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BIOMARCADORES SERICOS PARA EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE

LA FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

1. INTRODUCCION

1.1 NEUMOPATIAS INTERSTICIALES DIFUSAS

Bajo el término de neumopatias intersticiales difusas (NID) también denominadas
enfermedades pulmonares intersticiales difusas o enfermedades fibrosantes del pulmon, se
agrupan un gran nimero de padecimientos respiratorios subagudos y cronicos que se
caracterizan, como su nombre lo indica por comprometer el parénquima pulmonar, afectando
primordialmente al intersticio y los espacios alveolares, aunque muchas de ellas también
producen lesion de las vias aéreas periféricas.

Existen mas de 150 diferentes padecimientos y/o agentes agresores que son capaces de
producir NID, que incluyen infecciones virales, bacterianas, micéticas, neoplasias pulmonares
primarias (carcinoma bronguioloalveolar) o metastasicas y una enorme variedad de enfermedad
genéticas y adquiridas (Tabla 1), pueden separarse en seis grupos principales constituidos por las
NID no infecciosas ni neoplasicas (fig. 1).

A pesar de su gran heterogeneidad, las NID no infecciosas no neoplasicas pueden
agruparse juntas porque presentan rasgos clinicos, radiolégicos y funcionales similares y
morfol6gicamente comparten el hecho de responder, después de un dafio inicial, con un proceso
inflamatorio intersticial e intraalveolar difuso (cuyas caracteristicas varian de enfermedad a

enfermedad), el cual es seguido por fibrosis y destruccion de las unidades alvéolo-capilares.



Algunas NID son muy agresivas, generalmente progresan y ocasionan la muerte en unos
pocos afos, el prototipo més agresivo de estas es Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI), cuyas
causas son desconocidas, de ahi su nombre. Otras tienen un mejor pronostico.

La incidencia y prevalencia de las NID no se conocen con precision. En esta
problemaética destacan los siguientes puntos: a) Las NID constituyen un grupo
extraordinariamente heterogéneo de padecimientos que incluyen enfermedades relativamente
frecuentes como la sarcoidosis, las neumopatias por hipersensibilidad y otras poco frecuentes o
francamente raras como microlitiasis y la proteinosis alveolar b) Para hacer un diagndstico se
requiere de un buen grado de sospecha clinica porque muchas veces se diagnostican
erréneamente c) Algunas NID no se clasifican como tales estan bajo el diagndstico de la
enfermedad de base, esto ocurre en las neumopatias intersticiales secundarias o enfermedades

colageno-vasculares como la esclerosis sistémica progresiva o el lupus .

1.2 FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

La FPI representa probablemente el prototipo mas agresivo de las neumopatias
intersticiales difusas, es cronica, de causa desconocida generalmente progresiva, no responde al
tratamiento con esteroides e inmunosupresores, es letal en un plazo relativamente breve. El
promedio de supervivencia es habitualmente de 2 a 4 afios después de realizado el diagndstico,
aunque su historia natural es altamente variable e imprescindible .

La FPI dificulta la capacidad de asimilar el oxigeno, ocasionando la falta de aire y a
menudo se asocia con tos seca, los pacientes con FPI usualmente solicitan atencion médica
porque sufren una complicacion cronica de disnea, esfuerzo progresivo al toser, inspiracion

bibasilar (se oyen crepitaciones cuando se ausculta el pecho).



1.3 EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

La prevalencia e incidencia anual en los Estados Unidos son estimadas de 14 a 42.7
personas por 100,000 y de 6.8 a 16.3 personas por 100,000 respectivamente (*. Esta enfermedad
tiene mayor predominio en los hombres que en las mujeres y la frecuencia aumenta con la edad.
Este padecimiento suele ser una de las neumopatias intersticiales difusas cronicas méas
frecuentemente diagnosticadas en los centros hospitalarios. Los factores de riesgo son el habito
tabaquico y antecedentes familiares de fibrosis pulmonar.

La FPI1 ocurre principalmente en adultos mayores (la media de la edad diagnosticada es
de 66 afos y tiene un alcance de 55-75 afios) es limitado a los pulmones y es asociada a la
histopatologia 0 modelo de radiografia tipico de la neumonia intersticial usual.®) ¢

Sin embargo, los altimos hallazgos indican que la FPI es una enfermedad heterogénea y
hay nuevos fenotipos clinicos con distintos patrones que no estan claros. El ciclo crénico de la
lesion de la FPI causa una respuesta exagerada y no controlada de la reparacion que produce
cicatriz fibrosa del tejido. Esta cicatrizacion a su vez ocasiona que los pequefios sacos de aire
pulmonares, llamados alvéolos, se ensanchen y se hagan rigidos, de modo que no pueden
cumplir correctamente sus funciones y proveer el oxigeno que el cuerpo necesita, un creciente
cuerpo de evidencia indica que la enfermedad es el resultado de un comportamiento anormal de
las células alveolares epiteliales que provocan la migracion, proliferaciones, y la activacion de
las células mesenquimales, con la formacion de focos de fibroblastos y miofibroblastos. Los
miofibroblastos secretan cantidades exageradas de moléculas de la matriz extracelular con la

destruccion subsecuente de la arquitectura pulmonar -



A la fecha el diagndstico de la FPI, es un proceso a base de estudios radioldgicos,
tomografia, pruebas de funcion respiratoria, espirometria, pletismografia, ecocardiografia,
capacidad de difusion de CO- y conteo diferencial de células procedentes de los Lavados
Bronquio-Alveolares (LBA); en algunos casos, para el diagnostico se requiere de efectuar lo que
se ha considerado el estdndar de oro en el diagnostico de la FPI, que es la biopsia a cielo abierto,
sin embargo existen muchos pacientes que por la gravedad de su condicion, no pueden someterse
a este procedimiento” . Después de lograr un adecuado diagndstico de la enfermedad existe un
problema adicional, no existen pruebas que indiquen adecuadamente el prondéstico de la
enfermedad, ya que se ha observado que en algunos pacientes la enfermedad progresa mas
rapido que otras. Adicionalmente, el costo de las pruebas tanto para el diagnéstico como para el
seguimiento de estos pacientes es elevado. Por lo anterior, es fundamental la basqueda de
biomarcadores que diagnostiquen y ademas hagan predicciones de la evolucién de la enfermedad
de manera eficiente, con un menor costo y con menores pruebas invasivas para el paciente. A la
fecha existen trabajos en los cuales se han analizado de manera aislada, posibles biomarcadores
para la FPI, tanto para el diagnéstico como para el pronéstico, utilizando suero o LBA. Por
ejemplo, Brent et al en el 2009, analizaron la utilidad de la cuantificacion de los niveles de las
proteinas del surfactante A y D, en suero y encontraron que los niveles altos de estas proteinas se
correlacionan con una temprana mortalidad en los pacientes con FPI.

En un estudio en donde se midieron los niveles de miRNAs, se demostrd que 10% de los
micro RNA eran significativamente diferentes entre los pulmones con FPI y pulmones control
2)y posteriormente muchos de ellos mostraron tener un papel potencial en la patogénesis de la
fibrosis pulmonar, de tal manera que la comprension de su papel en la FPI puede tener un efecto

significativo en el diagndstico y tratamiento del paciente en el futuro.® Tabla 1



Los cambios en la expresion de miRNAs en el pulmén FPI, la evidencia de su papel en la
fibrosis y los hallazgos de los miRNAs extracelulares estables en plasma y otros fluidos
corporales, sugiere la posibilidad de que estan involucrados en la comunicacion celular y que

puedan ser utilizados como Biomarcadores en la fibrosis pulmonar.

1.4 NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD (ALVEOLITIS ALERGICA
EXTRINSECA)

Podemos definir la neumonitis por hipersensibilidad comoenfermedad una que se
produce por la inflamacién secundaria a la inhalacion repetida de una variedad de antigenos por
un huésped susceptible. Puede decirse que es una enfermedad subdiagnosticada y sélo un alto
grado de sospecha clinica y una historia detallada de la exposicion pueden llevar a un
diagnostico precoz y un tratamiento satisfactorio. Una combinacion entre los hallazgos clinico-
radioldgicos, funcionales, citolégicos o anatomopatoldgicos, en algunos casos, nos llevaran al
diagnéstico.

