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RESUMEN

La enfermedad pulmonar intersticial (EPI) es una de las principales causas de
mortalidad de las enfermedades del tejido conectivo (ETC). Su diagnéstico resulta un
desafio, en parte, debido a las limitaciones de las herramientas disponibles. El factor de
crecimiento transformante beta y el de plaquetas A son factores profibréticos claves. Por
lo tanto, se evaluara el papel de PDGFA, TGFB1, TGFB2y TGFB3 como biomarcadores
de diagndstico en sangre de la EPI en las ETC mas frecuentes (esclerosis sistémica
(ES), artritis reumatoide (AR) y miopatia inflamatoria (Ml)).

Para ello, se reclutaron pacientes con ETC-EPI: AR-EPI(n=33),ES-EPI(n=31),MI-
EPI(n=29); ETC-noEPI: AR-noEPI(n=22),ES-noEPI(n=18),MI-noEPI(n=8); y con fibrosis
pulmonar idiopatica (FPI; n=148). La expresién génica se evalué por gPCR.

La expresion de PDGFA, TGFB1y TGFB2 fue capaz de identificar la EPI en pacientes
con AR, asi como de TGFB2 en ES. A su vez, PDGFA y TGFB2 discriminaron a los
pacientes con MI-EPI frente a FPIl. Se correlacioné en AR-EPIl: PDGFA-patron
radiolégico y TGFBZ2-anti-péptidos ciclicos citrulinados; y en ES-EPI: TGFB2-volumen
espiratorio forzado en el primer segundo, y TGFB3-patrén radioldgico y presencia de
patologia fibrosante progresiva.

En conclusién, PDGFA 'y TGFB constituyen biomarcadores sanguineos con valor clinico
para el diagndéstico temprano y preciso de las ETC-EPI.
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ABSTRACT

Interstitial lung disease (ILD) is one of the leading causes of mortality in connective tissue
diseases (CTD). Its diagnosis remains challenging, in part due to the limitations of
currently available tools. Transforming growth factor- and platelet-derived growth factor
subunit A are key profibrotic factors. Therefore, the role of PDGFA, TGFB1, TGFB2 and
TGFB3 will be evaluated as potential blood-based diagnostic biomarkers for ILD in the
most common CTD (systemic sclerosis (SSc), rheumatoid arthritis (RA) and
inflammatory myopathy (IM)).

To this end, the study included CTD-ILD patients: 33 RA-ILD, 31 SSc-ILD, 29 IM-ILD;
CTD-nonILD: 22 RA-nonILD, 18 SSc-nonILD, 8 IM-nonILD; and 148 with idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF). Gene expression was assessed by qPCR.

Expression of PDGFA, TGFB1, and TGFBZ2 identified ILD in RA patients, while TGFB2
was effective in SSc. Additionally, PDGFA and TGFB2 distinguished IM-ILD patients
from those with IPF. In RA-ILD, correlations were observed between PDGFA and
radiologic pattern, and TGFB2 and anti-cyclic citrullinated peptide antibodies. In SSc-
ILD, TGFB2 correlated with forced expiratory volume in one second, and TGFB3 with
radiologic pattern and with the presence of progressive fibrosing pathology.

In conclusion, PDGFA and TGFB represent blood-based biomarkers with clinical value
for the early and accurate diagnosis of CTD-ILD.

PALABRAS CLAVE

Enfermedad del tejido conectivo, enfermedad pulmonar intersticial, biomarcadores de
diagnéstico, expresion génica, factor de crecimiento transformante beta, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, artritis reumatoide, esclerosis sistémica, miopatia
inflamatoria, fibrosis pulmonar idiopatica
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INTRODUCCION

La enfermedad pulmonar intersticial (EPI) constituye una de las complicaciones mas
graves en los pacientes con enfermedad del tejido conectivo (ETC), siendo una de las
primeras causas de mortalidad y morbilidad en los mismos'. Las ETC son un grupo de
enfermedades inmunoldgicas heterogéneas mediadas por factores inflamatorios que
pueden afectar a diversos o6rganos, siendo el pulmén uno de los érganos mas
susceptibles’. En este contexto, una de las manifestaciones mas graves es la EPI, un
trastorno que afecta de forma difusa al parénquima del pulmén®, principalmente al
intersticio, vias respiratorias y vasculatura pulmonar®, y cuyo desarrollo es mas
frecuente en la esclerosis sistémica (ES), la artritis reumatoide (AR) y la miopatia
inflamatoria (MI)*"-°. Ademas, dicha comorbilidad puede evolucionar a estadios muy
graves en las ETC desarrollando un fenotipo fibrosante progresivo que provoca un
deterioro progresivo del pulmon y empeora los sintomas respiratorios conduciendo a un
prondstico desfavorable y riesgo de muerte temprana’.

Dada la severidad de la ETC-EPI, su diagndstico precoz es fundamental. Sin embargo,
dicha deteccion temprana presenta mudltiples dificultades. Por un lado, los pacientes
pueden ser asintomaticos hasta etapas tardias o presentar sintomas inespecificos*'".
Ademas, la EPI puede ser la primera manifestacion de la ETC (con mayor frecuencia en
MIy ES) o bien ser diagnosticada después de la ETC (mas frecuente en AR)?3. Por otro
lado, las herramientas disponibles hoy en dia para su deteccion conllevan importantes
limitaciones. Las pruebas de funcién respiratoria (PFR), tales como la evaluacién de la
capacidad vital forzada (CVF), el volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(FEV1) y la capacidad de difusién del monoxido de carbono (DLCO), constituyen la
herramienta basica para la monitorizacién de la progresion de la EPI®, pero no son Utiles
para el diagnostico temprano de la enfermedad'’. De hecho, los pacientes en fases
iniciales de EPI pueden presentar una funcion pulmonar normal''. Actualmente, la
tomografia axial computarizada de alta resolucion (TACAR) es el gold estandar para el
diagndstico de la EPI'. Sin embargo, a pesar de su alta sensibilidad y especificidad, se
ha visto que tiene cierto retraso en el diagndéstico, existe desacuerdo entre radi6logos a
la hora de interpretarlo, y ademas, emite radiacién, por lo que su indicacion debe ser
justificada''. Todo ello convierte al diagndstico de ETC-EPI en etapas tempranas en un
verdadero desafio para los clinicos.

Asimismo, el diagnéstico preciso de las ETC-EPI se complica por su similitud con la
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), la forma mas comun y con peor prondstico de las
EPI'213, Diferenciarlas adecuadamente es crucial, dado que las ETC-EPI cursan, por lo
general, con un mejor prondstico que la FPI>'3, y requieren un abordaje terapéutico
distinto™. Sin embargo, la FPl comparte caracteristicas clinicas, radiologicas,
patologicas y epidemiolégicas con la ETC-EPI" lo que conduce a que el diagndstico
preciso de las EPI-ETC represente en ocasiones un importante reto en la practica clinica
diaria.

Considerando todas estas limitaciones diagnésticas, el mal prondstico asociado a las
ETC-EPI, y las diferencias en el enfoque terapéutico entre las diferentes entidades, es
necesario abordar la problematica y buscar nuevas herramientas que complementen las
técnicas actuales y mejoren la deteccion precoz y la precision en el diagnoéstico de la
enfermedad.

En este escenario, numerosos estudios han demostrado la utilidad de los marcadores
biologicos o biomarcadores como una herramienta en el diagndstico de distintas
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enfermedades de caracter inflamatorio y/o fibrético''6. Por lo tanto, la evaluaciéon de
los niveles de biomarcadores circulantes en la ETC-EPI podria constituir una
herramienta diagnéstica mas accesible y menos invasiva, que complementaria las
técnicas actualmente empleadas. Pese a los avances en la identificacion de
biomarcadores potenciales en la ETC-EPI"'"-%6 | todavia no se ha encontrado ninguno
lo suficientemente preciso para su aplicacion en el ambito hospitalario®.

Para identificar posibles biomarcadores, es fundamental comprender los mecanismos
fisiopatologicos subyacentes a las ETC-EPI. Sin embargo, la etiologia de las
enfermedades pulmonares fibrosantes continia siendo un enigmaZ. En las ETC-EPI se
sugiere que hay algun desencadenante que induce una respuesta inmunitaria en el
pulmon, reclutando células inflamatorias al intersticio pulmonar y espacios alveolares,
lo que ocasiona dafio epitelial y altera los mecanismos normales de reparacion celular?.
Como resultado, se inicia un remodelado defectuoso, que conduce al desarrollo de
fibrosis y a la patologia intersticial?. En algunas ETC, la afectacion pulmonar podria ser
el evento inicial. Algun factor en el pulmoén desencadena la inflamacioén, lo que hace que
se expresen autoantigenos y se produzcan autoanticuerpos?. La respuesta inflamatoria
se perpetua con la unién antigeno-anticuerpo, lo que conduce a una mayor inflamacion
y fibrosis?.

