Universitat

de les Illes Balears

TRABAJO FIN DE GRADO

Papel de las células madre mesenquimales
pulmonares en la progresion de la fibrosis pulmonar
idiopatica

Gabriel Escarrer Garau

Grado de Biologia

Facultad de Ciencias

Afio Académico 2021-22



Papel de las células madre mesenquimales
pulmonares en la progresion de la fibrosis pulmonar
idiopatica

Gabriel Escarrer Garau

Trabajo de Fin de Grado
Facultad de Ciencias

Universidad de las llles Balears
Afio Académico 2021-22

Palabras clave del trabajo:

Fibrosis pulmonar idiopética, bleomicina, células madre mesenquimales pulmonares,
reparacion, envejecimiento

Nombre Tutor/Tutora del Trabajo: Josep Mercader Barcel6

Autor Tutor
Se autoriza la Universidad a incluir este trabajo en el Repositorio
Institucional para su consulta en acceso abierto y difusion enlinea, Si No | Si No
con fines exclusivamente académicos y de investigacion



Indice

ResumMeEN / RESUM / ADSTIACT ..ouiiiieieiceese ettt sttt s naas 5
INTFOTUCCION ettt ettt s b s b st e et et e st e st e bt eb e s b e st et et et eneeneeseesesbeseeean 6
HIPOLESIS Y ODJELIVOS ...ttt ettt n et nae e 9
MaAtErial Y MELOTOS ..ottt b ettt sttt b et ee 10
1. CUIIVOS CEIUIAIES ......ooviiiieieeeee ettt ettt sttt et neebeseenaen 10
2. ANIMales Y ProCeAIMIENTOS ........cceviieeiecieeeete ettt sttt et e et e s reebesteesaebesreessesreennas 10
3. ODBtENCION UE MUESIIAS ....cuvevievieiiriisierteeei ettt eese et e stesbesaesaesseseeseeseesessensestens 11
4. Procesamiento del BAL Y @naliSiS CEIUIAT ............ccooueiieireiniireceee e 12
5.  Extraccion de RNA Y PrOtEINGS ....c.ooueuirieirieirieerierteetesie ettt 12
6.  REIrO-TrANSCIIPCION.......eiiieteetecteeete ettt ettt st e st a et e e e e besbeesbesteesaebesrnensesseennas 13
A ¢ | = O SRRSO 14
S T VAV L= T (= o T = (o | SRR 14
ST U | = To o 1 PSS 15
1. Lableomicinay las IPFLMSC disminuyen del peso corporal. ........cccoceeceveneeceneeveesneennne, 15
2. Lainoculacion de LMSC no tiene efecto sobre el nimero de células del sistema inmune
[0 =T 2 7 SRRSO 16
3. Laexpresién de marcadores proinflamatorios no esta afectada por las LMSC ni la
(o] =T 0] 101 Td 0 = VAT 17
4. Lainoculacion de LMSC no afecta la expresion de componentes de la matriz extracelular
iNduCida POr BIEOMICINGL ....ccuiieieiicieceee ettt et et sbe e e besas e besbeensesteesnans 18
5. Lainoculacion de IPFLMSC, en presencia de bleomicina, aumenta la concentracion
proteica de a-SMA Y CILOQUETALINA-B.........cc.cceeieiiecteeieceetece ettt sttt te et s re b e s beeaesteernens 19
DISCUSION .ttt sttt et st e st e ket e b et e b et et e e e b e s e bt et e st et e st st e st e benesbe st ebeneene 21
B i OGIATTA . etieeeeecce ettt ettt b et et et e e e eneereerearenrens 24



Abreviaciones

a-SMA

a- actina del musculo liso (a-smooth muscle actin)

BAL

liquido broncoalveolar (bronchoalveolar liquid)

EMT

transicién epitelial a mesenquimal (epithelial to mesenchymal transition)
IL-1B

inteleucina-1B (interleukin-10)

IL-6

Interleucina-6 (interleukin-6)

IPF

fibrosis pulmonar idiopatica (idiopathic pulmonary fibrosis)

LMSC

células madre mesenquimales de pulmon (lung mesenchymal stem cells)
MCP-1

proteina quimioatrayente de monocitos-1 (monocyte chemoattractant protein-1)
MSC

células madre mesenquimales (mesenchymal stem cells)

TGF-B

factor de crecimiento transformante-f (transforming growth factor-g)
TNF-a

factor de necrosis tumoral-a (tumoral necrosis factor-a)



Resumen / Resum / Abstract

Resumen: La fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) es una enfermedad pulmonar intersticial
caracterizada por la acumulaciéon de componentes de la matriz extracelular que provoca una
destruccion de la organizacion tisular. El papel de las células madres mesenquimales de pulmon
(LMSC) en la IPF se desconoce. Estudios preliminares in vitro muestran que las LMSC de
pacientes con IPF presentan un fenotipo senescente y expresan a-SMA. En el presente estudio
in vivo, se ha evaluado el papel de las LMSC, tanto de donantes sin enfermedad pulmonar
intersticial (non-ILD) como de pacientes con IPF, en el desarrollo de fibrosis pulmonar inducida
por bleomicina. La Bleomicina disminuye significativamente el peso corporal, aumenta
significativamente la concentracion de células del sistema inmunitario en el BAL y la expresion
de los marcadores fibréticos colageno y fibronectina en los pulmones. A diferencia de las non-
ILD LMSC, la inoculacion de LMSC de pacientes con IPF disminuye el peso corporal y, en
presencia de bleomicina, aumenta las concentraciones de las proteinas a-SMA vy citoqueratina-
8 en los pulmones. Se concluye que las LMSC de pacientes con IPF, en presencia de un
estimulante profibrético, promueven la adquisicién de caracteristicas de miofibroblastos en el

pulmén de ratones.