La neumonitis por hipersensibilidad, también denominada alveolitis alérgica extrinseca,
esta constituida por un complejo grupo de enfermedades de variada intensidad, presentacion
clinica e historia natural, mas que por una sola entidad uniforme. Clasicamente, la presentacion
clinica se ha dividido en 3 formas: aguda, subaguda y crdnica con relacion a la intensidad y la
frecuencia de exposicion al agente causal. Aungue en la actualidad se han propuesto nuevas
clasificaciones, como la mas reciente de Selman “9, que divide a la enfermedad en activa no
progresiva e intermitente, aguda progresiva intermitente y crénica tanto progresiva como no
progresiva, dada la gran variabilidad de presentaciones y de curso, ninguna de ellas ha sido del

todo satisfactoria.



La forma aguda se produce tras inhalaciones masivas del antigeno en un corto periodo de
tiempo. Los sintomas se producen al cabo de 4 a 8 horas de la inhalacion y desaparecen en un
periodo de 12 horas a pocos dias si no hay nuevo contacto. Es la forma més facil de identificar,
pero los sintomas pueden confundirse con una infeccion bacteriana o viral. La sintomatologia
consiste en sensacion de mal estado general, tos seca, disnea de grado variable sin sibilancias,
fiebre que puede llegar a ser elevada, escalofrios y dolor toracico en forma de tirantez. Se pueden
escuchar crepitaciones finas en las bases y detectar taquipnea. Los sintomas pueden repetirse si
hay reexposicién. La forma subaguda generalmente ocurre tras inhalaciones continuas, pero no
masivas del agente causal. Los sintomas aparecen de forma insidiosa durante unas semanas y
consisten en malestar general, astenia, pérdida de peso, tos seca, pero a veces también
productiva, la disnea puede llegar a ser severa con cianosis e incluso requerir hospitalizacion. En
la exploracién fisica podemos encontrar los mismos hallazgos que en la forma aguda. Tanto las
formas agudas como las subagudas pueden evolucionar en un porcentaje variable a la forma
cronica si el paciente sigue teniendo contacto con el antigeno. Se caracteriza por un curso, en
ausencia de episodios agudos, de tos, disnea, fatiga y pérdida de peso. En esta fase, la
enfermedad es clinicamente indistinguible de la de una fibrosis pulmonar o de cualquier otra
etiologia. La exploracion fisica puede revelar dedos en palillo de tambor, en el caso de
enfermedad avanzada, en ocasiones es un signo predictor del grado de deterioro clinico. Esta
forma de presentacion puede evolucionar desfavorablemente llegando a precisar tratamiento con
oxigenoterapia domiciliaria, produciendo hipertension pulmonar y fallecimiento del paciente por
fallo respiratorio. En este estadio la retirada de la exposicion al agente causal solo producira una

discreta mejoria sintomatica.



1.5 Epidemiologia
La prevalencia e incidencia de la neumonitis por hipersensibilidad es baja, aunque con toda
seguridad una de las razones es el subdiagndstico. Ademas, los datos varian en funcion de las
caracteristicas del caso, la presencia de ciertas industrias en las cercanias y los factores de riesgo
del huésped ©#142), S6lo unos pocos individuos de toda la poblacion expuesta desarrollan la
enfermedad y en ello influyen factores genéticos, ambientales y las caracteristicas del propio
antigeno.

El pulmon del granjero es una de las formas mas comunes y afecta al 0,4-7% de todos los
granjeros. 3 La prevalencia cambia mucho por regiones, dependiendo claramente de la

humedad de la zona.

1.6 Antigenos responsables

Se han descrito méas de 50 antigenos diferentes causantes de neumonitis por
hipersensibilidad. Estos agentes etioldgicos se pueden clasificar en tres categorias:
microorganismos (bacterias, hongos y amebas), proteinas animales y compuestos quimicos de
bajo peso molecular (ej. isocianatos y anhidridos acidos). La exposicién a dichos antigenos por
via inhalatoria tiene lugar en una gran variedad de trabajos y aficiones, e incluso de forma

accidental por contaminacion de sistemas de acondicionamiento de aire o humidificadores.

1.7 Patogenia
La neumonitis por hipersensibilidad es una enfermedad inflamatoria crénica causada por
antigenos inhalados que inducen el desarrollo de una respuesta inflamatoria linfocitaria en las

vias aéreas periféricas e intersticio circundante. No todos los antigenos inhalados tienen
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capacidad para desencadenar la enfermedad. Aquellos que inducen neumonitis por
hipersensibilidad tienen algunas caracteristicas que los diferencian de los capaces de inducir
otras enfermedades como el asma, tales como su tamafio, solubilidad, naturaleza particulada y su
capacidad de producir, ademas de la respuesta inmunoldgica, una respuesta inflamatoria
inespecifica. Desde el punto de vista aerodinamico deben tener un tamafio entre 1 y 3 mm de
didmetro, con el fin de alcanzar el alvéolo, a diferencia de los antigenos causantes de asma, que
son mayores (diametro de aproximadamente 30 mm). Ademas, son antigenos que se comportan
como potentes adyuvantes en la respuesta inmunoldgica, pueden activar la cascada del
complemento por la via alterna, estimular a los macréfagos (ej. glucano de la pared celular de
hongos) y la respuesta celular retardada. Por Gltimo, suelen ser resistentes a la degradacion
enzimatica (ej. mucina intestinal de la paloma). “648)

Ademas del antigeno en si mismo, el grado de exposicién también es un factor
importante en el desarrollo de la enfermedad. Se ha demostrado como una concentracion elevada
de antigeno aumenta la prevalencia de la enfermedad en el caso del pulmén de cuidador de aves
y en el del pulmon de granjero. 49

La respuesta inmunoldgica se caracteriza por la proliferacion de linfocitos citotdxicos
CD8+ y por la produccién de anticuerpos especificos, principalmente de isotipo 1gG, debida a la
proliferacion de células plasméticas estimuladas por los linfocitos CD4+ Th2. Todo ello ocurre
después de que las particulas antigénicas han sido procesadas por los macrofagos. No sélo los
individuos enfermos sino también la mayoria de individuos expuestos asintomaticos desarrollan
lo que parece una respuesta inocua productora de IgG. La respuesta de anticuerpos no es
suficiente para causar la enfermedad y se requiere también una respuesta citotdxica de linfocitos

CD8+. Ademas, para el desarrollo de la neumonitis parecen necesarios otros factores. Los
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agentes infecciosos o sus productos (p ej. endotoxinas bacterianas) pueden actuar como
inmunomoduladores. Por otro lado, la existencia de una respuesta inflamatoria inespecifica
parece ser el factor que en muchos casos de individuos sensibilizados pero sanos precipita el
desarrollo de la enfermedad. Asi, en algunos individuos expuestos durante varios afios el inicio
de los sintomas de la enfermedad puede ser producido por una infeccién respiratoria

concurrente.“”)

1.8 Diagnostico
Como se ha comentado antes la neumonitis por hipersensibilidad es una enfermedad
subdiagnosticada por lo que el primer paso para su deteccion seré la sospecha clinica ante un
paciente con cuadros repetidos de sintomas respiratorios y afectacion sistémica, por lo que se
debe interrogar al individuo sobre su trabajo actual y pasado y sus aficiones asi como los

productos que maneja.

1.9 NEUMOPATIAS INTERSTICIALES SECUNDARIAS O ENFERMEDADES
COLAGENO-VASCULARES

La colagena, proteina constituyente de los tejidos conjuntivos, como la piel, los tendones
y el hueso, es la proteina mas abundante del organismo. Se caracteriza principalmente por su
notable resistencia: es una fibra de 1 mm de didmetro y puede soportar una carga de 10 a 40 kg.
La colagena esta constituida por un conjunto de tres cadenas polipeptidicas (1.000 aminoacidos
por cadena), agrupadas en una estructura helicoidal. La glicina constituye la tercera parte de los
aminoacidos de cada cadena, hecho Unico entre todas las proteinas del organismo. La repeticion

de 333 tripletes de forma Gli-X-y preside la estructura de cada una de las cadenas. En la posicion
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X se encuentra, en la mayoria de los casos prolina hidroxilada, dos aminoécidos que no abundan
en la constitucion de las otras proteinas del organismo.

