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1. Introduccion
FoxO3a es un factor de transcripcion implicado en mdltiples funciones celulares y regulado por
modificaciones postraduccionales como la fosforilacion, la cual favorece la retencién del factor
en el citoplasma, su inhibiciéon y degradacién, por otro lado, también puede ser acetilado y en
condiciones de estrés oxidativo es translocado al nucleo donde induce la transcripcion de sus
genes diana, respuesta mediada por SIRT1, la cual se encarga de desacetilarlo . Adicionalmente,
esta implicado en enfermedades pulmonares como; la Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI),
enfermedad pulmonar crénica y mortal en la cual los fibroblastos muestran resistencia a la muerte
celular; y Neumonitis por Hipersensibilidad (NH), enfermedad pulmonar generada por una
respuesta inmunomediada por la exposicidn constante a un antigeno (Costabel et al., 2020;

Calnan, D y Brunet, A, 2008; Richeldi et al., 2017), entre otras.

Los niveles de expresion de FoxO3a en FPI estan disminuidos en los pulmones, debido a la
fosforilacion de FoxO3a por Akt, quinasa que regula la fibrosis pulmonar al inducir la produccién
de TGF-B e IL-13 (Rahman et al., 2012). Debido a esta desregulacion se han buscado
alternativas que apuntan a SIRT1 con una alternativa terapéutica, ya que se ha demostrado que
la desacetilacion de FoxO3a por parte de SIRT1 disminuye la fosforilacibn de FoxO3a
dependiente de Akt, favoreciendo su localizacién nuclear y por tanto la trascripcidén de sus genes
diana reduciendo la lesién pulmonar. Es por ello que en la presente investigacion se evalué el
papel de FoxO3a en fibroblastos diagnosticados con FPI, NH y sujetos control, mediante RT-
gPCR se determino la expresion a nivel gen de FoxO3a, posteriormente se analizé la localizacion
celular de FoxO3a mediante inmunofluorescencia y finalmente se determino el estado de

acetilacion y desacetilacién mediante western blot.



2. Marco Teédrico

2.1 FoxO3a

FoxO3a es un miembro de la subfamilia FOXO de factores de transcripcién Forkhead box O que
median una variedad de procesos celulares, incluida la regulacion del ciclo celular, apoptosis,
metabolismo, longevidad y la resistencia al estrés oxidativo. La funcion de FoxO3a esta regulada
por distintos procesos, como la supresion postranscripcional por microARN, interacciones
proteina-proteina y modificaciones postraduccionales, como la fosforilacién, acetilacion,
ubiquitinacién y metilacion, que a su vez regulan la localizacion subcelular, los niveles de
proteina, las propiedades de unién al ADN y su actividad transcripcional, por tanto, dichas
modificaciones son esenciales para la homeostasis metabdlica, el equilibrio REDOX y la

respuesta al estrés. (Hiroaki et al., 2011; Lui et al.,2018).

2.1.1. Estructura de FoxO3a

FoxOg3a tiene un tamarno de aproximadamente 71kDa y contiene cinco dominios (Figura 1):

¢ Un dominio de union a DNA (FKH) que es responsable de la interaccion directa entre
FoxO3a y el ADN y modula la interaccién con el receptor de estrogeno a (ERa) y p53.

e Dos secuencias de localizacion nuclear (NLS), necesarias para la translocacién de
FoxO3a del citoplasma al nucleo y también la liberacién de FoxO3a desde el nucleo.

e Una secuencia de exportacion nuclear (NES).

¢ Un dominio de transactivacién C-terminal (TA) vital para la transactivacion de los genes

diana de FoxO3a.

Ademas, los dominios de FoxO3a contienen sitios de modificaciones postraduccionales como:
fosforilacion de serina/treonina por Akt (proteina quinasa B), SGK (proteina quinasa inducida por
suero y glucocorticoides), MST1 y IKKB (cinasa IkB). Y residuos acetilados por CBP (la proteina

de unién al elemento sensible al AMP ciclico (CREB)). Cabe mencionar que, se ha demostrado



las proteinas FOXO reconocen dos secuencias consenso 5'-GTAAA(T/C)AA-3', conocida como
el elemento de unién a miembros de la familia Daf-16 y 5'-(C/A) (A/C)AAA(C/T)AA-3' (IRE)
conocida como secuencia sensible a la insulina (Lui et al.,2018; Nho y Hergert, 2014).

Figura 1

Estructura de FoxO3a
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Nota: Se ilustran sitios de acetilacion por Akt/SGK, MST1 y IKK; sitios de acetilacién por CBP y
acetiltransferasas no identificadas (?). FKH: dominio de unién a DNA; NLS: sefial de localizacién nuclear;
NES: exportacién nuclear; TA: dominio de transactivacion. Adaptado de FoxO3a and disease
progression. (p. 348), por R. Nho y P. Hergert, 2014, World Journal of Biological Chemistry, 5(3).

2.1.2. Regulacion de la Actividad de FoxO3a
Las funciones de FoxO3a estan reguladas por distintos procesos incluyendo la supresion
postranscripcional por microRNA (miRNA), modificaciones postraduccionales e interacciones

proteina-proteina.

2.1.2.1. Regulacioén Postranscripcional de FoxO3a por micro RNA.
Los microRNA (miRNA) son un tipo de RNA pequefios no codificantes con una longitud de
aproximadamente 19-25 nucledétidos con un grupo fosfato en el extremo 5’ y un grupo hidroxilo
en el extremo 3’. Regulan negativamente la expresion génica a nivel postranscripcional al reprimir

la traduccion y/o promover la degradacion del mRNA a través de un proceso de desadenilacion.

Lamadrid y colaboradores (2013), muestran o demuestran que la region 3 no traducida (3’-UTR)

del mRNA de FoxO3a contiene diversas secuencias diana de miRNA que median la expresion



de las proteinas de FoxO3a en diversas condiciones implicados en la promocion, el crecimiento

o la metastasis de tumores:

miR-155: FoxO3a es objetivo de este miRNA en enfermedades renales isquémicas y
varios tipos de cancer, ya que la sobreexpresion de miR-155 disminuye la expresién de
la proteina FoxO3a, mientras que la disminucidn de la expresién de miR-155 aumenta la
expresion de FoxO3a.

miR-132, miR-212 y mi-R-223: estos se unen directamente a FoxO3a en la regién 3-UTR
e inhiben la expresiéon de FoxO3a. Cabe mencionar que la represion de FoxO3a por miR-
132 y miR-212 causa apoptosis neuronal en Alzheimer. Por otro lado, miR-132 y 223
inducen la patogenia de la enfermedad inflamatoria intestinal mediante la regulacion
negativa.

miR-96: participa en cancer de mamay en fibrosis pulmonar idiopatica, mediante su unién
a la region 3’-UTR del mRNA de FoxO3a, y en consecuencia disminuye la actividad de
FoxO3a en p27 (inhibidor ciclina-cinasa que bloquea el ciclo celular y previene la
progresion del ciclo celular) y p21(Interruptor molecular en vias de sefalizacién, que

influyen en el crecimiento, diferenciacion y apoptosis celular).

2.1.2.2. Regulaciéon de FoxO3a por Interacciones Proteina-Proteina

La actividad de FoxO3a puede estar regulada por una variedad de proteinas intracelulares a

través de interacciones proteina-proteina. En las neuronas, la proteina homologa C/EBP (CHOP)

indicador de la apoptosis inducida por estrés, interactia directamente con FoxO3a en respuesta

al estrés del reticulo endoplasmatico, dando como resultado el incremento de la actividad de

transcripcién de FoxO3a e induce la expresion de sus genes diana Puma y Bim (proteinas

proapoptoticas).



En las células HelLa, FoxO3a es desfosforilado por su interaccion con PP2A (proteina fosfatasa
2A), dando como resultado la inmediata translocacion nuclear y la activacién transcripcional de
FoxOB3a. Por otro lado, en células de cancer gastrico, el complejo de RUNX3 (factor de
transcripcién) y FoxO3a participa en la induccion de la apoptosis mediante la activacion del gen
objetivo Bim de FoxO3a. Mientras que, en las mitocondrias, la interaccion de SIRT3 con FoxO3a
aumenta la actividad de unién al ADN de FoxO3a, asi como la expresién génica dependiente de

FoxO3a.

