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RESUMEN

La fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) es una enfermedad cronica, letal, de naturaleza
progresiva y etiologia desconocida, que carece de un tratamiento eficaz. A pesar de los
recientes avances llevados a cabo en el campo de los desordenes fibroticos, los
mecanismos moleculares desencadenantes de este tipo de patologias son, en su mayor
parte, desconocidos. En la ultima década, los microRNAs (miRNAs) han emergido como
unos importantes reguladores de la expresion génica. Estas moléculas se unen
preferentemente a las regiones 3’UTR de los mRNAs promoviendo su degradacion o
inhibiendo su traduccion. En la actualidad existen numerosas evidencias de que miR-
29, una familia de miRNAs compuesta por tres miembros, juega un importante papel
en la patogénesis de numerosas enfermedades, incluyendo las patologias fibroticas.
Con el fin de evaluar las funciones fisiopatoldgicas que miR-29 desempefia en los
organismos hemos generado ratones deficientes en los clusters a partir de los cuales se
transcriben los tres miembros de esta familia. Ademas, hemos realizado un protocolo

de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en estos ratones mutantes.



1. INTRODUCCION

1.1 Fibrosis

La reparacion de las heridas es un proceso biolégico extremadamente complejo que
se manifiesta, aunque de muy variables formas, en el reino animal. Tras el dano tisular,
se activan componentes celulares del sistema inmune, la cascada de coagulacion
sanguinea y varias rutas de senalizacion proinflamatorias para restaurar la integridad y
la homeostasis tisular [1]. La fibrosis es un proceso de cicatrizacion patologica
caracteristico de condiciones inflamatorias cronicas que conlleva la desorganizacion de
la arquitectura del organo afectado, constituyendo la principal causa de disfuncion
organica en el ser humano [2]. Se estima que los sindromes fibroproliferativos estan

implicados en un 45% de todos los casos de mortalidad que se registran en los EEUU

[3].

La funcion de un organo depende de que la red de tejido conectivo que lo conforma
mantenga su topologia para permitir el correcto ordenamiento de los componentes
celulares. La fibrosis se caracteriza por la excesiva acumulacion de los componentes de
la matriz extracelular como el colageno, la a-actina del musculo liso, la laminina, la
elastina y la fibrilina los cuales juegan un importante papel en el desarrollo de esta
patologia. La acumulacion de la matriz extracelular puede deberse a un aumento de la
sintesis o a una disminucion en la degradacion de la misma [4]. Los miofibroblastos son
las células efectoras de las diversas patologias fibroticas [5], ya que este tipo celular es
el responsable de la sintesis de la matriz extracelular y de la remodelacion tisular [6].
Es precisamente la incapacidad de terminar la respuesta reparadora, especialmente la
acumulacion y la activacion de los miofibroblastos, la que podria conducir al desarrollo

de reacciones fibréticas en tejidos danados [7].

Los mecanismos fisiologicos de cicatrizacion de heridas son los encargados de

iniciar el proceso fibrotico [8]. La cascada de coagulacion es el primer mecanismo que



se pone en marcha tras la lesion tisular. Asi, cuando se dana el endotelio, las plaquetas
circulantes son activadas cuando entran en contacto con el colageno y el factor de von
Willebrand presentes en la capa subendotelial [9]. El factor de coagulacion Il
(protrombina) sufre un procesamiento proteolitico para dar lugar a la trombina, una
serin-proteasa que convierte el fibrindgeno soluble en hebras insolubles de fibrina, las
cuales aglutinan a las plaquetas para formar el coagulo. Las plaquetas activadas liberan
el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), un potente quimioatrayente
para las células inflamatorias, asi como el factor de crecimiento transformante (TGF-
B1), el cual estimula la biosintesis de los componentes de la matriz extracelular por los
fibroblastos locales [10]. Consecuentemente con todo lo anterior, una prolongacion
excesiva de esta respuesta fisiologica, con la citada acumulacion de miofibroblastos

senescentes y con resistencia a la apoptosis, puede terminar en una fibrosis [11, 12].

1.1.1 Fibrosis pulmonar idiopatica (IPF)

La fibrosis pulmonar Idiopatica (IPF) es una enfermedad cronica, letal, de naturaleza
progresiva y etiologia desconocida, que carece de un tratamiento eficaz [13]. Esta
devastadora patologia se caracteriza por una progresiva cicatrizacion de las regiones
dedicadas al intercambio gaseoso en los pulmones, lo cual termina provocando la
asfixia [14]. El proceso tiene lugar por el depodsito en el intersticio pulmonar de
colagenos y otras proteinas de la matriz extracelular, mediado por TGF-B1 a través de
sus proteinas reguladoras Smad2 y Smad3 [15]. Estudios recientes han demostrado
gue es Smad3, y no Smad2, el principal regulador de la fibrogénesis in vivo e in vitro
[16]. Asi, se ha definido la participacion de Smad3 en varios modelos de enfermedad
fibrotica, incluyendo fibrosis pulmonar inducida por bleomicina [17] y nefropatia
obstructiva ureteral unilateral [18]. Sin embargo, el empleo de la ruta TGF-B1/Smad3
como diana para el tratamiento de la fibrosis pulmonar resulta problematico, debido al

importante papel de TGF-B1 en el correcto balance de las respuestas inmunes [19].