Resum: La fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) es una malaltia pulmonar intersticial que es
caracteritza per la acumulacié de components de la matriu extracel-lular que provoca una
destrucci6 de la organitzacid tissular. El paper de les cél-lules mare pulmonars (LMSC) en la IPF
es desconegut. Estudis preliminars in vitro indiquen que les LMSC de pacients amb IPF
presenten un fenotip senescent i expressen a-SMA. En el present estudi in vivo, s’ha avaluat el
paper de les LMSC, tant de donants sense cap malaltia pulmonar intersticial (non-ILD) com de
pacients amb IPF, en el desenvolupament de la fibrosis pulmonar induida per bleomicina. La
bleomicina disminueix el pes corporal dels ratolins, augmenta la concentracié de cel-lules del
sistema immunitari i la expressio dels marcadors fibrotics col-lagen i fibronectina en els pulmons.
A diferencia de les non-ILD LMSC, la inoculacié de LMSC de pacients amb IPF disminueix el pes
corporal, i, en presencia de la bleomicina, augmenta la concentracio de proteines a-SMA i
citoqueratina-8 en els pulmons. Se conclou de que les LMSC de pacients amb IPF, en presencia
de un estimulador profibrotic, promou I'adquisicié de caracteristiques de miofibroblasts en els

pulmons dels ratolins.



Abstract: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is an interstitial lung disease characterized by an
accumulation of extracellular matrix which cause lung architecture destruction. The role of lung
mesenchymal stem cell (LMSC) in IPF is still unknown. Previous in vitro studies show that LMSC
from IPF patients present a senescent phenotype and express a-SMA. In the present in vivo
study, the role of LMSC from donor without interstitial disease (non-ILD) and IPF patients in the
development of the bleomycin-induced pulmonary fibrosis has been evaluated. Bleomycin
significantly decreases body weight, increases the concentration of immune cells in BAL and the
expression of fibrotic markers as collagen and fibronectin in the lung. Unlike the non-ILD LMSC,
the inoculation of LMSCs from IPF patients decrease body weight and increased the
concentrations of a-SMA and cytokeratin-8 proteins in the lungs. The conclusion is that IPF
LMSC, in the presence of a profibrotic stimuli, promote the acquisition of myofibroblast

characteristics in mice lungs.

Introduccioén

La fibrosis pulmonar idiopatica (IPF, idiopathic pulmonary fibrosis) es una neumonia intersticial
de causa desconocida. Es una patologia asociada al envejecimiento que se caracteriza por una
disfuncién pulmonar causada por una acumulacién excesiva de matriz extracelular, que se suele
diagnosticar en pacientes de entre los 55 y los 75 afios. En cuanto a la epidemiologia de la IPF,
es la primera o la segunda, dependiendo del pais, enfermedad pulmonar intersticial mas comun
(Sauleda, et al. 2018). Sin embargo, la metodologia utilizada para el diagnéstico de la
enfermedad resulta muy poco practica y lenta, por lo que la mayoria de pacientes cuando se les

diagnostica tienen una esperanza de vida de pocos afios (Du Bois,. 2010).

La IPF es una enfermedad crénica y progresiva que acaba resultando letal. Ademas, se
caracteriza por ser heterogénea, es decir, encontramos tanto zonas del parénquima poco
dafiadas o sanas como zonas fibréticas en las que se producen elevadas cantidades de
componentes de la matriz extracelular, produciendo asi una destruccion de la arquitectura
pulmonar. Estas zonas fibroticas, a diferencia de otras enfermedades intersticiales, se
desarrollan a causa de una activacion de fibroblastos desencadenada por las células epiteliales
pulmonares. Esta activacion surge de la siguiente forma: las células epiteliales pulmonares

envejecidas presentan un fenotipo senescente (Alvarez, et al. 2017), por lo que son muy



sensibles a sufrir microlesiones por agentes como el tabaco, virus... Estas microlesiones
provocan la muerte celular del epitelio, lo cual estimula la proliferacién y migraciéon de diferentes
tipos celulares para intentar reparar la microlesién. Debido que esta reparacion no se consigue,
las células epiteliales reclutan fibroblastos, los cuales secretan TGF-B, un factor de crecimiento
gue estimula a las células epiteliales a transformarse en células mesenquimales (“Epithelial to
Mesenchymal Transition” (EMT)) y a los fibroblastos a diferenciarse en miofibroblastos, los cuales
son fibroblastos que expresan a-Smooth Muscle Actin (a-SMA). Todos estos tipos celulares
acaban derivando en focos de fibroblastos, los cuales secretan grandes cantidades de
componentes de la matriz extracelular (Fig. 1). Por lo cual, no es de extraiar que
sintomatologia de estos pacientes sea tos y disnea de esfuerzo crénica y progresiva (King Jr, et
al. 2011).
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Fig. 1: Esquema realizado por King Jr et al. (2011) en el que se representa la formacién de los focos de fibroblastos
y miofibroblastos en la IPF

Pese a que la causa de la patologia sea desconocida, existen factores que incrementan el riesgo
de desarrollar la IPF. Por ejemplo, mutaciones en los complejos telomerasa o shelterina y en las
proteinas del surfactante estan relacionadas con la IPF (Krauss, et al. 2019). Ademas, existen
factores ambientales, como la contaminacién, el polvo de metales y el tabaco, que se han

asociado con el desarrollo y/o progresion de la enfermedad (Fig. 2). Mas recientemente, se ha



propuesto que la dieta y la microbiota pulmonar podrian tener un papel importante en la FPI
(Mercader-Barcelo, et al. 2020).