2.1.2.3. Regulacion de FoxO3a por modificaciones postraduccionales
Como se mencioné anteriormente FOXO es regulado por diversas modificaciones
postraduccionales para regular diversos procesos celulares, Calnan, D y Brunet, A (2008): Xie et

al., 2012 destacan las siguientes:

e Ubiquitinacion: La degradacién de FOXO es regulada por la via de la ubiquitina, ya que
varias ubiquitinas E3 ligasas son necesarias para la ubiquitinacién de FOXO. La E3 ligasa
MDM2 se une a FoxO3a para promover su degradacion y la proteina quinasa ERK es
necesaria para este proceso.

e Fosforilacion: La fosforilacion de FOXO es regulada por proteinas quinasas que modifican
su localizacién subcelular, estabilidad y su actividad de unidén al DNA. La proteina quinasa
B serina-treonina (Akt) y la quinasa inducible por suero/glucocorticoides (SGK) son las
principales enzimas que fosforilan FoxO3a en el residuo N-terminal Thr32, Ser253, y
Ser3. La fosforilacidon en estos sitios incrementa su asociacion con proteinas 14-3-3
dando como resultado la translocacion de FOXO del ndcleo al citoplasma, lo cual provoca
su inactivacién transcripcional. Ademas, la proteina quinasa activada por adenosin

monofosfato (AMPK) regula la homeostasis celular, y estudios han demostrado que



AMPK fosforila a FoxO3a en seis sitios, lo cual conduce a la activacién de FoxO3a sin

modificar su localizacién celular.

Por otro lado, la proteina quinasa ERK fosforila FOXO3 en Ser294, Ser344 y Ser425, lo
cual hace inestable a FoxO3a debido a su interaccion con la ubiquitina E3, en cuanto a la
proteina quinasa IKK, esta induce la fosforilacién Ser644 en FOXO3 y conduce a tanto la
exclusion nuclear como la degradacién de las proteinas FOXOS3. Por tanto, ERK como

IKK se han identificado como oncogenes en tumorigénesis.

e Acetilacion: La acetilacion en FOXO esta controlada por histonas acetiltransferasas y por
histonas desacetilasas (HDACs). En cuanto a las histonas acetiltransferasas, los
coactivadores transcripcionales CBP/P300 son esenciales para la acetilacion de FOXO y
ello disminuye la capacidad de unién de FoxO3a al DNA. Por otro lado, las HDACs, como
SIRT1 forman un complejo con FoxO3a en respuesta al estrés oxidativo. Sirt1 tiene un
doble efecto en la regulacién de FoxO3a ya que aumentan la capacidad de FOXO para
inducir la detencién del ciclo celular y la resistencia al estrés oxidativo, pero inhibe su

capacidad de inducir la apoptosis celular.

2.1.3. Funciones de FoxO3a
FoxOg3a interviene en distintos procesos fisiolégicos y patolégicos al inducir la transcripcién de
genes implicados en la apoptosis, proliferacion, progresién del ciclo celular, respuesta a diversos

tipos de estrés celular, longevidad y autofagia.

2.1.3.1. Proliferacion celular y apoptosis
Nho y Hergert, (2014) mencionan que la activacién de FoxO3a aumenta la produccion de
proteinas inhibidoras del ciclo celular como p21 y p27, las cuales suprimen la transicién del ciclo
celular de la fase G1 a S. Por otro lado, Hwang et al., (2011) senalan que FoxO3a inhibe la

funcién de NF-kB (El factor nuclear kappa B, que participa en la respuesta inmune e inflamatoria



mediante el desarrollo, formacién, progresion y apoptosis de tumores) y que la alteracion de
FoxO3a esta asociada con células T auxiliares hiperproliferativas, inflamacion a causa del humo

del cigarro y enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

FoxO3a también incrementa la activacion de genes diana como, Bim, TRAIL, PUMA, Noxa, p21,
p27, FasL, los cuales promueven la apoptosis celular o la proliferacion. Nowak et al., (2007)
agregan que FoxO3a se une directamente a la regién promotora de Bim causando la apoptosis
de células neuronales. Acorde a lo anterior, FoxO3a puede contribuir en una proliferacion celular

descontrolada e incluso ser involucrado en la resistencia a la apoptosis celular.

2.1.3.2. Resistencia al estrés
FoxO3a participa en la proteccidn contra el estrés oxidativo al inducir la expresion de proteinas
antioxidantes como la catalasa, la peroxidorredoxina 3 y la superéxido dismutasa (SOD). Las
especies reactivas de oxigeno (ROS) estan relacionadas con la activacion de FoxO3a para
preservar las células expuestas a condiciones desfavorables, ya que las ROS desreguladas
inducen apoptosis y estan asociadas a multiples enfermedades del envejecimiento. Por su
parte, Hori et al., (2013) agregan que Sirt1 disminuye los niveles de ROS promoviendo la
resistencia celular en condiciones de estrés, mientras que FoxO3a aumenta la expresion de la

SOD protegiendo a las células de manera independiente de Sirt1.

2.1.3.3. Longevidad
La longevidad es el resultado de factores genéticos, se ha demostrado que los sujetos longevos
portan genes protectores que funcionan como defensa celular. Conjuntamente, Willcox et al.,
(2008) agregan que evidencia en modelos animales indica que la via de sefalizacidén de insulina-
IGF1 (11S) es una via muy importante conservada evolutivamente que influye en el envejecimiento

y la longevidad.
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Aunado a ello, Nho y Hergert, (2014) mencionan que el gen FoxO3a esta asociado con el
envejecimiento debido a que es regulado por la sefalizacién de la insulina -IGF1 (1IS) el cual
influye en el metabolismo y la vida Gtil de organismos. Link, W (2019) sefnala que FoxO3a
contiene aproximadamente 40 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) no codificantes que se
asocian con la longevidad y diferentes fenotipos de envejecimiento en una poblacién longeva.
Asimismo, se sabe que un aumento en los niveles celulares de ROS esta asociado con el
envejecimiento, y el estrés oxidativo regula las modificaciones postraduccionales de FOXO vy

como se menciond anteriormente FoxO3a regula la resistencia al estrés oxidativo.

Por otro lado, el complejo formado por FoxO3a y Sirt1 en respuesta al estrés oxidativo aumenta
la capacidad de FoxO3a para inducir la detencién del ciclo celular y la resistencia al estrés, por

tanto, este complejo juega un papel importante como mecanismo de autodefensa celular.

2.1.4. FoxO3a como diana terapéutica

FoxO3a esta ampliamente implicado en una variedad de enfermedades, como el cancer de
mama, higado, colon, préstata y nasofaringe, ya que actiia como supresor de tumores, ademas,
se ha demostrado que la sobreexpresion de FoxO3a inhibe la proliferacion, el potencial
tumorigénico y la invasividad de las células cancerosas, mientras que, el silenciamiento de este

factor de transcripcion esta asociado con la iniciacion y progresion del cancer.

Akt, IKK'y Erk son quinasas oncogénicas activadas en canceres humanos y estas tres quinasas
se dirigen a FoxO3a para inhibir su funcidén como supresor de tumores, mediante la fosforilacion
de FoxO3a estimulando su ubiquitinacion, lo cual conduce a la degradaciéon proteasomal de
FoxOB3a. Acorde a lo anterior, se ha planteado un nuevo enfoque dirigido a FoxO3a a través de
la regulacion de las quinasas mencionadas. Asimismo, ha demostrado que algunos farmacos
usados para el tratamiento del cancer median su funcion mediante la restauracién de la actividad

de FoxO3a. Por ejemplo; paclitaxel y KP372-1 (inhibidor de quinasas) son usados para el
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tratamiento de cancer de mama mediante la activacion de FoxO3a a través de la represion de
AKT vy la induccion de la sefalizacion de JNK, lo que en conjunto conduce a la localizacion
nuclear y la activacion de FoxO3a, por su parte, Imatinib activa FoxO3a e induce a sus genes
diana proapoptéticos, como Bim y PUMA. Toda la evidencia plantea la posibilidad de desarrollar
farmacos que actuen sobre FoxO3a para activar genes que favorezcan la supresién de tumores

(Nho y Hergert, 2014; Boccitto y Kalb, 2011).