En los ultimos afos se ha descrito una red compleja de vias de sefalizacién profibréticas
en la que los miofibroblastos desempefian un papel crucial en la enfermedad fibrotica®?’-
31 Los miofibroblastos son células determinantes en el proceso de cicatrizacion
fisiolégico ya que generan una fuerza contractil que contribuye a la contraccién de
heridas y remodelacion de la matriz extracelular, ayudando a cerrar lesiones y estabilizar
tejidos?®. En condiciones normales, los miofibroblastos desaparecen por apoptosis una
vez completada la reparacién?®. Sin embargo, en procesos patoldgicos los
miofibroblastos persisten, lo que favorece el desarrollo y progresion de la fibrosis?®. En
todas las formas de fibrosis estudiadas, los miofibroblastos son el denominador celular
comun, por lo que se ha postulado como célula determinante en el desarrollo de la
fibrosis activa e irreversible'. Se han propuesto diversas hipétesis acerca del origen de
los miofibroblastos, aunque el proceso mas ampliamente estudiado es su
transdiferenciacion a partir de fibroblastos®’. En este sentido, el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) se considera el principal agente profibrogénico?®*%32, TGF-
B regula de forma central la activacién y la transdiferenciacion de fibroblastos en
miofibroblastos®. Ademas, estimula la sintesis y acumulacién de matriz extracelular, al
tiempo que inhibe su degradacién mediante la inhibicion de metaloproteasas,
favoreciendo asi la progresion del proceso fibrético®2. Existen tres isoformas del TGF-B,
conocidas como TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3%*, de las cuales TGF-B1 es la mas
ampliamente expresada y asociada al desarrollo de fibrosis®2. Es tan importante su papel
que ya se ha visto aumentada la expresién proteica y activacion de TGF-B1 en tejidos
afectados por fibrosis, y en particular, en pacientes con EPl o con complicaciones
pulmonares®>-3¢,

Ademas del TGF-B, se ha descrito otra molécula crucial en la fenoconversion a
miofibroblastos, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)*°. Los PDGF
son potentes estimuladores de la divisidon celular, necesarios para el crecimiento y
proliferacion celular®®. Contribuyen a la formaciéon de fibrosis pulmonar mediante la
activacion de fibroblastos®, y promueve la expresion de genes relacionados con la
matriz extracelular®3°. En particular, los fibroblastos expresan 4 isoformas de PDGF
(PDGF-A, -B, -C y -D), destacando PDGF-A, que forma un homodimero, PDGF-AA, y
ejerce su accion a través del receptor PDGFR-a3" controlando el desarrollo del tejido
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pulmonar. De hecho, se ha observado que sus niveles proteicos estan incrementados
o hay una sobreexpresion proteica en casos de fibrosis3-38-41,

El avance en el conocimiento de PDGF y TGF-B a nivel proteico en la patogénesis de
las ETC-EPI indica el papel prometedor de estas moléculas en la fibrosis. Sin embargo,
a pesar de la gran implicacién que presenta la expresidén génica en el desarrollo de las
patologias fibrosantes, ningun estudio se ha centrado en determinar la influencia de la
fibrosis pulmonar en sus formas génicas en las ETC-EPI. Consecuentemente, se
plantea en el presente trabajo la hipdtesis de que existe una alteracién en la expresién
genica en sangre de las isoformas de PDGFA y TGFB en los pacientes con ETC-EPI,
lo cual reflejaria de forma precisa y precoz su afectaciéon pulmonar, permitiendo
diferenciarla de otras patologias como la ETC-noEPI y la FPI, cuyo diagndstico
representa hoy en dia un reto en la practica clinica.

Por ello, el objetivo de este estudio consistié en evaluar el papel de PDGFA, TGFB1,
TGFB2 y TGFB3 como biomarcadores circulantes en sangre con valor clinico en el
diagnéstico temprano y preciso de las ETC-EPI.

RESULTADOS
Alteraciones en la expresion génica en sangre de PDGFA, TGFB1y TGFB2 se

asocian a la presencia de una EPI en pacientes con ARy ES

Se observo una disminucion estadisticamente significativa en la expresion génica de
TGFB1y TGFB2 en los pacientes con AR-EPI y ES-EPI en comparaciéon con aquellos
con AR sin una EPI asociada (AR-noEPI) y ES sin una EPI asociada (ES-noEPI)
(TGFB1: p=0.0040, Figura 1A y p=0.0009, Figura 1B, respectivamente; y TGFB2:
p=0.0011, Figura 1A y p=0.0008, Figura 1B, respectivamente).

Ademas, los pacientes con AR-EPI mostraron niveles de expresion de PDGFA
significativamente mas bajos que aquellos con AR-noEPI (p=0.0238, Figura 1A).

Por su parte, los pacientes con MI-EPI y con Ml sin EPI asociada (MI-noEPI) mostraron
una expresion de PDGFA, TGFB1y TGFB2 similar (Figura 1C). Asimismo, la expresion
génica de TGFB3 no presenté diferencias estadisticamente significativas entre ninguno
de los grupos de los pacientes con ETC-EPI y aquellos con ETC sin una EPI asociada
(ETC-noEPI) (Figura 1).
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Figura 1. Papel de PDGFA, TGFB1, TGFB2 y TGFB3 en la identificacion de la
EPIl en los pacientes con ETC.

Diferencias en los niveles de expresion en sangre de PDGFA, TGFB1, TGFB2y TGFB3 de los
pacientes con (A) AR-EPI frente a aquellos con AR-noEPI, (B) ES-EPI frente a aquellos con ES-
noEPI, y (C) MI-EPI frente a aquellos con MI-noEPI. ETC: enfermedad del tejido conectivo; EPI:
enfermedad pulmonar intersticial; ETC-noEPI: ETC sin una EPI asociada; AR: artritis reumatoide;
AR-noEPI: AR sin EPI asociada; PDGFA: factor de crecimiento derivado de plaquetas subunidad
A; TGFB: factor de crecimiento transformante beta; ES: esclerosis sistémica; ES-noEPI: ES sin
EPI asociada; MI: miopatia inflamatoria; MI-noEPI: MI sin EPI asociada. Los resultados
significativos se resaltan con negrita y sombreado.

Alteraciones en la expresion génica en sangre de PDGFA y TGFB2 caracterizan a

los pacientes con MI-EPI en relaciéon con aquellos con FPI

Los pacientes con MI-EPI presentaron un aumento estadisticamente significativo en la
expresion génica de PDGFA y TGFB2 en comparacion con los pacientes con FPI
(p=0.0002 y p=0.0009, respectivamente, Figura 2C). En cuanto a la expresion de los
genes TGFB1y TGFB3, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos (Figura 2C).

Los pacientes con AR-EPI y ES-EPI revelaron una expresion de los genes analizados
(PDGFA, TGFB1, TGFB2 y TGFB3) similar a los pacientes con FPI (Figura 2A y 2B).
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Figura 2. Papel de PDGFA, TGFB1, TGFB2 y TGFB3 en la discriminacion entre
los pacientes con ETC-EPIl y FPI.

Diferencias en los niveles de expresion en sangre de PDGFA, TGFB1, TGFB2 y TGFB3 de los
pacientes con (A) AR-EPI frente a FPI, (B) ES-EPI frente a FPI, y (C) MI-EPI frente a FPI. ETC:
enfermedad del tejido conectivo; EPI: enfermedad pulmonar intersticial; FPI: fibrosis pulmonar
idiopatica; AR: artritis reumatoide; PDGFA: factor de crecimiento derivado de plaquetas
subunidad A; TGFB: factor de crecimiento transformante beta; ES: esclerosis sistémica; MI:
miopatia inflamatoria. Los resultados significativos se resaltan con negrita y sombreado.

PDGFA, TGFB1y TGFB2 como biomarcadores de diagndstico precoz de la EPl en
pacientes con ARy ES

El analisis de curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) confirmé que la
evaluacion de la expresion de PDGFA, TGFB1y TGFB2 permitié diferenciar de forma
efectiva a los pacientes con AR que presentaron una EPI de aquellos que no la
desarrollaron, actuando como biomarcadores de deteccion precoz de la AR-EPI (area
bajo la curva (AUC): 0.7345, p=0.0040, AUC:0.7300, p=0.0041, AUC=0.8021, p=0.0002,
respectivamente, Figura 3A). Los valores del punto de corte 6ptimos que alcanzaron la
mejor sensibilidad y especificidad para PDGFA, TGFB1y TGFB2 para la identificacion
de la EPl en la AR fueron <0.01153, <0.3185 y <0.001410, respectivamente.

Asimismo, los niveles de expresion de TGFB2 también demostraron una capacidad de
discriminacién entre los pacientes con ES-EPI y aquellos con una ES sin una EPI
asociada, actuando como un biomarcador de diagnostico temprano de la ES-EPI
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(AUC:0.7518, p=0.0040, Figura 3B). El valor 6ptimo del punto de corte para la mayor
sensibilidad y especificidad fue <0.0018. A pesar de que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresién génica de TGFB1 en pacientes con ES-
EPI en comparacién con aquellos con ES-noEPI, el andlisis de ROC no confirmé que
TGFB1 presentara la capacidad suficiente para diferenciar estos dos grupos de
pacientes (Figura 3B).

A.  AR-EPIvs AR-noEPI B.  ES-EPIvsES-noEPI C. MLEPIvsFPI

g 2

g 2

Sensibilidad (%)

AUC; 07345
PD.0040

Sensibilidad (%)

N
> o

20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100% - Especificidad (%) 100% - Especificidad (%)

H

TGFB1

@
L-J

Sensibilidad (%)
a2 @
2 2

Sensibilidad (%)

‘‘‘‘‘‘

M
2

20 40 6 80 100 (] 70 40 6 81 100
100% - Especificidad (%) 100% - Especificidad (%)

Sensibilidad (%)
Sensibilidad (%)
Sensibilidad%

100% - Especificidad (%) 100% - Especificidad (%) 100% - Especificidad%

Figura 3. Papel de PDGFA, TGFB1 y TGFB2 como biomarcadores de
diagnoéstico precoz de la EPl en las ETC, y de diagnoéstico diferencial entre las
ETC-EPl y la FPI.

