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TITULO: Papel de MUC1 en la Fibrosis Pulmonar Idiopatica

RESUMEN:

La fibrosis pulmonar idiopéatica (FPI) es una enfermedad pulmonar intersticial que afecta
alrededor de 500000 personas en Europa. Se trata de una enfermedad pulmonar fibrética que
cursa con disnea, disminucién de la funcion pulmonar y cuya esperanza de vida es de 3 a 5 afios
desde el momento del diagnostico. Actualmente se considera como una enfermedad
fibroproliferativa en la cual tiene lugar la activacion de los fibroblastos pulmonares y la
transformacion a miofibroblastos de diferentes tipos celulares como son las células epiteliales
alveolares tipo Il, vasculares endoteliales, pericitos, fibrocitos circulantes y células mesoteliales.
Hoy en dia se sabe que la fraccién extracelular de MUCL (KL-6) es un biomarcador de FPI y
gue MUCI1 participa en la regulacion de procesos proliferativos en diversas enfermedades,
principalmente cancer. Por tanto, en este trabajo se ha decidido investigar la posible
participacién intracelular de MUCL1 en FPI, tratando de estudiar los distintos mecanismos
intracelulares en los que interviene dicha proteina. Para ello, se evalud la participacion de
MUCI1-Ct en las vias de transduccion de sefial desencadenadas por el factor de crecimiento
transformante B1 (TGF-B1), principal factor profibrético, tratando de elucidar interacciones de
MUC1-Ct con proteinas de dichas vias de transduccion de sefial.

Los resultados obtenidos permiten afirmar una participacion de MUC1 a nivel intracelular en
los procesos celulares caracteristicos de la FPI, actuando en la via de transduccién de sefial de
TGF-B1 a través de su interaccion con p-Smad2/3. Por tanto, se podria plantear que la
modulacion farmacolégica de MUC1 podria ser una prometedora diana en FPI.

PALABRAS CLAVE: Fibrosis pulmonar idiopatica, MUC1, TGF-1



STUDENT: Paula Montero Magalld
ACADEMIC TUTOR: Prof. Dfa. Patricia Almudéver Folch
TUTOR: D. Javier Milara Paya

Valencia, July 2016

Licensed under Creative Commons Attribution — Noncommercial — No Derivatives
Attribution CC BY-NC-ND

TITLE: Role of MUCL in idiopathic pulmonary fibrosis

ABSTRACT:

Idiopathic pulmonary fibrosis is an interstitial lung disease which affects about to 500,000
people in Europe. This fibrosing disease is characterized by dyspnea, lung functional
impairment and it has an estimated survival of 3-5 years after diagnosis. Currently, it is
considered as a fibrotic proliferative disease in which both the activation of lung fibroblasts and
transformation from different cell types to miofibroblasts have a pathogenic key role. This
transformation may occur from alveolar type Il cells, vascular endothelial cells, pericytes,
circulating fibrocytes and mesothelial cells. Nowadays it is known that the extracellular region
of MUC1 (KL-6) is a biomarker for IPF and that MUCL1 is involved in the regulation of
proliferative processes in several diseases, but especially in cancer. Therefore, the aim of this
work is to investigate the potential intracellular role of MUCL in IPF, trying to study the
intracellular mechanisms in whom this protein is involved. To do so, we assessed MUC1-Ct
participation in the signaling pathways triggered by transforming growth factor f1 (TGF-f1),
which is the main profibrotic factor, trying to elucidate interactions between MUC1-Ct and the
characteristic proteins of these signaling pathways. The results shown in this study support the
idea of MUC1 participating, at an intracellular level, in the cellular processes involved in IPF,
taking part in the TGF-B1 signaling pathway through its interaction with p-Smad2/3. Therefore,
the pharmacological modulation of MUCL1 could be a potential target in IPF.
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1. Introduccion
1.1. Fibrosis pulmonar idiopética

1.1.1. Definicién

Las enfermedades pulmonares intersticiales (EPI) son un grupo heterogéneo de patologias
respiratorias de caracter crénico que comparten alteraciones funcionales tales como la fibrosis
e inflamacion del parénquima pulmonar. La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) se clasifica
como una de las formas mas comunes de EPI, concretamente en el subgrupo de enfermedades
de etiologia desconocida.

La FPI viene definida por las principales sociedades toracicas y respiratorias como: “una forma
especifica de neumonia intersticial fibrosante, progresiva, cronica y de causa desconocida, que
ocurre principalmente en individuos de edad avanzada y que se encuentra limitada a los
pulmones” (Raghu et al., 2011). Dicha patologia se caracteriza principalmente por un
empeoramiento progresivo e irreversible de la funcionalidad pulmonar, teniendo lugar una
sintomatologia caracterizada por disnea progresiva, tos seca, crépitos en la inspiracion final y
disminucién del intercambio gaseoso (Wollin, Bonella and Stowasser, 2015).

1.1.2. Prevalencia e incidencia

En epidemiologia, la incidencia contabiliza el nimero de casos nuevos que aparecen en un
periodo de tiempo previamente determinado, mientras que la prevalencia determina la
proporcion de personas que sufren una enfermedad con respecto al total de la poblacién en
estudio. En el caso de la FPI, los datos epidemiolGgicos son escasos y poco concluyentes,
debido a que no hay un consenso en cuanto a la definicion y clasificacion de la enfermedad, y a
la dificultad de su diagndstico. Esto supone que cada uno de los estudios epidemioldgicos
realizados debe de analizarse de forma individualizada, pues las distintas metodologias
empleadas para cada uno de ellos limitan las comparaciones. Es por ello que, los rangos que se
presentan a continuacion tienen un amplio nivel de variacion.

Por lo que respecta a la incidencia, los estudios realizados en Europa mostraron, entre otros
datos, una incidencia de 8,65/100.000 entre 2000-2012 en Reino Unido (Mabher et al., 2013),
7,5 — 9,3/100.000 entre 2013- 2014 en ltalia (Agabiti et al., 2014) y 1,3/100.000 en el caso de
Dinamarca (Hyldgaard et al., 2014). Por lo que respecta a Estados Unidos, en Norteamérica se
estim6 una incidencia anual de 6,8/100000 considerando una definicion estricta de FPI y
16,3/100.000 considerando una definicién amplia de FPI (Raghu et al., 2006). También se
realizaron estudios en EEUU incluyendo una poblacién de individuos de 65 afios 0 mas. En
este caso, la incidencia estimada entre los afios 2001-2011 fue de 93,7/100.000 por afio (Raghu
etal., 2014).

Abarcando los datos de forma general, se observa que el ratio de incidencia puede variar de
0,22 a 93,7 por 100.000 por afio en todo el mundo (Wollin, Bonella and Stowasser, 2015),
siendo menor en Asia y Sudamérica (Hutchinson et al., 2015). Por tanto, como se observa en la
Figura 1, la dificultad de comparacion de los estudios epidemioldgicos no permite obtener
conclusiones objetivas acerca de la incidencia a nivel mundial. No obstante, el patron comln
observado los Gltimos afios es un aumento de la incidencia (similar a la de enfermedades tales
como el cancer de estbmago, higado, testiculo y cervical (Hyldgaard et al., 2014)) en general,



viéndose més aumentada en personas de edad avanzada y de sexo masculino (Raghu et al.,
2014).
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Figura 1: Incidencia de FPI estratificada por sexo y edad. Datos procedentes de cuatro estudios
epidemioldgicos distintos. # Definicion estricta de la enfermedad. (Nalysnyk et al., 2012).

En el caso de la prevalencia, ésta también varia en funcion de la poblacion estudiada y la
definicion empleada para identificar pacientes FPI. Asi pues, en el afio 2000 en EEUU se
informé de una prevalencia de 14 casos por 100.000 habitantes usando definiciones estrictas de
la enfermedad y 42,7 casos por 100.000 habitantes usando definiciones amplias (Raghu et al.,
2006). Sin embargo, en los paises europeos la prevalencia es mas baja, oscilando desde
3,4/100.000 en el caso de Grecia (Karakatsani et al., 2009) hasta 23,4/100.000 en Noruega
(Vonplessen, Grinde and Gulsvik, 2003). Como se puede observar en la Figura 2, de igual modo
que ocurre en el caso de la incidencia, la prevalencia de la FPI aumenta con la edad, siendo
mayor en pacientes que superan los 75 afios. En este caso no existe una tendencia con respecto
al sexo, pues los datos varian en funcion del estudio epidemioldgico que se trate (Nalysnyk et
al., 2012).
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Figura 2: Prevalencia de FPI estratificada por sexo y edad. Datos procedentes de tres estudios
epidemioldgicos distintos. # Definicion estricta de la enfermedad (Nalysnyk et al., 2012).

En cuanto a la posible influencia de factores geogréaficos, étnicos o culturales en la FPI,
actualmente se desconoce.



1.1.3. Mortalidad

La FPI es una enfermedad progresiva que puede resultar en insuficiencias respiratorias, y en
consecuencia, en una esperanza de vida de 3 a 5 afios tras el diagnéstico (Loomis-King,
Flaherty and Moore, 2013). Esto se debe a que a dia de hoy, a pesar de las numerosas
investigaciones, todavia no existe un tratamiento que sea capaz de combatirla eficazmente.

Los ratios de mortalidad varian entre 4 y 10 por cada 100000 habitantes y afecta a personas de
edades comprendidas entre 40 y 75 afios. Ademas, se observa una tendencia de mayor
mortalidad en los hombres que en las mujeres. Los indices mas elevados de mortalidad se
encuentran en areas industrializadas, lo que sugiere la exposicién ocupacional y ambiental como
posible factor de riesgo para el desarrollo de la FPI (Hutchinson et al., 2014).

