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Resumen

La fibrosis pulmonar es un problema de salud a nivel mundial, las causas son de
diversa etiologia. Se produce cuando se dafia el tejido pulmonar, en dichas lesiones
se deposita de manera descontrolada colageno el cual genera

cicatrices. Este tejido cicatrizado es rigido haciendo dificil la funcion pulmonar de
manera correcta. A medida que la fibrosis pulmonar empeora, empeora la
capacidad respiratoria. La proteina codificada por el orf123 del plasmido pUM505
asilado de una cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa, es capaz de incrementar
la virulencia bacteriana en ratones y en el nematodo Caenorhabditis elegans, cuyo
efecto es neutralizado porel producto del orfl24. P. aeruginosa es un patégeno
oportunista frecuentemente aislado de pulmones de pacientes con fibrosis quistica.
En este estudio administramos mediante via intranasal bleomicina o las proteinas
codificadas por los Orfs 123 y 124. Posteriormente se obtuvieron cortes de
pulmones de los ratones y las muestras del tejido fueron tefiidos con la técnica de
tricromica de Masson. El tejido mostré una mayor acumulacién de colageno en el
tejido pulmonar de ratones a los que les fue administrada la bleomicina, asi como
también, pero en menor grado aquellos con la proteina Orf123, respecto a los otros
tratamientos, sugiriendo que la proteina Orf123 ocasiona la degeneracion del tejido
pulmonar. Ademas, se determinaron

los niveles de RNAm del gen que codifica a la subunidad alfa del colageno tipo |
mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real, encontrando que la bleomicina y la
proteina Orf123 (en menor grado) generaron la mayor acumulacion de RNAm en
comparacion con el tejido de ratones que fueron administrados con la proteina

Orfl24. Estos datos, aunque preliminares, apuntan a la posible participacion de la



proteina Orf123 en un proceso de degeneracion del tejido pulmonar y quizas en la

génesis y/o progresion de la fibrosis pulmonar.

Abstract

Pulmonary fibrosis is a global health problem, the causes are of diverse etiology. It
occurs when the lung tissue is damaged, in these injuries collagen is deposited in
an uncontrolled way which generates scars This scar tissue is rigid making it difficult
for the lungs to function. As pulmonary fibrosis worsens, as well the respiratory
capacity. The protein encoded by the orf123 of the plasmid pUM505 isolated from a
clinical strain of Pseudomonas aeruginosa, is capable of increasing bacterial
virulence in mice and in the nematode Caenorhabditis elegans, whose effect is
neutralized by the product of orfl124. P. aeruginosa is an opportunistic pathogen
frequently isolated from the lungs of patients with cystic fibrosis. In this study, we
administered bleomycin or the proteins encoded by Orfs 123 and 124 by intranasal
route. Subsequently, sections of the lungs of the mice were obtained and the tissue
samples were stained with the Masson trichrome technique. The tissue showed a
greater accumulation of collagen in the lung tissue of mice to which bleomycin was
administered, as well as, but to a lesser extent, those with the Orf123 protein,
compared to the other treatments, suggesting that the Orf123 protein causes the
degeneration of lung tissue. In addition, mMRNA levels were determined of the gene
that encodes the alpha subunit of type | collagen real-time RT-PCR technique,
finding that bleomycin and the Orf123 protein- encoding gene (to a lesser degree)
generated the highest accumulation of MRNA compared to the tissue from mice that

were administered with the Orf124 protein. These data, although preliminary, point



to the possible participation of the Orf123 protein in a process of degeneration of

lung tissue and perhaps in the genesis and / or progression of pulmonary fibrosis.
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l.- INTRODUCCION

1.1.1. GENERALIDADES DE LA FIBROSIS

La fibrosis es un desarrollo patolégico de un tejido sano a un estado fibrotico, es
decir, el tejido sano empieza a aumentar la sintesis y acumulacion de matriz
extracelular generando una disfuncion celular (Zeisberg y Kalluri, 2013).

Esta degeneracion celular se forma a partir de una inflamacion crénica o de un
problema circulatorio que provoca un incremento de la produccion de colageno por
parte de las células de un tejido determinado. Debido a la fibrosis, la estructura del
tejido aumenta de grosor ya que el tejido conectivo, llamado fibrético, crece (Pérez
y Merino, 2017). La progresion de enfermedades crénicas en O6rganos
parenquimatosos como el higado, los rifiones, el corazén y los pulmones se asocian

con fibrosis (Zeisberg y Kalluri, 2013).

1.1.2. TIPOS DE FIBROSIS ACORDE AL LUGAR ANATOMICO

Fibrosis del higado

La fibrosis hepética en si no causa sintomas, pero una cicatrizacién extendida puede dar
lugar a una cirrosis, la cual si puede causar sintomas. La fibrosis se desarrolla cuando el
higado sufre un dafio de forma repetida o continua, en donde las células hepaticas intentan
reparar el dafio, pero los intentos dan lugar a tejido cicatricial. La fibrosis aparece mas
rapidamente cuando su causa es una obstruccion de las vias biliares. Esta condiciéon es
causada generalmente por el alcoholismo, la enfermedad del higado graso, hepatitis B o

hepatitis C (Dominguez y col., 2019).
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Fibrosis del corazén

La fibrosis en el corazon o también llamada endomiocardica es una causa frecuente
de miocardiopatia restrictiva. Esta presente en la region del Africa ecuatorial, esta
enfermedad se caracteriza por el engrosamiento fibroso del endocardio que de
manera ocasional se extiende al miocardio subyacente, localizado
fundamentalmente en el 4pex y el tracto de entrada y que afecta a veces a los
musculos papilares y a las cuerdas tendinosas, o que conduce a una funcion

cardiaca disminuida y en casos graves la muerte del paciente (Douglas, 2019).

Fibrosis mediastinica

Esta enfermedad es poco frecuente y se caracteriza por la proliferacion de tejido
fibroso en la regién del mediastino. Existen formas focales y difusas, los sintomas
se producen por compresion de estructuras adyacentes: eséfago, traquea, nervio
recurrente y vena cava superior, provocando en este ultimo caso el sindrome de la
vena cava superior, el cual es el conjunto de signos y sintomas derivados de la
obstruccion de la vena cava superior que ocasiona un aumento de la presion venosa
en la parte superior del cuerpo, en los casos mas graves produce edema
(hinchazon) de los miembros inferiores y ascitis (acumulacion de liquidos en la
region abdominal) (Wilson y col., 2007).

La causa es desconocida en la mayoria de las ocasiones. A veces, puede ser
consecuencia de otros procesos como histoplasmosis, lupus eritematoso sistémico,

sindrome de Sjogren, algunos farmacos como la metisergida, alfametildopa,


https://es.wikipedia.org/wiki/Mediastino
https://es.wikipedia.org/wiki/Es%C3%B3fago
https://es.wikipedia.org/wiki/Tr%C3%A1quea
https://es.wikipedia.org/wiki/Nervio_lar%C3%ADngeo_recurrente
https://es.wikipedia.org/wiki/Nervio_lar%C3%ADngeo_recurrente
https://es.wikipedia.org/wiki/Lupus_eritematoso_sist%C3%A9mico
https://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_de_Sj%C3%B6gren
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Metisergida&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Alfametildopa
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hidralacina, bromocriptina, y determinados medicamentos antineoplasicos (Pérez y

Merino, 2017).

Fibrosis retroperitoneal idiopética

La fibrosis retroperitoneal idiopética (FRI) es una entidad clinica de presentacion
poco frecuente que suele cursar con uropatia obstructiva. El tejido fibroso de la FRI
esta formado por un infiltrado inflamatorio caracterizado por miofibroblastos, que se
dispone de manera perivascular y contiene linfocitos, macréfagos, células
plasmaticas y eosindfilos. Los uréteres suelen quedar atrapados en ese tejido
fibroso, siendo la causa de la uropatia obstructiva y de la consiguiente pielonefritis
cronica ascendente. En la Ultima década parece haber mejorado el prondstico de
esta enfermedad con distintos tratamientos ensayados y con los procedimientos

derivativos de las vias urinarias (Rodriguez y col., 2009).

Fibrosis de la médula

La mielofibrosis (MF) pertenece a un grupo de tipos de cancer de la sangre
estrechamente relacionados, conocidos como “neoplasmas mieloproliferativos”
(MPN, por sus siglas en inglés), en los que las células de la médula 6sea
productoras de células sanguineas del cuerpo se desarrollan y funcionan de forma
anormal. El resultado es la formacion de tejido fibroso (cicatricial) excesivo en la
meédula 0sea, que puede provocar anemia seria, debilidad, fatiga e inflamacion del

bazo y del higado (Pettit y odenike, 2017).


https://es.wikipedia.org/wiki/Hidralacina
https://es.wikipedia.org/wiki/Bromocriptina
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Fibrosis pulmonar

La fibrosis pulmonar es una enfermedad en donde el tejido pulmonar cicatriza
excesivamente y, por lo tanto, se vuelve grueso y duro. Esto
produce dificultades para respirary es posible que la sangre no reciba
suficiente oxigeno.

