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Solo una vida vivida para los demas merece la pena ser vivida...

La diferencia entre el pasado, el presente y el futuro es soélo una ilusién
persistente.

Albert Einstein

El que no vive para servir, no sirve para vivir...
A veces sentimos que lo que hacemos es tan solo una gota en el mar, pero el
mar seria menos si le faltara una gota.

Madre Teresa de Calcuta

jActua en vez de suplicar. Sacrificate sin esperanza de gloria ni recompensal
Si quieres conocer los milagros, hazlos tu antes. Sélo asi podra cumplirse tu
peculiar destino.

Ludwig van Beethoven

iQuienes por comidas, festines y suntuosidades se atraen la estimacion de los
hombres, muestran claramente que les falta el verdadero mérito; el que nace
de la virtud y de la dignidad!

Marco Tulio Ciceron
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Abreviaturas

EPID- Enfermedades Pulmonares Intersticiales Difusas
FPI- Fibrosis Pulmonar Idiopatica

DNA- Acido Desoxirribonucléico

INK- Inhibidor Nuclear de Cinasas

Rb- Retinoblastoma (proteina)

E2F- (Factor de Transcripcion)

CDK- Cinasa Dependiente de Cliclina

ORC- Complejo de Origen de Replicacidén

MCM- mantenimiento de mini-cromosoma
DNApol-a- DNA polimerasa tipo a

PRC- Complejo Pre-replicativo

APC- Complejo de Promocién de la Anafase
ATM- Ataxia Talangiectasia Mutada

ATR- ATM y Rad3-relacionados

CHK- Checkpoint Cinasa

ROS- Especies Reactivas de Oxigeno

PCNA- antigeno Nuclear de Proliferacién Celular
HDM- Human Doble Minute

PI13K- Fosfatidil Inositol 3-Cinasa

PI3KK- Cinasa de la PI3K

DNA-PK- Proteina Cinasa Dependiente de DNA
UV- Ultravioleta

INER- Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
ATS- Sociedad Americana de Torax

ERS- Sociedad Europea Respiratoriia

EDTA- Acido etilendiaminotetraacético

RNA- Acido Ribonucleico

ml- mililitro



rom- Revoluciones por Minuto

°C- Grados Centigrados

DEPC- dietil-pirocarbonato

M- microlitro

PCR- Reaccion en Cadena de la Polimerasa
RT-PCR- Transcripcion Reversa por PCR
nm- nanometros

Mg- microgramos

Abs- Absorvancia

mM- milimolar

dNTP s- mix de Desoxirribonucledtidos
MgCl,- Cloruro de Magnesio

seg- Segundos

min- Minutos

Nal- Yoduro de Sodio

cDNA- DNA complementario

ng- nanogramos

MM- micromolar

AEC- Aminoetilcarbamida

CO2-Dioxido de Carbono



Resumen.

Se ha propuesto que la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es
probablemente el resultado de una activacién aberrante de células
epiteliales alveolares después de una agresidon, lo que provoca la
migracion, proliferacion y activacién de células mesenquimales con
la formacion de focos de fibroblastos y miofibroblastos,
ocasionando una exagerada acumulacion de matriz extracelular
con la destruccién irreversible del parénquima pulmonar. En este
estudio decidimos analizar si los fibroblastos de la FPl se
encuentran en un estadio no proliferativo; y en tal caso, si se
mantienen metabdlicamente activos en un estado senescente. Los
cultivos primarios de fibroblastos de pulmén son capaces de
desarrollar el caracter senescente de forma natural, esto lo
pudimos observar en cultivos de fibroblastos normales, después de
un alto numero de pasajes; en contraste, el desarrollo de la misma
en los cultivos de fibroblastos fibroticos se alcanza en pasajes
mucho méas tempranos. Un hallazgo interesante encontrado en este
analisis, revela que la Ciclina D1 se encuentra sobre-expresada en
fibroblastos senescentes /n vitro. Sin embargo, la Ciclina D1 fue
detectada en algunos epitelios de cortes histolégicos de pulmones
con FPI; esta localizacién coincide con la de p53 y p21, no asi con
la p16. Mediante la tinciobn de células reactivas para
B-galactosidasa, se pudo observar que algunos epitelios son
positivos, sin embargo los focos de fibroblastos no mostraron la
tincion positiva para la enzima. En conclusién, podemos decir que
los focos de fibroblastos en la FPI no son senescentes y este dato
nos sugiere que, dentro de la histopatologia, la proliferacion de los
mismos, sumado a la migracion de este tipo celular es

predominante para el desarrollo de la enfermedad.



Introduccion.

1. Fibrosis Pulmonar Idiopatica.

1.1 Epidemiologia y Caracteristicas clinicas.

La fibrosis pulmonar es el resultado final de un grupo amplio y muy
heterogéneo de padecimientos que afectan al parénquima
respiratorio conocidos como enfermedades pulmonares
intersticiales difusas (EPID). Estos padecimientos afectan no solo
al intersticio pulmonar sino también a las unidades alveolo-
capilares, frecuentemente a las vias aéreas pequenas incluyendo
bronquiolos terminales, bronquiolos respiratorios y ductos
alveolares (1). Las causas mas comunes de EPID, y por
consiguiente de fibrosis pulmonar, son la exposicion a particulas
inorganicas (Silice y Asbesto), particulas organicas (proteinas de
aves, hongos y bacterias termofilicas), uso de diversos
medicamentos y algunas enfermedades sistémicas como
sarcoidosis o autoinmunes, como esclerosis sistémica progresiva o

artritis reumatoide (1).

Del total de las EPID, entre el 40 y 50% son de etiologia
desconocida, y entre estas estan las neumonias intersticiales
idiopaticas, siendo la mas comun y la mas agresiva de las EPID la
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), que representa un desorden
pulmonar crdénico, progresivo y generalmente letal (2). Este
padecimiento presenta un patron histopatolégico caracteristico
denominado neumonia intersticial usual y es la mas agresiva de
todas las EPID, con una sobrevida promedio de dos a tres anos

después de realizado el diagndstico (1).



Los pacientes con FPI se encuentran entre los 50 y 70 afios de
edad al momento del diagndstico. Dos tercios de los pacientes
pasan de los 60 anos de edad. La incidencia anual estimada es de
7 casos de cada 100 000 para mujeres y de 10 casos de cada 100
000 para hombres. La incidencia prevalece, y el indice de

mortalidad aumenta con la edad (3).

Muchos pacientes presentan sintomas por mas de 6 meses antes
del diagndstico. Las manifestaciones clinicas incluyen disnea o
esfuerzo para respirar, tos y ruido al inhalar. Muestran
irregularidades en radiografias y tomografias computarizadas de
alta resolucion del pecho, predominantemente en la periferia, la
sub-pleura y opacidades en la zona baja del pulmén. La prueba de
funcion pulmonar revela un deterioro restrictivo, reduciendo la
capacidad de difusién del mondéxido de carbono, e hipoxemia
arterial exagerada, también esto puede ser ocasionado por el

ejercicio (3).

