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Abreviaturas 

µg  Microgramo 

µl  Microlitro 

cDNA  Ácido desoxirribonucleico complementario 

DEPC   Dietilpirocarbonato 

DNA  Ácido desoxirribonucleico  

EPID  Enfermedades pulmonares intersticiales difusas  

FAT1   Hace referencia al nombre de la proteína  

Fat1   Hace referencia al gen 

FPI  Fibrosis pulmonar idiopática  

GAPDH  Gliceraldehído fosfato deshidrogenasa 

INER   Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 

MEC   Matriz extracelular 

MgCl2  Cloruro de Magnesio 

mRNA  Ácido Ribonucleico mensajero 

NH  Neumonitis por Hipersensibilidad 

PBS  Buffer Salino de Fosfatos 

PCR  Reacción en Cadena de la Polimerasa 

RNA  Ácido ribonucleico 

RT-PCR Retrotranscripción-Reacción en Cadena de la Polimerasa 

TGF1  Factor de Crecimiento Transformante b1 
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Introducción. 

Sistema Respiratorio. 

El sistema respiratorio es el encargado de captar el oxígeno del aire e introducirlo 

en la sangre, este intercambio gaseoso se realiza específicamente en los alveolos y 

estos se encuentran en el pulmón; las paredes alveolares están formadas por 

células epiteliales y están cubiertas por una extensa red de capilares sanguíneos. 

El epitelio alveolar está compuesto por diferentes tipos de células: los neumocitos 

tipo I que son células con morfología plana, con un núcleo sobresaliente y los 

neumocitos tipo II que tienen los bordes redondeados y superficie con 

vellosidades; este tipo celular produce el factor surfactante, una mezcla de 

fosfolípidos y proteínas cuya función es reducir la tensión superficial, permitiendo 

así la dilatación y la distención de los alveolos sin peligro de colapsar durante el 

proceso de ventilación, al mismo tiempo que provee humedad a la superficie para 

llevar a cabo un intercambio gaseoso eficiente (1).  

Enfermedades respiratorias 

Existe un grupo amplio y muy heterogéneo de padecimientos que afectan al 

parénquima respiratorio conocidos como enfermedades pulmonares intersticiales 

difusas (EPID). Estos padecimientos afectan no sólo al intersticio pulmonar sino 

también a las unidades alvéolo-capilares, y frecuentemente a las vías aéreas 

pequeñas incluyendo bronquiolos terminales, bronquiolos respiratorios y ductos 

alveolares. 

Se han descrito más de 150 diferentes EPID las cuales varían en etiología, 

mecanismos patogénicos, características histopatológicas y curso clínico, pero se 

agrupan juntas porque comparten rasgos clínicos (disnea de esfuerzo progresiva), 

imagenológicos y funcionales respiratorios (patrón restrictivo con hipoxemia de 

reposo que se exacerba con el ejercicio), así como volúmenes del pulmón 

reducidos y un intercambio gaseoso afectado (2). 
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Las causas más comunes de EPID son la exposición a partículas inorgánicas (sílice, 

asbesto), partículas orgánicas (proteínas de aves, hongos, bacterias termofílicas), 

uso de diversos medicamentos y algunas enfermedades sistémicas como 

sarcoidosis o autoinmunes como la esclerosis sistémica progresiva o artritis como 

ejemplo, hablaré un poco de la neumonitis por hipersensibilidad (3). 

Neumonitis por hipersensibilidad. 

La neumonitis por hipersensibilidad (NH) o alveolitis alérgica extrínseca es un 

síndrome pulmonar complejo de intensidad variable que resulta de la exposición 

continua a partículas orgánicas mencionadas anteriormente. Se caracteriza por la 

presencia de una respuesta inflamatoria monocelular en forma difusa del 

parénquima pulmonar. 

La presentación clínica es heterogénea: la NH se puede presentar en forma aguda 

y crónica, dependiendo, de factores como la intensidad de exposición al antígeno o 

el tipo de respuesta inmune. (4-5). Dadas la gran variabilidad de presentaciones y 

de curso clínico, se han propuesto otras clasificaciones, por ejemplo, la que divide 

a la enfermedad en activa intermitente no progresiva, aguda intermitente 

progresiva y crónica tanto progresiva como no progresiva (6). Sin embargo, la 

clasificación más utilizada es la de presentación aguda, subaguda y crónica. 

La forma aguda se produce generalmente después de la exposición intensa a 

cantidades masivas del antígeno en un corto período de tiempo. Los síntomas y 

signos clínicos aparecen abruptamente al cabo de 4 a 8 horas de la inhalación y se 

caracterizan por disnea intensa, fiebre, y tos, los que habitualmente desaparecen 

en pocos días si no hay nuevo contacto. Esta forma clínica puede ser difícil de 

identificar ya que los síntomas pueden confundirse con una infección bacteriana o 

viral. 

La forma subaguda generalmente ocurre tras inhalaciones continuas pero no 

masivas del agente causal. Los síntomas aparecen de forma insidiosa durante unas 
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semanas y consisten en malestar general, astenia (debilidad o fatiga general), 

pérdida de peso, tos seca y disnea que puede llegar a ser severa con cianosis 

(coloración azul o lívida de la piel) e incluso requerir hospitalización. Es importante 

destacar que la forma subaguda puede evolucionar en un porcentaje variable a la 

forma crónica si el paciente sigue teniendo contacto con el antígeno. 

Finalmente, la forma crónica se caracteriza por disnea de esfuerzo progresiva, tos, 

fatiga y pérdida de peso, con ausencia de episodios agudos. En general ocurre en 

individuos que se encuentran expuestos de manera crónica a la inhalación de 

pequeñas cantidades de antígenos, como por ejemplo, aquellos que tienen en sus 

hogares aves de ornato. En esta fase, la enfermedad es clínicamente indistinguible 

de una fibrosis pulmonar de cualquier otra etiología, en este estadio, la eliminación 

de la exposición al agente causal puede producir la estabilización o una discreta 

mejoría sintomática, pero la mayoría progresa y fallece de la enfermedad en un 

promedio de 5 a 10 años después del diagnóstico (6-7).  

La NH es muy probablemente, resultado de un doble proceso, es decir que, 

además del antígeno inhalado, existen cofactores que facilitan su desarrollo. Sin 

embargo estos factores promotores no han sido identificados. Un gran número de 

individuos están expuestos a factores de riesgo etiológicos pero sólo unos cuantos 

desarrollan la enfermedad, por lo que es evidente que existen factores de riesgo 

independientes que deben de estar implicados. Debido a esto, la NH debe 

considerarse como una enfermedad multifactorial, resultado del efecto de la 

exposición a partículas orgánicas así como a otros factores ambientales o del 

huésped y a la susceptibilidad genética. (8). 

