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CEA Células Epiteliales Alveolares

CEAI Células Epiteliales Alveolares tipo |

CEAII Células Epiteliales Alveolares tipo |l

circRNA RNA circular

CPA Célula Presentadora de Antigeno

DGCRS8 Gen 8 de la region critica del sindrome de DiGeorge

dsRNA RNA de doble cadena
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HIF-2a Factores de Transcripcién Inducibles por Hipoxia 2 a
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growth factor)

IL-13 Interleucina 13
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MAPK Proteina Quinasa Qctivada por Mitdgenos
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MiRNA microRNA
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P.ej. Por ejemplo
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a-AML alfa- Actina de Musculo Liso

10



Resumen

Marco tedrico. La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y la neumonitis por
hipersensibilidad (NH) forman parte de las enfermedades pulmonares intersticiales
difusas. La FPI es una enfermedad fibrosante, crénica, progresiva y de etiologia
desconocida que deriva en la pérdida irreversible de la funcién pulmonar. En
contraste, la NH es de etiologia conocida, que se asocia a la exposicion por
inhalacién a uno o varios antigenos, quienes presentaran una respuesta inmunitaria
exagerada del tipo inflamatoria y/o fibrética. Hasta el momento, no existen pruebas
moleculares que discriminen de manera confiable entre la FPI de la NH fibrética
debido a las similitudes de ambas enfermedades. Por lo tanto, el objetivo principal
de este trabajo fue determinar silos miRNAs Let-7a y Let-7d podrian funcionar como

posibles biomarcadores diferenciales entre ambas patologias.

Metodologia. Los niveles de expresion de los miRNAs Let-7a y Let-7d mediante la
técnica de RT-gPCR tiempo real, en muestras de lavado bronquilo-alveolar (LBA) y

sueros de pacientes diagnosticados con NH, FPI y controles.

Resultados. Los niveles de expresion del miRNA Let-7a en los LBA se encontraron
sobre expresados en el grupo con FPI y NH respecto al grupo control, siendo
estadisticamente significativos solo para el grupo con FPI (P= 0.0119) pero no asi
entre el grupo de FPly NH (P=0.8423), sin embargo, no se encontraron diferencias
en los niveles de expresion para el miRNA Let-7d. Los niveles séricos de ambos
miRNAs Let-7a y Let-7d se encontraron disminuidos en el grupo con FPI (P= 0.0214
y 0.0326) y NH (P= 0.0034 y 0.0220) respecto al grupo control, sin embargo, no se
observan diferencias entre el grupo de FPI vs NH (P= 0.8811 y 0.9996).

Conclusioén. Los resultados obtenidos sugieren por primera vez la participacion de
Let-7a y Let-7d en la NH debido a su participacion en la regulacion de la via de
sefalizacion del TGF-B1/SMAD. Se reafirma la participacion de Le-7d en la FPI,
afadiendo ahora a Let-7a en la regulacion de los receptores del TGF-1 (TGFBR1

y 2) y del fator de transcripcion HMGAZ2.
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Marco tedrico

Fibrosis

La fibrosis se define, indistintamente del tejido donde se presente, como el resultado
final a una respuesta tisular de reparacién y/o cicatrizacion descontrolada, a partir
de una inflamacién crénica producto de una respuesta inmunitaria persistente
(Wynn, 2007, 2008). La inflamacién cronica es el resultado de una exposicidon
recurrente a diferentes estimulos como pueden ser: infecciones persistentes y/o
constantes, reacciones inmunitarias, exposicion a agentes quimicos volatiles,
lesiones mecanicas y por radiacion ionizante produciendo lesiones pulmonares
inducidas por radiacién (RILI del inglés, radiation-induced lung injury), entre otros
(Arroyo-Hernandez et al., 2021; Wynn, 2008).

La fibrosis se caracteriza, independientemente del agente causal, como aquella
remodelacion tisular a partir de la formacion de tejido fibrosante, debido a un
deposito excesivo de componentes de la matriz extracelular (MEC) tales como:
colageno, fibronectina y elastina. Estos componentes pueden depositarse en la
periferia del tejido dafiado durante el proceso de cicatrizacion y por lo tanto de
reparacion (Pardali et al., 2017; Vettori, 2012).

La formacion de tejido fibrotico es de hecho, un mecanismo normal y eficiente de
reparacion, en donde la acumulacion de componentes de la MEC es transitoria. Sin
embargo, cuando la lesidn se vuelve persistente, dicho mecanismo pierde la
capacidad de autorregularse, resultando en la acumulacion de la MEC,
comprometiendo de esta manera la arquitectura tisular y la funcionalidad del érgano.
Por lo tanto, si la respuesta de reparacion deja de regularse, el resultado final podria
desencadenar en una insuficiencia organica y eventualmente a la falla de este
(Henderson et al., 2020). A este proceso de eventos no regulados se le conoce
también como fibrogénesis 0 mecanismo fibrético. En el que participan una amplia
variedad de componentes moleculares (citocinas, quimiocinas y otras moléculas) y

celulares (fibroblastos, células del sistema inmune, etc.) (O’Reilly, 2016).
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Existe un grupo de patologias donde una de las caracteristicas principales es el
desarrollo de la fibrosis (Golec et al., 2023; Wynn, 2007). A dichas patologias
también se les denomina como fibroproliferativas o fibréticas debido a los multiples
mecanismos celulares y moleculares que interaccionan y desencadenan un proceso
inflamatorio y/o fibrético. De hecho, estos mecanismos pueden afectar a diferentes
organos Yy tejidos, tales como: el higado, los rifiones, los pulmones, el corazén o la
piel (Nangia-Makker et al., 2022; Weiskirchen et al., 2019). El espectro de trastornos
fibréticos abarca desde aquellas en donde la fibrosis se extiende sistematicamente,
como sucede en la esclerosis sistémica, hasta aquellas patologias fibroticas locales,
que atacan directamente a un érgano como sucede en la fibrosis miocardica, la

fibrosis hepatica, la fibrosis pulmonar y la fibrosis renal entre otras (Ding et al., 2013;

Peng et al., 2019; Rosenbloom et al., 2017; Varga & Abraham, 2007).

Fibrosis pulmonar

El desarrollo y evolucion de la fibrosis pulmonar es un proceso patoldgico que se
engloba dentro de las enfermedades fibréticas pulmonares. Estas patologias
pulmonares son clasificadas en aquellas de etiologia desconocida como lo seria la
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) o en aquellas donde el desarrollo de la fibrosis es
el resultado final de una inflamacién créonica como en la neumonitis por
hipersensibilidad fibrética (NH) (Morris, 2006; Selman et al., 2001).

Cicatrizacion del tejido pulmonar

Una vez que se produce una lesion en el tejido pulmonar da inicio el proceso de
cicatrizacion (Guillamat-Prats, 2021). Inicialmente, cuando las células del epitelio y
/o endotelio sufren una lesién, sintetizan mediadores inflamatorios que
desencadenan la activacién de la cascada de coagulacién, permitiendo la formacién

de un coagulo, es decir la formacion de MEC provisional (Figura1) (Wynn, 2011).

El tipo de células que conforman el 99% la superficie alveolar, son células del
epitelio alveolar tipo | y Il (CEAI y CEAIl) o también conocidas como Neumocitos
tipo | y Il. El porcentaje de presencia en la superficie alveolar es el 96% y 4%
respectivamente. Una cualidad importante de las CEAIl es su funcién en la
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regeneracion del epitelio alveolar después de haberse producido una lesion
(Castranova et al., 1988).

Durante el proceso de cicatrizacion, el tipo de células que intervienen principalmente
son las CEA Yy los fibroblastos, ambos tipos celulares producen metaloproteasas de
matriz (MMPs) tales como: MMP-1, MMP-7, MMP-8 y MMP- 9, que alteran a la
membrana basal, permitiendo que las células inflamatorias puedan llegar al sitio de
la lesion (p. ej., neutrdfilos, macrofagos, linfocitos y eosindéfilos) (Craig et al., 2015).
La produccién de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas mediada por los
fibroblastos y las CEA propicia el reclutamiento de células del sistema inmune
(mencionadas anteriormente) y estas a su vez secretan citocinas y factores de
crecimiento, de entre los cuales esta el factor de crecimiento transformante 31 (TGF-
B1), Interleucina 13 (IL-13) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
(Lei et al., 2016; Parsons et al., 2007; Wynn, 2003). Todo esto convierte a la zona
de lesién en un ambiente de retroalimentacion positiva en donde las mismas células
se encargan de secretar moléculas que ayudan a la activacion y migracion de otros

tipos celulares para completar el proceso de cicatrizacion.

Durante el proceso de cicatrizacién, los miofibroblastos fungen como las principales
células efectoras de la remodelacién y reparacion de tejidos. Ademas, se
caracterizan por un marcado aumento en los niveles de expresion de la a-actina del
musculo liso (a-AML), que es inducida por el estimulo de TGF-B1 y promueve esta
diferenciacion de fibroblasto a miofibroblasto (Hinz et al., 2007; B. Hu et al., 2003).
Los miofibroblastos secretan una mayor concentracién de componentes de la MEC
(colageno | y Ill), que proporcionan un ambiente favorable para que, a través de la
MEC, las células epiteliales/ endoteliales migren y procedan a dividirse promoviendo
de esta manera, la regeneracion del tejido dafiado (Desmouliere et al., 1993; Hinz
et al., 2001; Mori et al., 2005).

14
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Figura 1. Proceso de cicatrizacidén en tejido pulmonar. Al provocarse una lesion en las CEA da
inicio un proceso denominado cicatrizacion, el cual consta de cuatro etapas. Coagulacion (1),
migracién de células inflamatorias (2), migracién/proliferacién y activacion de fibroblastos (3) y por

ultimo una fase de reconstitucion de tejido (4) (Wynn, 2011).

Para que un proceso de cicatrizaciéon desencadene en el desarrollo de un proceso
pro-fibrotico, se deben producir alteraciones que culminen en la acumulacion
excesiva de componentes de la MEC y en consecuencia se produzca una
remodelacion en la arquitectura pulmonar (Figura 1) (Todd et al.,, 2012). Por
consiguiente, la fibrosis pulmonar puede definirse como aquel proceso patolégico
que, mediante la exposicion continua a microlesiones de manera repetitiva,
desencadenan la activacion y/o diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos y a

su vez en un deposito excesivo de la MEC (Ortiz-Zapater et al., 2022).
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Fibrosis pulmonar y sus componentes

La informacion reportada en algunas evidencias sugiere la participacion de al menos
2 rutas para el desarrollo de fibrosis pulmonar: a) la ruta epitelial presentada por la
FPI y b) la ruta inflamatoria donde se engloba a las restantes neumopatias
intersticiales difusas diferentes a la FPI (como lo seria la Neumonitis por
hipersensibilidad, sarcoidosis, enfermedades colageno-vasculares, inhalacion de
particulas inorganicas como la silice, etc.) (Pardo & Selman, 2002). Esta hipotesis
sugiere la participacion e interaccion de multiples eventos moleculares tales como:
(1) pérdida de células endoteliales y CEAI; (2) pérdida de la integridad de la
membrana basal; (3) proliferacion de CEAIl y endoteliales con una MEC inapropiada
sin la capacidad de restablecer la estructura normal alveolar, (4) reclutamiento y
proliferacion de los fibroblastos y miofibroblastos y, (5) acumulacién excesiva de la
MEC (Selman et al., 2001; Strieter & Mehrad, 2009a).

El tipo celular predominante dentro de la fibrosis pulmonar es el fibroblasto. Los
fibroblastos estan implicados en los procesos de cicatrizacién, inflamacion y la
angiogénesis. Ademas, son capaces de producir y responder a una amplia gama de
sefales, paracrinas y autocrinas (Kendall & Feghali-Bostwick, 2014). Al activarse se
ve incrementada su proliferacion y su sintesis de TGF-1, citocina fibrogénica por
excelencia, lo que a su vez promueve su diferenciacion a miofibroblastos, siendo
este ultimo tipo celular el principal responsable de elevar el depdsito de colageno
tipo |, que es parte de la MEC (Phan, 2002). Asi mismo, los miofibroblastos son
capaces de aumentar la produccion de otras proteinas, como son: la a-AML y
algunas proteinas de la MEC como, colageno tipo I, I IV 'y V (Col I, II, lll, IV y V)
(Gabbiani, 2003).
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Origen de los fibroblastos/miofibroblastos

El origen de los miofibroblastos es heterogéneo (Figura 2), ya que pueden derivarse
de células mesenquimales locales, de células progenitoras de la médula 6sea
(fibrocitos) y del proceso de Transicion Epitelio-Mesenquima (TEM), por mencionar

algunos (Pardali et al., 2017).

Fibroblasto residente
Fibrocito

Activacién / ’

Diferenciacion

TGF-[S . . 4
Miofibroblasto Diferenciacion

Diferenciacidn
B ¢ " ——
= TGF-B
Pericito

Célula endotelial Célula epitelial

Figura 2. Origen multiple de los miofibroblastos. La diferenciacién a miofibroblasto no es
exclusiva del fibroblasto residente, sino también de mudltiples células que, a través de un estimulo,

sufren una transicidn que ayuda a conferir un fenotipo tipo miofibroblasto (Pardali et al., 2017).