Existen como minimo cuatro tipos de colagena genéticamente distintos (existen muchas
mas), en funcidn de la estructura de las cadenas polipeptidicas o cadenas alfa. La estructura
helicoidal, responsable de la rigidez y la resistencia de las fibras, es especifica de la molécula de
colagena.

La palabra colagena viene de la raiz griega "Kolla" que significa gelatina, goma o
sustancia de unién; el término pues, caracteriza al tejido conjuntivo de origen mesengquimatoso.
En este tejido se encuentran: a) La sustancia fundamental que es rica en albimina y que tiene una
materia viscosa y coloidal de las reacciones propias de los mucoides o glucoproteinas. En esta
sustancia se encuentra el plasma nutritivo que no tiene una composicion propia definida, pues es
un medio metabdlico activo que contiene agua, electrolitos, proteinas, fermentos y otros
productos de intercambio celular, b) Las fibras son de dos clases, elasticas y las colagenas, que
se presentan agrupadas. Su nombre viene de la transformacién que sufren por la coaccion.
Ademas, hay fibras reticulares, ¢) Las células del tejido son los fibrocitos, pero se encuentran
también células endoteliales, histiocitos, linfocitos, granulocitos, monocitos, esteatocitos, células
plasmaéticas, mastocitos y cromocitos, que pueden tener un origen en el mismo tejido o ser
Ilevados a él por la circulacion.

El tejido conjuntivo tiene funciones especiales, tales como de proteccion, de sostén,
relleno, metabolicas y de defensa. No hay que olvidar que a veces se le encuentra con diferentes
aspectos y es debido a que adquiere variantes cuando su disposicion en el organismo lo requiere,

para llevar a cabo funciones especiales.
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Las enfermedades del tejido conjuntivo representan un grupo de enfermedades
inflamatorias mediadas inmunoldgicamente, en las que pueden estar implicados distintos 6rganos
y sistemas, entre ellos el aparato respiratorio a distintos niveles: vias aéreas, parénquima
pulmonar, vasos pulmonares, pleura y tejido muasculo-esquelético del torax. La afectacion
pulmonar en la patologia del tejido conectivo complica su manejo y en muchos casos empeora su
evolucion, siendo causa importante de morbilidad y mortalidad.

En ocasiones los sintomas respiratorios son la primera manifestacion de la enfermedad,
dificultando su diagnostico. Se estima que aproximadamente en el 15% de pacientes que
presentan NID subyace una enfermedad del tejido conectivo (ETC). €%

Las ETC mas relevantes son: Artritis Reumatoide (AR), Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), Esclerosis Sistemica (ES), Polimiositis/Dermatomiositis (PM/DM), Sindrome de Sjdgren

(SS), neumonitis por hipersensibilidad (NH) y Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo (EMTC).

1.9.1Patogenia

Se ha descrito a la NH como causa probable, aunque no Unica de la progresion a

la fibrosis. Las alteraciones observadas en la NH tienen gran parecido con las observadas
en las enfermedades del colageno-vasculares: aumento capilar, proliferacion derivada del
reticulo, proliferacion endotelial y acumulacion de histiocitos, células plasmaticas y linfocitos
durante los primeros periodos de la enfermedad y proliferacion de neutréfilos y eosindfilos en los
procesos mas cronicos, y por fin, degeneracion fibrinoide y necrosis. La hipersensibilidad es
descrita como un factor patologico comdn, aunque no se conozcan bien los factores etiologicos.
Patologicamente las alteraciones morfologicas del tejido conjuntivo, asi como los cambios

quimicos en la sangre tiene un significado importante. Las manifestaciones morfoldgicas son:
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degeneracion mucoide por funcion fibroblastica alterada, lo cual va seguida de degeneracion
fibrinoide y necrosis, debido a la precipitacion de los mucopolisacaridos acidos con fibrinbgeno
y otras proteinas posiblemente de origen local. Posteriormente se desarrollaria una proliferacion
de fibroblastos, células plasmaticas y otros elementos mesenquimatosos. Asimismo, los cambios
quimicos que ocurren en la sangre reflejan las alteraciones que anteriormente hemos sefialado.
Estan disminuidos La albumina plasmaética y el inhibidor de la colagenasa estan disminuidos
mientras que el fibrindgeno, la globulina alfa, la proteina reactiva C, mucopolisacaridos y el
inhibidor inespecifico de la hialuronidasa se encuentran aumentados. Generalmente este aumento
ocurre en las fases agudas y se normaliza durante las remisiones. Es un hecho comprobado
también en las enfermedades del colageno el aumento de las células plasmaéticas en el tejido
enfermo, asi como en la médula 6sea y en la sangre, y es sabido que estas Ultimas son las fuentes
celulares de anticuerpos y de gamma globulinas. Las gamma globulinas anormales determinarian

la lesion difusa de la mesenquima.

2. OBJETIVO
2.1  Objetivo general
Determinar si los niveles séricos de SPD, mir-21 y mir-155, pueden servir como
Biomarcadores para diagnoéstico diferencial de la FPI con respecto a la Neumonitis por
hipersensibilidad y enfermedades colageno-vasculares.
2.2  Objetivos especificos:
o Determinar los niveles séricos de SPD en suero de pacientes con FPI'y

NH, por ELISA.
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o Determinar los niveles séricos de miR-21 y miR-155 en suero de pacientes
con FP1y NH, por PCR en tiempo real.
o Analizar si existen diferencias significativas entre miR-21 y miR-155 con

respecto a FPI

3. MARCO TEORICO

3.1 BIOMARCADORES SERICOS

Los biomarcadores son definidos como marcadores de un proceso o estado bioldgico, es
una caracteristica que es cuantificable de manera objetiva y sirve como indicador de un proceso
biolégico normal, patoldgico o de una respuesta a una intervencion farmacoldgica * Los
biomarcadores son utilizados para ayudar en el diagnostico de una enfermedad y posteriormente
podrian ser usados para monitorear si la terapia esta siendo efectiva. Mas tarde, estos pueden ser
usados para el monitoreo de enfermedades recurrentes. Identificando los Biomarcadores se
pueden incluir como pruebas diagndsticas, y el estado de salud de la persona.®

Las normativas publicadas sobre el diagnostico y tratamiento de la fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI) son establecidas, para conceptuar la evolucion de la enfermedad y juzgar las
respuestas al tratamiento, 3 categorias definidas como mejoria, estabilizacién y empeoramiento,
que se basan en el conocimiento de la intensidad de las variaciones porcentuales que experimenta
la capacidad vital forzada o la capacidad de difusion de monoxido de carbono, la variacion
absoluta que sufre la diferencia alveolo arterial de oxigeno y la apreciacion de la evolucion

clinica (concretamente el grado de disnea) y radioldgica, a lo largo del tiempo. 3334
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Si bien se sabe que el determinante méas s6lido que marca el prondstico y la supervivencia
de los pacientes con neumonias intersticiales idiopaticas es el patron histoldgico de la
enfermedad en el pulmén *°, el porcentaje de pacientes que se someten a una biopsia pulmonar
no suele ser superior a un 30%. Con independencia de si el diagnostico se alcanza por medio del
andlisis histoldgico o por criterios clinico-radioldgicos, el seguimiento de estos pacientes, en
general, se ha venido realizando mediante un conjunto de analisis del comportamiento de las
variables clinicas, funcionales y radiolégicas a las que hemos aludido. Sin embargo, en las
ultimas décadas, en consonancia con un mayor conocimiento de los mecanismos patogénicos de
la enfermedad %43’ ha habido una acelerada biisqueda de marcadores séricos que puedan estimar
la eventual respuesta terapéutica, servir como marcadores de actividad Utiles en el seguimiento

de los pacientes y predecir la supervivencia.