Los ratios de mortalidad también son variables entre distintas areas geogréaficas, siendo mas
bajos en paises como Nueva Zelanda, Suecia y Espafia, y mas altos en Reino Unido y Japon.
La tendencia general observada en esta enfermedad es un aumento continuo de la mortalidad a
lo largo de los afios a nivel mundial (Figura 3) (Hutchinson et al., 2014).
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Figura 3: Mortalidad asociada a FPI estandarizada por edad para distintos paises (Hutchinson et al.,
2014).

1.1.4. Fisiopatologia

Como se ha comentado anteriormente, la FPI afecta a los pulmones, encargados de suministrar
oxigeno a los tejidos y eliminar el diéxido de carbono. Este proceso fisioldgico se basa en la
ventilacién pulmonar, es decir, el flujo de entrada y salida de aire en los alveolos pulmonares y
la difusidn de oxigeno y didxido de carbono entre estos y la sangre (Guyton and Hall, 2006).
Los alveolos (Figura 4), situados al final del arbol bronquial, son por tanto los encargados del
intercambio gaseoso. Para llevar a cabo su funcion, constan de unas paredes muy delgadas
formadas por endotelio capilar, membrana basal y epitelio alveolar. Los capilares pulmonares
tienen un didmetro muy pequefio y estan limitados por el endotelio, separado del revestimiento
epitelial alveolar por la membrana basal y el tejido intersticial adyacente. Este revestimiento
epitelial se encuentra alineando los alveolos y estd formado por dos tipos celulares, las células
epiteliales alveolares de tipo | 0 neumocitos membranosos, que cubren aproximadamente el



90% de la superficie, y las células epiteliales alveolares de tipo Il o neumocitos granulares que
cubren el resto de superficie (Whitsett and Alenghat, 2014).
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Figura 4: Estructura del acino alveolar.

En condiciones normales, los neumocitos de tipo | contactan con los capilares para fusionarse
con el endotelio e intercambiar gases y mantienen la estructura del parénquima pulmonar,
mientras que los de tipo Il son responsables de las funciones metabodlicas del pulmoén. Cuando
los neumocitos de tipo | son destruidos, son los neumocitos de tipo Il los que proliferan para
reparar los dafios (Escuela.med.puc.cl, 2016).

La fisiopatologia de la FPI se cree que subyace como consecuencia de un dafio recurrente a las
células epiteliales alveolares (Wollin, Bonella and Stowasser, 2015), teniendo lugar una pérdida
progresiva de la arquitectura alveolar normal y un reemplazamiento de la misma por tejido
fibrético, lo cual desencadena en una disminucion del intercambio gaseoso. El dafio inicial se
produce en los neumocitos de tipo I, en la superficie de los alveolos, y en respuesta a esto, los
neumocitos de tipo Il sufren una proliferacion hiperplasica para cubrir las membranas basales
expuestas (Hutchinson et al., 2014). En un intento por restaurar la funcion, estas células secretan
citoquinas, factores de crecimiento, metaloproteinasas de matriz (MMPs) y mediadores pro-
coagulantes, que promueven el reclutamiento y la activacion de fibroblastos resistentes a
apoptosis (Wollin, Bonella and Stowasser, 2015).

Entre los factores de crecimiento liberados, se encuentra el factor de crecimiento transformante
Bl (TGF-B1), factor profibrético cuya presencia en condiciones patologicas conduce a una
acumulaciéon de fibroblastos en las &reas dafiadas y a su diferenciacion a miofibroblastos
(Loomis-King, Flaherty and Moore, 2013). Los miofibroblastos son una poblacion de células
mesenquimales que expresan « actina de musculo liso (a-SMA) 'y exhiben un fenotipo celular
profibrotico, localizdndose en foci y con una produccién aumentada de coléagenos fibrilares
(tipos I y I11) y otras macromoléculas de matriz extracelular (Piera-Velazquez, Mendoza and
Jimenez, 2016). Como consecuencia, una de las principales caracteristicas de la FPI es una
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deposicion excesiva de proteinas de matriz extracelular seguida de la pérdida de la estructura
alveolar.

La destruccion del parénquima pulmonar en estadios avanzados de FPI se puede apreciar por el
remodelado del pulmon a una estructura denominada “panal de abeja” (Figura 5). Este patron se
manifiesta en la tomografia computarizada de alta resolucién (TCAR) como numerosos
espacios aéreos quisticos rodeados por epitelio bronqueoalveolar, y frecuentemente llenos de
mucosa y células inflamatorias (Raghu et al., 2011). Como se ha mencionado anteriormente, el
infiltrado inflamatorio (linfocitos y células plasmaticas) se produce como consecuencia de la
hiperplasia de las células epiteliales alveolares de tipo Il, pero se considera un proceso leve.

Figura 5: A: Imagen radiolégica de pulmén sano. B: Imagen radioldgica de pulmén de paciente con FPI
y con patrén de panal de abeja (Arakawa and Honma, 2011).

En cuanto al origen de los fibroblastos activados o miofibroblastos acumulados en la FPI, se ha
observado una amplia diversidad (Figura 6). Por un lado se encuentra la expansion de las
células mesenquimales residentes y la diferenciacion de los precursores circulantes llamados
fibrocitos (Loomis-King, Flaherty and Moore, 2013). Asi pues, también participan en este
proceso transiciones celulares como la transicion epitelial mesenquimal (TEM), inducida por la
activacion de factores de crecimiento como TGF-B1. En este proceso se activan factores de
transcripcion inductores de TEM, como SLUG y SNAIL, lo que conduce a la sobreexpresién
y/o silenciamiento de una serie de genes por parte de las células epiteliales. Debido a esto, las
células epiteliales adquieren caracteristicas moleculares y fisiologicas tipicas de las células
mesenguimales (Wolters, Collard and Jones, 2014), dando lugar a la pérdida de la polarizacion
celular y la consecuente adquisicion de la capacidad migratoria. La TEM se caracteriza
principalmente por la pérdida del perfil de marcadores de expresién de las células epiteliales: E-
cadherina, factor de transcripcion de tiroides-1, aquoporina-5, zonula ocludens-1 (ZO-1) y
citoqueratinas, y la adquisicion de la morfologia mesenquimal asociada a la expresion de
marcadores fibroblasticos: fibronectina, a-SMA, coldgeno de tipo | y 111, factor de crecimiento
de tejido conectivo (CTGF), vimentina y desmina (Kolahian et al., 2016).

Otra de las causas que puede conducir a la acumulacion de miofibroblastos y que se ha descrito
recientemente es la transicion endotelial mesenquimal (TendM) (Wolters, Collard and Jones,
2014). En este caso, son las células endoteliales las que adquieren el fenotipo caracteristico de
célula mesenquimal activada.

Actualmente, se han postulado como posibles fuentes de miofibroblastos en FPI las células
mesoteliales pleurales (PMCs) y los pericitos. La pleura es una fina membrana de células
mesoteliales que recubre los pulmones. Las células que la constituyen, las PMCs, se han visto



implicadas en procesos migracién y de transformacion a miofibroblastos, tanto in vitro como in
vivo, a través de un mecanismo dependiente de TGF-B1 llamado transicion mesotelial-
mesenquimal (Bagnato and Harari, 2015). Del mismo modo, los pericitos, células derivadas del
mesénquima  localizadas en la membrana basal del revestimiento perivascular, estan
involucrados en la cicatrizacion y la produccion de colageno. Algunos estudios han demostrado
que los pericitos son una fuente de miofibroblastos activados en una ruta de sefializacion
mediada por TGF-B1 (Hung et al., 2013). En consecuencia, ambos tipos celulares podrian tener
un papel importante en la patogenia del dafio pulmonar.
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Figura 6: Origen de los miofibroblastos en fibrosis pulmonar idiopatica.

1.1.5. Tratamiento

Actualmente no existe ningln tratamiento para la FPI que consiga revertir el avance de la
enfermedad. Sin embargo, durante los ultimos afios, los esfuerzos en la blsqueda de
tratamientos efectivos han ido evolucionando de forma simultanea al descubrimiento de las
bases moleculares de la enfermedad.

En lo que respecta a los tratamientos destinados a tratar comorbilidades asociadas a la FPI, cabe
destacar aquellos dirigidos a tratar la hipertension pulmonar (HP), una de las principales
condiciones comorbidas asociadas. Esta se produce debido a las anormalidades en la vasculatura
pulmonar que produce la distorsién del parénquima y que conducen a la alteraciéon de la
produccién de Oxido nitrico, vasoconstriccién pulmonar y alteracién del intercambio gaseoso
(Loomis-King, Flaherty and Moore, 2013). En el ensayo clinico STEP-FPI se trat6 a los
pacientes con FPI severa con Sildenafilo, un inhibidor de la fosfodiesterasa tipo 5 especifica de
GMP ciclico que potencia la produccion de 6xido nitrico y promueve la vasodilatacion de la
arteria pulmonar. Con este tratamiento se observd una mejora en la calidad de vida de los
pacientes, posiblemente por medio de la disminucion de la HP (Han et al., 2013). No obstante,
el uso de este tipo de farmacos no esta recomendado en FPI ya que pueden conducir a una
disminucién de la saturacion de oxigeno. Del mismo modo, los antagonistas de los receptores



de endotelina-1 (ET-1), aunque eficaces en la HP, no han mostrado resultados positivos en la
FPI debido a que producen una disminucidn severa en la saturacion de oxigeno como resultado
de su efecto vasodilatador. Esto ha sido demostrado en los ensayos con bosentan (BUILD-1, 2y
3) (King et al., 2008), ambrisentan (ARTEMIS-IPF) (Raghu et al., 2013) y macicentan (ensayo
MUSIC) (Raghu et al., 2013).