Anadlisis de curvas ROC de PDGFA, TGFB1y TGFB2 para discriminar pacientes con (A) AR-EPI
y AR-noEPI, (B) ES-EPI y ES-noEPI, y (C) MI-EPIly FPI. AR: artritis reumatoide; EPI: enfermedad
pulmonar intersticial; AR-noEPI: AR sin EPI asociada; PDGFA: factor de crecimiento derivado de
plaguetas subunidad A; AUC: &rea bajo la curva; TGFB: factor de crecimiento transformante beta;
ES: esclerosis sistémica; ES-noEPI: ES sin EPI asociada; MI: miopatia inflamatoria; FPI: fibrosis
pulmonar idiopética. Los resultados significativos se resaltan con negrita y sombreado.

PDGFA y TGFB2 como biomarcadores de diagnéstico diferencial entre pacientes
con MI-EPl y FPI

Las diferencias en la expresion génica de PDGFAy TGFB2 demostraron ser suficientes
para diferenciar a los pacientes con MI-EPI de aquellos con FPI mediante el analisis
ROC, actuando como biomarcadores de diagndstico preciso de la MI-EPI (AUC:0.6179,
p=0.0369 y AUC:0.7064, p=0.0003, respectivamente, Figura 3C). El valor del punto de
corte optimo para el diagnostico de MI-EPI vs FPI con la mejor sensibilidad y
especificidad fue >0.0166 para PDGFA y >0.001547 para TGFB2.
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Los niveles de expresion génica en sangre de PDGFA, TGFB2y TGFB3 se asocian
al pronéstico de los pacientes con AR-EPI y ES-EPI

En pacientes con AR-EPI se observé una correlacion entre PDGFA y el patrdn
radioldgico en el TACAR evidenciada por niveles de expresion génica significativamente
mas bajos en pacientes con un patron neumonia intersticial usual (NIU), probablemente
NIU o indeterminado para NIU que en aquellos con un patrén radiolégico de neumonia
intersticial no especifica (NINE) o no NINE (0.0120 + 0.0058 vs 0.0161 % 0.0053,
respectivamente, p=0.044, Tabla 1). En estos mismos pacientes, también se encontré
una disminucién significativa de los niveles de TGFB2 en los pacientes positivos para
los anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado (anti-CCP) en relacién con aquellos que
no los presentaban (0.0009 + 0.0005 vs 0.0032 + 0.0048, p=0.010, Tabla 1). En cuanto
a otras caracteristicas clinicas, como la presencia de patologia fibrosante progresiva, el
uso de distintos tratamientos, duracion de la AR y la EPl y PFR, no se observaron
diferencias significativas en la expresion de los genes analizados (Tabla 1).
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PDGFA TGFB1 TGFB2 TGFB3

Variable r P E r P E r P E r ]
Duracién de la AR 0.23 0.24 : 0.37 0.05 : -0.07 0.74 : 0.06 0.78
Duracién de la EPI -0.06 0.77 ! 0.17 0.38 ! -0.15 0.42 ! -0.09 0.63
CVF (% predicho) 021 0.28 022 0.26 0.16 0.40 0.22 0.25
FEV1 (% predicho) 0.19 0.31 027 0.16 0.21 0.29 0.35 0.07
DLCO (% predicho) 0.04 0.88 i -0.36 0.13 i 0.17 0.48 i -0.06 0.82
Categorias MEDIA * DE P MEDIA * DE P MEDIA * DE P MEDIA * DE P
Anti-CCP~ 0.0131+0.0073 | 0.2560£0.0772 | 0.00320.0048 | 0.0018:0.0026

0.89 : 0.95 : 0.01 : 0.97
Anti-CCP* 0.0134+0.0060 ' 0.2611%0.0847 ' 0.0009:0.0005 ' 0.0078%0.0360
FR™ 0.0162+0.0067 ' 0.3314+0.0213 ' 0.0011+0.0006 ' 0.0008+0.0002
FR* 0.0130+0.0060 0.43 0.2531+0.0833 0.16 0.0012+0.0018 0.7 0.0077+0.0353 0.65
NIU, probablemente NIU o i i i
indeterminado para NIU 0.0120+0.0058 0.04 . 0.2499+0.0794 0.17 . 0.0013%0.0020 0.72 . 0.00100.0011 0.52
NINE o no-NINE 0.0161+0.0053 | 0.2939+0.0867 | 0.0010+0.0052 | 0.0196+0.0592
Patologia fibrosante progresiva™ 0.0137+0.0057 0.33 E 0.2739+0.0778 0.09 E 0.0012+0.0018 0.80 E 0.0077+0.0353 0.92
Patologia fibrosante progresiva® 0.0109+0.0073 ' 0.2032+0.0938 ' 0.0010+0.0007 ' 0.0008+0.0004
Farmacos antifibréticos™ 0.0134+0.0059 0.37 0.2650+0.0836 0.48 0.0012+0.0017 0,57 0.007040.0359 0.95
Farmacos antifibréticos’ 0.0080+0.0000 ' 0.2052%0.0000 ' 0.001920.0000 ' 0.0014+0.0000
DMARDSs sintéticos™ 0.0118+0.0040 0.31 0.2595+0.0830 0.90 0.0009+0.0005 0.29 0.0008+0.0004 0.40
DMARDSs sintéticos* 0.0140+0.0068 | 0.264910.0876 | 0.0015:0.0023 | 0.0121:0.0453
DMARDs biolégicos™ 0.0125+0.0048 1 0.2425:0.0730 ! 0.00090.0005 1 0.0106:0.0429
DMARD:s biolégicos* 0.0136+0.0071 0-58 ! 0.29540.0938 0.08 ! 0.0017£0.0028 0.28 ! 0.00120.0015 0-52

Tabla 1. Relaciéon de la expresion génica de PDGFA, TGFB1, TGFB2 y TGFB3 con las caracteristicas clinicas de los pacientes
AR-EPI.

PDGFA: factor de crecimiento derivado de plaquetas subunidad A; AR: artritis reumatoide; EPI: enfermedad pulmonar intersticial; CVF: capacidad vital forzada;
FEV1: volumen espiratorio forzado 1; DLCO: capacidad de difusién del mondxido de carbono; Anti-CCP: anticuerpos anti-péptidos citricos citrulinados; FR:
factor reumatoide; NIU: neumonia intersticial usual; NINE: neumonia intersticial no especifica; DMARDs: farmacos antirreumaticos modificadores de la
enfermedad; DE: desviacion estandar; TGFB: factor de crecimiento transformante beta. Los resultados significativos se resaltan en negrita.
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En relacién a los pacientes con ES-EPI, se observé una correlacién positiva entre los
niveles de expresion génica de TGFB2y el FEV1 (% predicho), de modo que los niveles
de expresion del gen eran mas bajos cuanto menor era el FEV1 (r=0.40, p=0.04, Tabla
2). Asimismo, encontramos una correlacion entre los niveles génicos de TGFB3 y el
patrén radiolégico en TACAR, mostrando niveles de TGFB3 elevados con la presencia
de un patron NIU, probablemente NIU o indeterminado para NIU en relacién al patron
NINE o no-NINE (0.0069+0.0177 vs 0.0010 £ 0.0007, p=0.021, Tabla 2).
Adicionalmente, el desarrollo de una patologia fibrosante progresiva también influyé en
los niveles de TGFB3, siendo su expresién mas alta en los pacientes que la presentaron
(0.0073£0.0176 vs 0.0073 £ 0.0176, p=0.024, Tabla 2). En relacién a las caracteristicas
clinicas de presencia de anticuerpos especificos para la ES, uso de tratamientos,
duracion de la AR y la EPI y PFR, los niveles de expresiéon de los genes estudiados
fueron similares en todos los pacientes (Tabla 2).
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PDGFA i TGFB1 i TGFB2 i TGFB3
Variable r p \ r p \ r p \ r p
Duracién de la ES 0.04 0.24 ' -0.15 0.45 ' -0.13 0.53 ' -0.02 0.91
Duracién de la EPI -0.12 0.54 i -0.15 0.46 i -0.22 0.27 i -0.06 0.78
CVF (% predicho) 0.24 0.22 ' 0.07 0.74 ' 0.35 0.08 ' -0.21 0.33
FEV1 (% predicho) 0.20 0.13 0.16 0.42 0.40 0.04 -0.18 0.39
DLCO (% predicho) 0.09 0.70 : -0.18 0.44 : 0.22 0.38 : -0.21 0.40
i i i
Categorias MEDIA + DE p i MEDIA # DE p i MEDIA + DE p i MEDIA * DE p
ANASs™ 0.0044+ 0.0000 ' 0.3220+0.0000 ' 0.0001+0.0000 ' 0.0004+0.0000
. 0.10 ! 0.71 ! 0.30 | 0.63
ANAS 0.0155+0.0652 ! 0.2604+0.6789 ! 0.0013+0.0015 ! 0.0028£0.0096
Anticentrémero™ 0.0154+0.0067 | 0.2624+0.0688 ' 0.0013+0.0015 ' 0.0028+0.0096
. . . 0.46 ' 0.94 ' 0.66 ' 0.97
Anticentrémero 0.0070+0.0000 | 0.2639+0.0000 | 0.0007+0.0000 | 0.0007+0.0000
Anti-Scl-70~ 0.0126+0.0036 0.13 ' 0.26090.0335 0.72 ' 0.00120.0018 0.92 ' 0.0011 +0.0005 0.29
Anti-Scl-70* 0.0172+0.0076 ’ 0.267310.0839 0.001310.0015 ’ 0.004010.0125 ’
NIU, probablemente NIU o | | |
. . 0.0137+0.0077 ' 0.2580%0.0859 ' 0.0005+0.0002 ' 0.006910.0177
indeterminado para NIU 0.88 ! 0.70 ! 0.08 ! 0.02
NINE 0 no-NINE 0.0153+0.0067 0.261810.0638 0.0016%0.0017 0.0010+0.0007
Patologia fibrosante progresiva™ 0.0153+0.0646 076 | 0.26130.0607 0.48 | 0.0013£0.0014 0.86 | 0.0009+0.0006 0.02
Patologia fibrosante progresiva* 0.0135+0.0078 ’ ' 0.2569+0.0896 ’ ' 0.0013+0.0019 ) ' 0.0073%0.0176 ’
Farmacos antifibréticos™ 0.0149+0.0067 0.60 ' 0.258740.0687 0.86 ' 0.00130.0015 0.46 ' 0.0028+0.0096 0.89
Farmacos antifibroticos* 0.0146+0.0095 ’ | 0.281310.0670 ’ | 0.0006+0.0002 ) | 0.0007+0.0005 ’
DMARDs sintéticos™ 0.0152+0.0040 0.95 | 0.25050.0676 0.30 ! 0.0018+0.0021 056 ! 0.0011+0.0005 077
DMARDSs sintéticos* 0.0151+0.0076 ) | 0.26630.0738 ) ! 0.0012:0.0014 ) ! 0.0033%0.0112 )
DMARDs biolégicos™ 0.0159+0.0069 0.88 I 0.2459+0.0619 014 i 0.0017£0.0020 0.40 | 0.0047+0.0138 0.65
DMARDs biolégicos® 0.0156+0.0076 ’ | 0.29710.0801 ) | 0.0011+0.0003 ) ! 0.0010+0.0009 )
Farmacos vasodilatadores™ 0.0156+0.0678 ' 0.2956+0.0670 ' 0.0012+0.0009 ' 0.0010£0.0008
j . . 0.78 ! 0.46 ! 0.42 ! 0.91
Farmacos vasodilatadores 0.0159+0.0074 ! 0.2527+0.0732 ! 0.0016+0.0019 ! 0.004210.12883