3.2 PROTEINA D DEL SURFACTANTE

El epitelio pulmonar secreta muchas proteinas entre las que destacan el surfactante y
varias proteinas importantes para la inmunidad protectora y la funcion pulmonar. Algunas de
estas proteinas estan presentes en pequefias cantidades en la sangre, asi como el fluido
bronquiolo-alveolar. A medida que estas proteinas son principalmente, si no exclusivamente,
secretadas dentro de las vias respiratorias su aparicion en el compartimento vascular en el cual se
supone es el resultado de salida de fluidos de los pulmones en el torrente sanguineo, los cuales se
pueden utilizar como Biomarcadores de lesion pulmonar y la presencia de estas proteinas en la
sangre refleja la extension de la disfuncion alveolar en la barrera alveolo-capilar. V)

Diversos estudios han relacionado los componentes del surfactante alveolar, con la

regulacion de la sintesis, degradacion y deposito de las proteinas de la matriz extracelular y con
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la proliferacion y actividad de fibroblastos. Takahashi et al®® encontraron que los valores séricos
elevados de SP-D predecian un deterioro acelerado de la funcion pulmonar y los valores sericos
elevados de las proteinas A y D del surfactante (SP-A Y SP-D) eran indicadores de una menor
supervivencia. Otros estudios han corroborado esta relacion entre concentraciones séricas
elevadas de estos marcadores y la supervivencia.

Las proteinas pulmonares enddgenas especificas, como proteinas del surfactante Ay B
(SP-A'Y SP-B) se detectaron por primera vez en la sangre de los nifios con sindrome de
dificultad respiratoria, desde entonces el interés ha crecido considerablemente, lo que refleja los
aspectos cientificos y clinicos y la importancia de la identificacién de Biomarcadores en la
patofisiologia respiratoria.

De entre los biomarcadores méas importantes de lesiones pulmonares, que pueden ser
detectados en el plasma, son el SP-A y el SP-D @)

Las SP-A y SP-D son proteinas hidrofilicas de bajo peso molecular pertenecientes a la
superfamilia de la lectina tipo C y producidas por los neumocitos tipo Il y las células de clara.

El surfactante D (SP-D) es una proteina homotrimérica que es secretada por lectinas
solubles tipo C con dominios de colageno pertenecientes a este grupo denominados colectinas,
estas se componen de unidades estructurales compuestas de tres cadenas polipeptidicas de 43
kDa , cada cadena tiene dodecameros predominantemente con (cuatro subunidades triméricas)
cuatro dominios :

1) una region N-terminal con residuos de cisteina implicados en la oligomerizacion de la

molécula madura de SP-D
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2) una region de colageno con hidroxilados de lisina y residuos de prolina.

3) una region de cuello enrollado a-helicoidal donde se inicia la formacion de la unidad trimérica
inicial

4) carbohidratos dependientes de calcio con un dominio de reconocimiento (CRD) en el
extremo C-terminal que son conservadas en todas las especies [*?!

La proteina madura SP-D es oligomerizada en una molécula dodecamérica con cuatro
unidades triméricas que intervienen juntas en la region N-terminal y dos residuos de cisteina en
cada cadena de polipéptido. Estas familias de colectinas incluyen otros miembros como el
surfactante de la proteina A (SP-A) y la unién de manosa vinculada con lectina (MLB). La
afinidad de un CDR a un solo carbohidrato de un Unico epitopo que se encuentra en la
superficie de un microorganismo patogeno es baja. Sin embargo, a través de la formacién de la
unidad trimérica y la oligomerizacion adicional de la molécula est4, madura, las colectinas tienen
una alta avidez por estructuras de carbohidratos repetidos como se ve en microorganismos. SP-D
promueve la aglutinacién y la fagocitosis de los microorganismos, tiene un efecto quimiotéctico
sobre los fagocitos, modula la respuesta inflamatoria y tiene un efecto directo antimicrobiano.
Algunos estudios han demostrado que la expresion de SP-D puede estar relacionado con una
serie de enfermedades humanas: la fibrosis quistica, neumonia intersticial aguda (SDRA), asma,
displasia broncopulmonar, proteinosis alveolar etc. ©*3

La SP-D juega un papel en la defensa inmune, actuando como una opsonina mejora la
fagocitosis y parece ser que la concentracion de la proteina se relaciona mejor con la extension
del dafio del parénquima pulmonar @ SP-D fue aislada originalmente del surfactante del
pulmon, pero se ha sido demostrado que se expresa en todas las superficies mucosas incluyendo

el aparato genitourinario y el gastrointestinal. SP-D puede ser aislada a partir de diversos fluidos
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corporales, incluyendo el liquido amnidtico, lavado broncoalveolar (BAL), la saliva y el fluido

lagrimal 12)

3.3 miRNAs

A pesar de los progresos significativos y la comprension de la fibrosis en ratones la
patogenia de esta en humanos no esta completamente entendida. La lesion de la célula epitelial
alveolar y la deficiente reparacion es el principal proceso patolégico observado en pacientes con
FPI, una caracteristica distintiva es el desarrollo de &reas con focos de fibroblastos que
representa la actividad de la fibrosis, dentro de estos focos la mayoria de las células son
miofibroblastos que son la fuente principal de produccién anormal de la matriz extracelular. El
fenotipo de un pulmon con FPI es muy diferente al de un pulmoén normal y se refleja en la
participacién de multiples vias como la coagulacion, apoptosis, transicion epitelial mesenquimal
y el desarrollo de procesos.®

Los patrones globales de expresion de RNAm también son draméaticamente diferentes
(16-24) En conjunto estas observaciones sugieren que el mecanismo que afecta a las propiedades
fundamentales de una célula o de un 6rgano puede estar asociado en la patogénesis de la FPI.2

Los microRNA (miRNA) son cadenas de 19-23 nucledétidos (nt), son RNAs que pueden
desempefiar importantes funciones reguladoras en los animales y plantas y estan dirigidos contra
los RNAmM para la represion de la traduccion, los miRNAs comprenden una de las clases méas
abundantes de moleculas reguladoras de genes en organismos multicelulares y pueden participar
en la salida de muchos genes codificadores de proteinas.?223 Los miRNAs, son pequefias
moléculas de RNA que juegan un papel critico en varios procesos fisiologicos tales como el

desarrollo del tejido, la diferenciacion, la proliferacion celular, y la reparacion del tejido 2> 26,
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han surgido en la Gltima década en 6rganos clave reguladores de los fenotipos y son blancos
potenciales para las intervenciones terapéuticas en multiples enfermedades.?”3!

Los miRNAs son cadenas sencillas de ARNm no codificante conservadas
evolutivamente. Se ha demostrado que los miRNAs afectan la estabilidad del ARN mensajero y
en algunos casos influye en la traduccion de las proteinas a través de la secuencia parcial
complementaria con la funcion de interaccionar con el RNAm.

Los miRNAs Son reguladores post-transcripcionales que se unen a secuencias especificas
blogueando la traduccion o causando la degradacion del RNA mensajero, cosa que resulta en el
silenciamiento de genes, los mMiRNA probablemente controlan las vias bioldgicas. Durante el
envejecimiento la expresion desregulada de miRNAs se produce generalmente en grupos, lo que
sugiere que sus acciones podrian ser funcionalmente coordinadas entre si por reguladores
transcripcionales comunes. Con la edad la disrupcidon de esta funcion coordinada contribuye al
desarrollo de enfermedad

El descubrimiento de microRNAs son una nueva clase de reguladores en la expresion de
genes y se sigue a la busqueda de mas actividades. Son numerosos los miRNAs que son
encontrados presentes en suero, plasma y otros fluidos de humanos y ratones en altas
concentraciones (15-20). Estas observaciones causan expectativas en dos aspectos; 1) Son
moléculas encontradas fuera de la célula en altas concentraciones y 2), Estas moléculas son
estables fuera de la célula.