1.2 MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs) constituyen un extraordinario sistema de regulacion
génica que habia pasado desapercibido hasta hace aproximadamente una década. El
dogma central de la Biologia molecular, enunciado por Francis Crick en 1958 y
redefinido posteriormente en 1970, establecia que la informacion bioldgica fluye
unidireccionalmente desde el DNA hacia el RNA y las proteinas [20]. Esta vision
otorgaba al RNA no codificante (ncRNA) un papel muy poco relevante, a pesar de que

constituye alrededor del 98% de todo el transcriptoma humano [21].

Los primeros pasos que condujeron a la identificacion de los miRNAs se llevaron a
cabo en los laboratorios de Victor Ambros y Gary Ruvkun en los inicios de la década de
los 90. Durante un estudio desarrollado por el propio grupo del Dr. Ambros y
encaminado a buscar nuevos genes implicados en la transicion de larva a adulto del
nematodo Caenorhabditis elegans, se descubrio que el gen lin-4 actuaba como
represor del gen lin-14, éste ultimo codificante de una proteina [22]. Ese mismo grupo
clond y caracterizo el citado gen lin-4, el cual carecia de los tradicionales codones de
inicio y de parada de la traduccion. Ademas, mutaciones en la hipotética pauta abierta
de lectura no afectaban a su funcion [23]. Por su parte, el laboratorio del Dr. Ruvkun
constato que lin-14 era regulado post-transcripcionalmente mediante las repeticiones
de su region 3’ no traducida (3’UTR) [24]. Basandose en esta informacion, ambos
laboratorios publicaron en 1993 la primera descripcion de la existencia de los miRNAs.
Este descubrimiento pasé inadvertido como un hecho aislado propio de la peculiar
biologia de los nematodos, hasta que siete afios después, el grupo del propio Ruvkun
reveld la existencia de otro miRNA también en C. elegans, el gen let-7, y demostro su
conservacion evolutiva hasta humanos [25]. A raiz de este trabajo, varios laboratorios
comenzaron una busqueda exhaustiva de moléculas de RNA de pequefio tamano en
diversos organismos, que condujeron a la publicacion simultanea en el afio 2001 de
tres estudios que describian la identificacion de decenas de estas moléculas en
nematodos, moscas y humanos, y proponian la existencia de una nueva clase de RNAs

reguladores de la expresion génica [26-28].
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Todos estos hallazgos supusieron el inicio de la revolucion de los miRNAs [29].
Desde entonces, nuestro conocimiento sobre estas moléculas ha crecido de forma
exponencial y hoy sabemos que este sistema de regulacion tiene un gran impacto en
practicamente cualquier proceso de la célula y del organismo [29]. La regulacion génica
por miRNAs es un mecanismo ampliamente extendido en vertebrados e invertebrados,
asi como en plantas, algas y virus, aunque ausente en hongos [30]. Esta peculiar
distribucion sugiere que los miRNAs surgieron de forma independiente en plantas y
animales, y de hecho, presentan diferencias sustanciales en su maquinaria y sus

mecanismos de accion en ambos tipos de organismos [31].

1.2.1 Biogénesis y mecanismos de accion de los miRNAs

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA de una sola hebra, de entre 19 y 24
nucledtidos de longitud, que se unen por complementariedad preferentemente a
secuencias situadas en las regiones 3’UTR de sus RNA mensajeros diana (mRNAs) e
inhiben la sintesis proteica mediante el bloqueo de la traduccion o la degradacion del
mRNA [32]. Los miRNAs estan codificados en el genoma, principalmente en regiones
intergénicas, aunque también se encuentran en intrones de otros genes v,
ocasionalmente, en el 3’UTR o en regiones codificantes [33]. La gran mayoria de
miRNAs intergénicos presentan una estructura génica similar a la de cualquier gen
codificante de proteinas, constituida por un promotor para la RNA polimerasa Il con
secuencias reguladoras, un cierto numero de exones y una secuencia de
poliadenilacion. En el caso de los miRNAs intragénicos, la regulacion de su expresion
viene marcada por el promotor del gen hospedador, aunque en algunos casos se
transcriben a partir de la hebra antisentido del gen vy, por lo tanto, poseen sus propios

mecanismos de regulacion.

Tras su expresion en el nucleo como largos transcritos primarios (pri-miRNAs), los
miRNAs deben sufrir un proceso de maduracion para dar lugar al miRNA maduro
(Figura 1). En este sentido, cabe destacar que, con frecuencia, los miRNAs se organizan
en el genoma en grupos denominados clusters, transcritos como una sola molécula de

RNA policistronico que, posteriormente, origina varios miRNAs maduros. La primera
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etapa de su maduracion sucede en el nucleo, donde la region del transcrito primario
qgue dara lugar al miRNA maduro adquiere una estructura secundaria en forma de lazo
caracterizada por una region de unos 33 nucledtidos de RNA de doble hebra y un bucle
terminal y unas regiones flanqueantes 5’ y 3’ de RNA de hebra simple. Esta estructura
es reconocida por un complejo con actividad nucleasa formado por la RNAsa Il Drosha
y la proteina DGRS8 (diGeorge critical region 8). Ambas proteinas poseen dominios de
union a RNA bicatenario que reconocen la estructura en forma de lazo y realizan un
corte asimétrico en ambas hebras a 11 nucledtidos del comienzo de la region de doble
hebra, generando lo que se conoce como precursor de miRNA (premiRNA). El
procesamiento por el complejo Drosha/DGR8 acontece de forma simultanea a la
transcripcion y, en el caso de miRNAs intrénicos, se produce antes de que tenga lugar
el ayuste de intrones. El pre-miRNA generado posee 2 nucledtidos protruyentes en su
extremo 3’, lo que permite su reconocimiento por el complejo exportina-5/Ran-GTP,

gue media su transporte al citoplasma donde continuara su maduracion.