Los analisis de la funcion pulmonar, por espirometria, puede encontrar una
disfuncién pulmonares y alteraciones en el intercambio de gases. Aunque aun hay
lagunas en el conocimiento del por qué se genera esta enfermedad, existen ciertos
riesgos que correlacionan con la aparicion de esta enfermedad, por ejemplo,
el tabaco. el riesgo de padecer fibrosis pulmonar. Al parecer depende de los cigarros
y el tiempo del uso del mismo por parte del fumador(a). También se ha encontrado
relacion con algunos medicamentos comunes, como los
antidepresivos. El reflujo del acido gastrico va hacia la via respiratoria de forma

cronica (Sanchez, 2004).

1.1.3. FIBROSIS PULMONAR

El sindrome clasico de una fibrosis pulmonar difusa y progresiva que
irremediablemente conduce a la muerte por insuficiencia respiratoria fue descrito en
1944 por Hamman y Rich. Aunque existen casos de evolucion benigna que pueden
durar hasta 15 y 20 afios, la gran mayoria de los casos posee una evolucion muy
severa con un promedio de sobrevida de 3-5 afos, luego de comenzar la disnea y

a pesar del tratamiento médico (Olson y col., 2003).
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Dentro de los tipos de fibrosis pulmonar tenemos a la fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI), la cual es una enfermedad que se caracteriza por la presencia de una
respuesta fibroproliferativa pulmonar difusa con pocos signos de inflamacién y que
conduce a una rapida destruccion del parénquima neumaonico; esta pertenece a una
familia de aproximadamente 200 enfermedades relacionadas, denominada como
enfermedades pulmonares intersticiales (EPI), que tienen caracteristicas similares
y pueden ocasionar cicatrizacion, siendo la FPI la que presenta mayor mortalidad
pues la mitad de los pacientes fallecen a los cinco afios de su diagndstico. Esta
enfermedad es conocida igualmente como alveolitis fibrosante criptégena (Sanchez,
2004).

En el 2011, la Sociedad Americana Toréacica / Sociedad Respiratoria Europea emitio
un nuevo esquema de clasificacién en el que definieron a la FPI como una forma
especifica de neumonia intersticial brosante progresiva cronica de etiologia
desconocida, que ocurre principalmente en adultos mayores y se asocia con
enfermedades radiol6gicas y / o el patron histopatolégico de neumonia intersticial
habitual (UIP) (Raghu y col., 2011).

Algunas veces, la fibrosis pulmonar puede relacionarse con situaciones como
exposicion agentes fisicos, quimicos o biolégicos, como son el polvo metalico, polvo
de madera, gases o humos, quimioterapia o radioterapia, infeccion residual,
enfermedades del tejido conectivo, como lupus eritematoso sistémico o artritis
reumatoide. Sin embargo, en la mayoria de los casos de fibrosis pulmonar no puede
establecerse una causa conocida. Cuando la fibrosis pulmonar no tiene causa
conocida, se denomina” fibrosis pulmonar idiopatica” o FPI, el término “idiopatico”

significa “de causa desconocida”. La FPI lleva consigo un patrén histopatolégico
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especifico, que constituye el perfil cldsico de la biopsia pulmonar en casos de
fibrosis idiopatica. El andlisis del tejido observado al microscopio muestra ser un
tejido es heterogéneo, mostrando alternancias de zonas de tejido pulmonar normal
y otras de inflamacion intersticial, fibrosis y aspecto de “panal”’ (Figura 1).

La inflamacién intersticial corresponde a un infiltrado de los septos alveolares por
linfocitos, células plasmaticas e histiocitos, acompafiado de hiperplasia de los
neumocitos tipo Il. Las zonas fibréticas aparecen compuestas, sobre todo de
coldgeno acelular denso, aunque se pueden observar focos aislados de
proliferacion fibroblastica (drea de enfermedad inicial activa) especialmente intra
alveolar. Las regiones de pulmén en panal corresponden a espacios aéreos
fibréticos quisticos, revestido con frecuencia por epitelio bronquiolar y rellenos de
moco con acumulacion de neutréfilos. En las zonas de fibrosis y panal que suele
observar hiperplasia del musculo liso. La distribucién paraseptal y subpleural en
forma de “parche” y la heterogeneidad temporal resultan muy Utiles para

diagnosticar una neumonia intersticial habitual (Figura 1) (Sanchez, 2004).

A.Normat Lungs B. Lungs With Idicpathic
Pulmonary Fibrosis [IPF]

Bronchioles ltiny sirwoys) —

Figura 1. Dafo alveolar por fibrosis pulmonar idiopatica (tomado de Glassberg,

2019).
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1.1.4. POSIBLES FACTORES DE RIESGO DE FIBROSIS PULMONAR
IDIOPATICA (FPI)

Factores genéticos en la fibrosis pulmonar idiopatica

Recientes estudios han identificado variantes genéticas asociadas con formas de
fibrosis pulmonar esporadicas y familiares, con al menos un tercio del riesgo de
desarrollar fibrosis pulmonar idiopatica (FPI). Los loci genéticos asociados con FPI
estan implicados en diversos procesos bioldgicos, incluyendo la estabilidad alveolar,
defensas del huésped, barreras entre células y envejecimiento celular (Kaur y col.,
2017).

La predisposicion genética se fundamenta en que existen formas familiares de FPI
(>5% de los casos), en las cuales se han demostrado mutaciones genéticas.
También se han encontrado diversas alteraciones genéticas con una posible
relacion con los casos esporadicos.

Las alteraciones genéticas mas importantes son las siguientes (Kaur y col., 2017):
o Mutaciones en los genes que codifican a la telomerasa (TERT, TERC,
DKC1, TINF2). Estas mutaciones originan telomeros cortos.

o Mutaciones en los genes de la proteina C y A2 del surfactante, las que
generan alteracion del trafico vesicular y alteracion de la protedlisis, aumentan el
estrés del reticulo endoplasmico (ER).

. Mutaciones en el activador del gen que codifica la mucina B (MUC5B), la

sobreexpresion de MUCS5B en la FPI, genera disfuncién mucociliar, retencion de
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particulas, estrés del RE y la interrupcion de los mecanismos reparadores y
regenerativos normales en el pulmon distal.

o Alteraciones en los locus FAM13A (4g22) (Transduccion de sefales), DSP
(6p24) (uniones estrechas entre células), OBFC1 (10g24) (estimula la actividad de
la ADN polimerasa-alfa-primasa), ATP11A (13q34) (Translocacién de fosfolipidos),
DPP9 (19p13) (adhesiones célula-célula), la cuales participan en la génesis de la
FPI.

Sin embargo, a pesar de este conocimiento, aln permanece elusivo la participaciéon
exacta a nivel molecular de cémo estos factores genéticos participan en la génesis

de la FPI.

1.1.5. Factores ambientales y ocupacionales relacionados con la fibrosis

pulmonar idiopética

Existen diversos posibles factores medioambientales e infecciosos de riesgo para la
generacion de la FPI. El tabaco es un factor de riesgo claramente relacionado con
la FPI, sobre todo, en fumadores de mas de 20 paquetes al afio (Ley y collard, 2013;
Macneal y Schwartz, 2012; Lee, 2011). Parece que el riesgo persiste incluso
después de haber dejado de fumar (Lee, 2011).

Por otro lado, muchos factores ambientales han demostrado aumentar el riesgo de
sufrir FPI. Algunos de ellos son el polvo de diversos metales (como el latén, el
plomo, el silice o el acero) y el polvo de madera, asi como ciertas actividades
laborales (ganaderia, agricultura, peluqueria). En la Tabla 1 se muestran los

principales factores de riesgo ambientales relacionados con la FPI. No obstante,



17

(Raghuy col., 2011) advierten de las limitaciones y sesgos inherentes a los estudios
epidemioldgicos sobre factores de riesgo ambientales, por lo que recomiendan

precaucion a la hora de interpretar los resultados.

1.1.6. Reflujo gastroesofagico en la fibrosis pulmonar idiopéatica

El reflujo gastroesofagico (RGE) es muy prevalente en los pacientes con FPI (entre
un 30% y un 88%) y es posible que juegue un papel en su patogenia y progresion,
debido a que provoca micro aspiraciones repetidas del contenido gastrico, tanto
acido como alcalino, que dafian el epitelio alveolar (Lee, 2014). El RGE suele ser
asintomatico en los pacientes con FPI, por lo que el cuadro clinico tipico (pirosis,
regurgitacién) no es util para identificar su presencia (Macneal y Schwartz, 2012;
Lee, 2014).

Por otro lado, aunque algunos estudios sugieren que el tratamiento del RGE (tanto
médico como quirdrgico) puede enlentecer la progresion de la FPI y mejorar su
supervivencia, las pruebas no son concluyentes y son necesarias mas
investigaciones (Raghu y col., 2015). De hecho, las guias de préctica clinica de la
Sociedad Americana del Torax / Sociedad Respiratoria Europea entre otras (Xaubet
y col., 2013), reconocen que la calidad de los tratamientos para tratar el RGE en los
pacientes con FPI es baja. A pesar de ello, recomiendan tratarlo, pues el coste es

razonable y los efectos secundarios escasos.