Los miRNAs se han visto implicados en cancer, en enfermedades cardiacas y
enfermedades neurodegenerativas, la diabetes e inflamacion [3 Por otra parte, los miRNAs han

sido involucrados en muchas formas en la fibrosis del tejido - Sin embargo, se siguen haciendo
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determinaciones de la expresion diferencial de los miRNAs para ver si contribuyen a las
variaciones en la progresion clinica de la fibrosis pulmonar. %

Los miRNASs se ajustan al tiempo de la expresion génica por numerosos procesos
celulares en varios organismos eucaridticos. En organismos multicelulares esto afecta el
desarrollo de la traduccion y funciones especificas de la célula. Los miRNAs son més de 500 en
humanos y 450 en ratones, Los métodos computacionales predicen que los miRNAs podrian
regular mas de un tercio de genes que codifican las proteinas, esto implica que regulan muchos
procesos fisioldgicos. Adicionalmente, muchos mediadores pro fibréticos, tales como TGFB
regulan la expresion de miRNAs. 2°

Aunque se han realizado varios estudios en genética, epigenética y protedmica,
recientemente los estudios de la regulacion de los miRNA en la fibrosis pulmonar idiopética
recientemente han atraido mucha la atencion. Nuevos estudios demuestran que los miRNAs
estan modulando la fibrosis en varios 6rganos incluyendo el pulmdn, en lugar de trabajar a través

de una via los miRNAs regulan la expresion en el conjunto completos de genes 2

TABLA 2 Niveles de microRNAs en pulmones con FPI vs pulmones sanos.
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TABLA 3 Efectos de algunos microRNAs involucrados en el desarrollo de FPI.

Table 1. MicroRNAs in fibrosis
MicroRNA Effect Organism Organ Reference
miR-155 Profibrotic Human, mouse Lung 52,32
let-7d Antifibrotic Human, mouse Lung 32
miR-21 Profibrotic Human, mouse Lung, heart 3
miR-29 Antifibrotic Human, mouse, rat Lung, liver, heart
miR-30 Antifibrotic Human, rat Heart, lung
miR-133a Antifibrotic Mouse, human, rat Liver, heart
miR-192 ofibrotic Rat, mouse Kidney
miR-215 Profibrotic fouse Kidney
miR-216, miR-217 Profibrotic Mouse Kidney
miR-377 Profibrotic Mouse Kidney
miR-132 Antifibrotic Mouse Liver
miR-150, miR-194 Antifibrotic Rat Liver
miR-15b, miR-16 Antifibrotic Rat Liver
miR-27a, miR-27 Profibrotic Rat Liver
miR-20! Profibrotic Mouse Heart
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Aproximadamente 10% de los microRNAs muestran cambios significativos en el pulmén
con FPI. Entre los microRNAs que son mas significativos son miembros de la familia de let-7,
mir-29 y mir-30 o bien los miR17~92 entre los grupos de regulados up stream son mir-155y

mir-21.

3.4 miR21 EN LA FIBROSIS PULMONAR

Liu et al estudiaron el papel de miR-21 en FP1.%° Ellos mostraron que la expresion de
miR-21 se incrementa en los pulmones de ratones tratados con bleomicina, asi como en los de
los pacientes con FPI donde se localizan miofibroblastos. La inhibicion de miR-21 en los
pulmones tratados con bleomicina reduce la gravedad de la fibrosis y la diferenciacion de
miofibroblastos. TGFf induce la expresion de miR21 y miR21 los cuales vuelven a incrementar
los niveles de TGFP1 y la activacion fibrogénica de fibroblastos pulmonares inhibidos por la

inhibicion Smad y Smad7 y por la reduccién Smad 2 por la fosforilacion.

Estudios previos prueban que miR21 esté involucrado en las vias de sefializacion de
TGFB1 y esta estimula la expresion corriente arriba de miR21, el cual es un mediador del efecto
de TGFP1 en células humanas del miisculo vascular liso.”® Una correlacion significativa entre la
expresion de miR21 son los niveles TGFB1 fundamentados en el cancer de seno’, miR21 esta
sobre-expresado en muchos tipos de cancer y se dirige a varios genes supresores de tumores
incluyendo la tropo miosina.2

La primera observacion es que miR21 aumenta los niveles de miofibroblastos en
pulmones con FP1 y es probable que su inhibicion pueda limitar la fibrosis o estimularla El

concepto de que los microRNAs son una clave reguladora de la fibrosis y que estas
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intervenciones afectan la expresion y a su vez la modulacion de la fibrosis. Més especificamente,
los resultados sugieren que la modulacion de miR21 y sus objetivos deben ser evaluados como

una probable estrategia terapéutica futura en FPI.

3.5 miR155 EN LA FIBROSIS PULMONAR

Pottier et al®® han demostrado que hay un aumento en la expresion de miR-155 después
del tratamiento con TNF-a e IL-1p, asi como reduccion de la expresion después de tratamiento
con TGFB1 en fibroblastos de pulméon humanos. Estudios funcionales han demostrado que el
factor de crecimiento de queratinocitos (FGF-7) fue un objetivo directo de miR-155y que la
transfeccidn causa la migracién de fibroblastos. La regulacion corriente arriba de miR-155 se
correlacion6 con el grado de fibrosis pulmonar en ratones C57BL/6 y ratones BALB/c después

de la administracién de bleomicina.

Aunque los autores no determinaron si miR-155 es efectivamente un regulador up stream
en los pulmones de los pacientes con FPI, se observé la regulacién positiva de mir-155 en la FPI,
miR-155 se procesa a partir de un exén de un ARN no codificante transcrito a partir de la célula
B integrado en un grupo localizado en el cromosoma 21. miR-155 est4 implicado en la
diferenciacion y la regulacion de las células hematopoyéticas originales® y es altamente
sobreexpresado en los linfomas de células B de origen activo. Los ratones transgenicos
sobreexpresan miR-155 en las células en el desarrollo de células pre-B con desordenes
linfoproliferativos, que mas tarde progresan hasta completar linfomas de células B.%

Uno de los primeros descubrimientos de los miRNAs 155 que es relevante en la fibrosis

es el receptor de la angiotensina Il tipo | (AT la globulina alfa, la proteina reactiva C,
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mucopolisacaridos y el inhibidor inespecifico de la hialuronidasa 1R) ¢’ .Un aumento en los
niveles del receptor AT1R parece contribuir al proceso fibrético en la sintesis de colédgeno y la
actividad de los fibroblastos se ve reforzada en respuesta a la estimulacion de AT1R,® esta
altima se incrementa en ratones tratados con bleomicina y en pulmones del FPI donde se puede
localizar fibroblastos intersticiales.®®

Aunque, no esta claro si la modulacion de mir-155 afectara el fenotipo del pulmén con
fibrosis, los resultados publicados sugieren que miR-155 debe incluirse en los miRNA dirigidos

a la intervencion con fines terapéuticos en la fibrosis pulmonar.

3.6 INMUNOENSAYO ENZIMATICO

Los inmunoensayos desempefian funciones vitales en el diagnostico de enfermedades, la
vigilancia del grado de respuesta inmune humoral y la identificacion de moléculas de interés
biol6gico o médico. Estas valoraciones difieren en su rapidez y sensibilidad; algunas son
estrictamente cualitativas, otras son cuantitativas.

El Inmunoensayo enzimatico es una técnica en la cual uno de los reactantes, el anticuerpo
o el antigeno, se fija a un soporte sélido previamente a su interaccion con el reactante
complementario. Debido a esta caracteristica de la técnica y al uso de anticuerpos acoplados a

enzimas la técnica se describe como ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay).

3.7PCR
La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular desarrollada en 1986 por

Kary Mullis,! cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN
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particular, partiendo de un fragmento; en teoria basta partir de una Unica copia de ese fragmento
original, o molde.

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar
hebras de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para separar
las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacion y, a continuacion, dejar
que vuelvan a unirse a polimerasas para que vuelvan a duplicarlas.