pre-miRNA
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Figura 1: Biogénesis y mecanismos de accion de los microRNAs.
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Una vez en el citoplasma, un complejo formado por la RNAasa Ill Dicer y las
proteinas de union a RNA de doble hebra TRBP (Tar RNA binding protein) y PACT
(protein activator of PKR) realizan un segundo corte en el pre-miRNA, dando lugar a un
RNA de doble hebra de unos 22 nucledtidos con extremos 3’-protruyentes
denominado miRNA duplex. Posteriormente, este duplex se une al complejo de
silenciamiento o RISC (RNA-induced silencing complex), cuyo principal efector es la
proteina argonauta-2 (Ago2). La union a este complejo desencadena la degradacion de
la hebra pasajera y el acoplamiento de la hebra funcional (complementaria al mMRNA),
que constituye ya el miRNA maduro y se encargara de guiar al complejo de
silenciamiento hacia los mRNAs diana. Aunque en principio el miRNA duplex podria dar
lugar a dos miRNAs maduros, solo una de las hebras es seleccionada por el complejo

RISC y, normalmente, es aquella que muestra mayor estabilidad en su extremo 5’ [34].

El reconocimiento de los mRNAs diana y los mecanismos de silenciamiento
mediados por RISC difieren entre plantas y animales [35]. En plantas, los miRNAs
presentan un mecanismo de accion similar a los siRNA, uniéndose a secuencias
perfectamente complementarias situadas en las regiones codificantes de los mRNAs y
desencadenando su degradacion. Sin embargo, en animales, el mecanismo es mucho
mas complejo, ya que los miRNAs se unen a secuencias parcialmente complementarias
situadas en las regiones 3’UTR de los mRNAs, existiendo tres posibilidades de
silenciamiento: la degradacion directa del mensajero, su desadenilacion y posterior
degradacion por mecanismos generales de la célula o la inhibicion de su traduccion a
proteinas [36]. La complementariedad parcial entre el mRNA y el miRNA es uno de los
aspectos que mas ha obstaculizado el avance en el conocimiento de las funciones de
los miRNAs en animales, debido a que no parece ajustarse a un Unico patrén, lo que
imposibilita la deduccion de los genes diana de los miRNA usando metodologias
sencillas de alineamiento de secuencias, tal como sucede en plantas. No obstante, el
conocimiento adquirido en los ultimos afios ha puesto de manifiesto que una region
clave de los miRNAs en el reconocimiento de los genes diana es la denominada region
semilla (del inglés “seed”), correspondiente a los 9 primeros nucledtidos del extremo
5’ [37]. Asi, se ha comprobado que los sitios de union de miRNAs (MBSs) mas comunes

en los mRNAs son aquellos que presentan complementariedad continuada con al
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menos 7 nucledtidos de la region semilla del miRNA. Aunque menos frecuentes,
también existen MBSs funcionales con tan solo 6 nucleédtidos emparejados con la
region semilla e incluso algunos poseen discontinuidades en la complementariedad de
dicha region que son compensadas con un extenso alineamiento en la region 3’.
Consecuentemente, la prediccion de genes diana usando estos determinantes es una
tarea compleja que implica la obtencion de un gran numero de falsos positivos
derivados de la elevada probabilidad de encontrar al azar una secuencia de seis
nucledtidos complementaria a la region semilla [38]. Para reducir el numero de falsos
positivos, se han desarrollado programas de prediccion que utilizan la informacion de
conservacion entre especies bajo la hipotesis de que los MBSs funcionales estaran
sometidos a presiones selectivas y por lo tanto apareceran en varias especies con
mayor probabilidad que por azar [39]. De igual modo, otros programas incorporan
parametros como la presencia de varios MBSs en el mismo gen, la energia
termodinamica del alineamiento, la compensacion del emparejamiento en el extremo
3" o la estructura secundaria del mRNA, para lograr el mejor compromiso entre

sensibilidad y fiabilidad.

1.2.2 Relevancia funcional de los miRNAs

Independientemente del tipo de mecanismo de silenciamiento, el resultado final de
la accion de los miRNAs es una disminucion en los niveles de las proteinas codificadas
por los genes diana. De esta manera, los miRNAs pueden actuar bien como
interruptores, encendiendo o apagando una determinada ruta, como elementos
moduladores adicionales a la regulacion de la expresion génica, o formando bucles de
retroalimentacion [38]. Teniendo en cuenta que cada miRNA tiene el potencial de
regular entre decenas y cientos de genes, y considerando que se han identificado casi

