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Resumen 

La fibrosis pulmonar idiopática (FPI) es una enfermedad crónica, progresiva e 

irreversible de causa desconocida, caracterizada por la activación aberrante del 

epitelio bronquioalveolar, la expansión de la población de miofibroblastos con 

acumulación excesiva de matriz extracelular y destrucción del parénquima 

pulmonar. La familia de R-Spondinas (RSPO) comprende un grupo de proteínas 

esenciales para el desarrollo embrionario. De ellas la RSPO2 se expresa 

principalmente en los pulmones y sus mutaciones causan defectos severos en el 

tracto respiratorio.  De manera interesante, RSPO2 participa en la vía canónica de 

WNT, que es una ruta crítica en la patogénesis de FPI. Así entonces, el objetivo 

de este estudio fue examinar la expresión y el posible papel de RSPO2 en esta 

enfermedad. Encontramos que RSPO2 y su receptor LGR6 estaban sobre-

regulados en pulmones de FPI y ambas se localizaron principalmente en 

fibroblastos y células epiteliales. La estimulación de fibroblastos pulmonares 

normales y derivados de FPI con hRSPO2 recombinante resultó en la des-

regulación de numerosos genes, aunque la respuesta transcripcional fue 

esencialmente distinta. En fibroblastos de FPI, la estimulación con RSPO2 indujo 

sobre-expresión o disminución de varios genes involucrados en la vía de WNT 

(principalmente de la señalización no canónica), mientras que tanto en fibroblastos 

obtenidos de pulmones normales como de FPI, RSPO2 modificó la expresión de 

genes implicados en diferentes rutas de señalización, incluyendo ciclo celular y 

apoptosis.  Corroborando los datos de expresión génica, la estimulación de 

fibroblastos normales y de FPI con RSPO2 redujo de manera significativa la 

proliferación celular e indujo la muerte celular. RSPO2 también inhibió la 

producción de colágena e incrementó la expresión de metaloproteasa de matriz 
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(MMP)-1. El silenciamiento de RSPO2 con RNA de horquilla corta indujo los 

efectos opuestos. Los resultados de esta investigación demuestran por primera 

vez que RSPO2 está sobre-expresada en FPI donde parece tener un papel 

antifibrótico.  
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Abstract  

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and irreversible 

disease of unknown etiology, characterized by the aberrant activation of the 

bronchioalveolar epithelium, the expansion of the myofibroblasts population with 

excessive extracellular matrix accumulation, and destruction of the lung 

parenchyma. The R-spondins family (RSPO) comprises a group of proteins 

essential for development. From them, RSPO2 is expressed primarily in the lungs 

and its mutations cause severe defects in the respiratory tract.  Interestingly, 

RSPO2 participates in the canonical WNT pathway, a critical route in the 

pathogenesis of IPF. Thus, the aim of this study was to examine the expression 

and putative role of RSPO2 in this disease. We found that RSPO2 and its receptor 

LGR6 were upregulated in IPF lungs where they localized primarily in fibroblasts 

and epithelial cells. Stimulation of IPF and normal lung fibroblasts with recombinant 

hRSPO2 resulted in the deregulation of numerous genes although the 

transcriptional response was essentially distinct. In IPF fibroblasts, RSPO2 

stimulation induced the up- or down-regulation of several genes involved in the 

WNT pathway (mainly from non-canonical signaling). In both, normal and IPF 

fibroblasts RSPO2 modified the expression of genes implicated in several 

pathways including cell cycle and apoptosis. According with the gene expression, 

the stimulation of normal and IPF fibroblasts with RSPO2 significantly reduced cell 

proliferation and induced cell death. RSPO2 also inhibited collagen production and 

increased the expression of matrix metalloprotease (MMP)-1. Silencing RSPO2 

with short hairpin RNA induced the opposite effects. Our findings demonstrate by 
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the first time that RSPO2 is up-regulated in IPF where it appears to have an 

antifibrotic role. 
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Antecedentes 

Fibrosis Pulmonar Idiopática 

La fibrosis pulmonar idiopática (FPI) es una enfermedad crónica, irreversible, 

habitualmente progresiva y letal de etiología desconocida (1,2). En términos 

generales, aproximadamente la mitad de los pacientes fallece 2 a 3 años después 

del diagnóstico y actualmente no existe ningún tratamiento razonablemente 

efectivo para esta enfermedad. (1). En los últimos años se ha comenzado a usar 

pirfenidona y nintedanib, dos fármacos potencialmente antifibróticos que reducen 

la velocidad de progresión de la FPI (1, 3, 4).  

