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Resumen. 

 

La  senescenc ia  ce lu la r  es  un  p roceso  ca rac te r i zado  po r  e l  

a r res to  de f in i t i vo  de l  c i c lo  ce lu la r ,  la  res is tenc ia  a  la  

apop tos is ,  y  l a  mod i f i cac ión  de  la  t ransc r ipc ión  gén ica  g loba l .  

Es te  p roceso  se  ha  encont rado  asoc iado  a l  enve jec im ien to  y  a  

pa to log ías  re lac ionadas  con  e l  m ismo .  Se  han  desc r i to  

mú l t ip les  f ac to res  que  in te rv ienen  en  e l  desa r ro l l o  de  la  

senescenc ia ,  en t re  los  que  se  encuen t ran  e l  es t rés  ox idan te ,  

anoma l ías  en  los  s i s temas de  repa rac ión  de l  ma ter ia l  gené t ico  

y   ac t i vac ión  de  oncogenes ,  en t re  muchos  o t ros .  La  p resenc ia  

de  la  senescenc ia  se  ha  desc r i to  en  mú l t ip les  en fermedades ,  

s in  l l ega r  a  d i luc idar se  s i  es te  fenómeno  es  benéf i co ,  

pe r jud ic ia l  o  i r re levan te  pa ra  la  regene rac ión  de l  te j i do .  

En  la  f ib ros is  pu lmon ar  id iopá t ica  (FPI ) ,  se  ha  repor tado  que  

las  cé lu las  ep i te l ia les  se  encuent ran  en  un  es tado  

senescente ,  s in  embargo  e l  pape l  que  es te  p roceso  

desempeña  den t ro  de l  desa r ro l lo  de  la  f i s iopa to log ía  es  

desconoc ido .  Repo r tes  p rev ios  han  demost rado  que  en  la  FPI  

l as  cé lu las  de l  ep i te l io  a l veo la r  secre tan  una  g ran  can t idad  de  

med iado res  inc luyendo  fac to res  de  c rec im ien to ,  c i toc inas  y  

qu im ioc inas ,  lo s  cua les  pa r t i c ipan  en  la  p romoc ión  de  la  

m igrac ión  y  p ro l i f e rac ión  de  f ib rob las tos  as í  como  en  su  

d i f e renc iac ión  a  m io f ib rob las tos ,  f avo rec iendo  de  es te  modo  la  

acumulac ión  de  p ro te ínas  de  mat r i z  ext race lu la r ,  

p r inc ipa lmente  la  co lágena s  f ib r i la res  lo  cua l  des t ruye  la  

a rqu i tec tu ra  pu lmonar .  

Se  conoce  que  las  cé lu las  senescentes  sec re tan  una  g ran  

va r iedad  de  mo lécu las  p r o - in f lamato r ias .  S in  embargo ,  no  se  

han  rea l i zado  es tud ios  sob re  la  pa r t ic ipac ión  de  la  

senescenc ia  en  en fe rmedades p ro - f ib rosan tes .  Po r  es te  

mot i vo ,  en  es te  t raba jo  se  eva lua ron  los  n i ve les  de  exp res ión  

de  un  con jun to  de  mo lécu las  p ro f ib rosan tes  que  se  han  
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repo r tado  como secre tadas  po r  e l  ep i te l io  a l veo la r  en  la  FPI ,  

po r  cé lu las  ep i te l i a les  senescentes  y  con t ro les  in  v i t ro ,  as í  

como e l  e fec to  que  es tá s  t ienen  sob re  los  f ib rob las tos  

pu lmonares .  

 



3 | P a g e  

 

Abstract.  

 

Ce l lu la r  senescence  i s  a  p rocess  cha rac te r i zed  by  de f in i te  ce l l  

cyc le  a r res t ,  apop tos is  res is tance ,  and  changes in  g loba l  gene  

t ransc r ip t ion .  Th is  p rocess  has  been  found  assoc ia ted  w i th  

ag ing  and  d iseases  re la ted  the re to .  Desc r ibed  mu l t ip le  fac to rs  

invo lved  in  the  deve lopment  o f  senescence ,  among wh ich  a r e  

ox ida t i ve  s t ress ,  abno rma l  repa i r  sys tems  o f  gene t ic  mate r ia l  

and  oncogene  ac t i va t ion ,  among o the rs .  The  p resence  o f  

senescence  descr ibed  in  many d iseases,  w i thou t  ac tua l ly  

c la r i f ied  whether  th i s  phenomenon  i s  benef ic ia l ,  damag ing,  o r  

i r re levan t  f o r  t i ss ue  regene ra t ion .  

In  i d iopa th ic  pu lmonary  f ib ros is  ( IPF) ,  i t  has  been  repor ted  

tha t  ep i the l ia l  ce l l s  a re  found  in  a  senescen t  s ta te ,  however  

the  ro le  i t  p lays  in  the  deve lopment  p rocess  o f  the  

pa thophys io logy  is  unknown.  P rev ious  repor ts  have  shown tha t  

i n  IPF  a lveo la r  ep i the l ia l  ce l l s  secre te  a  la rge  number  o f  

med ia to rs ,  inc lud ing  g rowth  fac to rs ,  cy tok ines  and  

chemok ines ,  wh ich  a re  invo lved  in  p romot ing  the  f ib rob las ts  

m igra t ion  and  p ro l i f e ra t ion  as  we l l  as  d i f f e ren t ia t ion  in to  

myof ib rob las ts ,  favo r ing  in  t h is  way the  accumula t ion  o f  

ex t race l lu la r  ma t r i x  p ro te ins ,  ma in ly  f ib r i l la r  co l lagen  wh ich  

des t roys  lung  a rch i tec tu re .  

I t  i s  known  tha t  senescent  ce l l s  secre te  a  va r ie t y  o f  p ro -

in f lammato ry  mo lecu les .  Howeve r ,  there  have  been  no  s tud ies  

on  the  pa r t ic ipa t io n  o f  senescence  in  p ro f ib ros ing  d iseases.  

Fo r  th is  reason,  i n  th i s  wo rk  we eva lua ted  the  exp ress ion  

leve ls  o f  a  se t  o f  p ro f ib ros ing  mo lecu les  tha t  have  been 

repo r ted  to  be  secre ted  by  the  a lveo la r  ep i the l ium  in  IPF ,  

senescent  ep i the l ia l  ce l ls  in  v i t ro  and  con t ro l s ,  and  the  e f fec t  

you  a re  have  on  lung  f ib rob las ts .  



4 | P a g e  

 

Introducción. 

 
 
Senescencia .  

 

En  1961,  Leona rd  Hayf l i ck  y  Moorhead  Pab lo  descub r i e ron  

que  f ib rob las tos  norma les  humanos  ten ían  una  capac idad  

l im i tada  de  p ro l i f e rac ión  in  v i t ro ,  un  fenómeno que  se  

denominó  senescenc ia  rep l i ca t i va  en  la  que  se  p ropuso  que  

es te  po tenc ia l  p rede te rm inado  de  pasa jes  en  cu l t i vo ,  más 

ade lan te  denominado  e l  " l ím i te  Hayf l i ck " ,  se  deb ía  a  un  

s i s tema  anóma lo  de  au to - rep l i cac ión ,  e  in te rp re ta ron  es tos  

resu l tados  como la  base  de  los  mecan ismos ce lu la res  

subyacentes  a l  enve jec im ien to  de l  o rgan ismo.  Poste r io rmente  

se  demost ró  que  los  te lómeros  se  aco r tan  a  med ida  que  las  

cé lu las  d ip lo ides  a lcanza n  su  máx imo  po tenc ia l  de  

rep l i cac ión ,  ac tuando  como re lo jes  m i tó t i cos  en  la  regu lac ión  

de  la  senescenc ia  rep l ica t i va  (1 ,  2 ) .  

 

De  acue rdo  con  lo  suge r ido  po r  las  observac iones  in ic ia les  de  

Hayf l i ck ,  se  ha  demost rado  en  v i vo  que  e l  número  de  cé lu las  

senescentes  aumen tan  con  la  edad  en  va r ios  ó rganos  y 

te j idos ,  u t i l i zando pa ra  e l lo  la  ac t i v idad  de  la  β -ga lac tos idasa  

(β -ga l )  aho ra  conoc ida  como senescenc ia  asoc iada  a  β -Ga l  

(SA-β -Ga l ) .  S in  embargo ,  la  senescenc ia  rep l ica t i va  no  es  la  

ún ica  causa  pa ra  la  acumu lac ión  de  cé lu las  senescentes  en  
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te j idos  de  mamífe ros ,  s iendo  la  l lamada  senescenc ia  ce lu la r  

o t ra  fo rma  de  senescenc ia  que  con t r ibuye  a  es ta  acumu lac ión ,  

l a  cua l  puede  se r  generada  po r  d i ve rsos  t ipos  de  es t rés  como 

la  fa l ta  de  nu t r ien tes ,  es t rés  ox idan te ,  daño  a l  mate r ia l  

gené t i co  en t re  o t ros .  (Figura  1 )  (3 ) .   