1.2 Hipotesis Inflamatoria.

Similar a otras enfermedades pulmonares intersticiales, la FPI fue
considerada por largo tiempo como deterioro consecuencia de un
proceso inflamatorio crénico no resuelto causado por un dafio no
reconocido. Es cierto que la mayoria de las enfemedades
pulmonares intersticiales incluyen una respuesta inflamatoria
identificable que puede ser de causa conocida o desconocida. En
estas enfermedades, las biopsias revelan que en las etapas
iniciales existe una inflamaciéon predominante y a menudo, algunas
de estas enfermedades pueden evolucionar hacia la fibrosis, lo
cual puede dificultar el diferenciarlas de la FPIl. En contraste, en
biopsias de pacientes con FPI tomadas despues de 6 meses a 2
anos de presentar sintomas, muestran grados variables de fibrosis

con una inflamacién moderada (1).



La terapia comun en FPI consistia en el uso de anti-inflamatorios
(glucocorticoides) 'y agentes citotoxicos inmunosupresores
(Azatioprina, Ciclofosfamida). El uso de drogas anti-inflamatorias
estuvo basado en la hipdétesis de que la inflamacidn inicia el dano
al cual responde el cuerpo (4). El tratamiento en la FPIl es
altamente controversial. Sin embargo, estos tratamientos no
presentaban grandes beneficios. En este contexto se propusieron
también, tratamientos combinados de agentes inmunosupresores
(Azatioprina) o ciclofosfamida con prednizona o prednizolona (5).
Sin embargo, la ineficiencia de las drogas anti-inflamatorias en
retrasar la progresion de la FPI en la mayoria de los pacientes
sugiere que la inflamacion no juega un rol importante como factor

primario en la iniciacién de la FPI (4).

Debido a esto y a algunos hallazgos en la biologia molecular de la
patologia, se han propuesto dos diferentes rutas para el desarrollo
de fibrosis pulmonar difusa. Una es la via inflamatoria, claramente
distinguible en su fase de alveolitis, seguida por la subsecuente

fase fibrética, y la via epitelial, representada por la FPI (2) [fig. 1].

1.3 Hipodtesis Epitelial

Se ha propuesto que la FPI es probablemente el resultado de una
activacion aberrante de células epiteliales alveolares después de
una agresion, lo que provoca una migracién, proliferaciéon vy
activacion de células mesenquimatosas con la formaciéon de focos
de fibroblastos y miofibroblastos, ocasionando I|a exagerada
acumulacion de matriz extracelular con la destruccidn irreversible
del parénquima pulmonar (2). Las células epiteliales tipo | dafiadas
son reemplazadas por células hiperplasicas tipo Il. La capacidad
proliferativa de las células tipo Il para restaurar a las células tipo |
dafiadas parece que es seriamente afectada en pacientes con
fibrosis, resultando en la cuboidizacién epitelial y el fenotipo

transitorio entre células tipo Il y | (6).
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Fig. 1. Esquema hipotético de las dos vias primarias hacia la fibrosis pulmonar.

El dafio inicial provocado por una inflamacién ocasiona la activacion de células
epiteliales alveolares. Células inflamatorias y epiteliales liberan citocinas y factores
de crecimiento que inducen la migracion, proliferacion y cambios en el fenotipo de

fibroblastos a miofibroblastos (Modificado de Pardo A. 2002)

En adicion, numerosas areas microscopicas de células del epitelio
alveolar, se encuentran intercaladas con células hiperplasicas que
son usualmente notables en &reas de focos de fibroblastos.
Ademas, se ha incrementado la evidencia que demuestra que
células epiteliales alveolares activadas por el dafno, expresan una
variedad de citocinas y factores de crecimiento, involucrados en la
migracion, proliferacién y cambios en el fenotipo de fibroblastos y

en la remodelacion de la matriz extracelular (2).

Entre las moléculas expresadas por el epitelio alveolar se
encuentran el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
(PDGF), el Factor de Crecimiento Transformante tipo beta (TGF-f3),

el Factor de Necrosis Tumoral tipo alfa (TNF-a) y la endotelina-1

(2).



En la FPI, durante el proceso de reparacién, la expresion de
factores mitégenos es suprimida por la actividad de p53, cuyo pico
de accion ocurre cuando la re-epitelizacién esta completa. La
interferencia de la funcién normal de p53 puede resultar en la
expresion no regulada de factores de crecimiento y una posible
reparacién anormal de células epiteliales. Un epitelio normal
intacto es importante en el control de los mecanismos de

reparacion (7).

Estudios recientes sugieren que [B-catenina esta involucrada en
tres diferentes sitios en la FPIl: 1) lesiones proliferativas
bronquilares, 2) estructuras alveolares dafadas, y 3) focos de
fibroblastos. Las lesiones bronquiloares proliferativas incluyen
células basales hiperplasicas, metaplasia escamosa y
bronquiolizacién, que son comunes en FPI, y representan
caracteristicas peculiares bien reconocidas para la enfermedad. La
activacion aberrante de la via de Wnt es particularmente evidente y
extensa en estas lesiones, envolviendo en muchos casos el

compartimiento de células basales (8).

2. Senescencia.

2.1 Ciclo Celular.

La reproduccion celular ocasiona la replicacion del DNA
continuada por la divisién del nucleo y la separaciéon del
citoplasma para la produccion de dos células. Esta rutina
secuencial es conocida como “ciclo Celular”. Las células del
embrién temprano se producen a través de continuos ciclos de
replicacion de DNA y divisiones nucleares, a asombrosa velocidad

(9). G1 es un periodo con la intervencion de muchas senales que



influencian la division celular y el despliegue de programas de
desarrollo celular. Diversos metabolitos, estrés y sefales
ambientales son integradas e interpretadas en este periodo. En las
bases de estos impulsos, la célula decide si entrar a fase S o se
detiene (9).

Los eventos del ciclo celular son estrechamente controlados por
una activacion secuencial de las cinasas dependientes de ciclinas
(CDKs) (fig. 2) a través de las diferentes fases del ciclo. Las CDKs
son el centro de la maquinaria del ciclo celular en respuesta a
ambas senales, intracelulares y extracelulares para el control de la
progresién del ciclo celular (10). Al inicio del ciclo celular dentro
de la fase G1, estimulos mitogénicos cambian de estado por un
incremento de Ciclina tipo D, que en combinacién con CDK4 y
CDK®6, fosforilan e inactivan a Rb; esta fosforilacién disocia a E2F

de Rb, permitiendo la transcripcion de genes dependientes de E2F

(9).

Una barrera (6 checkpoinf) dentro de la fase G1 es incorporada
entre la division nuclear (fase M) y la sintesis de DNA (fase S),
otra barrera dentro de la fase G2 ocurre entre las fases S y M.
Estas barreras permiten la reparacién del dafio al DNA y errores de
replicacion (9). RAS oncogénico puede inducir a p16 en la
activacién de la ruta de Rb, esto produce una segunda barrera a la
proliferacién de células potencialmente oncogénicas (14). Adelante
en el ciclo, la Ciclina E por medio de E2F, activa la transcripcién
de un grupo de componentes que facilitan la replicacién del DNA
(ORC, MCM, DNApol-a) y eventos subsecuentes (Ciclina B, CDK1
y varios componentes del control de calidad del DNA) (9). La
actividad del complejo Ciclina E/CDK2 al final de la fase G1, es
requerida para entrar a la fase S y la iniciacion de la replicacion
del DNA (10).
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Fig. 2. La maquinaria de CDK para la transicién de G1 a S y reguladores integrados.
Las seflales mitogénicas actian por medio de Cdk4/6 neutralizando a p2l1 e
induciendo la transcripcion de ciclinas dependientes de E2F, resultando en la
activacion de Cdk2 dentro de la fase S. El dafio al DNA activa la via de ATM-p53,
esto previene la activacion de CDK’s por medio del inhibidor p21 (modificado de

Massagué J. 2004).