Aunque la FPI es de etiología desconocida, se ha propuesto que la enfermedad es 

resultado de una compleja interacción de factores genéticos y ambientales (5). En 

este contexto, variantes genéticas asociadas con adhesión celular, mantenimiento 

del largo de los telómeros, y mecanismos de defensa se han asociado a FPI (6). 

Entre los diversos factores ambientales que incrementan el riesgo a desarrollar 

esta enfermedad, el hábito de fumar es el principal de ellos (1, 7, 8). Asimismo, es 

importante destacar que la FPI es una enfermedad asociada con el 

envejecimiento, dado que ocurre en individuos adultos mayores de 50 años y su 

incidencia y prevalencia incrementa considerablemente después de los 60 años de 

edad. A pesar de esta clara asociación, aún no se conocen con precisión los 

mecanismos por los cuales el envejecimiento contribuye en la patogénesis de la 

enfermedad (5,9) aunque varias alteraciones asociadas al envejecimiento, por 

ejemplo, acortamiento de los telómeros, disfunción mitocondrial y senescencia 

celular ocurren exageradamente en estos pacientes, afectando primordialmente a 

las células epiteliales (10, 11, 12, 13). 
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De hecho, se ha propuesto que la FPI se inicia con daño y activación de las 

células del epitelio alveolar que secretan una gran variedad factores que provocan 

la migración y proliferación de fibroblastos y su diferenciación a miofibroblastos en 

los sitios de lesión. Estas células se organizan en pequeños focos de 

fibroblastos/miofibroblastos los cuales son responsables del depósito exagerado 

de moléculas de matriz extracelular lo que trae como consecuencia la 

desorganización de la arquitectura del parénquima pulmonar y la pérdida de las 

unidades de intercambio gaseoso con la consecuente insuficiencia respiratoria 

(2,14). 

Aunque los mecanismos patogénicos que participan en este secuencia no se 

conocen con precisión, diferentes evidencias sugieren que la recapitulación de 

diversas vías de desarrollo embrionario puede desempeñar un papel importante 

(5,6). Así, se ha demostrado que Wingless / int1 (WNT) y otras vías de 

señalización embriológicas están sobreexpresadas en pulmones de FPI, afectando 

principalmente células epiteliales alveolares y fibroblastos (15-20). 

 

Vía de señalización WNT. 

La vía de señalización WNT/β-catenina se encuentra altamente conservada en 

todos los grupos de animales. En humanos, la familia de WNT está constituida por 

19 proteínas de secreción, que se expresan en diferentes etapas durante el 

desarrollo embrionario y que tienen una notable influencia en la polaridad y el 

destino celular. También se ha descrito que en organismos adultos, la vía de 

señalización de WNT está involucrada en homeostasis, mantenimiento de células 

troncales y regeneración de tejidos, y existe evidencia de que su descontrol se 
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relaciona con procesos patológicos como cáncer y diversas enfermedades 

crónicodegenerativas (21). 

Como se ilustra en la figura 1, la vía canónica WNT/β-catenina se activa al 

interactuar el ligando de WNT con su complejo receptor; cuando el ligando de 

WNT no interacciona con este complejo de receptores, β-catenina es fosforilada 

en un complejo formado por APC (Adenomatous polyposis coli), que es la proteína 

encargada del reconocimiento de β-catenina, y Axina. En este complejo, APC 

interactúa con axina y con la participación de dos cinasas de treonina/serina, CK1 

(Casein kinase 1) y GSK3(Glycogen synthase kinase-3 alpha/beta) la β-

catenina es fosforilada y posteriormente reconocida por β-TrCP (beta-transducin 

repeat containing protein) que ubiquitina a β-catenina lo que la lleva a una 

degradación por proteosoma. Cuando esto sucede, Groucho se une en el núcleo 

con el factor de transcripción de células T (TCF) e inhibe la transcripción de genes 

blanco de WNT. Por el contrario, cuando el ligando WNT está presente, se une al 

complejo de receptores de membrana, Frizzled y LRP5/6 (Low-density lipoprotein 

receptor-related protein 5/6) lo que activa la llamada vía canónica. Frizzled 

interacciona con Dishevelled (Dvl) que es una proteína que participa tanto en la 

vía canónica como en la vía no canónica WNT/PCP (Planar cell polarity). La 

función principal de Dvl es transferir la señal de WNT y su receptor con los 

componentes río abajo en la vía de señalización. Cuando WNT se une a su 

complejo de receptores se fosforila Dvl y WNT controla la fosforilación de LRP5/6 

por Gsk3b y Ck1 lo que lleva al acoplamiento de Axina con LRP fosforilada. Este 

acoplamiento permite la estabilización y acumulación de β-catenina en el 

citoplasma, su translocación al núcleo y el desplazamiento de Groucho de su 
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interacción con TCF/Lef (Lymphoid enhancer factor) lo que permite la transcripción 

de genes blanco de WNT (22, 23) (Figura 1). 