.   

Figura 1 .  El fenot ipo senescente puede ser  induc ido por múlt iples estímulos , 

o por prol i ferac iones suces ivas y acor tamiento de los  te lómeros .  

La respuesta senescente causa cambios que l levan en esenc ia a l arresto de 

la pro l i ferac ión celu lar,  a l desarro l lo  de resistenc ia a apoptos is  (en célul as 

somáticas) y a la a lterac ión de los patrones de expres ión génica (modif icado 

de Campis i  J.  2007) .  

 

Se  han  p ropues to  muchos  mecan ismos  que  pueden  con t r ibu i r  

a l  p roceso  de  senescenc ia ,  inc luyendo  a l te rac iones  en  e l  

manten im ien to  de l  genoma y  e l  es t rés  ox idan te  con  la  

consecuen te  acumu lac ión  de  rad ica les  l ib res .  En  re lac ión  a  
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l os  e fec tos  de  la  senescenc ia  se  ha  p lan teado  la  h ipó tes is ,  

tan to  pa ra  la  senescenc ia  rep l ica t i va  como pa ra  la  

senescenc ia  ce lu la r ,  de  que  és tas  con t r ibuyen  a  la  reducc ión  

de  la  capac idad  de  regene rac ión ,  a  la  d i s func ión  t i su la r  y  a  la  

en fe rmedad.  S in  embargo ,  no  se  hab ían  d i luc idado  los  

mecan ismos  a  t ravés  de  los  cua les  las  cé lu las  senescentes  

pod ían  tene r  e fec tos  negat i vos  o  pos i t i vos ,  has ta  que  se  

descub r ió  que  és tas  t ienen  un  pa t rón  a l te rado  de  la  exp res ión  

gén ica  en  comparac ión  con  cé lu las  no  senescentes  de l  m ismo 

l i na je  (3 ,  4 ) .  

 

Las  cé lu las  senescen tes  t ienen  un  feno t ipo  comp le jo  

carac te r i zado  po r  la  in te r rupc ión  i r revers ib le  de l  c i c lo  ce lu la r  

med iado  p redominantemente  por  p21  o  p1 6  (Figura  2 ) ,  

aumen to  de l  tamaño  ce lu la r ,  mor fo log ía  a l te rada ,  res is tenc ia  a  

la  apoptos is ,  exp res ión  gén ica  a l te rada  inc luyendo  la  

regu lac ión  pos i t i va  de  SA -β -Ga l ,  y  l a  adqu is ic ión  de  un  pe r f i l  

ún ico  de  sec rec ión  que  se  conoce  como la  senescenc ia  

asoc iada  a  feno t ipo  secre to r  (SA FS)  (3 -5 ) .   
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Figura 2 .  Papel de las  vías de p53 y p16/pRB en la respuesta a senescenc ia.  

(A) La ruta de p53 a senescencia .  Causas pos ibles : el  daño a l  DNA, 

te lómeros d isfuncionales, es trés genotóxico del t ipo produc ido por  ROS, r utas 

de señal ización que se act ivan en respuesta al daño por p53 y la t ranscr ipc ión 

de genes dependientes de p53, todos e l los inducen el  ar resto de  la 

pro l i ferac ión t íp ico de senescenc ia. (B) La ruta de pRB a senescencia .  

Oncogenes y otros t ipos de estrés inducen a p16, e l cual  ac t iva a pRB. Este 

gen repr ime a través de la formación de focos de heterocromat ina los cuales 

cont ienen b lancos de E2F y otros pos ib les genes que promueven el  

crec imiento (modif icado de Campisi  J.  2005).  

 

Senescencia  asociada  a  un f enot ipo secre tor .  

 

La  senescenc ia  asoc iada  a  un  feno t ipo  sec re to r  (SAFS)  se  

compone  p r inc ipa lmente  de  t res  c lases  de  p ro te ínas  

sec re tadas:  ( i )  qu im ioc inas  y  c i toc inas  in f lama to r ias ,  ( i i )  

p ro teasas  de  remode lac ión  de  la  mat r i z ,  y  ( i i i )  fac to res  de  

c rec im ien to .  La  seña l i zac ión  de  SAFS es  comp le ja  y  puede 

tener  e fec tos  opuestos  en  d i f e ren tes  cond ic iones  (6 ) .  
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Datos  rec ien tes  ind ican  que  la  SAFS de  f ib rob las tos  y  cé lu las  

ep i te l ia les  senescentes  muest ran ,  con  a lgunas  excepc iones ,  

una  cons ide rab le  seme janza .  Po r  o t ro  lado ,  aunque  la  SAFS 

es tá  asoc iada  a  la  senescenc ia ,  no  parece  se r  e l  resu l tado  de  

la  ac t i v idad  de  p53 /p21  o  p16  (7 ) .  Ev idenc ias  exper imenta les  

sug ie ren  más b ien  que  la  SAFS  es tá  regu lada  po r  una  

respues ta  a l  daño  en  e l  DNA o  po r  seña l i zac ión  re lac ionada  

con  p38MAPK depend iendo de  la  na tu ra leza  y  e l  con texto  de l  

f ac to r  es t resan te  (8 ,9 ) .  

 

Los  f ac to res  secre tados  en  la  SAFS  pueden  d iv id i r se  en  las  

s igu ien tes  ca tego r ías  p r inc ipa les :  f ac to res  so lub les  de  

seña l i zac ión  ( in te r leuc inas ,  qu im ioc inas ,  y  f ac to res  de  

c rec im ien to ) ,  p ro teasas  y  p ro te ínas  inso lub le s  componen tes  

de  la  mat r i z  ex t race lu la r  ( MEC).  Las  p ro teasas  en  la  SAFS  

puede  tener  t res  e fec tos  p r inc ipa les :  (a )  desp rend e r  p ro te ínas  

asoc iadas  a  la  membrana,  resu l tando  en  vers iones  so lub les  

de  recep to res  un idos  a  la  membran a ,  (b )  esc ind i r  o  degradar  

mo lécu las  de  seña l i zac ión ,  y  (c )  remode la r  la  MEC.  Es tas  

ac t i v idades  p roporc ionan  po ten tes  mecan ismos  po r  los  cua les  

las  cé lu las  senescen tes  pueden  mod i f i c a r  e l  m ic roamb ien te  

de l  te j ido  (10) .  

 

La  SAFS puede se r  bene f i c iosa  deb ido  a  que  a lgunos 

componentes  re fue rzan  e l  a r res to  de l  c rec im ien to  po r  una  red  
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au tóc r ina  de  c i toc inas .  Además ,  muchos  componentes  de  la  

SAFS se  p rodu cen  para  es t imu la r  l a  reparac ión  y  

regene rac ión  de  te j idos ,  y /o  ac tuar  como seña les  de  pe l i g ro  

den t ro  de  la  vec indad  de  los  te j i dos  o  a  n i ve l  de  o rgan ismo.  

Po r  l o  tan to ,  las  cé lu las  que  exper imentan  senescenc ia  

in ic ia lmente  pueden  seña la r  daño  t i su la r ,  e  in ic ia r  la  

repa rac ió n  de l  m ismo  a  t ravés  de  la  SAFS .  Ta l  e fec to  

benef i c ioso  se r ía  e l  de  cé lu las  no  au tónomas  en  func ión  de  la  

senescenc ia  ce lu la r .  S in  embargo ,  cuando  se  p resen ta  

c rón icamente ,  la  ac t i v idad  sec re to ra  d e  las  cé lu las  

senescentes  puede  se r  per jud ic ia l  a l te rando  la  es t ruc tu ra  y  

func ión  de l  te j ido  no rma l ,  y  even tua lmen te  es t imu la ndo  la  

remode lac ión  t i su la r  asoc iada  con  la  edad o  p romover  

feno t ipos  ma l ignos  (10 ,  11) .  