En experimentacion, el modelo animal més utilizado es la cepa de raton C57BL/6, al que se le
induce fibrosis pulmonar mediante la administracién de 2U/Kg de bleomicina (Moore, et al. 2008),
aungue la dosis puede variar entre 1-4 U/kg. La bleomicina es un agente antitumoral que tiene
como efecto secundario la induccion de enfermedades pulmonares debido a lesiones en el tejido
provocadas por roturas en la cadena de DNA vy lesiones en las células debido a oxidacion
(Sleijfer,. 2001). Este compuesto induce una fibrosis pulmonar diferente a la IPF ya que, en el
caso de la bleomicina, la patologia se desarrolla con mayor rapidez y, entre el dia 21 y 28
después de su administracion, la fibrosis se resuelve por si sola, por lo que no es un modelo del
todo representativo de la IPF (Tashiro, et al. 2017). En este modelo animal, los marcadores
bioguimicos e histologicos de fibrosis pulmonar se estudian en el dia 14 tras la administracion de
bleomicina (Moore, et al. 2008).
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Fig. 2: Esquema realizado por Maher, et al. (2007) en el que se representa los diferentes factores ambientales que
incrementan el riesgo de IPF y el desajuste que provocan activando diferentes vias, el cual acabado desencadenando
una deposicion excesiva de matriz extracelular

En las Ultimas 3 décadas, se han realizado numerosos estudios centrados en la busqueda de
una terapia para la IPF. Estos estudios demostraron que algunos de los farmacos, como el
nintenadib o la pirfernidona, tienen un efecto anti-fibrético reduciendo el deterioro del tejido

pulmonar y aumentando la esperanza de vida del paciente (King Jr, et al. 2014) (Richeldi, et al.



2014). No obstante, estos farmacos presentan efectos secundarios en algunos pacientes y no
consiguen revertir el proceso de la patologia (Somogyi, et al. 2019). Por ese mismo motivo, los
estudios actuales se han centrado en terapias alternativas como la terapia de células madre
mesenqguimales (MSC), en las que se observan resultados beneficiosos (Averyanov, et al. 2020).

Las células madre mesenquimales de pulmon (LMSC, Lung mesenchymal stem cells) son las
células madre residentes encargadas de reparar y mantener el parénquima pulmonar. Una célula
madre se considera mesenquimal cuando tiene el potencial de diferenciarse en células de la
linea mesodérmica y expresa proteinas de membrana especificas como CD105, CD90 y CD73
(Dominici, et al. 2006). Las LMSC, ademas de poder diferenciarse en los 3 tipos celulares del
mesodermo, también tienen la capacidad de diferenciarse en fibroblastos y en miofibroblastos
(Sinclair, et al. 2013). Los estudios preliminares in vitro del grupo de investigacion i-Respire
muestran que las LMSC presentan caracteristicas de senescencia celular, incluyendo una menor
actividad proliferativa y metabdlica (Truyols, et al. 2021), asi como disfuncién mitocondrial
(Truyols, et al. 2021). Estos resultados son indicativos de agotamiento celular y sugeririan una
menor capacidad reparadora y regeneradora. Por otra parte, sorprendentemente, las LMSC de
pacientes IPF expresan a-SMA y dicha expresién se incrementa en respuesta al TGF-beta, lo
gue significaria que han adquirido un fenotipo de miofibroblasto y sugeriria que podrian contribuir
activamente al desarrollo de la IPF. Para poder esclarecer el papel de las LMSC en la progresion
de la fibrosis deberian realizarse estudios in vivo.

Hipotesis y objetivos

En base a los resultados in vitro anteriormente mencionados, la hip6tesis de este estudio es: Las
LMSC de pacientes IPF participan activamente en el desarrollo de la fibrosis pulmonar en

respuesta a un entorno profibrético. Por lo tanto, el objetivo general de este estudio es:

Evaluar el efecto de las LMSC de pacientes IPF en la progresion de la fibrosis pulmonar utilizando

un modelo animal.
Obijetivos especificos:

1) Analizar el efecto de LMSC aisladas de pacientes IPF y pacientes sin enfermedad
pulmonar intersticial.

2) Analizar el efecto de las LMSC humanas en presencia y ausencia de dafio pulmonar.



3) Analizar el efecto sobre marcadores de inflamacion, fibrosis y activacion de
miofibroblastos.

Material y métodos

1. Cultivos celulares

Se recogieron muestras tisulares de pulmén de necropsias de pacientes de fibrosis pulmonar
idiopatica y de donantes sin enfermedad pulmonar intersticial por los centros Hospital
Universitario de Bellvitge, Hospital Universitario Son Espases y Lund University Hospital (Suecia).
Una vez recogidos los tejidos, las células madre mesenquimales de pulmén (LMSC) fueron

aisladas por estos centros mediante el protocolo estandarizado de Kajstura, et al. (2011).

Para este experimento, primero se validé la potencialidad de las LMSC mediante el test de
Rohart, un test basado en el andlisis de microarrays para diferenciar las células madre
mesenqguimales de los otros tipos celulares (Rohart, et al. 2016). Seguidamente, se cultivaron las
LMSC hasta el pase 6-8, en el que fueron despegadas del frasco mediante una incubacion de 1-
2 minutos a 37°C con tripsina/EDTA 1x. Una vez las células estaban suspendidas, se introdujeron
en un tubo conico y se diluyeron en PBS para evitar que la tripsina dafiara a las células.
Posteriormente, se centrifugd el tubo a 1,3 rpm durante 3,5 minutos para precipitar las células.
Una vez centrifugado, se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron en 800ul de PBS. Se
realizé un contaje celular mediante la camara de Neubauer y el colorante azul de tripano.
Finalmente, se prepararon dos microtubos estériles con aproximadamente 2000 LMSC por ul
para la inoculacién en ratones, uno con LMSC de pacientes con fibrosis pulmonar (IPF-LMSC) y

el otro con LMSC de donantes sin enfermedad pulmonar intersticial (non-ILD-LMSC).