Otro proceso que participa en el desarrollo del patron fibrético es la TEM, el cual se
considera como un proceso transitorio en donde las células epiteliales como las
endoteliales, pierden la capacidad de secretar sus marcadores respectivos
(citoqueratinas, E-cadherina, ZO-1 y AQPS5) iniciando asi la expresion de
marcadores de una célula tipo miofibroblasto como la a-AML, vimentina y desmina
principalmente (Pardali et al., 2017; Willis et al., 2005; Zeisberg et al., 2007).
Resumiendo, el proceso de TEM, es un mecanismo asociado a la fibrosis pulmonar
debido a su capacidad de promover la remodelaciéon en la arquitectura tisular

(Corvol et al., 2009; J. M. Lee et al., 2006).
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En el contexto patoldgico, los mecanismos anteriormente descritos, convergen entre
si de tal manera que la integridad del tejido se ve comprometida, principalmente
producto de una exposicidén continua y persistente a diferentes factores de riesgo
que se han asociado al desarrollo de la FPI tales como: infecciones virales
asociadas a la presencia del virus Epstein-Barr (EBV, del inglés Epstein Barr Virus),
el citomegalovirus (CMV) y el herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV,
del inglés Kaposi Sarcoma Human Virus), tabaquismo, radiacion, reflujo
gastroesofagico, etc (Baumgartner et al., 1997, 2000; Heukels et al., 2019; Phan
et al., 2021; Ryu et al., 2014; Wootton et al., 2011).

Enfermedades Pulmonares Intersticiales

Existe un grupo de enfermedades pulmonares denominadas como Enfermedades
Pulmonares Parenquimatosas Difusas (EPPDs), también conocidas como
Enfermedades Pulmonares Intersticiales Difusas (EPIDs) (ATS/ERS”, 2002). Las
EPIDs se caracterizan por ser un conjunto diverso de trastornos pulmonares, con
caracteristicas patolégicas que se encuentran en varios niveles de inflamacion y/o

fibrosis (Adegunsoye & Ryerson, 2021; Oliveira et al., 2018).

El dafo a la arquitectura pulmonar ocasionado en las EPIDs se localiza
principalmente en el parénquima pulmonar (Kalchiem-Dekel et al., 2018). Dicha
estructura esta constituida por una superficie formada por sacos alveolares que
permiten llevar a cabo el intercambio gaseoso de manera eficaz (Suki et al., 2011).
El intersticio pulmonar, es el encargado de delimitar el espacio entre el endotelio y
el epitelio de los pulmones, llegando a ser el tejido mas comprometido en las EPIDs
(Wollin et al., 2019). Ademas del intersticio, se pueden ver afectados los alvéolos,

los bronquios y los bronquiolos (Kreuter et al., 2021).
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Criterios para la clasificacion de EPIDs

Los criterios de evaluacion y diagndstico para diferenciar entre los subtipos de
EPIDs se han ido actualizando con el pasar de los anos, permitiendo incorporar y/o
modificar informacion critica para la precision de un diagnéstico diferencial (Guler &
Corte, 2021). La diferenciacion entre la FPI y otras EPIDs mejor6 en la década de
1990, a partir del uso de tomografias computarizadas (TC) de torax (Miller & Coiby,

1997).

Sin embargo, en el 2000 la declaracién de consenso expedida por La Sociedad
Toracica Americana y la Sociedad Respiratoria Europea (ATS/ERS, del inglés
American Thoracic Society/European Respiratory Society) determiné las
caracteristicas descriptivas de la FPl y sus diferencias fisiopatologicas y
morfologicas de otras EPIs ("ATS/ERS”, 2000). A partir del afio 2000 y hasta la
actualidad, se han publicado diversas actualizaciones sobre su clasificacion y
meétodos de diagnostico. En el 2002, se anexaron nuevos criterios estandarizados
internacionalmente, para la clasificacion de las NII, proponiendo siete entidades
clinicopatologicas. Ademas, se aclar6é que, para establecer un diagnéstico con el
menor porcentaje de variacion, lo debe realizar un equipo multidisciplinario que
cumpla estrictamente los criterios de evaluacion clinica, radioldgica y patologicos
publicados (“ATS/ERS”, 2002).

Dichos criterios de diagnostico se mantuvieron hasta el 2013. En este afio se
estipulé la posibilidad de realizar un diagnéstico certero de la FPI, sin la necesidad
de la toma de una biopsia pulmonar, siempre y cuando los estudios radiolégicos
demuestren el patrén de neumonia intersticial habitual (NIH). Se subraya que debido
a las similitudes que existen entre las patologias fibrosantes del pulmén, en la
actualidad continua siendo complicado emitir un diagnéstico especifico de la FPI.
Por lo que adicionalmente, se ha recomendado tener bajo observacion la progresion
de la enfermedad durante determinados periodos de tiempo (Travis et al., 2013).

Por otro lado, en el mismo 2013, se suma una nueva patologia a este grupo de
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EPIDs, denominada fibroelastosis pleuroparenquimatosa idiopatica (Travis et al.,
2013).

Para el 2018, es publicada una nueva versidén de la Guia de practica clinica de
ATS/ERS/JRS/ALAT, la cual brinda un enfoque visual mas detallado sobre los
aspectos clinicos, patologicos y radioldgicos que permiten ejercer una comparativa
con mayor precision entre los diferentes tipos y subtipos que existen de las EPIDs
(Oliveira et al., 2018).

Concluyendo, actualmente se definen las Nlls o EPIDs como un conjunto
heterogéneo de patologias que dafan el parénquima pulmonar, ocasionando
lesiones tisulares producidas por una amplia variedad de estimulos, las cuales
pueden ser reparadas por diferentes rutas. La primera, la ruta inflamatoria, mediada
por células del sistema inmunoldgico y la segunda, la ruta fibrosante, mediada por
las CEA (Pardo & Selman, 2002; Selman et al., 2001). Se han reportado que las EPIDs
que siguen una ruta inflamatoria tienden a ser reversibles, mientras que aquellas
con un comportamiento fibrético (FPI y NINE) no presentan esta cualidad de

regeneracion (Kreuter et al., 2021).

En el pasado, la hipétesis que se planteaba proponia a la inflamacién como un
proceso previo al estado fibrosante, afirmando que la inflamacién crénica provocaba
la cicatrizacion fibrética, por lo que la EPID crénica y la FPI eran el resultado final a
una respuesta inflamatoria cronica derivada de lesiones repetitivas en el epitelio
alveolar (Keogh & Crystal, 1982). Sin embargo, dicha hipétesis fue descartada
cuando disociaron a la inflamacion como unica via posible desencadenante del
desarrollo fibrético. Adicionalmente, se aportaron evidencias donde separaron la
ruta fibrética de la inflamatoria, cuando al usar terapia antiinflamatoria no se
observaron cambios significativos, en la reversion del proceso fibrosante de las

patologias en estudio (Corvol et al., 2009b; Wells & Hogaboam, 2007).

Es importante resaltar la evoluciéon sobre la comprension de estas patologias
pulmonares con base a evidencias clinicas y experimentales, sobre todo en el
desarrollo patolégico fibrosante idiopatico del pulmén. Ya que como se menciond,
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inicialmente se pensaba que un proceso inflamatorio crénico derivaba en un patrén
fibrético en el tejido (Keogh & Crystal, 1982). Mientras que en la actualidad, ya se
plantea que el patrén de neumonia intersticial habitual caracteristico de la EPIDs
fibrosantes y de la FPI, se debe a un proceso cicatrizante anormal mediado por una
re-epitelizacion inadecuada y focos fibroblasticos (Selman etal., 2001; Strieter &

Mehrad, 2009).

Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI)

La FPI es una enfermedad pulmonar intersticial de comportamiento fibrosante
cronico, progresivo y de etiologia desconocida, que conduce al colapso alveolar
debido a la pérdida de la arquitectura del alvéolo, reduciendo la capacidad
respiratoria y finalmente promoviendo una falla organica, debido a la pérdida

irreversible de la funcionan pulmonar (Raghu et al., 2018; Redente et al., 2021).

La FPI es considerada la enfermedad pulmonar fibrética mas comun entre las EPIDs,
se ha asociado a los siguientes factores: género (principalmente en hombres),
envejecimiento (50-70 anos), tabaquismo, susceptibilidad genética y factores
ambientales (Raghu et al., 2006, 2011). El tiempo medio de supervivencia posterior
al diagnostico es entre 2 a 4 afios (Ley et al., 2011; Stainer et al., 2021). Ademas, el
patron fibrético desarrollado en la FPI es provocado principalmente de un proceso

anormal de cicatrizacién, mediado por las CEA (King et al., 2011).

Mecanismos moleculares para el desarrollo de la FPI

En el pulmén las CEA son descritas como aquellas células de mayor relevancia en
el mantenimiento de la homeostasis pulmonar (Bissonnette et al., 2020). Las CEAI

participan en el intercambio de gases y la regulacion del liquido alveolar (Wong &
Johnson, 2013), mientras que las CEAII tienen funciones secretoras y actuan como

progenitoras epiteliales (Barkauskas et al., 2013; Vanderbilt et al., 2003).
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Durante el proceso normal de cicatrizacion, las CEA llevan a cabo la re-epitelizacion,
proceso derivado de una respuesta rapida y eficiente para restaurar la barrera
epitelial. En dicho proceso, la migracion, la proliferacion y la diferenciacién de las
CEA se encuentra regulado. En la FPI, este mecanismo se vuelve ineficiente
provocando un desequilibrio celular, al disminuir el porcentaje de las CEAI derivado
del agotamiento regenerativo e hiperplasia de las CEAII (cuboidalizacion epitelial) y
la alteracion tanto de la expresion de moléculas de adhesion (E-cadherina y la B-
catenina) como de los antigenos MHC de clase Il (Kallenberg et al., 1987; Nistico et
al., 2012; Selman et al., 2001), ocasionando la perdida de la arquitectura alveolar.

Bajo este contexto, se ha sugerido un modelo integral para el inicio, desarrollo y
progresion de la FPI, en donde convergerian aquellos factores de riesgos asociados
con el individuo, exposicion, predisposicion génica y envejecimiento, que
conducirian a una activacion anormal de las células epiteliales, liberando
mediadores de varias vias responsables de la formacién y activacion de los focos
fibroblasticos/miofibroblasticos y la activacion de un patron fibrético (Pardo & Selman,

2021).

A nivel molecular, diferentes vias de sefializacién convergen entre si con el fin de
contribuir a la activacién y mantenimiento de los miofibroblastos a consecuencia de
una lesién cronica. Se han relacionado varias rutas de sefializacion como son: la
via del TGF-B1, Wingless/Int (WNT) y, mas recientemente, la via YAP/TAZ (proteina
asociada a yes (YAP)/coactivador transcripcional con sefializacién de motivo de
unién a PDZ (TAZ)), las cuales interaccionan para mediar la respuesta fibrética
(Piersma et al., 2015).

Siendo el TGF-B1 un mediador fisiolégico importante en la fibrogénesis, no es
considerado como la unica molécula desencadenante para el desarrollo de la
fibrosis pulmonar. Existen otras citocinas que juegan un rol profibrético, por ejemplo,
la sobreexpresion de IL-18 que se ha visto involucrada en la pérdida de la
arquitectura pulmonar debido a la disminucién de las células epiteliales y alveolares

(Strieter & Mehrad, 2009). Ademas del TGF-B1, existen otros factores de crecimiento
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que también son secretados por las CEA posterior a sufrir una lesion, el factor de
crecimiento epidérmico (EGF, del inglés Epidermal Growth Factor), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés Vascular Endothelial Growth
Factor), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, del inglés Fibroblast Growth
Factor) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, del inglés Platelet
Derived Growth Factor) funcionan como mediadores pro-fibroticos al inducir la
formacion de focos fibroticos conformados por fibroblastos y miofibroblastos (Huang
et al., 2020; Sgalla et al., 2018).

Efectos del TGF-31 en la FPI

EL TGF-31 esta ampliamente implicado en diferentes eventos profibrosantes dentro
del desarrollo de la fibrosis pulmonar tales como: la proliferacion y la migracion de
fibroblastos (Schreier et al., 1993), la promocién de la diferenciacion de fibroblastos
a miofibroblastos (Desmouliere et al., 1993),la induccion de la TEM en CEA a través
de la activacion de Smad2 (Kasai et al., 2005), la sintesis de proteinas de la MEC y
la resistencia de los miofibroblastos a la apoptosis (Dees et al., 2021; Khalil &
Greenberg, 1991; Pardali et al., 2010; Zhang & Phan, 1999). También se ve implicado
en el incremento de colagena (1 y Il principalmente) y la modulacién de la expresion
de MMPs (MMP1-,2,3,7,8,9 y10) y de inhibidores de metaloproteasas de matriz
(TIMPs, del inglés Tissue Inhibitor of Metallo-Proteinases) (TIMPs-1,2,3 y 4) (Ask et
al., 2008; Kelly et al., 2003; McKeown et al., 2009; Rosas et al., 2008; Selman et al.,
2000; Sokai et al., 2015).