 

A  pesa r  de l  hecho  de  que  se  aumenta  la  sec rec ión  de  un  

número  s ign i f i ca t ivo  de  fac to res  en  la  senescenc ia ,  l a  SAFS 

no  es  un  regu lado r  pos i t i vo  gene ra l  o  i nespec í f ic o  de  la  

sec rec ión .  Los  n ive les  de  exp res ión  de  muchos  fac to res  

sec re tados  no  cambian  cuando las  cé lu las  en t ran  en  

senescenc ia .  En t re  las  mo lécu las  que  no  se  mod i f i can  se  

encuent ran  fac to res  an t i - in f l amato r ios  so lub les ,  ta les  com o 

In te r leuc inas-2 ,  -4 ,  -10 ,  -11 ,  y  -12  (10 ) .  CXCL-1 ,  Fac to r  de  

Crec im ien to  De r ivado  de  P laquetas  t ipo  B  (PDGF-BB) ,  y  

L IGTH  ( todos  esenc ia les  pa ra  la  m igrac ión  d i f e renc iac ión  o  
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pro l i f e rac ión  de  leucoc i tos )  se  mant iene n  s in  camb ios  cuando 

los  f ib rob las tos  son  induc idos  a  enve jece r  po r  rad iac i ón ,  la  

sob reexp res ión  de  RAS,  o  ago tam ien to  rep l i ca t i vo .  (11 ) .   

 

Las  cé lu las  senescen tes  a  menudo  es tán  p resen tes  en  

en fe rmedades  c rón icas .  Se  ha  documentado  que  pueden 

desa r ro l la rse  deb ido  a  c ie r tos  t ra tam ien tos ,  i nc luyendo  la  

qu im io te rap ia  y  la  rad io te rap ia .  S in  embargo ,  no  se  conoce  

con  p rec is ión  s i  las  cé lu las  senesce ntes  es tán  imp l i cada s en  

la  pa togénes is  de  los  padec im ien tos  re lac ionados  con  la  edad 

o  s imp lemen te  son  causadas  po r  e l  p roceso  de  enve jec im ien to  

(12 ) .  

 

La  senescenc ia  ce lu la r  tamb ién  se  ha  imp l i cado  en  la  f ib ros is  

pu lmonar  id iopá t i ca  (FP I ) ,  una  en fe rmedad  resp i ra to r ia  

p rogres iva ,  en  la  que  en  las  pa redes  a lveo la res  se  acumu lan  

can t idades  exces ivas  de  co lágena ,  causando  pé rd ida  de  la  

d is tens ib i l idad  pu lmonar ,  res t r i cc ión  en  la  ven t i l ac ión  y  

des t rucc ión  de l  pa rénqu ima .  A l  i gua l  que  lo  que  sucede  en  la  

en fe rmedad  pu lmonar  obs t ruc t i va  c rón ica  ( EPOC),  la  edad  es  

un  fac to r  de  r iesgo  impor tan te  pa ra  e l  desa r ro l lo  de  la  FPI ,  ya  

que  en  genera l  es ta  en fe rmedad  ocur re  en  ind iv iduos  de  más 

de  50  años  (12 ,  13 ) .  Rec ien temente  se  repo r tó  que  cé lu las  de l  

ep i te l io  a l veo la r  de  pac ien tes  con  FPI  se  t iñen  pos i t i vamente  

pa ra  SA-β -Ga l  y  con t ienen  n ive les  e levados  de l  marcador  de  
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senescenc ia  p21 .  Aunque  fue  un  t raba jo  desc r ip t i vo ,  los  

au to res  pos tu la ron  que  los  componentes  de  la  SAFS  de  

cé lu las  senescentes ,  ta le s  como IL -6 ,  IL -8  e  IL -1β,  pod ían  

p romover  la  d i f e renc iac ión  de  f ib rob las tos  a  m io f ib rob las tos  y  

l a  t rans ic ión  ep i te l ia l -mesénqu ima ,  resu l tando  en  una  ampl ia  

remode lac ión  de  la  ma t r i z  ex t race lu la r  de  los  espac ios  

a l veo la res  e  in te rs t ic ia les  (12 ,  14 ) .  

 

Fibrosis Pulmonar Idiopática. 

 

La f ibrosis pulmonar idiopática es la más común y agresiva de las 

enfermedades interst iciales idiopáticas  siendo generalmente 

progresiva, irreversible y letal  en un plazo breve de tiempo. La 

edad promedio de los pacientes al momento del diagnostico es de 

66 años, con un rango de 50 a 75 años. Aunque su et iología no se 

conoce, la FPI se ha asociado al hábito de fumar . En un estudio de 

corte realizado en los Estados Unidos se reportó que la FPI t iene 

una incidencia anual de 16 casos por cada 100,000 habitantes (14, 

15). 

 

La primera hipótesis que se planteó sobre la patogénesis de esta 

enfermedad planteó la idea de que una inf lamación crónica 

desempeñaba un papel esencial, explicando que las alteraciones 

en el epitel io alveolar caracterizados por pérdida de los 

neumocitos tipo 1 y prol iferación de los de tipo 2, eran causados 
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por procesos inf lamatorios crónicos sin resolver, y que las células 

epitel iales eran en realidad víctimas de la agresión y el 

consecuente microambiente inf lamatorio . Posteriormente, las 

células inf lamatorias eran también las responsables de la 

activación de los f ibroblastos y la f ibrosis  (15). 

 

Sin embargo, en la década pasada se propuso que la FPI es 

probablemente el resultado de múltiples ciclos de daño al epitelio y 

su consecuente activación aberrante, lo que provoca la migración, 

prol iferación y activación de células mesenquimales con la 

formación de focos de f ibroblastos/miof ibroblastos, lo que conduce 

a la exagerada acumulación de MEC y la remodelación anormal del 

daño (Fig. 3) (15, 16).  En otras palabras, esta hipótesis reemplazó 

la teoría inf lamatoria por la teoría epitelial.  
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Figura 3.  Las múlt iples micro lesiones dañan  y act ivan a las célu las epite l ia les 

a lveolares (arr iba a la  izquierda),  que a su vez inducen un entorno 

ant i f ibr inolí t ico en los espac ios a lveolares, evi tando la degradac ión de la 

matr iz provis ional que s igue a la her ida . Las células epi te l ia les a lveolares 

secretan factores de crec imiento e inducen  la migrac ión y pro l i ferac ión de 

f ibroblastos y la diferenc iac ión a  miof ibroblastos (par te infer ior  izquier da). Los 

miof ibroblastos  y las célu las del epi tel io a lveolar producen  gelat inasas que 

pueden aumentar  la ruptura de la membrana basal y permit ir  la migrac ión  de 

f ibroblastos-miof ibroblastos (parte infer ior  derecha). Ambos , miof ibroblastos 

intra-alveolares e interst ic iales secretan proteínas de matr iz extracelu lar,  

pr inc ipalmente colágenas.  Un desequi l ibr io entre las colagenasas 

interst ic ia les y los inhibidores t isu lares de las metaloprote inasas favorece e l 

depós ito progres ivo de la matr iz ex tracelu lar (par t e super ior  derecha) .  
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En los adultos, los neumocitos t ipo 1 cubren más del 90% de la 

superf icie de intercambio gaseoso del pulmón, son células muy 

delgadas que se interconectan con los capilares pulmonares 

proporcionando una superf icie de grosor mínimo permeable a 

gases. Los neumocitos t ipo 2 son células cuboidales que se 

encuentran en las esquinas de los alveolos. Son células 

multifuncionales que secretan el surfactante pulmonar  y sirven 

como células progenitoras de los neumocitos t ipo 1 siendo estas 

capaces de repoblar el pulmón en caso de una agresión ( 16).  

 

Uno de los rasgos histológicos más notable en los pulmones de 

pacientes con FPI es el incremento en el número de células 

epitel iales alveolares las que con frecuencia muestran fenotipos 

anormales, tales como la hiperplasia /hipertrof ia de neumocitos t ipo 

2, principalmente en zonas f ibróticas (17). Estas células epitel iales 

secretan una gran variedad de citocinas, quimiocinas y factores de 

crecimiento que promueven la formación de focos de 

f ibroblastos/miof ibroblastos. Además  secretan también 

anormalmente metaloproteinasas de matriz  (MMP) las cuales 

pueden participar, entre otros efectos, en la remodelación 

aberrante de la matriz extracelular característica de la FPI (18 -20).  
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Hipótesis. 

 

Las células epiteliales senescentes secretan moléculas que 

promueven el establecimiento de un fenotipo prof ibrótico en 

f ibroblastos pulmonares favoreciendo la remodelación anormal de 

la matriz extracelular.  

 

 

Objetivos. 