2. Animales y procedimientos

Ratones hembra de la cepa consanguinea C57BL/6 de fenotipo salvaje fueron utilizadas como
modelo animal para este estudio. El dia 0, los ratones se dividieron en 2 grupos en funcién de la
sustancia administrada, el grupo Bleo y el grupo PBS. El grupo Bleo (n=21) recibi6 una
administracion por via intratraqueal de 2U/Kg de bleomicina con la ayuda de una céanula estéril
atraumatica. Para ello se calcul6 el volumen a administrar a cada ratén en funcion de su peso.

El grupo PBS (n=15) se le administr6 PBS mediante la misma metodologia en funciéon de su
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peso. Cabe destacar que la diferencia en el nimero de ratones por grupo obedece a compensar

la mortalidad producida por la bleomicina.

48 horas posterior a la administracion, cada grupo se dividié en 3 subgrupos: 3 subgrupos de
n=5 del grupo PBS y 3 subgrupos de n=7 del grupo Bleo, cada uno en una jaula asignada y con
comida y agua ad libitum. A un subgrupo se le inocularon 100.000 non-ILD-LMSC (Bleo-
nonlLDLMSC y PBS-nonILDLMSC), al otro subgrupo se le inocularon 100.000 IPF-LMSC (grupos
Bleo-IPFLMSC y PBS-IPFLMSC), y al subgrupo restante se le administraron 50ul de PBS (grupos
Bleo-PBS y PBS-PBS). Tanto para la administracion como para la inoculacion, los ratones fueron
previamente sedados con 1,5 pl/g de Anesketin 100mg/ul:Sedaxylan 20mg/ul (3:2) por via
intraperitoneal. Se realiz6 un seguimiento del peso corporal de los ratones en los dias 4 y 14.

3. Obtencion de muestras

Dia 14 post-administracién de bleomicina, todos los ratones fueron sacrificados por inhalacién
de diéxido de carbono. Una vez sacrificados, los ratones se pesaron y se recogieron muestras
de liquido bronco alveolar (BAL, broncoalveolar liquid) y de pulmén de cada individuo. Para
obtener el BAL, se realiz6 una traqueotomia para poder introducir y recoger 1000ul de PBS con
la ayuda de una canula estéril (Fig. 3A). Una vez se recogi6 el BAL, se introdujo el fluido en un
microtubo estéril previamente identificado y se conservé a 4°C hasta su procesamiento. En el
caso de los pulmones, primero la sangre fue drenada introduciendo PBS 1x en el ventriculo
derecho del corazén (Fig. 3B). Posteriormente, los I6bulos derechos fueron introducidos en

nitrégeno liquido y conservados a -80°C para analisis de expresion, mientras que el I6bulo

izquierdo fue perfundido en paraformaldehido al 4% para analisis histologicos (Fig. 3C).

Fig. 3: A. Céanula flexible insertada en la traquea para poder introducir el PBS y recoger el BAL. B. Pulmones de un
raton del grupo PBS-PBS después del drenaje de sangre. C. Lobulo izquierdo del pulmdn preparado para ser
introducido en paraformaldehido al 4%.
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4. Procesamiento del BAL y andlisis celular

Una vez se obtuvo el BAL, 200ul de BAL fueron introducidos en un nuevo microtubo estéril para
ser centrifugados a 800rcf durante 3 minutos a 4°C. Posteriormente, se retird 180ul de
sobrenadante para conservarlo para futuros estudios. Una vez retirado parte del sobrenadante,
180ul de tampdn de lisis fueron introducidos en el microtubo estéril con el pellet para
resuspenderlo. Después de una incubacién de 10 minutos, las muestras fueron leidas con la
ayuda de un citémetro de flujo. El citbmetro cuantifica las particulas de la muestra, que en este
caso son las células residentes del liquido broncoalveolar. Las células son clasificadas por el
citobmetro en linfocitos, macréfagos y granulocitos segun la cantidad de luz que divergen de las

células, que depende del tamafio y la complejidad (Fig. 4).
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Fig. 4: Ejemplo de las gréaficas que proporciona el citbmetro al analizar el BAL. El eje de abscisas representa la
complejidad celular y el eje de ordenadas al tamafio de la célula. Cada color representa una poblacion celular, de
manera que el rojo son linfocitos, el lila macréfagos y el azul granulocitos.

5. Extraccion de RNA y proteinas

El tejido previamente congelado fue homogeneizado por crio-pulverizacion mediante cuentas
magnéticas para poder dividir la muestra en dos partes totalmente homogéneas. Es necesario
homogeneizar la muestra debido a la heterogeneidad de la fibrosis pulmonar. Una parte fue

destinada a la extraccion de RNA y la otra para la extraccion de proteinas.

En cuanto a la extraccion de RNA, primero se disocio el tejido crio-homogeneizado incubandolo

con 300pl de trizol durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadio 100l
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de cloroformo y se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez finalizada la
incubacién, los microtubos se centrifugaron a 14.000rpm durante 15 minutos a 4°C para separar
la muestra en 3 fases. Se recogio la fase acuosa y se continud el aislado de RNA con un kit
comercial (Extractme Total RNA Kit, Blirt) el cual permitié purificar la muestra de RNA y eliminar
el DNA con un tratamiento de DNasas. Una vez el RNA estaba aislado y purificado, se cuantificd

con el uso de un espectrofotdmetro de tipo Nanodrop.