2.2, SIRT1

SIRT1 pertenece a la familia de proteinas sirtuina (SIRT) que son histonas desacetilasas de clase
[l (HDAC I1ll) dependientes de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*). Se han identificado
siete SIRT en el genoma de mamiferos, las cuales estan localizadas en distintos compartimentos
celulares como el ndcleo, las mitocondrias y el citoplasma. Garcia-Peterson y Li (2021)
mencionan que SIRT1, SIRT6 y SIRT7 suelen estar presentes en el nucleo; SIRT2 esta presente
en el citoplasma; y SIRT3, SIRT4 y SIRT5 normalmente se presentan en las mitocondrias. Sin
embargo, las SIRT se mezclan entre compartimentos subcelulares, es decir, SIRT1 normalmente

se encuentra en el nucleo, pero también puede estar presente en el citoplasma.

2.2.1. Regulacion de la expresion de SIRT1
La expresion de SIRT1 es regulada a nivel transcripcional y postranscripcional Yang y

colaboradores (2022) describen las siguientes:

2.2.1.1. Regulacién transcripcional de SIRT1

o Metilacion del DNA: La metilacion de DNA es una modificacion importante ya que regula
la transcripcibn de genes. Para ello las DNA metiltransferasas (DNMT) metilan
secuencias de nucleétidos especificas en promotores de genes CpG. La hipermetilacion

en estas regiones se correlacionan negativamente con la transcripciéon génica. Ademas,
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la hipermetilacién del DNA se asocia con una expresién reducida de SIRT1. Lo cual

siguiere que la transcripcién de SIRT1 se ve afectada por la metilacion del DNA.

Regulacién de SIRT1 por factores de transcripcién: La transcripcion de SIRT1 es regulada

por distintos factores de transcripcion y cofactores que reprimen o promueven su

transcripcion.

O

P53: La acetilacién de P53 influye en su actividad postranscripcional, ya que
SIRT1 desacetila la lisina 382 de P53, sin embargo, P53 puede actuar por
retroalimentacion negativa inhibiendo la transcripciéon de SIRT1 al unirse a su
promotor.

FoxO3a: Promueve la transcripcién de SIRT1 de manera similar a P53. Cabe
mencionar que FoxO3a puede ser desacetilado por SIRT1, lo cual permite que
FOXO participe en la regulacion de distintos procesos bioldgicos.

HIC1: Este factor de transcripcion participa en la regulacién negativa de SIRT1.
HIC1 se une a SIRT1 formando un complejo de inhibicién que reprime la expresidn
de SIRT1.

E2F1: E1F1 interactia con dos sitios de unién en el promotor de SIRT1 para
inducir la transcripcion de esta desacetilasa. Y SIRT1 puede inhibir su propia
transcripcién al desacetilar a E2F1. Este mecanismo de retroalimentacion
negativa es relevante para la regulacién de la apoptosis en respuesta al dafio de
DNA. Se cree que E2F1 activa la expresién de SIRT1 en respuesta al dano celular
para la proteccion y reparacion del DNA, lo cual da como resultado un aumento
en la expresion de SIRT1 que afecta a la apoptosis.

C-Myc: Este factor puede unirse al promotor SIRT1 e inducir la transcripcién de
SIRT1, sin embargo, SIRT1 desacetila a C-Myc inhibiendo asi la expresién de

SIRT1.
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2.2.1.2. Regulacion postranscripcional de SIRT1

¢ miRNA: La evidencia indica que los miRNA son importantes reguladores de la expresion
de SIRT1 y existen varios miRNA que regulan este mecanismo entre ellos; miR-34a y
miR-1812, los cuales se unen directamente a la regiéon UTR 3’ del RNA mensajero de
SIRT1 y de este modo reducen su expresién. Cabe mencionar que los niveles de miR-
34a incrementan con el envejecimiento, mientras que los niveles de miR-181a se
encuentran muy elevados en hepatocitos resistentes a la insulina y también en el suero

de pacientes con diabetes (Choi y Kemper, 2013).

2.2.1.3. Regulacion funcional de la proteina SIRT1

¢ Relaciéon NAD*/ NADH: La actividad de SIRT1 es regulada por la relacion NAD* / NADH,
es decir, la actividad de SIRT1 incrementa cuando los niveles celulares de NAD*
aumentan.

¢ AMPK: La proteina quinasa activada por AMP, es una proteina que puede regular los
cambios en el nivel de ATP, de modo que, AMPK promueve la actividad de SIRT1 al

aumentar el nivel de NAD+ intracelular.

2.2.2. Funcion de SIRT1

SIRT1 fue la primer SIRT descubierta en mamiferos, ya que es la proteina mas estudiada debido
a que su actividad influye en diversas funciones biolégicas; puede regular las estructuras de
cromatina y la transcripcidén de genes a través de la desacetilacidén de histonas como la H1 lisina
26 (H1K26ac), H3 lisina 9 (H3K9ac), H3 lisina 56 (H3K56ac) y H4 lisina 16 (H4K16ac), también,
puede controlar la actividad de proteinas no histonas (como factores de transcripcién, tal como
FOXO) mediante la regulacion de sus genes diana involucrados en la respuesta al dafo del ADN,
la remodelacion de la cromatina, la expresién génica, la diferenciacién y proliferacién celular, el

envejecimiento, la sefalizacion endocrina, la respuesta al estrés, el metabolismo, la apoptosis,
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la inflamacion y la carcinogénesis. SIRT1 y FoxO3a forman un complejo en las células en
respuesta al estrés oxidativo, de modo que SIRT1 aumenta la capacidad de FoxO3a para inducir
la detencion del ciclo celular, resistencia al estrés oxidativo. Pero inhibe la funciéon de FoxO3a
para inducir la muerte celular. SIRT1 también regula numerosos procesos, incluida la inflamacion
y la senescencia/envejecimiento celular, debido a su capacidad para desacetilar NF-kB,P53, etc.

(Yang et al., 2022).

FoxO3a y SIRT1 participan en distintas patologias pulmonares, como la fibrosis pulmonar

idiopatica y neumonitis por hipersensibilidad.

2.3. Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI)

La Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) es una enfermedad progresiva cronica de causa
desconocida, este padecimiento es el resultado de distintos procesos anormales de las células
epiteliales alveolares, que producen mediadores que inducen la formacion de fibroblastos y
miofibroblastos, los cuales segregan cantidades excesivas de matriz extracelular, dando como
resultado la cicatrizacion de la estructura pulmonar; impidiendo asi, el intercambio de oxigeno y
diéxido de carbono entre los alvéolos y los vasos sanguineos pulmonares, provocando que los
pacientes con este padecimiento experimenten dificultad para respirar, tos seca, necesidad de
oxigeno suplementario y eventual insuficiencia respiratoria (Shenderov et al., 2021; Talmadge et

al., 2011).

2.3.1. Patogénesis de la FPI

Aunado a ello, se estima que la fibrosis es el resultado de multiples factores que interactian entre
si, como: exposiciones ambientales, tabaquismo, factores genéticos, infecciones virales crénicas
y comorbilidades, produciendo microlesiones repetitivas en el epitelio alveolar envejecido. Las
células epiteliales alveolares tipo 2 (AEC2) son células madre del pulmén que contribuyen a la

renovacion de las células epiteliales alveolares tipo 1 (AEC1). La AEC2, tienen funciones
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secretoras surfactantes, metabdlicas e inmunolégicas. En FPI, las ACE2 muestran inestabilidad
a nivel genético, cambios epigenéticos, desgaste de los telémeros, deteccién de nutrientes
desregulada, disfuncién mitocondrial, senescencia celular y una mala comunicacién intercelular
(Richeldi et al., 2017; Luppi et al.,2021). Por otro lado, Martinez y colaboradores (2017) plantean
que la lesién epitelial alveolar en un individuo podria conducir a una reprogramacion epigenética
profibrotica, senescencia prematura de las epiteliales y la activacion continua de células
mesenquimales, lo cual conduce a la secrecion de mediadores como MMP1 y MMP7, factores
de crecimiento, quimiocinas y citocinas que inducen a la migracién, la activacion, proliferacion de
fibroblastos y su diferenciacion a miofibroblastos, que son resistentes a la apoptosis y secretan
cantidades excesivas de matriz extracelular (ECM) que conduce a la destruccion de la

arquitectura pulmonar (Figura 2).