 

1. Evaluar la producción de moléculas pro-fibrosantes provenientes de 

células epiteliales alveolares senescentes in vitro. 

 

2. Examinar el efecto de las moléculas secretadas por las células 

epiteliales senescentes sobre fibroblastos pulmonares humanos. 
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Material y Métodos 

 

Obtención de cultivos. 

Las células epiteliales de pulmón A549, y los f ibroblastos 

CCD25Lu se obtuvieron de la compañía American Type Cell 

Culture  (ATCC) con los números de catalogo CCL-185 y CCL-215 

respectivamente. Los f ibroblastos primarios de pulmón se aislaron 

por tratamiento enzimático con Tripsina-EDTA (SIGMA) a 37º C, 20 

minutos. Posteriormente los f ibroblastos se sembraron en cajas 

Falcon de 25 cm2  con medio F-12K (GIBCO), suplementado con 

10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO), penici l ina y 

estreptomicina al 0.5%.  

 

Inducción de senescencia. 

Los cult ivos de células epitel iales de pulmón A549 se sembraron 

en cajas de 6 pozos (9.6 cm2), 180,000 células por pozo, y se 

incubaron en medio F-12K con 10% de SFB por 24 horas. 

Posteriormente se les ret iró el medio suplementado y se les agregó 

medio l ibre de SFB, y a las 48 horas se les agregó nuevo medio  

sin SFB con 30µM de H2O2. Las células epitel iales se dejaron 4 

horas con el estímulo de H2O2 al término del cual se les ret iro y se 

agregándose nuevamente medio fresco libre de SFB. Veinte horas 

después de ret irado el est ímulo se realizó el ensayo de actividad 

de la β-galactosidasa (para evaluar el porcentaje de células 
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senescentes), y se obtuvieron las fracciones de RNA y proteínas 

para los ensayos de expresión génica y de proteínas (21,22). 

 

Reacción de β-galactosidasa.  

Este estudio se realizó de acuerdo con el  protocolo recomendado 

en el estuche Senescence Cell  (SIGMA). Brevemente, a los 

cult ivos celulares se les retiró el medio  de cult ivo, se lavaron dos 

veces con PBS 1X y se les adicionó el amortiguador de fi jación 1X 

durante 6-7 minutos a temperatura ambiente . Posteriormente se 

lavaron en tres ocasiones con PBS 1X y se les adicionó la solución 

de tinción. Se incubaron a 37° C por 24 horas en ausencia de CO2  

y en oscuridad. Se lavaron con PBS 1X y se observaron al 

microscopio. La cuantif icación de la senescencia se realizó 

mediante morfometría, tomando campos al azar y cuantif icando las 

células con reacción positiva para la enzima , comparadas contra 

las que no tuvieron reacción.  

 

Extracción de RNA.  

La obtención de RNA de los cult ivos celulares se realizó bajo el  

protocolo establecido para el reactivo TRIzol Reagent (Invitrogen). 

Se util izó 1 ml de TRIzol por cada 10 cm 2, homogenizando 

suavemente la mezcla e incubando por 5 minutos a temperatura 

ambiente y posteriormente se adicionó 0.2 ml de cloroformo por 

cada ml de TRIzol uti l izado; las muestras se resuspendieron e 

incubaron a temperatura ambiente por 3 minutos, y se 



18 | P a g e  

 

centrifugaron a 12,000 revoluciones por minuto (rpm) a 4° C por 15 

minutos. Se recuperó la fase acuosa y se adicionó 0.5 ml de 

isopropanol por cada ml de TRIzol;  se homogenizó e incubó a 

temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, las 

muestras se centrifugaron a 12,000 rpm a 4° C por 10 minutos, se 

eliminó el sobrenadante por decantación y se adicionó 1 ml de 

etanol al 75% por cada ml de TRIzol . La muestras se 

resuspendieron y centrifugaron a 7,500 rpm a 4° C por 5 minutos, 

se removió el sobrenadante con suavidad y se dejo secar a 

temperatura ambiente. Las muestras fueron resuspendidas en agua 

DEPC (dieti lpirocarbonato al 0.1%), de 10 a 15 μl por cada ml de 

TRIzol.  

 

Transcripción reversa.  

Para realizar la RT-PCR primero se cuantif icó la muestra uti l izando 

el equipo NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientif ic) y 

posteriormente las muestras se trataron con DNasa para eliminar 

el DNA genómico que pudiera interferi r con la reacción.  

Se util izó 1 μg de RNA al que se agregó 1 μl de DNAsa (1U/μl)  y 1 

μl de amort iguador  10X (Invitrogen)  y agua DEPC para un volumen 

f inal de 10 μl .  Las muestras se incubaron a 25° C durante 15 

minutos y después se adicionó ácido etilendiaminotetraacético 10X 

(EDTA,  25mM) para inactivar RNasas y se incubó a 65° C por 10 

minutos para desnatural izar a la DNAsa. 
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Para la reacción de la RT-PCR se ut il izó 1μg de RNA tratado con 

DNAsa el que se llevó a un volumen f inal de  12.5 μl . Se añadió 1 

μl de hexámeros al azar y se calentó a 70° C por 2 minutos e 

inmediatamente después, se colocó en hielo. Posteriormente se le 

añadieron los reactivos para la reacción de RT-PCR (Clontech): 

 

Buffer 5X 4 μl 

dNTP´s Mix (10 mM) 1 μl 

Inhibidor de RNAasa ( 1U/μl) 0.5 μl 

MMLV Transcriptasa Reversa 1 μl 

RNA tratado con DNAasa (1 μg) 13.5 μl 

Volumen final 20 μl 

 

Se mezcló el contenido con la micropipeta e incubó a 42 °C por 

una hora y después se calentó a 94° C por 5 minutos para detener 

la reacción. La muestra fue l levada hasta un volumen f inal de 100 

μl con agua DEPC. 

 

PCR en tiempo real.  

Para las reacciones de PCR en tiempo real se ut il izaron sondas 

diseñadas por la compañía Applied Biosistems (Apéndice 1). El 

RNA ribosomal 18s fue util izado para ajustar las diferencias en la 

cantidad de RNA total de cada muestra. Las reacciones de PCR en 

tiempo real se realizaron en un termociclador Bio Rad, modelo 

CFX96 Real-Time System.  
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Se util izaron las siguientes condiciones para la amplif icación de 

los productos: 

  

 45 ciclos 

50° C 95° C 95° C 60° C 

2 min 10 seg 15 seg 1 min 

 

Para determinar los niveles de concentración de RNA en las 

muestras, se realizó una diferencia relativa entre el ciclo de  

amplif icación del gen endógeno (18s) y el gen de interés (2^-dCT). 

 

Western blot. 

Para la extracción de proteínas, se lavaron los cultivos con PBS 1X 

en dos ocasiones, se adicionó 100 µl de amortiguador para lisis 

por cada pozo y se incubó durante 5 minutos. Se levantó la 

monocapa de células con un rastri l lo en un tubo de 1.5 ml, se 

centrifugó a 9500 rpm por 2 minutos y se recuperó  el 

sobrenadante.  

 

Se uti l izaron 25µg de proteínas para ser separadas en geles de 

acri lamida SDS-PAGE al 12%. Posteriormente se transfirieron a 

una membrana de PVDF pre-humedecida con metanol y lavada con 

amortiguador TBS en una cámara semi-húmeda y después se 

bloqueó la membrana con leche descremada al 5% en TBS-T por 

una hora a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron 
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con el anticuerpo primario a la concentración indicada por el 

proveedor durante toda la noche a 4° C en agitación constante  

(Apéndice 2) y al día siguiente se lavó la membrana en dos 

ocasiones con TBS-T por 15 minutos y se incubó con un anticuerpo 

secundario acoplado a HRP. Para el revelado de la membrana se 

util izó el kit  Immobilon Western (MILLIPORE), la captura de la 

imagen se ejecutó en un equipo Chemidoc XRS+ (Bio -Rad) y los 

análisis densitométricos se realizaron ut il izando el programa 

Quantity OneR 1D Analysis Software.  

 

Ensayo de zimografía.  

Para analizar la actividad enzimática de las gelat inasas MMP -2 y 

MMP-9, se ut il izó un microgramo de proteínas del medio 

condicionado de las células epiteliales control y senescentes el 

que se separó en un gel de acri lamida para condiciones nativas a 

una concentración del 8.5%, adicionando 1mg/ml de gelatina a los 

geles. Posteriormente los geles se trataron con una solución de 

Triton X-100 en dos ocasiones en agitación constante por 15 

minutos, se lavaron después con abundante agua e incubaron 

durante toda la noche a 37° C en solución TRIS/  gl icina pH 7.6 con 

CaCl2 10 mM y ZnCl2 50 nM. Ulteriormente los geles se tiñeron con 

azul bri l lante de Coomasie R250 y se destiñeron con una solución 

metanol/ Ac. acético. Las imágenes se tomaron y analizaron con el 

fotodocumentador Chemidoc XRS+. 
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Tasa de crecimiento.  