El complejo Ciclina D1/CDK4/6 participa en la inactivacién de la
funcion de supresién del crecimiento de Rb a través de la
fosforilacién, ademas otra importante funcién es la actividad en el
control del ciclo celular. Muchos factores de transcripcién pueden
ser reguladores positivos de la expresion de la Ciclina D,
incluyendo a B-catenina, Msx1 y Notch, mientras que para su
regulacion, un factor negativo para la actividad de la Ciclina D es
la ubiquitinizacion. La rapida degradacion de esta Ciclina es
regulada por la via de degradacién de proteinas mediada por
proteosoma (10). La proteina poliubiquitinizada es reconocida y
destruida por el proteosoma 26S. La alteracion de la actividad del
complejo Ciclina D/CDK4 ha sido bien caracterizada en melanoma,
cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de

colon y cancer gastrico (10),



2.2 Senescencia.

El arresto del ciclo celular puede responder a diversos tipos de
estrés (fig. 3), incluyendo teldémeros disfuncionales, dafio al DNA,
sefales mitogénicas fuertes y rupturas en la cromatina. La luz
ultravioleta (UV) induce un arresto inmediato de G1 por la rapida
degradacion de la Ciclina D (10).

Célula Pre-Senescente

/‘ T ———N

Telomeros [ \ Senales mitogénicas
disfuncionales O % fuertes
Danio no telomerico Perturbacion de la cromatina
al DNA ¥ estrés no genotoxico

Fenotipo Senescente

Arresto del
crecimiento

Alteracion de
expresion génica

Resistencia a
apoptosis

Fig. 3. Fenotipo senescente inducido por multiples estimulos.
La respuesta senescente causa cambios que deriban en esencia al arresto de la
proliferacion celular, el desarrollo de resistencia a apoptosis (en células somaticas)

y la alteracioén de los patrones de expresion génica (modificado de Campisi J. 2007).

Algunas células mitéticas que pueden proliferar, estan por largos
intervalos en un estado de arresto reversible determinado
Quiescencia o GO. En contraste a la quiescencia, en la
senescencia el arresto del crecimiento es esencialmente
permanente (en ausencia de manipulacién experimental) (11). Las
células quiescentes limitan su proliferacién en respuesta a senales
apropiadas, incluyendo la necesidad de reparar o regenerar tejido.
En contraste células post-mitéticas pierden permanentemente la

habilidad para dividirse debido a la diferenciacién (11). Cuando las



células quiescentes son estimuladas por factores de crecimiento o
sefiales mitogénicas, las Ciclinas tipo D son las primeras en ser

activadas (10).

Hayflick y colaboradores describieron a la senescencia celular
como una vida replicativa finita. Esto porque las células sometidas
a multiples divisiones alcanzan el arresto del crecimiento en un
estado post-mitético estable, este preceso fue denominado como
senescencia replicativa. Ello se debe a que la replicacién del DNA
en ausencia de la actividad de la telomerasa, los telomeros se
acortan progresivamente causando eventualmente un mal
funcionamiento. Muchos tipos de estimulos oncogénicos o
estresantes pueden inducir al arresto del crecimiento mediante la
senescencia, entre estos se encuentran ciertos tipos de dafo al
DNA incluyendo rupturas y lesiones causadas por ROS, efectos

medioambientales, defectos genéticos o procesos enddgenos (12).

Ahora bien, la senescencia celular actua como una barrera a la
transformacion maligna, las células senescentes activan las rutas
supresoras de tumores p53 y p16/Rb (11). p53 promueve
senescencia activando genes que inhiben la proliferacién,
incluyendo el inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas
p21/Cip1/Waf1 (13). En contraste, p16'"**® promueve senescencia
inhibiendo a las cinasas dependientes de ciclinas 2 y 4,
previniendo la fosforilacién de Rb (Retinoblastoma, proteina) y
promoviendo un medio ambiente propicio para la formacién de
heterocromatina reprimida, para el silenciamiento de genes
asociados con la proliferacién (14). Cabe mencionar que de los
marcadores de senescencia, como la B-galactosidasa asociada a
senescencia, p16, p21, focos de DNA danado o de heterocromatina
asociados a senescencia, ninguno es universal o exclusivo del
estado senescente (11), sin embargo son los mas utilizados vy

referidos en la bibliografia.



La diferencia en la cinética entre p21 y p16 es explicada no por la
activacién secuencial de p21 y p16 en una sola célula, sino por la
diferente cinética de células expuestas a la senescencia replicativa
dependiente de p21 y la senescencia inducida por estrés
dependiente de p16. La inactivacion de p53 restaura la
proliferacién en células senescentes p16baja/p21alta (15).

Ciertas cepas de fibroblastos humanos normales son relativamente
resistentes a la senescencia inducida por estrés. En células de
este tipo, p16 no se acumula, por lo que estas células sufren
senescencia replicativa. En contraste, otras cepas de fibroblastos
expresan niveles relativamente altos de p16 cuando estas son pre-
senescentes. Estas células son susceptibles a senescencia
inducida por estrés. Una vez establecida la senescencia p16-
dependiente, esta no puede ser revertida por la inactivacion de
p16, p53 u otro. La activacién de la via p16/Rb media cambios
irreversibles en la célula, como la reorganizacién global de la

cromatina (15).

2.3 Senescencia p21/p53 dependiente.

La proteina p53 no es requerida para un crecimiento celular
normal, pero actua previniendo la proliferacion bajo ciertas
circunstancias de estrés celular (fig. 4). Por lo tanto los niveles
normalmente bajos de p53 se incrementan despues del dafio al
DNA y en respuesta a ciertos factores oncogénicos, hipoxia y una
variedad de otros tipos de estrés celular. p53 es una proteina
anclada a secuencias de DNA especificas la cual activa la
transcripcién de genes envueltos en el arresto del ciclo celular y
en apoptosis. La expresion del inhibidor del ciclo celular p21 es
transcripcionalmente activada por p53 y contribuye al arresto
dependiente de p53 (16).



Teldmeros
Disfuncionales

{ Oncogenes

Transcripcion de genes Blanco (ej. 1P21) Reorganizacion de la cromatina (Represion de genes blanco de E2F)
1

Arresto del Cre rto por senescencia

Fig. 4. Rol de las vias de p53 y pl6/pRB en la respuesta a senescencia.