Existen diferentes isoformas del TGF- presentes en los mamiferos denominados
TGF-B1, 2 y 3, cada uno codificado por un gen diferente. EIl TGF-B1 se encuentra
predominante en los tejidos(Schiller et al., 2004) y es considerado como una
proteina multifuncional secretado por una amplia variedad de tipos celulares como
son: plaquetas, monocitos/macréfagos, células T, células epiteliales y fibroblastos
(Ask et al., 2008; Biernacka et al., 2011; Dees et al., 2021; Gyorfi et al., 2018).
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Figura 3. Sefalizacion del factor de crecimiento transformante-B (TGF-B1). (A) El TGF-B1
interactla con el receptor de TGF-B tipo 2 (TGFBR2), que a su vez recluta y activa (fosforila) al
receptor ALK5S del receptor de TGF- tipo | (TGFB1). Fosforilando a Smad2/3 formando un complejo
con Smad4 capaz de translocar al nicleo y desencadenar asi la cascada de sefalizacion para la
sintesis de diferentes moléculas de interés, como: Fibronectina, colagena (I y Ill), MMPs, a-AML,
entre otras.

La cascada candnica de senalizacion del TGF-31 comienza con su interaccién con
el receptor TGFBR2 y posteriormente con el receptor TGFBR1, lo que induce su
fosforilaciéon y activacion de la serina/treonina quinasas (Biernacka et al., 2011).
Ademas, esta interaccion es compartida con la isoforma TGF-2, mientras que para
la isoforma TGF-B3 la unidn inicial se lleva a cabo con el receptor TGFBR3, que
posteriormente reclutara y activara a los recetores TGFBR2 y TGFBR1

respectivamente (Hata & Chen, 2016; Hu et al., 2018).

Existen siete tipos de receptores tipo 1 en los mamiferos (ALK 1-7) denominados;
cinasa similar a receptor de activina (ALK), la cinasa 5 similar al receptor de activina
(ALK5) o también llamado TGFBR1 es el tipo mas comun entre las células epiteliales
y mesenquimales ya que la sefalizacion de TGF-B1 puede promover efectos pro-
fibréticos (Artz et al., 2016; Mufoz-Félix et al., 2013; Rahimi & Leof, 2007). Posterior a
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la unién del complejo ligando-receptor a ALK5/TGFBR2, esta cinasa fosforila a su
sustrato Smad2/3, quien al activarse forma un complejo con Smad4, permitiéndole
trasladarse al nucleo para ejercer su funcion activadora o represora de la
transcripcion (Pardali et al., 2017). La familia Smad, se subdivide en tres grupos; las
Smads activadas por receptores (R-Smads, Smad1, 2, 3, 5 y 8), las Smad
mediadoras comunes (Co-Smad, Smad4) y las Smads inhibidoras (I-Smads, Smad6
y 7), (Derynck & Budi, 2019; Pardali et al., 2017).

El TGF-B1 induce la activacion de los fibroblastos y su diferenciacién a
miofibroblastos, mediante el aumento en la produccion de a-AML y a su vez, estos
secretan su propio TGF-B1 lo que genera una produccion exacerbada y en bucle de
componentes de la MEC (Dobaczewski et al., 2010; Gu et al., 2007; Hu et al., 2003).
También regula la sintesis de componentes de la MEC tales como colagenas (Col |
y Il principalmente), fibronectina, elastina, etc (Tatler & Jenkins, 2012) y promueve la
supervivencia de células mesenquimales/fibroblastos mediante la resistencia a la
apoptosis, al inducir la sintesis de p38 dependiente de la proteina quinasa activada
por mitdgenos (MAPK) (via de sefalizacion no candnica del TGF-p1) e
independiente de SMAD, que activa a la via de sefalizacion de fosfatidilinositol 3'-
OH quinasa (PI3K) /AKT que se encarga de regular a los fibroblastos (Horowitz et
al., 2004; Yu et al., 2002).

Asi mismo, se ha descrito la participacion del TGF-1 como activador principal de
la cascada de Wnt/B-catenina mediante la regulacion positiva de B-catenina y GSK-
3B (Ye & Hu, 2021). Ademas, se ha reportado que en los fibroblastos, el TGF-p1
induce la expresion de MMPs, como en el caso de las MMP-2,9, que inducen
mediante la activacién de la via de sefalizacion ERK1/2, como también de las
integrinas (aV, especialmente aVB3, aVB5 y aVB6) y en la supresion de moléculas
anti-fibréticas como la prostaglandina E2 (PGEZ2) o algunos miRNAs como Let-7d,
la familia miR-200 o miR-141, entre otros (Bauman et al., 2010; Bormann et al., 2022;
Honda et al., 2010; Korpal et al., 2008; Minnis et al., 2015; Pandit et al., 2010;
Ramirez et al., 2011; Saito et al., 2013; Scaffidi et al., 2004).

25



La induccion del proceso de TEM en las CEAs mediante el TGF-31 se puede activar
por multiples vias como son: la via Smads, MAPK y PI3K (Cantley, 2002; Hagimoto
et al., 2002; Horowitz et al., 2004; Xu et al., 2009). Durante este proceso se reprime
la expresion de marcadores epiteliales, como la E-cadherina (B. Hu et al., 2003).
También induce la apoptosis mediante la activacion de la caspasa-3 y la regulacion
negativa de la expresion de p21 en las CEAIl (Hagimoto et al., 2002; C. G. Lee et
al., 2004), disminuyendo el numero total de CEAIl y generando el fendmeno de
hiperplasia. Por lo tanto, el TGF-B1 es un actor clave en los procesos fibroéticos,

actuando tanto sobre los fibroblastos como sobre las CEA.
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Neumonitis por hipersensibilidad (NH)

La NH o también conocida como alveolitis alérgica extrinseca es una enfermedad
pulmonar intersticial de etiologia conocida, que se asocia a la exposicion por
inhalacion a uno o varios antigenos en individuos susceptibles, quienes en
desarrollaran una respuesta inmune exagerada (Hamblin et al., 2022; Selman et al.,
2012). La NH es considerada tanto una enfermedad inflamatoria como fibrética que
afecta al espacio alveolar, bronquios y al intersticio (Raghu et al., 2020).
Anteriormente, la NH se subdividia en tres estados clinicos; la NH aguda, subaguda
y crénica. Sin embargo, actualmente de acuerdo con la ATS/JRS/ALAT del 2020, se
clasifican en dos grupos: la NH fibrética y la NH no fibrética (Furusawa et al., 2020;
Raghu et al., 2020; Selman et al., 2012).

Los pacientes con NH fibrética son clinicamente similares a los de FPI, inclusive en
el pronostico de vida. Las evidencias sugieren que el desarrollo de NH fibrética
depende de ciertos factores como, por ejemplo; la susceptibilidad del paciente en
respuesta a la exposicion del antigeno, la intensidad y duracion a la exposicion de
este, asi como antecedentes familiares (Furusawa et al., 2020; Heukels et al., 2019;
Rodriguez de Castro et al., 1993).

De manera general, la NH es considerada una patologia causada por la exposicion
e inhalacion a un antigeno incitador (Al), que no siempre es posible identificar. Tal
es el caso de la enfermedad pulmonar del granjero (EPG) provocada por una
variedad de antigenos que incluyen actinomicetos (Saccharopolyspora
rectivirgula, Thermoactinomyces vulgaris) y mohos (Aspergillus, Absidia,
Penicillium, Wallemia, Fusarium) (Bellanger et al., 2019). En el caso del pulmén
humidificador (PH) se atribuye a casos de NH asociada con al uso de
humidificadores (Volpe et al., 1991) y el pulmdn de criador de palomas, que se le
atribuye a la inhalacion de particulas pequenas procedentes de heces, plumas y
suero de aves pequefias (palomas, periquitos, gallinas, canarios, loros, tortolas,
perdices y otras aves pequefias), aunque también se ha presentado en individuos
que interactuan con ropa y articulos fabricados con plumas (Morell et al., 2008;

Selman et al., 2012).
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Para que el Al produzca una respuesta en el organismo, debe entrar en contacto
con las mucosas (respiratorias o gastrointestinales) o con la piel, siendo las células
presentadoras de antigeno (CPAs) las encargadas de iniciar la respuesta inmune
innata (Raghu et al., 2020; Vasakova et al., 2019).

Para que la NH adquiera el tipo fibrotico semejante a la FPI, la inhalacién del Al
debe de ser continua, generando una respuesta inmune crénica. Se ha propuesto
que la neumonia intersticial habitual (NIH), que caracteriza a la FPI y a la NH
fibrotica, esta mediada por la apoptosis de las CEA la cual permite la formacién de
focos fibrosantes, contribuyendo a la activacion de fibroblastos y a la senescencia

prematura (Jinta et al., 2010).

Diagnéstico diferencial entre la FPl y la NH fibrética

El diagndstico de las EPIDs requiere de un equipo médico multidisciplinario integral
experto en enfermedades pulmonares intersticiales que usan diferentes parametros,
que les permitan interpretar un diagnostico certero con base en analisis patologicos,
de imagen y clinicos. No obstante, los resultados pueden confundirse con otras
EPIDs (Kreuter et al., 2021; Sverzellati et al., 2015).

Los estudios que actualmente se realizan para un mejor diagndstico son; tomografia
computarizada de alta resolucion (TCAR), pruebas de funcion pulmonar, pruebas
seroldgicas, analisis de lavado bronquilo-alveolar (LBA) y de biopsia pulmonar. Sin
embargo, dichos estudios son limitados para obtener un diagndstico puntual y un
tratamiento adecuado para mejorar el prondstico de vida del paciente (Adegunsoye
& Ryerson, 2021). En determinadas patologias, los resultados no logran ser
concluyentes entre las diferentes EPIs. Esto sucede comunmente en el diagndstico
entre la NH fibrética y la FPI, lo que complica su diagnostico, manejo y prondstico
de vida (Varone et al., 2020).

Para conseguir brindar un diagnostico acertado de NH, de acuerdo con la guia
clinica publicada en 2020 por la ATS/JRS/ALAT, primero se debe de descartar por
medio de evidencia radioldgica y/o histopatoldgica la presencia de fibrosis, cuando

las manifestaciones clinicas sugieren un fenotipo NH no fibrético, el comité
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recomienda realizar un historial clinico para identificar exposiciones potenciales de
antigenos. Ademas, se sugiere una prueba de IgG en suero contra todos los Al
conocidos. Se recomienda la obtencion de LBA para el analisis celular de linfocitos
y muestras de biopsia pulmonar solo cuando las pruebas mencionadas, no hayan
prorcionado un diagnodstico concluyente. Para pacientes con sospecha de un
fenotipo NH fibrético, se realiza una prueba de IgG antigeno especifica, la obtencion
de LBA y la criobiopsia pulmonar transbronquial y biopsia pulmonar quirurgica
(Raghu et al., 2020).

Las caracteristicas clinicas y de la TC son cruciales para el diagnostico de NH ya
que, a la fecha, no existen pruebas moleculares que discriminen entre ambas
patologias. Por lo que la busqueda de marcadores que permitan el diagndstico
diferencial y pronéstico de estas patologias continua siendo motivo de estudio (Guiot
et al., 2017).
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Biomarcadores en la fibrosis pulmonar

Un biomarcador molecular es aquella sustancia cuantificable, con un rango de
accion a nivel celular o menor (ejemplos; proteina, acido ribonucleico (RNA)) y que
participe en un mecanismo biologico de determinada patologica. Debe de cumplir
con ciertas cualidades que ayude a diferenciar entre estadios normales a
patologicos. Para diferenciar a la FPI de otras EPIDs, un buen biomarcador sera,
aquel que se pueda evaluar en muestras biologicas de facil obtencion. Ademas, de

mostrar buena especificidad y reproducibilidad (Ley et al., 2014).

Actualmente, el diagndstico de la FPI se basa en la identificacion de un patrén de
neumonia intersticial usual (NIU) en muestras histolégicas y de imagen. Aunado a
datos clinicos, sintomatologia y pruebas de funciéon pulmonar (Raghu et al., 2018).
Anteriormente, el interés primordial era encontrar alguna biomolécula con niveles
de expresion diferencial entre FPI y pacientes control. No obstante, actualmente el
interés es contar con biomoléculas que ademas diferencien entre la FPI y otras
EPIDs, debido a su dificil diagndstico fuera de un centro de referencia y a la
necesidad de un grupo multidisciplinario para realizarlo. Habitualmente, la busqueda
de biomarcadores se ha realizado en LBA y tejido pulmonar (Vasakova et al., 2017).
Sin embargo, o mas recomendable es utilizar muestras menos invasivas como,

sangre periférica, suero o plasma (Rosas et al., 2008).