Figura 2
Patogénesis de la Fibrosis Pulmonar Idiopatica
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Nota: Multiples factores genéticos, ambientales y cambios relacionados con el envejecimiento provocan
una reprogramacion epigenética compleja que activa las células epiteliales alveolares (AEC). El epitelio
activado secreta mediadores que inducen la migracion, proliferacién y activacion de fibroblastos y
miofibroblastos, mismos que secretan cantidades excesivas de matriz extracelular (ECM). Adaptado de
Idiopathic pulmonary fibrosis. (p. 5), por Martinez et al., 2017, Nature Reviews Disease Primers. 3
(17074).
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2.3.2. FoxO3a y su Relacion con la FPI

En condiciones normales, los fibroblastos producen matriz extracelular para facilitar la
cicatrizacién de heridas y después de la reparacién del tejido los fibroblastos sufren apoptosis,
mediante un mecanismo donde la actividad de la fosfatasa y la tensina (PTEN) incrementa, lo
cual suprime la funcién de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) reduciendo los niveles de Akt
fosforilados. En FPI, los miofibroblastos producen cantidades excesivas de matriz extracelular y
mantienen un fenotipo resistente a sufrir apoptosis debido a que la actividad de PTEN es baja,
lo cual genera una actividad de PI3K/Akt inapropiadamente alta. En consecuencia, Akt fosforila
el residuo ser 253 de FoxO3a, lo que promueve el transporte de FoxO3a desde el nacleo hasta
el citoplasma inhibiendo su actividad implicada en la inhibicién del ciclo celular y apoptosis,
favoreciendo la proliferacion de fibroblastos y miofibroblastos confiriendo el fenotipo patoldgico

de la FPI (Im et al., 2015; Nho et al., 2013; Nho et al.,2011).

2.4. Neumonitis por Hipersensibilidad (NH)

La neumonitis por hipersensibilidad (NH), también conocida como alveolitis alérgica extrinseca,
es un sindrome inmunomediado a consecuencia de la inflamacion del parénquima pulmonar y
de las vias respiratorias. Esta reaccion es desencadenada por la inhalacién de una amplia
variedad de antigenos al que el sujeto ha sido sensibilizado. Se han identificado mas de 200
alergenos como agentes causales de la NH, la mayoria se derivan de hongos, bacterias,
protozoos, proteinas animales e incluso compuestos quimicos de bajo peso molecular. La NH se
puede clasificar en aguda, predominantemente inflamatoria, subaguda y crénica o fibrética

(Nogueira et al., 2018; Spagnolo et al., 2015).

2.4.1. Patogénesis de la NH
Costabel y colaboradores (2020) agregan que la exposicién continua a antigenos promueve el

desarrollo de una reaccién inmunitaria que provoca una inflamacion pulmonar aguda, esta
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reaccion inmunitaria se puede volver crénica por la activacion de miofibroblastos y en
consecuencia, a la produccion de matriz extracelular, que en cantidades excesivas promueve la

destruccion de la arquitectura pulmonar.

2.4.1.1. Inmunopatologia de la NH

Como se muestra en la Figura 3, durante el desarrollo de la NH, el sistema inmunoldgico juega
un papel muy importante, después de la inhalacion continua de un antigeno, las células
dendriticas y los macréfagos (células presentadoras de antigeno, APC) se activan y liberan
factores proinflamatorios y quimiotacticos como CCL18 (que atrae a los linfocitos), IL-18, el MCP-
1, TNF- a, IL-1 y IL-6 que regulan la expresién de B7 (proteina localizada en la superficie de
células B y monocitos). Las APC se acoplan al complejo mayor de histocompatibilidad de clase
Il (MHC 1), y a través de los receptores tipo toll (TLR), el antigeno es reconocido por las células
T CD4+. La transicion de un proceso inflamatorio agudo a un proceso fibrético crénico es
regulado por el cambio de una respuesta inflamatoria de Th1 a Th2, donde las células T
reguladoras (Treg) expresan una disminucién de FOXP3 promoviendo la inflamacién efectuando
a las Th2. Adicionalmente, la IL-6 favorece la diferenciaciéon de las células B en células
plasmaticas, las células B estimuladas producen anticuerpos IgG que inician la cascada del
complemento estimulando aun mas a los macrofagos, los cuales se unen con células
multinucleadas y células epiteliales para formar granulomas, esta respuesta es mediada por IL-
12, IFNy produce CXCL10 para reclutar linfocitos T al espacio alveolar y promover la formacion
del granuloma. En consecuencia, los factores quimiotacticos producidos por los granulomas, las
citosinas Th2 (IL-4, IL-3 y CXCR4), la produccién de células CD8+ y la diferenciacién de las
células Th17 (inducida por CD103 y células detriticas) promueven la proliferacién de fibroblastos

los cuales son activados por citocinas profibréticas, se diferencian en miofibroblastos y migran al
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espacio alveolar, por accion de IL-13 que activa a TGF[3, favoreciendo la produccién de matriz

extracelular que provoca rigidez tisular e hipoxia (Costabel et al., 2020; Barnes et al., 2021).

Figura 3
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Nota: La respuesta inmunitaria de la NH surge cuando los antigenos inhalados interactdan con las
células presentadoras de antigenos (APC), estas estimulan una respuesta Thifavoreciendo la
produccidn de citocinas y quimiocinas. Por su parte las células B, producen anticuerpos IgG que activan
la cascada del complemento estimulando a los macréfagos, mismos que después forman granulomas al
ser fusionados con células gliales multinucleadas, posteriormente la respuesta Th2 es estimulada
favoreciendo la secrecidn de citocinas como IL-13 que a su vez estimula la producciéon de TGFg, el cual
induce a la diferenciacién de miofibroblastos. Adaptado de Hypersensitivity pneumonitis: Current
concepts in pathogenesis, diagnosis, and treatment (p.4), por Barnes et al., 2021, Allergy.
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2.4.2. Neumonitis por Hipersensibilidad y su Relacién con FoxO3a

Aunque no se sabe con exactitud la relacion entre FoxO3a y NH, se ha demostrado que FoxO3a
puede ser regulado por TGF-B (factor importante en la NH para desencadenar la fibrosis), se
sabe que este factor induce a la inactivacién de FoxO3a, mediante la via Akt, produciendo su
translocacion hasta el citoplasma, por otro lado, se ha demostrado que la sobre expresion de
FoxOg3a inhibe la secrecion de citoquinas inflamatorias reduciendo la inflamacién pulmonar (Vivar

et al.,2020; Xu et al.,2022).

Para comprender la relacion y el grado de expresion de FoxO3a y SIRT1 en fibroblastos con las
dos patologias se pueden emplear técnicas de biologia molecular como PCR, Western Blot e

Inmunofluorescencia.

2.5. PCR en tiempo real (qPCR)

Tamay y colaboradores (2013) agregan que la reaccion en cadena de la polimerasa es una
reaccion enzimatica in vitro en la cual se amplifica miles de veces una secuencia especifica de
DNA. La enzima que lleva a cabo esta reaccion se denomina como DNA polimerasa, la mas
utilizada es la Taq DNA polimerasa, su sustrato es DNA gendmico o cDNA proveniente de mRNA
(El cDNA se utiliza cuando analizamos la expresién del mRNA de algun gen de interés), cuando
se utiliza este ultimo la reaccién se denomina como RT-PCR (Reverse Transcription-PCR, por
sus siglas en ingles). Esta conversion se lleva a cabo por la enzima transcriptasa reversa, capaz
de convertir el mMRNA en una molécula de cDNA. Ademas del DNA o cDNA y la enzima, también
son necesarios oligonucleétidos que delimiten la secuencia blanco que se desea amplificar, su
tamano usualmente oscila entre 15-25 pares de bases, los desoxirribonucleétidos trifosfatados

(dNTPs: adenina, timina, citocina y guanina), ion Mg+, un buffer y H>O.

La reaccién se produce en tres etapas principales:
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e Desnaturalizacién: el sustrato es sometido a una temperatura de 95 °C durante 20-30
segundos para que al final de esta etapa las cadenas del DNA o cDNA estén separadas.

e Hibridacién: los oligonucleétidos se alinean al extremo 3’ del templado previamente
separado e hibridan con su secuencia complementaria, la temperatura de esta etapa es
de 50-60 °C.

e Extension: la enzima Taq polimerasa actia sobre el complejo templado-oligonucleétidos
y comienza su funcién catalitica, ademas adiciona dNTPs para producir la cadena
completa de DNA. La temperatura apropiada para esta etapa es de 72 °C, dando como

resultado amplicones de la secuencia deseada.