En referencia a los tratamientos propiamente antifibréticos, puesto que inicialmente la FPI era
considerada una enfermedad inflamatoria cronica, muchos pacientes fueron tratados con
terapias basadas en corticosteroides y/o otros agentes inmunomoduladores. Sin embargo,
cualquier utilidad terapéutica de tratamiento “antiinflamatorio/ inmunomodulador” ha sido
eliminada como consecuencia de los resultados del ensayo clinico llevado a cabo por el
consorcio IPF-Net PANTHER, el cual evalué la efectividad de una triple terapia combinando el
corticosteroide prednisona, el inmunomodulador azatioprina y el antioxidante N-acetil L-
cisteina (NAC), que se habia usado tradicionalmente para enfermedades pulmonares
instersticiales. Este estudio tuvo que ser parado prematuramente en 2011, pues el uso de la
terapia combinatoria condujo a un aumento de los ratios de muerte y hospitalizacion de los
pacientes, ademas de no proporcionar ningin beneficio clinico. Este mismo ensayo continud
con la evaluacion de la monoterapia con NAC, la cual tampoco aportd ningin beneficio
significativo (Prednisone, Azathioprine, and N -Acetylcysteine for Pulmonary Fibrosis, 2012).

A pesar de éstos y otros numerosos ensayos clinicos fallidos, recientemente han sido aprobadas
dos terapias especificas para FPI, pirfenidona y nindetanib, las cuales empiezan a transformar la
FPI en una enfermedad tratable.

Por lo que respecta a la pirfenidona, ésta es una piridina con actividad antiinflamatoria,
antifibrdtica, antioxidante y con efectos antagonistas a los del TGF-p1 (Raghu et al., 2011)
mientras que, el nintedanib es un inhibidor de tirosina quinasa que se une competitivamente al
sitio de unién a ATP de los receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFRa), factor de crecimiento fibroblastico (FCFR) y del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGFR) causando el blogueo de sus rutas de sefializacion intracelular (Richeldi et
al., 2016). Los ensayos clinicos en los cuales se ha demostrado un efecto beneficioso en cuanto
a la ralentizacion de la progresion de la enfermedad son los ensayos clinicos CAPACITY 1y Il
(Noble et al., 2011) y ASCEND (King et al., 2014) para la pirfenidona, y TOMORROW
(Richeldi et al., 2011), INPULSIS Iy Il (Richeldi et al., 2016) para nitedanib. Actualmente, con
estos dos farmacos ya aprobados, se estan reclutando pacientes para llevar a cabo ensayos
clinicos con la finalidad de ensayar la seguridad y tolerabilidad de un tratamiento combinatorio
con pirfenidona y nintedanib (Ogura et al., 2014).

Pese a la existencia de terapias aprobadas para el tratamiento de la FPI, todavia no se ha
conseguido mejorar la supervivencia de los pacientes. Por ello, actualmente se siguen
investigando posibles dianas terapéuticas, entre las que se encuentran un anticuepo contra
CTGF (Ref.FG3019) y un antagonista del receptor de la interleucina 13 (IL-13) (Ref.QAX576),
que limitan la activacion de los fibroblastos. También estan en ensayo clinico terapias contra la
proteina 1 quimioatractante de monocitos al pulmén (CCL2, ref. CNTO888) y una terapia
contra la integrina awvp6 (Ref. STX-100), implicada en la activacion de TGF-B1 (Loomis-King,
Flaherty and Moore, 2013).



1.2. Factor de crecimiento transformante B1 (TGF-p1) como principal
factor profibrotico

1.2.1. Activaciony funcion celular

El factor de crecimiento tranformante 3 es una citoquina multifuncional con la capacidad de
modular el crecimiento celular, inflamacion, sintesis de matriz extracelular y apoptosis, teniendo
un papel importante en numerosos procesos bioldgicos como la embriogénesis, la cicatrizacion
y reparacion tisular (Annes, 2003). Dicho factor se secreta generalmente por las células del
parénquima y por células inflamatorias como monocitos, linfocitos, y plaquetas (Branton and
Kopp, 1999).

Existen 3 isoformas de TGF-B, pero la 1 (TGF-f1) es la que presenta un mayor efecto
profibrético (Piera-Velazquez, Mendoza and Jimenez, 2016), razén por la cual en distintas
patologias, las cantidades aumentadas de esta citoquina contribuyen al exceso de tejido
fibrético (Branton and Kopp, 1999).

TGF-B1 se sintetiza en su forma precursora como una proteina homodimérica (Annes, 2003),
unida a un péptido asociado a latencia (LAP) en el extremo N-terminal. Este a su vez
interacciona con la proteina de unién a TGF-B1 latente (LTBP1), formando un complejo que
mantiene a TGF-B1 anclado a la matriz extracelular e inactivo, impidiendo la interaccion con
los receptores serina treonina quinasa TGFRI'y TGFRII (Figura 7). TGF-B1 se activa cuando el
complejo latente es escindido por proteasas como la plasmina 0 metaloproteinasas de matriz 2
y 9 (Meng, Nikolic-Paterson and Lan, 2016). En el caso del pulmdn, esta activacion se produce
gracias a la integrina avp6, que estd normalmente expresada a bajos niveles en los epitelios,
pero se induce en los procesos de inflamacion y cicatrizacion (LEASK, 2004), reconoce la
secuencia tripeptidica de arginina, glicina y acido aspartico (RGD) de TGF-B1 y lo libera del
complejo LAP-LTBP1 (Puthawala et al., 2008). Una vez activo, el factor de crecimiento
transformante B1 se une al receptor serina treonina quinasa de tipo Il, que se fosforila y activa
para formar un complejo heterodimérico con el receptor de tipo I, activandolo a su vez. La
unién de ambos receptores induce la activacion de sus rutas de sefializacion asociadas.

1.2.2. Vias de sefalizacion celular

La activacion de la ruta de TGF-B1 por la unidn de dicho factor a los receptores serina treonina
quinasa de tipo | y Il en la superficie celular, inicia rutas de sefializacion dependientes e
independientes de las proteinas mediadoras de sefial Smads, con la finalidad de regular la
expresion génica (Li et al., 2015). En la ruta dependiente de Smads (figura 7), el receptor
TGFRI activo fosforila a Smad2 y Smad3, que forman un complejo con Smad4 y se translocan
al nucleo. De entre los componentes de este complejo, Smad3 es capaz de unirse a promotores
génicos, en las secuencias denominadas “elementos de unién de Smad” (SBE) para inducir la
transcripcion de moléculas profibroticas como a-SMA, coldgeno | y CTGF. Esta ruta también
induce el proceso de TEM mediante la activacion de factores de transcripcion como SNAIL,
SLUG, dando lugar a la activacién de los miofibroblastos (Ponnusamy et al., 2013).
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Figura 7: Activacion y sefializacion profibrética del factor de crecimiento transformante 1.

1.3. Marcadores moleculares en Fibrosis Pulmonar Idiopética

Actualmente, el aumento de la incidencia de la FPI a nivel mundial, pone de manifiesto la
necesidad de desarrollar marcadores que permitan tanto el diagnéstico, como el manejo de la
enfermedad. Los avances en la investigacion han permitido detectar distintas moléculas que se
ven aumentadas en las EPIs, sin embargo, el principal desafio reside en encontrar un panel de
marcadores que permita diferenciar de forma fiable la FPI con respecto al resto de EPIs.

Entre los marcadores mas destacados en la FPI, aunque también compartidos con otras EPIs, se
encuentran las proteinas surfactantes A 'y D (PS-A y PS-D), lipoproteinas sintetizadas por las
células epiteliales alveolares de tipo Il que reducen la tensién superficial en los alveolos; las
MMP1 y MMP7, endopeptidasas implicadas en el remodelado de la matriz extracelular, y el
ligando de la quimiocina 18 (CCL18), expresada por los macréfagos alveolares para reclutar
linfocitos y células dendriticas al sitio de la inflamacion(Kass, Flynn and Baker, 2015). No
obstante, estas moléculas, aunque aumentadas en el plasma de los pacientes con FPI, se
encuentran limitadas para el diagndstico y solo pueden proporcionar informacion acerca del
pronostico (Raghu et al., 2011).

Por otra parte, MUCL también esta presente en las EPIs, de hecho, uno de los biomarcadores
mas fiables para estas patologias es la glicoproteina krebs von den lungen-6 (KL6). KL6 se
expresa por las células epiteliales alveolares de tipo Il y forma parte de la region extracelular de
MUC1, liberandose al fluido de revestimiento epitelial como resultado de la escision enzimética
por parte del enzima convertidor de TNF-a (TACE) (Ishikawa et al., 2012). KL6 es detectable
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en el suero de los pacientes con FPI, y aunque no se conoce su papel patofisiol6gico, muchos
estudios demuestran que promueve la quimiotaxis de los fibroblastos humanos, acelera su
proliferacion e inhibe la apoptosis, teniendo un efecto proliferativo comparable con el de TGF-
B1 (Ohshimo et al., 2005). Sin embargo, actualmente todavia no hay informacion en cuanto a
biomarcadores de diagndstico en practica clinica en Europa, pues no se ha identificado ninguno
gue sea estrictamente especifico de FPI. En el caso de Japon, se emplean los niveles séricos de
KL6, PS-A y PS-D combinados como biomarcadores Utiles para el diagnéstico y pronostico de
las EPIs (Huang, 2013).