Las moléculas que se han evaluado como posibles biomarcadores entre la FPI y las
EPIDs, forman parte de vias se sefalizacion implicadas en la fibrogénesis de la
fibrosis pulmonar. En el caso de la FPI, se han medido moléculas que afectan
procesos como la reparaciéon de las CEA, la proliferacion de fibroblastos y la
remodelacion de la MEC. Y para la NH fibrética y no fibrética se han buscado
moléculas involucradas en la respuesta mediada por células inmunitarias,
proliferacion de fibroblastos y remodelacion de la MEC, estas dos ultimas

compartidas con la FPI (Stainer et al., 2021).

En la literatura se reporta la busqueda de biomarcadores vinculados a funciones

fisiologicas de las CEA, particularmente las CEAII, debido al papel crucial de éstas
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en la patogénesis de la FPI. Entre estas moléculas esta el antigeno Krebs von den
Lungen-6 (KL-6), la cual es una proteina membranal localizada en la superficie de
las CEAIl, que promueve la migracion, proliferacion y supervivencia de los

fibroblastos (Hirasawa et al., 1997; Kobayashi & Kitamura, 1995).

Otras biomoléculas que se han considerado como posibles biomarcadores durante
la fibrogénesis son las metaloproteinasas de matriz 1 y 7 (MMP-1 y MMP-7
respectivamente) (Rosas et al., 2008), la lisil oxidasa tipo 2 (LOXL2) y la periostina
(Guiot et al., 2017). Se ha sefialado la existencia de EPIDs con un comportamiento
fibrético independiente de la inflamacion (Raghu et al., 2020), lo que sugiere la
existencia de biomoléculas relacionadas con la fibrogénesis pulmonar, que no solo
estan presentes en la FPI, sino que pueden distinguirse de la fibrosis pulmonar no
asociada a la inflamacién (NH fibrética). Finalmente, y en investigaciones mas
recientes, estan los miRNAs los cuales pueden ser medidos en el suero/plasma de
pacientes con alguna EPID y correlacionar sus niveles de expresion con las
variables clinicas de los pacientes. Estos miRNAs se han propuesto como
biomarcadores para diagndstico y como posibles blancos terapéuticos en una
amplia variedad de enfermedades intersticiales (Alipoor et al., 2016; P. Chen et al.,
2022; Guz et al., 2014; Hennessey et al., 2012; Kim et al., 2020).

MicroRNAs

Cerca del 75% del genoma humano se transcribe en RNA no codificante (hcRNA),
mientras que solo un 3% tiene la capacidad para codificar en proteina. Este ncRNA
se clasifica de acuerdo a su longitud, forma y ubicacién en: microRNAs (miRNAs),
ncRNAs largos (IncRNAs), RNA circulares (circRNAs) y RNAs que interactuan con

PIWI (piRNA), cada uno con diferentes funciones a nivel celular (Yan & Bu, 2021).

El primer miRNA descrito fue Lin-4, identificado en el nematodo C. elegans en 1993
(Lee et al., 1993), a pesar de ello, no fue sino hasta el 2000, con el descubrimiento
de miRNA Let-7 en C. elegans, que la investigacion de estos RNA pequefos se
intensifico. Y anos mas tarde, este miRNA fue catalogado como altamente

conservado (Pasquinelli et al., 2000).
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Los miRNAs son RNAs pequefos no codificantes de una sola hebra, con una
longitud entre los 18 a 22 nucledtidos, que se encargan de regular de manera post-
transcripcional a sus RNAs mensajeros (mMRNA) blancos. Su mecanismo de accion
se atribuye, a la unién entre el miRNA y la proteina Argonauta 2 (AGO2), lo que da
como resultado la formacion del Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (por
sus siglas en inglés, RISC). Dicho complejo, se dirige a la region 3’ no traducida
(3’UTR) del mRNA interfiriendo asi con la traduccion (Gebert & MacRae, 2019; Long
etal., 2018; Niaz, 2018). Si bien existe la posibilidad de que el sitio de unién entre un
miRNA y su mRNA blanco ocurra en una region de marco de lectura abierta (ORF)
o 5" UTR es significativamente menos efectiva y frecuente en comparacion con la
union en la region 3' UTR (Lytle et al., 2007). Se dice que los miRNAs regulan
negativamente, ya inhiben o degradan a su mRNA blanco (Cerén-Pisa et al., 2022;

Marques & Gama-Carvalho, 2022).
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miRNA Biogénesis, funciéon y mecanismo de accion

La biogénesis de los miRNAs comienza en el nucleo, mediada por la RNA
polimerasa Il, sintetizando el transcrito primario del miRNA (pri-miRNA) a partir del
gen del miRNA (Lee et al., 2004). Dependiendo de la region del nucleo donde se
transcriba, sera el tipo de RNA polimerasa que actuara en nucleo, RNA pol II; en
nucleolo; RNA pol Il (Etheridge et al., 2011). El pri-miRNA adopta la forma de una
horquilla, con una longitud aproximada de 2000 pares de bases, madurando en dos
fases; la primera en nucleo y la segunda en el citoplasma, proceso mediado por dos

enzimas ribonucleasas (Lino Cardenas et al., 2013).

Durante la fase nuclear participa la enzima Drosha/DGCRS8, formando un complejo
capaz de escindir al pri-miRNA generando asi al precursor del miRNA maduro (pre-
microRNA) (Matsuyama & Suzuki, 2019). El pre-miRNA es dirigido fuera del nucleo
por medio del complejo de poro nuclear exportina-5. Utilizando como fuente de

energia a la molécula GTP y como cofactor a la proteina Ran (Yi et al., 2003).

La segunda fase de maduracion se lleva a cabo a nivel del citoplasma, mediada por
el complejo proteico formado por la enzima Dicer y dos proteinas de union al RNA
de doble cadena (dsRNA); la proteina activadora de PKR (PACT) y la proteina de
union a RNA de respuesta de transactivacion (TRBP). En esta fase el pre-miRNA
experimenta la eliminacion del bucle en horquilla, liberando el miRNA maduro de
doble cadena (estructura-duplex) con una longitud de 21 a 24 nucledtidos. EIl miRNA
de doble cadena se une a la proteina AGO2, para generar a RISC (Kishore et al.,
2014). En este paso se retiene solo una de las dos cadenas del miRNA maduro,
conocida como la cadena guia, mientras que la otra, cadena pasajera o miRNA* es
degradada (Matsuyama & Suzuki, 2019).

La interaccion del RISC y el mRNA blanco se da generalmente, sobre la region
3'UTR del mRNA blanco mediante complementariedad de bases, a través de la
region de siembra que abarca entre 2 y 7 nucledtidos de longitud. Inhibiendo la
traduccion (Agarwal et al., 2015). Los miRNAs interactuan con una amplia variedad

de mRNA blancos debido al amplio espectro de interacciéon entre su region de
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siembra y el porcentaje que complementariedad con éste. Lo que contribuye a que

un solo miRNA pueda regular varios mMRNAs (Ambros, 2004).
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Figura 4. Biogénesis de los miRNAs. 1) Se transcribe el miRNA a partir del gen que lo codifica por
medio de la RNA polimesara I/ 1ll, este transcrito se denomina como pri-microRNA. 2) Este pri-
microRNA es madurado por el complejo proteico formado por Drosha/DGCRS8 produciendo un pre-
microRNA. 3) Posteriormente, el pre-microRNA es dirigido fuera del ndcleo por medio del complejo
de poro nuclear exportina-5 al citoplasma, 4) el pre-microRNA es procesado mediante el complejo
de Dicer/TRBP. 5) EI miRNA maduro sera dirigido a su mRNA blanco por medio del complejo RISC
y AGO2. 6) Que resultara en la represién de la transcripcién o de eliminacion completa del mMRNA
(Winter et al., 2009).

En el contexto de la FPI, se han reportado miRNAs que poseen propiedades
profibréticas y antifibroticas (Vettori et. al., 2012). Entre el grupo de los antifibréticos

se encuentran let-7d, miR-26a/b (Pandit et al., 2010) y el miR-29 (Maurer et al.,
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2010), los cuales son capaces de mitigar el desarrollo de la fibrosis pulmonar, y cuya
expresion esta disminuida en la FPl. En contraparte aquellos con actividad
profibrosante como son: el miR-155 (Pottier et al., 2009), el miR-21 (G. Liu et al.,
2010) y el miR-23a (agrupados con -27a) (Cho et al., 2011), los cuales estan sobre-

expresados.

miRNAs circulantes o extracelulares

En la busqueda de moléculas como potenciales biomarcadores, se han realizado
investigaciones enfocadas en evaluar la presencia de miRNAs en distintos fluidos
corporales. En la actualidad se ha logrado medir niveles de expresion de miRNAs
en 12 fluidos corporales humanos distintos. Como la leche materna, calostro, saliva,
liquido seminal, lagrimas y orina considerados de facil obtencion. Y aquellos
obtenidos por métodos invasivos como el liquido amnidtico, liquido cefalorraquideo,
liquido pleural y liquido peritoneal. Se ha logrado determinar que la presencia de
miRNAs se ve afectada dependiendo del tipo de fluido utilizado, la condicion
preexistente del sujeto de donde fue extraido el fluido y a la funcién especifica de
cada miRNA, de acuerdo con su propiedad constitutiva o dependiente de la

patologia en estudio (Weber et al., 2010).

Los miRNAs de manera extracelular, son estables y su abundancia esta
intrinsecamente relacionada con la condicion del individuo de donde se obtuvieron
(Kumar etal.,, 2017). En la actualidad se pueden encontrar miRNAs
extracelularmente en diferentes condiciones; (1) encapsulados en microvesiculas o
(2) secretados de manera libre asociados a complejos proteicos que les confieren
estabilidad (Figura 5) (Jung & Suh, 2014).
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Figura 5. miRNAs extracelulares. Se sugiere el mecanismo mediante el cual los miRNAs se
encuentran de manera extracelular (Exosomas y microvesiculas) como también asociandose a
complejos de proteinas de uniéon a RNA (RBP) y lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Jung & Suh,
2014).
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miRNAs implicados en la fibrosis pulmonar

El perfil de expresion de los miRNAs se ha vinculado a procesos relacionados con
el desarrollo de la fibrogénesis a nivel pulmonar, ya sea en el contexto fibrético,
inflamatorio o en ambos. Hasta el momento, se han identificado miRNAs en una
variedad de fluidos como lo son: sangre/suero, LBAy esputo (Pattarayan et al., 2018;
Zhang et al., 2021).

Se ha reportado la participacion de diversos miRNAs en la fibrogénesis y la
progresion de la FPI y otras EPIDs. El miR-21 esta sobre-expresado y en muestras
de suero, en tejido de pacientes con FPIl y en modelos murinos. Ademas, se atribuye
que sus niveles de expresion estan estrechamente ligados con el aumento de la
actividad del TGF-B1 mediante el bloqueo de SMAD7, molécula inhibitoria en la via
de sefializacion. Lo que sugiere que el aumento en la expresion de miR-21 funciona
como un potencial activador fibrético (Dirol et al., 2022; Liu et al., 2010; Oak et al.,
2011).

El miR-155 también se encuentra incrementado en la FPI, se ha analizado su
actividad in vitro en fibroblastos pulmonares humanos como también en fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina en modelos murinos. EI miR-155 induce la
sintesis de colageno tipo 1 y 3 (Kurowska-Stolarska et al., 2017; P. Li et al., 2013).
La sobre expresion de miR-155 es inducida por citocinas inflamatorias como lo son;
IL-18 y TNF-a en fibroblastos pulmonares. Y regular negativamente el mRNA del
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF, del inglés Keratinocyte Growth Factor),

proteina involucrada en la reparacion de lesiones (Pottier et al., 2009).

El miR-210 también se encuentra sobre-expresado en FPI, el cual se ha relacionado
con el aumento en la proliferacidon celular ya que su mRNA diana es el inhibidor de
c-myc MNT (Zhang et al., 2009). Por lo que se ha reportado que la eliminacion de
miR-210 aumenta los niveles de MNT inhibiendo la proliferacién de fibroblastos
(Bodempudi et al., 2014). Durante la proliferacién de fibroblastos, aumenta la
sintesis de colageno tipo | dentro del espacio alveolar, creando un remodelamiento

del tejido alveolar y un ambiente hipdxico (Bodempudi et al., 2014; Selman et al.,
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2001). La hipoxia estimula la proliferacién de algunos tipos celulares utilizando los
factores de transcripcién inducibles por hipoxia 1 y 2 alfa (HIF-1a y HIF-2a), lo que

a su vez promueve una sobreexpresion de miR-210.

En contraste, se han identificado miRNAs regulados negativamente. La disminucién
del miR-26a en el tejido pulmonar de ratones y humanos se asocia con una sub-
expresado de Col | y Col lll, inducida por TGF-B1, ademas inhibe el papel restrictivo
que tiene sobre el CTGF, el cual promueve la diferenciacion a miofibroblastos (Liang
et al., 2014). En cuanto al miR-18a-5p, también se ha reportado sub-expresado en
la FPI, su blanco es el receptor TGFBR2, lo que le permite asociarse la via
profibrotica del TGF-B1 (Zhang et al., 2017).