Tabla 2. Relacién de la expresién génica de PDGFA, TGFB1, TGFB2y TGFB3 con las caracteristicas clinicas de los pacientes ES-
EPI.

PDGFA: factor de crecimiento derivado de plaquetas subunidad A; ES: esclerosis sistémica; EPI: enfermedad pulmonar intersticial; CVF: capacidad vital
forzada; FEV1: volumen espiratorio forzado 1; DLCO: capacidad de difusién del monoéxido de carbono; ANAs: anticuerpos antinucleares; Anti-Scl-70:
anticuerpos anti-topoisomerasa I; NIU: neumonia intersticial usual; NINE: neumonia intersticial no especifica; DMARDs: farmacos antirreumaticos modificadores
de la enfermedad; DE: desviacion estandar; TGFB: factor de crecimiento transformante beta. Los resultados significativos estan indicados en negrita.
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Respecto a los pacientes con MI-EPI, no se encontraron diferencias significativas en la

expresion de PDGFA, TGFB1, TGFB2 y TGFB3 para ninguna de las caracteristicas
clinicas evaluadas (Tabla 3).
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PDGFA : TGFB1 : TGFB2 : TGFB3

Variable r p | r p | r p | r p
Duracién de la Ml -0.20 0.32 ' 0.02 0.93 ' 0.01 0.96 ' 0.17 0.43
Duracién de la EPI 0.14 0.53 . 0.02 0.92 . -0.16 0.48 . 0.14 0.53
CVF (% predicho) 0.05 0.80 ' -0.03 0.88 ' -0.16 0.48 ' 0.01 0.96
FEV1 (% predicho) 0.08 0.73 i 0.01 0.97 i -0.07 0.74 i -0.04 0.35
DLCO (% predicho) -0.09 0.75 ' -0.11 0.70 ' -0.08 0.80 ' 0.43 0.14
Categorias MEDIA + DE p ! MEDIA + DE p ! MEDIA + DE P ' MEDIA * DE p
Anti-lo1” 0.0216520.0201 | 0.3334%0.1490 | 0.0013%0.0009 | 0.00730.0284

L 0.90 ' 0.81 ' 0.33 ' 0.59
Anti-lo1 0.0236520.0234 ' 0.3513%0.1891 ' 0.0009£0.0007 ' 0.0006+0.0006
Anti-PL7™ 0.0226+0.0198 ' 0.3507+0.1601 ' 0.0012£0.0008 | 0.0072+0.0284

. 0.79 ' 0.40 ' 0.50 ' 0.61
Anti-PLT 0.019540.0236 ' 0.2822#0.1169 ' 0.0016:0.0011 ' 0.0010+0.0005
Anti-PL12” 0.022240.0212 0.8 ' 0.3329:0.1467 0.72 ' 0.00120.0009 0.83 ' 0.00670.0272 072
Anti-pL12* 0.019340.0094 ’ | 0.3679+0.2380 | 0.0011+0.0006 : | 0.0010+0.0007 )
NIU, probablemente NIU o . . .
. . 0.0251+0.0199 1 0.3454+0.1684 1 0.0013:0.0009 1 0.0011+0.0007
indeterminado para NIU 0.73 ' 0.89 ' 0.60 ' 0.11
NINE o no-NINE 0.0201#0.0249 | 0.3279#0.1572 | 0.0011#0.0010 | 0.0007+0.0005
Patologia fibrosante progresiva™ 0.021340.0204 0.62 . 0.3346+0.1444 0.81 . 0.0012+0.0010 0.68 1 0.0070+0.0285 057
Patologia fibrosante progresiva® 0.028740.0312 ’ . 0.319740.3097 ’ . 0.0014£0.0008 : . 0.0008+0.0008 )
Farmacos antifibréticos™ 0.0225:0.0216 071 0.3498£0.1542 011 0.0012£0.0009 0.96 0.0067+0.0278 .95
Farmacos antifibréticos* 0.010740.0030 ’ | 0.1421#0.0526 ) ! 0.0011:0.0009 : ' 0.0004+0.0001 )
DMARDS sintéticos™ 0.028240.0272 .60 ' 0.3761%0.1588 0.29 ' 0.001610.0011 011 ' 0.0010+0.0006 0.09
DMARDSs sintéticos* 0.0173£0.0107 ’ 0.2997+0.1489 ) 0.0009£0.0007 : 0.0101+0.0344 )
DMARDs bioldgicos 0.0261%0.0223 | 0.3537#0.1721 | 0.0012+0.0009 | 0.0075+0.0291

0.21 ' 0.42 ' 0.98 ' 0.84

DMARDs biolagicos® 0.0111#0.0060 | 0.2796:0.0732 | 0.0012%0.0010 | 0.0009+0.0006

Tabla 3. Relacién de la expresiéon génica de PDGFA, TGFB1, TGFB2y TGFB3 con las caracteristicas clinicas de los pacientes MI-
EPI.

PDGFA: factor de crecimiento derivado de plaquetas subunidad A; MI: miopatia inflamatoria; EPI: enfermedad pulmonar intersticial; CVF: capacidad vital
forzada; FEV1: volumen espiratorio forzado 1; DLCO: capacidad de difusion del monoxido de carbono; Anti-Jo1: anticuerpos anti-histidil tRNA sintetasa; Anti-
PL7: anticuerpos anti-treonil tRNA sintetasa; Anti-PL12: anticuerpos anti-alanil tRNA sintetasa; NIU: neumonia intersticial usual; NINE: neumonia intersticial no
especifica; DMARDs: farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad; DE: desviacién estandar; TGFB: factor de crecimiento transformante beta.
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DISCUSION

Dentro del contexto de las ETC, la EPI representa una importante causa de morbilidad
y mortalidad’3. Sin embargo, su diagndstico temprano y preciso constituye un verdadero
reto en la practica clinica, dado que la etiopatogenia no se conoce completamente?, y
en ocasiones, los pacientes manifiestan sintomas inespecificos o son asintomaticos**.
Ademas, las herramientas de las que disponemos hoy en dia para su diagndstico
presentan importantes limitaciones''. Por ello, surge la necesidad de encontrar métodos
complementarios mas accesibles y poco invasivos, como los biomarcadores
sanguineos, que ayuden al diagnéstico de la enfermedad y mejore el pronéstico y la
calidad de vida de estos pacientes. En este contexto, PDGF y TGF-B se han descrito
como moléculas clave en la fenoconversién de fibroblastos en miofibroblastos®, célula
esencial en el desarrollo de la fibrosis®', considerandose como los principales factores
profibrogénicos®. De este modo, este trabajo se enfoca en evaluar el papel de PDGFA,
TGFB1, TGFB2 y TGFB3 como posibles biomarcadores circulantes en sangre para el
diagnéstico precoz y preciso de las ETC-EPI.

Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que los factores profibréticos PDGFA
y TGFB son candidatos prometedores para el diagnéstico temprano y preciso de las
ETC-EPI, pudiendo ser el analisis de su expresidn génica la clave para desarrollar
herramientas complementarias que resuelvan esta problematica.

Por un lado, la identificacion temprana de una EPI en la AR, la ES y la Ml es crucial
debido a la alta morbilidad y mortalidad asociada al desarrollo de la enfermedad
pulmonar'™*. Con el fin de abordar el problema, nuestro estudio revel6 que la expresion
génica en sangre de PDGFA, TGFB1y TGFBZ2 es capaz de distinguir entre pacientes
con AR-EPI y aquellos que tenian una AR sin una complicacién pulmonar asociada,
siendo mas baja la expresion génica en aquellos pacientes que presentaban la EPI. El
rol de TGF- en la fibrosis ha sido ampliamente demostrado?3°*2, sin embargo no existe
ningun estudio centrado en elucidar el papel de las isoformas de TFGB ni de PDGFA
especificamente en la fibrosis pulmonar desarrollada en la AR. Hasta el momento, todos
los trabajos realizados en la AR-EPI se han focalizado en la forma proteica. En este
contexto, una revision sistematica ya habia identificado a TGF-f1 como potencial
biomarcador periférico para caracterizar la enfermedad*?. En linea con ello, otras
investigaciones demostraron que la molécula TGF-B1 estaba aumentada en el suero de
los pacientes con una AR-EPI frente a aquellos sin EPI, proponiéndola como un
marcador biolégico para identificar a estos pacientes*¢. De forma similar, una isoforma
de PDGF, particularmente PDGF-AB, se ha visto incrementada en el suero de pacientes
con AR-EPI frente a aquellos sin la patologia pulmonar®®. Es importante mencionar que
todos estos trabajos evaluaron los niveles de proteinas en suero y no la expresion
génica en sangre, por lo que los resultados no son estrictamente comparables, pero si
pueden ser complementarios. En este sentido, se sabe que los procesos biologicos de
transcripcion y traduccion son susceptibles de numerosos mecanismos de regulacion
que adaptan la actividad génica a las necesidades del organismo. Por lo tanto, estos
estudios son consistentes con nuestros hallazgos, ya que, es légico pensar que el
incremento de los niveles de la forma proteica de las moléculas activa un proceso de
retroalimentacién negativa que reprime la expresién de los genes que las codifican en
sangre, denotando un mecanismo de compensacion que se ve representado en los
resultados observados en nuestros pacientes con AR-EPI. En linea con nuestra
hipotesis, otros autores han encontrado niveles proteicos de PDGF-AB mas altos en el
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lavado broncoalveolar de pacientes con una AR-EPI en relacién con aquellos con AR-
noEPI**, apoyando de nuevo el mecanismo compensatorio propuesto, dado que el
mayor nivel de la proteina en tejido pulmonar podria ser la razén de encontrar una menor
expresion del gen en sangre periférica.

Por lo tanto, nuestro trabajo es el primero en revelar la importancia de la evaluacion de
la expresion génica de PDGFA, TGFB1y TGFB2 como una herramienta adicional para
mejorar la identificacion precoz de la EPI en los pacientes con AR, reforzando la
relevancia del estudio génico para el diagnéstico temprano de la AR-EPI que ya
remarcaban otros autores*:.

Es de resaltar que TGFB2 evidencié un comportamiento similar en los pacientes con
ES-EPI ya que su evaluacion génica en sangre fue capaz de diferenciar a los pacientes
con ES-EPI frente a aquellos con ES-noEPI, siendo de nuevo su expresion mas baja en
los pacientes con EPI. La implicacion de TGF-B en la fisiopatologia de la ES y sus
manifestaciones clinicas, como la afectacion pulmonar, ya habia sido previamente
demostrada*—6. Ademas, varios estudios mencionaban que la molécula TGF- es un
potencial biomarcador en ES-EPI, viéndose aumentada en tejidos fibroticos*’. Sin
embargo, no se ha realizado ningun esfuerzo por indagar sobre el papel de esta
molécula ni sus isoformas a nivel génico. Los trabajos a nivel génico se han llevado a
cabo para estudiar su via de senalizacion, en donde se ha demostrado que la expresion
de los genes regulados por TGF- esta aumentada en el tejido pulmonar fibrético de
los pacientes con esta enfermedad3®.En conjunto, estos trabajos y nuestros resultados
refuerzan la idea previamente planteada que postula que la menor expresion del gen
TGFB2 en la sangre de los pacientes con ES-EPI es la consecuencia de un mecanismo
regulador compensatorio que reprime la expresion del gen por su sobrexpresion a nivel
sérico y tisular. Por lo tanto, nuestros hallazgos apuntan, por primera vez, a TGFB2
como un nuevo biomarcador prometedor para identificar la EPI en los pacientes con ES.

Por otro lado, debido a la similitud clinica, radiolégica y patolégica entre las ETC-EPl y
la FPI, y su distinto prondstico y abordaje terapéutico', es esencial distinguirlas
correctamente. Nuestro estudio reveld6 que PDGFA y TGFB2 discriminan la MI-EPI de
la FPI, siendo su expresion génica mas elevada en los pacientes con la conectivopatia
subyacente. Coincidente con nuestros resultados, una investigacion observé también
un nivel de expresion mas bajo del gen PDGFA en pacientes con FPIl en comparacién
con pacientes sanos*®. Otro estudio encontr6 en pacientes con Ml niveles mas bajos de
la molécula PDGF-AA en suero en comparacion con sujetos sanos*®, demostrando un
papel relevante de esta via en la enfermedad. No obstante, ninguno de los estudios
incluyd comparaciones con pacientes con Ml que manifestaran una EPI asociada, y en
el segundo, ademas, se estudio la molécula a nivel sérico. Por su parte, numerosos
articulos explican el importante rol de TGF-B tanto en la FPI26°%51 como en la MI®2%3,
Sin embargo, no hay ningun estudio sobre la expresion génica en sangre de TGFB2 en
las MI-EPI1 y FPI. Por tanto, nuestra investigacion es la primera en demostrar que tanto
PDGFA como TGFB2 podrian actuar como biomarcadores para distinguir entre ambas
enfermedades.

Poniendo en comun todos los resultados expuestos anteriormente, se observa que los
pacientes que presentan una fibrosis pulmonar, tanto en ETC-EPI como en FPI, se
caracterizan por tener niveles de expresion de los factores profibréticos estudiados mas
bajos en sangre periférica que aquellos que carecen de dicha fibrosis, como en las ETC-
noEPI, ya que proponemos que al haber una sobreexpresion de la proteina que codifica
a nivel tisular y sérico, se podria estar poniendo en marcha un mecanismo

Uc ‘ Universidad
de Cantabria

17



Trabajo de Fin de Grado

Grado en Ciencias Biomédicas - Facultad de Medicina
2024 — 2025

compensatorio que regula los niveles génicos en sangre. Ademas, en los casos de
fibrosis pulmonar mas grave, como la FPI, la disminucion de dicha expresion es aun
mas marcada, posiblemente en respuesta a una mayor produccion de dichas proteinas
a nivel tisular y sérico que la que ocurre en los pacientes con una fibrosis pulmonar con
mejor pronéstico, como la ETC-EPI.

Por ultimo, es importante distinguir la severidad de cada ETC-EPI con el objetivo de
detener la progresion de la fibrosis antes de que se produzca un dafo irreversible. De
forma notable, nuestros resultados proponen a PDGFA como un indicador prondstico
de la AR-EPI ya que observamos que los niveles de expresion génica de PDGFA en
sangre periférica eran significativamente mas bajos en aquellos con patrones
radioldgicos considerados mas graves y de peor pronéstico (patrén radiolégico NIU,
probablemente NIU o indeterminado)? que en los que presentaban un patréon con mejor
prondstico (NINE o no-NINE)?. Ademas, en estos mismos pacientes, también
encontramos niveles mas bajos de TGFB2 en aquellos que tenian anticuerpos anti-CCP
circulantes, los cuales se asocian a una mayor incidencia de EPl en la AR y a su
evolucion a formas mas graves®. Ninguna investigacion previa ha estudiado estas
correlaciones con los genes PDGFAy TGFB2, siendo la nuestra la primera en descubrir
su importante papel en el prondstico de la AR-EPI. Estos hallazgos concuerdan con los
resultados previos, ya que, nuevamente, los niveles bajos de expresion génica se
asocian a la presencia de caracteristicas clinicas propias del desarrollo de fibrosis
pulmonar y, ademas, a que esta sea mas grave o de peor pronostico.

Adicionalmente, en los pacientes con ES-EPI encontramos una correlacién positiva
entre los niveles de expresion génica en sangre de TGFB2 y el FEV1(% predicho), lo
que indica que una menor expresion de TGFB2 se asocia con menor capacidad
funcional pulmonar, y, por tanto, con un peor prondstico. Una investigacion previa
también encontrd una correlacién significativa, en este caso negativa, ente los niveles
de molécula TGF-f en esputo, y el FEV1 anual, concluyendo que mayores
concentraciones de esta proteina se asocian con un mayor deterioro de la funcién
pulmonar a lo largo del tiempo®®. Aunque en dicho estudio se agruparon pacientes con
ES y ES-EPI y se evalu6 la proteina en esputo, nuestros hallazgos e hipétesis
mencionados anteriormente se ven reforzados, ya que niveles elevados de TGF-(3, junto
con una menor expresion génica de TGFB2, como mecanismo compensatorio, se
relacionan con una peor funcién pulmonar.