2000 miRNAs en el genoma humano (http://mirbase.org/) y que un mismo gen puede

presentar sitios de union para varios miRNAs, se estima que aproximadamente un 60%
del transcriptoma humano esta regulado por estas pequenas moléculas, por lo que no
es de extranar su influencia en los programas celulares [40]. En este sentido, otro
estudio ha revelado que mas del 50% de los transcritos de mamiferos estan sometidos

a presiones selectivas dirigidas a la conservacion de sus MBSs [41]. Por otra parte,
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dado el elevado numero de dianas que presentan, un mismo miRNA puede causar un
gran impacto en Unica ruta celular mediante la intervencion a varios niveles, o
controlar multiples procesos simultaneamente. Asi, para algunos miRNAs se han
encontrado relaciones funcionales entre sus genes diana, lo que sugiere su
especializacion en un proceso concreto. Un ejemplo son los miRNAs miR-6 y miR-11,
ambos pertenecientes a la familia de miR-2, los cuales funcionan cooperativamente
para limitar el nivel de apoptosis en el desarrollo embrionario de Drosophila. Las
dianas de estos miRNAs muestran un claro enriquecimiento en genes proapoptoticos a
los cuales regulan de manera efectiva, ya que los individuos que carecen de estos dos
miRNAs muestran letalidad embrionaria [42]. Sin embargo, es frecuente que los
miRNAs no presenten conexiones evidentes entre sus genes diana, lo que parece
indicar que pueden desempefar multiples funciones dependiendo del tejido o del
momento en el que se expresen. Otro aspecto a tener en cuenta en este sistema de
regulacion es la redundancia funcional que ocurre entre miRNAs que comparten la
misma region semilla o entre miRNAs que presentan varias copias idénticas con
distinta localizacion gendmica. Por lo tanto, en un escenario como este, se puede
concluir que cualquier proceso celular es susceptible de cierto grado de regulacion por

miRNAs en algun tipo celular o en alguna condicién concreta.

Como se ha mencionado, una de las principales funciones atribuidas a los miRNAs
ya desde el descubrimiento de /in-4 es la regulacion del desarrollo embrionario. De
hecho, ratones deficientes en cualquiera de los genes implicados en la ruta biosintética
de miRNAs, como Drosha, Dicer, DGR8 o Ago2, mueren prematuramente con graves
defectos en su morfogénesis [43]. La generacion de modelos murinos deficientes en
miRNAs individuales o en clusters de los mismos ha aportado una valiosa informacion
acerca del impacto real de los miRNAs en la biologia de los organismos y ha
confirmado su importante contribucion a los procesos de programacion celular que
acontecen durante el desarrollo embrionario. Aunque actualmente el numero de
modelos murinos deficientes en miRNAs es todavia reducido, dicho niumero va en
aumento. Ademas, estos estudios también han confirmado los fendmenos de
redundancia o cooperacion funcional entre miRNAs relacionados o coexpresados. Asi,

los ratones deficientes en miR-133a-1 o miR-133a-2, dos copias idénticas del mismo
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miRNA, no muestran ningun fenotipo obvio, mientras que la ausencia simultanea de
ambos origina letalidad perinatal en aproximadamente el 50% de los casos, asociada a
severos defectos cardiacos [44]. De forma similar, el cluster miR-17~92 presenta otros
dos clusters paralogos, el miR-106a~363 y el miR-106b~25, sumando entre todos 15
miRNAs de 4 familias distintas. Mientras que la ausencia de cualquiera de los dos
ultimos clusters no produce ningun fenotipo aparente, su deficiencia combinada la de
miR-17~92 agrava en gran medida su fenotipo provocando letalidad ya en etapas muy
tempranas del desarrollo [45]. En cualquier caso, también hay un numero significativo
de modelos de pérdida de funcion de miRNAs que no desarrollan fenotipos graves ni
altamente penetrantes bajo condiciones controladas, a pesar de su importante

conservacion evolutiva [46, 47].

Acorde con su profundo impacto en la biologia de los organismos, diversas
alteraciones en los sistemas de regulacion mediados por miRNAs se asocian
frecuentemente al desarrollo de patologias humanas, entre las que destacan
enfermedades neurodegenerativas y el cancer [48, 49]. La contribucion de este
sistema de regulacion a la tumorigénesis se ha estudiado extensamente en los ultimos
anos y ha revelado un papel fundamental de los miRNAs en esta patologia. Los miRNAs
pueden participar en desarrollo del cancer como supresores tumorales o como
oncogenes a través de cambios en su expresion, variacion en el nimero de copias,
mutaciones en sus secuencias o en los MBSs de sus genes diana, o alteraciones en los
mecanismos de biogénesis [50]. Asi, algunos estudios sefialan que mas del 50% de los
miRNAs se encuentran situados en regiones genomicas asociadas al desarrollo del
cancer o cercanos a puntos de rotura cromosomica. En este sentido, en algunos tipos
de cancer, los patrones de expresion de miRNAs se han revelado como una
herramienta de clasificacion tumoral mas efectiva que los perfiles de expresion de
mMRNAs, lo que ha convertido a los miRNAs en biomarcadores utiles para el diagndstico
y pronostico del cancer, permitiendo diferenciar el tejido tumoral del sano o
determinar el origen, grado de diferenciacion, potencial metastasico o la respuesta a
tratamientos antitumorales. Por otro lado, varios trabajos iniciales revelaron la
existencia de mutaciones en genes implicados en la biosintesis de miRNAs en un

abundante numero de tumores.
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Por otra parte, cabe sefalar que el elevado niumero de genes diana de cada miRNA,
su impacto en los procesos celulares y su frecuente contribucion a diversas patologias
ha llevado a su consideracion como posibles dianas terapéuticas para el tratamiento
de diversas enfermedades vy, especialmente, el cancer. Aunque todavia nos
encontramos en los inicios de estas aproximaciones, varios trabajos en ratones y
primates han conseguido modificar sustancialmente los niveles de miRNAs utilizando

oligonucledtidos que mimetizan o bloquean la accion de los miRNAs enddgenos [51].