Termociclador: aparato en el que se efectua la PCR convencional, todo el proceso de la

PCR esta automatizado mediante este aparato, este permite calentar y enfriar

3.8 PCR EN TRANSCRIPTASA INVERSA (RT-PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) es una de las
tecnologias de apoyo de la era gendmica y se ha convertido en el método de eleccion para la
deteccion de ARNm, (Bustin 2000). ® Varios factores han contribuido a la transformacion de
esta tecnologia en una herramienta de investigacion principal. ©

El molde inicial es ARN y se requiere de una transcriptasa inversa, para realizar la
conversion del ARN a un tipo de DNA Ilamado cDNA (ADN complementario).

Es una de las herramientas principales de investigacion: (i) como un ensayo homogéneo
que evita la necesidad de un procesamiento posterior a la PCR, (ii) un amplio rango dinamico
(107 veces) que permite la comparacion directa entre los ARN que difieren ampliamente en su
abundancia, y el ensayo tiene €l potencial cuantitativo de la PCR, asi como un ensayo cualitativo
(Ginzinger 2002). 1°

La Transcripcion inversa es el pequefio paso de conversion de RNA en un cDNA, existe

una importante contribucion a la variabilidad y falta de reproducibilidad frecuentemente
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observado en experimentos de RT-PCR. En primer lugar, el estado dinamico de las células hace
que sea inevitable que exista una variacion inherente en el ARN preparado a partir de muestras
bioldgicas. En segundo lugar, la purificacién del ARN puede ser de calidad variable y, una vez
extraido, es inestable. En tercer lugar, la eficiencia de la ARN-a cDNA en la conversion es
dependiente sobre su abundancia en la muestra. Es significativamente mas bajo cuando las
plantillas de destino son raras (Karrer et al. 1995) y se ve afectada negativamente por ser no
especifica o de poco acido nucleico presente en la Reaccion de RT (Curry et al. 2002, Stahlberg

et al. 2004b).

3.9 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El objetivo es aumentar el nimero de copias de un fragmento dado de ADN. Para
lograrlo existen tres pasos esenciales que se repiten de 25-35 ciclos en el termociclador la cual
aumenta o disminuye la T° de los tubos que contiene la reaccion de PCR en periodos cortos de
tiempo ©

Desnaturalizacion:

Consiste en separar la doble cadena de DNA separando los enlaces entre las hebras
dobles convirtiéndolas en hebra sencilla 94-95% 45 seg.

Alineamiento:

Los iniciadores se unen a las hebras guias mediante complementariedad de bases. Los
mismos se hibridan en regiones especificos de la hebra sencilla de ADN (depende de los TM de
iniciadores)

Tm Se define como la T° a la cual el 50% de los oligonucledtidos presentes en la reaccion

se han hibridizado con su hebra complementaria.
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Extension:

La unién del primer y la hebra guia es reconocida por la DNA polimerasa la cual va
colocando nuevos nucleétidos de acuerdo a la secuencia de la hebra guia. la polimerasa reconoce
esta secuencia que por complementariedad forma DNA de hebra doble y comienza a colocar
bases nitrogenadas. La polimerasa va colocando los dinucledtidos trifosfatos (ANTP's) de 5°-

3'leyendo el DNA DE 3°-5" la T° que se utiliza para la extension es de 72°. (8)

3.9.1 PCR EN TIEMPO REAL (qPCR)

La principal caracteristica de la reaccién de gPCR es que permite cuantificar la cantidad
de ADN presente en la muestra original. Se puede dividir en las técnicas basadas en
fluorocromos no especificos y en técnicas basadas con sondas especificas.

En las técnicas basadas en fluorocromos, el ADN, ve multiplicada su cantidad con cada
ciclo este se une al fluorocromo (generalmente SYBR Green) produciendo fluorescencia que es
medida por el termociclador apto para Real Time PCR. Permite cuantificar sélo una secuencia
por reaccion, pero tiene la ventaja de utilizar primer normales para su realizacion. Es mucho mas
econdmica que la realizacién de PCR Tiempo real con sondas especificas.

Las técnicas basadas con sondas especificas utilizan una sonda unida a dos fluorocromos
que hibrida en la zona intermedia entre el cebador directo (forward) y el inverso (reverse),
cuando la sonda esté intacta, presentan una transferencia energética de fluorescencia por
resonancia (FRET). Dicha FRET no se produce cuando la sonda esté dafiada y los dos
fluorocromos estan distantes, producto de la actividad 5'-3' exonucleasa del ADN polimerasa.
Esto permite monitorizar el cambio del patrén de fluorescencia y deducir el nivel de

amplificacion del gen.
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La mayoria de estos inconvenientes se han solucionado con la introduccion de la PCR
realizada en tiempo real (q-PCR), que elimina cualquier proceso post-PCR puesto que
monitoriza la progresion de la amplificacion en el momento en que ocurre. A diferencia de la
PCR convencional (en punto final), que mide la acumulacion ADN al final de un nimero
predeterminado de ciclos, con g-PCR esto se hace durante el proceso de amplificacién usando
fluorescencia, de forma que su aumento es proporcional a la cantidad de ADN formada. El
proceso se puede automatizar facilmente usando un sistema que realice la amplificacion
(termociclador) y que a su vez sea capaz de leer fluorescencia.

Estos métodos permiten que el recipiente de reaccion deba permanecer sellado durante
todo el proceso. A diferencia de los métodos de punto final en una concentracion final de
amplificacion tiene poca relacion con la concentracion inicial de plantilla, los métodos en tiempo
real muestran una buena correlacion entre el termociclador y las claras sefiales medibles
(normalmente se conoce como el ciclo umbral o CT) y la concentracion de la plantilla de partida.
Por lo tanto, los métodos en tiempo real son enfoques eficaces de la cuantificacion de la plantilla.
Como resultado, estos métodos se conocen como métodos de PCR cuantitativa (qQPCR) a

menudo.

4. DESARROLLO EXPERIMENTAL
4.1 Poblacion de estudio
Se van a incluir en el estudio 52 pacientes con FPI, 54 pacientes con enfermedad
pulmonar intersticial no relacionada con FPI, 56 pacientes con enfermedad pulmonar no
intersticial y 36 controles pareados por edad para poder ser estudiados por la técnica de ELISA.

Los pacientes que se van incluir en el estudio de miRNASs son 10 pacientes con FPI,10 pacientes
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con enfermedad pulmonar intersticial no relacionada con FPI, 10 pacientes con enfermedad no
intersticial y controles

Criterios de Inclusion para pacientes

1) Pacientes del INER con diagndéstico documentado de FPI, Neumonitis por
hipersensibilidad o neumopatia secundaria a enfermedad colageno-vascular segun las guias de
ATS/ERS/JRS/ALAT.

2) Hombres o mujeres de 30 afios de edad o mayores.

3) Que hayan firmado el consentimiento informado por escrito.

4) Disponibles para las visitas del estudio

Criterios de Exclusion para pacientes

1) Cualquier signo de enfermedad aguda (exacerbacién aguda) 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) No dispuesto o incapaz de efectuar las pruebas de funcion respiratoria.

Criterios de Inclusidn para sujetos sanos

1) Hombres o mujeres de mayores de 40 afios

2) Que hayan firmado el consentimiento informado

3) Que no se conozcan portadores de enfermedad pulmonar

Criterios de Exclusion para sujetos sanos

1) Cualquier signo de enfermedad aguda en los 30 dias anteriores a la visita 1

2) Diagnostico conocido de otros trastornos respiratorios importantes (tuberculosis,

sarcoidosis, aspergilosis, enfermedad pulmonar obstructiva cronica)
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3) Patrén obstructivo o sugerente de restriccion pulmonar posterior a la espirometria

4.2 Obtencion de sueros
Se obtuvieron 15 ml. de sangre de vena periférica tanto en pacientes como en controles la

cual se centrifugd a 2500 rpm para separar el suero, el cual serd almacenado a -70°C, hasta su

uso.
Alicuotas de suero
Se tomaré una alicuota de 250ul de suero y de plasma para su posterior uso por la técnica
de ELISA.