1.1.7. Infecciones viricas y fibrosis pulmonar idiopatica

Se han realizado muchas investigaciones para determinar el papel de las

infecciones viricas en la etiologia de la FPI. Los mas estudiados han sido los
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herpesvirus (virus de Epstein-Barr y citomegalovirus, entre otros) y el virus de la
hepatitis C. Por ejemplo, el virus Epstein-Barr (EBV) esté enriquecido en el liquido
de lavado broncoalveolar (BAL) y el tejido de biopsia pulmonar de pacientes con FPI
en comparacion con controles sanos y se cree que actla a través de regulacion
positiva de la expresién de TGF[31 e induce propiedades mesenquimales en células
epiteliales pulmonares (Desai y col., 2018).

A pesar de que algunos trabajos han reportado una asociacion entre estos virus y
la FPI, no existen pruebas suficientes para afirmar que sean factores etiolégicos en
la génesis de la FPI (Talmadge, 2018; Ley y Collard, 2013). Aunque como en el
caso de aquellas personas que sufren de FPI, las infecciones de tipo viral pueden
incrementar la mortalidad en dichos pacientes como se ha descrito la alta mortalidad
en pacientes con PFI ante la infeccion por el virus SARS-COV-2 (George y col.,

2020).

1.1.8. Autoinmunidad y fibrosis pulmonar idiopatica

La contribucion del sistema inmune a la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) sigue
siendo poco conocida. Si bien la mayoria de las fuentes estan de acuerdo en que
IPF, no es el resultado de un mecanismo inmunopatogénico primario, la evidencia
obtenida de modelos animales y estudios en humanos sugiere que los procesos
inmunes innatos y adaptativos pueden orquestar la respuesta fibrética existente
(Desai y col., 2018). Debido a que el patrén histoldgico y radiolégico de la neumonia
intersticial usual se asocia a enfermedades del tejido conectivo (en especial, a la

artritis reumatoide), se ha propuesto un posible origen autoinmune de la FPI, aunque
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estos datos estan aun sin confirmar (Oldham y Collard, 2017).

Se han detectado autoanticuerpos en pacientes con FPI, como en el caso de
aquellos contra la proteina periplakina (proteina que forma parte de los
desmosomas, quienes permiten la union entre células), estando presentes en el
40% de los pacientes, aunque dichos autoanticuerpos correlacionan con la
severidad de la enfermedad mas no con la mortalidad. Por lo tanto, estos
autoanticuerpos podrian ser desencadenantes de la enfermedad, contribuir a la
patogénesis de la enfermedad, o simplemente son epifenébmenos quedando por
determinar su papel en la enfermedad o como biomarcadores de prondstico clinico

(Feghali-Bostwick y Wilkes, 2011).

1.1.9. Diabetes y fibrosis pulmonar idiopatica

Algunas investigaciones sugieren que la diabetes es un factor de riesgo para la FPI.
A nivel tisular, se ha descubierto que la diabetes induce varios cambios patolégicos,
incluso en la inflamacion y la fibrosis. La diabetes induce cambios fibréticos en el
pulmén a través de la activacion de la via, de sefalizacion de TGF-B, la activacion
de TGF-B1 desencadena el programa EMT (transicion epitelial a mesenquimal) en
células epiteliales, lo que conduce a la produccion de fibroblastos y la acumulacion

de proteinas ECM en el tejido (Talakatta y col., 2018).
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Tabla 1. Factores de riesgo para la generacion de Fibrosis Pulmonar

Ideopatica (FPI).

MUTACIONES GENETICAS FACTORES INFECCIONES OTROS
AMBIENTALES Y VIRICAS
OCUPACIONALES
Genes de Ila telomerasa Tabaco Virus Epstein-Barr = Reflujo
(TERT, TERC, DKC1, TINF2) gastroesofagico
Genes de la proteina C y A2 Polvode madera Citomegalovirus Diabetes
del surfactante mellitus
Activador del gen que Agricultura Herpersvirus autoinmunidad
codifica la mucina B humanos 7 y 8
(MUCS5B)
Locus FAM13A (4q22), DSP( Crianza de aves Virus de Ia
6p24), OBFC1 (10q24), ATP1 hepatitis C
1A (13q34), DPP9 (19p13)
Regiones cromosoémicas Polvos textiles

7922 y 15q14-15
Ganaderia
Polvo de metales

Esta informacion fue tomada y adaptada de (Zeisberg y Kalluri, 2013).

1.2 FIBROSIS QUISTICA.

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad recesiva autosémica mas comun en la
poblacién caucasica, que ocurre en aproximadamente 1 en 3500 nacimientos
(Pérez y Merino, 2017). La mayoria de los pacientes se vuelven sintoméaticos al
nacer o poco después del nacimiento y las infecciones respiratorias y el aumento
de peso deficiente son la presentacion mas frecuente. La FQ es una enfermedad
monogénica que implica mutaciones de ambas copias del gen que codifica la
proteina reguladora de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
(CFTR), que se hereda de manera autosdmica recesiva. El gen CFTR se conoce
desde hace mas de 30 afios y la deteccién de mutaciones para la FQ ahora es una
técnica de rutina (Francoise y Héry-Arnaud, 2020). El diagndstico por lo general

involucra una prueba del sudor. Una concentracion de cloruro en el sudor superior
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a 60 mmol/L es diagnéstico de FQ. Otras manifestaciones de la enfermedad clasicos
son la pérdida excesiva de sal a través del sudor y la infertilidad masculina. Las
enfermedades respiratorias son la manifestacion mas grave y la causa mas
frecuente de muerte o trasplante de pulmon en la edad adulta temprana. También
incluyen infecciones pulmonares cronicas con patdgenos especificos y la
inflamacion excesiva que conduce a bronquiectasias, la disminucion de la funcién
pulmonar e insuficiencia respiratoria, finalmente (Douglas, 2019). Los patégenos de
FQ prevalentes incluyen Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa
(Mehta y col., 2010; Boeck y col., 2017.; Goetz y Ren, 2019).

Segun la Fundacion de Fibrosis Quistica, hay aproximadamente 30,000 personas
que viven con FQ en los Estados Unidos y méas de 70,000 en todo el mundo. (Boeck,
2017). En México, 400 personas nacen anualmente con esa enfermedad, pero
solamente el 15% de ellos son diagnosticados en vida, segun datos de la Asociaciéon

Mexicana de Fibrosis Quistica (AMFQ).

1.2.1. AGENTES MICROBIANOS ASOCIADOS A FIBROSIS QUISTICA

Hongos

Aspergillus spp.

Aspergillus spp. se encuentran entre los hongos filamentosos mas extendidos en el
medio ambiente, especialmente en areas con alta humedad (Raghu y col., 2015).
En pacientes con FQ, la especie aislada con mayor frecuencia es Aspergillus

fumigatus, que representa el 67%-73% de los cultivos de esputo positivo de
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Aspergillus (Xaubet y col., 2013). El aislamiento de otras especies como como A.
flavus, A. niger y A. terreus es menos frecuente pero no raro (siendo de 4%, 4% y
2% de los cultivos de esputo Aspergillus-positivo, respectivamente) (Xaubet y col.,
2013). Notablemente, la prevalencia de aislamiento de Aspergillus spp. de los
cultivos de esputo en pacientes con FQ aumenta con la edad, posiblemente
alcanzando 46%-78% en pacientes adultos con FQ, aunque con una importante

variabilidad interregional y entre centros (Oldham y Collard, 2017; Boeck y col., 2017).

Lomentospora prolificans

Anteriormente conocido como Scedosporium prolificans, este hongo tiene mucho
en comun con sus ex-coespecies, en términos de epidemiologia y patogenicidad,
aunque difiere mucho en términos de susceptibilidad antifingica, siendo resistente
a la anfotericina B, flucitosina, la mayoria de los azoles y equinocandinas. Este
hongo tiene cierta distribucién geografica, siendo aislado con mayor frecuencia en
Australia, el norte de Espafia y en los Estados Unidos, aunque también se ha
informado de su aislamiento del tracto respiratorio de la FQ en otros paises como
Alemania. Como se observo para otros, Lomentospora prolificans generalmente
causa colonizacion transitoria o permanente del tracto respiratorio de pacientes con
FQ, pero puede desarrollarse una enfermedad invasiva con alta mortalidad (> 65%)
en un estado de inmunosupresion severa, y algunos centros consideran el
aislamiento de L. prolificans como una posible contraindicacion para el trasplante,
debido a su perfil resistente a mdultiples farmacos. Se han utilizado diversos
regimenes con antifungicos disponibles en pacientes con infeccidn invasiva por L.

prolificans, con frecuencia con resultados insatisfactorios, por lo que en la
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actualidad, se estan estudiando nuevos antifingicos con posible actividad contra L.

Prolificans (Rammaert y col., 2019).

Candida spp.