En conclusion, el descubrimiento de los miRNAs ha supuesto un hito en la historia
de la ciencia al anadir un nuevo nivel de regulacion molecular que podria permitirnos
explicar muchos aspectos de la biologia de los organismos que permanecian sin
respuesta. Aunque el conocimiento adquirido durante los ultimos anos ha aportado
pruebas evidentes sobre su profundo impacto en la biologia de los mamiferos, todavia
existen muchos interrogantes en torno a la regulacion por miRNAs, y sera necesario
reevaluar la contribucion que este sistema de regulacion desempena en los distintos

procesos fisioldgicos y patologicos de los organismos.

1.2.3 miR-29

A raiz del enorme auge del estudio de la regulacion mediada por miRNAs, y dada la
experiencia previa de nuestro laboratorio en el estudio de las bases moleculares del
envejecimiento [52], nuestro grupo inicid recientemente una linea de investigacion
que abordaba el estudio de la contribucion de estas moléculas al citado proceso. Con
este fin, empleamos un modelo de raton desarrollado en nuestro laboratorio que
manifiesta envejecimiento acelerado (ratones progeroides) para analizar los cambios
en los niveles de expresion del conjunto de miRNAs murinos durante el envejecimiento
[53, 54]. Estos analisis revelaron importantes cambios de expresion en varios miRNAs
durante el envejecimiento acelerado, algunos de los cuales estan también alterados en
el envejecimiento fisiologico [55, 56]. El estudio detallado de estos miRNAs permitio la
identificacion de varios de sus genes diana y revelé que estos miRNAs tenian la

capacidad de regular diversas rutas bioquimicas asociadas al envejecimiento. Por
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ejemplo, hemos demostrado que el aumento en los niveles de miR-1 contribuye a la
desregulacion del eje somatotrofo presente en estos ratones a través de la represion
de la sintesis de IGF-1 [55]. Igualmente, hemos identificado altos niveles de expresion
de los tres miRNAs que componen la familia de miR-29 durante el envejecimiento
fisiologico y patoldgico, y hemos demostrado que estos miRNAs regulan la
proliferacion y senescencia celular mediante la modulacion de la respuesta a dafo en
el DNA [56]. La familia de miR-29 se compone de miR-29a, miR-29¢c y dos copias de
miR-29b, organizados en dos regiones genomicas o clusters. Asi, el cluster mir-29a/b-1
presente en el cromosoma 6 de raton codifica miR-29a y miR-29b-1, mientras que miR-
29c y miR-29b-2 se originan a partir del cluster miR-29b-2/c presente en el cromosoma

1[57].

Ademas, en la actualidad existen numerosas evidencias de que miR-29 juega un
importante papel en la patogénesis de numerosas enfermedades, incluyendo los
desordenes fibréticos [58]. Concretamente, su papel como inhibidor del desarrollo de
la fibrosis es su efecto biologico mejor documentado hasta el momento, ya que se ha
relacionado a esta familia de miRNAs con la fibrosis hepatica [59], renal [60], cutanea
[61], cardiaca [62] y con el aneurisma de aorta [63], asi como con la fibrosis pulmonar
Idiopatica. No en vano, los genes mas importantes que conforman la matriz
extracelular (ELN, FBN1, COL1A1, COL1A2, Col3Al...), son dianas moleculares de la
familia miR-29 [62, 64]. Como ya se ha comentado, numerosos estudios han
demostrado que miR-29 muestra una expresion reducida o incluso nula en numerosos
desordenes fibroticos. Sin embargo, poco ha sido lo que se ha explorado sobre el
potencial terapéutico de esta familia de miRNAs. Ademas, recientemente, se ha
probado que miR-29 es regulado por el eje TGF- B1/Smad3, ya que los ratones
deficientes en Smad3 estan protegidos frente a la fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina, con lo cual se propone que este miRNA constituye un agente antifibrotico.
Mas aun, la terapia génica empleando miR-29 inhibe el desarrollo de la fibrosis

pulmonar inducida por el citado compuesto [65].

Sobre la base de los citados estudios nos planteamos continuar con estas lineas de

investigacion, con el objetivo de dilucidar las funciones fisiopatoldgicas que la familia
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miR-29 desempena en los organismos, para lo cual hemos generado ratones
modificados genéticamente deficientes en miR-29. Dada la redundancia funcional de
esta familia de miRNAs, se han generado ratones deficientes en ambos clusters, lo cual
esta permitiendo estudiar la contribucion de cada uno por separado, asi como la

generacion de ratones deficientes en todos los miembros de la familia.

Los ratones mutantes deficientes en miR-29 se obtuvieron a partir de células embrionarias
(ES) murinas deficientes en los clusters miR-29a/b-1 y miR-29b-2/c respectivamente, cedidas
por el Dr. Haydn M. Prosser (Cambridge, Reino Unido). Estas células fueron generadas, en
ambos casos, mediante recombinacion homodloga empleando el vector de reemplazamiento

puDeltatk (Figura 2).

wild type 5'-probe 3'-probe
allele ! .l , '
- homology arm J 3’ homology arm
Asel / Asel \ Asel
Puro Atk | /
Replacement
allele cassette
PR 81lkb ™ P 95kb &
Wild type Puro Atk Wild type Puro Atk
Q“ Tk Bl —15.4 kb ” " Mes e swa” —15.4 kb
TR e A R 31k S 9.5 kb
5’- probe 3’- probe

Figura 2: Estrategia de reemplazamiento de un cluster de miRNAs (en rojo).
Abajo, Southern blot donde se corrobora la presencia del alelo puDeltatk en

células ES.