1.4. MUC1

1.4.1. Estructura y localizacion celular

La homedstasis de la funcién respiratoria depende de que las superficies luminales de las vias
aéreas de conduccidn sean capaces de protegerse frente a las amenazas externas a las que estan
continuamente expuestas (Whitsett and Alenghat, 2014). En esta prevencion del acceso de los
patégenos a las células epiteliales de las vias respiratorias, las mucinas juegan un papel muy
importante actuando a modo de barrera.

Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular cuyas funciones principales son cubrir,
lubricar y proteger las superficies epiteliales (Bafna, Kaur and Batra, 2010). En funcion de su
localizacion subcelular pueden ser proteinas secretadas al espacio extracelular o proteinas
transmembrana, que pueden liberarse de la membrana plasméatica mediante escision enzimética
(Senapati, Das and Batra, 2010). MUC1 se clasifica como una mucina transmembrana y se
expresa principalmente en las células epiteliales alveolares en los pulmones y en los epitelios
de otros oOrganos secretores como eso6fago, glandulas mamarias, estomago, duodeno,
pancreas, Utero y prostata (Gendler, 2001).

La estructura de las mucinas se caracteriza por una serie de dominios que les permiten formar
interacciones especificas con otras proteinas, activando por tanto distintas rutas de sefializacién
que modulan el crecimiento, proliferacion, muerte y autofagia (Bafna, Kaur and Batra, 2010).
Concretamente MUCL es un heterodimero compuesto por dos subunidades, la N terminal y la C
terminal (Nath and Mukherjee, 2014). La subunidad N terminal consta de un dominio
extracelular de 20 aminoacidos que se caracteriza por tener repeticiones en tindem de nimero
variable (VNTR). Las repeticiones de esta region son ricas en serina treonina y prolina, por lo
gue la convierten en una subunidad propensa a la glicosilacion, razon por la cual esta altamente
glicosilada (Zhang et al., 2014). Por otra parte, la region C terminal contiene una zona
extracelular corta, un dominio transmembrana, y una cola citoplasmatica de 72 aminoacidos
(Gnemmi et al., 2014) (Figura 8). La cola citoplasméatica de MUCL contiene residuos altamente
conservados de tirosina, serina y treonina que son fosforilados y sirven como sitios de union
para distintas proteinas. (Nath and Mukherjee, 2014).
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Figura 8: Estructura heterodimérica de MUC1 (Nath and Mukherjee, 2014).

1.4.2. Participacion en procesos patoldgicos

El dominio citoplasméatico de MUCL1 le confiere la capacidad de interaccionar con distintas
moléculas, activando asi distintas rutas de sefializacion, caracteristica que la convierte en
proteina multifuncional (Gendler, 2001). Sin embargo, la versatilidad de MUCL1 en cuanto a la
activacion de distintas rutas hace que su expresion aberrante pueda alterar procesos fisiologicos
y conducir a respuestas patoldgicas. Las asociaciones complejas de esta mucina con proteinas
de rutas de transduccion pueden modular el crecimiento celular, proliferacién y apoptosis,
razén por la cual se ha visto su expresion alterada en enfermedades como fibrosis quistica,
asma y cancer (Bafna, Kaur and Batra, 2010).

Son muchos los estudios que asocian la sobreexpresion de MUC1 y el cancer. De hecho, se ha
visto que MUC1 esté sobreexpresada en mas del 90% de carcinomas de pecho (Gendler, 2001),
que induce la proliferacion en lineas celulares como las de mieloma multiple (Kawano et al.,
2008) vy carcinoma hepatocelular (Li et al., 2015), y media la produccién de factores de
crecimiento como CTGF y PDGF, potenciando la supervivencia y proliferacion de células
tumorales (Nath and Mukherjee, 2014).

El mecanismo por el cual MUC1 se ve implicada en la progresién tumoral se debe a su
interaccién con moléculas de sefializacion de distintas familias de proteinas que se presentan a
continuacion; en modelos animales de cancer de mama, MUCL inhibe la ubiquitinacion, y en
consecuencia la degradacion, del receptor erbBl (EGFR), potenciando su sefializacién y
produciendo un aumento de la proliferacion celular (Pochampalli, Bejjani and Schroeder,
2006). La sefializacion de Smad también esta implicada en estos procesos y hay evidencias de
que en lineas celulares de carcinoma hepatocelular, la sobreexpresion de MUC1 activa la
quinasa JNK, que estimula la fosforilacion de la region linker de Smad3 (pSmad3L ) en lugar de
la region C-terminal fosforilada en condiciones normales. Como resultado se activa una ruta de
sefializacioén oncogénica que promueve la proliferacion celular mediante la sobreregulacion del
oncogen c-Myc (Li et al., 2015).

Otra interaccion importante es la de la ruta Wnt/B—catenina. En lineas celulares de céncer
pancredtico la cola citoplasmatica de MUC1 se asocia con f-catenina y aumenta su estabilidad

11



impidiendo su degradacién. Esto permite que viaje al nicleo, donde actla como un coactivador
transcripcional, activando rutas que reprimen la expresion de E-cadherina y aumentando la
expresion de inductores de la TEM como SNAIL, SLUG y vimentina (Wen et al., 2003). Esta
tendencia se ha observado también en lineas celulares de carcinoma renal (Gnemmi et al.,
2014), por tanto, como consecuencia de la sobreexpresion de MUCL, las adhesiones celulares se
desestabilizan, se reducen los contactos entre las células epiteliales y se facilita la invasion de
las membranas basales. Sin embargo, MUCL1 no solo participa en estas rutas, sino que se le ha
relacionado también con vias de sefalizacion como PI3K/AKT y se ha visto que interacciona
con proteinas como c-Src, Grb2/Sos, p53, GSK3p y NF-«xB (Li et al., 2015). Por lo que se
puede afirmar de forma general que la sobreexpresién de MUC1 se asocia con una disminucion
de la transcripcion de genes de arresto de crecimiento celular y una disminucion de la
transcripcion de genes apoptdticos (Bafna, Kaur and Batra, 2010).
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2. Obijetivos

El objetivo general de este trabajo es el estudio de la importancia y funcién de MUCL1 a nivel
intracelular en la FPI. Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Estudio del efecto de TGF-B1, como principal factor fibrotico, en la activacion de
MUC1-Ct.

- Estudio de la participacion de MUCL en los procesos de remodelado de tejido mediados
por TGF-B1 y caracteristicos de la FPL.

- Estudio de la implicacién directa de MUC1-Ct en la via de sefializacion de TGF-p1
dependiente de Smad.

- Estudio del efecto in vitro de la pirfenidona (farmaco actualmente aprobado en FPI)

sobre las vias de transduccion de sefial caracteristicas de FPI en las que esta implicado
MUC1-Ct.
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3. Material y métodos

3.1. Experimento de silenciamiento de MUC1 en células epiteliales
alveolares tipo Il y fibroblastos

Para llevar a cabo esta técnica, se transfectaron células epiteliales alveolares tipo Il (linea
celular humana A549. Ref.86012804 Sigma-Aldrich Quimica, S.L. Madrid) y fibroblastos (linea
celular humana MRC5. Ref. CCL-171, ATCC, Francia) con sondas de ARN de silenciamiento
(siRNA) complementarias al gen MUCL. El siRNA para el gen MUCL1 (siRNA-MUC1) (Ref.
4392420), asi como el siRNA control negativo inespecifico (SIRNA(-)) (Ref. AM4611) fueron
obtenidos de Ambion (Huntingdon, Cambridge, Reino Unido).

El agente de transfeccién empleado fue lipofectamina-2000 (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) a
una concentracion final de 2 pg/ml, y con una concentracion de sondas de siRNA de 50uM, en
medio Opti-MEM (1X) (Ref. 11058-021, Gibco®-Life Technologies), medio libre de suero y
antibiéticos. Tras un periodo de 6 horas, el medio fue reemplazado con nuevo medio DMEM
(medio esencial minimo de Dulbecco. Ref.12-604F. Lonza, Suiza) suplementado con 10% de
SFBy libre de antibioticos durante 48 horas.

3.2. Western blot

Esta técnica se empled, en primer lugar, para determinar si TGF-B1 ejerce un efecto activador
sobre MUCL a través de la fosforilacion de su dominio citoplasmatico, para lo cual, se
estimularon las lineas celulares A549 y MRC5 con TGF-B1 (10 ng/ml) (Ref. T7039, Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) durante 40 minutos siendo previamente tratadas o no con
pirfenidona (200 uM) (Ref. P2116. Sigma-Aldrich Quimica, S.L. Madrid) durante media hora.
Por otra parte, la técnica también se empled para detectar cambios en la expresion proteica
entre las distintas condiciones ensayadas en las lineas celulares Ab549 y MRC5 con
silenciamiento de MUC1. En este caso, las células silenciadas se estimularon 48 h tras la
transfeccion con TGF-B1 a una concentracion de 10 ng/ml durante 48 horas, habiendo sido
tratadas previamente en presencia 0 ausencia de pirfenidona durante media hora a una
concentracion de 200 pM.

Posteriormente, se realiz6 el aislamiento de la proteina en ambos casos. Para ello, las células
fueron desprendidas con la ayuda de una espétula a partir de un frasco confluente de 25 cm?
con ayuda del tampdn de extraccion, conteniendo 1ml HEPES 1M, 5Sml NaCl 4M, 100ul EDTA
0,5M, 500ul EGTA 0,1M, 12,6 ml Glicerol 99,5% y 30,8 ml H20 MilliQ; inhibidor de proteasas
y PMSF (fluoruro de fenil metil sulfonilo). A continuacién, se llevé a cabo la lisis celular tras
sucesivos ciclos de choque térmico y tratamiento con el detergente Nonidet P-40 (NP40 Ref.
21-3277 Sigma-Aldrich Quimica, S.L. Madrid) al 10% durante 15 minutos en hielo.