La prevalencia del aislamiento de levaduras de Candida del tracto respiratorio de
pacientes adultos con FQ puede ser hasta del 93%, lo que lo convierte en el hongo
mas comunmente aislado en esta poblacién. El uso prolongado de la terapia con
antibiéticos parece ser uno de los principales factores asociados con Candida spp.
C. albicans es la especie aislada mas comun en pacientes con FQ, aunque también
se han reportado frecuencias no despreciables de C. dubliniensis, C. glabrata, C.

parapsilosis y C. tropicalis (Delfino, 2019).

Bacterias

La superficie epitelial del tracto respiratorio, que antes se consideraba un ambiente
estéril, se ha demostrado mediante el uso de técnicas de secuenciacion del rRNA
16S la presencia de ADN bacteriano en el 95,7% de las muestras de lavado
broncoalveolar (BAL) de personas sanas en comparacion con las técnicas de cultivo
convencionales, que detectaron bacterias en el 39,1% de las muestras de BAL
(Fastres y col., 2017). Las comunidades bacterianas de pulmones sanos se parecen
mucho a las de la boca, con una carga microbiana de dos o cuatro veces mas bajas.
Los cuatro phyla mas representados en las vias respiratorias normales son
Bacteroidetes (incluido el género Prevotella sp.), Firmicutes (incluidos los géneros
de Streptococcus sp. y Veillonella sp.) y, en menor medida, Proteobacteria y

Actinobacteria (Fastries y col., 2017).
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Se sospecha que el microbioma desempefia un papel en la patologia de la FPI. De
hecho, las bacterias pueden causar lesiones alveolares epiteliales por si solas, pero
también pueden activar una respuesta inmune en cascada debido a su presencia,
seguido de cascadas proinflamatorias y profibréticas resultando en alteraciones de
la arquitectura pulmonar. EI microbioma de los pacientes con FPI es distinto del de
los individuos sanos: su carga bacteriana es en general mas alta y los géneros
Haemophilus, Streptococcus, Neisseiria y Veillonella sp. son mas abundantes en
pacientes con FPI en comparacion con los controles (Fastrés y col., 2017).

Dentro de los patdgenos bacterianos mas notables en la fibrosis quistica se incluyen
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae y el

complejo Burkholderia cepacia (Tabla 2) (Francoise y Héry-Arnaud, 2020).



Tabla 2. taxones principales en microbiomas de fibrosis

presentados de acuerdo con la taxonomia bacteriana

Dominio Filo

Bacteroidetes

Firmicutes
FQ bacteria Proteobacteria
microbioma
pulmonar

Actinobacteria

Fusobacteria

(Tomada de Frangoise y Héry-Arnaud, 2020).

1.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Lactobacillales

Gammaproteobacteria | Pseudomonales

Actinobacteria Actinomycetales

Fusobacteriales

Familia

Prevotellaceae

Streptococcaceae

Pseudomonadaceae

Actinomycetaceae

Fusobacteriaceae

25

guistica (CF),

Genero

Prevotella
Porphyromonas
Streptococcus
Granulicatella
Gemella
Staphylococcus

Veillonella

Pseudomonas
Burkholderia
Achimobacter
Stenotrophomona
s Neisseria
Haemophilus
Actinomyces

Rothia Atopobium

Fusobacterium

Especie
P. denticola
P. catoniae
S. oralis
G. adiacens
G.
haemolysans
S. aureus
V. parvula
P. aeruginosa
S. maltophilis
B. cenocepacia
A. xylosoxidans
N. mucosa
H. influenzae
A. odontolyticus
R.
mucilaginosa
A. parvulum

F. nucleatum

Es una bacteria aerobia gram negativa/anaerobia facultativa perteneciente a la rama

de las proteobacterias, misma a la que pertenecen las enterobacterias, la cual que

se encuentra ubicuamente en el suelo y en los ambientes acuaticos (Pace, 1997).

Metabolicamente, P. aeruginosa es oxidasa positiva (es decir, prefiere crecer en

entornos aerdbicos o microaerobios) y fermentacion sin lactosa, pero también es
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capaz de usar nitrito o nitrato como un receptor terminal de electrones en
condiciones anoxicas (Sankalp y col., 2019). Es una bacteria con un minimo de
requerimiento nutrimental y puede crecer a temperaturas por encima de los 42°C
(Pier, 2005), ademas, es capaz de prosperar en multiples nichos. Se ha reportado
el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes tan inhdspitos como son el
combustible de aviones, soluciones de clorhexidina y el jab6on (Hardalo y Edberg,
1997).

P. aeruginosa puede infectar a diferentes organismos, incluyendo levaduras (Hogan
y Kolter, 2002), al nematodo Caenorhabditis elegans (Mahajan-Miklos y col., 1999),
insectos (Jander y col., 2000), plantas (Elrod y Braun, 1942; Rahme y col., 1995) y
mamiferos (Glazebrook y col., 1978; Hammer y col., 2003). Ademas, es capaz de
resistir a varios antibiéticos y desinfectantes. Asi mismo, se ha descrito que esta
bacteria emplea los mismos determinantes de virulencia para infectar diferentes
hospederos, desde plantas hasta humanos (Fajardo y col., 2008). Es el patégeno
mas comunmente asociado con la mortalidad de pacientes con fibrosis quistica
(Battle y col., 2008).

P. aeruginosa es uno de los patdégenos oportunistas mas importantes en humanos.
Pertenece al grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa y Enterobacter
sSpp.), que es un grupo de bacterias resistentes a los antibidticos que son causas
comunes de infecciones nosocomiales potencialmente mortales (Pendleton y col.,
2013). Los pacientes con enfermedades cronicas o0 sistemas inmunes
comprometidos debido a inmunodeficiencia o quemaduras tienen un mayor riesgo

de infeccion por P. aeruginosa (Quick y col., 2014). El éxito de las infecciones por
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P. aeruginosa se debe en gran medida a la produccion de factores de virulencia
para provocar enfermedades tanto en plantas como en animales y su capacidad
para formar biopeliculas (Rahme y col., 2000). La produccion de varios factores de
virulencia en P. aeruginosa se controla segun la densidad celular a través de dos
sistemas de deteccion de quorum sensing (QS).

En el 2000, se obtuvo la secuencia completa del genoma de la cepa PAO1 de P.
aeruginosa, que fue aislada de un paciente con otitis media. Esta secuencia ya se

encuentra disponible en internet (www.pseudomonas.com) y su analisis fue

publicado (Stover y col., 2000). El tamafio aproximado del Gnico cromosoma circular
gue forma el genoma de esta bacteria es de cerca de 6.3 millones de pares de bases
y un total de 5570 marcos de lectura abiertos. PAO1 es una cepa estandar del
laboratorio y es ampliamente usada en estudios de investigacion basica (Holloway,
1955). Cuando fue secuenciado el genoma de esta cepa se reveld que este posee
un gran namero de genes que estan involucrados en la regulacion, catabolismo,
transporte y expulsion de factores de virulencia, ademas de codificar proteinas de
membrana involucradas en adhesién, motilidad y eflujo de antibioticos, al igual que
varios sistemas putativos de quimiotaxis (Stover y col., 2000).

1.2.3. Factores de virulencia en P. aeruginosa

Los patdgenos bacterianos infectan una amplia variedad de hospederos, en todos
los casos, los patégenos pueden tener la habilidad para reconocer, asociarse con
la explotacion de la reserva de nutrientes y combatir las respuestas de defensas de
su hospedero especifico (Rahme y col., 2000), para acoplarse a estas tareas, los
patdgenos usan un arsenal extenso de factores relacionados a virulencia. Las

bacterias a lo largo de la evolucién han adquirido caracteristicas que les permiten
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invadir el ambiente del hospedero, expresar receptores superficiales especializados
para su adhesion (Meylan y col., 2006), permanecer en estos sitios a través de
procesos de colonizacion, evadir al sistema inmune (Diacovich y Gorvel, 2010) y
finalmente causar dafio tisular con el fin de lograr acceso a fuentes de nutrientes
necesarios para su crecimiento y reproduccion. Por lo que el factor o determinante
de virulencia es un componente microbiano que favorece el crecimiento o
sobrevivencia durante la infeccion (Tortora y col., 2007; Wu y col., 2008).

Usando a la cepa de P. aeruginosa PA14 se evidencié que ésta bacteria usa un
subconjunto de factores de virulencia para provocar la enfermedad tanto en plantas
(Arabidopsis thaliana), como en animales (Ratones) (Rahme y col., 1995; He y col.,
2004), en el nematodo C. elegans (Mahajan-Miklos y col., 1999; Tan y col.,1999;
Tan y Ausubel, 2000) y en el insecto Galleria melonella (Jander y col., 2000), asi
como en Drosophila melanogaster (Lutter y col., 2012). Los factores de virulencia
de P. aeruginosa facilitan la invasion de tejidos y la propagacion, en la que se
incluyen al pilus, al flagelo, endotoxinas, exotoxinas, factores de permeabilidad
vascular, y una variedad de enzimas secretadas (Ben y col., 2011). Las proteasas
de P. aeruginosa degradan una gran variedad de proteinas del hospedero y tienen
un efecto destructivo directo en los tejidos (Kawaharajo y col., 1975; Holder y Neely,
1991), un ejemplo es la elastasa (LasB), una proteina metaloproteasa con baja
especificidad de sustrato, que degrada las proteinas del hospedero, tales como
elastina, colageno, transferinas e inmunoglobulinas (Galloway, 1991). La elastasa
actua de acuerdo con las proteasas LasA y las proteasas alcalinas que causan una
elastolisis eficiente, la cual es requerida para el dafio del tejido asociado con la

patogénesis de P. aeruginosa (Peters y Galloway, 1990). Otro ejemplo de factor de
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virulencia es la capsula de alginato de P. aeruginosa, la cual juega un rol esencial
en la infeccion pulmonar crénica en pacientes con fibrosis quistica (Ohman y col.,
1980; Zielinski y col., 1991).