En México la causa más frecuente de esta enfermedad se relaciona con la 

exposición a diferentes tipos de aves. El padecimiento parece ser frecuente y 

aunque la magnitud del problema en el país no se conoce con precisión, en el 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias se atienden en promedio 70 a 80 

casos nuevos por año, y se reciben solicitudes de interconsulta adicional de un 
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número similar de pacientes (6). De manera relevante, los pacientes con NH aguda 

o subaguda generalmente responden al manejo terapéutico mientras que los 

pacientes con NH en su forma crónica, evolucionan frecuentemente con una 

destrucción irreversible del pulmón por fibrosis. 

Debido a que el pronóstico difiere en las distintas formas de NH, el hacer un 

diagnóstico preciso es de suma importancia. En general los cambios observados 

por histopatología son similares, independientemente del antígeno causal de la NH, 

pero dependiendo de la cronicidad de la misma se encuentran algunas diferencias. 

En las formas agudas estos datos son poco precisos, ya que rara vez se realiza una 

biopsia quirúrgica; en cambio, en las formas subagudas los rasgos patológicos 

están bien definidos y son ampliamente conocidos. En su forma clásica 

encontramos un discreto infiltrado inflamatorio intersticial crónico, el cual se 

encuentra centrado a la vía aérea e involucra la pared bronquiolar (9). Hasta en el 

70% de los casos se hallan en forma aislada células gigantes intersticiales o 

granulomas pobremente formados, aunque su ausencia no debe alterar el 

diagnóstico de la misma (10). En algunas ocasiones, se llega a observar una 

distribución mucho más homogénea del infiltrado inflamatorio intersticial. 

Los rasgos histológicos de la NH están dados en general por la presencia de 

bronquiolitis, alveolitis linfocítica y granulomas mal formados; (11) los granulomas 

se caracterizan por un prominente infiltrado linfocitario a nivel intersticial que con 

frecuencia es en parches, y que usualmente se inicia cerca del bronquiolo terminal 

y se extiende hacia el parénquima pulmonar, lo que representa una inflamación 

pulmonar bronquiolocéntrica, la que en las formas agudas de NH nos dará una 

bronquiolitis de tipo proliferativo endobronquial, mientras que la persistencia del 

proceso inflamatorio bronquiolar y peribronquiolar en los casos crónicos se asocia 

con fibrosis de proporciones variables dando así una bronquiolitis de tipo 

constrictivo (12-13). 
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Fibrosis pulmonar idiopática. 

Otro ejemplo de EPID es la fibrosis pulmonar idiopática (FPI) la cual es el resultado 

final de un grupo diverso de desórdenes pulmonares conocidos como 

enfermedades pulmonares intersticiales o neumonías intersticiales idiopáticas; la 

fibrosis resulta del daño crónico al parénquima pulmonar y se caracteriza por la 

acumulación excesiva de matriz extracelular (MEC), principalmente colágena 

fibrilar (14). Es una enfermedad crónica, progresiva y frecuentemente letal de 

etiología desconocida, que parece surgir de la interacción entre factores genéticos 

y ambientales antes mencionados. 

La FPI es el desorden pulmonar fibrótico más agresivo, incluso cuando no hay 

complicaciones adicionales la mayoría de los pacientes sobrevive entre dos y cinco 

años después de que se confirmó la enfermedad y se encuentran generalmente 

entre los 50 y 70 años de edad al momento en el que se presenta. De estos, cerca 

de dos terceras partes son mayores de 60 años de edad. Se estima que la 

incidencia de esta enfermedad es de 7 en mujeres y de 10 en hombres por cada 

100,000 habitantes. Además la incidencia, prevalencia y tasa de muerte se 

incrementan con la edad. 

A diferencia de cualquier fibrosis que aparece después de un proceso inflamatorio, 

la hipótesis vigente señala que en la FPI existe un daño al epitelio alveolar, 

seguido de la producción de mensajeros químicos profibrosantes, que tratan de 

conducir  un proceso de reparación pero que por razones aún no esclarecidas, 

nunca se resuelve y sobreviene la fibrosis. 

Para realizar un diagnóstico definitivo de la enfermedad se realiza una tomografía 

de alta resolución de los pulmones, en donde se revela la presencia de una zona 

de fibrosis alternada con áreas de tejido pulmonar normal. Se caracteriza 

principalmente por: a) la activación de fibroblastos dependiente de epitelio, 

provocando la migración y proliferación de fibroblastos y miofibroblastos, ambos 

conforman agrupamientos particulares, b) células contráctiles que tienen 
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características tanto de fibroblastos como de células de músculo liso (15), c) un 

aumento en la síntesis y activación de citocinas fibrogénicas (TGF-β, TNF-α, PDGF 

e IGF, entre otros), d) un depósito exagerado de moléculas de matriz extracelular 

que trae como consecuencia la desorganización de la arquitectura del parénquima 

pulmonar (16),  y e) la ausencia de la reparación epitelial por parte de neumocitos 

tipo I, además de un metabolismo alterado de la MEC. (3, 17-18). 

La causa del daño epitelial es desconocida; es probable que no se trate de un 

mecanismo único, sino de una combinación de daños que potencialmente 

contribuyan al desarrollo de la enfermedad. 

Los fibroblastos son el tipo celular más abundante en los tejidos conjuntivos no 

cartilaginosos y participan en su fisiopatología. Lo hacen activamente en la 

producción y remodelación de la matriz extracelular y se encargan principalmente 

de la producción de colágena, esencialmente los tipos I y III, fibras elásticas, 

proteoglicanos, fibronectina y otras glicoproteínas. Las células epiteliales no solo 

sintetizan numerosos factores que favorecen el desarrollo de la fibrosis, muchos 

autores sugieren que son capaces de transformarse en fibroblastos, mediante un 

complejo proceso que ocurre en el desarrollo embriológico conocido como 

transición epitelio-mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés), implicando la 

capacidad migratoria, resistencia a la apoptosis, incremento de matriz extracelular 

y la evidente degradación de la membrana basal. Este proceso biológico que es 

fundamental durante el desarrollo embrionario tiene consecuencias adversas en la 

vida adulta ya que aumenta exageradamente el número de fibroblastos en el tejido 

dónde ocurre. (14). Debido a la complejidad de los procesos que ocurren en la FPI 

y para conocer de manera global que moléculas se encuentran reguladas 

diferencialmente, se han abordado diferentes estrategias. Una de ellas fue el 

estudio de expresión múltiple realizado por Selman M. y colaboradores (14), en el 

cual se identificó que el mRNA de un gran grupo de genes que se encuentra 

expresado diferencialmente en FPI con respecto a pulmones controles. 

Curiosamente, muchos de esos genes son muy expresados en etapas tempranas 
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del desarrollo embrionario y son genes que regulan (en muchos casos) la 

morfogénesis, la proliferación y la migración celular (14), uno de esos genes es 

Fat1. 

Cadherinas.  

El desarrollo correcto de organismos multicelulares es dependiente de los 

contactos célula—célula. Por ello, cuando las proteínas involucradas en este 

proceso son reguladas de manera aberrante, ya sea temporal o espacialmente, 

resulta en patologías celulares, incluyendo cáncer, enfermedades autoinmunes, de 

riñón y enfermedades metabólicas. 

