematoxylin-eosin or Masson tri-
chrome and scored blindly for severity and extent of
lung lesions. The severity of lung fibrosis was deter-

mined wusing a semiquantitative histopathological
scoring method [40].

RWNA extraction and preparation

RNA was extracted using [1Rlzol reagent (Life
Technologies. Grand Island. New York. NY) following
the manufacturers' instructions. and purity and
cfficiency were vwerified by  spectrophotometry

(NanoDrop: Wilmington. DE) and bioanalysis (Agilent:
Palo Allo. CA).
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Quantitative real-time PCR

Onc pg of RNA was treated with 1 unit of DNasc and
reverse lranscribed mio ¢cDNA (RT2 Fost strand kit
Qiagen) according to the manufacturer's instructions.
qPCR amplification was performed with specific FAM

or VIC dye-labeled TagMan probes for Collal
(MmODKO1666_g21). Col3al (MmOOSG2300_m1 ).
Mmp8 (Mm0O0139509 ml), Mmpl2
(Mm00500554 ml). Mmpil3 (Mm00439491 ml).

Mmpl9 (Mm00491296_1ml). Ppar, (Mim00440940_ml).
Sppl (MmO0436767 ml). Egrl (MmO0656724 ml).
Eln (MmO00514670_ml). TgfB I (MmO1178820_ml).
Teffli (MmO01337605_ml)., Tinpl (Mm00441818 ml)
and normalized to 785 7"RVA expression (PE Applied
Biosystems). Time PCR amplification was performed
using BIORAD CTX-96 Real-Time PCR system (DBio-
Rad) [41].

Microarray analysis

The biotin-labeled ¢eRWA was purified. fragmented. and
hybridized to GeneChip™ Mouse Gene 2.0 ST Array
(Affymetrix®). Tor each group. 100 ng of RNA from
three different biological samples were used. The results
were analyzed by R software (http://www r-project.org/)
[42] and Bioconductor (http://www.bioconductor.org’)
[43]. To identify significant differences between gene
expression in each condition. all data were analyzed by
Limma linear model based on Bayes empirical method
[44]. Representative data were considered significantly
with higher p-values (adjusted p-value < 0.05).

The microarray data were submitted to the Gene
Expression Omnibus hitps:/www.ncbr.nlm.nih.gov/geo/
(access number GSF123293).

Gene Ontology (GO) and Kyoto LEncyvclopedia of
Genes and Genomes (KEGG Pathway analyses

For functional analysis. we wused Gene Ontology
ewriclinent ool at the Eurichr website. GO eurichmment
analysis is a computational method for inferring
knowledge about an mput gene set by comparing it to
annotatcd genc scts  representing  prior  biological
kuowledge. The dala was graphed as Comnbiued Score. a
combination of the p-value and z-score calculated by
multiplying the two scores as follows: ¢ = In(p) * =
Where ¢ is the combined score. p is the p-value
compnted nsing Fisher's exact test. and - is the —-score
computed to assess the dewviation from the expected
rank. The Combined Scorc provides a compromisc
between both methods and m several benclinarks and 1t
has been shown that reports the best rankings when
compared with other scoring schemes. KEGG database
was used for pathway analysis of differential expression

genes using gProfile software. For all comparison we
considered differentially expressed genes with an
adjusted p-value < 0.05 [45-47].

microRNA expression

Total RNA was reverse transcribed using TagMan
mMiRNA reverse transcription kit (Applied Riosystems)
tollowing the manufacturer’s mnstructions. and amph-
fication was performed using BIORAD CFX-96 Real-
Tune PCR sysiemn (Bio-Rad). MicroRNA expression
was evaluated using following TagMan probes mmu-
miR23a-5p (002439). mmu-miR27a-3p (000408). mmu-
miR2%a-3p (002112). mmu-nuR29b-3p (000413).
mmi-miR 145a-3p (002514). Fxpression of snoRNA202
(001232/AF357327) was used as an internal control. All
experiments were performed with Tagman Gene
Expression Assayvs (Applied Biosvstems).

Statistical analysis

Statistical differences were defermined by two-way
ANOVA tollowed by Tuckey test for quantitative PCR
and hydroxyproline measurement. Tor two gzroups.
differences were analyzed by Smdent’s r-test. Values of
p < 005 were considered statistically significant
Fibrosis score was evaluated by the nonparametric
Kruskal-Wallis test followed by nonparametric Mann-
Whitney T]-test. Resnlts are expressed as mean = ST). or
S.EM. p-value < 0.05 was considered statistically
significant. Tor gene tables. we only show identified
genes in the Affvmetrix annotarion database. All graphs
were made using Graphpad Prism Software Version 4.0
(Graphpad Software Inc.. San Dicgo CA).
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Supplementary Figure 1. Bioinformatic analysis of changes associated to accelerated lung aging compared
to normal lung aging. (A) Venn diagram of dysregulated genes in natural aging (old WT vs young WT) in blue circle, and
dysregulated genes in accelerated aging (old Zmpste24-/- vs young Zmpste24 -/-) in red circle. Light purple circle shows
overlapping genes between both groups. (B and C) Gene ontology (B) and KEGG (C) functional analysis. Threshold criteria
counsidered lor Lhe analysis are log lold-change > 1 ur <-1 and p-value <0.05 lur genes, and >0.5 ur £-0.5 [or miRnas.
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Supplementary Figure 2. Lung expression and localization of Zmpste24 in old and young WT
mice. (A) gPCR ol Zmpste24 in lungs of old and young WT mice under basal conditions. Results are shown as
mean = SD. Statistical slgnificance was determined by Student’s t-test (*p < 0.03). (B) Representative
photomicrographs of immunohistochemical staining performed with specific primary antibody against
/mpsteZ4 in lungs from old and young W1 mice under hasal conditions. Positive signal is nhserved in hroncho-
alveolar epithelial cells (black arrows). All sections were counterstained with hemataxylin_ Scale bar: 50jm._

SUPPLEMENTARY TABLES

Plcasc browsc Full Text version to sce the data of
Supplementary Tables related (o (lus mamuscript:

Supplementary Table 1. Top 50 upregulated and down
regulated genes in old versus yvoung WT mice.

Supplementary Tabhle 2. Top S0 npregnlated and down
regulated genes in old versus yvoung Zmpste2/ deficient
mice.

Supplementary Table 3. Intercepted differentially
expressed m lungs from old Zmpste24 deficient mice
compared with old WT littermates previously compared
to their corresponding voung counterpart.

Supplementary Table 4. Upregulated and downregu-
lated genes in lungs from old bleomyein injured
Zmpste24 deficient mice compared with old WT
littermates.

Supplementary Table 5. MicroRNAs ditterentially
expressed in lungs from old bleomycin injured
Zipsie2d delicienl mice compared with old WT
littermates.
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