Algunos de los factores de virulencia son regulados por factores externos o internos
de la célula, por ejemplo, la fosfolipasa C es regulada por la disponibilidad de fosfato
(Pritchard y Vasil, 1986; Shortridge y col., 1992), mientras que la exotoxina Ay la
elastasa son reguladas por la concentracion de hierro en el medio de crecimiento
(Grant y vasil, 1986). Ademas, la produccion de un gran niumero de exoproductos,
incluyendo elastasa, proteasa alcalina, la proteasa LasA, hemolisina, piocianina y
ramnolipidos son dependientes de la densidad celular y son regulados por la
llamada cascada de quorum-sensing (Pesci y Iglewski, 1997), esta cascada es
mediada por homoserina lactonas de baja masa molecular que son sintetizadas por
los productos de los genes lasl y rhll, asi regulando la produccién de una variedad
de factores especificos relacionados a virulencia, involucrando al quorum-sensing
en la diferenciacién de biofilms en P. aeruginosa (McLean y col., 1997; Davies y
col., 1998). Otro factor de virulencia regulado por quorum sensing es la piocianina,
una fenazina color azul verdoso (Fuqua y col., 1994; Pesci y Iglewski, 1997), este
metabolito secundario tiene actividad microbiana en contra de varias especies de
bacterias, hongos y protozoarios, teniendo como cualidad atribuida la de potencial

activo redox (Hassan y Fridovich, 1980; Sorensen y col., 1983).

1.2.4. P. aeruginosa en fibrosis quistica pulmonar
La colonizacién por P. aeruginosa de las vias aéreas y la infeccion siguen siendo el

contribuyente mas importante a la morbilidad y mortalidad por FQ. En dltima
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instancia, mas del 80% de los pacientes con FQ sucumben a insuficiencia
respiratoria provocada por una infeccion bacteriana crénica y una inflamacion
concomitante de las vias respiratorias. P. aeuroginosa es capaz de formar un
consorcio bacteriano bien organizado conocido como biopelicula en el huésped. En
la FQ, donde la respuesta inmune del huésped estd comprometida, P. aeruginosa
se presenta como una amenaza terrible y conduce a una disminucién progresiva de
la funcion pulmonar.

Aunque todavia hay poca claridad con respecto a la adquisicion de Pseudomonas
en la FQ. Estudios anteriores apuntaban a exposiciones clinicas e interaccién social
como zonas para la adquisicion de P. aeruginosa. Estos estudios sugirieron que P.
aeruginosa se propaga por infeccion cruzada. Los otros factores de riesgo
identificados en la adquisicién de P. aeruginosa incluyen el género, y las mujeres
tienen mas predileccion que los hombres. En un estudio, se encontré que el riesgo
de muerte a los 8 afos era 2.6 veces mayor en los pacientes con P. aeruginosa que
en los que no la tenian.

La fase logaritmica estd marcada por la expresion de genes formadores de
biopeliculas en P. aeruginosa y la aparicion de biomarcadores del huésped, como

los anticuerpos contra P. aeruginosa, un aumento de los leucocitos

polimorfonucleares [PMN] y un aumento de las serina proteinasas (Oliver y col.,

2009).
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II. ANTECEDENTES

2.1.1. Sistema Toxina Antitoxina (PumA-PumB) del pld&smido pUM505 de P.
aeruginosa

Los sistemas Toxina-Antitoxina (TA) son elementos genéticos pequenos
compuestos de un gen que codifica a una toxina y un gen que codifica a una
antitoxina. Se encuentran en elementos genéticos moviles bacterianos y en
cromosomas bacterianos, actualmente se agrupan en los seis tipos de sistemas TA
(Leplae y col., 2011; Page y Peti, 2016). Los sistemas TA son codificados por genes
que forman un operon, el espaciador rara vez se extiende mas alla de 30 pares de
bases (pb), y un pequefio solapamiento (1 a 20 pb en general) es la estructura mas
comun. El orden de los dos genes también esta bien conservado, con la antitoxina
rio arriba (Figura 1), esta disposicion contribuye a una alta proporcion de antitoxina
a toxina y asegura que la toxina se inactive en condiciones sin estrés (revisado en
Sofos y col., 2015). Aunque hay una excepcion, en el loci higBA el gen de la toxina
esta localizado rio arriba del de la antitoxina (Tian y col., 1996). En estos casos,
tales diferencias en el orden de los genes podrian ejercer un efecto sutil sobre la
proporcion de toxina a antitoxina en la célula, que a su vez regula la funcién de la
toxina (Yamaguchi y col., 2011). Por lo general, la transcripcion de operones TA
esta regulada por la union de la antitoxina o por un complejo formado por proteinas
de toxina y antitoxina (Brzozowska y Zielenkiewicz, 2013). Todos los genes TA
analizados son pequefios, su tamafo puede variar entre 120pb y 630 pb (Sevin y
Barloy- Hubler, 2007). Segun (Pandey y Gerdes., 2005), las antitoxinas presentan

de 41 a 206 aminoacidos (aa) de longitud y las toxinas de 31 a 204 aa; también en
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este caso hay una excepcion: la toxina del sistema HipBA es de 440 aa. Las
antitoxinas son generalmente mas cortas que sus toxinas asociadas (Korch y Hill,

2006).

[-20 pba +30pb]

Antitoxina

[120 pba 510 pb] [80pb a 630 pb]

Figura 2. Contexto genético general de loci TA. Se muestra la organizacion tipica
de loci TA con tamafios y perfiles de distancia (Adaptada de Sevin y Barloy- Hubler,
2007).

Las toxinas de los sistemas TA son proteinas, mientras que las antitoxinas son
proteinas o0 RNAs de tamafio pequefio (SRNA) (Unterholzner y col., 2013). Las
toxinas de los sistemas TA se consideran moléculas dafiinas para las células debido
a sus efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular, lo que lleva a la estasis de
crecimiento en condiciones estresantes (Park y col., 2013). Las antitoxinas son mas
labiles y se degradan mas facilmente en condiciones de estrés que las toxinas, lo
gue permite que las toxinas ejerzan sus efectos toxicos (Yamaguchiy col., 2011).
El primer sistema TA, ccdA/ccdB, fue descrito hace 30 afios como un médulo de
mejora de la estabilidad del plasmido F de E. coli. Los sistemas TA codificados por
plasmidos también se llaman modulos de adiccidon (Yarmolinsky, 1995), ya que esta

propiedad hace que la célula sea “adicta” o requiera la produccion de antitoxina y
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por lo tanto a los genes TA. La amplia difusion de los sistemas TA en los genomas
de bacterias es una consecuencia de su capacidad de moverse por la transferencia
horizontal de genes (Pandey y Gerdes, 2005; Koonin y Wolf, 2008). Los sistemas
TA han sido descritos también en los cromosomas, especialmente en islas
gendmicas, donde a menudo se encuentran en varias copias. Estos sistemas
codificados cromosémicamente se han asociado con la virulencia de patdgenos
bacterianos (Hayes y Van Melderen, 2011; Unterholzner y col., 2013; De la Cruz y
col., 2013).

El plasmido pUM505 de Pseudomonas aeruginosa posee una isla de patogenicidad
gue contiene los genes pumAB que codifican productos con una secuencia similar
a los modulos de ToxineAntitoxin (TA), cuyos transcrito consiste en un RNA
mensajero bicistrénico, lo que sugiere que forman un operon. La sobreexpresion de
la proteina PumA en la cepa de E. coli BL21 dio como resultado una inhibicién del
crecimiento significativa, mientras que BL21 que coexpresaba las proteinas PumA
y PumB no mostr6 inhibicion del crecimiento. Estos resultados indican que los genes
pumAB codifican un sistema TA donde la proteina PumB contrarresta los efectos
toxicos de la toxina PumA. Ademas, los transformantes de P. aeruginosa PAO1 con
el gen pumA aumentaron la tasa de mortalidad del nematodo Caenorhabditis
elegans y de ratobn y mejoraron la invasion de Organos de ratdn, efectos
neutralizados por la proteina PumB. Ademas, la proteina His-PumA recombinante
purificada disminuy6 la viabilidad de C. elegans, lo que indica que la proteina PumA
podria actuar como una toxina. Estos resultados indican que PumaA tiene el potencial
de promover la virulencia de PAO1 contra C. elegans y ratones cuando se expresa

en ausencia de PumB.
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ll. JUSTIFICACION
La fibrosis pulmonar es una enfermedad de evolucion rapida en detrimento del

estado de salud del paciente, la cual cursa con infecciones bacterianas asociadas
a esta patologia. Pseudomonas aeruginosa es un agente etiolégico importante y
prevalente en fibrosis quistica pulmonar.