En cuanto a la extracciéon de proteinas, el tejido crio-homogeneizado se introdujo en tampon de
lisis RIPA. Seguidamente, se mejoro la eficiencia de lisado con la ayuda de un sonicador. Una
vez las muestras estaban lisadas, se centrifugaron a 12000rpm durante 10 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes resultantes fueron cuantificados con el método del acido bicinconinico (BCA)
mediante un kit comercial (Pierce™ BCA Protein Assay, ThermoFisher Scientific) en placa de
ELISA de 96 pocillos. Una vez cuantificado, se prepararon alicuotas para SDS-PAGE a una
cantidad de proteina total de 20ug afiadiendo una cantidad proporcional de tampén de carga
segun Laemmli (1970). Finalmente, se desnaturalizaron las proteinas de las alicuotas a 90°C

durante 1 minuto y se conservaron a -20°C hasta realizar el Western Blot.

6. Retro-transcripcion

Una vez cuantificado el RNA aislado de todas las muestras, 500ng de cada muestra fueron
introducidos en nuevos microtubos estériles y enrasados a 10ul con agua libre de RNasas.
Posteriormente, se incubaron las muestras a 60°C durante 5 minutos para desnaturalizar el RNA.
Una vez desnaturalizado, se introdujeron 10ul de master mix de un kit comercial (cDNA synthesis
kit). Esta master mix contiene 2ul de 10x RT reaction buffer, 1ul de inhibidor de RNasas, 1ul de
transcriptasa inversa “transcript me”, 1yl de random nonamers, 1l de dNTP 10mM mix y 4ul de
agua libre de RNasas. Finalmente, se programé el termociclador para poder realizar la

retrotranscripcion (Tabla 1).

TO Minutos
25°C 10
50°C 30
85°C 5

4°C %

Tabla 1: Ciclos programados en el termociclador
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Una vez se obtuvo el cDNA de la retrotranscripcion, se diluyd 10 veces con agua libre de RNasas
para inactivar los componentes de la master mix y que estos no interfirieran en la eficiencia de la
PCR.

7. gPCR

Una vez obtenido el cDNA, se realizaron PCR cuantitativas (real time-PCR o gPCR) para poder
determinar la expresion de marcadores fibréticos y proinflamatorios. En cuanto a los marcadores
fibroticos, se utilizaron primers de genes que codifican para proteinas de la matriz extracelular
como fibronectina y colageno, y a-SMA. En cuanto a los marcadores proinflamatorios, se
utilizaron genes que codifican para citoquinas e interleucinas proinflamatorias. Para realizar la
gPCR, se utilizaron placas de 96 pocillos, en los cuales cada pocillo contenia 2,5ul de muestra
de cDNA y 7,5ul de master mix. Para realizar la master mix, se us6 un kit comercial (Sensifast
SYBR No-ROX kit). Una vez la placa contenia todas las muestras con la master mix
correspondiente, se sell6 con la tapa, se centrifugé a 2000 rcf durante 1 minuto para concentrar
todos los componentes en el fondo del pocillo y finalmente, se introdujo en la maquina Bio-Rad

cfx96 light cycler programada con los ciclos recomendado por el kit comercial de la master mix.

8. Western Blot

Las alicuotas de proteinas fueron cargadas en geles de poliacrilamida al 10% con SDS y se
procedi6 a la electroforesis en cubeta vertical, primero a 80 V y luego, cuando las muestras ya
estaban introducidas en el gel, a 120 V durante aproximadamente 90 minutos. Posteriormente,
los geles se desensamblaron de los moldes y se procedi6 a la transferencia a membrana de
PVDF de 0,45um de poro previamente activada con metanol absoluto. Se utiliz6 el método de
transferencia semiliquida mediante el aparato de transferencia TransBlot TURBO (BIO-RAD) con
un protocolo personalizado de 40 minutos a 22 V y 1,2 A. Una vez acabada la transferencia, las
membranas fueron bloqueadas con tampén de bloqueo (BSA 5%, Tween-20 1% y azida sédica
0,05% en TBS) durante 1h a temperatura ambiente en agitacién continua. Seguidamente, se
realizaron incubaciones de 1h en anticuerpo primario no conjugado o conjugado con peroxidasa
de rabano (HRP) preparados segun se indica en la Tabla 2, a 4°C durante 12 h en agitacion
continua. Posteriormente, se realizaron 4 lavados de 5 minutos con TBS-T y se procedi6 a una
segunda incubacién de 1h a temperatura ambiente con anticuerpo secundario (en el caso de los

anticuerpos primarios conjugados no se realizé este paso). En el caso de la incubacion con anti-

14



B-actina conjugado con HRP, se realizd un previo protocolo de stripping de 10 minutos con un
tampdn comercial (Western Blot Stripping Buffer, Santa Cruz Biotechnology, sc-281698) y se
repitié el blogueo de la membrana. Las membranas fueron reveladas utilizando el principio de la
guimioluminiscencia con una solucién de peréxido y sustrato ECL comercial (SuperSignal™ West
Dura Extended Duration Substrate, ThermoFisher Scientific, 34075). La sefial emitida fue
captada mediante el aparato LAS 100 (GE Healthcare) y las bandas fueron cuantificadas con el

programa de analisis de imagen ImageStudio Software (Li-COR).