Para cuantificar el nivel de proteina en cada una de las muestras se utilizé el kit de ensayo BCA
(BCAProtein Assay kit. Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EEUU), con alblimina de suero
bovino como estandar. Con estos resultados se calcularon los volimenes necesarios para poder
afiadir en el gel de electroforesis la misma cantidad de proteina para todas las muestras.

Mediante electroforesis en gel de sodio-dodecil-sulfato poliacrilamida se separaron las
proteinas segun su peso molecular. Para ello, en dicho gel se afiadieron 20 pg de proteina asi
como un marcador de peso molecular Bio-Rad Kaleidoscope marker (Bio-Rad Laboratories
Ltd., Herts, Reino Unido), ambos previamente desnaturalizados mediante choque térmico de

14


http://www.abbreviationfinder.org/es/acronyms/dmem_dulbeccos-minimal-essential-medium.html

95°C durante 10 minutos y en presencia del tampon de carga, el cual contiene dodecilsulfato
sodico (SDS), que desnaturaliza las proteinas, y p-mercaptoetanol, que rompe los puentes
disulfuro. El gel de poliacrilamida consistié en un stacking gel al 5% de acrilamida sobre un gel
de resolucion al 10% para el caso de las proteinas Smad3, p-Smad3, ERK, p-ERK %2y a-SMA,
al 15% para MUC1 vy al 6% para P-T1224 MUC1, P-Y1229 MUCLI, E-cadherina, Colageno
tipo | y B-catenina, y se le aplico una corriente de 150 V durante 1 hora aproximadamente. Las
proteinas se transfirieron del gel a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF)
mediante transferencia himeda. La membrana se bloque6 durante dos horas con la solucién de
bloqueo 5% BSA en PBS 0.1% Tween20 y posteriormente se incubaron durante toda la noche
con los anticuerpos primarios (1:1000).

Los anticuerpos primarios utilizados fueron, MUCL (anticuerpo policlonal ref.NBP1-60046,
Novus Biologicals, EEUU), P-T1224 MUCL1 (anticuerpo policlonal ref.ab79226, Abcam,
Inglaterra), P-Y1229 MUCL1 (anticuerpo policlonal ref.ab79226, Abcam, Inglaterra), a-SMA
(anticuerpo monoclonal ref. A5228, Sigma — Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU), B-catenina
(anticuerpo policlonal ref. NBP1-89989, Novus Biologicals, EEUU), colégeno tipo |
(anticuerpo policlonal ref. PA1-26204, Affinity BioReagents, Golden, EEUU), E-cadherina
(anticuerpo policlonal ref. 610181, BD Biosciences, Erembodegem, Bélgica), Smad3
(anticuerpo policlonal ref. NBP1-19495, Novus Biologicals, EEUU), p-Smad3 (anticuerpo
policlonal ref. NBP1-77836, Novus Biologicals, EEUU), ERKY: (anticuerpo monoclonal ref.
SAB1305560, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EEUU) y p-ERKY2 (anticuerpo monoclonal ref.
M9692, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EEUU)

Las proteinas marcadas se detectaron a partir de la emision de quimioluminiscencia que tiene
lugar como consecuencia de la reaccion del sustrato del kit ECL plus (Amersham GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) con los anticuerpos secundarios (1:1000)
conjugados con peroxidasa de rabano (HRP). Los anticuerpos secundarios empleados en este
caso fueron donkey anti-mouse (ThermoFisher Scientific, Rockford, EEUU) y donkey anti-
rabbbit (ThermoFisher Scientific, Rockford, EEUU). La sefial obtenida se normalizé respecto al
anticuerpo mouse anti-human f-actina (1:1000) (anticuerpo monoclonal ref. A1978, Sigma —
Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU).

3.3. Transcripcién Inversa (RT) y Real Time-PCR

Esta técnica se empled para determinar las diferencias de expresion a nivel de RNA entre las
distintas condiciones realizadas en A549 y MRCS5, condiciones mencionadas en el anterior
subapartado.

Para la extraccion de ARN se emple6 el kit TriPure® (Roche, Indianapolis, EEUU). La pureza
del ARN extraido y la concentracién se confirmaron con un espectofotémetro (Nanodrop 2000,
Thermo Scientific. Wilmington,USA)

La transcripcion inversa se realizd a partir de 300 ng del ARN total con el kit TagMan reverse
transcription reagents (Applied Biosystems, Perkin-Elmer Corporation, CA, EEUU). El cDNA
obtenido se amplific6 con cebadores especificos predisefiados por Applied Biosystems para
distintos marcadores: MUC1 (ref. Hs00159357_m1), o-SMA (ref. Hs00426835_g1), Colageno
tipo | (ref. Hs01028969 _ml), y E-Cadherina (ref.Hs00170423_m1), y con los cebadores
disefiados por Sigma-Aldrich Quimica, S.L a partir de la secuencia encargada de SLUG y
SNAIL, en un Sistema de PCR a tiempo real 7900HT (Applied Biosystems) usando el
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Universal Master Mix (Applied Biosystems). La cuantificacion relativa de estos transcritos fue
determinada con el método2*“* empleando GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa)
como control interno (ref. 4352339E, Applied Biosystems).

3.4.Monitorizacion de la actividad de la via de sefializacion TGF-B1/Smad
en A549 mediante “Smad binding element reporter kit (SBE)”

Con este ensayo se monitorizo la ruta de sefializacion de TGF-B1/Smad en la linea celular
A549. El kit SBE reporter (BPS Biosciences, San Diego, CA, EEUU) contiene la combinacion
de un vector reportero constituido por el gen de la luciferasa de luciérnaga (firefly) bajo el
control de un promotor inducible por la activacion de la ruta de sefializacion TGF-1/Smad, con
el vector de la luciferasa de Renilla, el cual se expresa constitutivamente y por tanto se emplea
como control interno. Ademas, el kit también incluye como control negativo la combinacion de
un vector con el gen de la luciferasa de luciérnaga no inducible y el vector de la luciferasa de
Renilla.

En primer lugar se llevé a cabo el silenciamiento del gen MUCL1 en la linea celular A549 con el
método anteriormente comentado. En este caso, 24 h tras efectuar el silenciamiento se llevo a
cabo la transfeccion de las células con los correspondientes vectores del kit SBE reporter
siguiendo el mismo procedimiento que el empleado para la técnica de silenciamiento. La
cantidad de vector afiadida en cada una de las condiciones fue de 1ug de ADN. 24 horas tras la
transfeccion se cambi6 el medio por DMEM suplementado con 0,5% SFB. En este momento las
células fueron tratadas con pirfenidona (200 uM) durante 30 minutos y se estimularon
posteriormente con TGF-B1 (10 ng/ml) durante 24h.

Transcurridas las 24h de incubacion, las células fueron lisadas con el Passive lysis buffer 1X
(Promega) para poder asi liberar el contenido celular y analizar mediante el kit Steady-Glo
Luciferase Assay System (Promega, Madison, WI, USA) la luminiscencia de cada una de las
muestras en el luminémetro (Wallac Victor’. Ref. 1420-012. Perkin Elmer. EEUU). Los
resultados de luminiscencia fueron expresados tras haber eliminado el posible background
detectado y calculando posteriormente el ratio luminiscencia de luciérnaga/ luminiscencia de
Renilla.

3.5. Co- Inmunofluorescencia en A549 de MUCL1 y p-Smad2/3

La co-inmunofluorescencia se llevo a cabo en la linea celular A549, estimulada con TGF-1
(10ng/ml) durante 2 horas, tras haber sido tratadas o no previamente con pirfenidona (200 uM)
durante media hora.

Transcurridas las dos horas de estimulo, en primer lugar las células fueron fijadas con 4% de
paraformaldehido a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion se
permeabilizaron con Triton 100 al 0,1% en PBS durante 10 minutos, se bloquearon con SFB al
10% en PBS durante 30 minutos, y se incubaron con los anticuerpos primarios (1:100) durante
toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios empleados fueron rabbit anti-human MUC1
(anticuerpo policlonal ref.NBP1-60046, Novus Biologicals, EEUU), goat anti-human p-
Smad2/3  (anticuerpo policlonal ref. sc-11769, Santa Cruz Biotechnology, Europa).
Seguidamente las muestras se marcaron con anticuerpos secundarios anti-rabbit Alexa fluor 555
(anticuerpo policlonal ref. A-21429, Thermo Fisher Scientific. Rockford, EEUU) y anti-goat
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Alexa fluor 488 (anticuerpo policlonal ref. A-11055, Thermo Fisher Scientific. Rockford,
EEUU ref life technologies) durante 1 hora en oscuridad. Los nucleos fueron marcados con
DAPI en dilucion 1:1000. Finalmente los resultados se visualizaron en el microscopio de
fluorescencia invertido Nikon eclipse TE200.

3.6. Co-Inmunoprecipitacion en A549 de MUC1 y p-Smad2/3

El experimento se realiz6 en la linea celular epitelial alveolar A549 con la finalidad de detectar
la posible interaccion entre las proteinas MUCL y p-Smad2/3. Las células fueron tratadas en
presencia o ausencia de pirfenidona (200 uM) durante media hora y posteriormente estimuladas
con TGF-B1 (10ng/ml) durante 40 minutos.