Recientemente se ha descrito a la toxina PumA, codificada por el sistema TA
PumAB del plasmido pUM505 como un elemento crucial en la virulencia de P.
aeruginosa, por lo que es relevante describir el posible papel de dicha toxina en la

progresion de la fibrosis pulmonar en modelo murino.

IV. HIPOTESIS
La toxina PumA del sistema TA PumAB, codificada por el plasmido pUM505,

incrementa la fibrosis pulmonar en raton.

V. OBJETIVO GENERAL
Demostrar que la presencia de la toxina PumA exacerba la fibrosis pulmonar en

raton.

5.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Generar un modelo murino de fibrosis pulmonar
2. Determinar el efecto de la administraciéon de la toxina PumA en el modelo

murino de fibrosis pulmonar
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1.1. Manipulaciéon de ratones

Se utilizaron ratones machos Balb/c sanos (no inmunocomprometidos) de
aproximadamente 12 semanas. Los animales se alimentaron durante todo el
periodo ad-libitum y se mantuvieron en observacion por post- inoculacion. Se realizé
cada ensayo de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999, tanto en su cuidado como en su
manejo. Se reporto el peso de los animales, asi como su fallecimiento (en horas)

durante todo el transcurso del experimento.

6.1.2. Purificacion de proteinas recombinantes PumA-His y PumB-His

Las proteinas recombinantes PumA-His (Toxina) y PumB-His (Antitoxina), fueron
proporcionadas por la Dra. Martha Isela Ramirez Diaz. Las proteinas recombinantes
puras fueron obtenidas siguiendo el protocolo descrito anteriormente por

Hernandez-Ramirez y col. (2017).

6.1.3. Inoculacién de ratones con bleomicina o con las proteinas
recombinantes PumA-His y PumB-His por via intranasal

Se emplearon cuatro grupos de ratones los cuales fueron inoculados por via
intranasal con un volumen total de 40 ul de Buffer D (Fosfato de sodio 50mM, MgClI2
2mM, NaCl 25mM. B-mercaptoetanol 10mM, imidazol 250mM, glicerol 10%). Este
buffer fue usado para resuspender las proteinas recombinantes conteniendo cada
uno de los siguientes compuestos:

1. Bleomicina 120 pg totales (Considerado como 100%)

2. PumA-His 40 ug totales (Considerado como 100%)
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3. PumB-His 40 ug totales (Considerado como 100%)
La concentracion total de bleomicina o de las proteinas recombinantes indicada para
cada grupo se realizo a través de 4 inoculaciones cada una de ellas aplicada con
lapso de una semana de diferencia. Como control negativo del experimento un

grupo de ratones fue inoculado con el Buffer D.

6.1.4. Andlisis de RT-gPCR en tiempo Real

Para aislar el RNA total de los diversos 6rganos obtenidos post-inoculacién de Mus
musculus, se realizé la remocion de cada uno de los tejidos (pulmones e higado).
Se realizo la lisis del tejido (30 mg aproximadamente de cada uno) usando perlas
(MagNA Lyser Green Breads-Roche), a las cuales les fue adicionado 700 ul de
buffer de elucién. Los tubos fueron colocados en MagNA Lyser Instrument (Roche)
y procesados por 40 seg a 6 500 rpm, a fin de lograr la lisis celular. Las muestras
fueron centrifugadas por 1 min a 20 000 x g en una centrifuga modelo 5417
(Eppendorf) y el sobrenadante fue usado para aislamiento de RNA siguiendo el
protocolo del Kit High Pure PCR Template Preparation (Roche). Las muestras
fueron cuantificadas usando un NanoPhotometer Pearl spectrophotometer
(IMPLEN). La sonda de hidrolisis correspondiente al gen Coll2a que codifica a la
cadena alfa del colageno tipo | de M. musculus (Tabla 3) fue usada en los ensayos
de expresion relativa al gen B-Actina, siguiendo los calculos de expresion

anteriormente descritos (Valle-Maldonado y col., 2015).



37

6.1.5. Anadlisis de cortes histolégicos de ratébn mediante la técnica tricromica
de Masson

Los ratones fueron inoculados intranasalmente con los distintos tratamientos
(bleomicina o proteinas recombinantes), posteriormente fueron sacrificados al
finalizar el tratamiento (por lo general 1 mes o 1 mes y medio después de la primera
inoculacién). Posteriormente, se removieron los pulmones los cuales fueron fijados
con paraformaldehido al 3%. Posteriormente se embebieron en parafinay los tejidos
se seccionaron con un micrétomo en cortes de 3 micras de espesor de, finalmente
se tifleron con hematoxilina-eosina (H&E) o con la técnica tricrbmica de Masson.
Los cortes fueron observados en un microscopio Leica Modelo DM750 a 100x y se
tomaron imagenes representativas utilizando una cadmara Leica Mod. DFC295, con

el software Leica Application Suite (Version 3.8.5.).

Tabla 3. Sondas de hidrdlisis usadas para analisis de cuantificacion de RNAm.

Secuencia Oligonucleotide Directo (5°-37) Tm(°C)/ Eficiencia Tamaio
(Numero ID Oligonucleotido Reverso (5-3") GC (%) Amplificacion | Amplicon
Genebank®) Sonda(5-3') FAM-BHQ1 (%) (bp)
ActB TGACAGGATGCAGAAGGAGAT 65.48/47.62
GCGCTCAGGAGGAGCAAT 66.96/61.11 92 76

(NM_007393.9) | AGTGCTCTGGCTCCTAGCAGCAT | 70.37/56.62

CCAACCGTGCTTCTCAGAACA 66.1/562.3
GCTGCCCGTCTCCTCATC 64.2/47.83 90 70
TCACCTACCACTGCAAGAACAGCA| 70.9/60.87

Col12a
(BC042503)

e Genebank del National Center of Biotechnology linformation-NIH
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VIl. RESULTADOS

7.1.1. Evaluacion del peso de los ratones tratados

Los ratones fueron inoculados intranasalmente administrando 4 dosis de
bleomicina, de la toxina (PumA-His) o de la antitoxina (PumB-His), de manera
independiente, hasta alcanzar una concentracion total de inoculo de 120 ug (para la
bleomicina) o 40 ug (para cada una de las proteinas). Cabe hacer mencién que la
bleomicina ha sido usada en ratones para inducir la fibrosis pulmonar y de otros
tejidos (Dianne M. y Steven R, 2008), por lo que este tratamiento es un control
positivo del desarrollo de fibrosis pulmonar.

La administracion de cada dosis en cada tratamiento se realizé con 1 semana de
separacion entre las mismas, ademas durante el curso de los tratamientos se
registré el peso de los ratones (ver tabla 4). Posteriormente a los diez dias después
de la ultima administracion los animales fueron sacrificados.

Se pudo observar que los ratones que mas perdieron peso con respecto a los
ratones control fueron aquellos a los que se les administré la bleomicina (Figura 3).
Sin embargo, los datos mostraron que la administracion de la toxina también
ocasiono la disminucion en el peso de los ratones (Figura 3A), observando valores
similares de disminucién similar al de los ratones tratados con bleomicina (Figura
3B). Si bien los ratones tratados con la antitoxina también mostraron una
disminucién en el peso con respecto al control (Figura 3A), este cambio no fue tan
dramatico como lo observado para el tratamiento con la toxina (Figura 3B). Esto
indica que la administracion de la antitoxina ocasiona una respuesta negativa en la

salud del raton, sugiriendo que la toxina podria generar un efecto nocivo similar a la
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Tabla 4. Registro del peso de los ratones durante la administracion por via

intranasal de las dosis al 100% de bleomicina, toxina, antitoxina y Buffer D

Tratamiento
de Ratones ler 2da 3a 4ta
TOXINA 30/08 | 02/09 | 05/09 | 08/09 11/09 14/09 | 17/09 | 20/09 23/09

R1 21.2 19.5 21 20 20.5 21 20 19.5 19
R2 215 19.5 21 21 20.3 21 19.8 | 20.1 20
R3 21 19.5 21 20.5 20.3 21 20 19 19.2
R4 20 17.7 | 19.5 | 19.8 19.6 19.8 19 20 19.9
R5 20.5 18.7 20 19.5 19.2 19 19.5 20 Deceso

ANTITOXINA
R1 19 16.2 | 18.3 | 18.3 19 19 19 19 19
R2 17 15.1 17 17.2 17 18.5 19 19.3 Deceso
R3 17.5 158 | 17.5 | 175 17.5 18 18.5 19 18.5
R4 17.5 164 17.7 18 18 18.5 20 19.8 19
R5 16 16.3 18 18.2 18.8 19.2 | 195 19

BLEOMICINA
R1 18.5 20 18.5 | 16.1 15.5 13.8 13 13.5 | Deceso
R2 17.5 17 17.8 | 18.1 18 17 17.5 17 17.1
R3 19 19 |deceso
R4 20.5 21 19.4 18 19.4 17.9 18 18.3 18
R5 19 185 | 17.5 | 175 18.1 17g | 16.8 | 17.5 18

BUFFER D
R1 29.5 31.8 33 37 43 39.8 36 39.5 | Deceso
R2 27.5 28.5 28 28.5 29 29.5 30 30.5 315
R3 33 334 | 32.7 | 335 33.7 341 | 345 36 34.5
R4 31 36.5 35 35.5 | deceso
R5 28 28 28 29 28.5 28 28.2 28 28

Las fechas mostradas indican la fecha del afio 2019 en que se registrd el peso de los ratones
(expresados en gramos) hasta su sacrificio (la Gltima fecha indicada).
18, 23, 32 y 42 representa a las 4 administraciones independientes de cada uno de los tratamientos.
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bleomicina afectando negativamente al estado general de los ratones a los cuales
les fue administrada dichas moléculas, dado a que los animales no ganaron el peso

gue fue observado en los ratones tratados con el control (Buffer) (Figura 3).