En los años 70s, Takeichi (19), demostró que las proteínas con unión a iones de 

calcio eran esenciales para los procesos de adhesión celular. Estas proteínas de 

unión a calcio fueron referidas posteriormente como adherinas dependientes de 

calcio o cadherinas. 

Las cadherinas son las principales moléculas que forman parte de las moléculas de 

adhesión celular (CAM), son glicoproteínas transmembranales y son responsables 

de la adhesión célula-célula dependiente de Ca2+ en tejidos de vertebrados, las 

cadherinas son una superfamilia que está relacionada con funciones de 

reconocimiento celular (20). 

En vertebrados, generalmente se considera a seis subfamilias que incluyen a las 

cadherinas clásicas tipo I y tipo II (Tabla 1), cadherinas con siete inserciones 

transmembranales y cadherinas Fat. 
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Cadherinas clásicas 

 Cadherina E En muchos tipos de epitelios. 

 Cadherina N En células musculares, nerviosas y de 

cristalino. 

 Cadherina P En placenta y epidermis. 

Cadherinas no clásicas 

 Cadherinas de los desmosomas Desmogleina y desmocolina 

 Protocadherinas Más de 50 tipos distintos entre ellos 

FAT, FAT2, FAT4 

 Cadherina T No tiene función de adhesión. 

Tabla 1. Subfamilias de Cadherinas. 

Subfamilia Fat. 

El nombre de la familia de genes Fat se originó de los fenotipos mutantes de 

Drosophila. Comprender las funciones de las cadherinas Fat ha sido un reto, en 

parte debido al tamaño extremadamente largo de los transcritos del mRNA de las 

cadherinas Fat y por ende, al tamaño de las proteínas. 

Los miembros de la subfamilia FAT son estructuralmente conservados desde las 

moscas hasta los vertebrados. Drosophila tiene dos genes miembros de esta 

familia, fat (ft) y fat2 (ft2) (también conocido como Kugelei o tipo Fat). En 

vertebrados el número se expande a cuatro genes, e incluye a Fat1, Fat2, Fat3 y 

Fat4. El análisis de secuencias génicas de las cuatro cadherinas Fat de vertebrados 

y sus ortólogos en moscas sugiere que Ft es estructuralmente similar a Fat4, 

mientras que Ft2 es el ortólogo en mamíferos de Fat1, Fat2 y Fat3. De estos tres 

miembros Fat de vertebrados, Fat1 y Fat3 son más semejantes entre ellos 

mientras que Fat2 es considerado filogenéticamente único. 
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Fat1. 

De la subfamilia FAT mencionada anteriormente, Fat1 es un gen perteneciente a 

esa subfamilia y evidentemente  a la superfamilia de las Cadherinas. Es un gen 

ortólogo (en Drosophila codifica para una proteína con actividad supresora de 

tumores) (21).  

El gen humano Fat1 fue clonado en 1995 en una línea celular leucemia-T, tiene 27 

exones localizados sobre el cromosoma 4q34-35, con 395 pares de bases. (22).  

Figura 1. Estructura de FAT en diferentes vertebrados (Drosophila, Humano y Rata). 

La localización de Fat1 por hibridación in situ de tejidos humanos reveló niveles 

altos del transcrito en epitelios fetales y sugirió una función en la biología del 

desarrollo como se puede observar en la tabla 2 (22). La subsecuente clonación y 

análisis del gen de ratón mostró que la expresión fue iniciada en la pre- 

implantación de los embriones cuando las células comienzan a compactarse. 

También se encontró localización prominente post-implantación dentro de las 

regiones craneales, así como en los primordios de las extremidades, somitas y 

tubo neural. Esta expresión fue sub-regulada cuando las células ya no se dividieron 

(23). 

En adultos se tiene menos información, aunque en general, su expresión es sub-

regulada o ausente después de la organogénesis y la diferenciación terminal. El 

análisis de los tejidos humanos adultos también mostró comparativamente, bajos 

niveles del transcrito en algunos epitelios. Sin embargo, hay reportes que indican 
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que la expresión de Fat1 es reducida en riñón de mamífero adulto, pero se 

mantiene cierto nivel de expresión por lo que podría funcionar en el desarrollo y 

mantenimiento de este órgano (22). 

No existe información sobre la unión de ligandos extracelulares para FAT1 de 

vertebrados. En contraste a la ausencia de información de las interacciones con el 

dominio extracelular, los datos indican que  la cola citoplásmica de FAT1 puede 

actuar por sí misma como un componente de señalización, utilizando una proteína 

quimera compuesta de los dominios transmembranal y citoplásmico de Fat1 

humana, fusionados con el dominio extracelular de E-cadherina. Magg y 

colaboradores mostraron que la cola citoplásmica de Fat1 fue cortada 

proteolíticamente por el complejo enzimático de secretasa gamma. La cola 

citoplasmática pudo ingresar al núcleo por una señal de localización nuclear que 

posee, aunque la función del corte del dominio citoplásmico de FAT1 y su 

translocación nuclear no ha sido monitoreada, sugiere que el dominio citoplásmico 

podría tener un papel directo en la regulación de la transcripción (24). 

Tabla 2. Resultados de hibridación de FAT in situ (22). 

 La función mejor atribuida a FAT1 es la migración celular, la polaridad y la 

interacción célula-célula. FAT1 interactúa con las proteínas Ena/VASP; La familia de 

proteínas Ena/VASP se cree que desempeñan un papel importante en la 

vinculación de las vías de señalización a la remodelación del citoesqueleto de 

actina, también está implicada en la motilidad celular. La migración celular requiere 

regulación coordinada de protuberancias celulares, célula-matriz o de adhesión 

célula-célula, fuerzas de contracción y desprendimiento posterior (25). En los 
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fibroblastos, las proteínas Ena/VASP regulan el paso de protrusión de la motilidad 

mediante el control de la geometría de las redes de actina dentro de lamelipodios 

(26).  

Dichas proteínas también están implicadas en muchos otros procesos de actina-

dependiente, incluyendo guía de axones, cierre del tubo neural, la atenuación de la 

agregación plaquetaria, la activación de células T, la fagocitosis, la adhesión célula-

célula y el movimiento intracelular de la bacteria patógena Listeria (27).  

En 2003 Ciani L y col. diseñaron el ratón KO de Fat1 y se dieron cuenta que los 

ratones morían dentro de las 48 horas después del nacimiento, esto se debe a una 

falla en la unión de los podocitos en el riñón. En adición a la falla del riñón 

neonatal, las crías del KO Fat1 también mostraron en varios casos, defectos 

severos de la línea media, incluyendo holoprosencefalia, microftalmia, anoftalmia y 

en casos raros ciclopía. Estos defectos del desarrollo severos en el sistema 

nervioso central, son consistentes con la alta expresión de Fat1 vista en el 

neuroepitelio. La penetrancia incompleta fue tomada por los autores como el 

resultado de una compensación parcial por otros miembros Fat. Estos hallazgos 

sugieren que FAT1 tiene una función fundamental dentro del desarrollo del 

Sistema Nervioso Central y el riñón. No debería sorprendernos que se encuentre 

implicada en otras anomalías del desarrollo (22). 