El aislamiento y cuantificacion de proteina total se realizd6 mediante el mismo procedimiento
descrito anteriormente y a continuacion, se llevo a cabo la inmunoprecipitacion de 20 pg de
proteina total. Para ello, se incubaron las muestras con anticuerpo en exceso durante 1 hora a 4
°C y en agitacion. El anticuerpo empleado fue MUC1 (anticuerpo policlonal ref.NBP1-60046,
Novus Biologicals, EEUU) a una dilucién 1:10. Los anticuerpos unidos a la proteina de interés
se capturaron con particulas de sefarosa tapizadas con proteina G de la cepa Streptococcus G-
148 (Ref. P3296, Sigma-Aldrich Quimica, S.L.), capaz de reconocer la fraccion constante de los
anticuerpos previamente unidos a nuestra muestra. La proporcién de sefarosa empleada fue de 1
ul por pg de proteina, y se incubd durante toda la noche a 4°C y en agitacion. Tras la
incubacion se resuspendié la mezcla en tampén de lavado conteniendo 0,31 g Tris-Cl 20mM,
0,58 g NaCl 100mM, 0,03g EDTA 1 mM, 100ul Igepal CA-630 0,1% y 100 ul H,0 MilliQ vy
se incubd posteriormente en hielo durante 5 minutos para conseguir asi la sedimentacion de la
sefarosa. Este proceso se repitid 5 veces para recuperar la sefarosa unida al anticuerpoy a la
proteina. Posteriormente, el anticuerpo y la proteina se eluyeron de la sefarosa mediante la
adicion del tampon de carga del western blot, durante 5 minutos a 95°C. Por ultimo, se
centrifug6 para recuperar el sobrenadante conteniendo las proteinas liberadas de la sefarosa.

Una vez inmunoprecipitada la proteina, se realizd la técnica de Western Blot como se ha
descrito anteriormente. En este caso se cargaron 20 ul de muestra por pocillo y el anticuerpo
empleado en este caso fue p-Smad2/3 (anticuerpo policlonal ref. sc-11769, Santa Cruz
Biotechnology, Europa) (dilucién 1:1000) y el anticuerpo secundario empleado fue rabbit anti-
goat (anticuerpo policlonal ref. F7367, Sigma-Aldrich Quimica, S.L., Madrid).

3.7. Andlisis estadistico

Los datos fueron presentados como la media + error estdndar de la media (SEM) de los n
experimentos. El analisis estadistico de los datos fue llevado a cabo por andlisis de la varianza
(ANOVA) seguido por el test de Bonferroni cuando se compararon mas de 2 grupos. En el caso
de comparar diferencias entre dos grupos se utilizo el analisis T - student (GraphPad Software
Inc, San Diego, CA, EEUU.). La significancia fue aceptada cuando p<0.05.
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4. Resultados y discusion

4.1. Expresion de MUCI1-Ct en pacientes FPI (estudios realizados
previamente)

Como se ha mencionado anteriormente, TGF-B1 juega un papel muy importante en la
fisiopatologia de la FPI como principal factor profibrético. Ademas, como ya se ha comentado
previamente, los niveles de expresion de la fraccion extracelular de MUC1 (KL-6), se ven
incrementados en la FPI, pero no solo eso sino que andlisis previos de expresidn génica (figura
9A) y proteica (figura 9B) en sujetos control y pacientes FPI, realizados en nuestro laboratorio,
aungue todavia no publicados, indican que los niveles de expresion de la fraccion C-terminal de
MUC1 se ven también significativamente incrementados (p<0,05) en pacientes FPI con respecto
a sujetos control (Figura 9).
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Figura 9: Expresion de MUC1-Ct en sujetos control (n=14) y pacientes FPI1 (n=14) a nivel de
expresion génica (A) y proteica (B).

A: niveles de expresion de mRNA de MUC1-Ct determinados mediante RT-PCR. Los datos se muestran
expresados como el ratio de expresion de MUC1-Ct respecto a los niveles de expresién de GAPDH. La
representacion de los datos se corresponde con la media + SEM de n=14. (*p<0,05 respecto control).

B: analisis Western Blot de la expresion proteica de MUC1-Ct. Los niveles de expresion de B-actina se
emplean como control end6geno.

4.2. Activacion in vitro de MUC1-Ct mediada por TGF-g1 a nivel de células
epiteliales y fibroblastos

Teniendo en cuenta lo anteriormente comentado, se traté de evaluar la posible relacién entre
TGF-B1 y MUCL. Para ello, se estudid mediante western blot el efecto de TGF-B1 sobre la
activacién de MUCL, basandose en el estudio de los niveles de expresién de dos formas
fosforiladas (y en consecuencia activadas) de MUC1, tras la estimulacion con TGF-1 de los
cultivos de células epiteliales alveolares (A549) y fibroblastos (MRC5) durante 40 minutos.
Como se puede observar en la figura 10, partiendo de niveles de expresion de MUC1 muy
similares para todas las condiciones, en ambas lineas celulares la presencia del factor
profibrotico produjo un aumento en la expresion de MUC1 fosforilado en la treonina en
posicion 1224 del fragmento C- terminal, con respecto a la situacion control. Sin embargo, en
presencia de pirfenidona el aumento de la expresion se dio, pero de forma menos pronunciada.
Por el contrario, no se observo apenas variacion en la expresion de MUCL1 fosforilado en el
aminodcido tirosina en la posicion 1229.
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Figura 10: Activacién in vitro de MUC1-Ct mediada por la estimulacion con TGF-p1 de células
epiteliales alveolares tipo 11 (A549) (A) y fibroblastos (MRC5) (B).

Analisis Western Blot de la expresion proteica de MUC1-Ct y dos formas fosforiladas de MUC1-Ct:
MUC1-PT1224 y MUC1-PY1229 en A549 (A) y MRC5 (B). Los niveles de expresion de B-actina se
emplean como control enddgeno.

Con estos resultados, se pudo plantear la hipoétesis inicial de que TGF-B1, a través de su via de
sefializacion, participa en la activacion de MUC1-Ct (figura 15), al menos a nivel de la
fosforilacién en una posicion especifica de la region C-terminal (T1224). No obstante, MUC1
presenta otras distintas fosforilaciones y por tanto formas activadas, como por ejemplo la
fosforilacion en la posicion Y1229 estudiada, que no participan seguramente en la via de
sefializacion de TGF-B1, sino probablemente en cualquier otra de las multiples vias de
transduccion de sefial en las que MUCL se ve implicada.

4.3. Participacion de MUC1 en la fisiopatologia de la FPI a nivel
intracelular de células epiteliales y fibroblastos.

El silenciamiento de MUCL1 en las lineas celulares comentadas anteriormente, se emple6 con la
finalidad de determinar el posible efecto de dicha proteina en la patogenia de la FPI. Para ello,
tras la estimulacion de los cultivos celulares con TGF-B1, se realizaron las técnicas de western
blot y PCR para detectar variaciones en la expresion de distintos marcadores de fibrosis en
condiciones de presencia y ausencia de MUCL.

En los resultados obtenidos a partir del western blot y de la RT-PCR en las lineas A549 y
MRCS5, se pudo observar (figuras 11 y 12), que para el marcador de miofibroblastos activados
(a-SMA), tanto como para el marcador de matriz extracelular coladgeno tipo 1, hubo un
aumento de la expresion génica y proteica con respecto a la condicion control, tras la
estimulacion con TGF-B1, no siendo tan pronunciado generalmente dicho aumento cuando las
células habian sido previamente tratadas con pirfenidona. Por el contrario, cuando se ensayaron
las mismas condiciones en ausencia de MUCL, los niveles de expresion proteica observados
fueron muy similares en las tres condiciones ensayadas y los niveles de expresion génica,
aungue si que sufrieron generalmente un incremento con respecto a la situacién control, tras la
estimulacion con TGF-B1, éste incremento fue a simple vista inferior que en caso de presencia
de MUCL. Para el caso de una estimulacién previa con pirfenidona, de nuevo los incrementos
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en la expresion génica con respecto a la situacién control fueron generalmente menores a los
alcanzados en ausencia de pirfenidona.

Simultdneamente, se evaluaron los cambios en la expresion del marcador epitelial E-cadherina
en la linea celular A549 (Figura 11A y 11B): los resultados tanto a nivel de proteina como de
mRNA en presencia de MUC1, demostraron una disminucion en la expresion de E-cadherina en
la condicion profibrotica, indicando una pérdida de la polarizacion celular. En este caso, el
tratamiento con pirfenidona consiguio revertir en gran parte la pérdida de polarizacion celular
gue se produce en condiciones de FPI. Coincidiendo con los resultados comentados
previamente, cuando el gen MUCL se silencid, no se observaron variaciones detectables en la
expresion proteica entre las tres condiciones ensayadas y, los niveles de expresion génica
disminuyeron de una forma mucho menos acusada que en presencia de MUCL. La pirfenidona
en estas condiciones no fue capaz de revertir la ligera dismuncién en la expresion de E-
cadherina causada por TGF-B1.

Por otra parte, tanto en la linea celular de fibroblastos como en la de epiteliales alveolares
(Figuras 11A y 12A) la forma activa de la proteina Smad3, es decir, su forma fosforilada,
aumento su expresion en presencia de TGF-B1 con respecto a la condicion control, teniendo un
aumento mas moderado en el caso del pre-tratamiento con pirfenidona. En contraposicion, en la
condicion en la que se silenci6 MUC1, se observaron niveles de expresion proteica muy
similares en las tres condiciones ensayadas. También, en ambas lineas celulares, la expresion de
B-catenina, proteina implicada en la adhesion celular y la transcripcion génica de genes
implicados en la FPI, experimentd un aumento tras la accion de TGF-B1, aumento en parte
revertido en caso de tratamiento con pirfenidona. De nuevo, en las condiciones de MUC1
silenciado, no hubo una diferencia evidente en los niveles de expresion de B-catenina, siendo la
misma para las tres condiciones ensayadas.