Ademas, en estos pacientes observamos de nuevo una correlacién con un peor
prondstico, en este caso con la expresion génica de TGFB3, ya que dicha expresion es
mas alta en aquellos pacientes con el patron radiolégico mas grave (patron NIU) y con
la patologia progresiva. Estos hallazgos nos indican que TGFB3 parece alterarse de
otra forma a los otros genes estudiados, hecho que esta de acuerdo con que, aunque
también participa en procesos fibréticos y se ha visto aumentado en tejido fibrético
pulmonar, su activacion y sefalizacion difieren de otras citoquinas profibréticas como
TGFB1%¢. Ademas, TGFB3 podria ejercer un papel menos potente y mas regulado, con
funciones posiblemente moduladoras en el entorno fibrético. Nuestra investigacion es la
primera en exponer la importante correlacion de la expresion de TGFB2y TGFB3 con
el pronéstico en la ES-EPI.

En resumen, nuestros hallazgos evidencian el gran potencial como biomarcadores

sanguineos de TGFB2 para identificar precozmente la EPl en la AR y la ES; PDGFA y
TGFB1, para diagnosticar la EPI especificamente en la AR; PDGFA, y TGFB2 para
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discriminar MI-EPI de FPI; asi como PDGFA, TGFB2 y TGFB3 para determinar el
pronéstico de la AR-EPI y la ES-EPI. Estos resultados son la base que apunta a dichas
moléculas como candidatas idoneas para investigaciones posteriores que confirmen su
papel y permitan finalmente el desarrollo de una futura herramienta complementaria
adicional, no invasiva y facil de implementar en la practica clinica, que podria mejorar el
diagnéstico precoz y preciso de las ETC-EPI, reduciendo asi la progresion de la EPI a
estadios de fibrosis irreversible y, en consecuencia, la mortalidad asociada a esta
enfermedad.

En conclusion, PDGFA y TGFB constituyen biomarcadores en sangre con valor clinico
para el diagndstico temprano y preciso de la ETC-EPI, contribuyendo al abordaje del
desafio que supone esta enfermedad en la practica clinica.

METODOLOGIA

Poblacion de estudio

En el presente estudio se reclutaron un total de 289 pacientes procedentes de los
servicios de Neumologia y Reumatologia del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla (Santander, Cantabria). Por un lado, se reclutd un grupo objetivo de estudio
de un total de 93 pacientes con EPI asociada a ETC constituido por 33 pacientes con
AR-EPI, 31 pacientes con ES-EPI y 29 pacientes con MI-EPI. Por otro lado, se
incluyeron grupos comparativos: un grupo de 48 pacientes con ETC-noEPI conformado
por 22 pacientes con AR-noEPI, 18 pacientes con ES-noEPI y 8 pacientes con MiI-
noEPI; asi como otro grupo de 148 pacientes con FPI, una EPI que carece de una
enfermedad autoinmune subyacente.

Todos los pacientes con una ETC cumplieron con los criterios propios establecidos por
la American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism
(ACR/EULAR) para la clasificacién y diagnostico de la AR, la ES®® y la MI®®. En el caso
de los pacientes clasificados con una EPI, tanto con ETC-EPI como con FPI, cumplieron
con los criterios de American Thoracic Society/European Respiratory Society
(ATS/ERS)®°,

A todos los pacientes incluidos en el estudio, siguiendo las guias clinicas del diagndstico
de EPI®, se les evaluo la presencia de una fibrosis pulmonar mediante la realizacion de
un TACAR de térax y del grado de afectacion funcional pulmonar por PFR: CVF, FEV1
y DLCO. Estas pruebas clinicas permitieron clasificar a los pacientes en pacientes con
ETC con EPI (ETC-EPI), ETC sin EPI (ETC-noEPI), y pacientes con FPI. Asimismo, los
pacientes con fibrosis pulmonar se clasificaron acorde los criterios de la Sociedad
Fleischner y la Sociedad Americana®'-®2 seglin su patrén radioldgico en neumonia NIU,
probable NIU, indeterminado para NIU, NINE y no-NINE; y se estratificaron en funcién
de la presencia de una patologia fibrosante progresiva®.

Adicionalmente, se recogieron otras caracteristicas clinicas relacionadas con la EPI
(duracion de la EPI y tratamientos antifibréticos), y con la ETC (duracion de la ETC;
anticuerpos especificos: factor reumatoide (FR) y anti-CCP) para la AR; anticuerpos
antinucleares (ANAs), anticuerpos anti-topoisomerasa | (ATA o Anti-Scl-70) y
anticuerpos Anti-centrémero (ACA) para la ES; anticuerpos anti-histidil tRNA sintetasa
(Anti-Jo-1), anticuerpos anti-treonil tRNA sintetasa (Anti-PL-7) y anticuerpos anti-alanil
tRNA sintetasa (Anti-PL-12) para la MI; y tratamientos antirreumaticos modificadores de
la enfermedad (DMARDSs) para todas las ETC, ademas de vasodilatadores para la ES),
asi como informacion demogréfica (edad, sexo e historial de tabaquismo).
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Las caracteristicas demograficas y clinicas de todos los pacientes incluidos en el estudio
se detallan en la Tabla S1.

Todos los individuos firmaron un consentimiento informado para ser incluidos en el
estudio. Los experimentos cumplian con la Declaracion de Helsinki, y el protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos de Cantabria
(2024.453).

Extraccion del ARN

El ARN total de cada paciente fue extraido a partir de sangre periférica recogida en
tubos con anticoagulante EDTA. Para su extraccion, se utilizé6 un kit comercial de
extraccién de ARN que emplea un método de purificacién de ARN basado en columnas
con membrana de silice (NucleoSpin ARN Blood Kit, Macherey-Nagel, Alemania).

Dado que el ARN es una molécula altamente labil y las RNasas son contaminantes
habituales, la extraccién del ARN se llevdé a cabo en una zona de trabajo libre de
RNasas. Para ello, se utilizé un descontaminante superficial (Molecular BioProductsTM
RNase AWAY™),

En primer lugar, para la rotura de la membrana celular y nuclear de las células
sanguineas, se mezclaron 400 ul de sangre periférica con 400 ul de tampdn de lisis.
Este tampdn contiene sales caotrépicas que desnaturalizan proteinas y alteran las
interacciones secundarias del ARN, facilitando su unién a la membrana de silice.
Ademas, estas sales crean un ambiente de alta salinidad, lo que reduce la solubilidad
del ARN en agua. Posteriormente, se agregaron 10 ul de proteinasa K para eliminar las
proteinas, y la mezcla se incubd 10 minutos a temperatura ambiente, en agitacion. Para
precipitar los acidos nucleicos y purificar, se anadié etanol al 70%.

Con el fin de aislar el ARN, la mezcla se transfirid a una columna con membrana de
silice donde, tras una centrifugacion, el ARN quedé adsorbido.

Posteriormente, para eliminar sales, contaminantes y mejorar la afinidad del ARN por la
columna, se anadieron 350 pl de tampdn de desalinizacibn de membrana. Tras una
centrifugacion, se anadieron 95 pl de rDNAsa con el fin de eliminar el ADN gendmico.
Después de 15 minutos de incubacién a temperatura ambiente, se aplicaron tampones
de lavado y centrifugaciones consecutivas para eliminar el resto de sales, metabolitos y
componentes celulares, seguido de una etapa de secado para la evaporacion del etanol
residual por centrifugacion. Finalmente, el ARN se eluyé mediante centrifugacién con
72 pl de agua libre de RNasas.

La cuantificacion del ARN se realiz6 mediante espectrofotometria basada en la
absorcion de luz UV por las bases nitrogenadas a 260nm en el equipo Nanodrop One
(Thermo Scientific). Ademas de la concentracion de ARN en ng/ul, se midid la pureza
de las muestras mediante la valoracion de los cocientes de absorcion A260/280 y
A260/230. La absorbancia de los acidos nucleicos tiene un maximo a 260 nm, mientras
que la de proteinas es a 280 nm, por lo que el ARN se considera de buena calidad
cuando la relacion A260/280 es aproximadamente 2,0. Adicionalmente, para detectar
otros posibles contaminantes que absorben a 230 nm, se evalua el cociente A260/230,
cuyo rango 6ptimo es entre 2,0-2,2.

Tras la cuantificacion, el ARN se almacend a -80°C para su correcta conservacion.
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Concentracion del ARN

Se concentré el ARN de aquellas muestras que no alcanzaron la concentraciéon y/o
pureza 6ptima para los ensayos de expresion génica (concentraciones de ARN <70

ng/pl).