Por otro lado se ha encontrado que la cola citoplásmica de FAT1 humana une a 

miembros de la familia homer, específicamente a HOMER-1 y HOMER-3. Las 

proteínas de la familia Homer son proteínas de andamiaje y muestran distribución 

tisular realizando papeles específicos en señalización del sistema inmune y el 

desarrollo así como el mantenimiento del sistema nervioso, es por esto que si se 

alteran las interacciones FAT1-HOMER se pueden explicar la penetrancia parcial de 

los fenotipos de sistema nervioso central observados en el ratón KO de Fat1 (22). 

Un segundo mecanismo por el cual FAT1 puede regular la migración celular es vía 

la unión del represor transcripcional Atrofina. La interacción fue reconocida 
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primero en Drosophila donde Ft mostró interactuar con Atrofina con efectos 

funcionales sobre la polaridad celular y funciones similares se mantienen en células 

vasculares de músculo liso por FAT1 en mamíferos (23). 

Finalmente, la ausencia de FAT1 llevó a la pérdida de polaridad celular y a una 

cicatrización desorganizada en ensayos de herida; en 2006 Hou R. y colaboradores 

comprobaron que el efecto de la disminución de la expresión de Fat1 es que 

disminuye la migración de células de músculo liso a través de experimentos de 

herida ya que el silenciamiento con RNA de interferencia para apagar la expresión 

de Fat1, provoca un retardo en la migración celular de Células de músculo liso 

(21). 

Además de regular la migración celular, se postula que FAT1 podría iniciar las vías 

de señalización de Wnt e Hippo, vía interacciones con beta catenina y scribble, 

respectivamente (28). La primera hipótesis fue que FAT1 podía potenciar la unión 

de beta catenina y así regular la vía de señalización de Wnt basada en la presencia 

del motivo concenso (FC1/FC2) comúnmente encontrado en el sitio de unión de 

beta catenina en cadherinas clásicas. Esta interacción fue confirmada 

posteriormente en estudios en donde se observó incremento en la expresión de 

Fat1 después del daño a la arteria carótida en rata, en este estudio el 

silenciamiento de Fat1 limitó el crecimiento, pero promovió la migración de las 

células vasculares de músculo liso después del daño arterial, mientras que la 

sobre-expresión de Fat1 resultó en sub-regulación de ciclina D1, un conocido 

promotor del ciclo celular blanco de la transcripción génica de beta catenina (28). 
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Justificación. 

A la fecha, los datos de expresión múltiple no se han corroborado ni se conoce la 

localización y probables funciones de esta cadherina en FPI, la cual es una 

enfermedad letal y por ello es conveniente conocer los mecanismos que la originan 

y las causas. Falta mucho por conocer para encontrar las terapias pertinentes que 

permitan dar tratamiento a las personas que padecen FPI. 

Está investigación permitirá inicialmente corroborar el dato obtenido por 

microarreglos utilizando como material biológico tejido de biopsias de pacientes 

con FPI que se obtiene con fines de diagnóstico (donados por el INER) y controles 

(tejido pulmonar sano), mediante la técnica de PCR en tiempo real; posteriormente 

conocer la localización celular de la proteína en cortes histológicos de pulmón 

control y de pacientes con FPI. 
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Hipótesis. 

Fat1 se encontrará sobre-expresada en tejido pulmonar de pacientes con FPI y se 

localizará en las células del epitelio alveolar de pulmones con Fibrosis Pulmonar 

Idiopática. 

 

Objetivo general. 

 

Analizar si la expresión de Fat1 se encuentra sobre-expresada en pulmones con FPI 

con respecto a controles y evaluar la localización celular de la proteína en cortes 

histológicos provenientes de los pacientes. 

 

Objetivos específicos. 

En tejidos: 

a) Corroborar los datos de microarreglos por PCR en tiempo real para FPI, 

tomando como controles: pulmón normal y con NH. 

b) Observar la localización de la proteína en los tejidos de pulmón normal, de 

NH y de FPI. 

En células epiteliales alveolares (línea inmortalizada de neumocitos tipo II, A549). 

c) Analizar el efecto de TGF-1 sobre la expresión de FAT1 en células epiteliales 

alveolares (línea inmortalizada de neumocitos tipo II, A549). 

 

Material y método. 

 

Material biológico. 

Biopsias: Se utilizará el material biológico extraído de biopsias de pacientes con FPI 

y Neumonitis  por Hipersensibilidad (NH), con consentimiento del comité de ética del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) “Ismael Cosío Villegas”. Las 

muestras de pulmón control utilizadas para comparar con la patología fueron RNAs 

comprados comercialmente, por la dificultad que implica obtener biopsias de 
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pulmones sanos. Los cortes histológicos embebidos en parafina, fueron  obtenidos 

de la misma manera. Las células A549 fueron obtenidas de la American Type Cell 

Culture (ATCC). 

 

Búsqueda en Bases de Daos. 

 

Se revisó la base de datos GEN EXPRESION OMNIBUS (GEO) NCBI, de donde se 

obtuvieron y se analizaron los archivos encontrados, con la finalidad de corroborar 

los datos obtenidos en el ensayo de microarreglos,  

 

Extracción de RNA. 

  

Se utilizó la técnica de extracción con el reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad CA); 

en la que brevemente: a 50mg de tejido se le agregó 1ml de TRIzol, se homogenizó 

y se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. Se le agregó 200ml de 

cloroformo y se agitó vigorosamente. Posteriormente se centrifugó a 10000 rpm a 

4°C durante 15 minutos, en este paso se vieron las 3 fases de la solución. Se extrajo 

la fase acuosa que pertenece al RNA 400µl y se trasladó a un tubo previamente 

preparado con 500µl de isopropanol, se congeló por una noche, posteriormente se 

descongeló y centrifugó a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se retiró todo el 

isopropanol para dejar la pastilla del RNA y se agregó 1ml de etanol al 75%, se 

mezcló y nuevamente se centrifugó ahora a 7500rpm por 5 minutos a 4°C. Se dejó 

secar, se resuspendió con 35µl de agua DEPC (dietilpirocarbonato) al 0.1%  y se 

congeló por una noche. 

 

Cuantificación de RNA. 

 

Se descongeló la muestra y se mezcló en un agitador (vortex) e inmediatamente se 

colocó en hielo. El RNA fue cuantificado en un NanoDrop (ThermoScientific, 

Wilmington, DE), el cual previamente se limpió, se colocó 1µl de la mezcla de RNA y 
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se contabilizó con el programa NanoDrop 2000. 