Las células se sembraron en placas para cult ivo de 96 pozos 

translucidas y se cult ivaron por 24 horas en medio suplementado 

con SFB al 10%. Posteriormente se dejaron en medio l ibre de SFB 

por 24 horas y se realizó la primera lectura bajo las condiciones 

indicadas por el proveedor, uti l izando 100µl de medio sin SFB  más 

10µl de reactivo WST. Se agregó a cada pozo 100µl de reacción, 

se incubó por una hora y se leyó en un lector de placas Mult iskan 

EX, marca ThermoLabsystems a una longitud de onda de 450 nm y 

corrigiendo a una longitud de onda de 620 nm. Los ensayos se 

realizaron por cuadruplicado para cada una de las condiciones. 

Las células epiteliales se trataron bajo las condiciones 

establecidas para el protocolo de inducción de senescencia en 

medio libre de SFB, realizando lecturas en cada uno de los 

tiempos que se delimitaron en dicho protocolo. Para los cult ivos de 

f ibroblastos se util izó medio condicionado suplementado con 1% y 

10% de SFB. 

 

Estimulación de fibroblastos.  

Se sembraron f ibroblastos pulmonares humanos normales en cajas 

de 9.6 cm2, (150,000 células por pozo), se cult ivaron por 24 horas 

y posteriormente se les retiró el medio y se les adiciono solo el 

medio condicionado obtenido de las células epiteliales 

senescentes y control.  Adicionalmente se agregó un grupo control 
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de f ibroblastos con medio fresco l ibre de SFB y uno estimulado con 

TGF-β a 5ng/ml.  

 

Cuantificación de colágena.  

Se recuperó el medio condicionado de los f ibroblastos estimulados 

con el medio condicionado de células epitel iales, se dial izaron con 

membranas de exclusión menor a 12 kD, se concentraron las 

muestras a sequedad y se resuspendieron en 100µl  de agua y se 

cuantif icó la concentración de prote ína. Posteriormente se adicionó 

500µl del reactivo Sircol (Collagen Assay S1000, Biocolor) y se 

incubaron las muestras por 30 minutos en agitación constante. Se 

centrifugaron a 12,000 rpm por 10 minutos a 4° C y se desechó el 

sobrenadante eliminando parte de los restos del sircol con un 

hisopo. Se adicionó 375 µl de la solución Acid Salt Wash  y se 

centrifugó nuevamente a 12,000 rpm por 10 min a 4° C. Se elimino 

el sobrenadante y el botón se resuspendió en 125µl de la solución 

Alkali Reagent. Se uti l izaron 100µl de muestra para leer a una 

longitud de onda de 550nm en un lector de placas de 96 pozos.   

 

Análisis estadístico. 

Los datos fueron expresados con promedio y desviación estándar. Las 

diferencias entre los grupos fueron evaluadas mediante la prueba T-Student 

utilizando el paquete INERstat. Además las diferencias entre los grupos se 

establecieron mediante el método de máxima verosimilitud, cuando el valor de 

p fue menor a 0.05 (p<0.05). 
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Resultados 

 

Protocolo de desarrollo de senescencia en células epiteliales 

A549  

En primer lugar se estandarizó la concentración de peróxido de 

hidrógeno que debía uti l izarse para inducir senescencia en cult ivos 

de la l ínea celular A549.  Para ello uti l izamos dos marcadores 

reportados como característ icos del fenotipo senescente, la         

β-galactosidasa y p21.  La .concentración óptima fue de 30μM con 

la cual se obtuvo de manera reproducible un ~30% de senescencia 

de las células epiteliales en comparación con el control que solo 

mostraban de un 5 a un 7%, util izando el ensayo de                    

β-Galactosidasa como referencia (Figura 4 ). Con estos ensayos, el 

protocolo de inducción de senescencia quedó como se muestra en 

la figura 5 .  
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Figura 4 .  Reacc ión de β -Galactos idasa,  en los cult ivos de A549.  Los cult ivos 

fueron tratados con 30μM de peróx ido de h idrogeno, y e l ensayo se real izó a 

las 24 horas de in ic iado e l est ímulo.  

 

 

Figura 5 .  Esquema de los t iempos que se manejan para obtener la 

senescenc ia en los cul t ivos de A549.  

 

Adicionalmente se realizó un Western blot para evaluar la 

presencia de la proteína p21 en el ensayo  de inducción de 

senescencia. Sin embargo no se encontró un aumento signif icativo  

de dicha proteína en los cult ivos tratados con 30μM  peróxido de 

hidrógeno (Figura 6). Posteriormente se evaluó si el peróxido de 

hidrógeno tenía repercusiones sobre el número celular.  
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Figura 6 .  Western b lot para anal izar  la concentración de p21. En los cult ivos 

tratados con  e l peróx ido de h idrógeno. No se encontró diferenc ias 

s ignif icat ivas entre las  célu las  tratadas y las  célu las  contro l  (T -Student ,  n=3).  

 

Se realizó un ensayo de prol iferación para medir el efecto de la 

dosis ut il izada de peróxido de h idrógeno en las células epitel iales 

cult ivadas sin suero, y determinar si dicha concentración genera 

diferencias en el número celular. Al analizar este resultado, 

inicialmente se comparò la proliferación de los grupos sin y con 

suero (1%). En primera instancia las células se comportan como se 

ha observado en varios estudios de nuestro grupo, el grupo con 

suero prolifera más que el que no tiene, en segundo lugar se 

analizó lo que sucede cuando se agrega el peróxido de hidrógeno 

a la concentración ya establecida, y como se puede observar, las 

células tratadas con 30μM de peróxido de hidrógeno no 

presentaban diferencias con respecto a las células que fueron 

cult ivadas solamente en medio sin suero  (Figura 7). Esto nos 

indica que el tratamiento con esta concentración de peróxido no 

tiene repercusiones signif icat ivas en el número celular en 

comparación con las células no tratadas.  Estos resultados 

demuestran que no hay variación en la tasa de prol iferación con 

respecto al grupo control sin suero, y debido a esto se decidió 
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medir los niveles de expresión de moléculas pro inf lamatorias y 

prof ibrosantes en este modelo. 

 

 

Figura 7 .  Ensayo de pro l i ferac ión en el protocolo de inducc ión de 

senescenc ia en las célu las epite l ia les A549. No se encontraron diferenc ias 

s ignif icat ivas entre los grupos de estudio.  Se agregó un grupo contro l con 

medio suplementado con 1% de SFB. (T-Student,  n=4).  

 

Efecto de la senescencia sobre la expresión de diversos 

mediadores proinflamatorios y profibrosantes  

Se analizó la expresión de  PDGF-A, PDGF-B, el Factor de 

Crecimiento Transformante tipo β1 (TGF-β1), Osteopontina y la 

Metaloproteinasa de Matriz 7 (MMP-7) en las células epitel iales 

senescentes y control, las cuales han sido encontradas expresadas 

in vivo por las células epitel iales de  pulmones de pacientes con 

f ibrosis pulmonar idiopática.  Sin embargo, como se observa en la 

figura 8 , no hubo diferencias en la expresión de estos genes en 

nuestro modelo. Por este motivo se analizaron otras moléculas 

implicadas en metabolismo y regulación del microambiente.  
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Figura 8.  Anális is de la expres ión del mRNA de moléculas mediadoras 

prof ibrosantes de célu las epi te l ia les  contro les y est imuladas con peróx ido de 

h idrógeno. Panel  A:  expres ión del mRNA de PDGF-A.  Panel B :  expres ión del  

mRNA de PDGF-B-  Panel C:  expres ión del  TGF-β. Panel D :  expres ión de la 

Osteopontina.  Panel E ;  expres ión de la MMP-7. Los n iveles de expres ión 

fueron ajustados contra e l rRNA 18s (T-Student,  n=6) .  