En el caso de la proteina ERK % (Figuras 11A y 12A), marcador de proliferacion celular, los
niveles de expresion de su forma activa p-ERK % aumentaron en ambas lineas celulares en
presencia de TGF-B1, mostrando esta misma variacion pero mucho mas ligera, en la condicion
con silenciamiento de MUCL1. Ademas, para este marcador, en ninguna de las dos condiciones
ensayadas, la pirfenidona fue capaz de revertir a penas el incremento de expresion generado por
TGF-B1, siendo los niveles de expresion similares a los de la condicion fibrotica.

Por dltimo, se analiz6 la expresion a nivel de mRNA de dos factores de transcripcion
implicados en la FPI: SNAIL y SLUG. En la linea celular A549 (FigurallB), la expresion
génica aument6 de una manera muy notable en presencia de TGF-B1, con respecto a la situacion
control. En este caso, la pirfenidona fue capaz de revertir en gran parte este incremento de
expresion debido a la estimulacion con TGF-B1. En condiciones de silenciamiento de MUC1, la
tendencia observada en lo que refiere a la expresion génica fue la misma que en presencia de
MUC1, pero en este caso se alcanzaron niveles de expresién de ambos factores de transcripcion
bastante inferiores No obstante, para la linea celular MRC5 (Figura 12B), aunque la respuesta
en los niveles de expresion de SNAIL fue similar a la observada en la linea celular epitelial,
para el caso concreto de SLUG los resultados obtenidos fueron mas bien contrarios,
observandose tanto en presencia como en ausencia de MUC1 una ligera disminucion en la
expresion de SLUG en presencia de TGF-B1.
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Figura 11: Participacion in vitro de MUC1-Ct en los procesos celulares de FPI inducidos por TGF-
B1 en células epiteliales alveolares tipo II (A549).

A: anélisis Western Blot de la expresion proteica de distintos marcadores mesenquimales (Colageno tipo |
y a-SMA), marcadores epiteliales (E-Cadherina), factores de transcripcion (smad 3 y p-Smad3), MAP
quinasas (Erk Y2 y p-Erk 3) y B-catenina. Los niveles de expresion de -actina se emplean como control
endogeno en el caso de Colageno tipo I, a-SMA, B-catenina y E-cadherina. Para los casos de p-Erk %2y p-
Smad3 se emplea sus correspondientes formas no fosforiladas como control enddgeno.

B: niveles de expresion de mMRNA de MUC1-Ct, marcadores mesenquimales (Colageno tipo [ y a-SMA),
marcadores epiteliales (E-Cadherina), y factores de transcripcion (SLUG y SNAIL) determinados
mediante RT-PCR. Los datos se muestran expresados como el ratio de expresién del gen en cuestion
respecto a los niveles de expresion de GAPDH. La representacion de los datos se corresponde con la
media + SEM de n=3 por cada una de las condiciones.
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Figura 12: Participacion in vitro de MUC1-Ct en los procesos celulares de FPI mediados por TGF-
B1 en fibroblastos (MRCS5).

A: analisis Western Blot de la expresion proteica de distintos marcadores mesenquimales (Colageno tipo |
y a-SMA), factores de transcripcion (smad 3 y p-Smad3), MAP quinasas (Erk Y2 y p-Erk %) y B-catenina.
Los niveles de expresion de B-actina se emplean como control endégeno en el caso de Colageno tipo I, a-
SMA, B-catenina y E-cadherina. Para los casos de p-Erk % y p-Smad3 se emplea sus correspondientes
formas no fosforiladas como control endogeno.

B: niveles de expresion de mRNA de MUC1-Ct, marcadores mesenquimales (Colageno tipo Iy a-SMA)
y factores de transcripcion (SLUG y SNAIL) determinados mediante RT-PCR. Los datos se muestran
expresados como el ratio de expresion del gen en cuestién respecto a los niveles de expresién de GAPDH.
La representacion de los datos se corresponde con la media + SEM de n=3 por cada una de las
condiciones.

Los resultados in vitro obtenidos en lo que refiere a las diferencias en los niveles de expresion
génica y proteica de distintas moléculas implicadas en la FPI, en condiciones profibroticas
respecto a condiciones control, tanto en presencia como en ausencia de MUC1, permitieron
afirmar que MUC1-Ct, ademas de incrementar su expresién en pacientes FPI, participa
activamente en los distintos procesos celulares que implica la FPI (figura 15).

Por lo que respecta a los marcadores mesenquimales, a-SMA 'y col&geno tipo I, el hecho de que
su expresion en respuesta a TGF-B1, no incrementara de forma tan intensa en condiciones de
silenciamiento de MUC1, permite postular que TGF-B1, en algin punto de su via de
sefializacion, actia de forma conjunta con MUC1-Ct en el proceso de induccion génica de
marcadores caracteristicos de miofibroblastos. Asimismo, cabe destacar que el hecho de que las
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células epiteliales alveolares mostraran una expresion aumentada de estos marcadores en
presencia de TGF-B1, indica que se produjo la TEM asi como la conversién de los fibroblastos
de tejido a miofibroblastos en condiciones profibroticas.

Otro de los fendmenos caracteristicos de la FPI es la disminucion de la expresion de la
molécula de adhesion E-cadherina por parte de las células epiteliales. Esto implica una pérdida
de la organizacién caracteristica epitelial y una adquisicion por parte de las células epiteliales de
un fenotipo capaz de migrar, tipico de las células mesenquimales, es decir, tiene lugar la TEM.
Sin embargo, la ausencia de MUCL en las células epiteliales atenu6 la disminucion de expresion
de esta molécula, por lo que de nuevo se postula que TGF-B1 en su via de sefializacion establece
algun tipo de relacion con MUC1-Ct dando lugar a una disminucion de la expresion de
marcadores de células epiteliales.

Siendo evidente por tanto, la participacion de MUC1-Ct en la FPI y su estrecha relacion con el
principal factor profibrético, TGF-B1, cabria estudiar el efecto de MUCL1-Ct en la activacién de
Smad, principal mediador de la via de transduccién de sefial de TGF-B1. Con respecto a dicha
activacién, el hecho de que los niveles de expresion de p-Smad3 tras la estimulacion con TGF-
B1 en condiciones de ausencia de MUCI, no aumentaran practicamente con respecto a la
situacion control, indicaron que la activacion de Smad3 inducida durante la fibrosis como
consecuencia de la accion de TGF-B1, no se produjo a penas en ausencia de MUCL. Por tanto,
se pudo postular que MUC1-Ct establece relacion con TGF-B1 a nivel de la via de transduccion
de sefial dependiente de Smad.

En referencia a la expresion de ERKY%, este estudio proporcioné evidencias de que, en presencia
de TGF-B1 y por tanto en condiciones de fibrosis, la proteina ERKY2 se activa, es decir, se
fosforila. Dicha proteina forma parte de la ruta de transduccion Ras-Raf-MEK-ERK, activando
distintos factores de transcripcién en el nlcleo, para la regulacién de una gran variedad de
procesos entre los cuales se incluyen la adhesion, migracion, proliferacion, supervivencia,
diferenciacion y progresion del ciclo celular (Roskoski, 2012). De nuevo, en los resultados
obtenidos se observo que en presencia de TGF-B1, la respuesta de activacion de esta proteina
fue menor en condiciones de ausencia de MUC1 respecto a condiciones de presencia de MUCL,
es decir, de nuevo se afirmé que MUC1-Ct participa en la via de sefializacion de TGF-B1. De
hecho, se ha visto anteriormente la hiperactivacion de esta ruta en células cancerigenas con
sobreexpresion de MUC1 (Nath and Mukherjee, 2014).

Por lo que respecta a la B-catenina, como se ha comentado en apartados anteriores, existe una
interaccion directa de dicha proteina con el dominio citoplasmatico de MUC1 en lineas
celulares de cancer de pancreas y de carcinoma renal. Ademas, la sefializacion de B-catenina se
ha visto influenciada por la presencia de la galectina-3, una B-galactosidasa que esta
sobreexpresada en pacientes con FPI. La eliminacion de galectina-3, se ha visto que reduce la
fosforilacion y la translocacion nuclear de B-catenina, y reduce la retencion del receptor de
TGF-B1 (TGFRII), sugiriendo una interaccion entre TGF-B1 y B-catenina (MacKinnon et al.,
2012). De hecho, existe un farmaco inhibidor de galectina-3 para FPI en fase clinica
(clinicaltrials.gov identificador NCT02257177), el cual es capaz de bloquear la activacién de
[-catenina inducida por TGF-B1 tanto in vitro como in vivo (MacKinnon et al., 2012). Por otra
parte, existen evidencias de que la galectina-3 interacciona con MUCL en su dominio N-
terminal en lineas celulares de fibroblastos (3T3), desencadenando el reclutamiento de B-
catenina al dominio C-terminal de MUCL (Tanida et al., 2014), y de que la transduccion de
sefial mediada por MUC1 en células tumorales ocurre a través de su interaccion directa con
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galectina-3 (Mori et al., 2015). Por tanto, los resultados obtenidos en este estudio, son
consistentes con esta informacion, pues la expresion de B-catenina en presencia de TGF-B1
incrementd con respecto a la situacion control, pero este incremento no se produjo en
condiciones de ausencia de MUC1, por lo que se pudo plantear la estrecha relacién entre TGF-
B1y B-cateninay a su vez la estrecha relacion de esta Gltima con MUCL1-Ct, haciéndose patente
una vez més la estrecha relacion entre TGF-f1 y MUC1-Ct.