El coeficiente de extinción del RNA es de 40.0 y la máxima absorbancia de los ácidos 

nucleicos ocurre a una longitud de onda de 260nm, por lo que la concentración se 

calculó con la siguiente fórmula (29): 

 

                         [RNA] µg/µl = (A260 x dilución x 40) / 1000 

 

Tratamiento con DNasa. 

 

Se utilizó 1µg de RNA, se le agregó 7µl de agua dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1% 

como inhibidor de la actividad de RNAsas, después se agregó 1µl de buffer de 

DNasa 10x (invitrogen) y 1µl de DNasa 1U/µl (invitrogen), se incubó a temperatura 

ambiente por 15min, pasado el tiempo se le agregó 1µl de EDTA 25mM. Se incubó 

la muestra a 65°C por 10 minutos para desnaturalizar la DNasa. Posteriormente se 

le agregó 1.5µl de agua DEPC al 0.1%  para tener 12.5µl y seguir con la técnica del 

RT-PCR. 

 

Síntesis del cDNA. 

 

Se usó el RT-for-PCR Kit (Clontech, Mountain View CA), siguiendo las indicaciones 

del proveedor: Se descongeló la muestra y se colocó rápidamente en hielo, se le 

agregó 1.5µl de agua DEPC y 1µl de hexámeros al azar 20 pmol (Kit Clontech), se 

incubó dos minutos a 70°C en termociclador BioRad CFX96 y antes de que bajara 

 la temperatura se colocó en hielo, posteriormente se le agregó la mezcla de 

reacción (Kit Clontech): 
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Reactivo Volumen 

Solución amortiguadora o buffer 5X 4µl 

dNTP’s 0.5Mm 1µl 

Inhibidor de RNasas 1u/µl 0.5µl 

Transcriptasa Reversa 200u/µl RNA 1µl 

Total 6.5µl 

Tabla 3. Mezcla de reactivos para la síntesis del cDNA. 

 

Se mezcló con la micropipeta y se llevó nuevamente al termociclador BioRad CFX96: 

42°C por una hora y 94°C por cinco minutos. Finalmente se agregó 80µl de agua 

DEPC al 0.1% para tener una concentración teórica final de cDNA 10ng/µl, para 

corroborar que se haya obtenido el cDNA, se realizó una PCR de punto final para 

amplificar un gen constitutivo, el de la enzima gliceraldehído fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH), con los siguientes oligonucleótidos específicos: 

 

Sentido 5´CCCCTTCATTGACCTCAACT3´ 

Antisentido   5´TTGTCATGGATGACCTTGGC3´ 

 

La reacción se llevó a cabo con 2µl de cDNA, treinta ciclos de 94°C 20”, 60°C 20” y 

72°C 25”. Para conocer el resultado, los productos se sometieron a electroforesis en 

gel de agarosa al 2%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Página 19 

PCR en tiempo real. 

 

La reacción se llevó a cabo con los siguientes reactivos:  

Mezcla 1x  

Solución amortiguadora para PCR 10X 1.2µl 

MgCl2 50Mm 1.2µl 

dNTP’s 4Mm 1.5µl 

TaqPlatinum (0.6U) 0.15µl 

Sonda TaqMan 20X con 1µl cDNA. 0.5 µl 

Agua DEPC al 0.1% 9.2µl 

cDNA 1µl 

Total 15µl 

Tabla 4. Mezcla de reactivos utilizada para PCR convencional. 

 

Se efectuó por 40 ciclos de dos tiempos 95°C 15” y 55°C 30” en el termociclador Bio 

Rad CFX96 los datos de fluorescencia se analizaron con el software CFX Manager. 

Para el análisis se utilizaron sondas TaqMan (Applied Biosystems) para Fat1 y los 

datos se ajustaron con la expresión del gen constitutivo para rRNA18s, analizando el 

ciclo umbral (Ct) de ambos genes en cada muestra, se realizó el análisis estadístico t 

de Student para observar si hay diferencia entre los grupos. 

 

Inmunohistoquímica. 

 

Los tejidos se desparafinaron en Xilol 30 minutos, se rehidrataron con etanol 

absoluto, al 95% y al 50% cada uno por 5 minutos, se incubaron con agua 

desionizada estéril por 10 minutos. Se incubaron 30 minutos en peróxido de 

hidrogeno al 3% en metanol, para eliminar la peroxidasa endógena (30ml de agua 

+ 270ml de etanol). 
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Se expuso el antígeno poniendo las laminillas en buffer de citratos 0.1M pH6, y 

posteriormente hirviendo en horno de microondas (Samsung), 4 minutos a potencia 

10 (hasta el primer hervor, se paró y se volvió a poner a hervir así hasta que 

trascurrieron los 4 minutos.) y posteriormente se dejó 4 minutos a potencia 3. 

 

Se dejó enfriar a temperatura ambiente por 25 minutos. Se colocó con suero normal 

por 30 minutos, y después se incubó con el suero especifico (el control negativo del 

experimento se dejó con el suero universal), el anticuerpo FAT1 (NBP1-84565, 

Novus Biological) se incubó a una concentración de 7.5µg/ml en una dilución 1:40  a 

4°C toda la noche. 

 

Al día siguiente se enjuagaron las laminillas con Buffer Salino de Fosfatos con 

Tween-20 al 1% dos veces. Se le agregó el segundo anticuerpo secundario 

biotinilado (MultiLink. Universal, BioGenex) se dejó incubar a temperatura ambiente 

por 20 minutos. Se lavó con PBS 1x/1L por 5 minutos, se incubó con estreptavidina 

conjugada con peroxidasa durante 20 minutos. Posteriormente se lavó con PBS 

1x/1L durante 5 minutos. 

 

Se reveló con el kit de Peroxidasa AEC (Biomeda) siguiendo las instrucciones del 

fabricante: (1 gota de cromógeno 1x en 2ml de agua y 0.5ml de buffer del kit). Se 

siguió la reacción hasta que cambió de color, se destiñó con agua. Se realizó tinción  

con hematoxilina para contrastar, por 12 segundos aproximadamente. Se enjuagó 

con agua corriente y posteriormente en bicarbonato 0.05M, finalmente se sumergió 

en agua corriente una vez más. Para proteger la marca en el tejido se usó una gota 

de cristal mount (Biomeda) y se colocó en un horno de secado (J. M. Ortiz) a 50°C, 

aproximadamente 15 minutos. Por último se cubrió con una gota de resina (Clarion 

de Biomeda, Foster City CA) y con el portaobjetos. 
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Cultivo de células epiteliales alveolares (línea inmortalizada de neumocitos tipo 

II, A549), ver apéndice 1. 

Se prepararon 900ml del medio F12K GIBCO, se le agregó 1.176gr de NaHCO3 y 

10ml de antibiótico/antimicótico (GIBCO), se mezcló todo, se agitó y se ajustó el pH 

a 7.35.  