(A) La ruta de p53 a senescencia. Causas posibles: el daiio al DNA, telomeros
disfuncionales, estrés genotoxico del tipo producido por ROS, rutas de sefializacidon
que se activan en respuesta al dafio por p53 y la transcripcién de genes dependientes
de p53, todos ellos inducen el arresto del crecimiento tipico de senescencia. (B) La
ruta de pRB a senescencia. Oncogenes y otros tipos de estrés inducen a pl6, el cual
activa a pRB. pRB establece la represion formando focos de heterocromatina los
cuales contienen blancos de E2F y otros posibles genes que promueven el

crecimiento (modificado de Campisi J. 2005).

El DNA dafiado es detectado por proteinas cinasas efectoras como
ATM (Ataxia Talangiectasia Mutada) y ATR (ATM vy Rad3-
relacionados). ATM reconoce rupturas de doble hebra causadas
por radiacion ionizante u otros factores. ATR es activada por
radiacion ultravioleta (UV) y por DNA repetido (12). La activacion
del punto de control en G2 comienza por la deteccién del dafio al
DNA por las moléculas ATM y ATR. La activacién de ATM y ATR a
su vez activa a CHK2 (Checkpoint Kinasa 2) y CHK1 (Checkpoint
Kinasa 1) respectivamente. Las sefiales de ATM y CHK2 a través
de p53, inducen la expresiéon de p21Cip1/WAF1, varios factores
pro-apoptéticos, proteinas de reparacion de dafio al DNA y de
respuesta a estrés oxidativo y la reaccién del regulador HDM2
(Human Double Minute-2) (12).



La cinasa de la fosfatidil inositol 3-Kinasa (PI3KK) parece tener
una funcién como un transductor primario de las senales de dano
al DNA mediadas por ATM, ATR y la proteina cinasa dependiente
de DNA (DNA-PK). La sefal es amplificada por cinasas
secundarias como CHK1 y CHK2, y la transduccion es también
incluida en el ensamble de los complejos de reparacion de DNA en
el sitio del dafio. ATM juega un rol secundario pero es el mediador
primario de la respuesta al dafio ocasionado por luz UV y en las

orquillas de replicacion (17).

Ahora bien, algunos autores mencionan que la senescencia
replicativa no es un resultado directo de la perdida del DNA
telomérico per se, mejor dicho, esta se cree que es dada por la
alteraciéon de la estructura de la cromatina del tel6mero durante el
acortamiento y juega un papel importante en inducir la senescencia
(15).

2.4 Senescencia p16 dependiente.

La célula expresa durante el ciclo celular el inhibidor p16, este es
un regulador positivo de Rb y un supresor de tumores, p16 es
inducido por una variedad de estimulos de estrés, incluyendo la
sobre-expresion de oncogenes como RAS 'y condiciones
subéptimas de cultivo. Estudios en cultivos celulares indican que
p16 previene la reversion de la senescencia por la inactivacion de

p53, y es requerida por la senescencia inducida por RAS. (14)

En este contexto, la funcion primaria del complejo Ciclina D/CDK4
es la de fosforilar a Rb, permitiendo la progresion del ciclo celular
hacia la fase S, de este modo la expresion de p16 inhibe al
complejo Ciclina/CDK y conduce al arresto del ciclo celular, pero

es insignificante en la ausencia de la funcién de Rb (16).



La organizacion de la heterocromatina es importante para varias
funciones nucleares, incluyendo la segregacion del cromosoma, la
organizacién nuclear y el silenciamiento de genes. La senescencia
asociada a focos de heterocromatina en el DNA, abarca regiones
transcripcionalmente inactivas, en estos se empaquetan genes
dentro de fibras de DNA densamente compactadas durante la

interfase. (10).

En un andlisis /n vitro, realizado por nuestro grupo de trabajo, se
encontré6 que los fibroblastos derivados de pacientes con FPI
muestran una proliferacion limitada y un aumento en la apoptosis
espontanea con respecto a los controles (18). Debido a este
hecho, decidimos analizar si los fibroblastos de la FPIl se
encuentran en un estadio senescente; ya que no existen reportes
sobre el papel de la senescencia en la FPIl. Ademas, un hallazgo
reciente demuestra que la Ciclina D1 podria estar relacionada, no
solamente con la proliferacion del ciclo celular sino también con la
senescencia (19). Por esta razdén decidimos analizar la expresién
de la Ciclina D1 en los fibroblastos obtenidos tanto de pulmones

normales como fibréticos.



Objetivos.

*Analizar la expresion de la Ciclina D1 en fibroblastos de

pulmones normales y fibréticos.

*Observar si hay correspondencia entre el aumento de la

expresiéon de la Ciclina D1 y el desarrollo de la senescencia.

*Analizar si los focos de fibroblastos en la FPl se

encuentran en un estadio senescente.

*Observar si otros tipos celulares se pueden encontrar en

dicho estado.



Material y Métodos

Poblacion de estudio.

Los cortes histoléogicos de pacientes con FPI se obtuvieron en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) y el
proyecto fue aprobado por su comité ético con consentimiento
escrito de los pacientes. El diagnéstico de FPI se basé en el
consenso de la Sociedad Americana de Térax y de la Sociedad
Europea Respiratoria (ATS/ERS) confirmada por biopsia pulmonar
a cielo abierto. Se analizaron en total 7 casos de tejidos enbebidos
en parafina y 2 casos de tejidos congelados para la tincién con B-
galactosidasa de pacientes con FPl y un caso de pulmén normal.
Las muestras de pulmén normal (controles) se obtuvieron de
biopsias de pulmén de pacientes, a los que se les realizé una
lobectomia para la remociéon de tumores pulmonares primarios. El
fragmento pulmonar que se utilizé para la obtencién de fibroblastos
fue tomado de tejido sin evidencia histolégica de enfermedad vy

considerado como normal.
Obtencion de fibroblastos.

Los fibroblastos de pulmén fibrético (FPI) y de pulmdén normal se
aislaron por tratamiento enzimatico con tripsina-EDTA a 37° C, 20
minutos. Posteriormente los fibroblastos se sembraron en cajas
Falcon de 25 cm? con medio F-12K, suplementado con 10% de
suero fetal bovino, penicilina y estreptomicina. Este procedimiento
se realizé en el INER. Para obtener los pasajes tardios, se
realizaron diviciones sucesivas en cajas de 9.6 cm? de superficie,
alcansando para los cultivos normales el pasaje 29 como maximo y
para los cultivos fibroticos el pasaje 15, extrayendo RNA y
proteinas, asi como tinciones para B-galactosidasa de pasajes

intermedios.



Extraccion de RNA.

La obtencion de RNA de los cultivos celulares se realizé bajo el
protocolo establecido para el TRIzol Reagent (Invitrogen). Se
utilizo 1 ml de TRIzol por cada 10 cm? homogenizando
suavemente la mezcla y se incubd por 5 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se adicion6 0.2 ml de cloroformo por
cada ml de TRIzol utilizado; las muestras se resuspendieron e
incubaron a temperatura ambiente por 3 minutos, y se
centrifugaron a 12,000 revoluciones por minuto (rpm) a 4° C por 15
minutos. Se recuperd la fase acuosa y se adicion6é 0.5 ml de
Isopropanol por cada ml de TRIlzol; se homogenizé e incubd a
temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 12,000 rpm a 4° C por 10 minutos, se
elimindé el sobrenadante por decantacién y se adicion6 1 ml de
Etanol al 75% por cada ml de TRIzol y se resuspendid, se
centrifugaron nuevamente a 7,500 rpm a 4° C por 5 minutos, se
removiéo el sobrenadante con suavidad y se dejo secar a
temperatura ambiente. Las muestras fueron resuspendidas en agua
DEPC (dietilpirocarbonato al 0.1%), de 10 a 15 ul por cada ml de
TRIzol.