 

Figura 1.  Vía canónica de WNT. Panel Izquierdo. Cuando no está presente el ligando WNT, las 

cinasas CK1 y GSK3 fosforilan a -catenina la cual es reconocida por bTrCP, un miembro del 

complejo de ubiquitinación. Una vez que esto ocurre, -catenina es degradada por proteosoma. 

Mientras tanto en el núcleo, la unión de Groucho al factor TCF inhibe la transcripción de genes 

blanco de WNT. Panel Derecho. Cuando WNT se une al complejo de receptores Fzd/LRP la vía 

canónica se activa. En membrana también se encuentra el receptor LGR, al cual se unen los 

miembros de la familia de R-Spondinas, lo cual potencia el efecto de WNT. En la parte interna de la 

membrana Fzd interactúa con Dvl, e induce la fosforilación de LRP mediante CK1 y GSK3 lo que 

regula el acoplamiento de Axina, y su reclutamiento lejos del complejo de destrucción lo que 

permite la estabilización de -catenina y su translocación al núcleo donde desplaza a groucho y 

promueve la transcripción de genes blanco (imagen modificada de  Clevers H). 
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La familia de las R-Spondinas 

 

Existen moléculas agonistas que potencian la vía de señalización de WNT. En 

este sentido, se conoce a las R-Spondinas (RSPO) una familia de proteínas de 

secreción descrita recientemente. Miembros de esta familia desempeñan distintos 

papeles durante el desarrollo embrionario y en diferentes desórdenes patológicos 

tanto del desarrollo como en algunos padecimientos de la vida adulta, incluyendo 

cáncer y enfermedades fibrosantes (24,25). 

En mamíferos se han descrito cuatro miembros (RSPO1-4), todos los cuales 

potencian la vía de señalización WNT/β-catenina. El primer miembro de esta 

familia fue descrito en 2002 (R-Spondin3) y fue descubierto a partir de una librería 

de DNA fetal de cerebro. Esta molécula fue llamada hPWTSR y se describió como 

una proteína con una repetición de trombospondina tipo 1 (26). En 2004 Kamata y 

Katsube describieron a R-Spondin1; este grupo de investigación estaba enfocado 

al estudio del desarrollo embrionario del sistema nervioso central y encontraron un 

gen que se expresaba transitoriamente en el desarrollo de este sistema en un 

modelo murino, específicamente en la lámina plana del tubo neural, y la llamaron 

R-Spondin (Roof plate-especific Spondin) (Figura 2) (27). Los otros dos miembros 

de esta familia (R-Spondin2 y 4) fueron descubiertos en 2004 y 2006, 

respectivamente (28,29). 

Existen muchos indicios de la relación funcional entre los miembros de RSPO y 

WNT. Por ejemplo, cuando se describió RSPO1 se reportó que la expresión del 

gen se redujo significativamente al ser evaluada en un modelo de doble KO de 

WNT1/3a. RSPO2, a la que enfocamos este estudio, fue descubierta en 2004 en 

un análisis de expresión de moduladores de la vía de WNT/β-catenina en Xenopus 
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y en este estudio revelaron que XRSPO2 activaba la señalización de β-catenina y 

potenciaba la actividad de β-catenina mediada por WNT. Además se encontró que 

desempeñaba un papel esencial en el desarrollo embrionario de músculo (28). 

 

Estructura de las R-Spondinas  

Los miembros de esta familia se caracterizan por tener una secuencia señal cerca 

del extremo aminoterminal, dos repeticiones tipo furina y un dominio de 

trombospondina (TSP). Este último dominio hace que esta familia pertenezca a la 

superfamilia de proteínas que contienen repetición trombospondina tipo 1. La 

región carboxilo-terminal presenta aminoácidos cargados positivamente y una 

señal de localización nuclear (27,30). 