A 450ml se le agregó 50ml de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO) para tener un 

volumen final de 500ml. A los otros 450ml se le agregó 50ml de agua. Se filtraron 

ambos medios y se realizó una prueba de esterilidad: en dos cajas de cultivo se le 

agregaron 5ml de medio y se dejaron en la estufa con 37°C y 5% de CO2. Cuando 

se corroboró que los medios estaban estériles se hizo el cultivo de las células. En 

5ml de medio con suero se agregaron células suspendidas en 1ml de Suero fetal 

bovino con DMSO al 10%. Cuando el cultivo llegó a confluencia, se realizó la 

tripsinización. 

Tripsinización: se eliminó el medio que tiene la caja, se le agregó tripsina 

previamente preparada y pasada por prueba de esterilidad. (15mg de tripsina en 

10ml de tripsina EDTA 1X (presentación comercial de GIBCO). Se ajustó el pH a ojo 

agregando 1 o 2 gotas de NaOH (cambia de color amarillo a rojo) y se filtró con una 

jeringa y un filtro de 22 micras (Millipore). Una vez preparado, se incubó a 37°C por 

1 minuto. Pasado el tiempo se observaron al microscopio las células desprendidas. 

Se dió un ligero golpe para que se desprendieran el resto y se resuspendió para 

pasar la mitad del volumen a dos cajas dejando el sobrante. De esta forma, una 

parte del cultivo se propagó y la otra parte sirvió (una vez obtenido un número 

celular suficiente) para sembrar en placas de seis pozos. Con este propósito se 

utilizó un contador de células (Countess, Invitrogen) y se sembraron 350000 células 

por pozo de 10 cm2. Cuando los pozos tuvieron una confluencia del 90%, se 

estimularon con 5ng/ml de TGF-1. Se incubaron nuevamente 6 horas a 37°C con 

5% de CO2. Una vez terminado el tiempo de estímulo, se realizó el procedimiento de 

RT-PCR explicado anteriormente. 
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Resultados. 

Búsqueda en base de datos. 

Se obtuvieron datos de dos experimentos de microarreglos, para comparar la 

expresión de Fat1 en tejidos con fibrosis pulmonar idiopática contra tejidos control, 

la tendencia sugiere que Fat1 está sobre expresada en pulmones con FPI. A 

continuación se muestran las gráficas obtenidas de la base de datos GEO tanto 

para el archivo GDS1252 como para el archivo GDS4279 los valores se muestran 

en el apéndice 2. En ambos casos se puede apreciar que la señal en FPI se 

encuentra incrementada comparada con el control aunque, el análisis de t de 

Student muestra que con los datos del archivo GDS4279 se obtuvo diferencia 

significativa entre los grupos (Figuras 2 y 3). 

 

Figura 2. Gráfica realizada con los datos del archivo GDS1252 / 135,2 / Fat1 (GEO), en el que se 

compara la expresión para Fat1 en controles comparados con fibrosis pulmonar idiopática. Promedio 

pulmón normal 2.541428, pulmón con FPI 4.3423536. Desviación estándar pulmón normal 

3.16855379, pulmón con FPI 3.03855113. En la t de Student se obtuvo una p= 0.16 
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Figura 3. Gráfica realizada con los datos del archivo GDS4279 / 135,2 / Fat1 (GEO), en el que se 

compara la expresión para Fat1 en controles comparados con fibrosis pulmonar idiopática. Promedio 

pulmón normal 1.219808909, pulmón con FPI 2.4341. Desviación estándar pulmón normal 

0.318021772, pulmón con FPI 0.415977198. En la t de Student se obtuvo una p= 7.09E-08. 

 

Validación por PCR de punto final. 

Como ya se mencionó en la metodología se realizó la reacción de transcripción 

Reversa para obtener el cDNA. Para verificar que la reacción fuera exitosa, se 

realizó una PCR convencional para amplificar el gen constitutivo GAPDH. En todos 

los casos el gen amplificó específicamente, correspondiendo al tamaño del 

producto esperado (395 pb), lo cual significa que la síntesis de cDNA fue exitosa. 

En la Fig. 4 se muestra el resultado para un par de muestras. 
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa teñido con bromuro de etidio para observar productos de 

PCR. El primer carril corresponde al marcador X174 RF DNA, en el segundo y tercero es cDNA de 

tejido pulmonar de pacientes con FPI. El cuarto carril es un control negativo de la reacción. 

 

Comparación de muestras  de FPI versus controles, por PCR en tiempo 

real.  

Una vez que se obtuvo el cDNA de las muestras, se realizó la reacción de PCR en 

tiempo real con las condiciones y concentraciones antes descritas. Los parámetros 

de la amplificación fueron semejantes tanto para el gen de interés como para el 

gen constitutivo rRNA 18s. Se utilizaron los valores de ciclo umbral (Ct) para 

realizar la cuantificación; primero se obtuvo la diferencia entre el Ct de Fat1 y el Ct 

de 18s (Ct), posteriormente, el resultado se sustituyó en la fórmula 2e-Ct (30). 

Los resultados se muestran en la tabla 4. De acuerdo a lo reportado por el grupo 

de Edwards D (31), al utilizar un valor teórico de 10 ng/l, la amplificación de Fat1 

corresponde a una expresión moderada (figura 7). Con los resultados de la tabla 4, 

se elaboró una gráfica comparativa que permite observar los datos de una manera 

más clara. En ellos se puede apreciar que en el grupo de FPI existe una tendencia 

a expresar Fat1 en mayor cantidad al comparar con el grupo control. Este 
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resultado sumado a los obtenidos en la base de datos nos sugiere una vez más 

que efectivamente Fat1 es una molécula sobre-expresada en FPI. 

                           

Tabla 4. Valores de Ct obtenidos para Fat1 y el gen constitutivo rRNA18s. Estos valores fueron 

sustituidos en la fórmula 2e-Ct y el resultado se muestra en la última columna.  

 

Figura 5. Expresión génica de Fat1/FAM en pulmones normales y con fibrosis pulmonar idiopática. 

La barra horizontal corresponde a la media de los valores de cada grupo 18 en control y 28  en FPI, 

desviación estándar 2.1234 en control y 1.4297 en FPI, en la t de Student se obtuvo p= 0.49. 
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Se sintetizó un microgramo de RNA total y se diluyó en 100 ml de agua. Partiendo 

de una muestra teórica de 10 ng/µl: 

 

Figura 6. Análisis de expresión, FAT1 tiene un promedio Ct de 31.811, es decir se muestra como un gen 

con expresión moderada en pulmón (31). 

 

Comparación de muestras de FPI y controles versus Neumonitis por 

hipersensibilidad, por PCR en tiempo real. 

Debido a que el experimento que sugirió inicialmente la sobre-expresión de Fat1 

en FPI fue realizado comparando a estos pacientes con los de otra entidad 

patológica que es distinta (neumonitis por hipersensibilidad), se hizo un nuevo 

experimento en donde se incluyeron muestras de este grupo para realizar 

nuevamente la comparación. Los resultados se muestran en la tabla 5 y se 

procesaron de la misma manera que en el experimento anterior. 
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Tabla 5. Expresión de FAT1 en Fibrosis Pulmonar Idiopática, Neumonitis Idiopática versus controles por 

PCR en tiempo real. 