Transcripcidén reversa.

Para realizar la RT-PCR primero se cuantificé la muestra, se tomo
1 pl de ésta y se afiadié a 499 ul de agua ultrapura (18.2 MQ), se
ley6 a una longitud de onda de 260 nm y se obtuvo Ila
concentracion de la muestra mediante la siguiente formula (20):

[RNA] pg/pl = (Abs260nm x Dilucion x 40)/1,000

Una vez cuantificada la muestra, se tomdé 1 uyg de RNA y se agrego

1 pyl de DNAsa (1U/pl) (Invitrogen) para eliminar el DNA gendmico



que pudiera interferir con la reaccion, también se adicioné 1 ul de
amortiguador 10X propio del kit y agua DEPC para un volumen
final de 10 pl, se incubd a 25° C durante 15 minutos. Después se
adicion6 EDTA 10X (acido etilendiaminotetraacético 25mM) para
detener la reaccién y se incub6é a 65° C por 10 minutos para

desnaturalizar a la DNAsa.

Para la reaccion de la RT-PCR se utilizo 1uyg de RNA tratado con
DNAsa, se llevé a un volumen final de 12.5 ul, se anadié 1 ul de
hexameros al azar y se calent6 a 70° C por 2 minutos e
inmediatamente después, se colocé en hielo. Después se le

afiadieron los reactivos para la reaccién de RT-PCR:

Buffer 5X 4 ul
dNTP’s Mix (10 mM) 1 ul
Inhibidor de RNAasa ( 1U/ul) 0.5 ul
MMLV Transcriptasa Reversa 1 ul
RNA tratado con DNAasa (1 ug) 13.5 ul
Volumen final 20 pl

Se mezcld el contenido con la micropipeta e incub6é a 42 °C por
una hora, después se calenté a 94° C por 5 minutos para detener
la reaccion, esto en el termociclador. La muestra fue llevada hasta

un volumen final de 100 pl con agua DEPC.

PCR en tiempo real.

Para las reacciones de PCR en tiempo real, se disefaron
iniciadores especificos para la Ciclina D1 (85pb) (21), y para el
gen RNA18s (187pb) se utilizaron los disefiados por Applied
Biosystems, este se utilizé como control para la reaccion. ElI gen
RNA 18s fue utilizado para ajustar las diferencias en la cantidad de
RNA total en cada muestra. Las reacciones de PCR en tiempo real
se realizaron en un termociclador Bio Rad, modelo iCycler iQ

multicolor Real-Time PCR Detection System.



Se amplificaron los genes 18s y Ciclina D1 mediante PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en ingles)
convencional, para establecer las condiciones de amplificacion y
para realizar las curvas estandar necesarias para la reaccion de
PCR en tiempo real, se utilizaron las siguientes condiciones para

esta amplificacién:

Reactivo Cantidad (ul)
MgCl; (25mM) 2
Buffer 10X 2.5
dNTP’s (50uM) 1.5
Iniciadores Sentido (1.5 M) 1
Iniciadores Anti-sentido (1.5 yM) 1

Taq Gold (5U/pl) 0.25
Agua 15.75
Muestra (10 ng/pl) 1

Ciclina D1 (35 ciclos)

95°C 95° C 62° C 72° C 72°C

10 min 15seg | 15seg | 20seg 5 min

RNA 18s (40 ciclos)

94° C 94° C 60° C 72°C

2 min 15 seg 1 min 5 min

Los productos de amplificacion fueron separados en geles de
agarosa al 1.5%, y purificados mediante el protocolo del reactivo
Gene-Clean de la compafiia Bio-101, el cual se basa en la
eliminacién de la agarosa utilizando Nal en solucién, vy
recuperando de esta el DNA mediante el uso de Glassmilk (resina
cargada), lavados con New Wash (con base de etanol) para
eliminar los residuos de Nal y disolviendo el DNA en agua

ultrapura.

Se calculé el numero de copias de los productos de PCR,
utilizando como base tedrica lo siguiente: el peso molecular de un
par de bases es de 660 Daltones, cada mol contiene 6.022 X 1023

moléculas y utilizando la siguiente formula se obtuvo wuna



aproximacion del numero de copias presentes en los productos de
amplificacién de PCR (22):

Copias/ng = (n x MW)/NA x 1 x 10°)

n = tamafo del producto amplificado
MW = peso molecular, 660 Daltones por cada par de bases
NA = nimero de Avogadro 6.022 x 10%°

Para determinar los niveles relativos de concentracién de RNA en
las muestras, se prepararon curvas estandar para la reaccion de
PCR en tiempo real utilizando diluciones seriales de diez veces el
cDNA amplificado por PCR, cubriendo un rango de concentraciones
equivalentes desde 10'° copias de RNA al equivalente de 10’

copias.

Para la reaccion se utiliz6 5ng de cDNA con las siguientes
cantidades de reactivos para un volumen final de 25 pl y bajo las
condiciones de corrida previamente establecidas en la PCR

convencional:

Reactivo Cantidad (ul)
MgCl, (25mM) 2.0
Buffer 10X 25
dNTP’s (50uM) 1.5
Iniciadores Sentido (1.5 M) 1.5
Iniciadores Anti-sentido (1.5 uM) 1.5
SyBR Green 10X 2.5
Fluoresceina (500 uM) 0.5
Tag Gold (5U/ul) 0.25

Inmunohistoquimica.

Para la realizacion de tincién inmunohistoquimica en tejidos
embebidos en parafina, se les realizé un tratamiento con Xilol para

desparafinarlos, posteriormente fueron rehidratados con etanol



absoluto, al 95% vy al 50 % por 5 minutos cada uno, y luego en
agua ultrapura por 10 minutos. Se incubaron en peréxido de
hidrogeno al 3% en metanol por 30 minutos y lavados con PBS 1X
por 5 minutos. Para desenmascarar el antigeno se utilizo
amortiguador de citratos (0.01M acido citrico pH=6) y se calentd en
el horno de microondas a potencia 10 por 4 minutos evitando la
evaporacion del amortiguador, posteriormente a potencia 3 durante
4 minutos, se dejaron enfriar por 25 minutos y se lavaron con PBS
1X por 5 minutos. Después se incubé con bloqueador universal
(Biogenex) 1X diluido en agua durante 10 minutos, se lavaron con
PBS 1X por 5 minutos e incubaron con suero normal de borrego
(Chemicon) a una concentracién de 1:100 en PBS 1X durante 30
minutos. Posteriormente se agregd el anticuerpo de interes diluido
a la concentracién sugerida por el provedor en un diluyente
comercial (Biomeda) con BSA (Albumina Sérica Bovina) al 0.1 % y
se incubaron en camara humeda en obscuridad a 4° C durante toda
la noche. Los anticuerpos fueron obtenidos de Millipore/Chemicon

para p21 y p53, de Abcam para p16, de Biocare para Ciclina D1.