 

Figura 2. Estructura primaria de R-Spondina1 

 

Los 4 miembros de esta familia comparten una organización genética de 5 exones 

y una similitud de aminoácidos de entre el 40% y 60%; además, comparten la 

organización de dominios en la estructura proteica (Figura 3) (29). Diversos 

estudios han demostrado la funcionalidad de los dominios en RSPO. En el dominio 

aminoterminal se ha descrito una secuencia señal para su salida de las células y 

sus actividades extracelulares. Pero adicionalmente, se ha encontrado en el 

dominio carboxiterminal una secuencia señal de entrada y localización nuclear. Un 

ensayo en células embrionarias de riñón humano (HeEK293 T) demostró la 

actividad extracelular de R-Spondina2 que potenciaba la respuesta de TCF 
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cuando se coexpresaba con WNT-1, FZD-8 y LRP, sugiriendo que las R-

spondinas pueden mediar efectos de señalización desde la superficie celular. Por 

otro lado, la transfección de R-Spondina1 en células mesenquimatosas derivadas 

de riñón de mono verde  (COS7) mostró su localización en núcleo. Estudios in 

vitro han demostrado que los dominios tipo furina son fundamentales para la 

activación de la vía de señalización de WNT. El dominio TSP se une a heparina y 

también es requerido para esta función dado que se ha demostrado que la pérdida 

de este dominio reduce significativamente la señalización de WNT (31,32). 

 

Figura 3. Arquitectura de los dominios proteicos y localización cromosómica 

de las R-Spondinas humanas. Se representan 3 tipos de dominios: dos 

repeticiones tipo furina, un dominio trombospondina y un dominio rico en 

aminoácidos básicos (imagen tomada de Kim, 2008). 

 

Papel fisiológico de las R-Spondinas durante el desarrollo embrionario.  

Es bien conocido que la vía de señalización de WNT es vital para el correcto 

desarrollo embrionario. En este contexto, estudios de patrones de dinámica de 

expresión de los miembros de RSPO en tejidos embrionarios junto con su 
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habilidad de potenciar la vía de WNT sugieren que los miembros de esta familia 

desempeñan un papel fundamental en desarrollo. De hecho, los 4 miembros de 

RSPO se expresan durante desarrollo embrionario, aunque cada uno de ellos 

tiene patrones únicos de expresión y de función (1,33,34). Específicamente, R-

Spondina2 es necesaria para el desarrollo de extremidades, pulmones y folículos 

pilosos. En los inicios de su desarrollo embrionario, las 4 extremidades muestran 

producción de R-Spondina2 y 3, mientras que en los pulmones se expresa 

exclusivamente R-Spondina2. El papel de este miembro de la familia de RSPO se 

exploró en un modelo de ratón con R-spondin2 mutada (RSPOtg) y en animales 

con inactivación dirigida para este gen (RSPO2-/-). Se observó que los ratones 

con R-Spondina2 mutada desarrollan malformaciones severas en el tracto 

respiratorio e hipoplasia pulmonar, mientras que los ratones deficientes de R-

Spondin2 presentaron problemas en el desarrollo de extremidades, como la 

ausencia de garras y de osificación de los huesos de las. Asimismo, se confirmó 

su relación con la vía de WNT ya que al cruzar ratones RSPO2tg con ratones 

mutantes para LRP6 los efectos patológicos se exacerbaron. Aún más, cuando se 

cruzaron ratones RSPO2tg con ratones reporteros de WNT se observó una 

disminución en la actividad de WNT del epitelio de ramificación en las 

extremidades distales (33,35-37). 

 

Participación de R-Spondina2 en enfermedades crónico-degenerativas. 

En etapas adultas se ha descrito que la desregulación de algunos miembros de la 

familia de RSPO puede estar relacionada con distintas enfermedades. Por 

ejemplo, evidencia experimental ha demostrado que la inducción exagerada de R-

Spondina2 durante una infección con Citrobacter rodentum, bacteria causante de 
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diarrea en ratón, provoca en cepas susceptibles una respuesta proliferativa 

mediada por WNT que afecta a las células de cripta en colon, lo que resulta en la 

generación de epitelio inmaduro y poco diferenciado con deficiencias en 

componentes de transporte de iones (38,39). También se ha reportado que la 

fusión de genes de RSPO 2 y 3 está presente en cáncer colorectal en poblaciones 

tanto norteamericana como japonesa. En este caso, la reducción de RSPO2 

correlaciona con la diferenciación, tamaño tumoral y metástasis, mientras que su 

sobreexpresión suprime la proliferación y tumorigenicidad de esta neoplasia. La 

disminución de RSPO2 parece ser provocada por mecanismos epigenéticos, dado 

que se ha relacionado con la hipermetilación de su promotor (40). 