 

Efecto de la senescencia sobre la actividad gelatinolítica de 

MMP-2 y MMP-9 

Se examinó por zimografía  la act ividad de las gelat inasas MMP-2 y 

MMP-9 en los medios condicionados de las células A549  y se 

observó que la actividad de ambas enzimas en su forma late nte 

(proMMP-2 y proMMP-9) está aumentada en las células epitel iales 

senescentes (Figura 9).  
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Figura 9 .  Act iv idad gelat inolí t ica en medios condic ionados de célu las A549 

normales y senescentes  evaluada por zimograf ía . Se observa un aumento 

s ignif icat ivo de las enzimas en su forma latente en las  célu las senescentes  

Las gráf icas representan el  anál i s is  densitométr ico  de tres exper imentos 

independientes (n=3,  *p˂0.01, **p=0.01).  

 

Para este ensayo se util izó un microgramo de proteína de los 

medios condicionados. El medio condicionado de f ibroblastos 

pulmonares humanos normales (n-12) se util izó como control para 

la act ividad de la MMP-2, y medio condicionado de la l ínea U2OS 

proveniente de osteosarcoma se usó como control para la actividad 

de la MMP-9. Posteriormente se evaluó si se desarrol laba el 

proceso de transición epitel io -mesenquima en las células tratadas 

con el peróxido de hidrógeno.  
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Efecto de la senescencia sobre la expresión de E-Cadherina 

Se exploró si la inducción de senescencia en el  modelo establecido 

previamente podía acompañarse del proceso de transición epitel io -

mesénquima. Para esto se midió la expresión de E-Cadherina a los 

cuatro días posteriores al estímulo con el  peróxido de hidrógeno. 

Como se observa en la  figura 10, no se encontraron diferencias 

entre los cult ivos normales y los senescentes para dicha proteína. 

Posteriormente se examinó si el medio condicionado de las células 

epitel iales tenía algún efecto sobre f ibroblastos pulmonares.  

 

 

Figura 10 .  Anál is is de la expres ión de E-Cadher ina por Western Blot de 

célu las epi te l ia les  A549 normales y senescentes. No se encontró d iferenc ias 

entre los  grupos de estudio. La gráf ica representa e l  anál is is dens itométr ico 

del  Western blot (T -Student ,  n=3).  
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Efecto de las células epiteliales senescentes sobre la 

activación de fibroblastos pulmonares  

Se examinó el efecto de los medios condicionados de las células 

epitel iales control y senescentes sobre la proliferación y síntesis 

de colágena en f ibroblastos pulmonares humanos.  

El esquema del diseño para prol iferación se muestra en la figura 

11 . Este ensayo se realizó en tres l íneas diferentes de cult ivos de 

f ibroblastos primarios. 

 

 

Figura 11 .  Se est imularon f ibroblastos con los  medios condic ionados de las  

célu las epi tel ia les  senescentes y contro l .  Se agregó un grupo con tro l de 

f ibroblastos s in est ímulo . Todos los ensayos se real izaron con medio de 

cult ivo suplementado con SFB al  1%. Se ut i l izó e l medio condic ionado de 

célu las A549 contro l  y senescentes bajo las condic iones estandar izadas 

previamente.  

 

Los resultados de estos experimentos de prol iferación indican que 

el medio condicionado de las células epitel iales senescentes no 

tiene un efecto diferencial sobre la proliferación celular, ya que los 
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f ibroblastos tratados tanto con el medio de células normales como  

senescentes no presentaron variación en su cinética (Figura 12).  

 

 

Figura 12 .  Ensayo de pro l i ferac ión en f ibroblastos pulmonares humanos 

normales (pasaje 11)  est imulados con e l  medio condic ionado de célu las 

epi te l ia les , real izado por  la  convers ión de la sal  WST -1. Los puntos en la 

gráf ica muestran e l promedio de cuatro pozos independ ientes  (T-Student ,  

n=4) .   

 

Posteriormente se analizó el efecto de los medios condicionados 

de células epitel iales control y senescentes sobre la producción de 

colágena en f ibroblastos pulmonares normales . Como se puede 

apreciar en las Figuras 13 y 14 , los medios condicionados 

obtenidos de las células senescentes indujeron un aumento 

signif icat ivo de la producción de colágena evaluada a través del 

ensayo de sircol.  El experimento piloto se realizó con 100% de 

medio condicionado (Figura 13) y posteriormente se repit ió, 

incluyendo f ibroblastos control, con 50% y 100% de medio 

condicionado observándose un resultado similar, aunque más 
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potente con el 100%. Con esta concentración de medio 

condicionado, las células epiteliales normales también causaron un 

incremento en la producción de colágena, aunque 

signif icat ivamente menor (Figura 14).  

 

 

Figura 13 .  Cuant i f icación de colágena en un cult ivo pr imario de f ibroblastos  

humanos est imulados  por 72 horas con 100% de medio condic ionado de las 

célu las epi tel ia les.  (T-Student.  **p=0.05, n=3).  

 

 

Figura 14 .  Cuant i f icación de colágena en f ibroblastos pulmonares humanos. 

Panel A:  est imulac ión por 72 horas real izada con 50% del medio condic ionado 

de las célu las epite l ia les y 50% de medio f resco. Panel B :  est imulac ión 

real izada por 48 horas con el  100%  del medio condic ionado de las célu las 

epi te l ia les . (T-Student .  *p=0.01,  **p=0.05,  n=3).  

* 

* 

A B 

** 
 

** 
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Adicionalmente examinamos la  expresión de la cadena alfa 1 de la 

colágena t ipo I  por PCR en t iempo real . Los resultados mostraron 

una diferencia signif icativa entre los f ibroblastos CCD25 sin 

estímulo y los est imulados con los medios condicionados de las 

células A549 senescentes y controles (Figura 15). Además, se 

observó una diferencia signif icativa entre los f ibroblastos 

estimulados con medio de células A549 normales y senescentes, 

siendo los estimulados con el medio de las células senescentes los 

que t iene una expresión mayor de este gen, lo que corrobora los 

resultados obtenidos a nivel de proteína.  

 

 

Figura 15 .  Anál is is por qPCR de la cadena alfa1 de la colágena  t ipo I  en 

f ibroblastos de la l ínea CCD25 est imulados con medio f resco (pr imer grupo), 

con medio condic ionado de célu las  A549 normales (segundo grupo) y de A549 

senescentes ( tercer  grupo) . Los úl t imos con 50% del medio condic i onado de 

las célu las epi te l ia les. ,  (T-Student ,  *p=0.01,  **p=0.05,  n=3) .  
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Además en este ensayo se analizó la expresión de PTEN 

(Homólogo de Fosfatasa y Tensina por sus siglas en ingles ), 

encontrando un incremento signif icat ivo en su expresión de mRNA 

cuando los f ibroblastos se estimularon con medio condicionado de 

células epitel iales senescentes (Figura 16). Se ha observado que 

la sobreexpresión de esta molécula interf iere con la transición de 

f ibroblasto a miof ibroblasto.  

 

 

Figura 16 .  Expres ión de PTEN por  qPCR de f ibroblastos est imulados 

con el  50% del  medio condic ionado de las  célu las epi tel ia les.  

 

Finalmente se analizó si el estímulo de f ibroblastos con los medios 

condicionados de células epitel iales modif icaba la expresión de los 

inhibidores t isulares de metaloproteinasas (TIMP-1, -2, -3, -4) que 

son importantes en la f ibrogénesis t isular , sin encontrar diferencias 

entre los grupos de estudio  (Figura 17). Tampoco se observaron 

diferencias en la expresión de α-act ina de músculo liso (α-SMA) y 

de la MMP-1. 
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F i g u r a  1 7 .  A n á l i s i s  d e  l a  e x p r e s i ó n  l o s  i n h i b i d o r e s  t i s u l a r e s  d e  l a s  

M M P s ,  d e  l a  α-act ina de musculo l iso y de la MMP-1. Panel A:  expres ión del  

TIMP-1. Panel B :  expres ión del TIMP-2. Panel C :  expres ión del TIMP-3.  

Panel D :  expresión del TIMP-4. Panel E :  expres ión de la α -act ina de musculo 

l iso. Panel F :  expresión de la MMP-1. Los niveles de expres ión fueron 

ajustados contra e l rRNA 18s,  excepto la α -SMA que fue ajustada contra el  

mRNA de la Hipoxant ina-guanin fosfor ibos i l t ransferasa (HPRT). 
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Discusión. 