Al dia siguiente se lavaron con PBS 1X + Tween 20 al 0.1% (PBST
1X) por 5 minutos en dos ocasiones, posteriormente se incub6 con
un segundo anticuerpo (Super sensitive detection system,
Biogenex multilink) por 20 minutos y se lavo con PBST 1X por 5
minutos. Después se incubd con Streptavidin Peroxidase (Biogenex
multilink) durante 20 minutos y se lavdé con PBST 1X por 5§ minutos.
Para revelar se utiliz6 AEC (aminoetilcarbamida) de Biogenex,
desde este momento fue monitoreada en el microscopio dptico
para detener la reaccion. La contratincion fue realizada con
Hematoxilina (Biogenex), con una exposicién de aproximadamente
de 1 minuto, eliminandola después al chorro de agua para

sumergirla en bicarbonato de sodio 0.05 M.



Tincién para reaccion con beta-galactosidasa.

Para los cultivos celulares, el protocolo se realizé con el kit de
Senescence Cell (SIGMA). Brevemente, a los cultivos celulares se
les retird el medio, se lavd dos veces con PBS 1X y se les adiciond
el amortiguador de fijacion 1X durante 6-7 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron en tres ocasiones con PBS 1X y se les
adiciond la solucién de tincién. Se incubaron a 37° C por 2 horas
sin CO; en oscuridad. Se lavaron con PBS 1X y se observaron al

microscopio.

En el caso de los tejidos congelados, los cuales se mantuvieron a
—-70° C para evitar su degradacion, se dejaron a temperatura
ambiente por 10 minutos, después se sumergieron en buffer de
fijacion Lac por 10 minutos, y posteriormente en buffer Lac-Z tres
veces por 5 minutos. Después se adiciond la solucién de tincién y
se cubrié con parafilm. Se incubd a 37° C durante toda la noche en
camara humeda en obscuridad. Al dia siguiente se lavé con PBS

1X por 5 minutos en dos ocasiones y se observo al microscopio.

Fijador Lac Buffer Lac-Z
Glutaraldehido 2.4 mi MgCl, + 6H,0 (2mM) 0.041g
(0.25%) Desoxicolato sodico 0.01g
EGTA (50 mM) 1.99 (0.01%)

MgClz + 6H20 2.03g Nonidet P-40 (0.02%) 20 pl
(100mM) H.O cbp. 100 ml
H,>O cbp 100 ml
Solucién de Tincion.
Reactivo Cultivos (ul) Tejidos ()

Solucién de tincidn 100 200

Reactivo B 12.5 25

(400 mM Potasio de Ferricianida)

Reactivo C 12.5 25

(400 mM Potasio de Ferrocianida)

X-gal 25 50

Agua 850 700




Resultados

Los fibroblastos de pulmén producen p-galactosidasa en

pasajes tardios.

Para analizar si los fibroblastos de pulmdén son susceptibles a
adquirir el fenotipo senescente, se realizaron multiples pasajes de
distintos cultivos primarios tanto normales como fibrdticos. Al
realizar los cultivos primarios de fibroblastos de pulmdn normal, se
observdé que los pasajes tempranos (N13 pasaje 17) no presentan
el estado senescente, caracterizado por la reaccién de
B-galactosidasa; sin embargo, los cultivos de pasajes mas
avanzados (N13 p29) adquieren dicho caracter, mostrando Ila
tincion azul turquesa, positiva para la actividad de B-galactosidasa,
con localizacion perinuclear. En los cultivos primarios obtenidos de
pacientes con FPI, se obtuvo el caracter senescente en pasajes
mas tempranos en comparacién con los cultivos normales de

pasaje semejante (fig. 1).

Realizando observaciones del comportamiento de los cultivos, se
pudo observar que al ir aumentando el numero del pasaje se
requeria de un mayor tiempo para dividirlo (Grafica 1), ademas de
que el numero de células senescentes se incrementd hasta

alcanzar practicamente el 100% en el ultimo pasaje.



Fig. 1. Reaccion de B-galactosidasa en cultivos primarios.

A) Cultivo de N13 pasaje 17, negativa para la reaccion. B) Cultivo
N13 p29; la reaccion fue positiva para la enzima en un alto
porcentaje de células. C) Cultivo de N1968 pl5 sin marca positiva.
D) Cultivo fibrotico HIPF 171 pl14 positivo para la reacciéon en mas
del 40% de las células. Comparacion entre C y D de pasajes

semejantes, para determinar el desarrollo del caracter senescente.

Cultivo de los fibroblastos de pulmén N13
en pasajes tardios

8—
6_

Dias necesarios para —]
dividir el cultivo ]
o—

I I I
27 28 29

Pasaje

Grafica 1. Dias necesarios para dividir el cultivo al 100% de

confluencia con relacion al pasaje .



La Ciclina D1 se encuentra sobre-expresada en los fibroblastos

de pulmén de pasaje tardio.

Burton y colaboradores (19) mostraron que la sobre-espresion de
la Ciclina D1 permite la deteccion de la senescencia en células de
musculo liso, por este motivo decidimos analizar si tal fenomeno se
cumple tambien en fibroblastos obtenidos de pulmén. Los
fibroblastos de pasaje temprano expresan Ciclina D1 como era de
esperarse, esto porque sigue participando en el desarrollo celular,
sin embargo, los fibroblastos de pasaje tardio muestran un

incremento en su expresién (Grafica 2).

Expresion de Ciclina D1 en fibroblastos.
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mRNA Ciclina D1/18s
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Grafica 2. Anéalisis de la expresion del ARN mensajero de la
Ciclina D1 en fibroblastos normales N13, ajustada contra el

ARN 18s, por PCR cuantitativa (n*¥107%).



Posteriormente, se compararon los patrones de expresién entre
cultivos celulares normales y fibréticos. Los fibroblastos normales
de pasaje tardio, muestran una expresion semejante a la de los
fibroblastos fibréticos de pasajes tempranos (Grafica 3). Este dato
sugiere que los fibroblastos obtenidos de pacientes con fibrosis
podrian sobrevivir un menor numero de pasajes que los

fibroblastos normales.

Expresion de Ciclina D1 en fibroblastos.
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N13 p17 N12 p17 HIPF381 HIPF173
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Grafica 3. Comparacion de los niveles del RNA mensajero de
Ciclina D1 entre cultivos normales (N13 pl7 y N12 pl7) y de
pacientes con FPI (HIPF81 pl2 y 173 p6). Los niveles del mRNA
de cultivos fibroticos de pasajes bajos muestran un valor
semejante a los niveles de los pasajes tardios de los cultivos

normales (n*107%).



La Ciclina D1 se encuentra expresada en epitelios en fibrosis

pulmonar idiopatica.

Para conocer si la Ciclina D1 se expresa en fibroblastos y pudiera
ser un indicador de senescencia en la fibrosis pulmonar idiopatica,
decidimos realizar el analisis por inmunohistoquimica. La Ciclina
D1 se encuentra expresada en el epitelio alveolar mas que en
fibroblastos (fig. 2). Esto sugiere que los epitelios podrian ser
senescentes 6 también que podrian encontrarse proliferando, por

esta razdén decidimos utilizar mas marcadores para senescencia.