La PCR en tiempo real se basa en el principio antes mencionado, pero esta técnica detecta y
cuantifica las secuencias especificas en cada ciclo de la reaccion mediante reporteros
fluorescentes. Cuando se utiliza DNA gendmico para amplificar en PCR en tiempo real la
reaccion se denomina qPCR (PCR cuantitativa, por sus siglas en ingles), en contraparte, si se
usa cDNA se denomina RT-qPCR. En esta reaccion la enzima, dNTPs, Mg*, buffer y el reportero
fluorescente se compran en una solucién denominada “Master Mix”. En la PCR en tiempo real la
deteccion de los productos amplificados puede llevarse a cabo mediante dos métodos diferentes
que se dividen en especificos y no especificos. Los métodos no especificos utilizan moléculas
intercalantes con afinidad al DNA de doble cadena y al ser oxidados generan una senal
fluorescente, que es capturada en la etapa de extension, esta senal es proporcional al nimero
de copias de DNA generadas en cada ciclo, este reportero es conocido como SYBR Green, la
principal desventaja de este es que puede unirse a cualquier molécula de ADN de doble cadena,
incluyendo dimeros de primers. Para optimizar esto se utiliza una curva melting para determinar

si hubo formacion de un producto Unico o dimeros de primers (Tamay et al., 2013).
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Por otro lado, los métodos especificos generan una sefal basandose en el principio de
transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET, por sus siglas en ingles), este
método se fundamenta en la transferencia de energia desde un donador o reportero fluorescente
a un aceptor o quencher. Para ello se usan sondas fluorescentes de oligonucleétidos marcados
con un reportero y un quencher, ambos se encuentran en estrecha unién a menos que la sonda
se hibride, cuando hibrida surgen cambios conformacionales en el reportero y el quencher,
permitiendo que la Taq polimerasa rompa esta unién, aprobando que la fluorescencia sea
liberada y capturada por el equipo, la especificidad de este método es muy alta ejemplo de este

sistema son sonsas TagMan (Tamay et al., 2013).

2.6. Western Blot

Western Blot (WB) es una técnica ampliamente utilizada para el analisis de proteinas, su
localizacién celular, interacciones proteina-proteina y sus modificaciones postraduccionales
como la fosforilacion, ubiquitinacién, glicosilacion y metilacion. Ademas, puede proporcionar
datos semicuantitativos/cuantitativos sobre proteinas diana en muestras bioldgicas, el principio

del WB implica distintos pasos (Bass et al., 2017; Mishra et al., 2017):

e Lapreparacion de muestras: en este paso se realiza la extraccion de proteinas mediante
la lisis y disrupcién de las membranas celulares mediante técnicas de homogeneizacién,
durante este procedimiento se liberan enzimas como proteasas, quinasas, fosfatasas,
las cuales pueden degradar a las proteinas de interés. Por tanto, es necesario adicionar
inhibidores capaces de suprimir la actividad de estas enzimas.

e Cuantificacion de las proteinas: posterior a la extraccién, las proteinas deben ser
cuantificadas mediante métodos colorimétricos o de absorbancia UV. El método de
Bradford es comunmente utilizado ya que es simple de realizar, requiere solo del equipo

espectrofotométrico, la reaccion es rapida y el producto es estable aproximadamente
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durante una hora a temperatura ambiente. La técnica se basa en un cambio
colorimétrico del reactivo Coomassie Brilliant Blue G-250 de 465 nm (marrén) sin unir a
la proteina y 595 nm (azul) cuando hay unién a proteina. De modo que la concentracion
de la proteina es proporcional a la absorcion 595 nm con referencia a una curva
estandar.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE): la electroforesis se realiza para la
separacion de proteinas desnaturalizadas y cargadas negativamente en funcién de su
peso molecular, lo anterior se lleva a cabo en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio (SDS).

Electro transferencia: después de la separacién las proteinas son transferidas e
inmovilizadas en una membrana de nitrocelulosa o de fluoruro de polivnilideno (PVDF).
Las proteinas cargadas negativamente en el gel se transfieren a través de la membrana
por accion de una corriente eléctrica.

Bloqueo de proteinas no especificas en la membrana: este procedimiento evita la unién
no especifica de los anticuerpos primarios y secundarios a la membrana, ya que esta
tiene gran afinidad por las proteinas y los anticuerpos lo son.

Interaccién de proteina diana con anticuerpos primarios especificos: la deteccion de la
proteina se debe a su interaccion con el anticuerpo primario especifico ya que este
reconoce el epitopo de la proteina de interés.

Incubacién con el anticuerpo secundario: el anticuerpo secundario conjugado con una
molécula quimioluminiscente o fluorescente se une al fragmento cristalizable (Fc) del
anticuerpo primario de este modo es posible su deteccién por colorimetria o
quimioluminiscencia.

Andlisis densitométrico: se utiliza para comparar la abundancia de proteinas entre cada

una de las muestras.
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2.7. Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia (IF) permite la visualizacion de componentes celulares mediante el uso
de anticuerpos especificos conjugados con fluoréforos. Para llevar a cabo esta técnica es
necesaria la fijaciéon celular para inmovilizar los antigenos sin perjudicar la arquitectura celular,
de modo que los anticuerpos puedan interaccionar con cualquier componente celular. Los
solventes organicos como el metanol y la acetona eliminan los lipidos, deshidratan las células,
desnaturalizando y precipitando los componentes celulares, conjuntamente, permeabiliza la
membrana evitando su posterior tratamiento con detergentes, en seguida de la fijacién, las
células son bloqueadas para evitar que los anticuerpos se unan a epitopos inespecificos,
posteriormente, las células son tratadas mediante uno de dos métodos; IF directa donde el
anticuerpo primario reacciona con el epitopo especifico y emite una senal ya que el anticuerpo
esta conjugado con un fluoréforo; por su parte la IF indirecta, involucra dos pasos un anticuerpo
primario que se une al epitopo objetivo y un anticuerpo secundario marcado con un fluoréforo, el
cual reconoce y se une al anticuerpo primario. Aunque el primer método es mas sencillo, es mas
sensible este ultimo. Cabe mencionar que los fluor6foros no alteran la especificidad del
anticuerpo y permiten su deteccion mediante un microscopio de fluorescencia capaz de excitar

a los fluoréforos a una longitud de onda apropiada (Im et al., 2019).
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3. Objetivos
3.1. Objetivo General

Evaluar el papel de FoxO3a en fibroblastos provenientes de pacientes con fibrosis pulmonar

idiopatica, neumonitis por hipersensibilidad y sujetos controles.

3.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar la expresion a nivel de gen con sondas TagMan especificas para FoxO3ay SIRT1

en fibroblastos fibréticos, provenientes de neumonitis por hipersensibilidad y controles.

2. Analizar la localizacion celular de FoxO3a, en fibroblastos fibréticos, de neumonitis por

hipersensibilidad y controles mediante inmunofluorescencia.

3. Evaluar el estado de acetilacidén y desacetilacidon en fibroblastos fibréticos, de neumonitis

por hipersensibilidad y sujetos control mediante Western Blot.

4. Hipétesis
El factor de transcripcion FoxO3a esta involucrado en diversas funciones celulares, debido a

modificaciones postraduccionales y la actividad de la desacetilasa SIRT1 es de vital importancia

en este mecanismo.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Obtencion de fibroblastos

Se adquirieron cultivos primarios de fibroblastos obtenidos de biopsias de pacientes
diagnosticados con Fibrosis Pulmonar Idiopatica y Neumonitis por Hipersensibilidad, ademas, se
adquirieron las lineas de fibroblastos pulmén de humanos sanos obtenidas del ATCC y
PromoCell. Dichas células fueron cultivadas en medio Ham'’s F12 (Gibco, BRL) enriquecido con
suero fetal bovino (Gibco BRL) al 10%, penicilina (100U/mL), estreptomicina (100ug/mL) y
anfotericina B (0.25ug/mL) a 37°C en una atmésfera de 95% de aire y 5% de CO.. No obstante,
cada tercer dia se cambié el medio de cultivo de las células y estas fueron divididas hasta obtener
una confluencia temprana (70-80%), para su posterior procesamiento en los diferentes

procedimientos.

5.2. PCR en tiempo real

Los fibroblastos cultivados se lisaron con TRIzol (Invitrogen), posteriormente se adicionaron
200pL de cloroformo, se centrifugo a 9000rpm durante 15 minutos a 4°C, el RNA total se precipito
con 500 pL de isopropanol y se lavo con EtOH al 75%, el pellet fue resuspendido en 20 uL de
H-0O tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y la muestra fue colocada en el ultracongelador a -

70 °C.