Tres miembros de la familia miR-200 (miR-200a, miR-200b y miR-200c) también se
han asociado con la fibrosis, debido a su regulacion significativamente disminuida
en modelos murinos de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina y en pacientes
con FPIl. Ademas, se ha sugerido su participacion en la regulacion de la TEM
inducida por el TGF-B1 en las CEA, ya que su sobreexpresion disminuye la
expresion de marcadores mesenquimales en las CEA (Yang et al., 2012). Let-7d
también se encuentra reducido en pacientes con FPl y que su inhibicién esta
relacionada directamente con el TGF-1 y con la produccion de marcadores

mesenquimales (Pandit et al., 2010).

Adicionalmente, los niveles de expresion sub-expresados de Let-7d que se han
detectado en suero, plasma y tejido pulmonar le confieren cualidades antifibréticas,
debido a que su inhibicién favorece a la TEM en la CEA y eventualmente promueve
un incremento en los niveles de colageno (Huleihel et al., 2014; Min et al., 2016;
Pandit et al., 2010).
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Let-7

La familia de miRNA Let-7 se encuentra ampliamente conservada en un gran
numero de especies. Su participacion esta involucrada en varios procesos celulares,
tales como: regulacion de genes, proliferacion, apoptosis, diferenciacion y division
celular, regulacion en la formacién de musculo, entre otros (Pasquinelli et al., 2000;
X. Wang et al., 2012).

Es comun que, en organismos complejos, los miembros de la familia Let-7 tengan
mas de una copia de su propia secuencia dentro del genoma. Es importante poder
distinguir entre las isoformas de la familia Let-7. El sistema de nomenclatura se basa
en asignar una letra como sufijo, que hace referencia a la isoforma, mientras que el
numero se refiere al loci gendmico. El ser humano tiene 13 locis distintos que

codifican para nueve miRNA de la familia Let-7 (Lee et al., 2016).

En humanos, se han descrito 2 miRNAs de la familia de Let-7 (Let-7a-1, 7a-2, 7a-3,
7b, 7c, 7d, 7e, 7f-1, 7f-2, 79, 7i, y mir-98). Tres de estas secuencias precursoras,
produciran la secuencia madura de Let-7a (Let-7a-1, let-7a-2 y let-7a-3) localizadas
en el cromosoma 9, 11 y 22 respectivamente. En el caso para Let-7f, tiene dos
secuencias precursoras (Let-7f-1 y Let-7f-2) localizadas en el cromosoma 9 y X
respectivamente, mientras que en el caso de los miembros Let-7b; Let-7c; Let-7d;
Let-7e, solo existe una copia y se localizan en el cromosoma 22, 21, 9 y 19

respectivamente (Matsuura et al., 2018; Roush & Slack, 2008).

Let-7d fue el primer miRNA relacionado con la FPI (Pandit et al., 2010). Los miRNAs
pertenecientes a la familia Let-7 tienen como blanco al Grupo A2 de alta movilidad
(HMGA2) (Mayr et al., 2007). EIl HMGAZ2 es un regulador de la TEM y se expresa
especificamente en las CEAs de pacientes con FPI. HMGAZ2 facilita la transcripcion
de SNAI1 y TWIST, factores de transcripcion clave que promueven la TEM (Thuault
et al., 2006).
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Let-7a

Se ha reportado la participacién de Let-7a en la TEM y en la sintesis de moléculas
profibroticas, entre otros procesos asociados con el desarrollo de la fibrosis
pulmonar(Kumar et al., 2011; Pandit et al., 2011). Sin embargo, es en tejido hepatico
donde se ha reportado su principal papel como fibrogénico, asociando su inhibicién
a una sobreexpresiéon de marcadores mesenquimales tales como; a-AML, Col | y
Col 1V, lo que sugiere su participacion en la TEM y su posible papel en la via de
sefalizacion TGF-B1/Smad (Zhang et al., 2019).

En el pulmdn, se ha sugerido que Let-7a inhibe la sintesis de la interleucina-6 (IL-6)
y que en condiciones normales disminuye el proceso de inflamacion. Al inhibir la
expresion de la IL-6, la respuesta inflamatoria no continua e impide una respuesta
inmunitaria adecuada tras la exposicion de un Al. EL mecanismo sugerido para
describir la inhibicion de Let-7a, es mediante la activacion de Lin-28B en la via de
sefalizacion Wnt/pB-catenina (Henderson et al., 2010; lliopoulos et al., 2009). La via
Wnt/B-catenina se encuentra activa de manera normal durante el desarrollo y se ha
asociado su reactivacion en tejidos adultos posterior a sufrir una lesion y en la

progresion de un fenotipo fibrotico (Henderson et al., 2010).

Let-7d

Let-7d es un miRNA expresado en la etapa adulta, por las CEA y, en condiciones
fisiologicas normales se encuentra sobre-expresado en el tejido pulmonar. Sin
embargo, se encuentra disminuido en pacientes con FPl en comparacion con
pacientes sanos. La unién de Smad3 a la region promotora de Let-7d inhibe su
expresion y promueve un aumento de HMGA2 y de la TEM incrementando los
niveles de expresion de algunos represores transcripcionales de la E-caderina (Zed-
1, Zeb-2, TWIST, Snail y Slud) (McConkey et al., 2009; Pandit et al., 2010). A su vez,
aumenta la sintesis de marcadores mesenquimales (N-cadherina-2, vimentina y a-
actina de musculo liso (a-AML) promoviendo la acumulacién de componentes de la
MEC derivado de los fibroblastos procedentes de la TEM (Selman & Pardo, 2006;

Thuault et al., 2006). Le-7d es un miRNA ampliamente estudiado en la FPI con
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reportes tanto en suero/plasma como en células provenientes de tejido pulmonar
(Lacedonia et al., 2021; Liang et al., 2016).
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Objetivo general

Evaluar los niveles de expresidon de los miRNAs Let-7a y Let-7d en pacientes con
neumonitis por hipersensibilidad (NH) y compararlos con los niveles de expresion

en sujetos con fibrosis pulmonar idiopatica (FPI).

Objetivos particulares

*Estandarizar la extraccion del RNA total del LBA.
*Estandarizar la medicion de la expresion de Let-7a y Let-7d en LBA.

*Medir los niveles de expresion de los miRNAs Let-7a y Let-7d en el suero de

pacientes con NH y FPI.

*Comparar y analizar la expresidén de Let-7a y Let-7d en muestras de LBA versus

suero.

*Analizar si los miRNAs evaluados podrian utilizarse como biomarcadores

diferenciales entre la FPl y la NH.
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Justificacion

Frecuentemente los pacientes con NH cronica desarrollan fibrosis pulmonar
progresiva y en formas avanzadas de la enfermedad puede confundirse con fibrosis
pulmonar idiopatica o con neumonia intersticial no especifica. Por lo tanto, el
determinar si los miRNA Let-7a y Let-7d, pueden contribuir a diferenciar la NH de la
FPI, aportara nueva informacion sobre los mecanismos patogénicos de ambas
patologias y eventualmente a realizar un mejor diagndstico, prondstico y la
generacion de posibles blancos terapéuticos para cada enfermedad.
Adicionalmente, hasta la fecha no existen reporte sobre los niveles de expresion de

los miRNAs mencionados en la NH.

Hipoétesis
Habra una diferencia de expresion en los niveles de los microRNAs Let-7a y Let-7d
entre la FPI vs la NH y en comparacién con el grupo control en LBA como en

muestras de suero.
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Materiales y Métodos

Criterios de inclusién y exclusion

Las muestras de suero y lavados bronquiolo-alveolar remanentes (protocolo B3112)
que se utilizaron para esta tesis, fueron de pacientes diagnosticados con neumonitis
por hipersensibilidad y fibrosis pulmonar idiopatica de acuerdo con los criterios de
la guia de diagnéstico de la ATS/ERS/JRS/ALAT.

Para pacientes

Los criterios de inclusion

1) Pacientes del INER con diagnodstico documentado de fibrosis pulmonar
idiopatica y neumonitis por hipersensibilidad cronica segun las guias de la
ATS/ERS/JRS/ALAT.

2) Hombres o mujeres de 50 afios 0 mayores.
3) Cuenten con pruebas de funcion respiratoria al momento del diagnostico
Los criterios de exclusion

1) Cualquier signo de enfermedad aguda (exacerbacion aguda) en los 30 dias

anteriores a la visita 1.

2) Diagndstico conocido de otros trastornos respiratorios importantes

(tuberculosis, sarcoidosis, aspergilosis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica)

3) Incapacidad de efectuar pruebas respiratorias

Para los sujetos control (sanos)

Los criterios de inclusién
1) Hombres o mujeres mayores de 30 afios.
2) Que hayan firmado consentimiento informado

3) Que no se conozcan portadores de enfermedad pulmonar
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Los criterios de exclusion

1) Cualquier signo de enfermedad aguda respiratoria en los 30 dias anteriores

a la visita 1.

2) Diagnéstico conocido de otros trastornos respiratorios importantes

(tuberculosis, sarcoidosis, aspergilosis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica).

3) Patrén obstructivo o sugerente de restriccion pulmonar posterior a la

espirometria.

Poblacion de estudio

Muestras de suero y LBA remanentes de pacientes diagnosticados con neumonitis
por hipersensibilidad y fibrosis pulmonar idiopatica, asi como suero y LBA control.
Todas las muestras son sueros y LBA remantes que fueron obtenidos como parte
de otro protocolo registrado en el laboratorio (B3112). El protocolo actual aprobado
por los comités de investigacion, de ética y de bioseguridad del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias para el uso de los remanentes de suero y LBA es
el B26-22.

Muestras de LBA
Control NH FPI
8 10 8
Muestras de Suero
Control NH FPI
16 24 19
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Extraccion de RNA total del lavado bronquiolo-alveolar (LBA)

La extraccion del RNA total de LBA se realizé comparando 3 métodos diferentes;
TRIzol™ (Gibco), columna con QIAzol (Qiagen) y por columna miRNeasy
Serum/Plasma Advanced (Qiagen). Cada uno de los métodos se realizé de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, con ligeras modificaciones para optimizar la
pureza y rendimiento de cada método. La concentracion total del RNA se midié por
espectrofotometria (nanodrop). EI RNA total de muestras de suero, se realizd
mediante una técnica, previamente estandarizada, a base de columnas miRNeasy

Serum/Plasma Kit (Qiagen).

Extraccién por Trizol

Se uso el reactivo TRIzol™ LS Invitrogen (Thermo-Fisher scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, a cada 250 uL de LBA se afadieron 750
uL de reactivo TRIzol mas 0.5 x 10" de copias del miRNA del nematodo
Caenorhabditis elegans (cel_miR-39) como control de la extraccién. La muestra
se homogeniz6 usando vértex durante 5 seg e incubando a temperatura ambiente
durante 5 min. Posteriormente se anadieron 200 uL de cloroformo, mezclando por
vortex y dejando incubar entre 2-3 min a temperatura ambiente. La muestra se
centrifugd a 10 000 rpm a 4°C por 15 min. Al finalizar, la fase acuosa que contiene
al RNA, se transfirid a un nuevo tubo de 1.5 mL, en donde se afadieron 500 uL de
isopropanol y 2 uL de glucogeno (como acarreador de RNA), se mezclo por vortex
y se dejo incubar durante 10 min. Al concluir, se centrifugé a 10 000 rpm a 4°C
durante 10min. Se descarté el sobrenadante por decantacion y se lavé el boton de
RNA total agregando 1000 yL de etanol al 75%, mezclando brevemente mediante
vortex y centrifugando a 7 500 rpm a 4°C durante 5 min. El sobrenadante se
descartd para permitir el secado parcial del botén de RNA, el cual se resuspendido
adicionando 20 uL de agua libre de nucleasas. La concentracion de RNA total se
cuantifico utilizando el equipo NanoDrop a una longitud de onda (A) de 260 nm. Las

muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.
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Extraccion por columna (Qiagen)

Se utilizo el kit miRNeasy Serum/Plasma de QIAGEN, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente, se utilizaron 500 uL de LBA a los que se afadié 1 000
ML de reactivo de lisis QlAzol, la solucién se homogeniz6 utilizando vértex e
incubando a temperatura ambiente durante 5 min. Al termino, se agregaron 0.5 x
10'% de copias de Caenorhabditis elegans (cel_miR-39) como control de la
extraccion. Se adicionaron 200 yL de cloroformo, homogenizando por vortex e
incubando por 3 min a temperatura ambiente. Para separar la fase acuosa de la
mezcla, se centrifugo a 12 500 rpm a 4°C durante 15 min. Todos los pasos siguientes
se realizaron a temperatura ambiente. La fase acuosa fue transferida a un nuevo
tubo, a la cual se le adicionaron 800 pL de etanol al 100% y homogenizando por
vortex. De esta mezcla, se transfirieron 700 uL a la columna RNeasy MinElute spin
y se centrifugé a 10 500 rpm durante 15 seg, eliminando el eluido. Este paso se
repite hasta terminar con el total de la mezcla. Se agregaron a la columna 700 pL
del buffer de lavado RWT y se centrifugd a 10 500 rpm durante 15 seg. Al termino,
se descarto el eluido para luego adicionar 500 pL del buffer RPE, centrifugando a
10 500 rpm durante 15 seg y descartando nuevamente el eluido. Finalmente, la
columna fue lavada adicionando 500 uL de estanol al 80% y centrifugando a 10 500
rpm durante 2 min y por ultimo, con la tapa abierta de la columna, centrifugar a 12
500 rpm durante 5 min. Se cambid el tubo de recoleccion y el RNA es eluido de la
columna agregando 14 uL de agua libre de nucleasas. Se dejo incubar por un minuto
y posteriormente se centrifugd a 12 500 rpm durante un minuto. Este ultimo paso se
repite por lo que el volumen final obtenido de RNA purificado fue de 28 pL el cual se

almacend a -80°C hasta su uso.
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Extraccion por columna sin fenol (Qiagen).