7.1.2. La antitoxina induce acumulacién de coldgeno en el tejido pulmonar

Con el proposito de determinar si la perdida en el peso de los ratones correlacionaba
con un dafio en los tejidos pulmonares por la administracion de la toxina, se
obtuvieron cortes histoldgicos correspondiente a los tejidos de los pulmones de los
ratones. Dado a que la bleomicina ocasiona dafio en los pulmones al inducir la
acumulacion de coladgeno, los cortes de tejido fueron tefiidos con la técnica
tricromica de Masson, como se describié en materiales y métodos, con el fin de
evaluar la presencia del coladgeno en dichos tejidos. Nuestros datos revelaron que
los pulmones aislados de los ratones tratados con bleomicina fueron los que
acumularon mayor cantidad de colageno, un resultado esperado ya que como se
indicd la bleomicina induce fibrosis pulmonar (Figura 4). Interesantemente los
pulmones de los ratones tratados con la toxina (PumA-His) mostraron la
acumulacion de colageno en cantidad similar a la inducida por el tratamiento con
bleomicina, y en mucho menor grado los tejidos de los ratones tratados con la
antitoxina (PumB-His) o con el Buffer D (Figura 4). Estos datos indican que en
ratones la inoculacion de la toxina PumA induce visualmente un efecto similar en la
acumulacion de colageno que el tratamiento con bleomicina. Lo que sugiere que la

antitoxina podria estar relacionada con el establecimiento de fibrosis.
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Figura 3. Variaciéon en el peso de los ratones durante el tratamiento. Cambios
en el peso de los ratones posterior a la administracién de los distintos tratamientos.
A. Pesos en gramos (ganancia o perdida) de cada uno de los 4 grupos de ratones
(Buffer D, Bleomicina, Toxina y antitoxina) al inicio 0 y al final 24 dias del
experimento. B. Representacion de la variacién de peso de cada uno de los grupos
los ratones al final del experminento respecto al tiempo inicial. Cada grupo de

ratones comprenden 6 individuos (n=6).
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Figura 4. Analisis histolégico de los tejidos. Andlisis histolégico de las muestras
de tejido mediante la técnica tricromica de masson de los tejidos pulmonares de los

ratones posterior a la administracién de los distintos tratamientos.
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7.1.3. Laantitoxinainduce un incremento en los niveles de RNAmM de la cadena
alfa del colageno de tipo |

Se ha descrito que los genes que codifican a la colagenasa tipo | son mayormente
expresados en tejidos pulmonares de ratones tratados con bleomicina (referencia).
Lo que sugiere que alguno de estos genes podria ser empleados como marcadores
moleculares al determinar su nivel de transcripcién (acumulacion de este RNAm) en
tejidos fibréticos inducidos por bleomicina. Por lo que se decidié usar el gen que
codifica a la cadena 2 alfa del colageno tipo | (Col12a, al cual nos referiremos como
coldgeno) como marcador molecular que refleja la acumulacién de colageno en los
ratones tratados. En las figuras 5y 6 se muestran las posiciones de las sondas y
oligonucledtidos en los marcos de lectura abierto del gen que codifican al coldgeno
(Coll2a) y el gen de actina (Act8LJ, respectivamente.

Nuestros resultados indican que los tejidos pulmonares de los ratones tratados con
bleomicina acumularon en mayor cantidad de RNAm del gen del colageno (Figura
5), lo cual es un resultado esperado y en concordancia a lo descrito. Los resultados
mostraron que las muestras de los ratones tratados con la toxina presentan menor
nivel de transcrito en comparacion con los tejidos obtenidos del tratamiento de
bleomicina; sin embargo, estos acumularon 3 veces mas transcrito de Coll2a en
comparacion los tejidos de ratones tratados con el buffer o la antitoxina, sugiriendo
gue aunque si bien es cierto la toxina por si sola no genera niveles de acumulacion
de RNAm similares a las tejidos inducidos con bleomicina, estos niveles si fueron
mayores al tratamiento con el buffer o de otra proteina similar denominada antitoxina

(Figura 7).
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Figura 5. Marco de lectura abierto del gen Coll2a que codifica a la cadena alfa

de la colagenasa tipo 2 de Mus musculus. La regiéon codificante del gen Coll2a

de M. Musculus abarcan 4010 nucledétidos. El codon de inicio (ATG) y el codén de

paro (GTG) de la traduccién se resaltan en negritas. Los oligonucleétidos directo y

el reverso, se muestran en amarillo y azul respectivamente, mientras que en rojo se

sefala la sonda.
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Figura 6. Marco de lectura abierto del gen actB que codifica a la actina B de

Mus musculus. La region codificante del gen actB de M. Musculus abarcan 1608

nucleodtidos. El coddén de inicio (ATG) y el codon de paro (TAG) de la traduccién se

resaltan en negritas. Los oligonucleotidos directo y el reverso, se muestran en

amarillo y azul respectivamente, mientras que en rojo se sefiala la sonda.
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Figura 7. Determinacién de la acumulacion del RNAm del gen que codifica a
la cadena alfa colageno tipo | en los tejidos pulmonares de ratén. Los tejidos
de los ratones tratados con los diferentes tratamientos fueron removidos posterior
al sacrifico de los animales y procesados para la obtencion de RNA total,
posteriormente la cuantificacion del RNAm del gen que codifica a la cadena alfa de
la colagenasa | (coll2a) fue determinado en relaciéon al gen de referencia b-actina,
mediante andlisis DCt. Los experimentos fueron realizados por triplicado, las barras

representan la desviacion estandar de los datos.
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Con el propésito de determinar si la toxina exacerba establecimiento de la fibrosis
en tejido con cierto nivel de dafio, un grupo de ratones fueron tratados previamente
con 20% de Bleomicina y posteriormente tratados con diferentes concentraciones
de la antitoxina. Primeramente, se observé que el tratamiento con 20% de
bleomicina no es capaz de inducir dafio en los ratones (evaluado como pérdida de
peso) durante el tiempo que duro el ensayo ya que los ratones aumentaron en
promedio 38% de peso (Tabla 6). Los ratones inoculados con 20% de bleomicina
mas 100% de la toxina PumA solo aumentaron 23% de peso en promedio, si bien
los ratones aumentaron de peso, la ganancia no fue la misma que los ratones solo
tratados con bleomicina (Tabla 5). Al inocular a los ratones con 50 0 25% de PumA
los ratones ganaron en promedio 34 y 35% de peso, que es menor (aunque poco)
con lo ganado con el tratamiento Gnicamente de bleomicina. esto podria indicar que
la predisposicién al dafio generado por la bleomicina genera un efecto méas drastico
a la inoculacion con la toxina. Ademas, la inoculacién con 100 o 25% de la antitoxina
ocasiono un increment6 de 54 a 83%, respectivamente en el peso de los ratones
(Tabla 5). No tenemos una explicacion para esto, pero es probable que la presencia
de la antitoxina de alguna manera neutralice los efectos nocivos de la bleomicina en

el tejido.
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Tabla 5. Administracion de diferentes concentraciones de la toxina (PumA ) o

antitoxina (PumB) en presencia de bleomicina al 20 %.