Dilucion NC de Casa
Anticuerpo de Eluyente : .
: referencia Comercial
trabajo
Anti-B-actina monoclonal Sl fdh
de ratén conjugado con | 1:25000 | BSA 5% en TBS A3854 9
HRP (Merck)
Anti-a-SMA monoclonal . Tampon de Sigma-Aldrich
de raton e bloqueo ners (Merck)
Antl-C|toquerat|na-8_ 1:5000 Tampon de ab53280 Abcam
monoclonal de conejo bloqueo

Tabla 2: Anticuerpos utilizados para la revelaciéon de membranas

Resultados

1. Lableomicinay las IPFLMSC disminuyen del peso corporal.

El andlisis del porcentaje de pérdida de peso corporal de ratones se ha realizado con los datos
de dia 4 como medida indirecta del dafio pulmonar, y de dia 14 del tratamiento, para comprobar
si alguno de los grupos presenta una recuperacion significativa en el desarrollo de la patologia.
Los resultados de dia 4 muestran que la bleomicina reduce significativamente el peso (P=0,006).
En concreto, las diferencias significativas se observan cuando se comparan el grupo PBS-PBS
con el grupo Bleo-PBS (P=0,019) y el grupo PBS-nonILD-LMSC con el Bleo-nonILD-LMSC
(P=0,002) (Fig. 3). Las IPFLMSC también demuestran tener un efecto en la disminucion del peso
corporal, ya que el grupo PBS-IPFLMSC presenta diferencias que son significativas con los
grupos control (P=0,01) y non-ILD-LMSC (P=0,001). Debido a esta reduccion del peso, el grupo
Bleo-IPFLMSC no presenta diferencias significativas con el grupo PBS-IPFLMSC (Fig. 5A).
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En cuanto a los resultados de dia 14, la bleomicina produce el mismo efecto significativo que las
pérdidas de peso de dia 4, con diferencias que son significativas en los grupos control (P=0,001)
y non-ILD-LMSC (P=0,003) (Fig. 5B). Ademas, las IPF-LMSC también mantienen el efecto
reductor del peso corporal en el dia 14, ya que el grupo PBS-IPFLMSC vuelve a presentar
diferencias con los grupos PBS-PBS (P=0,0001) y PBS-non-ILD-LMSC (P=0,0001) (Fig. 5B).

< 1204 A _?; 1104 B - res
g oo . o l B3 nonILDLMSC
= P 3 100+ ., B3 IPFLMSC
5 £
f 80— = #
E) %) 90
2 60- 'g
X I S s0- T
PBS Bleo PBS Bleo

Fig. 5: Promedio del % de pérdida de peso de dia 4 (A) y dia 14 (B) respecto a dia 0. El simbolo * representa diferencias
significativas entre los grupos PBS y Bleo, por ejemplo * representa la diferencia significativa entre PBS-PBS y Bleo-
PBS. El simbolo # sefala la diferencia entre los subgrupos del grupo PBS. Un ANOVA de 2 vias y el test
multiparamétrico Bonferroni han sido utilizados para analizar diferencias entre grupos.

2. Lainoculacion de LMSC no tiene efecto sobre el nimero de células del sistema
inmune del BAL.

La bleomicina aumenta la concentracion de células del sistema inmunitario presentes en el BAL,
ya que al comparar el nimero de eventos por pl observamos diferencias significativas en
linfocitos (P=0,0281), macréfagos (P=0,0068) y granulocitos (P=0,0006) (Fig. 6). En condiciones
normales, los granulocitos son el tipo celular mas abundante. En cambio, en presencia de
bleomicina, los linfocitos son los mas abundantes, al ser los que presentan un mayor % de
incremento con la bleomicina (9 veces mayor) en comparacion a los macrofagos (7 veces mayor)
y los granulocitos (6 veces mayor). Por otro lado, no observamos diferencias causadas por el

factor de células, ni en ratones sanos ni en ratones tratados con bleomicina.
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Fig. 6: Numero de eventos de linfocitos (A), macréfagos (B) y granulocitos (C) por ul. Treatment hace referencia al
tipo de administracién que recibieron y Cells al tipo de células que fueron inoculadas. Un ANOVA de 2 vias y el test
multiparamétrico Bonferroni han sido utilizados para analizar diferencias entre grupos.

3. La expresion de marcadores proinflamatorios no esta afectada por las LMSC ni
la bleomicina.

La expresion pulmonar del marcador de infiltracibn de monocitos, el MCP-1, no esti
significativamente incrementada en respuesta a la bleomicina (P=0,356) (Fig. 7A). Asimismo, la
expresion de citoquinas proinflamatorias no se ve alterada por la bleomicina, a excepcion de la
expresion de la interleuquina6 (IL-6) (Fig. 7B), en la que se puede observar una clara tendencia
a aumentar que no es significativa por la variabilidad en la respuesta a la bleomicina (P=0,08).
La inoculacion de células tampoco induce diferencias significativas, ni en los subgrupos PBS ni
en los Bleo, en la expresion de los genes MCP-1 (P=0,356), IL-6 (P=0,4396), TNF-a (P=0,9721)
y IL-1B (P=0,4035). En la Fig. 7C y 7D podemos observar los niveles de expresion de TNF- a 'y
IL-1P respectivamente.
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Fig. 7: Expresioén de proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) (A), interleucina-6 (IL-6) (B), factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) (C) e interleucina-18 (IL-18) (D) relativa a gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenas (GAPDH) e
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT). Treatment hace referencia a la administracion que recibieron y
Cells a las células inoculadas. Un ANOVA de 2 vias y el test multiparamétrico Bonferroni han sido utilizados para
analizar diferencias entre grupos.

4. La inoculaciéon de LMSC no afecta la expresion de componentes de la matriz
extracelular inducida por bleomicina.

En la expresién de componentes de la matriz extracelular, se observa cémo tanto la expresion
de colageno como de fibronectinal (Fig. 8A 'y 8B) se ven aumentadas por la bleomicina (P=0,015
y 0,012 respectivamente). El estudio multiparamétrico de la expresién de colageno indica que el
efecto de la bleomicina presenta una tendencia a aumentar méas evidente en el grupo Bleo-PBS
(P=0,059). Tanto las non-ILD-LMSC como las IPF-LMSC no modifican la expresion de colageno
(P=0,669) ni de fibronectina (P=0,857), ni por si solas ni ante la presencia de la bleomicina. En

la expresion de acta-2 no se observan diferencias significativas por el tratamiento con bleomicina
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(P=0,328). Tampoco hay diferencias significativas por el efecto de las células en la expresion de

acta-2, ni por si solas ni en presencia de bleomicina (P=0,8573) (Fig. 8C).
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Fig. 8: Expresion de colageno (A), fibronectina (B), y acta-2 (C) relativa a gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenas
(GAPDH) e hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT). Treatment hace referencia a la administraciéon que
recibieron y Cells a las células inoculadas. Un ANOVA de 2 vias y el test multiparamétrico Bonferroni han sido utilizados
para analizar diferencias entre grupos.