Es importante mencionar que no se tomó en cuenta el control C4 ya que 

sobrepasó los valores obtenidos en el resto de las muestras. Los resultados 

corroboran el resultado anterior y muestran ser estadísticamente significativos (T-

Student) e indican que Fat1 en FPI se encuentra expresada mayormente 

comparando contra pulmón normal y contra neumonitis por hipersensibilidad. 
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Figura 7. Expresión génica de Fat1 en pulmones normales, con fibrosis pulmonar idiopática y 

neumonitis por hipersensibilidad. La barra horizontal corresponde a la media de los valores de cada 

grupo 15.5 en control, 53  en FPI y 31.33 en NH, desviación estándar 1.20208153 en control, 

7.73363864 en NH y 11.072639 en FPI, en la t de Student se obtuvo p= 0.00670815 de los tres 

grupos, comparación en parejas Control vs NH p=0.057574, NH vs FPI p=0.030622, FPI vs Control 

p=0.006139. 

Localización celular por inmunohistoquímica. 

Una vez que el resultado de microarreglos fue corroborado con un ensayo más fino 

como lo es el PCR en tiempo real, surgió la duda ¿Qué tipos celulares pueden estar 

produciendo FAT1 en FPI? Para responder este cuestionamiento, se realizó el 

ensayo de Inmunohistoquímica, utilizando el anticuerpo contra FAT1 en 

concentración 7.5µg/ml con una dilución 1:40. El tiempo de revelado no excedió 

de los 6 minutos. Como se esperaba debido a los antecedentes, en los cortes 

histológicos de pacientes con FPI se encontró tinción positiva en células del epitelio 

alveolar. En la figura 9 se muestra de manera representativa uno de los casos de 

FPI y la tinción se puede apreciar en la parte basal de las células epiteliales, en 
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este caso es epitelio bronquiolar. En la figura 10, además del epitelio bronquiolar 

se puede apreciar la señal en el epitelio alveolar metaplásico e hiperplásico. En el 

caso de NH (figura 11), la señal se puede apreciar también en epitelios alveolares 

bronquiolares. En el caso de los pulmones normales, estos no mostraron tinción 

positiva. Es importante mencionar que en todos los casos se utilizó un control 

negativo de la técnica. Se muestra una imagen representativa en la figura 12. 

Figura 8. Inmunohistoquímica de pulmones de pacientes con FPI, A 20X, B y C 40X, en los tres 

casos se ve la tinción positiva en células epiteliales.  
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Figura 9. Inmunohistoquímica de pulmones de pacientes con FPI Muestra 3. A, B 20X y C 40X, se 

logra ver la tinción positiva en epitelios hiperplásicos y metaplásicos.  
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Figura 10. Inmunohistoquímica de pulmones de pacientes con NH Muestra 1. A, B y C 40X. 
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Figura 11. Inmunohistoquímica de pulmones de pacientes con A) Neumonitis por 

Hipersensibilidad, B) Pulmón control, C) control negativo. 40X. 

 

Expresión de Fat1 en células A549. 

Posterior a los resultados que arrojó la inmunohistoquímica, y debido a que la 

señal positiva fue observada en células epiteliales, se realizó un experimento, en el 

cual se trataron por 6 horas a las células de epitelio alveolar (A549) con 5ng /l de 

TGF1 que es un factor de crecimiento relevante en la FPI, ya que en la mayoría 

de las células es un inhibidor del crecimiento porque promueve la expresión de 

inhibidores del ciclo celular, pero además en FPI es un agente fibrogénico 

importante que estimula la quimiotaxis hacia los fibroblastos y aumenta la 

expresión de colágena, fibronectina y proteoglicanos (32). Los resultados se 

muestran en la tabla 5. De manera interesante, al graficar los valores se puede 
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observar que la expresión de Fat1 en las células tratadas se incrementa, por lo que 

se puede decir que el TGF1 podría tener una influencia en la expresión de esta 

cadherina gigante. 

 

Tabla 6. Expresión de Fat1 en células A549. 

 

Figura 12. Expresión de Fat1 en células A549 tratadas con  TGF-1 con desviación estándar 

1.09 en control y 1.14 en TGF-1, en la t de Student se obtuvo p= 0.078.  
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Discusión. 

La fibrosis pulmonar idiopática es una enfermedad crónica y letal. Los procesos 

celulares y moleculares que participan en la aparición y progresión de esta 

enfermedad, aún no se conocen con precisión y permanecen en constante estudio. 

(16). En un esfuerzo por entender los mecanismos patogénicos de la enfermedad, 

se propone que en la FPI el daño en el epitelio pulmonar podría desencadenar la 

proliferación, migración y diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos (14). Los 

neumocitos tipo I mueren en el mismo microambiente y los neumocitos tipo II 

tratan de cubrir el daño (una característica relevante de la FPI es la presencia en 

gran número de epitelios hiperplásicos e hipertróficos los cuales podrían estar 

constituidos por neumocitos tipo II) (2). La conducta celular en el pulmón con FPI 

se modifica pero es importante conocer que genes pueden estar involucrados en el 

proceso. En un intento por resolver esta cuestión, Selman M y cols. (3) realizaron 

un análisis de expresión múltiple en el cual se compararon pulmones de pacientes 

con FPI versus controles (neumonitis por hipersensibilidad la cual es una entidad 

patológica diferente), mostrando a un grupo de genes sobre-expresados en FPI. 

En un análisis posterior con los resultados obtenidos, se reportó a un gran grupo 

de genes como asociados a la función de desarrollo pulmonar (4), La expresión 

sostenida de este grupo de genes podría indicar un cambio aberrante en el 

fenotipo celular. Ante estos resultados y por ser la FPI una enfermedad en la que 

se postula un daño epitelial inicial, se decidió considerar a FAT1 para su estudio, la 

cual es una de las moléculas asociadas al desarrollo que se encuentra sobre-

expresada en la patología en cuestión. 

Es una ventaja obtener los datos de microarreglos de una base de datos pública, 

ya que esto hizo posible considerar que Fat1 está sobre expresada en pulmones 

con FPI contra tejidos de NH; sin embargo, los resultados del estudio por 

microarreglos se deben corroborar utilizando la técnica de PCR en tiempo real, ya 

que para un solo gen es un estudio más fino. Para que este ensayo se realizara 
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con la mayor certeza posible, se verificó que la reacción de transcripción reversa 

para obtener el cDNA fuera exitosa por medio de una PCR de punto final. 