Las células ES proporcionadas por el Dr. Prosser portaban el cassette de
reemplazamiento, el cual debe ser eliminado por escision evitando asi que puedan
producirse artefactos debido a que la presencia del mismo pueda interferir en la
biologia de los ratones. Con este fin se procedio a sobreexpresar la recombinasa Cre en

las células ES murinas heterocigotas para el alelo puroDeltatk, de manera que el
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cassette se escindiese debido a la accion de este enzima sobre los sitios LoxP (Figura

3).

miR-29ab*
ABS chrm. 6

AB3
29b 29a PCR product: 886 bp

. Puro Atk
miR-29ab BGS

ABS, PGK =y
ir Pmm_H Puro Atk HbGHpA @ FRT s

PCR products: 3.0 kbp
Cre 320 bp
miR-29ab™
AB5
LoxP FR'F o
A3
PCR product: 473 bp
o
"
_@t xllx x]lv x\/
S S
—— ey e 386 bp
— 473 bp
_— 320 bp

Primers: AB5 + AB3 + BG5

Figura 3: Esquema donde se representa la escision del alelo puDeltatk debido a la

accion de la recombinasa Cre sobre los sitios LoxP.

Una vez tuvo lugar la escision, se procedié a la microinyeccion de las ES murinas
heterocigotas en blastocistos C57BL/6J, lo cual fue realizado por la Unidad de
Transgénicos del IUOPA. De esta forma se generaron las primeras quimeras, las cuales
se cruzaron con ratones silvestres de la misma cepa. Aquellas quimeras que
presentaban transmision a la linea germinal del alelo mutante produjeron Ia
generacion F1, la cual estaba compuesta por individuos silvestres e individuos
heterocigotos. Cruzando los heterocigotos entre si logramos obtener las lineas de
raton deficientes en miR-29a/b-1 y miR-29b-2/c. Para la generacion del doble Knock-
out (KO) es necesario cruzar ambas lineas entre si, proceso que se esta desarrollando

actualmente.
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Dados estos antecedentes, en el presente Trabajo Fin de Master nos hemos

propuesto los siguientes objetivos:

e Establecimiento de las colonias de ratones deficientes en miR-29a/b-1 y miR-
29b-2/c, asi como el doble knock-out, mediante cruces dirigidos de manera que se
generen grupos de ratones con genotipos Utiles para la experimentacion.

e Caracterizacion de los cambios fenotipicos de los ratones deficientes en los
clusters de miR-29.

e Evaluacion de la relevancia in vivo de la familia miR-29 en la fibrosis pulmonar

inducida en ratones mediante el empleo de bleomicina.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Cuidado de los animales

Se emplearon ratones, tanto de genotipo silvestre como deficientes en los clusters
miR-29a/b-1 y miR-29b-2/c, pertenecientes a la cepa C57BL/6J con una edad
comprendida entre las 23 y las 25 semanas. Durante el proceso, los ratones se
mantuvieron en las instalaciones especializadas del bioterio de la Universidad de
Oviedo bajo un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, siendo alimentados
ad libitum. Los genotipos fueron confirmados por PCR. El protocolo experimental fue

aprobado por el Comité de Experimentacion Animal de la Universidad de Oviedo.

2.2 Diseno experimental

Los ratones de todos los genotipos se clasificaron aleatoriamente en dos grupos, el

primero de ellos fue tratado con bleomicina y el segundo con PBS (del inglés,
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Phosphate buffered saline). Una vez anestesiados los animales con una mezcla de
ketamina-xilacina, se les practicé una pequena incision en la linea media del cuello
para exponerles la traquea. Acto seguido se les administrd, via intratraqueal,
bleomicina (2 Unidades/Kg) o PBS empleando una aguja de 29G. A continuacion, se
suturo la abertura y se dejo a los animales recuperarse. Los ratones se sacrificaron a
los 3 y 21 dias después de la correspondiente inyeccion intratraqueal. En total se han
establecido 10 grupos distintos dependiendo del genotipo, tratamiento y tiempo de

sacrificio desde la instilacion, con un total de 55 animales.

2.3 Analisis histologicos

El pulmon izquierdo se fijo empleando formaldehido al 4%. Se estudiaron tres
cortes por cada pulmon, cada uno a una altura diferente, tenidos con Hematoxilina-
eosina o con Tricromico de Masson, una tincion que permite identificar los depdsitos
de colageno. La fibrosis se valord segun la escala de Ashcroft [66], la cual otorga
puntuaciones que van desde 0 (no fibrosis) hasta 8 (fibrosis masiva en todos los
campos), también se valoro el grado de inflamacion [67]. Las evaluaciones patoldgicas
se realizaron sin conocer los genotipos y las condiciones experimentales de cada

muestra.

2.4 Tomografia computerizada

Para la adquisicion de imagenes por tomografia computerizada se realizdo en el
Laboratorio de Imagen Preclinica del Bioterio de la Universidad de Oviedo empleando

el equipo Argus PET/CT (Sedecal).

2.5 Reaccion en cadena de la polimerasa

Los experimentos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para determinar los
genotipos de los animales se efectuaron en termocicladores de Perkin ElImer (modelo

9700) y Applied Biosystems (modelo Verity), indistintamente. Los oligonucleotidos
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especificos para la amplificacion se disefiaron de acuerdo con la secuencia a amplificar.
Los productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa en

TBE.