Posteriormente para evaluar el transcrito del gen FoxO3a y de SIRT1, se llevé a cabo la
retrotranscripciéon de RNA a cDNA con la enzima transcriptasa reversa del kit Verso cDNA
Synthesis (Thermo Scientific, Waltham, MA, EU), se utiliz6 1 ug de RNA total aislado, 1 pL de
Oligo(dT), 4 uL de 5xcDNA, 2 uL de dNTP's Mix, 1 uL de RTenhancer y 1 uL de la enzima Verso,
las muestras se sometieron 30 minutos a 42 °C, 2 minutos a 95 °C y 10 minutos a 4 °C en el

termociclador de punto final (Labnet’s MultiGene), finalmente se agregaron 80 uL de H20 libre
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de DNAsas. Para determinar la expresién de FoxO3a, SIRT1 y HPRT, se utilizaron 0.36 uL de
cada sonda tagman, 3 uL de cDNA, 7.5 uL de Master Mix y 4.14 uL de H>O por cada muestra,
en seguida se sometieron a un andlisis de g-PCR en tiempo real utilizando Light Cycler 1.5

(Roche Applied Science).

5.3. Inmunofluorescencia

Las células se cultivaron en cubreobjetos en placas de 6 pozos a una densidad de 1.6x10° por
pozo, se fijaron con metanol-acetona (1:1) durante 5 minutos y se conservaron en PBS 1X, para
su procesamiento; las células se bloquearon y permeabilizaron con bloqueador universal 1X'y
Triton 0.5% durante 30 minutos. Se incubo con los anticuerpos primarios anti-FoxO3a (1:50) y
anti-FOXO acetilado (1:200) (Cell Signaling) toda la noche a 4°C en la camara humeda, en
seguida se lavo tres veces con 500uL de PBS-T 0.1% durante 5 minutos, se adicionaron los
anticuerpos secundarios anti-mouse 549 (1:400) y anti-rabbit 488 (1:200) (Invitrogen),
nuevamente se lavo tres veces con PBS-T, después, se tifilo con Hoechst (1:500) durante 15
minutos y se adiciono el medio de montaje para capturar las imagenes mediante microscopia

confocal.

5.4. Western Blot

Los fibroblastos fibroéticos, de neumonitis y controles se cultivaron hasta tener una confluencia
del 100%. Posteriormente se obtuvieron proteinas de nucleo y citoplasma para lo cual se utilizé
el Kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EU), asi mismo, se obtuvieron lisados totales y se emple6 Buffer RIPA + coctel de inhibidores,
los lisados celulares se sonicaron en hielo. Las proteinas se cargaron en geles SDS-PAGE al
7.5% y se corrieron a 80V durante 2 horas y media, se monté el sandwich para la transferencia
del gel a membranas de nitrocelulosa (Amersham) y se corrié durante una hora a 100V, las

membranas se bloquearon con BSA al 5% durante una hora, posteriormente se incubaron las
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membranas con los anticuerpos primarios especificos anti-FoxO3a, anti acetyl-FoxO3a, anti-
acetylated lysine, SIRT1 y el control de carga; B-actina, GAPDH para proteinas de citoplasma e
histona 3 para proteinas nucleares dejando el anticuerpo toda la noche. Después, las membranas
se lavaron 3 veces con TBS-T 0.05% durante 10 minutos, se adicionaron los anticuerpos
secundarios correspondientes (anti-rabbit/anti-mouse) y se incubaron durante 1 hora, finalmente
la marca fue revelada con el sistema de deteccion de quimioluminiscencia ECL (Thermo

Scientific).
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6. Resultados
Se determind la expresion a nivel de gen de FoxO3a y SIRT1 en fibroblastos fibréticos, de
neumonitis por hipersensibilidad y de pacientes control. Para ello, se usaron sondas TagMan
para su amplificacion en PCR en tiempo real, se usé como gen enddégeno HPRT, en la Figura 4,
se observa que, FoxO3a se expresa mas en fibroblastos de NH en comparacién con los
fibroblastos de FPI. Cabe mencionar que en la linea control FN5 p5, se expresa mas a

comparacion de las lineas fibroticas.

Figura 4
Expresion de FoxO3a mediante RT-gPCR
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Nota: El nivel de expresion de FoxO3a es mayor en fibroblastos de NH, a comparacién de fibroblastos
fibréticos, siendo estos Ultimos menores que el control. En el control positivo A549, FoxO3a se encuentra
disminuido.

Para determinar la expresion de SIRT1, una desacetilasa que interviene en las funciones

celulares de FoxO3a, se utilizd una sonda TagMan especifica y se obtuvieron los resultados

plasmados en la Figura 5, en la cual se muestra que hay mayor expresion de este gen en los
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fibroblastos de neumonitis, sin embargo, los fibroblastos de ambas patologias expresan mas este
gen en comparacién con los controles. El control positivo, A549, para el gen de FoxO3a se
observa muy poco expresado en comparacion con los fibroblastos de ambas patologias, sin

embargo, para SIRT1, A549 muestra una mayor expresion.

Figura 5
Expresiéon de SIRT1 mediante RT-qgPCR
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Nota: Expresion de SIRT1 a nivel gen en fibroblastos de sujetos sanos, de FPl y NH. A549 es el control
positivo. La expresion de SIRT1 es mayor en fibroblastos con NH.

En general, se observé una mayor expresion de SIRT1 en comparacién con la expresién de
FoxO3a en los tres grupos de estudio. No obstante, para percibir mejor la expresion de los genes
en cada grupo se realiz6 un andlisis de la expresién de los genes por cada grupo como se
muestra en la Figura 6, en la cual se confirma que en la expresién de SIRT1 es mayor a la
expresion de FoxO3a en los tres grupos de estudio, ademas, se reitera que la expresion de
FoxOB3a es mayor en los fibroblastos de neumonitis por hipersensibilidad en comparacion con los
fibroblastos controles y fibréticos (p<0.05), ademas, aunque FoxO3a pareciera expresarse

menos en fibroblastos con FPI en comparacion con el control, estadisticamente se demostrd que
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no hay diferencias significativas entre los grupos (p> 0.05). De igual manera, SIRT1 se expresa
mas en fibroblastos de neumonitis en comparacién con los fibréticos (p<0.05), por otro lado, la
expresion de SIRT1 parecer ser mayor en fibroblastos con FPlI en comparacién con el grupo

control, pero estadisticamente no hay significancia entre los grupos (p>0.05).

Figura 6

Expresién de FoxO3a vs SIRT1 en fibroblastos con FPI, NH y controles sanos.

0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30

0.20 I

0.10

H

0.00
Ctrl FPI NxH

ESIRT1 FoXO 3a

Nota: La expresién de SIRT1 es mayor que FoxO3a, donde en NH es mas dominante la cantidad a nivel
gen de FoxO3a con respecto al grupo control y FPI (p<0.05). No hay existe significancia en la expresion
de FoxO3a del grupo control con respecto al de FPI (p>0.05).

Las modificaciones postraduccionales como la acetilacion y fosforilacién participan en la
regulacion de la actividad de FoxO3a y modifican su localizacion intracelular, se sabe que
FoxO3a al ser acetilado en respuesta a estimulos de estrés es relocalizado al compartimento
nuclear de las células y cuando es fosforilado se ubica en el citoplasma, para analizar esta accion
se llevdo a cabo una inmunofluorescencia en fibroblastos fibréticos, de neumonitis por
hipersensibilidad y controles. La Figura 7 muestra que, para la linea control, NHLF p1, FoxO3a

acetilado se localiza en el nucleo mientras que FoxO3a total se ubica en citoplasma y ligeramente
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en ndcleo, sin embargo, también se puede observar la sefal muy semejante en ambos
compartimentos.

Figura 7
Inmunofluorescencia de NHLF p1 (Control)

Ac-FoxO3a

NHLF
pl

Nota: NHLF p1 (Control) en la primera imagen observamos el nucleo tefido con Hoechst, en seguida
FoxOg3a acetilado Alexa Fluor 488, FoxO3a total Alex Fluor 594 y finalmente el merge.