"‘.".‘;‘;'" "o o

B )

Fig. 2. Localizacion de Ciclina D1 en pulmones con FPI. Panel A: tincion epitelial

de Ciclina D1; panel B: los focos de fibroblastos resultaron negativos para la tincion

especifica, se observan algunas células epiteliales tefiidas (flechas, aumento 40x).

Localizacién de los marcadores de senescencia p16, p21 y p53.

La localizacion celular de p16, p21 y p53, se examind por
inmunohistoquimica (fig. 3). Los marcadores p21 y pb53 se
expresan de manera minima en tejidos de fibrosis pulmonar
idiopatica. Se observa la presencia de p21 y p53 en epitelios y en
algunas células del espacio alveolar, que probablemente sean
macréfagos o algun otro tipo de célula inflamatoria. Por el
contrario, p16 es el unico de los marcadores que se detectd en
focos de fibroblastos, aunque solo lo pudimos observar en un solo

caso, por lo que no es representativo.
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Fig. 3. Localizacién de pl6, p21 y p53 en pulmones con FPI. En los tres casos, la
tincién ocurrid en diferentes epitelios. Paneles A y C: La marca nuclear contra p21 y
p53 respectivamente, se localizd solamente en algunos epitelios metaplasicos,
mientras que en los focos de fibroblastos no se encontré marca; panel B: la tincién
nuclear para pl6 se localiz6 en epitelio bronquiolar; panel D: en pulmén normal no

se detectd sefial para estas moléculas. (aumento 40x).

Localizacién de células senescentes en tejidos de FPI por

reaccion con B-galactosidasa.

Para corroborar las observaciones realizadas por
inmunohistoquimica, utilizamos Ila técnica de tincion con
B-galactosidasa en tejidos congelados de pacientes con FPI, la
tincién tife principalmente en células epiteliales alveolares y en
células inflamatorias, presentes en la luz alveolar (fig. 4). Esto
sugiere que, B-galactosidasa, co-localiza con p21 y p53, que son

los marcadores de senescencia, sugiriendo que las células




epiteliales alveolares son el tipo celular que se encuentra

senescente en la fibrosis pulmonar idiopatica.

“ i’ﬂ i" ;‘\ '
e «' .
- . < - {
P g \ \ ¥ &

W /
N ‘ - » % a0 ° .
A POl et 3 B
Vi 19 TN & " i
- . 5 & L4 $ m
‘ '\ﬂ#” .“’ L - - Y 4 ‘ ;. o
T "~ ; 3 e Tk » ‘Q ¢ r;. [ 3
e - o e ‘\‘t‘ S\ ﬁ b
& ’ i(‘."t 4 : e &’,
l‘ \ LN el ; . Y, '
o ’ = A = ‘ w S
5 3 8 & '
¥ 2 f A2 'd*_'. Iw ./
) ol :’. a‘k, . L ). ¢ "
& i 2 = @ U (S . < 4
B el le
: & etV 5 5
Cls §° 5;‘5’* = "? cqvs. Y D1® .

Fig. 4. Deteccion de células senescentes en tejidos congelados. Para la deteccidn
(panel A), se utilizé la reaccidén para la P-galactosidasa, el resto de los paneles en
esta figura se utilizaron para comparar la tincién de senescencia tinciones de
inmunohistoquimica. Panel A: La reaccién se localizé6 en células epiteliales,
mientras que los focos de fibroblastos no presentan la tincién azul turquesa de la
reaccion; panel B: tincidén epitelial para Ciclina D1; panel C: tincidn epitelial para

p53; panel D: tincidn epitelial para p21 (aumento 100x).



Discusion.

La FPI es una enfermedad crénica y progresiva caracterizada por
una remodelacion tisular aberrante en la cual, no hay datos a la
fecha que revelen el papel de la senescencia en este tipo de

fibrosis.

En este estudio, se identifico a las células senescentes en
pulmones fibroticos y se analizé que sucede con los fibroblastos,
los cuales son un tipo celular que inicialmente prolifera en
respuesta a un dafio, posiblemente epitelial siendo el responsable
del depédsito de matriz extracelular que conlleva a la fibrosis
pulmonar, la cual involucra cambios dramaticos en todos los
componentes celulares del pulmén, esto comienza con dafio y
muerte celular de epitelios alveolares, seguido de migracion de

fibroblastos e invasion de células inflamatorias.

Como ya se ha demostrado, los cultivos de fibroblastos son
capaces de desarrollar el caracter senescente de forma natural,
esto es debido a que las regiones teloméricas se acortan conforme
aumenta el numero de pasajes (senescencia replicativa [23]). Esto
lo pudimos observar en cultivos normales, después de un alto
numero de divisiones; en contraste, el desarrollo de la misma en
los cultivos de fibroblastos fibréticos se alcanza en pasajes mucho
mas tempranos que los normales, de tal manera que en dichos
pasajes, las células detienen su proliferacién y se vuelven

senescentes como lo demuestra la tincion para B-galactosidasa.

Un hallazgo interesante encontrado en este analisis, revela que
una molécula que en apariencia no tendria relacion con este
estadio, se encuentra sobre-expresada en fibroblastos
senescentes comparados con el control; se pudo corroborar que

aumenta la expresién del mensajero conforme aumenta el pasaje,



coincidiendo con el desarrollo del caracter senescente. Esta
molécula es la Ciclina D1, la cual participa activamente durante el
ciclo celular, en complejo con la CDK4; una evidencia reciente
(19), sugiere que la Ciclina D1 puede funcionar como un marcador
para senescencia en células de musculo liso asociadas a vaso, de
tal manera que en este estudio, decidimos abordar este punto y
encontramos que sorprendentemente, los niveles del mensajero se
encuentran muy elevados en fibroblastos de pulmén con pasajes
tardios comparados contra pasajes menores. Ahora bien, ¢Por qué
estaria una molécula asociada a ciclo celular participando en un
proceso en el cual se detiene la proliferacion? Aun no hay
respuesta para ello. Puede haber varias causas: una de ellas
puede ser que la Ciclina D1 se acumule en citoplasma, debido a
que por alguna razén, los complejos que la degradan no la
reconozcan para dicha degradaciéon. Cabe mencionar que se ha
observado que la Ciclina D1 se encuentra activa a nivel nuclear, y
que cuando se ha observado en células senescentes, se encuentra

en el citoplasma, esto en cultivos /n vitro (24).