ElI RNA total se purificé usando el miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (QIAGEN)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Todo el proceso se realizo a temperatura
ambiente. Se utilizaron 200 uL de LBA al que se le afiadieron 60 uL del buffer RPL,
esto se mezcld por vortex por 5 seg e incubando durante 3 min. Posteriormente, se
agregaron 1.6 x 108 copias de Caenorhabditis elegans (cel_miR-39) como control
de la extraccion. Enseguida se afiadieron 20 L del buffer RPP, homogenizando por
vortex durante 20 seg e incubando por 3 minutos y al termino, se centrifugé a 10
000 rpm durante 3 min. El sobrenadante se trasfirié a un nuevo tubo, afiadiendo un
volumen 1:1 de isopropanol. La mezcla se homogenizé por vértex y se transfirié a
una columna RNasy MinElute, la cual se centrifugd por 8 000 rpm durante 15 seg.
Al termino, se retird la columna para descartar el eluido. Se adicionaron 700 pL del
buffer RWT a la columna y se centrifugd a 8 000 rpm durante 15 seg, posteriormente
se elimind el eluido. Se agregaron 500 uL de etanol al 80% en la columna y se
centrifugd a 10 000 rpm durante 2 min. Se cambid el tubo de recoleccion y se
centrifugd a 12 000 rpm durante 5 min con la tapa abierta. Para eluir el RNA total de
la columna, se cambio el tubo de recoleccion y se adicionaron 20 pyL de agua libre
de nucleasas, incubando un minuto y posteriormente se centrifugdé a 12 000 rpm
durante 1 min con la tapa cerrada. Este paso se repitié una vez mas. Obteniendo

un volumen final de 36 pL de RNA total el cual se almacen¢ a -80°C hasta su uso.

Cuantificacion de RNA total

La concentracion de las muestras de RNA purificado, fue obtenida por un

espectrofotometro NanoDrop a 260nm como longitud de onda.
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Sintesis del DNA complementario por transcripcion reversa (RT)

El RNA se transcribié de forma inversa a DNA complementario (cDNA) con tres kits
diferentes. Dos de ellos, para ser utilizado en el sistema de SYBR Green y el tercero,
para ser utilizado con el sistema de Sonda TagMan. Los kits de RT para el sistema
de SYBR Green fueron, miScript Il RT Kit y miRCURY LNA RT Kit de Qiagen. Y para
el de Sonda TagMan, el kit TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription de Applied

Biosystems (ThermoFisher Scientific).

Transcripciéon Reversa con miScript Il RT (SYBR Green)

El kit miScript Il RT incluye los siguientes componentes: miScript Reverse
Transcriptase Mix, 10x miScript Nucleics Mix, 5x miScript HiSpec Buffer y 5x
miScript HiFlex Buffer. La RT se hizo siguiendo el protocolo del fabricante, con
ligeras modificaciones. Las condiciones volumétricas para cada componente se

especifican en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes para la RT siguiendo la quimica de SYBR Green.

Componente Volumen
5x miScript HiSpec Buffer o 5x miScript HiFlex Buffer 4 uL
10x miScript Nucleics Mix 2 uL
miScript Reverse Transcriptase 2 uL
Agua libre de RNAsas Variable
RNA total Variable
Volumen final de reaccion 20 uL

Las condiciones de temperatura para programar el termociclador en la RT se

especifican en la Tabla 2.
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Tabla 2. Ciclos de temperatura para la RT siguiendo la quimica de SYBR Green.

Paso Tiempo Temperatura
RT 60 min 37°C
Inactivacion de la reaccion 5 min 37°C
Almacenaje © 4°C (hielo)

Transcripcion Reversa con miRCURY LNA RT (SYBR Green)

Este kit es complementario al kit de extraccion de RNA total miRNeasy
Serum/Plasma Advanced. El kit miRCURY LNA RT, incluye los siguientes
componentes; 5x miIRCURY SYBR Green RT Reaction Buffer, RNase-free water,
10x miRCURY RT Enzyme Mix, UniSpo RNA spike-in (opcional). La RT se realizo

siguiendo el protocolo del fabricante con ligeras modificaciones. Las condiciones

volumétricas para cada componente se especifican en la Tabla 3.

Tabla 3. Componentes para la RT siguiendo la quimica de SYBR Green usando el

kit mMIRCURY LNA RT.

Componente Volumen
5x miRCURY SYBR Green RT Reaction Buffer 2 uL
10x miRCURY RT Enzyme Mix 1 uL
Agua libre de RNAsas Variable
RNA total Variable
Volumen final de reaccion 10 uL

Las condiciones de temperatura para programar el termociclador en la RT se

especifican en la Tabla 4.
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Tabla 4. Ciclos de temperatura para la RT siguiendo la quimica de SYBR Green
usando el kit mMIRCURY LNA RT.

Paso Tiempo Temperatura
RT 60 min 42°C
Inactivacion de la reaccion 5 min 95°C
Almacenaje % 4°C (hielo)

Transcripcion Reversa con kit TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription
(Sonda TagMan)

El kit TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific), incluye los siguientes componentes; 10X RT buffer, ANTP
mix w/dTTp, RNase inhibitor y MultiScribe™ RT enzyme. La RT se realiz6 siguiendo
el protocolo del fabricante, realizando ligeras modificaciones. Las condiciones

volumétricas para cada componente se especifican en la Tabla 5.

Tabla 5. Componentes para la RT siguiendo la quimica de Sonda TagMan.

Componente Volumen
dNTP mix 0.5 uL
deMultiScribe RT enzyme 1L
10x RT buffer 1.5yl
RNase inhibitor 0.19 uL
Agua libre de RNAsas 2.81 uL
RNA total Variable
Oligo Variable
Volumen final de reaccion 15 uL

En este método, se realizé una previa incubacion entre el RNA total y el oligo de

interés.

Las condiciones de temperatura para la pre-incubacién fueron las siguientes se

especifican en la Tabla 6.
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Tabla 6. Ciclos de temperatura para la pre-incubacién de los miRNAs.

Paso Tiempo Temperatura
5 min 85°C
5 min 60°C
Almacenaje o 4°C (hielo)

Al término de la pre-incubacion, se agregd el volumen correspondiente a los

componentes para la RT.

Las condiciones de temperatura para programar el termociclador en la RT para
Sonda TagMan se especifican en la Tabla 7.

Tabla 7. Ciclos de temperatura para la RT siguiendo la quimica de Sonda TagMan.

Paso Tiempo Temperatura
60 min 16°C
30 min 42°C
Inactivacion de la reaccion 5 min 85°C
Almacenaje o0 4°C (hielo)
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Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR)

El cDNA se amplifico a partir de tres diferentes Kits Master Mix para qPCR. El Kit
miScript SYBR Green PCR y el kit miRCURY LN SYBR Green PCR para la quimica
de SYBR Green ambos de QIAGEN vy el Kit TagMan Gene Expression Master Mix
de Applied Biosystems. Siguiendo las siguientes condiciones y sus respectivas

modificaciones.

Kit miScript SYBR Green PCR
El protocolo para el método de deteccion por SYBR Green utilizando el kit miScript

SYBR Green PCR se describe en la Tabla 8. Brevemente, esta constituido por 5 pL
de 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 1 yL 10x miScript Universal Primer,
1 uL 10x miScript Primer Assay (primer de interés hsa-let-72-5p / hsa-let.7d-5p)
(Tabla 8).

Tabla 8. Componentes para la deteccion de miRNAs por medio del kit miScript
SYBR Green PCR.

Componente Volumen
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 5uL
10x miScript Universal Primer 1L
10x miScript Primer Assay 1 L
Agua libre de RNAsas Variable
cDNA Variable
Volumen final de reaccion 10 pL

Las condiciones del termociclado para el equipo QuantStudio 12K Flex,durante la
PCR en tiempo real se describen en la Tabla 9. Brevemente, el cDNA se sometio a
una temperatura inicial de 95 °C durante 15 min; 40 ciclos a 94°C durante 15 sy

55°C durante 30 s; y luego 70°C durante 30 segundos.
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Tabla 9. Programacion del equipo QuantStudio 12K Flex, para la gPCR utilizando

el del kit miScript SYBR Green PCR.

Paso Tiempo Temperatura
Activacion inicial 15 min 95°C
Desnaturalizacion 15s 94°C
Alineacion 30s 55°C
Elongacion 30s 70°C
No de ciclos 40 ciclos

kit miRCURY LN SYBR Green PCR

El protocolo para el método de deteccidn por SYBR Green utilizando el kit miRCURY

LN SYBR Green PCR se describe en la Tabla 10. Brevemente, esta constituido por
5 uL de 2x miRCURY SYBR Green PCR Master Mix, 0.05 yL ROX Reference Dye,
1 uL del primer (hsa-let-72-5p / hsa-let.7d-5p (Primer Assay)) y 0.95 pL de agua libre

de nucleasas (Tabla 10).

Tabla 10. Componentes para la deteccion de miRNAs por medio del kit mIRCURY

LN SYBR Green PCR.

Componente Volumen
2x miRCURY SYBR Green Master Mix 5 uL
ROX Reference Dye 0.05 pL
Primer Assay 1L
Agua libre de RNAsas Variable
cDNA Variable
Volumen final de reaccion 10 yL

Las condiciones del termociclado para el equipo QuantStudio 12K Flex, se

describen en la Tabla 11. Brevemente, el cDNA se sometié a una temperatura inicial
de 95 °C durante 2 min; 40 ciclos a 95°C durante 10 s y 56°C durante 60s(Tabla 11).
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Tabla 11. Programacion del equipo QuantStudio 12K Flex, para la qPCR utilizando
el kit miRCURY LN SYBR Green PCR.

Paso Tiempo Temperatura
Activacion inicial 2 min 95°C
Desnaturalizacion 10's 95/°C
Alineacion / Elongacion 60 s 56°C
No de ciclos 40 ciclos

kit TagMan Gene Expression Master Mix
El protocolo para el método de deteccion por Sonda TagMan utilizando el kit TagMan

Gene Expression Master Mix se describe en la Tabla 12. Brevemente, esta
constituido por 5 uL de 2x TagMan Gene Expression Master Mix, primer (hsa-let-7a-

5p / hsa-let.7d-5p (Primer Assay)) y agua libre de nucleasas (Tabla 12).

Tabla 12. Componentes para la detecciéon de miRNAs por medio del kit TagMan

Gene Expression Master Mix.

Componente Volumen
2x TagMan Gene Expression Master Mix 5uL
Primer Assay Variable
Agua libre de RNAsas Variable
cDNA Variable
Volumen final de reaccion 10 uL

Las condiciones del termociclado para el equipo QuantStudio 12K Flex, se
describen en la Tabla 13. Brevemente, el cDNA se sometié a una temperatura inicial
de 50 °C durante 2 min; 40 ciclos a 95°C durante 10 min, 95°C durante 15 sy 60°C
durante 60 s (Tabla 13).
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Tabla 13. Programacion del equipo QuantStudio 12K Flex, para la gPCR utilizando

el kit TagMan Gene Expression Master Mix.

Paso Tiempo Temperatura
Incubacion 2 min 50°C
Activacion de Ia polimerasa 10 min 95°C
Desnaturalizacion 15s 95°C
Alineacion / Elongacion 60 s 60°C
No de ciclos 40 ciclos
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Analisis in-silico para localizar los mRNA blancos ya reportados

Mediante el uso del software de prediccion de objetivos de miRNA (DIANA-miRPath
v4.0). Se predijeron las posibles interacciones entre los miRNAs Let-7a y Let-7d en
las vias de sefalizacion implicadas en el desarrollo de la fibrosis pulmonar en la FPI
y la NH fibrética. Adicionalmente se consideraron esquemas de dichas vias usando

la informacién de la libreria de genes y genomas de Kyoto (KEGG).