 

La senescencia es un proceso celular seleccionado por la evolución para evitar 

la proliferación desmedida de células malignas, sin embargo, este proceso se 

ha encontrado presente en patologías distintas al desarrollo de tumores. Las 

enfermedades en las que se ha encontrado la presencia de senescencia 

celular, muchas de ellas relacionadas con la edad, son de etiologías distintas y 

afectan a una gran cantidad de tejidos. Entre otras se encuentran algunas 

enfermedades metabólicas como la diabetes mellitus tipo 2, 

neurodegenerativas como el Parkinson o Alzheimer,  o en enfermedades 

fibrosantes como la fibrosis hepática o la FPI (12). Sin embargo, en esta 

variedad de enfermedades, y de linajes celulares afectados ha sido difícil 

establecer cuál es el papel que desempeña la senescencia en cada uno de 

ellos, y si es perjudicial o benéfica la presencia de ella para la resolución de la 

enfermedad.  

 

En dos enfermedades semejantes, como lo son la fibrosis hepática y la fibrosis 

pulmonar, en las que la activación de los fibroblastos y el depósito exagerado 

de matriz extracelular son claves en el desarrollo de la enfermedad, la 

presencia de la senescencia se encuentra en linajes celulares completamente 

diferentes. Así, en la cirrosis hepática, la senescencia se localiza en las células 

estelares de la periferia de los focos de fibrosis, mientras que en la fibrosis 

pulmonar idiopática se localiza en las células del epitelio alveolar (13, 23). 

Asimismo, se ha sugerido que en la cirrosis, las células estelares senescentes 

ayudan a contener el desarrollo de la patología, esto por que limitan la 
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proliferación de las demás células estelares (23). Sin embargo, en la FPI, se 

considera que la amplia distribución de la senescencia tiene relación con el 

desarrollo de la patología ya que afecta a las células epiteliales, las cuales son 

responsables de la secreción de la mayoría de los mediadores profibrosantes 

(13). De entre las moléculas que favorecen el desarrollo de procesos fibróticos, 

se encuentra el TGF-β, el cual se ha demostrado que aumenta la producción 

de colágena en fibroblastos, además de favorecer la diferenciación de fibrocitos 

y fibroblastos a miofibroblastos (15, 24). Otra de las moléculas ampliamente 

relacionadas con este proceso fibrótico es el PDGF-B, el cual tiene como una 

de sus funciones características el servir como quimioatrayente para 

fibroblastos y fibrocitos (25, 26). 

 

El desarrollo de la senescencia en las células epiteliales puede deberse a 

múltiples factores, incluyendo una alta tasa de proliferación como se ha 

descrito previamente causando un acortamiento anormal de telómeros (21, 27). 

En este contexto, varios estudios recientes han demostrado que algunos 

pacientes con FPI familiar tienen mutaciones de la enzima telomerasa con 

acortamiento importante de telómeros (28). De manera importante, también se 

reportó que los pacientes con FPI esporádica sin mutaciones en la telomerasa  

también presentan un acortamiento anormal de telómeros, incluyendo en las 

células del epitelio alveolar (29). Las razones de por qué los pacientes con FPI, 

sin mutaciones de la telomerasa, presentan acortamiento de los telómeros se 

desconocen, pero puede deberse a la excesiva replicación celular, o a la 

exposición a humo de tabaco, el cual es un factor ambiental que se ha 

relacionado con este proceso. 
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Por ejemplo, se ha reportado que la senescencia de células epiteliales 

alveolares A549 provoca un aumento en la producción de moléculas pro-

inflamatorias, como la IL-6 y la IL-8. De manera interesante, se ha sugerido que 

esto induce un fenotipo inhibidor de la telomerasa,  y adicionalmente que la 

secreción de estas moléculas pro-inflamatorias está relacionada con el 

desarrollo de la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (30).  

 

En este estudio se evaluó si la inducción de senescencia causaba la secreción 

de moléculas profibrosantes, pero ninguno de los mediadores biológicos 

seleccionados por haber sido reportados como secretadas por el epitelio en la 

fibrosis pulmonar idiopática mostró diferencias con las células epiteliales 

control. Asimismo, la exposición de las células epiteliales a la concentración 

usada en este estudio no indujo transición epitelio-mesénquima ya que no 

modificó la expresión de E-cadherina. Sin embargo, el peróxido de hidrógeno 

que se utilizó como inductor de senescencia, además de ser un metabolito 

secundario se ha encontrado que es sobreproducido por fibroblastos obtenidos 

de pacientes con FPI (21), y tiene múltiples efectos sobre la célula, como la 

oxidación de moléculas electroafines, la oxidación de lípidos y daño al material 

genético (21), lo cual puede generar entre otras cosas la activación de los 

mecanismos de autofagia, y que por ello no se esté observando un aumento en 

la expresión de los mediadores profibrosantes. 

 

Sin embargo se encontró un aumento importante en la expresión de la         

pro-MMP-2 y pro-MMP-9, dos enzimas que participan en la remodelación de 



40 | P a g e  

 

proteínas estructurales de la matriz extracelular, en particular de aquellas que 

forman parte de las membranas basales, así como en el procesamiento de 

diversas citocinas y quimiocinas (31, 32). Estas enzimas degradan la 

membrana basal del epitelio alveolar facilitando la invasión de fibroblastos a los 

espacios alveolares. 

 

Posteriormente se examinó si el medio condicionado de las células epiteliales 

senescentes tenía un efecto sobre el comportamiento de los fibroblastos. Los 

resultados mostraron que las células epiteliales senescentes no influyen en la 

proliferación de fibroblastos. Sin embargo no se exploró si tenía algún efecto 

sobre la apoptosis. Se encontró que medio condicionado de las células 

senescentes inducen un incremento significativo de la síntesis de colágenas, 

incluyendo la colágena tipo I, que son los principales componentes de la matriz 

extracelular anormalmente remodelada durante el desarrollo de la fibrosis 

pulmonar.  

 

En la diferenciación de fibroblasto a miofibroblasto se ha demostrado que hay 

un aumento en la resistencia a la apoptosis y un aumento en la producción de 

colágena (33). Contrario a lo que esperábamos, encontramos un aumento en la 

expresión de PTEN, el cual se ha reportado como un inhibidor de la 

diferenciación a miofibroblasto, por lo que el aumento de la expresión de 

colágena podría no estar relacionada con dicha diferenciación. 

 



41 | P a g e  

 

Conclusiones. 

 

1. No se observaron diferencias en los niveles de expresión de PDGF-A, 

PDGF-B, TGF-β, Osteoppontina y MMP-7 entre las células epiteliales 

control y senescentes.  

2. Se encontró que la inducción de senescencia aumenta 

significativamente la expresión de proMMP-2 y proMMP-9. 

3. El medio condicionado de las células senescentes no mostró efecto 

sobre la proliferación de los fibroblastos.  

4. Este medio provocó un aumento significativo en la síntesis de 

colágena. 

5. Asimismo, el medio de las células epiteliales senescentes indujo la 

sobre-expresión de PTEN, una molécula involucrada en la migración 

de fibroblastos y en la diferenciación a miofibroblastos. 

 



42 | P a g e  

 

Bibliografía. 

 

1. Campisi, J. y D´Adda di Fagagna F. Cellular senescence: 

when bad things happen to good cel ls. Nature Rev Mol Cell 

Biol . 2007. 8: 729-740. 

2. Hayflick, L. y Moorhead, P. S. The serial cultivation of human diploid cell 

strains. Cell Res. 1961. 25: 585-621. 

3. Krishnamurthy, J., Torrice, C., Ramsey, M. R., et al. Ink4a/Arf expression 

is a biomarker of aging. J. Clin. Invest. 2004. 114: 1299-1307. 

4. Ishikawa F. Cellular senescence, an unpopular yet 

trustworthy tumor suppressor mechanism. Cancer Sci . 2003. 

94: 944-947. 

5. Campisi J. Senescent cel ls, tumor suppression, and 

organismal aging: good cit izens, bad neighbors. Cell . 2005. 

120: 513-522. 

6. Kuilman, T., Michaloglou, C., Vredeveld, L., et al. Oncogene-induced 

senescence relayed by an interleukin dependent inflammatory network. 

Cell. 2008. 133: 1019-1031. 

7. Coppé, J. P., Rodier, F., Patil, C. K., et al. Tumor suppressor and aging 

biomarker p16(INK4a) induces cellular senescence. J. Biol. Chem. 

2011. 286: 36396-36403. 

8. Rodier, F., Coppé, J. P., Patil, C. K., Persistent DNA damage signalling 

triggers senescence-associated inflammatory cytokine secretion. Nat. 

Cell Biol. 2009. 11: 973-979. 



43 | P a g e  

 

9. Freund, A., Patil, C. K., Campisi, J. p38MAPK is a novel DNA damage 

response-independent regulator of de senescence-associated secretory 

phenotype. EMBO J. 2011. 30: 1536-1548. 