5. Lainoculacién de IPFLMSC, en presencia de bleomicina, aumenta la
concentracion proteica de a-SMA y citoqueratina-8

La bleomicina no incrementa de manera significativa la concentracion de a-SMA (P=0,1503)
porque hay variabilidad de respuesta entre los grupos Bleo. En concreto, se observa un nivel
significativamente mayor de a-SMA en el subgrupo Bleo-IPF-LMSC en comparacion con el
subgrupo Bleo-nonlLD-LMSC (P=0,0094). A diferencia de la administracién de bleomicina, la
inoculacion de LMSC aumenta significativamente la concentracion de a-SMA. El efecto de las
células se observa al comparar el grupo Bleo-IPFLMSC con el grupo PBS-PBS (P= 0,0237) y
Bleo-non-ILD-LMSC (P=0,0094). Considerando ambos andlisis se deduce que las IPF-LMSC,
pero no las non-ILD-LMSC, son responsables del incremento de a-SMA. Por el contrario, en
ausencia de bleomicina ni las IPF-LMSC ni las non-ILD-LMSC parecen tener efecto en la proteina
a-SMA (Fig. 9).
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Fig. 9: A. Niveles de proteina de a-SMA. B. Cuantificacion de la sefial de las bandas de a-SMA normalizada con el
control de carga (B-actina). El simbolo * representa los diferencias significativas entre los grupos PBS y Bleo. El
simbolo # sefiala la diferencia dentro del grupo de Bleo o PBS. Un ANOVA de 2 vias y el test multiparamétrico
Bonferroni han sido utilizados para analizar diferencias entre grupos.

En cuanto a lo citoqueratina-8, la bleomicina si que aumenta la concentracion de esta proteina
(P=0,001). Este incremento sélo se observa en el grupo Bleo-IPFLMSC al compararlo con los
grupos PBS-PBS (P=0,004) y PBS-nonlLDLMSC (P=0,036). Las non-ILD-LMSC no parecen
tener ningun efecto, ni por si solas ni en presencia de bleomicina (Fig. 10).
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Fig.10: A. Niveles de proteina de Citoqueratina-8. B. Cuantificacion de la sefial de las bandas de Citoqueratina-8
normalizada con el control de carga (B-actina). ElI simbolo * representa diferencias significativas entre los grupos PBS
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y Bleo. Un ANOVA de 2 vias y el test multiparamétrico Bonferroni han sido utilizados para analizar diferencias entre
grupos.

Discusion

La IPF es una enfermedad pulmonar crénica relacionada con el envejecimiento que actualmente
carece de tratamiento efectivo, resultando letal, por lo que su investigacion dirigida a esclarecer
las bases moleculares y celulares sigue siendo necesaria (Sueblinvong, et al. 2010). Este estudio
se ha centrado en conocer el papel de las LMSC humanas sobre pulmones con un ambiente
fibrético, ya que en resultados anteriores in vitro se observé que las LMSC de pacientes IPF
adquieren un fenotipo miofibroblastico y que, en presencia de TGF-f3, aumenta la expresion de
PAI-1, una proteina que inhibe las enzimas encargadas de degradar la matriz extracelular, por lo
gue la actividad de PAI-1 induce la acumulacién de componentes de la matriz extracelular
(Gharaee-Kermani, et al. 2008). Este es el primer estudio en el que se ha investigado el papel de
las MSC pulmonares. Otros estudios, centrados en células madre mesenquimales (MSC),
humanas o de ratén, han utilizado células de otros tejidos como la médula ésea o el tejido
adiposo. Estos estudios estan enfocados en analizar el potencial terapéutico de las MSC y
demuestran que la inoculacién de estas células en modelos murinos de fibrosis inducida por
bleomicina disminuye la concentracion de citoquinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF-qa, y la
expresion a-SMA, reduciendo asi la inflamacion y la fibrosis (Gad, et al. 2020). Esto no se
correlaciona con nuestros resultados, ya que las non-ILD-LMSC no parecen atenuar efecto de la
bleomicina, a excepcién de la expresion de colageno, donde se observa una tendencia en la que
sélo el grupo Bleo-PBS presenta una mayor expresion que el grupo PBS-PBS, lo que podrian
sugerir que las LMSC de individuos sin enfermedad pulmonar intersticial limitan parcialmente el

efecto profibrético inducido por la bleomicina.

En los estudios de las MSC existe una gran variabilidad en la metodologia, ya que hay
divergencias en el niumero y el tipo de MSC inoculadas, la via utilizada para la inoculacién de
estas células y el momento en el que son inoculadas (Srour y Thébaud,. 2015). EI nimero de
células es un factor importante ya que se desconocia si una dosis elevada de MSC podria
provocar efectos adversos. Sin embargo, estudios demuestran que en pacientes con IPF,
elevadas dosis de MSC, del orden de billones de células, no perjudican a la salud del paciente,
si no que en algunos casos se observa una mayor reduccion en la progresion de la patologia