4.3 Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima. (ELISA)

Las determinaciones de las proteinas se haran de acuerdo a las instrucciones del
fabricante de los estuches de BIOVENDOR ELISA. Este procedimiento se llevaréa a cabo de
acuerdo al inserto proporcionado en el catdlogo del bioVendor Research and Diagnostic
Products. Human Surfactant Protein D Elisa Cat. No. RD 19405910. La concentracion de
proteinas en suero es muy alta por lo que se tuvieron que hacer diluciones 1/20 en el buffer del
estuche. En este caso las diluciones se hicieron con el buffer de dilucion que viene en el estuche

de biovendor especificamente para SP-D y la dilucién que se hizo fue 1/20.

4.4 Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima. (ELISA) para SP-D.
Protocolo para ELISA Proteina D del surfactante humano Biovendor Research and
Diagnostic Products cat. No.: RD194059101

Procedimiento de Ensayo:
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10.

11.

12.

Pipetear 100uL (de estdndares, controles de calidad, buffer de dilucion (= blanco) y las
muestras de suero diluido 1 en 20, por duplicado, en los pozos adecuados.

Incubar la placa entre 23 a 27°C durante 2 horas, agitando a 300 rpm en un agitador de
microplacas.

Los pozos se lavaron 5 veces con solucion de lavado (0,35 ml por pozo). Después del
lavado final, se invirti6 y sacudi6 la placa firmemente contra el papel absorbente. Se
afiadieron 100pl de la solucidn con el anticuerpo marcado con biotina en cada pozo.

La placa se incub6 a 23 a 27°C durante 1 hora, agitando a 300 rpm en un agitador de
microplacas

Los pozos se lavaron 5 veces con solucion de lavado (0,35 ml por pocillo). Después del
lavado final, se invirti6 y sacudi6 la placa firmemente contra el papel absorbente.

Se afiadi6 100pl de estreptavidina-HRP conjugado en cada pozo.

Se incubo la placa a 23 a 27 ° C durante 1 hora, agitando a 300 rpm en un agitador de
microplacas

Los pozos se lavaron 5 veces con solucion de lavado (0,35 ml por pocillo). Después del
lavado final, invertir y sacudir la placa firmemente contra el papel absorbente.

Se afladieron 100ul de solucidn de sustrato en cada pocillo. Evitando la exposicion de las
microplacas a la luz solar directa, cubriendo la placa con aluminio.

Se Incubo la placa durante 15 minutos a 23-27°C. No agitar la placa durante esta
incubacion.

Se detuvo el desarrollo del color mediante la adicion de 100 pl de solucion de stop.

Se determino la absorbancia de cada pocillo utilizando un lector de microplacas ajustado

a 450 nm, preferiblemente con la longitud de onda de referencia fijado a 630 nm (rango
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aceptable: 550 - 650 nm). La absorbancia debe ser leida dentro de los 5 minutos después

del paso 12.

Célculos la lectura de absorbancia de las microplacas:

La mayoria de los lectores de microplacas realizan célculos autométicos de la
concentracion del analito. La curva estandar se construye trazando la absorbancia media () de
los estandares frente a la concentracidn conocida (X) de los estandares en escala logaritmica,
utilizando el algoritmo de cuatro pardmetros. Los resultados se informan como la concentracion
de Proteina Surfactante D (ng/ml) en las muestras.

Alternativamente, se puede utilizar la funcion logit log para linealizar la curva estandar,
es decir el logit de la absorbancia media (YY) se representa frente al log de la concentracion
conocida (X) de los estandares.

La concentracion medida de las muestras y los controles de calidad calculados a partir de
la curva estandar debe multiplicarse por su respectivo factor de dilucién, porque las muestras y
los controles se han diluido antes del ensayo, ejem. 13,5 ng/ml (de la curva estandar) x 11 (factor

de dilucion) = 148,5 ng/ml.

4.5 PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION DE miRNAs, miRNease Serum/
Plasma Kit (CAT. NO. 217184)

Este protocolo es para el ARN total, incluyendo pequefios RNAs, a partir de pequefios
volumenes (hasta 200ul) de suero, plasma, u otros fluidos corporales.

1-. Se descongelaron las muestras de suero y plasma.
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2-. Se Afadieron los volumenes de reactivo de lisis Qiazol a la muestra (por ejemplo, por
200puL de la muestra, afiadir 1 ml de reactivo de lisis Qiazol). Mezclando mediante agitacion o
pipeteando arriba y abajo.

3-. Se incubo el tubo ya homogeneizado a temperatura ambiente (15-25°C) durante 5
min.

4-. Se afiadieron 3,5 pl miRNeasy Suero / plasma Spike-En el control (de 1,6 x 108 copias
/ uL)

5.- Se afiadié cloroformo volumen a volumen a la muestra de partida y el tubo se tapa de
forma segura (por ejemplo, para la muestra 20uL, afadir 20pL de cloroformo). Agitando
vigorosamente durante 15 s

6.-Se Incubo a temperatura ambiente durante 2-3 min

7.- Se centrifugd la muestra durante 15 min a 12.000 xga 4 ° C

8.-Se transfirié la fase acuosa superior a un nuevo tubo de coleccion, después se transfiri6
la interfaz adicionando 1.5 volimenes de etanol al 100% (por ejemplo, para 600uL de fase
acuosa, afiadir 900pL de etanol) Mezclando con pipeta.

9.- Se pipetearon 700uL de la muestra, incluyendo cualquier precipitado, en una columna
de coleccion de MinElute RNeasy y colocandolo en un tubo de coleccion de 2ml, cerrando la
tapa y centrifugando a> _8000 x g. el 15s a temperatura ambiente. Descartando el sobrenadante

10.- Repetir el paso 9 usando el remanente de las muestras.

11.- Se afiadieron 700uL de buffer para la columna de centrifugacion MinElute RNeasy.

Cerrando la tapa y centrifugando durante 15 s en > 8000 xg. Descartando el sobrenadante
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12.- Se pipetearon 500pL de buffer RPE en la columna de centrifugacion MinElute
RNeasy. Cerrar la tapa, y se centrifugar durante 15 segundos a 8000 xg. Descartar el
sobrenadante.

13.- Se afiadieron 500pL de etanol 80% a TGE para la columna de centrifugacion
MinElute RNeasy. Cerrar la tapa y centrifugar durante 2 minutos a > 8000 x g. Descartar el
sobrenadante.

14 -. Se colocd la columna de centrifugacion MinElute RNeasy en un nuevo tubo de
recoleccion de 2 ml (Abriendo la tapa de la columna de centrifugacion y centrifugando a méxima
velocidad durante 5 minutos para secar la membrana. Descartando el sobrenadante.

15.- Se colocdé de columna centrifugacion MinElute RNeasy en un nuevo tubo coleccion
de 1.5 ml. Adicionar 14pL de agua libre RNasa directamente en el centro de la membrana de la
columna de centrifugacion, cerrando la tapa suavemente y centrifugando durante 1 minuto a
velocidad maxima para diluir el RNA.

16.- Reportar la concentracion de Acidos Nucleicos midiendo la absorbancia 260/280

4.6 Protocolo de RT

1.- Cuantificacion del RNA por espectrofotometro

2.- Dependiendo de la concentracion del RNA que esta en ng/pL sacar el calculo para
obtener 1ug/ul de muestra y ponerlo en un tubo para PCR

3.- Llevar la muestra a 8uL con agua DePC.

4.- En un tubo preparar 1pL de Buffer de DNAsa 10x y 1uL de DNAsa I esto por cada
una de las muestras que se obtengan

5.- Incubar en un termociclador a 37° por 30 min
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6.- Sacar del termociclador y agregar 1uL. de EDTA (tiocianato de guanidina, urea, 2,-

mercaptoetanol) para inactivar las RNAsas por cada tubo de muestra que se obtenga. Los

miRNA son susceptibles de degradacion por lo que no se afiade EDTA y se pasa directo al paso

8.