Se utilizé un kit comercial de concentracion de ARN basado en columnas con membrana
de silice (Microkit de concentracion y limpieza de ARN GeneJET, Thermo scientific).
Siguiendo el protocolo, se afiadié agua libre de nucleasas hasta alcanzar un volumen
de 140 pl, junto con 70 ul de tampdn de unidon que contiene sales caotrépicas para
facilitar la unién del ARN a la columna, y etanol al 100% para su precipitacion y
purificacion. La mezcla se traspas6 a una columna con membrana de silice, en donde
tras una centrifugacién, se unié el ARN. Se utilizaron tampones de lavado junto con
centrifugaciones consecutivas para eliminar las sales, metabolitos y macromoléculas
contaminantes. Posteriormente, se llevé a cabo una etapa de secado final mediante
centrifugacién para la evaporaciéon del etanol residual y el ARN se eluyd por
centrifugaciéon con 14,3 pl de agua libre de nucleasas.

Finalmente, se cuantificé el ARN concentrado mediante espectrofotometria basada en
la absorcion de luz UV por las bases nitrogenadas a 260nm (Nanodrop One, Thermo
Scientific). Para medir la pureza de las muestras se valoraron los cocientes de absorcion
A260/280 y A260/230, cuyo rango éptimo se considerd 2,0 y 2,0-2,2, respectivamente.

Por ultimo, se almacend el ARN a -80 °C para su correcta conservacion.

Retrotranscipciéon del ARN

Se llevé a cabo la retrotranscripcién del ARN a ADN complementario (ADNc), molécula
mas estable y necesaria para la realizacion de la reaccion de PCR, utilizando el kit
comercial iScript™ Reverse Transcription Supermix de Bio-Rad mediante la técnica de
transcripcion inversa.

En primer lugar, en una campana de flujo laminar que garantiza condiciones de
esterilidad, la concentracion de 1000 ng de ARN se diluyd hasta conseguir un volumen
total de 15 ul. Posteriormente, se afiadid 4 uyl de una mezcla que contiene los
desoxirribonucledtidos trifosfatos (ANTPs), el oligo (dT), random primers y cofactores
esenciales como iones de magnesio y 1 ul de la enzima retrotranscriptasa, necesarios
para llevar a cabo la reaccién, obteniendo un volumen de reaccion total de 20 pl.

Finalmente, se llevdé a cabo la reaccion de retrotranscripcion en un termociclador
(Mastercycler PCR Thermal Cycler, Eppendorf AG). En una primera etapa, la muestra
se incubd a 42°C durante 30 minutos, permitiendo que los oligos dT se unieran a la cola
poli-A del ARN mensajero y que los random primers se fijjaran a zonas al azar.
Posteriormente, la enzima retrotranscriptasa se unié a la cadena de ARN e inici6 la
sintesis del ADNc con los dNTPs incluidos en la reaccién. A continuacion, para inactivar
la retrotranscriptasa y detener la reaccion, la temperatura se elevé a 85° durante 5
minutos. Por ultimo, la mezcla se mantuvo a 4° para conservar el ADNc obtenido.

Finalmente, el ADNc se diluyé con agua libre de nucleasas para alcanzar una
concentracion de 10 ng/ul y se conservé a -20° hasta su posterior uso.
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Reaccion de PCR a tiempo real (qPCR)

Por ultimo, se realizé una gPCR para cuantificar la expresion génica en tiempo real. Esta
técnica permite medir la cantidad de ADN en una muestra mediante el uso de fluoréforos
(SYBR Green). Dado que la cantidad de ADNc es directamente proporcional al numero
de copias de ARN mensajero, su cuantificacion permite estimar la expresion génica.

Para realizar la qPCR, en una campana de flujo laminar que garantiza condiciones de
esterilidad, se preparo la mezcla de la reaccidn para cada gen con un volumen total de
20 pl. La mezcla incluyd 1 pl del ADNc a 10 ng/ul junto con 19 ul de la mezcla de
amplificacién que contenia a su vez: 8 pl de agua libre de nucleasas, 1 ul de primers
especificos y 10 pl del SYBR Green Supermix (compuesto por los dNTPs, la enzima
ADN polimerasa, cloruro de magnesio como cofactor, la curva Rox como referencia
pasiva y el SYBR Green). Los primers especificos fueron adquiridos comercialmente
(Bio-Rad).

Los genes analizados fueron GAPDH (como referencia activa), PDGFA, TGFB1, TGFB2
y TGFB3 (como genes diana). En la Tabla S2 se indica cada gen, la secuencia del
amplicén (en pares de base (pb)) y la temperatura de melting (Tm) de los primers
especificos adquiridos comercialmente.

Posteriormente, la amplificacion del ADNc por gPCR se realizdé en un termociclador
utilizando el equipo real-time QuantStudio™ 7 Flex (Applied Biosystems). El programa
especifico para la reaccién de amplificacion incluyé varias fases (Figura S1). En la
primera etapa, se llevd a cabo la fase de activacion (Hold Stage), en la que la mezcla
se incubd a 95° durante 2 min para activar a la ADN polimerasa. En la segunda fase se
realizé una etapa de amplificacion con 45 ciclos sucesivos. En primer lugar, se produjo
la etapa de desnaturalizacion del ADN a 95° durante 5 segundos, permitiendo la
separacion de las hebras del ADN. A continuacion, a 60° durante 30 segundos, tuvo
lugar una fase de alineamiento, en la cual los primers especificos (GAPDH, PDGFA,
TGFB1, TGFB2 o TGFB3) se unieron al ADNc molde en las secuencias 3
complementarias y la posterior fase de extensién en la que la ADN polimerasa sintetizo
la nueva hebra de ADN de doble hebra a partir de los primers unidos a la secuencia
molde. En este paso, el fluoréforo SYBR Green se intercal6 en la doble hebra del ADN
recién sintetizado, permitiendo su deteccién por fluorescencia. La fluorescencia emitida
por el SYBR Green, al unirse al ADN y ser excitado por la luz, se correlaciona
directamente con la cantidad de ADN amplificado, lo que nos permite estimar la cantidad
de ARNm correspondiente al gen en estudio. Finalmente, en un ultimo ciclo, se realiz6
una curva de melting en un rango de temperatura de 65 a 95° para determinar la Tm de
cada muestra amplificada, es decir, la temperatura a la cual el 50% del ADN se ha
desnaturalizado, y es especifica de cada primer utilizado.

Todas las muestras se analizaron por duplicado y se incluyeron controles negativos.

Analisis de calidad de los datos de expresiéon génica

Tras la finalizacién de la qPCR, se analizaron las curvas de melting en el programa
QuantStudioTM 7 Flex (Applied Biosystems), con el objetivo de verificar la especificidad
de los productos amplificados en cada reaccion individual de la gPCR.

En estas curvas, el eje X representa la temperatura a la que se produce la
desnaturalizacién del ADN amplificado, mientras que el eje Y muestra la derivada
negativa de la sefial de fluorescencia(-Rn). Esta sefial refleja el cambio de fluorescencia
a medida que la doble hebra del ADN se separa, siendo negativa porque la fluorescencia
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disminuye durante la desnaturalizacion. El pico de la curva indica el punto donde ocurre
el mayor cambio de fluorescencia, es decir, la Tm del fragmento amplificado. Un unico
pico en la curva sugiere una amplificacién especifica del producto de interés. En cambio,
la presencia de multiples picos indicaria inespecificidad pudiendo deberse a diferentes
causas como la amplificacion de diferentes productos o la formacion de dimeros entre
los primers empleados. Se verific6 que cada curva especifica de gen presentara un
Unico pico correspondiente a la Tm especifica de cada primer utilizado, lo que implico
que la técnica se habia desarrollado correctamente generando un unico producto de
amplificacion (Figura S2).

Procesamiento de los datos de expresion génica

El procesamiento de los datos de expresion génica se llevo a cabo mediante el programa
QuantStudio™ 7 Flex (Applied Biosystems).

Se ajustod el umbral de cada gen en la fase exponencial de la amplificacién, en la que la
cantidad de ADN se duplica en cada ciclo de PCR, y, por tanto, la sefal de fluorescencia
crece de manera exponencial. El ciclo en el que la sefial fluorescente cruza el umbral
se denomina ciclo umbral (Ct) y depende de la cantidad de ADNc en la muestra. La
concentracién de ADNCc es inversamente proporcional al valor del Ct, es decir, a mayor
concentracion de ADNc, menor es el valor de Ct.

Con el fin de minimizar los errores experimentales y asegurar la fiabilidad de los
resultados, se utilizaron una referencia pasiva (ROX), colorante que se utiliza para
normalizar las variaciones entre pocillos y corregir las diferencias 6pticas entre ellos
proporcionando una medicion estable de la fluorescencia para compensar variaciones
en la sensibilidad del sistema de deteccién, y una referencia activa (gen GAPDH), que
se expresa de forma constante e independiente del estado fisioldgico de la célula.

Para cada gen de estudio, la expresion relativa se calculé por el método comparativo de
Ct, o también llamado método 2 delta-delta Ct (AACt), basado en la comparacion de la
expresion génica de los genes de estudio con respecto al gen GAPDH, utilizado como
gen de referencia activa.

Analisis estadistico

La expresion de cada gen estudiado se expresa como la media + desviacion estandar
(DE) para cada grupo de estudio.

La comparacion entre los valores de la expresién génica entre dos grupos de estudio se
realizé mediante el analisis de varianza (ANOVA), ajustando por potenciales factores de
confusion: edad, sexo y habito tabaquico. La asociacion de dichos valores con variables
continuas y categéricas se analizé mediante la estimacién del coeficiente de correlacion
parcial de Pearson (r) y la regresion lineal, respectivamente, ajustando por los
potenciales factores de confusion mencionados anteriormente. La utilidad de los genes
como potenciales biomarcadores se comprobé realizando un analisis ROC. Se calcul6
el AUC con un intervalo de confianza (IC) del 95%.