Analisis estadisticos

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa GraphPad prism 8. Los
niveles de expresion de los miRNAs Let-7a y Let-7d se determinaron mediante el

método 2 ~ACt,

El modelo matematico permite calcular los cambios de la expresion génica
relacionando la amplificacion del gen normalizador y el gen de interés. Brevemente,
el método 22Ct consiste en utilizar los valores de Ct generados en el equipo de

gPCR. El desarrollo de la férmula es el siguiente:

2—ACt = ACt(Ct de interes— Ct gen normalizador)

Donde el ACT es producto de la diferencia del Ct del miRNA de interés y el Ct del
gen normalizador (C.elegans miR-39), lo que resulta en un numero sin unidades

que representa el nivel de expresion en la reacciéon de qPCR.

La distribucién de los datos se evalu6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
Brevemente, para ambas mediciones de Let-7a y Let-7d proveniente de LBAs, se
obtuvieron valores P< 0.05, rechazando la hipotesis nula de que ambos conjuntos
de datos provenian de una distribucién normal, es decir, se implementaron pruebas

no parameétricas.

Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis, para determinar si la expresiéon del miRNA de
interés, es diferente en al menos uno de los tres grupos. Sin embargo, para
determinar en cual de los tres grupos existe esta diferencia significativa, se
selecciond la opcién de comparacién multiple entre grupos, que ofrece la prueba de
de Kruskal-Wallis.
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Por otro lado, para ambas mediciones de Let-7a y Let-7d provenientes de suero, se
obtuvieron valores de P> 0.05, aceptando la hipétesis nula de que ambos conjuntos
de datos provenian de una distribucién normal, es decir, se implementaron pruebas

paramétricas

Se utilizo la prueba de ANOVA, para determinar si la expresion del miRNA de interés,
es diferente en al menos uno de los tres grupos. Sin embargo, para determinar en
cual de los tres grupos existe esta diferencia significativa, se seleccioné la opcién
de comparacién multiple entre grupos, que ofrece la misma prueba de ANOVA

multiple.
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Resultados

Uno de los objetivos fue estandarizar una técnica de extraccion, amplificacion y
medicion de miRNAs a partir de muestras de LBA. Por lo tanto, es importante
describir las modificaciones que se llevaron a cabo para obtener datos cuantificables
y comparables entre muestras de pacientes control y aquellos con FPI y NH, tanto

en LBA como en sueros.

Es de esta manera, la razon de porque se describen las modificaciones realizadas
para ambos protocolos tanto para la RT como para la PCR en tiempo real, usando
ambas quimicas de deteccion (SYBR Green y por Sonda TagMan). Dicho lo anterior,
en las tablas 14, 15y 16 se resumen las condiciones de trabajo que se necesitaron

para optimizar el proceso de medicién de los miRNAs Let-7a y Let-7d en LBA.

En la Tabla 14, se muestra de manera resumida, las condiciones experimentales
utilizando el miRNA Let-7a como objetivo de medicion. Para ello se describe, tanto
el método de extraccidon del RNA total utilizado, el realizar y donde se modificd un
paso a lo largo del protocolo de la extraccién, ademas de cuanto RNA se tomo de
cada muestra y el buffer implementado para la reaccion de RT. Por ultimo, durante
la qPCR se consideré el volumen de cDNA utilizado como parte de las
modificaciones. Lo que define en gran medida, los volumenes y la preparacion de
la mezcla para llevar a cabo la reaccidn en cada de la polimerasa utilizando la

quimica de SYBR Green.
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Tabla 14. Modificaciones al protocolo de la quimica de deteccion de SYBR Green

utilizando como miRNA de prueba a Let-7a.

Métodode  Condicionesde  Tratamiento
extraccién extraccién con DNasa RNA total RT qPCR
Sin . 3 uLcDNA
TRIzol modificaciones al Sl 200 ng BUST ::SpecsyocliNA &
protocolo fluidoen 30y 2 uLcDNA
1000 pL de QlAzol Buffer HiSpecy 2 uL cDNA
QlAzol v 500 plde LBA NO 100 ng cDNA sin diluir directo
1200 uLTRIzol y Buffer HiSpecy 3 uL cDNA
TRizol £00 pl LBA Sl 400 ng ¢DNA sin diluir directo
Sin ngen9plL Buffer HiSpec y 3 uL cDNA
TRizol medificaciones al Sl de RNA total cDNA sin diluir directo
protocolo
Sin ) 2.5pL
TRIzol  modificaciones al si 500ng  CufferHiFlexycDNA o,
diluido en 200 pL -
protocolo diluido
Sin Buffer HiFlexy cDNA 5 L cDNA
TRIzol modificaciones al Sl 500 ng diluido en 200 pL diluido
protocolo

Por otro lado, en la Tabla 15, se muestra de igual manera, las condiciones

experimentales, pero ahora utilizando el miRNA Let-7d como objetivo de medicion.

Tabla 15. Modificaciones al protocolo de la quimica de deteccion de SYBR Green

utilizando como miRNA de prueba a Let-7d.

Méto dofle Condnclon_e's Tratamiento RNA total RT gPCR
extraccion de extraccion con DNasa
Sin Buffer HiFlexy
TRIzol modificaciones Sl 500 ng cDNA diluido 5 L!i_- C_DNA
diluido
al protocolo en200pL
Sin Buffer HiFlexy
QlAzol  modificaciones NO 1000ng  cDNAdiluide  ° E;Luf-agm
al protocolo en 50 pL '
miRNeasy 3.5l spikey NO 40 Buﬂ;;\:':F.lexy 3 uLcDNA
Serum/Plasma 200 pL de LBA ng ¢ il ;;'r” diluido

miRNeasy 3-SuLspikey ngenl12plde BufferHlF.lexy 3 uLcDNA
Serum/Plasma 1000 uLde NO RNA total cDNAsin diluido
LBA diluidir
miRNeasy 3.5l spikey NO 40n miRCURY LNA 3 uLcDNA
Serum/Plasma 200 pL de LBA J RTKit diluido
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Para la Tabla 16, se muestra de manera resumida, las condiciones experimentales

utilizando el miRNA Let-7a como objetivo de medicién, pero para la quimica de

deteccién con Sonda TagMan. De igual manera, se describe tanto el método de

extraccion del RNA total utilizado, el cdmo no sé realizaron modificaciones en el

protocolo de extraccion, cuanto RNA se tomé de cada muestra. Por ultimo, para la

gPCR, se considerd si el cDNA a utilizar se usaba de manera directa (como lo

especifica el protocolo) o se diluia.

Tabla 16. Modificaciones al protocolo de la quimica de deteccion de Sonda TagMan

utilizando como miRNA de prueba a Let-7a.

Método de
extraccion

TRIzoly
QlAzol

TRIzol

Condicionesde Tratamiento
extraccion con DNasa

Sin modificaciones

al protocolo SI{TRizol)
NO (QlAzol)
Sin modificaciones S|

al protocolo

RNA
total

100ng
(TRizol)
50 ng
(QlAzol)

500 ng

RT

Pre-incubaciony
cDNA sin diluir

Pre-incubaciony
cDNA sin diluir

qPCR

2 uL cDNA

2 uL cDNA

directo
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Las primeras pruebas que se realizaron fueron para la quimica de deteccién de
SYBR Green. Donde se modificé tanto el volumen de muestra biolégica, como la
cantidad de RNA utilizado para el RT. Se observo, que dichas modificaciones no
mostraban un cambio significativo en cuanto a la deteccion de los miRNAs, lo que
sugiere que la extraccién de RNA total fuera poco compatible con la muestra o que
se generara poco cDNA, y que conllevara a una amplificacion tardia con un CT entre
38-40 (Figura 6).

Amplification Plot
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Figura 6. Curva de amplificacién resultado de la RT-gPCR para Cel_miR-39 utilizando la

quimica de SYBR Green.

Con base a estos resultados, se optd por utilizar la quimica de deteccién por Sonda
TagMan (Tabla 16). En donde se utilizaron muestras de RNA extraidas tanto por el
reactivo TRIzol como con QIAzol. Se obtuvieron curvas de amplificacién en algunas
muestras, pero sin mostrar consistencia en todas ellas, en consecuencia, la técnica

de deteccion se descarto (Figura 7).
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Amplification Plot
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Figura 7. Curva de amplificacién resultado de la RT-qPCR para Let-7a utilizando la quimica

de Sonda TagMan.

Se regreso a la quimica de SYBR Green, donde se cambié el buffer para la RT,
cambiando el buffer especificé para amplificar miRNA maduros (HiSpec) a uno
recomendado tanto para miRNAs maduros como para precursores de miRNAs
(HiFlex). Las variaciones entre la cantidad de RNA total en ng inicial, el uso de un
buffer diferente y la concentracion de cDNA, lograron una mejora considerable en
cuanto a la amplificacion de los miRNAs de interés, en donde se bajaron los ciclos

de amplificacion (32-36) sin embargo, sin ser suficiente (Figura 8).
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Amplification Plot
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Figura 8. Curva de amplificacion resultado de la RT-qPCR para Let-7d cambiando el buffer

de la RT y utilizando la quimica de SYBR Green.

En consecuencia, se planted el uso de un método de extraccion capaz de retener
RNA pequefios utilizando el kit por Columna miRNeasy Serum/Plasma. Aunado a
esto, se implementd el uso de kit mMiRCURY LNA/miRNA SYBR Green PCR, sistema
especifico para la amplificacion de miRNAs. En las Tablas 10 y 11, se describen las
modificaciones realizas en dicho sistema de deteccion, capaces de generar una

amplificacion de las secuencias procedentes de los miRNAs Let-7a y Let-7d.

Siguiendo este nuevo sistema, los ciclos de amplificacion eran constantes en todas
las muestras, pero eran muy altos (38/39), por lo tanto, se realizaron ligeras
modificaciones. Estas condiciones finales de estandarizacion se describen en la
Tabla 17.

Tabla 17. Modificaciones al protocolo de la quimica de deteccion de SYBR Green

usando el kit mMiIRCURY completo.

Método de Condiciones de Tratamiento RNA
.. iy RT gPCR

extraccion extraccion con DNasa total
miRNeasy 3.5 L spike y NG 40ng MRCURY c%m
Serum/Plasma 200 pL de LBA 9 LNART Kit diluido
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Analisis de la expresion de Let-7ay Let-7d en LBA

Al comparar los niveles de expresion en LBA del miRNA Let-7a se observo un
incremento estadisticamente significativo entre el grupo FPI vs el control (*P=
0.0119) (Figura 9). En el caso del grupo de NH versus el grupo control, también
hubo un aumento, pero no significativo (P= 0.1735). Tampoco hubo diferencias

significativas de expresion entre FPI versus NH (P= 0.8423).
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Figura 9. Expresion de Let-7a en LBA. Se observa un incremento de la expresién de Let-7a tanto
en el grupo de NH como de FPI con respecto a los controles, pero solo significativo en el grupo de
FPI versus Control (*P=0.0119).
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Al comparar los niveles de expresion en LBA del miRNA Let-7d, no se observo una

diferencia estadisticamente significativa en el grupo FPI versus el control (P= 0.2105)
(Figura 10). Y tampoco se observo una diferencia significa entre el grupo de NH

versus el grupo control en la expresion del miRNA Let-7d (P>0.9999). Por ultimo, no

hubo diferencias significativas entre la expresiéon de Let-7d entre FPI versus NH (P=

0.8003).
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Figura 10. Expresion de Let-7d en muestras de LBA. La expresion de Let-7d entre los tres grupos

de estudio, no mostro ningun tipo de diferencia significativa.
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Analisis de la expresion de Let-7ay Let-7d en suero

Al comparar los niveles de expresion en el suero, del miRNA Let-7a entre el grupo
de NH versus el grupo control se observé una disminucion estadisticamente
significativa (**P= 0.0034) (Figura 11). También, entre el grupo de FPI versus el
grupo control, hubo una disminucion estadisticamente significativa de Let-7a (*P=
0.0214). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la expresion
de Let-7a entre FPI versus NH (P= 0.8811).
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Figura 11. Expresiéon de Let-7a en muestras de suero. Se observo un incremento significativo de
la expresion de Let-7a tanto en el grupo de NH (**P=0.0034) como de FPI (*P= 0.0214) con respecto

a los controles.
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Al comparar los niveles de expresion en el suero, del miRNA Let-7d entre el grupo
de FIP versus el control, se observé una disminucién estadisticamente significativa
(*P= 0.0326) (Figura 12). Entre el grupo de NH versus el grupo control, también se
observé una disminucién estadisticamente significativa (*P= 0.0220). Sin embargo,
no hubo diferencias significativas de expresion de Let-7d entre FPI versus NH (P=
0.9996).
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Figura 12. Expresion de Let-7d en muestras de suero. Se observo un incremento significativo de
la expresién de Let-7d tanto en el grupo de NH (*P= 0.0220) como de FPI (*P= 0.0326) con respecto

a los controles.
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Analisis in-silico de mRNA blancos para Let-7a y Let-7d y sus vias de

senalizacion asociadas a la FPI.