Por otro lado, en un reporte reciente se encontró que RSPO2 está implicado en la 

proliferación de queratinocitos, así como en la patogénesis de las cicatrices 

queloides que representan procesos fibróticos aberrantes. En este estudio se 

observó un incremento en la expresión y secreción de RSPO2 en cultivos de 

fibroblastos y queratinocitos derivados de lesiones queloides, así como un efecto 

sinérgico de RSPO2 con WNT3 a través de WNT/β-catenina provocando un 

aumento en la proliferación de queratinocitos (41). Otra enfermedad fibrosante en 

la que se ha reportado alteraciones en R-Spondin2 es la enfermedad de 

Dupuytren´s que es una fibromatosis en manos y dedos que provoca la 

contractura progresiva de las manos. En un estudio realizado en 960 personas con 

enfermedad de Dupuytren´s con el objetivo de encontrar marcadores para esta 

enfermedad se encontraron 11 polimorfismos de nucleótidos simples (SNPs) como 

factores de riesgo. Seis de estos polimorfismos se encontraron en genes 

involucrados en la ruta de señalización WNT/β-catenina, incluyendo WNT4, 
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RSPO2, y WNT7b (42). Sin embargo, hasta donde sabemos, no hay estudios que 

aborden esta molécula en enfermedades pulmonares adultas. 

En el contexto de estos hallazgos, planteamos la hipótesis de que RSPO2 podría 

contribuir a la respuesta fibrótica en FPI. Para probar esto, decidimos examinar la 

expresión de RSPO2 y su receptor LGR6 en pulmones y fibroblastos de FPI, y 

evaluar el efecto de RSPO2 en fibroblastos de pulmones humanos normales y de 

FPI. Inesperadamente, encontramos que RSPO2 induce un fenotipo antifibrótico 

en fibroblastos, inhibiendo la proliferación, induciendo la apoptosis y disminuyendo 

la expresión de las moléculas de la matriz extracelular. 
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Objetivo General 

Evaluar la expresión de RSPO2 y su receptor en tejidos y fibroblastos 

provenientes de pacientes con FPI y describir los efectos de esta proteína sobre 

fibroblastos in vitro. 

 

Objetivos Particulares: 

Analizar la expresión y localización de RSPO2 y su receptor en tejidos obtenidos 

de pacientes con FPI y controles. 

Cuantificar la expresión de RSPO2 a nivel de gen y proteína en fibroblastos 

obtenidos de pulmón de pacientes con FPI y controles. 

Analizar el efecto de RSPO2 sobre fibroblastos pulmonares normales y derivados 

de pacientes con fibrosis pulmonar idiopática en: 

Expresión génica global, proliferación, apoptosis, expresión de colágena  y 

metaloproteinasa de matriz 1 (MMP-1)  

Examinar el efecto de la inhibición de RSPO2 en fibroblastos pulmonares 

normales y provenientes de pacientes con FPI  

Evaluar el efecto de RSPO2 en el proceso de transición epitelio-mesénquima en 

células epiteliales pulmonares estimuladas con RSPO2 
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Material y métodos 
 
Obtención de tejidos y células 

Fragmentos de tejidos de biopsia que se realizan para propósitos de diagnóstico y 

fibroblastos extraídos de los mismos, se obtienen en el INER con la aprobación del 

comité de ciencia y bioética, además del consentimiento firmado por los pacientes. 

 

PCR tiempo real 

Para este análisis se extrajo el RNA total de 4 tejidos de FPI y de 4 tejidos de otras 

enfermedades fibrosantes pulmonares (no-FPI) mediante el uso del reactivo 

TRIzolTM (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY). El RNA de pulmones 

control se obtuvo de dos RNAs de pulmones humanos normales comerciales 

(Ambion AM7968, Agilent 540019). Asimismo, se obtuvo el RNA de 5 cultivos 

primaros de fibroblastos derivados de FPI y tres de cultivos primarios de 

fibroblastos pulmonares humanos normales. El RNA se trató con transcriptasa 

reversa para obtener cDNA y el PCR en tiempo real se realizó utilizando el 

Sistema Step One Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se 

utilizaron sondas TaqMan etiquetadas con FAM para RSPO2 (Hs00379983_m1), 

Stratifina (SFN Hs00968567_s1), Colágena 11 (Hs00164004_m1) y el receptor 

LGR6 (Hs00663887_m1). Como controles endógenos se utilizaron RNA ribosomal 

18S (4352930E) y POLR2A (Hs00172187_m1). La PCR se realizó en una 

reacción de 15-l de volumen que contenían 2 l de cDNA y 13 l de Master Mix 

(Applied Biosystems); las condiciones para la PCR fueron 2 minutos a 95°C 

seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y un minuto a 60°C. Todas las 
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PCRs se realizaron por triplicado, y los resultados se expresaron como 2-cT 

normalizados con 18s o PolR2A (43). 