Al observar esto, se decidi6 comparar los niveles del mensajero
con cultivos primarios de fibroblastos de pulmdn fibrético. Por
observaciones en nuestro laboratorio, se sabe que los fibroblastos
de pulmén fibrético suelen tener un menor numero de pasajes en
cultivo, asi que al comparar con los normales, se reflejé6 una
expresion semejante del mensajero de Ciclina D1 en los cultivos
fibroticos de pasajes tempranos comparados con la expresion de
pasajes mas avanzados de cultivos normales, esto coincide con el
desarrollo mas temprano de la senescencia en los cultivos
fibroticos. Por este hecho, tendriamos que los fibroblastos de
pacientes fibréticos llegan al periodo de senescencia mas rapido.
Esto puede deberse a que dichos cultivos presentan alguna
alteracién propia de la patologia. Xia y colaboradores (25),
sugieren por ejemplo que, la interaccion de los fibroblastos de la

FPI con colagena via integrinas, provoca un reclutamiento



deficiente de PTEN a la membrana plasmatica. PTEN es un
inhibidor de la via fibroproliferativa de PI3K-Akt, de manera que
esta via se activa de manera aberrante en los fibroblastos de
pacientes con FPI, contrario a lo que sucede en fibroblastos
controles. Asi, este tipo de alteraciones pudieran estar
ocasionando que los fibroblastos en la fibrosis pulmonar idiopatica,
se encuentren en constante proliferacion en el tejido aberrante y
debido a esto, al extraerlos para realizar cultivos primarios se
encuentre mermado su poder de proliferacion /n vitro. Esto nos
sugiere que, dentro de la histopatologia, los fibroblastos que se
encuentran participando, alcanzan la senescencia en periodos
mucho mas cortos /n vitro, debido a que la proliferacion de los
focos de fibroblastos no es lenta ni limitada, sino al contrario,
estos ya llevan un periodo prolongado de replicacion constante, al
contrario de los obtenidos de pulmdédn normal que se encuentran
posiblemente en quiescencia, por lo que la proliferacion de este
tipo celular resulta predominante para el desarrollo de la

enfermedad.

Por esta razén, evaluamos Ciclina D1 en cortes histolégicos de
pacientes con FPIl y para nuestra sorpresa, encontramos a la
Ciclina D1 ampliamente expresada en células epiteliales
alveolares. Koénigshoff y colaboradores (26) han descrito que en
los epitelios de la FPI se encuentra activa la via de sefializacién
canonica de Wnt/B-catenina, bajo la cual esta dirigida la sintesis
de Ciclina D1, y esto concuerda con nuestro hallazgo. Los autores
describen ademas que Ciclina D1 se encuentra incrementada en la
FPI, pero no describen que tipos celulares la expresan. En otra
publicacién, Chilosi y colaboradores (11) mencionan que la MMP-7
(matrilisina) y Ciclina D1 “fueron expresadas solamente en una
proporcién de células”, ilustrando la localizacion de la Ciclina D1
en epitelios bronquiolares. La funcién de la Ciclina D1 en la
proliferacién es bien conocida: debe funcionar en nucleo. Segun un

reporte anteriormente citado (19), la Ciclina D1 se sobre-expresa



en células senescentes, localizandola fuera del nucleo, es decir en
la region citoplasmica. Nosotros l|la apreciamos mayormente
localizada en nucleo, por lo que estos epitelios podrian estar
proliferando.

Para corroborar el hecho de que los fibroblastos podrian
encontrarse proliferando y no en estado senescente, utilizamos a
los marcadores mas comunes para senescencia: p16, p53 y p21.
Los marcadores para senescencia no dan sefial positiva en
fibroblastos de FPIl. Esto concuerda con las observaciones de Xia y
colaboradores (25) que mencionan la activacién de PI3K-Akt, una
via fibroproliferativa. Asi pues, no encontramos sefales de
senescencia en focos de fibroblastos; ademas no son localizados
en toda la variedad de epitelios que producen Ciclina D1. En el
caso de p53 y p21, su localizacién es minima, aunque su deteccién
es particular en epitelios compuestos por células alveolares
metaplasicas (al igual que Ciclina D1). Esto podria significar que

este tipo celular se encuentra en estadio senescente.

Se ha reportado anteriormente que p53 y p21 son positivas para
células epiteliales hiperplasicas en FPI, y que estas pueden estar
involucradas en la apoptosis de estos epitelios, ya que colocalizan
con moléculas apoptéticas (11). Al igual que en este trabajo,
encontramos que p21 fue positiva para mas células que p53, lo

que podria implicar una ruta alterna para p21.

En otro reporte, Qunn y Colaboradores (27), detectan a p53 en
células basales hiperplasicas, metaplasia escamosa de lesiones en
panal de abeja, y ocasionalmente en el epitelio bronquial y en el
epitelio bronquio-alveolar. La presencia de esta proteina en estas
regiones es manejada por estos autores como una mutacién de
p53 que puede dar origen a adenocarcinomas presentes en la FPI.
Demopoulos y colaboradores (28), mencionan que, p53 puede no

solo intervenir en un proceso carcinogenético, sino también en



procesos inflamatorios. En algunos casos, p16 fue localizada en
focos de fibroblastos, sin embargo, esto fue minimo. Posiblemente
algunos fibroblastos presentes en focos puedan presentar el
estadio senescente, pero esto seguramente no es comun. Lo que si
queda claro, es que las células epiteliales son altamente reactivas,
y que posiblemente muchos de los epitelios hiperplasicos vy

metaplasicos se encuentran en procesos de dafio al DNA.

Para corroborar estos resultados, realizamos Ila tincion para
B-galactosidasa en tejidos congelados y apreciamos que
efectivamente, las células que se encuentran senescentes son las
células epiteliales metaplasicas que habiamos detectado tanto con

los marcadores para senescencia como con la Ciclina D1.

Adicional a esto, en un estudio previo (29), nuestro grupo detectd
que Ki-67, un marcador de proliferacién celular, se encuentra
presente en algunas células epiteliales alveolares (epitelios
hiperplasicos y metaplasicos) y en focos de fibroblastos, mientras
que p27, se encuentra presente en células inflamatorias vy

endoteliales.

El haber encontrado la Ciclina D1 y la tincién de B-galactosidasa
localizada solo en los epitelios nos revela que el cambio en los
patrones de expresion génica del epitelio, se podria deber en parte
al estrés oxidativo, el cual genera dano al DNA, y que la via de
p21 y p53 es primordial para el desarrollo de la misma, esta via es
activada principalmente por dafo al DNA ocasionado por ROS. Por
otro lado, la Ciclina D1 podria servir como marcador de
senescencia /n vitro, no solo de células de musculo liso (22), sino

también de fibroblastos.



Conclusiones.

Estos resultados en conjunto, nos permiten responder a la
pregunta planteada en un principio; en la fibrosis pulmonar
idiopatica ¢los focos de fibroblastos se encuentran senescentes?,
la respuesta es no. Este dato nos sugiere que, dentro de la
histopatologia, se produce la proliferacion de los focos de
fibroblastos, por lo que dicho evento sumado a la migraciéon de
este tipo celular es predominante para el desarrollo de la

enfermedad.

En sintesis, podemos deducir de estos resultados que:

Los fibroblastos de pulmén normal también desarrollan la

senescencia /n vitro, esto después de multiples divisiones.

Los fibroblastos de pulmdn fibrético desarrollan la senescencia en

un periodo mucho menor que los de pulmdén normal /n vitro.

Existe una correlacion entre el aumento del mensajero de la

Ciclina D1 y el desarrollo de la senescencia.

Los fibroblastos en la FPI tienen una proliferacién muy activa,
dentro de la patologia.

El epitelio bronquio-alveolar metaplasico podria ser no
proliferativo, pero estar metabdlicamente activo debido a la

senescencia.
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