Con la PCR en tiempo real se compararon las muestras de FPI contra controles, 

para poder graficar los resultados se sustituyeron con la fórmula 2e-Ct*1000000 

(30). En la gráfica presentada en la figura 5, se puede observar una tendencia a  

sobre-expresarse de Fat1 en FPI comparando con los tejidos control, y este es un 

dato que nos sugiere que efectivamente Fat1 puede ser una molécula relevante 

para el desarrollo de FPI. A pesar de esto, se puede observar también que los 

datos están dispersos. Se realizó un análisis estadístico aunque el número de 

muestras es pequeño y no se tiene el mismo número entre los tejidos control y los 

tejidos con FPI. La prueba de T de Student señala que no existen diferencias entre 

pulmón control versus pulmón con FPI. De acuerdo con el análisis de expresión 

hecho por Nuttall RK (31), Fat1 tiene una expresión moderada.  

Debido a que los controles fueron adquiridos de manera comercial y a que el 

ensayo de microarreglos de Selman M. (14) fue comparado contra NH, se realizó 

un segundo experimento en el cual se incluyó un grupo de muestras de 

Neumonitis por hipersensibilidad. La gráfica realizada con los resultados de la PCR 

en tiempo real, nos sugiere la sobreexpresión de Fat1 en pulmones con FPI, no 

solo comparada con neumonitis por hipersensibilidad sino también contra los 

tejidos control, la prueba T de Student  señala que existen diferencias significativas 

al comparar por parejas los grupos. Al hacer este análisis se observó que hay 

diferencia significativa (mayor expresión) en FPI, comparando tanto con NH como 

con controles. 

Una vez que se analizó el ensayo de microarreglos, se realizó la técnica de 

inmunohistoquímica, donde se encontró tinción positiva en células epiteliales, 

mayormente en epitelio bronquiolar, de manera interesante la señal de estas 

células se observa con frecuencia en la parte basal. En 2003 Ciani et al 

demostraron que los ratones KO de Fat1 mueren dentro de las 48 horas de su 
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nacimiento, esto se debe (entre otras cosas) a una falla en la unión de los 

podocitos en el riñón (33). Los autores sugieren que la separación normal de las 

células podría estar mediada por FAT1 y también podría ser que en el epitelio 

bronquiolar FAT1 estuviera ejerciendo una reorganización de este tejido.  

Ahora bien, en dos casos se pudo observar que FAT1 se aprecia en epitelios 

alveolares metaplásicos e hiperplásicos; podría significar que estos epitelios están 

en algún proceso que involucre cambios en la conducta celular, como migración o 

proliferación, y que FAT1 podría participar activamente en el intento de reparación 

del tejido. Recordemos que esta molécula puede interactuar con citoesqueleto vía 

las proteínas de anclaje a filamentos de actina ENA/VASP, regulando la migración o 

bien podría activar algunas vías de señalización como Wnt e Hippo que pueden 

regular la proliferación celular (22, 26). 

Como FAT1 se encuentra expresada en células del epitelio alveolar, se realizó un 

experimento con células A549 tratadas con TGF1 por 6 horas, el cual es un factor 

de crecimiento que se encuentra involucrado en la progresión de la FPI. La 

expresión de Fat1 aumenta en las células que fueron tratadas comparadas con 

controles, esto significaría que el TGF1 podría regular la expresión de Fat1. Este 

hallazgo es importante, ya que no hay ningún dato en la literatura que sugiera 

esta relación; como se menciona en el párrafo anterior, se ha reportado que Fat1 

puede ser regulado por la vía de Wnt, ya que esta vía juega un papel decisivo en 

los procesos de regulación, diferenciación, proliferación y muerte celular (28). La 

desventaja de este experimento es que solo fue un ensayo, pero es probable que 

al incrementar el experimento haciendo un curso temporal, se obtengan datos más 

precisos sobre la regulación del TGF1 en la expresión de Fat1.  

Con estos resultados en conjunto, se puede razonar un panorama hipótetico, 

posiblemente, las células epiteliales expresan FAT1 para que junto con otras 

moléculas intenten reparar el daño al tejido en FPI, participando en procesos de 

señalización y regulando la proliferación y la migración de las células epiteliales. 
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FAT1 podría también modificar el patrón de expresión de los epitelios y alterar la 

conducta de fibroblastos. Sería muy relevante realizar un experimento en tejidos 

donde apenas comenzara la FPI y comparar con lo que tenemos; 

desafortunadamente esto no se puede ya que generalmente se obtienen muestras 

de pacientes cuya enfermedad ya está avanzada.  

Aunque los resultados son muy relevantes, falta por conocer aún más sobre esta 

cadherina en FPI. Estudios que nos permitan sobre-expresar Fat1 serán 

importantes para análisis in vitro. Esto nos ayudará a determinar si FAT1 modifica 

la tasa de proliferación, viabilidad, migración y apoptosis de las células epiteliales 

alveolares, y también saber si su sobre-expresión modifica la síntesis de moléculas 

profibrosantes. También podríamos apagar su expresión y determinar sus efectos 

en la tasa de proliferación y capacidad migratoria. 

Conclusiones. 

• Fat1 está sobre expresada en tejidos con FPI comparados contra NH y 

normal. 

• La localización de Fat1 en FPI es en células epiteliales, principalmente 

epitelio bronquiolar. 

• En células A549 tratadas a 6 horas con TGF1, la expresión de Fat1 se 

incrementa con respecto a su control.  
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APENDICE 1 

Células epiteliales alveolares (línea inmortalizada de neumocitos tipo II, 

A549). 

Las células A549 son células alveolares humanos adenocarcinomas basales 

epiteliales. La línea celular A549 se desarrolló por primera vez en 1972 por D. J. 

Giard, et al. a través de la extracción y cultivo de tejido pulmonar canceroso en el 

tumor extirpado de un varón caucásico de 58 años de edad. Son células 

escamosas y responsables de la difusión de algunas sustancias, tales como agua y 

electrolitos, a través de los alvéolos de los pulmones, crecen como células en 

monocapa. La línea celular epitelial alveolar de humano A549 puede ser cultivada 

adherida o en suspensión en una solución in vitro. 

Otra característica de estas células es que son capaces de sintetizar lecitina y 

contener alto nivel de ácidos grasos insaturados, que son importantes para 

mantener los fosfolípidos de membrana en las células. La línea celular A549 se 

utiliza ampliamente como un modelo in vitro de epitelio pulmonar II de células, para 

el metabolismo de drogas y como anfitrión transfección. 

Estas células se obtuvieron de la compañía American Type Cell Culture (ATCC) con 

número de catálogo CCL-215. 
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APENDICE 2.  

VALORES OBTENIDOS DE LA BASE DE DATOS GEO (NCBI). 

A continuación se muestran las gráficas de los dos los ensayos microarreglos: 

 

Sobre regulación y el papel de la osteopontina profibrótica en la fibrosis 

pulmonar idiopática humana (34). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS1252:135%2C2 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS1252:135%2C2
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Modelo de regresión prueba bayesiana para el diagnóstico de la fibrosis 

pulmonar: prueba de principio (35). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS4279:201579_at 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS4279:201579_at
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