7.- Incubar 10 min a 65°C en el termociclador

8.- Se prepara en un tubo la siguiente mezcla:

[ ul
Muestra 2 ul
DNTP'S 015 pl
MASTER MIX 1 ul
10X BUFFER 1.5 pl
BNASAS 0.19 pl
INHIBITHOR

AGUA 7.16 pl
PRIMER Jul
miR155-

miR-21

9.- Meter a termociclador con el siguiente protocolo:

25%c

55°

55°

00:=10"

4°%°c

00.10

60:00

60:00

00: 05

o

10.- Guardar muestras a -20°c para su posterior uso en PCR

4.7 Protocolo para PCR

1.- Preparar la siguiente mezcla con las proporciones indicadas en la placa de PCR de un

termociclador Icycler, las muestras se prepararon por triplicado, junto con los blancos.

pzg de | abs
Sp-D

100 3.4925
50 2.651
25 1.5355
12.5 0.7925
6.25 0.3735
313 0.1355
1.56 0.036
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2.-Programar el termociclador ICYCLER dependiendo de la sonda que se va a usar, el tiempo y

el tipo de PCR que se va a usar.

16|/ 30 AP=FZa S5/5 R
i i i

5. RESULTADOS

5.1 GRAFICAS

Gréficas de resultados de las absorbancias obtenidas del ELISA realizado para SP-D

Datos obtenidos para la curva estandar SP-D
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Gréfica 2.- comparacion de los resultados de las absorbancias obtenidas de SP-D

por grupo de enfermedades ELISA SPD

RESULTADOS DE LA EXTRACCION DE miRNAS
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Gréfica 1. Datos obtenidos en cada una de las muestras para miR155
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Grafica 2.-Datos obtenidos en cada una de las muestras para miR21
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Graéfica 3.- Comparacion de resultados entre mirl55, mir2l

40



== controles

w =
_.
e ]

W fibroticos
alveoliticos
2
1 ‘
D | L] 1 1 | ]
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Grafica 4.- Datos obtenidos de mir-21 en cada uno de los grupos de pacientes.
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Gréfica 5.- Datos obtenidos en cada uno de los grupos para mirl55

6. ANALISIS DE RESULTADOS
Analisis estadistico. La comparacion de los datos de los distintos grupos a partir de las

concentraciones obtenidas Sp-D se realizaron mediante ANOVA y las pruebas post hoc para



comparacion multiple con Analisis respectivamente Tukey. Se realiz6 después de la
transformacion logaritmica. En todos los analisis se adoptd un nivel de significancia <0,05. De
acuerdo con otros estudios se realizaron con GRAD PAD VERSION, SPSS 19.0 software
Estadisticas

Los datos obtenidos de las concentraciones de miRNAs se graficaron en Excel

7. OBJETIVOSY METAS ALCANZADOS

El objetivo de este trabajo fue demostrar si existe una relacion significativa en la
expresion de algunos de los Biomarcadores detectados en suero que puedan servir como una
forma de diagndstico de las siguientes enfermedades: FPI, Alveolitis Alérgica y enfermedades
colageno- vasculares. No se alcanz6 el objetivo deseado debido que no se contaban con
suficientes muestras para poder llevar a cabo el estudio, Sin embargo, con respecto a los
resultados, estos fueron obtenidos en el tiempo sugerido para este trabajo.

La cuantificacion de la proteina SP-D por la técnica de ELISA para cada grupo demostro
que no hay una diferencia significativa que demuestre que esta proteina se exprese en mayor
concentracion en alguno de los grupos Se encontrd que en comparacion con los controles se
observé mayor expresion de esta proteina en cada uno de los grupos tanto en FPI, Alveoliticos, e
Inmunoldgicos. Se encontrd que existe una mayor expresion de la concentracion de SP-D en el
grupo con pacientes que presentan un diagndstico con alveolitis alérgica.

En los resultados que se obtuvieron de los pacientes en los que se queria encontrar la
expresion de alguno de los miRNAs (miR155-miR21) se encontro que hay una mayor expresion

de miR-21 en las muestras, analizadas. Por grupo se encontrd que existe una mayor expresion en
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las muestras con Alveolitis alérgica y en el analisis de miR155 en el grupo de fibréticos, hay una

mayor expresion de miR21.

En las dos técnicas usadas para determinar la expresion de estos Biomarcadores no se

pueden tomar como confiables los resultados obtenidos por el tamafio de muestra.

8. CONCLUSIONES
Como conclusion debemos sefialar que se han encontrado multiples Biomarcadores
séricos que han sido de gran ayuda para poder caracterizar el proceso fibrosante de la FPI'y
poder llevar a cabo un buen tratamiento. En este estudio no se encontraron resultados favorables
que nos indiquen que si existe una relacion entre concentracion del SP-D y miRNAs con relacién
al desarrollo de la enfermedad probablemente por el nimero limitado de muestras que se
obtuvieron, Sin embargo, los articulos revisados para este demuestran que si existe una

correlacion
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9. ANEXOS

Tabla 1:_Clasificacion de las neumopatias intersticiales difusas

PRIMARIA Fibrosis Pulmonar Idiopatica (neumonia
intersticial usual; alveolitis fibrosante
criptogénica)

SECUNDARIA Agentes agresores conocidos:

Inhalacién de particulas inorgénicas
(neumoconiosis)

Inhalaciébn de particulas organicas
(neumonitis por hipersensibilidad)
Inhalacién de gases, humos, vapores y
aerosoles

Medicamentos

Radiaciones

Venenos Aspiracion crénica de reflujo
gastroesofagico

Infecciones

Edema pulmonar crénico

Uremia cronica

Neoplasias

Agentes agresores o enfermedades de

etiologia desconocidos

Enfermedades colageno vasculares
Sarcoidosis

Histocitosis x

Sindromes Pulmonares hemorragicos
Enfermedades hereditarias

Vasculitis pulmonares

Espondilitis anquiolisante

Neumonia intersticial linfoide o linfocitica
Neumonia intersticial de células gigantes
Neumonia intersticial descamativa
Neumonia organizada con bronquiolitis
oblilaterante (BOOP)
Linfagioleiomiomatosis
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Figura 1: Esquema que resume las principales causas de una neumopatia intersticial

difusa

Enfermedades colageno vasculares y
sindrome nefro- pulmonares

T Causas inhalatorias:
Enfermedades granulomatosas: Neumoconiosis
5, idosis > Neumonitis por
Histiocitos x hipersensibilidad
Beriliosis NEUMOPATIA Gases humos, vapores,
A INTERSTICIAL aerosoles
E ] DIFUSA
Algunas entidades
Enfermedades hereditarias: especificas:
E'sd‘emslsmbemﬂ ] EBOOP
. de Neumonia eosinofilica
Pu i ) Fibrosis pulmonar Iatrogénicas (drogas,
eurcfibromatosis . rad)
Hipercalcemia idiopatica Proteinosis alveolar
hipocalcitrica Enfermedad venoodusiva
Hemosiderosis pulmonar

ANALIS EN GRADPHAD

Tablefnsalyzed Data 1

One-way analysis of variance
AMNALISIS DE RESULTADOS

P value < 0.0001
F valuesummary -

Are means signif. different? (P <0.05] Yes
Murber of groups 4

F 25.81

R sguared 0.3343

Bartlett's test for egual variances

Bartlett'sstatistic {cormectad) 22.24
P value = 0.0001
F valuesummary -

Do the variances differ signif.(F < 0.08) Yes

ANOVA Table 55 ol ME

Traastment (betweencolumns) 2728000 3 3262000

Residual (withincolumns) 19480000 153 127400

Total 202230000 156

Tukey'sMultipleComparison Test Mean Diff q Significant? P < 0.057 Summary D5% CI of diff
Controles vs Alveoliticos -Gag.2 12.00 Yes - -206.5 10 -475.6
Controles vs Fibroticos -528.0 a.142 Yes - -740 B to-31582
‘Controles vs Inmunologicos -482 .4 7716 Yes - -G83.1 to -241.7
Alveoliticos vs Fibroticos 1581 2.904 Mo ns -42.47 to 358.7
Aheoliticos vs Inmuncologicos 2237 3945 Yes = 1478 to 432.7

Fibroticos vs Inmunclogicos §5.82 1.145 Mo ns -146.Gto 278.8
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