10. Coppé, J. P., Desprez, P., Krtholika, A., Campisi, J. The senescence-

associated secretory phenotype: the dark side of tumor suppressor. 

Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 2010. 5: 99-118. 

11. Coppé, J. P., Patil, C. K.,Rodier, F., et al. Senescence-associated 

secretory phenotypes reveal cell-nonautonomous functions of oncogenic 

Ras and the p53 tummor suppressor. PLoS Biol. 2008. 6: 2853-2868. 

12. Naylor, R. M., Baker, D. J. y van Deursen, J. M. Senescent cells: a novel 

therapeutic target for aging and aged-related diseases. Clin. Pharmacol. 

Ther.  2013. 93: 105-116. 

13. Minagawa, S., Araya, J., Numata, T., et al. Accelerated epitelial cell 

senescence in IPF and the inhibitory role of SIRT-6 in TGF-β- induced 

senescence of human bronchial epithelial cells. Am. J. Physiol. Lung 

Cell Mol. Physiol. 2011. 300: L391-L401. 

14. Talmadge King Jr., Pardo, A., Selman, M. Idiopathic 

pulmonary f ibrosis.  The Lancet . 2011.  378: 1949-1961. 

15. Selman M., Pardo A. Idiopathic pulmonary f ibrosis: an 

epithelial/f ibroblast ic cross-talk disorder. Respir Res . 2002. 

3: 3.  

16. Selman, M., Pardo, A. Role of Epithelial cells in idiopathic pulmonary 

fibrosis: from innocent targets to serial killers. Am Thorac Soc. 2006. 3: 

364-372. 



44 | P a g e  

 

17. Pardo, A., Selman, M. Idiopathic pulmonary fibrosis: new insights in its 

pathogenesis. Int J Biochem Cell Biol. 2002. 34: 1534-1538. 

18. Pardo, A., Selman, M. Molecular mechanisms of pulmonary fibrosis. 

Front Biosci. 2002. 7: d1743-d1761. 

19. Selman M., Mejía, M., Pardo, A. Fibrosis pulmonar idiopática. Rev Invest 

Clin. 2009. 61: 233-242. 

20. Pardo, A., Selman, M. Matrix metalloproteases in aberrant fibrotic tissue 

remodeling. Am Thorac Soc. 2006. 3: 383-388 

21. Waghray, M., Cui, Z., Horowitz, J. C., et al. Hydrogen peroxide is a 

diffusible paracrine signal for the induction of epithelial cell death by 

activated myofibroblas. FASEB J. 2005: 854-856. 

22. Yoshizaki, K., Fujiki, T., Tsunematsu, T., et al. Pro-senescent effect of 

hydrogen peroxide on cancer cells ans its possible application to tumor 

suppression. Biosci. Biotechnol. Biochem. 2009. 73: 311-315. 

23. Krizhanovsky, V., Yon, M., Dickins, R. A., et al. Senescence of activated 

stellate cells limits liver fibrosis. Cell. 2008. 134: 657-667.  

24. Hong, K. M., Belperio, J. A., Keane, M. P., et al. Differentiation of human 

circulating fibrocytes as mediated by Transforming Growth Factor-β and 

Peroxisome Proliferator-activated Receptor γ. J. Biol. Chem. 2007. 282: 

22910-22920. 

25. S-J. O., Haymo K., Bodo C., et al. Platelet-derived growth factor-B 

induces transformation of fibrocytes into spindle-shaped myofibroblasts 

in vivo. Histochem Cell Biol. 1998. 109: 349-357. 



45 | P a g e  

 

26. Lozano, A., Mendoza, C., Cisneros, J., et al. Role of Sonic Hedgehod in 

Idiopathic Pulmonary Fibrosis. Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol. 

2012. 303: L978-L990.  

27. Selman, M., Ruiz, V., Cabrera, S., et al. TIMP-1, -2, -3, and -4 in 

idiopathic pulmonary fibrosis. A prevailing nondegradative lung 

microenvironment?. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2000. 279: 

L562-L574. 

28. Armanios, M. Y., Chen, J. J., Cogan, J. D., et al. Telomerase mutations 

in families with idiopathic pulmonary fibrosis. N Engl J Med. 2007. 356: 

1317-1326. 

29. Alder, J. K., Chen, J. J., Lancaster, L., et al. Short telomeres are a risk 

factor for idiopathic pulmonary fibrosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008; 

105:13051-13056.  

30. Tsuji, T., Aoshiba, K. y Nagai, A. Alveolar cell senescence exacerbates 

pulmonary inflammation in patients with Chronic Obstructive Pulmonary 

Disease. Respiration. 2010. 80: 59-70. 

31. Nagase, H. y Woessner, J. F. Matrix Metalloproteinases. J. Biol. Chem. 

1999. 274: 21491-21494. 

32. Pardo, A., Selman, M. Role of matrix metalloproteases in pulmonary 

fibrosis. Matrix Metalloproteinases in tissue remodeling and 

inflammation. Birkhäuser Verlag AC. Germany. 2008. pp 39-55. 

33. Withe E. Atrasz R. Hu b. Negative Regulation of Myofibroblast 

Differentiation by PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog Deleted on 

Cromosome 10). Am J Respir Crit Care Med. 2006. 173: 112-121. 

 



46 | P a g e  

 

Lista de abreviaturas. 

 

°C- Grados Centigrados 

Abs- Absorbancia 

ATCC- American Type Cell Culture 

ATS-  Soc iedad Amer icana  de  Tó rax  

cDNA- DNA complementario 

CO 2 -D iox ido  de  Carbono  

DEPC- dietil-pirocarbonato 

DNA-  Ác ido  Desox i r r i bonuc lé i co  

dNTP´s- mix de Desoxirribonucleótidos 

E2F- (Factor de transcripción) 

EDTA-  Ác ido  e t i lend iam ino te t raacé t i co  

EPOC- Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

ERS-  Soc iedad  Eu ropea  Resp i ra to r ia  

FPI -  F ib ros is  Pu lmonar  Id iopá t ica  

IL- Interleucina 

INER-  Ins t i tu to  Nac iona l  de  En fe rmedades 

Resp i ra to r ias  

kD- Kilodalton 

MEC- Matriz extracelular 

MgCl2- Cloruro de Magnesio 

min- Minutos 

ml- mililitro 

mM- milimolar 
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MMP- Metaloproteinasas de matriz 

n- Numero de muestras 

ng- nanogramos 

PCR-  Reacc ión  en  Cadena de  la  Po l imerasa  

PDGF- Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

pRB- Proteína de Retinoblastoma 

PTEN- Homologo de fosfatasa y tensina 

RNA-  Ác ido  R ibonuc le i co  

ROS-  Espec ies  React i vas  de  Ox igeno  

rpm- Revoluciones por Minuto 

RT -PCR- T ranscr ipc ión  Reve rsa  por  PCR  

SAFS- senescencia asociada a fenotipo secretor 

SA-β-gal- Senescencia asociada a β-gal 

seg- Segundos 

SFB- Suero fetal bovino 

TGF-β- Factor de crecimiento transformante tipo beta 

TIMP- Inhibidor tisular de metaloproteinasas 

WST- Sal de tetrazolio 

α-SMA- αActina de músculo liso 

β-gal- β-galactosidasa 

μg -  m ic rogramos  

μ l -  m ic ro l i t ro  

μM -  m ic romo la r  
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Apéndice 1. 

 

Sondas Taqman. Applied Biosystem: 

GEN No. Identificación Fluorocromo 

18S Hs99999901_s1 FAM 

Col1α 1 Hs00164004_m1 FAM 

PTEN Hs02621230_s1 VIC 

MMP-7 Hs01042796_m1 FAM 

TIMP-3 Hs00165949_m1 FAM 

TGF-β1 Hs00998133_m1 FAM 

PDGF-A Hs00964426_m1 FAM 

Osteopontina Hs00959010_m1 VIC 

TIMP-1 Hs00171558_m1 FAM 

TIMP-4 Hs00162784_m1 FAM 

α-SMA Hs00909449_m1 FAM 

PDGF-B Hs00966522_m1 FAM 

MMP-1 Hs00899658_m1 FAM 

TIMP-2 Hs00234278_m1 FAM 
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Apéndice 2. 

 

Anticuerpos. 

 

Proteína Casa Comercial No. Catalogo Tipo 

β-Tubulina Sta. Cruz SC-9104 Conejo 

Policlonal 

E-Cadherina Sta. Cruz SC-7870 Conejo 

Policlonal 

P21 Millipore MAB88058 Ratón 

Monoclonal 
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