En todos los casos, se consideraron estadisticamente significativos los valores de
p<0.05.
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Tras la confirmacion de la capacidad de los genes revelados para identificar
especificamente la ETC-EPI mediante el analisis de curvas ROC, se determinaron los
valores de corte éptimos para discriminar dos grupos de estudio mediante el indice de
Youden (el valor mas alto obtenido de la férmula % de sensibilidad + % de especificidad
- 100). Asi, se obtendran los valores de expresién génica de las moléculas diana a partir
de los cuales se considerara la presencia de una ETC-EPI.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa estadistico STATA
12/SE (Stata Corp., CollegeStation, TX, EEUU) y el GraphPad Prism 5.
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Grupos objetivos de estudio Grupos comparativos
AR-EPI ES-EPI MI-EPI ARnoEPI ESnoEPI MinoEPI FPI
n=33 n=31 n=29 n=22 n=18 n=8 n=148
Sexo (mujeres), n (%) 13(39.39) 19 (61.29) 18 (62.07) 14 (63.64) 16 (88.89) 6 (75.00) 123 (83.11)
Edad al momento de estudio (afios), media + DE 70.73+7.1 63.06 +10.2 62.45+19.0 64.68 £ 11.29 57.94 +13.76 63.86 + 19.17 70.60 +7.12
Fumador, n (%) 26 (78.79) 16 (51.61) 21(72.41) 13 (59.09) 10 (55.56) 3(37.5) 130 (87.84)
Estado de anticuerpos
FR*, n (%) 29 (87.87) - - 12 (54.55) - - -
Anti-CCP*, n (%) 28 (84.84) - - 14(63.64) - - -
ANA", n (%) - 29 (93.55) - - 16 (88.89) - -
ACA", n (%) - 1(3.23) - - 8 (44.44) - -
ATA (anti-Scl70) *, n (%) - 17 (54.84) - - 3(16.67) - -
Anti-Jo1*, n (%) - - 5(17.24) - - 0(0.0) -
Anti-PL7 *, n (%) - - 6 (20.69) - - 1(12.5) -
Anti-PL12", n (%) - - 3(10.34) - - 0(0.0) -
Duracién de la ETC (afios), media + DE 6.72+7.13 7.01£7.06 7.96 +21.29 9.70 £ 9.65 9.94+7.92 527 +1.58 -
Duracién de la EPI (afios), media + DE 3.88+4.28 5.64 £6.95 3.88+4.28 - - - 3.43+3.49
Pruebas de funciéon pulmonar
CVF (% predicho), media + DE 85.46 + 26.60 78.75+ 24.16 79.58 +24.77 103.90 +17.51 107.20 £ 16.12 113.00 + 0.00 75.73 £ 18.94
FEV1 (% predicho), media + DE 83.82 +24.52 77.11+£22.99 81.21 + 25.57 101.10 £22.72 102.50 +18.14 119.00 + 0.00 77.57 £19.39
DLCO (% predicho), media + DE 44.34 +£19.50 39.60 +17.71 52.18 + 16.21 7749 +17.85 70.68 + 15.46 101.0 £ 0.00 36.47 + 16.11
TACAR
Afectacion pulmonar en TACAR, n (%) 33(100.0) 31(100.0) 29 (100.0) 0(0.00) 0 (0.00) 0(0.00) 148 (100.00)
Patrén NIU, n (%) 17 (51.52) 8(25.80) 7 (24.14) - - - 148 (100.00)
Patron probablemente NIU, n (%) 5(15.15) 1(3.23) 6 (20.69) - - - 0(0.0)
Patrén indeterminado para NIU, n (%) 1(3.03) 0 (0.00) 0 (0.00) - - - 0(0.0)
Patron NINE, n (%) 9 (27.27) 20 (64.52) 9 (31.03) - - - 0(0.0)
Patron no NINE, n (%) 1(3.03) 2 (6.45) 2 (6.90) - - - 0(0.0)
Fibrosis pulmonar progresiva, n (%) 5(15.15) 8 (25.81) 3(10.34) . . - 148 (100.00)
Farmacos antifibréticos, n (%) 1(3.03) 2 (6.45) 2(6.90) - - - 98 (66.21)
DMARDs sintéticos, n (%) 17 (52.52) 22 (70.97) 15(51.72) 19 (86.36) 11(61.11) 6 (75.00) -
DMARDs bioldgicos, n (%) 12 (36.36) 10 (32.26) 7 (24.14) 4 (18.18) 2 (36.00) 3(37.50) -
Farmacos vasodilatadores, n (%) - 17 (54.84) - - 13 (72.22) - -
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Tabla S1. Caracteristicas demograficas y clinicas de todos los pacientes del
estudio.

AR: artritis reumatoide; EPI: enfermedad intersticial pulmonar; ES: esclerosis sistémica; MI:
miopatia inflamatoria; AR-noEPI: AR sin EPI asociada; ES-noEPI: ES sin EPI asociada; MI-
noEPI: Ml sin EPI asociada; FPI: fibrosis pulmonar idiopatica; DE: desviacion estandar; FR: factor
reumatoide; Anti-CCP: anti-péptidos ciclicos citrulinados; ANA: anticuerpos antinucleares; ACA:
anticuerpos anti-centrémero; ATA (anti-scl-70) : anticuerpos anti-topoisomerasa | ; Anti-Jo-1:
anticuerpos anti-histidil tRNA sintetasa; Anti-PL-7: anticuerpos anti-treonil tRNA sintetasa; Anti-
PL-12: anticuerpos anti-alanil tRNA sintetasa; ETC: enfermedad del tejido conectivo; CVF:
capacidad vital forzada; FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; DLCO:
capacidad de difusién del monoéxido de carbono; TACAR: tomografia axial computarizada de alta
resolucion; NIU: neumonia intersticial usual; NINE: neumonia intersticial no especifica; DMARDs:
farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad.
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Genes

Secuencia del amplicén (pb)

Tm (°C)

GAPDH

GTATGACAACGAATTTGGCTACAGCAACAGGGTGGTGGACCTCA
TGGCCCACATGGCCTCCAAGGAGTAAGACCCCTGGACCACCAG
CCCCAGCAAGAGCACAAGAGGAAGAGAGAGACCCTCACTGCTG
GGGAGTCCCTGCCACAC

86

PDGFA

GGCTTCTTCCTGACGTATTCCACCTTGGCCACCTTGACGCTGCG
GTGGTGGACGCGGGAGGGCTGGCACTTGACACTGCTCGTGTTG
CAGCAGCCGGTGCAGCGTTTCACCTCCACGCACGGGGGCCAG
ATCAGGAAGTTGGCGGACGTGGGGTCGACCTGACTCCGAGG

89.5

TGFB1

AACCACTGCCGCACAACTCCGGTGACATCAAAAGATAACCACTC
TGGCGAGTCGCTGGGTGCCAGCAGCCGGTTGCTGAGGTATCGC
CAGGAATTGTTGCTGTATTTCTGGTACAGCTCCACGTGCTGCTCC
ACTTTTAACTTGAGCCTCAGCAGACGCAGCTCTGCCCGGGA

86

TGFB2

TACAATGCCAACTTCTGTGCTGGAGCATGCCCGTATTTATGGAGT
TCAGACACTCAGCACAGCAGGGTCCTGAGCTTATATAATACCATA
AATCCAGAAGCATCTGCTTCTCCTTGCTGCGTGTCCCAAGATTTA
GAACCTCTAACCATTCTCTACTACATTGGCAAAA

82

TGFB3

CCTAAGTTGGACTCTCTTCTCAACAGCCACTCACGCACAGTGTC
AGTGACATCAAAGGACAGCCACTCGGCAGTGCCCCGTGTGGGC
AGATTCTTGCCACCGATATAGCGCTGTTTGGCAATGTGC

85.5

Tabla S2.

Informacién de los cebadores comerciales adquiridos para los
estudios de expresién génica.

Se indican la secuencia del amplicén, asi como la temperatura de melting de los genes GAPDH,
PDGFA, TGFB1, TGFB2y TGFB3.
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Figura S1. Condiciones de la qPCR para la amplificacion del ADNc de los
genes GADPH, PDGFA, TGFB1, TGFB2, TGFBS3.

La grafica muestra las temperaturas y tiempos de cada fase del proceso: Hold Stage (fase de
activacion), PCR Stage (fase de amplificacion) y Melt Curve Stage (fase de curva de melting).
Se indican la temperatura maxima alcanzada en cada etapa, la velocidad de cambio de
temperatura y los tiempos de retencién en cada paso, asi como el niumero de ciclos en cada

etapa. Imagen obtenida del programa informatico del QuantStudioTM 7 Flex (Applied
Biosystems).
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Figura S2. Curvas de melting especificas de cada gen estudiado (GAPDH,
PDGFA, TGFB1, TGFB2 y TGFB3).

Se representa el cambio de fluorescencia a medida que el ADN se desnaturaliza como la
derivada negativa de la sefial del reportero (-Rn, en el eje Y) en funcién de la temperatura (eje

X), lo que permite determinar la Tm de los productos amplificados. Imagenes obtenidas del
programa QuantStudioTM 7 Flex (Applied Biosystems).
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