FoxO3a

En cuanto a los fibroblastos de FPI, en la Figura 8 se aprecia que FoxO3a acetilado se localiza
en nucleo; en las lineas 209 p9y 305 p11 se expresa ligeramente, en las células 370 p5 la marca
es mas intensa en un par de nucleos, en cambio, en la linea 170 p6 y 397 p12 la intensidad es
casi nula, lo que significa que no hay presencia de este factor en el nucleo. Por otro lado, en
citoplasma si hay presencia de FoxO3a total en todas las lineas celulares, aunque en la linea
170 p6 es mas tenue su expresion. Cabe mencionar que la expresién de FOXO en citoplasma
impide la activacién de sus genes diana, adicionalmente en este compartimento celular FoxO3a
es degradado. En los fibroblastos de neumonitis por hipersensibilidad, es evidente la expresion
nuclear de FoxO3a acetilado en todas las lineas celulares. Por su parte, FoxO3a total en las
lineas 221 p6 y 325 p5 se localiza preferentemente en el citoplasma, pero también en nucleo, en
cambio, en las células 331 p2, 350 p2 y 367 p2 es claro que FoxO3a se localiza en mayor
proporcion en el nucleo (Figura 9). De acuerdo a lo anterior, en la linea control se percibe la
misma intensidad de FoxO3a total y acetilado en los distintos compartimentos celulares, ahora
bien, FoxO3a en fibroblastos con FPI se localiza en citoplasma donde puede ser degradado, lo

cual coincide con la baja expresion de FoxO3a en la cuantificacion por PCR en tiempo real. Por
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el contrario, la presencia de FoxO3a en fibroblastos con NH es més evidente en nucleo lo cual

explicaria su expresién en qPCR.

Figura 8
Inmunofluorescencia de fibroblastos diagnosticados con FPI
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Nota: en la primera imagen observamos el nucleo tefiido con Hoechst, en seguida FoxO3a acetilado
Alexa Fluor 488, FoxO3a total Alex Fluor 594 y finalmente el merge. La intensidad emitida por los
fluoroforos para FoxOg3a total indica que este factor se ubica preferentemente en el citoplasma. FoxO3a
acetilado se encuentra en nicleo pero su intensidad es menor.



Figura 9

Inmunofluorescencia de fibroblastos diagnosticados con NH
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Nota: en la primera imagen observamos el nucleo tefiido con Hoechst, en seguida FoxO3a acetilado
Alexa Fluor 488, FoxO3a total Alex Fluor 594 y finalmente el merge. FoxO3a acetilado se localiza
preferentemente en el cucleo, por su parte FoxO3a total en la linea 221 p6 y 325 p5 se localiza en el
citoplasma, mientras que el resto de los fibroblastos se ubican en el compartimento nuclear.

33
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FoxOB3a en estado acetilado migra al nucleo para inducir la expresion de sus genes diana, en
este compartimento FoxO3a y SIRT1 forman un complejo; Sirt1 aumenta la capacidad de FOXO
para inducir la detencién del ciclo celular y la resistencia al estrés oxidativo, pero inhibe la
capacidad de inducir la apoptosis celular. Para evaluar el estado de acetilacion y desacetilacion
en los tres grupos se realizd extraccion de proteinas de nucleo, citoplasma y lisados totales. Las
proteinas fueron separas en geles SDS-PAGE 7.5% y se transfirieron a membranas de

nitrocelulosa para su andlisis por Western Blot.

En proteinas nucleares la expresion de Acetyl-FoxO3a es casi nula en algunas lineas celulares
como las marcadas en los carriles 3, 4, 5, 8 y 14. En cuanto a FoxO3a es mas notoria su
expresion en fibroblastos fibréticos a comparacién de los controles, del mismo modo, no se
observa mucha diferencia en la expresion de FoxO3a en fibroblastos fibréticos y de neumonitis.
En consecuencia, la expresion de SIRT1 es ligeramente mayor en fibroblastos fibréticos a
comparacion de la nula expresion en fibroblastos sanos (controles) y de neumonitis por

hipersensibilidad (Figura 10).

Figura 10

Estado de acetilacién/desacetilacion de FoxO3a en proteinas nucleares.

Controles NH FPI Ctrl (+)
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2.CCD19p7 5.350p7 8.170p6 11.342p9 14.A549
3.HPFp7 6.331p7 9.231pl0 12. 397pl2

Nota: La expresién de FoxO3a en los tres grupos de estudio es mayor a FoxO3a en su estado acetilado,
donde la intensidad de este Ultimo es semejante a la cantidad de SIRT1.
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Respecto a las proteinas citoplasmaticas (Figura 11) se observa que FoxO3a se expresa mas en
las lineas controles, FoxO3a acetilado se aprecia ligeramente en los tres grupos de estudio, en
cuanto a SIRT1 su expresion es muy minima en todas las lineas celulares, cabe resaltar, que
cuanto mayor es la expresion de SIRT1 mayor es la expresion de FoxO3a en las celulas tal y
como se observa en la linea 207 p6 del carril 4 del WB de las proteinas citoplasmaticas, sin

embargo, en el resto de las lineas celulares se observa muy disminuida su expresion.
Figura 11
Estado de acetilacién/desacetilacion de FoxO3a en proteinas citoplasmaticas.

Controles NxH FPI Ctrl (+)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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1.NHLFp8 4.207p6 7.319p6 10.305pll 13.NOSE
2.CCD19p7 5.350p7 8.170p6 11.342p9 CARGO
3.HPF p7 6.331p7 9.231pl0 12. 397pl2 14.A549
Nota: la sefal de SIRT1 y FoxO3a es casi nula en citoplasma, asi mismo la expresién FoxO3a total es

minima en fibroblastos diagnosticados con cada parologia a comparacion del control. GAPDH control de

carga.
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7. Discusion
Ademas de la intervencion de FoxO3a en multiples procesos celulares, se ha demostrado su
participacién en distintas patologias como canceres y enfermedades pulmonares tal como la
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y Neumonitis por hipersensibilidad (NH). Las citocinas
profibroticas IL-13 y TGF-B participan en el desarrollo de estas patologias mediante la
diferenciacion de miofibroblastos y la secrecion de matriz extracelular. Im y colaboradores (2015),
agregan que la alteracién de la via PTEN-AKkt, regula la fibrosis mediante la basta produccion de
los mediadores inflamatorios antes mencionados de modo que las enfermedades pulmonares
mantienen su fenotipo patoldgico al suprimir la autofagia, mediante la inactivacion de FoxO3a.
Por su parte, Wang et al., (2017) afirman que los factores de crecimiento como TGF-B1 y citocinas
inflamatorias inician una cascada de senalizacién que genera la produccién de quinasas como
AKT/SGK, ERK e IKK, mismas que fosforilan FoxO3a en sitios especificos induciendo su
retencién y degradacion citoplasmatica, provocando la inhibicién de la transcripcion de los genes
diana de este factor. En contraste, los resultados de la expresion a nivel gen de FoxO3a del
presente proyecto confirmaron que al igual que lo expresan Wang y colaboradores (2020),
FoxO3a se encuentra disminuido en fibroblastos de pacientes con FPl a comparacion de
fibroblastos de sujetos control, debido a la participacion de las citocinas profibroticas y la
activacién de las quinasas AKT/SGK, ERK e IKK. Por el contrario, la expresion de FoxO3a fue
mayor en fibroblastos de NH, lo anterior se atribuye a que la NH en primera instancia puede dar
lugar a una inflamacién pulmonar aguda donde participan las células Th1, sin embargo, esta
reaccion inmunitaria puede volverse crénica mediante la produccion de células Th2, que secretan
IL-4, IL13 y otras citoquinas que inducen fibrosis mediante la estimulacién y la produccion de
TGF-B1. Cabe mencionar que no todos los pacientes desarrollan la NH cronica, por tanto, la

expresion génica de FoxO3a, fue mayor en fibroblastos de NH debido a que los fibroblastos de
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los pacientes con esta patologia posiblemente padezcan de esta en su forma aguda (Costabel

et al., 2020).