2.6 Aislamiento de RNA

Los tejidos extraidos de los animales se congelaron inmediatamente a -802C. Para la
extraccion de RNA se empled el método de Trizol (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Los precipitados de RNA se resuspendieron en agua libre de RNAsas (Ambion,
Austin, TX, USA), y la cantidad de RNA se cuantificé y su pureza se evaludé mediante la relacion
de absorbancia 260/280nm, empleando el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA).

2.7 Analisis transcripcional mediante RT-PCR

cuantitativa a tiempo real

La determinacion de los niveles relativos de cada miRNA se realizdo mediante RT-PCR a
tiempo real utilizando “Tagman Small RNA assays” (Applied Biosystems). Para ello, se genero
cDNA de doble hebra a partir de 10 ng de RNA total mediante el kit de transcripcion reversa
“Tagman miRNA reverse transcription kit” (Applied Biosystems). EI cDNA resultante se
amplifico mediante PCR a tiempo real en un sistema de deteccion “7300 Real-Time PCR
System” (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados se
analizaron mediante cuantificacion relativa frente al control enddgeno snoRNA202 empleando

el Software SDS 1.4y 2.1 de Applied Biosystems.
2.8 Analisis bioinformatico y estadistico

La prediccion computacional de las dianas de miRNA se realizé mediante la combinacion de
los siguientes programas bioinformaticos: TargetScan (www.targetscan.org), Microcosm
(www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm) vy PicTar (pictar.mdc-berlin.de). Para el analisis
estadistico de los datos experimentales se emplearon el programa GraphPad Prism asi como

Excel del paquete Microsoft Office. Los datos experimentales se muestran como el valor medio
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calculado a partir de los mismos, y las barras de error representan el error estandar de la

media.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fenotipica de los ratones deficientes

en miR-29

Nuestro primer objetivo consistio en la caracterizacion de los cambios fenotipicos que
experimentan los ratones deficientes en miR-29a/b-1 y miR-29b-2/c, asi como los del doble
KO. Sin embargo, para la generacion del citado raton deficiente en todos los miembros de la
familia miR-29 fue necesario establecer varios cruces dirigidos entre los ratones deficientes en
ambos clusters, proceso que aun no ha finalizado, debido a lo cual no ha podido ser tratado en

la presente memoria.
3.1.1 Ratones deficientes en miR-29a/b-1.

La generacion de ratones deficientes en el cluster miR-29a/b-1, asi como su caracterizacion
fenotipica preliminar ya han sido descritas en el ano 2012 por Smith y colaboradores [68]. En
este articulo se propone a miR-29 como un regulador de la diferenciacion de los linfocitos T
por medio de un bucle de retroalimentacién que implica a T-bet e IFN-y. En ese mismo articulo
también se describe superficialmente la generacion de ratones deficientes en el cluster miR-
29b-2/c

La generacion de estos ratones va a permitir el establecimiento de las dianas moleculares
de miR-29 que se encuentran desreguladas en los ratones mutantes. Asi como diferenciar las
dianas funcionales reales a las cuales miR-29 controla directamente, de aquellas que se

desregulan de forma secundaria debido a la alteracion de las primeras.
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3.1.2 Ratones deficientes en miR-29b-2/c.

Se han generado los ratones deficientes en miR-29b-2/c. No obstante, hay que destacar
que nuestro laboratorio y otros grupos [68], han puesto de manifiesto que miR-29b se
transcribe mayoritariamente a partir del cluster miR-29a/b-1, de modo que los ratones
deficientes en el citado cluster no muestran practicamente expresion de miR-29a, ni de miR-

29b.

Esta peculiar expresion de miR-29b podria contribuir a explicar los cambios fenotipicos de
los ratones deficientes el cluster miR-29a/b-1, ya que estos animales practicamente sélo

expresan miR-29c.

3.2 Fibrosis pulmonar en ratones deficientes en miR-29

Con el fin de evaluar el papel que la familia de microRNAs miR-29 desempena en el
desarrollo de la fibrosis pulmonar, los ratones deficientes en cada uno de los clusters que
componen esta familia se sometieron a tratamiento con bleomicina. La bleomicina es un
antibidtico antineoplasico, inicialmente aislado de Streptomyces verticillatus [69], que
presenta una fuerte actividad frente a bacterias y hongos, pero su potente citotoxicidad ha
impedido que se aplique como tratamiento frente a estas infecciones. No obstante, este
compuesto se emplea como tratamiento para determinados tipos de cancer, como linfomas,
tumores de cabeza y cuello y tumores de las células germinales [70]. Sin embargo, se ha
observado que la bleomicina presenta toxicidad pulmonar, segun la dosis aplicada, que
termina desencadenando fibrogénesis en dicho dorgano. Asi, el tratamiento de ratones con
bleomicina es el modelo de estudio de la fibrosis pulmonar mas empleado en la actualidad
[71]. Existen varias formas de administrar la bleomicina a los animales, en nuestro caso hemos
realizado una instilacién intratraqueal, de modo que inicialmente se produce dano en el
epitelio alveolar, lo cual provoca una alveolitis caracterizada por el reclutamiento y activacion
de neutréfilos y linfocitos que se prolonga durante los 7 dias posteriores a la administracion
del compuesto [72]. Tras esta fase del proceso, las células inflamatorias son eliminadas y se
produce una activacion y proliferacion de los fibroblastos locales, con la correspondiente
sintesis de la matriz extracelular [73]. En nuestro caso hemos realizado el tratamiento con

bleomicina a ratones deficientes en miR-29a/b-1 y en miR-29b-2/c, asi como a ratones

controles de genotipo silvestre. Como control del procedimiento experimental hemos
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empleado animales deficientes en miR-29b-2/c y de genotipo silvestre, los cuales

fueron instilados con PBS, no desarrollando, en ningun caso, patologias fibroticas.