Por ultimo, en lo que respecta a los factores de transcripcion SLUG y SNAIL, los cuales se
activan durante la FPI, y translocan al nlcleo para activar procesos caracteristicos de la FPI
como la TEM, cabe destacar que, generalmente su incremento de expresion en presencia de
TGF-B1 con respecto a la situacion control fue mucho menos pronunciado en caso de ausencia
de MUCL1 que en caso de presencia de MUCL, volviéndose a evidenciar de nuevo la estrecha
relacion de MUC1-Cty TGF-B1 y su consiguiente participacion en FPI.

4.4. Interaccion de MUCL1-Ct con p-Smad3 en FPI.

Por altimo, debido a la importancia hasta ahora comentada de la via de transduccion de TGF-f1
en la fisiopatologia de la FPI, asi como la estrecha relacion observada entre MUC1 y TGF-B1,
se estudio la posible interaccién entre el factor de transcripcion encargado de la sefializacién en
esta ruta (p-Smad3) y MUCL. Para ello, se llev6 a cabo la monitorizacion de la actividad de la
via de sefializacion TGF-f/Smad en A549 mediante “Smad binding element reporter kit (SBE)”
en condiciones de silenciamiento control y silenciamiento de MUC1, ademas de experimentos
de co-inmunofluorescencia y co-inmunoprecipitacion de MUC1 y p-Smad2/3 en A459.

Los resultados obtenidos de la co-inmunoprecipitacion se muestran en la Figura 13A, donde se
pudo observar la presencia de p-Smad2/3 en todas las condiciones de inmunoprecipitacion de
MUC1 ensayadas, implicando por tanto, la unién de dicha proteina a MUCL1. Ademas, teniendo
en cuenta que como se puede observar en la figura, los niveles de MUCL1 inmunoprecipitado son
constantes en todas las condiciones ensayadas, se observd un aumento de la interaccion de
MUC1 con p-Smad2/3 cuando las células fueron estimuladas con TGF-B1 con respecto a la
condicion control, viéndose disminuida esta interaccion en el caso de una incubacién previa con
pirfenidona.

La posible interaccion entre ambas proteinas también se evalu6 mediante ensayos de
inmunofluorescencia (Figura 13B) en los cuales se obtuvieron resultados coincidentes con los
de la inmunoprecipitacion. En este caso, pudo observarse no solo la interaccion entre ambas
proteinas en todas las condiciones ensayadas, sino que ademas pudo estudiarse la colocalizacion
celular de ambas proteinas. Como se puede observar en la figura 13B, en condiciones control,
ambas proteinas interaccionaron y presentaron una colocalizacién citoplasmatica, mientras que
en presencia de TGF-B1 ambas proteinas interaccionaron también, pero presentaron una
colocalizacién nuclear, es decir, en presencia de TGF-B1, el complejo de interaccidn proteica
cambia su localizacién citoplasmética para translocarse al nlcleo. La incubacion previa con
pirfenidona, revirtié en gran parte la situacion control, teniendo lugar una colocalizacion de
ambas proteinas principalmente citoplasmatica al afiadir la pirfenidona.
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Figura 13: Interaccién y colocalizacion celular in vitro de MUC1-Ct con p-Smad 2/3 en células
epiteliales alveolares tipo 11 (A549).

A: Inmunoprecipitacion de MUC1-Ct y andlisis Western Blot de p-Smad 2/3 en la proteina
inmunoprecipitada. El andlisis Western Blot de MUC1-Ct se emplea como control endbgeno de la
cantidad de proteina inmunoprecipitada. *MUC1 IP: MUC1 inmunoprecipitado.

B: Co-inmunofluorescencia de MUC1-Ct y p-Smad 2/3. A: DAPI; B: MUC1-Ct; C: p-Smad 2/3; D:
superposicion de MUC1-Ct y p-Smad 2/3; E: colocalizacion de MUC1-Ct y p-Smad 2/3.

Por altimo, en cuanto a la monitorizacion de la ruta de sefializacion de TGF-B1, los resultados
obtenidos (Figura 14) demostraron que la adicién de TGF-B1 indujo un aumento significativo
(p<0,05) del ratio de luminiscencia de luciérnaga/luminiscencia de Renilla, es decir, de la
activacion de la ruta de transduccion de TGF-B1 mediada por Smad, con respecto a la situacion
control. Por el contrario, en ausencia de MUC1, este incremento en la activacion de la via de
transduccion de TGF-B1 con respecto a la situacion control, no fue significativo. La pirfenidona
en este caso no ejercid ningun tipo de accién sobre la activacion de la via de sefializacion de
TGF-B1.
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Figura 14: Participacion in vitro de MUC1 en la via de sefializacion TGF-p1/smad en células
epiteliales alveolares tipo 11 (A549).

Monitorizacion de la actividad de la via de sefializacién TGF-B/Smad mediante “Smad binding element
reporter kit (SBE)” en condiciones de silenciamiento control y silenciamiento de MUC1. Los resultados
vienen expresados como el ratio de la luminiscencia emitida por el gen reportero de la luciferasa de
luciérnaga frente a la luminiscencia emitida por el gen de expresion constitutiva de la luciferasa de
Renilla (n=3). (*p<0,05 respecto control en condiciones de silenciamiento control).

Teniendo en cuenta la anteriormente comentada estrecha relacion entre TGF-p1 y MUCL, estos
resultados nos permitieron profundizar en el entendimiento de esta relacién, permitiendo
hipotetizar que, esta relacion tiene lugar a través de la via de transduccion de sefial de TGF-f1
dependiente de Smad, concretamente a través de la interaccion directa de MUC1-Ct con p-Smad
2/3. Esta interaccion se vio aumentada en presencia de TGF-B1, pues como ya se observd
previamente, TGF-B1 incrementa los niveles de expresion de Smad 2/3 en su forma activada, es
decir, p-Smad 2/3, por tanto, existe también mas cantidad del complejo proteico de interaccion
de MUC1-Ct y p-Smad 2/3. Ademés, TGF-B1 dio lugar a un cambio de la localizacion celular
del complejo proteico, siendo translocado al nucleo en condiciones profibroéticas (figura 15). Por
tanto, se plantea la hipétesis de que TGF-B1 pueda ser capaz de inducir la escision de la parte
C-terminal de MUC1, anclada de forma general a la membrana, y que una vez liberada, la
region C-terminal migrara al ndcleo, unida junto con las proteinas del complejo Smad, donde
podria inducir modificaciones transcripcionales. Por tanto, MUCL actuaria como mediadora en
la ruta de sefalizacion de TGF-B1, participando en ella y potenciando su accion profibrotica.
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Figura 15. Modelo propuesto en células alveolares tipo 11 de la via de transduccion de sefial en FPI
mediada por TGF-p1 y MUC1-Ct

La liberacion del mediador profibrético TGF-B1 y la consecuente activacion de su ruta dependiente de
Smad son factores clave en el desarrollo de la FPI. En condiciones patoldgicas, el modulador TGF-p1,
gue generalmente se encuentra inactivo por la unién al péptido de latencia LAP, se escinde de este
gracias a la accion de la integrina avp6, y se activa, siendo capaz de anclarse a sus receptores. Una vez
unido a sus receptores, se activa la ruta de transduccion de sefial, foforilandose TGFRIlI y TGFRI
respectivamente y reclutandose por parte de éstos el complejo formado por Smad2, Smad3 y Smad4 el
cual también es fosforilado y por tanto activado. Este complejo activado se propone como el encargado de
la fosforilacién del dominio citoplasmatico de MUC1-Ct en la posicién T1224. En consecuencia, se
induce la activacion de MUCL1-Ct, el cual se plantea que se escinde de la membrana plasmatica en
condiciones profibroticas y migra al nicleo unido al complejo Smad. De este modo, una vez translocado
al nacleo el complejo proteico, se inducen, entre otras cosas, la sobreexpresion de genes relacionados con
moléculas de matriz extracelular como Colageno tipo I y a-SMA, la disminucién de expresion de
moléculas implicadas en la adhesion celular como E-cadherina y la sobreexpresion de promotores como
SNAIL y SLUG encargados de promover la transicion epitelial mesenquimal caracteristica de esta
patologia. Asimismo, la activacién de esta ruta de sefializacion se relaciona con la activacion de la
proteina ERK y el aumento de expresion de B-catenina.
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Conclusiones
El gen MUC1 esta sobreexpresado en pacientes FPI.

TGF-B1, principal factor profibrético en la enfermedad de FPI, participa en la
activacion de MUC1-Ct en células epiteliales alveolares tipo Il y fibroblastos, a través
de la fosforilacién de la treonina en posicion 1224

MUCL1 participa a nivel intracelular de células epiteliales alveolares tipo Il y
fibroblastos en la regulacion de las vias de transduccion de sefial desencadenadas por
TGF-B1 en FPL

MUC1-Ct establece relacién directa con la via de transduccion de sefial dependiente de
Smad desencadenada por TGF-B1. Esta relacion se establece a través de la interaccion
entre MUC1-Ct y p-Smad2/3.

TGF-B1 promueve la escision, de la membrana plasmatica, de la parte C-terminal de
MUC1 unida a p-Smad2/3, translocandose dicho complejo proteico al nicleo para
producir modificaciones transcripcionales que fomentan la progresion de la FPI.

Los efectos producidos in vitro por la pirfenidona en los procesos celulares estudiados,
es decir, procesos caracteristicos de la FPI mediados por la via de tansduccion de sefial
de TGF-B1 dependiente de Smad, son en algunos casos beneficiosos, pero en otros
muchos casos nulos. Esto pone en evidencia que el demostrado potencial farmacol6gico
de la pirfenidona en FPI pueda ser a debido a su accion sobre la via de transduccién de
sefial de TGF-B1 dependiente de Smad.

La pirfenidona no ejerce in vitro efectos notables sobre los procesos intracelulares
mediados por MUC1-Ct y relacionados con la FPI.
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