(Averyanov, et al. 2020) (Zhao et al. 2021). EI momento de la inoculacion es de gran importancia
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ya que puede cambiar totalmente el enfoque del estudio, de manera que, se puede estudiar el
efecto terapéutico de las MSC inoculdndolas una vez establecida la patologia (dia 14 a partir de
la administracién de bleomicina) o podemos observar el efecto preventivo si se inoculan el mismo
dia de la administracién del agente profibrético. En el caso de las MSC de médula ésea (BMMSC,
bone marrow MSC), la inoculacion temprana parece tener efectos mas beneficios que la
inoculacion tardia (Zhang, et al. 2019). El presente estudio, mas que la resolucién de la
enfermedad, se enfoca en el papel que tienen las LMSC en el desarrollo de la IPF. El modelo
animal utilizado también influye en la variabilidad de los resultados ya que, en el andlisis realizado
por Srour y Thébaud (2015), se comparo el efecto de la inoculacién de MSC en la expresion de
TNF-a de varios estudios, y solo en un estudio, el cual utilizaron ratones SCID en lugar de ratones
C57BL/6 o ratas SD, se observo una disminucion de la expresién de TNF-a, es decir, un efecto
anti-inflamatorio de las MSC. En el caso de las LMSC, no se observa este efecto anti-inflamatorio.
Esto puede deberse a la variabilidad de la metodologia mencionada anteriormente. Por ejemplo,
la cantidad de células que fueron inoculadas puede ser la causa de estas diferencias con
respecto a otros estudios, ya que en otros estudios (Huang et al. 2015) se han inoculado una
cantidad de MSC 10 veces mayor que en nuestro estudio.

El envejecimiento es un mecanismo natural que afecta a la viabilidad y funcionalidad de todos
los tipos celulares. Las IPF-LMSC presentan signos de envejecimiento acelerado de acuerdo con
los resultados preliminares in vitro. Esta caracteristica también se observa en estudios con
BMMSC de pacientes IPF, que ademas de presentar un fenotipo senescente, tienen una limitada
capacidad de reparacion al inocularlas en modelos murinos con fibrosis inducida por bleomicina
(Cardenes, et al. 2018). Sin embargo, en nuestro estudio observamos que las LMSC no solo no
disminuyen los efectos de la bleomicina en el desarrollo de la fibrosis, sino que ademas participan
activamente en el desarrollo de la patologia, ya que la inoculacién de éstas, en presencia de
bleomicina, aumenta la expresion de a-SMA, una proteina presente en el citoesqueleto de los
miofibroblastos que promueve un fenotipo contractil en los fibroblastos (Shahar, et al. 1999). De
manera que, el aumento en la expresion de esta proteina promueve la adquisicion de un fenotipo

miofibroblastico en las células pulmonares de ratén (Fonseca, et al. 2011).

La bleomicina es un antitumoral que era utilizado como tratamiento de algunos tipos de cancer
como el linfoma de Hodgkin. Posteriormente se observd que el uso de este farmaco estaba
estrechamente relacionado con la aparicion de fibrosis pulmonar idiopatica (Sleijfer,. 2001). En
el presente estudio, se ha podido observar que la bleomicina ha inducido la fibrosis pulmonar a

nivel de expresion de mRNA y de peso corporal, ya que en los ratones del grupo Bleo se ha

22



producido una disminucion del peso corporal y un aumento de la expresion de marcadores
fibréticos. Ademas, la bleomicina ha demostrado, como en otros estudios (Izbiqui, et al. 2002),
realizar un dafio tisular, ya que han aumentado las poblaciones de células del sistema inmune
en el BAL.

El pico de inflamacion en el modelo murino con fibrosis pulmonar inducida por bleomicina se da
aproximadamente en el cuarto dia desde la administracién de bleomicina (Moore et al. 2008),
esto explicaria porque en el dia 14, momento en el que se obtuvieron las muestras, no se
observan altos niveles de expresion de agentes proinflamatorios. Sin embargo, otros autores si
gue observan inflamacién en el dia 14 (Gad et al. 2020). La fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina, a diferencia de la IPF, presenta un desarrollo mas rapido de la patologia (Tashiro, et
al. 2017) y puede llegar a resolverse (Zia, et al. 1992), por lo que los ratones de nuestro estudio
pueden haber realizado una resolucion temprana, mostrando asi una baja expresion de
marcadores proinflamatorios. Otra posibilidad de esta baja expresion es la variabilidad en la
metodologia utilizada por diferentes autores ya que, dependiendo del modelo animal, la dosis, la
via de administracion de bleomicina y la duracién del tratamiento se observan diferencias entre

resultados de distintos estudios (Srour y Thébaud,. 2015).

La citoqueratina-8 es una proteina de los filamentos intermedios que se expresa de forma natural
en las células del epitelio bronquial. En IPF y en ratones con fibrosis pulmonar inducida por dosis
repetidas de bleomicina, la expresién de esta proteina se ve aumentada (Yi and Ku,. 2013)
(Redente, et al. 2021). Esta expresion aumentada se da en células epiteliales dafiadas que pasan
a estar en un estado celular transitorio, diferente al resto de células. Estas células dafadas,
ademas de expresar citoqueratina-8, expresan factores profibrogénicos, de manera que
promueven el desarrollo de la fibrosis pulmonar (Strunz, et al. 2020). Por esta razén no es de
extrafiar que en nuestro estudio, la bleomicina aumente la concentracién de citoqueratina-8,
siendo el grupo Bleo-IPFLMSC el Gnico con diferencias significativas, por lo que las IPF-LMSC

en presencia de bleomicina pueden tener un efecto en dicho aumento.

En conclusion, las IPF-LMSC parecen tener un papel clave en el desarrollo de la fibrosis
pulmonar en presencia de un agente profibrético. Este papel es especifico de las LMSC de
pacientes IPF porque las non-ILD-LMSC no desencadenan los mismos efectos. Podriamos
considerar las IPF-LMSC como un factor promotor de la patologia en el momento en el que hay

un estimulo profibrético.
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