Es necesario considerar que la actividad de FoxO3a es regulada por mdultiples procesos,
principalmente por modificaciones postraduccionales que repercuten en su localizacién
subcelular y su actividad de unién al DNA. Debido a ello, en la inmunofluorescencia indirecta se
observo que, en fibroblastos fibréticos FoxO3a se localiza preferentemente en el citoplasma
donde es degradado y su actividad es inhibida, ademas, la acetilacion de FoxO3a en FPI es
minima ya que la sefal emitida es muy débil. Como se menciond anteriormente, en FPI la via de
senalizacién de Akt induce la fosforilacion de FoxO3a, esta modificacion favorece su localizacion
citoplasmatica, supresiéon de su actividad y degradacién (Xie et al., 2012). Adicionalmente en
fibroblastos de NH, FoxO3a se localiz6 preferentemente en el compartimento nuclear a
excepcion de dos lineas celulares (221 p6 y 325 p5), aqui la intensidad del fluor6foro parecer ser
semejante tanto en FoxO3a acetilado y total. Masaki y colaboradores (2010) agregan que al ser
expuesto a estrés oxidativo FoxO3a se transloca al nicleo, donde activa la transcripcion de sus
genes diana mediante su unién a la secuencia consenso TTGTTTAC, ademas, el estrés favorece
la unién del factor con las proteinas CBP/P300, accién fundamental para la transactivacién de
sus genes diana, no obstante, disminuye su actividad de unién a DNA (Wang et al.,2017; Lars P
y Marten S, 2005). Con lo anterior se reitera que existe una mayor expresion de este factor de

transcripcién en fibroblastos de NH a comparacién de los fibroblastos con FPI.

En otro sentido, las modificaciones postraduccionales como la acetilacién y la fosforilacién que
son mecanismos interdependientes que interactian para regular las proteinas FOXO, estas
modificaciones pueden ser reversibles, esta accion es realizada por SIRT1. Bordbari y
colaboradores (2021) agregan que la acetilacion de FoxO3a mediada por CBP/p300 atenta su

actividad e induce su degradacién, por el contrario, la desacetilacion mediada por SIRT1 activa
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a FoxO3a en el nucleo favoreciendo la expresion de varios genes (Wang et al., 2017). De acuerdo
a lo anterior, para evaluar el estado de acetilacion/desacetilacion de FoxO3a en los tres grupos
de estudio se utilizé la técnica de WB, donde se demostr6 que en proteinas nucleares la
expresion de SIRT1 y Acetyl-FoxO3a es semejante, mientras que FoxO3a total es mayor. En
proteinas citoplasmaticas, FoxO3a en su estado acetilado es proporcional a la sefial emitida por
SIRT1, en cuanto a FoxO3 total se en cuenta disminuido a comparacion de su expresion en
proteinas nucleares. Lo anterior indica que la desacetilacién de FoxO3a mediada por SIRT1,
favorece a la presencia de FoxO3a total en nucleo donde puede llevar a cabo sus funciones, lo
cual coincide con lo mencionado por Olmos et al., (2013), quienes descubrieron que la
sobreexpresion de SIRT1 provoca una disminucién en la fosforilacion de FoxO3a por parte de
Akt, aumentando los niveles totales de FoxO3a, ademas sus estudios de inmunofluorescencia
mostraron que la sobre expresion de SIRT1 aumenta los niveles nucleares de FoxO3a. Estos
mismos autores mencionan que SIRT1 no solo regula los niveles celulares de FoxO3a, sino
también favorecen su estabilidad protegiendo a FoxO3a de la fosforilacién de Akt en condiciones
basales y estrés oxidativo.

Por otro lado, la expresion de SIRT1 se encontraba reducida en los fibroblastos de ambas
patologias lo cual confirma lo mencionado por Chao y colaboradores (2017) quienes demostraron
que, en tejidos con patologias pulmonares como EPOC, SIRT1 se encuentra reducido. Por el
contrario, los autores exponen que el aumento de la actividad de la desacetilasa inhibe la
produccion de citocinas proinflamatorias atenuando la lesiéon pulmonar, de modo que disminuye
el crecimiento de células cancerosas mediante la activacién de genes relacionados con el ciclo
células, apoptosis reduciendo la progresién de la patologia (Masaki et al., 2010; Zhou et al.,
2022).

La diferencia de la localizacion subcelular, la expresion a nivel gen de SIRT1, FoxO3a total y

acetilado en fibroblastos de cada patologia se pueden atribuir a que no todos los pacientes que
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son expuestos al mismo alergeno desarrollan una respuesta fibrética, se ha demostrado que
dentro de los factores de riesgo de la FPI y NH estan relacionados con variables genéticas y
cambios postranscripcionales que dan como resultado la perdida de la integridad del epitelio
pulmonar. Estudios en neumonia intersticial familiar (FIP) han identificado variables genéticas
como; mutacién heterocigota en el gen que codifica la proteina C surfactante (SFTPC), misma
que ayuda a esparcir el surfactante por la superficie del tejido pulmonar para reducir la tension
superficial y facilitar la respiracion. Las mutaciones en este gen causan una acumulacion del
surfactante en los alveolos por deficiencia de proteina C del surfactante, ademas, se han
identificado seis mutaciones adicionales en este gen que estan asociadas con la fibrosis
pulmonar (National Library of Medice, 2022; Wolters et al., 2014). Adicionalmente, existen
variantes genéticas relacionadas con el mantenimiento de la longitud de los telémeros como la
telomerasa transcriptasa inversa (TERT), el componente de RNA de telomerasa (TERC), la
ribonucleasa especifica de poliA (PARN) y el regulador de la elongacién de los telémeros helicasa
(RTEL). Estas mutaciones en los genes de la telomerasa favorecen el desarrollo de disqueratosis
congénita, un sindrome de envejecimiento prematuro. Conjuntamente, la perdida de la actividad
de la telomerasa puede contribuir a la fibrosis pulmonar a través de la supresion de la
diferenciaciéon de fibroblastos a miofibroblastos y mediante la senescencia de las células

epiteliales alveolares (Luppi et al., 2021; Richeldi at al., 2017).

En sintesis, la funcién biolégica de FoxO3a es regulada por modificaciones postraduccionales
que pueden ser reversibles mediante la participacion de SIRT1. La consecuencia de las
modificaciones es multiple, ya que la fosforilacién es favorecida por la desregulacion de citocinas
como IL-13 y TGF-B mismas que se producen en respuesta de las patologias y que activan
cinasas como Akt que fosforila a FoxO3a conduciendo a su retencién citoplasmatica, inactivacion
y degradacion. De manera similar, la acetilacion via CBP/P300 atenua la actividad transcripcional

de FoxO3a y la desacetilacion de este factor activa sus genes diana favoreciendo la regulacién
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del ciclo celular, apoptosis, senescencia, longevidad, de modo que podria ser una diana

terapéutica para reducir la lesion pulmonar en FPI'y NH.

8. Conclusion
FoxO3a es regulado por modificaciones postraduccionales influyendo en su localizacion celular
y sus funciones como regulacién del ciclo celular, autofagia, apoptosis, etc. Es por ello que se
evalud el papel de FoxO3a en fibroblastos provenientes pacientes diagnosticados con FPI, NH y
sujetos control, donde se demostré que su expresién a nivel gen por RT-gPCR es disminuida y
desregulada en fibroblastos de FPI, por el contrario en fibroblastos de NH se encontrdé sobre
expresado ya que los factores inflamatorios IL-13 y TGFB se presentan solo cuando esta
patologia es crénica lo cual no sucede en todos los pacientes expuestos al mismo antigeno, por
su parte en FPI estos factores inflamatorios son los que desarrollan la respuesta fibrética,
incrementando la produccién de quimiocinas como Akt, que se encarga de fosforilar a FoxO3a e
inducir su degradacién en el citoplasma. Con la fosforilacion FoxO3a migra al citoplasma,
mientras que al ser expuesto a estrés oxidativo migra al nucleo donde favorece la expresion de
sus genes diana, por ello en la inmunofluorescencia se demostr6é que la localizacién de FoxO3a
en pacientes con FPI es en el citoplasma, mientras que en pacientes con NH la localizacién es
favorable en el ndcleo; con lo anterior se reitera que la expresion de este factor es mayor en
fibroblastos con NH a comparaciéon de los de FPI. La acetilacibn de FoxO3a por estrés
extracelular, es reversible mediante la accion de SIRT1, este proceso favorece la presencia de
FoxOg3a toral en nucleo donde puede desarrollar sus funciones para reducir la lesion pulmonar
en FPI y NH. Aunado a lo anterior, se confirma la hipdtesis ya que las modificaciones
postraduccionales como la fosforilaciéon y acetilacion influyen en la localizacion subcelular de
FoxOBa, y SIRT1 es de vital importancia debido a que juega un papel importante en las funciones

celulares del factor.
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