La fibrosis se caracteriza por la excesiva acumulacion de los componentes de la
matriz extracelular en el tejido conjuntivo de diversos dérganos como corazdn, rinon, higado
y pulmodn [4]. La mayoria de los genes que codifican a las proteinas que se acumulan en la
matriz extracelular (colagenos, elastina, fibrilina...) son dianas moleculares de la familia miR-29

(http://www.targetscan.org/). Ademas, el eje TGF-B/Smad esta considerado como clave en el

desarrollo de la fibrosis pulmonar, siendo sus niveles controlados por miR-29 [74].
Reciprocamente, un estudio reciente ha puesto de manifiesto que TGF- B regula la expresion
de miR-29 a través de Smad3, una de sus proteinas efectoras [65]. En ese mismo trabajo se ha
propuesto a miR-29 como un potente agente antifibrotico in vivo, debido a que su empleo en
terapia génica mediada por el transposon Sleeping Beauty (SB) inhibe en gran medida el
desarrollo de la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina. A pesar de todo lo anterior, en la
actualidad no existen terapias para el tratamiento de la fibrosis pulmonar que actten sobre

esta ruta bioquimica.

Por otra parte, ya se ha comentado que miR-29 presenta una expresion reducida o nula en
numerosos desordenes fibréticos, por lo que este microRNA ha sido propuesto también como
un biomarcador de este tipo de patologias. Por ejemplo, los niveles en orina de miR-29, junto
con los de otros dos miRNAs, se correlacionan con proteinuria y funcién renal [75]. En la
misma linea, otro trabajo ha puesto de manifiesto que nivel de expresion de miR-29¢c
detectado en exosomas en la orina se correlaciona con la funcién renal o con el grado
histologico de fibrosis en dicho érgano [76]. Asimismo, los niveles de miR-29a circulante se
correlacionan con el nivel de fibrosis presente en pacientes con cardiomiopatia hipertrofica
[77]. Todos estos trabajos arrojan la evidencia de que miR-29 podria resultar una herramienta

util para el diagndstico de este tipo de patologias.

En la presente memoria se describe, por primera vez, la realizacién de un experimento de
induccion de fibrosis pulmonar en ratones deficientes en miR-29. En este caso se ha realizado
el experimento en ratones deficientes en uno de los dos clusters gendmicos que forman la
familia miR-29: mir-29a/b-1 y miR-29b-2/c, respectivamente. Este disefio experimental nos

permitio evaluar la contribucion de cada uno de los clusters al desarrollo de la patologia.

Sin embargo, son muchas las cuestiones que quedan por resolver. Actualmente, se han

propuesto dos posibles mecanismos a través de los cuales miR-29 podria ejercer su accion
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antifibrotica. En primer lugar, miR-29 puede ejercer una regulacién directa de la expresion de
los genes que conforman la matriz extracelular, como es el caso de los colagenos, mediante su
union, preferentemente, a las regiones 3'UTR de sus mRNA. Ademas, miR-29 puede reducir la
expresion de los citados genes de manera indirecta a través de la inhibicion del eje TGF-
B1/Sma3, impidiendo asi que se desencadene su cascada de senalizacion profibrética. Nuestro
modelo puede contribuir a despejar este interrogante, ya que se podria cuantificar el grado de
expresion de TGF-B1 a nivel proteico y de mRNA, y compararlo entre ratones de genotipo

silvestre y mutante.

Por otra parte, en la actualidad no existen datos cuantitativos de los niveles de expresion
de todos los miembros de la familia miR-29 en pulmones de pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica (IPF). Para tal fin podrian emplearse muestras embebidas en parafina [78], o incluso
extraer los miRNAs de condensado exhalado, un técnica no invasiva que permite obtener
liquido alveolar [78]. Asi, la extraccion de miRNAs a partir del condensado exhalado podria

constituir una eficaz herramienta diagndstica no invasiva para la fibrosis pulmonar idiopatica.

Por ultimo, los avances conseguidos en los ultimos anos en el empleo de microRNAs con
fines terapéuticos podrian suponer una posibilidad de tratamiento para los pacientes con
fibrosis pulmonar idiopatica. Existen varios métodos de administracion de miRNAs in vivo, pero
uno de los que mayores ventajas presenta es el mediado por transposones, el cual esta exento
de los problemas de inmunogenicidad que poseen los virus. Ademas, el reciente éxito de una
terapia génica mediada por transposones a través de la cual se aumentaron los niveles de miR-
29 en pulmones de ratones, y se inhibid el desarrollo de la fibrosis pulmonar inducida por

bleomicina [65], pone de manifiesto el potencial terapéutico de esta familia de miRNAs.

4. CONCLUSIONES

e Se han generado ratones deficientes en miR-29a/b-1 y miR-29b-2/c y se ha procedido
a la caracterizacion de sus cambios fenotipicos
e Se ha realizado un protocolo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en los

citados ratones mutantes.
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