Tratamiento de
ratones Peso (9)
1lra
Bleomicina 20% 08/01 2da 3ra
pumA 100% 22/01 24/01 27/01 29/01 31/01 03/0
R1 25.5 27.8 29 30.2 27 28 25
R2 23 23.5 24.5 25.7 24.5 28.5 23.5
R3 23.5 24 25.5 24.8 24.5 29 23
R4 25 26.3 27 30.6 26.5 32 26
4ta
05/02 07/02 10/02 12/01 14/02 16/02 19/02 21/02
19 24 26 26 28 30 34 34
19 24 26 25 28.5 33 32 34
18 23.5 27 26.8 29 33 34 33
26.5 26.5 28 28 32 35 36 36
1lra
Bleomicina 20% 08/01 2da 3ra
pumA 50 % 22/01 24/01 27/01 29/01 31/01 03/0
R1 28 28.6 30 31.5 33 35 35
R2 27 28 29 30.4 33 34 35
R3 26.5 26.9 27 30 315 33 315
R4 26 27.1 28 28.6 315 32 315
4ta
05/02 07/02 10/02 12/01 14/02 16/02 19/02 21/02
35.5 36 38 35.5 36.5 37.5 38 36
35 38 38 38 40 40.5 35 35
34 34.5 36 38 37 35 38 36.5
32 32.5 33 32.5 34 38 41 42
1lra
Bleomicina 20% 08/01 2da 3ra
pumA 25% 22/01 24/01 27/01 29/01 31/01 03/0
R1 25 26.5 27.5 31.5 33 35 35
R2 24.5 25 26.5 28.6 30.5 32 33
R3 26.2 27 20 30.5 315 31.3 30.5
R4 26.8 28 30 32 33 34 34.5
4ta
05/02 07/02 10/02 12/01 14/02 16/02 19/02 21/02
38 38.5 39 38.5 39 40.5 41 38.5
33 33 33 33 30.5 32.5 30 31
31.5 32 33 32.5 33.5 35 35.5 36
34.5 35 36 36 36.5 38 36 35
1lra
Bleomicina 20% 08/01 2da 3ra
pumB 100% 22/01 24/01 27/01 29/01 31/01 03/0
R1 21.1 22.5 23.5 26.6 29 30 28.7
R2 21.5 22 24.5 22.6 30.5 31.5 31.8
R3 23 25 28 29.8 30.5 32.5 32
R4 20.5 20 21 20.9 27 26.5 26.2
4ta
05/02 07/02 10/02 12/01 14/02 16/02 19/02 21/02
29 30.2 30.5 30.5 32 33.5 325 30
31.8 33.5 34.5 34 35.5 37.5 37 37.5
32.5 36 35.5 35.5 37 37.5 38.5 35.5
27.5 29 30.5 31 33.5 34.5 33 29.8
1lra
Bleomicina 20% 08/01 2da 3ra
pumB 50% 22/01 24/01 27/01 29/01 31/01 03/0
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R1 23 24.3 25.5 28.2 30 29.5 29
R2 23.2 24 24 26.4 28 28.5 29
R3 22 22.5 23.5 25.1 28 27.5 29
R4 24.5 25.5 27.5 30.4 29.5 30.5 30.8
4ta

05/02 07/02 10/02 12/01 14/02 16/02 19/02 21/02
30 29.2 28 28 275 28 deceso
29.5 28 27.5 27 27.5 28.5 26 26.5
30 28.2 28 27 28 28 28.5 deceso
31.5 32.5 30 30.5 30 31 30.5 31

lra
Bleomicina 20% 08/01 2da 3ra
pumB 25% 22/01 24/01 27/01 29/01 31/01 03/0
R1 15 15 13.5 13 13.5 16.8 20
R2 16.5 16.7 16.5 15.2 15.5 20 22.5
R3 16.5 16 16 14.4 15 16 23
R4 15.5 16.2 16 13.7 13 15.9 23
4ta

05/02 07/02 10/02 12/01 14/02 16/02 19/02 21/02
22.5 22.5 22 24 21.5 23 28 30
25.5 25 27 28.5 26 27 29 31
29 29 30 31 27.5 29 32 31
28 30.5 33 33 30 31 34.5 35

Las fechas mostradas indican la fecha del afio 2020 en que se registro el peso (expresado en
gramos) de los ratones hasta su sacrificio (la ultima fecha indicada).
12, 2da, 3ra y 4ta significa las 4 administraciones independientes de cada uno de los tratamientos

Tabla 6. Registro de pesos de los ratones durante la administracion por via
intranasal de bleomicina al 20%

Tratamiento

Bleomicina 1ra 2da
20% 27/11 29/11 31/11 02/12 04/12 06/12
R1 18 17 15 17.5 18.5 23
R2 27 24.7 27.5 27 30 31
R3 23 235 23.8 235 24.5 27
R4 21 20 18 21 23 27
R5 20 18 16 18 22.5 23
3ra 4ta
08/12 10/12 12/12 14/12 16/12
R1 23 23.5 25.1 25 25.5 NR
R2 31 29.5 30.5 31 30.5 NR
R3 27 33 315 34 34 NR
R4 27 30 26 315 30 NR
R5 23 24.5 26 26 27 NR

Las fechas mostradas indican la fecha del afio 2019 en que se registrd el peso de los ratones
(expresados en gramos) hasta su sacrificio (la Gltima fecha indicada).

12, 2da, 3ra y 4ta significa las 4 administraciones independientes de cada uno de los tratamientos
NR. No registrado
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VIIl. Discusioén

P. aeruginosa causa la colonizacion e infecciones persistentes en pacientes con FQ y es el
agente infeccioso mas frecuente en pacientes con FQ, que incluso les puede producir la
muerte (Wu y col., 2015). El genoma de P. aeruginosa codifica una amplia gama de
diferentes enzimas metabdlicas, o que confiere a la bacteria una gran versatilidad
nutricional (WU y col., 2015).

El efecto toxico de la toxina PumA fue descrito previamente, en donde la presencia del gen
que codifica a dicha toxina en P. Aeruginosa provoco una mayor letalidad e invasion
respecto a la antitoxina. E incluso la toxina PumA purificada genero una mayor toxicidad

respecto a la antitoxina (Hernandez-Ramirez y col. 2017).

Este trabajo aporta conocimiento nuevo respecto a una posible funcién nociva de la toxina
PumA en tejidos pulmonares de mamiferos. Aunque aun no conocemos todos los detalles
moleculares al respecto, la toxina induce una mayor acumulacién del transcrito del gen que
codifica a la cadena alfa del colageno tipo | (Col12a) respecto a la antitoxina o al buffer que
se us6 como vehiculo de ambas proteinas. Lo cual sugiere un papel de la toxina PumA en
la contribucién al deterioro celular en los pulmones. Aunado a que los pulmones de animales
a los que se les administro la toxina PumA acumularon mas colageno en corte de tejidos
de dichos pulmonares respecto a aquellos animales que les fue administrado el buffer o la
antitoxina.

Estos datos, aunque muy interesantes dado a que sugieren que la antitoxina PumA pudiera
estar involucrada en la génesis de la fibrosis, los niveles de colageno depositado en los
tejidos del pulmén o el transcrito del gen del colageno tipo | (Coll2a) en dicho tejido no
alcanzé niveles similares al de los tejidos de animales tratados con bleomicina, el cual es

un farmaco antineoplasico que en altas dosis genera como efecto secundario fibrosis. Es
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decir, la toxina PumA es menos agresiva respecto a la bleomicina. Pero un aspecto
fisiopatol6gico que un patdgeno ejerce en la enfermedad de fibrosis no es la génesis de |
esta enfermedad, si no un agravamiento de la enfermedad, por lo que exigir en un sistema
experimental cantidades mayores de toxina para poder revelar el mayor dafio en tejido
pulmonar escapa de un contexto fisiopatolégico, es decir una persona es muy poco
probable que sea expuesto a cantidades masivas de toxina para causarle una degeneracion
fibrética de sus pulmones. Por lo que aun esta por ser evaluado si la administracién de la
toxina PumA a ratones tratados previamente con cantidades mucho menores de bleomicina
es decir un 20% de la cantidad inicial que se probd, logra contribuir a exacerbar el dafio en
los pulmones. Esto tratando de simular un cuadro fisiopatolégico mas cercano a la realidad,
en donde pacientes con inicios de fibrosis en presencia de la toxina PumA pudiese
degenerar mas rapido el tejido pulmonar.

Las toxinas bacterianas juegan un papel clave en la patogenia de la enfermedad pulmonar.
Basado en su estructura y propiedades funcionales, emplean diversas estrategias para
modular la funcién de la barrera pulmonar y para perjudicar la defensa del huésped para
promover la infeccion. Aunque en general, estas toxinas se dirigen a Vias de sefializacién
celular y compartimentos del huésped, también se han observado efectos especificos de
toxinas y células. Las toxinas pueden afectar las células pulmonares residentes
involucradas en la depuracion del liquido alveolar (AFC) y la funcién de barrera a través de
la alteracion del transporte vectorial de Na + y a través del colapso citoesquelético, como
tal, destruye las adherencias célula-célula. La pérdida resultante de la integridad de la
barrera alveolar-capilar y La capacidad de depuracién de liquidos inducira una fuga capilar
y fomentara la formacion de edema, que a su vez perjudican el intercambio de gases y
ponen en peligro la supervivencia del huésped. Las toxinas modulan o neutralizan
mecanismos protectores de la célula huésped de la respuesta inmunitaria innata y

adaptativa durante una infeccion cronica (Lucas y col., 2020).
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Cuando una infeccién aguda se convierte en persistente, pueden surgir enfermedades
pulmonares, como bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) o fibrosis
pulmonar (Lucas y col., 2020).

La fibrosis pulmonar es una enfermedad crénica y la toxina PumA pudiera tener el potencial
de contribuir a su progresion en la degeneracion del tejido.

Este estudio, aunque muy preliminar, apunta a que la presencia de la toxina aumenta la

degeneracion del tejido pulmonar.
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