Después de realizar el analisis para identificar los posibles mMRNAs diana de los
miRNAs utilizando la herramienta KEGG Pathway Analysis, utilizada para identificar
vias de sefalizacién especificas en las que participan los genes diana, se
determinaron primordialmente 3 genes blanco-asociados a la via de sefalizacidon

del TGF-B1, via involucrada en el desarrollo de la FPI (Tabla 18).

Tabla 18. Resumen de las principales vias de sefializacién y mRNA blanco a los
MIiRNAs Let-7ay Let-7d.

miRNA Via de senalizacion Genes blancos Valor P
Let-7ay Let-7d Via de senalizacién del TGF-B1 TGFBR1 0.0000307
TGFBR2
MAPK1

De acuerdo con la Figura 13, Let-7a y Let-7d tienen efecto directo en ambos
receptores del TGF-B1 (TGFBR1/ TGFBR2), impidiendo que se acople el TGF-31 a

Su receptor.
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Figura 13. Via de sefializacién del TGF-B1 a través de KEGG. Se sefialan aquellos genes blanco

para Let-7a y Let-7d que participan en la via de sefializacion del TGF-B1.

70



Discusion

La evaluacién de diversas moléculas en el suero, plasma y LBA en la FPI y otras
EPIDs se ha enfocado principalmente en su utilidad como posibles biomarcadores
diferenciales para el diagndstico y pronéstico entre la FPI y la NH. Se han evaluado
varias proteinas en el suero y plasma de los pacientes con FPI y otras EPIDs como
lo son: la MMP-1, la MMP-2, la MMP-7, la MMP-9, la MMP-13, el TIMP-1, -2, -3y -
4, el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF)-l, el CTGF, la proteina
surfactante Ay D (SP-Ay SP-D), KL-6 y el ligando de quimiocina CC 18 (CCL18),
por mencionar algunas. Sin embargo, ninguna de ellas mostrd alguna utilidad como
biomarcador efectivo para el diagndstico de la FPI y menos aun para diferenciarla
de otras EPIDs como la NH (Bormann et al., 2022; Fukuda et al., 1998; Hamai et al.,
2016; Krein & Winston, 2002; Lasky et al., 1998; Nkyimbeng et al., 2013; Selman et al.,
2000; K. Wang et al., 2017).

Desde su descubrimiento hasta la actualidad, los miRNAs han podido ser evaluados
en varias muestras biolégicas como tejido, suero, plasma, lagrimas y orina. Siendo
los miRNAs séricos los mas estudiados debido a la facilidad de obtencion de las

muestras y a su estabilidad en la circulacion (Fleige & Pfaffl, 2006; Jung et al., 2010;

Lietal., 2018; Teoh & Das, 2022; Yang et al., 2015).

El creciente numero de evidencias respaldan la importancia de los miRNAs en el
proceso fibrosante del pulmén y su potencial funcién como biomarcadores, al poder
ser medidos en diferentes fluidos bioldgicos. Es asi que el poder encontrar algun
miRNA distintivo entre la FPI y algunas EPIDs, empez6 a hacer motivo de varios
estudios. A la fecha, se han reportado algunos miRNAs significativamente elevados
en pacientes con FPI en contraste con el grupo control, entre los que se destacan
el miR-21, miR-155, miR-590, miR-210 y miR-199a (Bodempudi et al., 2014; Dirol
et al., 2022; P. Li et al., 2013; Lino Cardenas, Henaoui, et al., 2013). Por otro lado,
también se han identificado miRNAs regulados negativamente, entre ellos se
incluyen a los miR-29, miR-185, miR-18a, miR-26a, miR-15a y Let-7d (Bibaki et al.,
2018; Y. Chenetal., 2019; Lacedonia et al., 2021; Liang et al., 2016; Pandit et al., 2010;
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Tang etal.,, 2019; Tsitoura, Wells, Karagiannis, Lasithiotaki, Vasarmidi, Bibaki,
Koutoulaki, Sato, & Demetrios, 2016; Q. Zhang et al., 2017). Lo que demuestra su
potencial uso como biomarcadores. Sin embargo, la busqueda de miRNAs
especificos para diferenciar la FPI de la NH, sigue siendo motivo de estudio
(Hamblin et al., 2022; Raghu et al., 2020). Por lo que tomando como antecedente
que habia evidencias sobre la disminucién tanto de Let-7a y Let-7d en sueros de

FPI, pero no asi con la NH (Yang et al., 2015).

Entonces el encontrar diferencias en la expresién del miRNA Let-7a y Let-7d en la
FPI y la NH, asi como su correlacién en el suero, podria brindar apoyo en el
diagnostico diferencial de la FPI, ya que la obtencién de LBA forma parte del
protocolo de diagnostico para los pacientes con sospecha de FPI y evitar asi la
biopsia pulmonar. Sin embargo, a pesar de ser el LBA una muestra que permite
analizar los componentes celulares y moleculares (proteinas, fosfolipidos, acidos
nucleicos, etc.) que recubren al epitelio alveolar, lo que le da la relevancia bioldgica
a la muestra (“ATS/ERS”, 2000; “ATS/ERS”, 2002; Carvalho et al., 2017; Oliveira et al.,
2018; Raghu etal., 2018). Es un tipo de muestra que requiere de personal
especializado para su obtencion. A pesar de ello, los niveles de subexpresion de
Let-7d ya han sido reportados en la FPI en muestras de suero, tejido pulmonar y en
modelo murino de bleomicina. Pero como se menciond, no hay reportes de sus
niveles de expresion en LBAy menos aun de pacientes con NH (Btach & Mackiewicz,

2022; Liang et al., 2016; Min et al., 2016; Pandit et al., 2010; Tsitoura et al., 2016).

En algunas evidencias se describe que, bajo condiciones fisiolégicas normales,
tanto Let-7a como Let-7d, se encuentran altamente expresados (tejido, suero,
plasmay LBA) y que su inhibicidn se asocia con el aumento de varios componentes
de la ruta de sefalizacion del TGF-1 como son: los receptores (TGFBR1y 2) y
marcadores mesenquimales como HMGAZ2, vimentina, N-cadherina y a-AML.
Ademas, de su participacion en otros procesos bioldégicos como lo son: la apoptosis,

la TEM y el depdsito excesivo de MEC ejerciendo un efecto dentro de la progresion
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de la fibrosis pulmonar (Huleihel et al., 2014; Pandit etal., 2010, 2011; Vuga et al.,
2009; Willis & Borok, 2007).

Si bien, tanto Let-7a y Let-7d comparten mRNAs blancos, entre los que destacan
los receptores (TGFBR1 y 2) y HMGAZ2, también se plantea la participacion de Let-
7a en una via de sefalizacién diferente a su isoforma Let-7d. Esto se debe a que
los niveles de expresion de Let-7a en suero, se encuentran disminuidos en
pacientes con NH y FPI, siendo estadisticamente significativo solo para NH. Lo que
plantea que Let-7a participa no solo a nivel de fibroblastos pulmonares y CEA como
su isoforma Let-7d, sino que también podria estar asociado a un mecanismo de
accion relacionado a la respuesta inflamatoria, independiente del mecanismo
fisiopatolégico asociado con la FPI (Henderson et al., 2010; lliopoulos et al., 2009).
Dicho papel seria mediante la via de sefalizacién medida por el factor nuclear k B
(NF-kB), que se encarga de regular la respuesta inmune y por ende la expresion de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, induciendo la sintesis de Lin28, quien es
capaz de inhibir a Let-7a y de esta manera no puede ejercer su accion sobre la IL-

6, que es una citocina inflamatoria (lliopoulos et al., 2009; O’Dea & Hoffmann, 2009).

Asimismo, se ha reportado y corroborado la presencia disminuida de Let-7d en el
contexto de FPI, siendo un miRNA directamente implicado en la proliferacion de
miofibroblastos y el depdsito excesivo de MEC, incluyendo a miR-21 y miembros de
la familia miR-29 (Bibaki et al., 2018; Palleschi et al., 2020; Tsitoura, Wells, Karagiannis,
Lasithiotaki, Vasarmidi, Bibaki, Koutoulaki, Sato, & Demetrios, 2016; Tzouvelekis &

Kaminski, 2015).

No obstante, los niveles de expresidon de Let-7a y Let-7d a partir de las muestras de
sobrenadante de LBA en este estudio, no concuerdan con su contraparte medida
en suero, ni tampoco con la literatura citada. Se debe agregar, que estas
discrepancias no son un caso atipico, ya que en 2021 Lacedonia y colaboradores,
reportaron una regulacion negativa en miRNAs considerados profibréticos (miR-21
y miR-210) (Lacedonia et al., 2021). Ellos plantean el supuesto de que, debido a

que sus mediciones se hicieron a partir de miRNAs provenientes de exosomas,
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muchos miRNAs permanecen en la célula, y que de manera analoga el contenido
exosomal no refleja la concentracion verdadera de los miRNAs y otras moléculas
dentro de la célula. Siguiendo esta logica, podemos decir que tentativamente dicha
regulacion positiva de Let-7a y la falta de significancia de Let-7d en LBA podria ser
reflejo del contenido total de miRNAs libres como de aquellos provenientes de
exosomas y que las mediciones en tejido reflejan a aquellos miRNAs que no fueron
liberados o encapsulados en microvesiculas (Lacedonia et al., 2021; Pandit et al.,
2010).

Por otro lado, en la literatura, se ha reportado la presencia de miRNAs tanto de
manera libre extracelularmente como aquellos provenientes de exosomas celulares
(Kuse et al., 2020; H. Lee et al., 2019; Z. Liu et al., 2022; Tsitoura, et al., 2016).
Como el caso de Liu y colaboradores (2018), que evaluaron el patrén de expresion
de los miRNAs exosomales obtenidos del sobrenadante de LBA de pacientes con
FPI en comparacién con un grupo control sano. En este estudio se destaco la
subexpresion del miR-30%a en el grupo de FPI, el cual actua sobre la proteina de
unién 3 (TAB3), gen directamente asociado con la via del TGF-B1. Con estudios de
transfeccion para sobre expresar dicho miRNA observaron que atenuaba la sintesis
de TAB3, a-AML y fibronectina, por lo que concluyeron que la sobrerregulacion de
miR-30? podria ser util para atenuar el desarrollo de la FPI (Liu etal., 2018).
Curiosamente este mismo estudio, también se reporté la subexpresion de Let-7d en
los exosomas de LBA, al igual que en nuestro estudio hecho en el sobrenadante de

LBA directamente.

En el presente estudio se evaluaron los niveles de expresion de los miRNAs Let-7a
y Let-7d, en donde se sugiere su participacion para diferenciar entre NH vs
Controles y a su vez asociarles tentativamente como posibles marcadores
diferenciales entre la FPI y la NH (Raghu et al., 2020; Selman et al., 2001).

Las mediciones obtenidas en el suero de nuestro estudio concuerdan con lo
reportado en la literatura, donde se describe el probable papel antifibrotico de Let-

7d. Ya que se ha observado que su inhibicidon transcripcional esta mediada por la
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unién de Smad3 a su promotor, mecanismo esencial en la via de sefializaciéon
TGFBR/SMAD. Lo que da como resultado un aumento de HMGAZ2 en la FPI, molécula
reguladora de la TEM expresada por las CEA (Huleihel et al., 2014; Thuault et al.,
2006). Basandose en esta premisa y a la homogeneidad entre la secuencia de Let-
7a y Let-7d, en pacientes con una EPI epitelio-dependiente, los niveles de estos
miRNAs deberian de estar a la baja, o que no explicaria porque a nivel de LBA esto

no sucede.
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Conclusiones

Los niveles de expresion de los miRNAs Let-7a y Let-7d con el numero de muestras
manejado en este trabajo, no permiten distinguir entre la FPI y la NH. Se observo
una subexpresion de ambos miRNAs tanto en la NH fibrética como en la FPI. El
hallazgo mas importante en esta tesis fue haber evaluado los niveles de expresion
de los miRNAs Let-7a y Let.7d tanto en LBA como en suero de pacientes con NH,
que hasta la fecha no habian sido medidos en este tipo de patologia. El hecho de
gue no haya diferencias en la expresion de ambos miRNAs reafirma la importancia
de evaluar todas aquellas moléculas de interés en la FPl y compararlas con otra
EPID ya que el comportamiento fibrético es muy parecido inclusive a nivel
circulatorio. Actualmente solo la MMP-7 en suero, es el marcador mas promisorio
ya que su expresion es diferencial entre FPI y controles sanos y entre FPl y NH en

una cohorte de Estados Unidos y una de pacientes mexicanos).

El uso de LBA como potencial material de extraccion de miRNAs presenta ciertas
limitantes, esto se debe a que los resultados sugieren que la regulacion positiva de
Let-7a y la falta de diferencia significativa de Let-7d en LBA podria deberse a que
se estan considerando la concentracion total de miRNAs, proveniente de aquellos
mMiRNAs libres o contenidos en vesiculas extracelulares y no solo de los presentes

exclusivamente de tejido.

Asimismo, una de las principales limitantes en el uso de muestras de LBA, es su
dificultad para obtener la cantidad y la pureza del RNA comparada con el suero,

plasma, orina y liquido cefalorraquideo.
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