 

Inmunohistoquímica 

La localización de RSPO2y LGR6 se examinó en 4 pulmones de FPI y 3 

pulmones normales. El análisis inmunohistoquímico se realizó como se ha 

descrito previamente (44). Brevemente, secciones de pulmón se incubaron a 

4°C toda la noche con uno de los siguientes anticuerpos primarios 

monoclonales: anti-RSPO2 [Abcam/ab73761 (1:100)], anti-LGR6 

[Abcam/ab126747 (1:50)]. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo 

secundario biotinilado seguido de estreptavidina conjugada con peroxidasa de 

rábano (BioGenex, San Ramon, CA). Como sustrato se utilizó 3-Amino-9-

etilcarbazol en buffer de acetato que contenía 0.05% H2O2. Para los controles 

negativos, el anticuerpo primario se reemplazó con suero no inmune. 

 

Secuenciación de RNA de siguiente generación (RNA-seq)  

Los efectos de RSPO2 en la expresión génica global se examinaron en dos 

líneas celulares de fibroblastos primarios de pulmones de FPI y dos de 

pulmones normales humanos pareados por edad. Los fibroblastos se 

estimularon con 10 ng/mL de RSPO2 recombinante humana (rhRSPO2) en 

medio Ham F-12 sin suero durante 24 horas y luego se extrajo el RNA total 

usando el reactivo TRIzolTM. La concentración y calidad del RNA se 

determinó mediante una combinación de espectrofotometría (ND-1000 

UV/Vis Spectrophotometer, NanoDropTecnologies USA) y electroforesis 



 

 

14 

capilar automatizada usando Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, 

Inc., Santa Clara, CA). Los valores de RIN obtenidos fueron superiores a 8.0 

en todos los casos. La secuenciación masiva de RNA se realizó en 

NextSeq500 (Illumina). Brevemente, se eliminó el RNA ribosómico y las 

bibliotecas se crearon por rtPCR con kits comerciales (TruSeq Total RNA 

Ribo-Zero) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los datos fueron 

normalizados y procesados utilizando el protocolo descrito por Trapnell et al 

(45), con herramientas de código abierto TopHat2, Cufflinks y Cuffdiff2 (45-

47) para reconstruir el transcriptoma en cada condición y obtener los genes 

con expresión diferencial significativa (veces de cambio >1.5 y p <0.05). 

Estos genes se clasificaron y analizaron con Ingenuity Pathway Analysis 

(IPA, Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com), GATHER genoma 

(http://gather.genome.duke.edu/) y con Gene Set Enrichment Analysis 

(GSEA) (48,49). Estos análisis tienen como objetivo identificar no solo genes 

codificantes sino también no-codificantes, reguladores, funciones y vías de 

acuerdo con los cambios producidos por RSPO2. 

 

Arreglo de WNT 

Se estimularon fibroblastos normales de pulmón humano y de FPI con 

rhRSPO2 (10 ng/ml) en medio Ham F-12 sin suero durante 24 horas y se 

extrajo el RNA total usando el reactivo TRIzolTM. La expresión de los genes 

relacionados con WNT se midió usando el arreglo de sondas TaqMan de la 

vía de señalización de WNT (TaqMan Array Human WNT Pathway 4414100; 

Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, se usaron placas de 96 pozos que contenían 92 sondas para 
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señalización de WNT y cuatro sondas para controles endógenos. La reacción 

se llevó a un volumen final de 20 l, las condiciones de ciclaje fueron 2 min a 

50 °C, 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15s a 95 °C y 1 min a 60 °C. 

Los datos se analizaron con el software Data Assists V3.01 (Applied 

Biosystems). 

 

Western blot 

Se estimularon fibroblastos de pulmón con FPI y normales con rhRSPO2 (10 ng / 

ml) en medio Ham F-12 libre de suero durante 24 horas y se lisaron con reactivo 

RIPA (Tris • HCl 50 mM, pH 8, NaCl 150 mM, Nonidet 1% P-40, 0,1% de SDS, 1% 

de Triton X-100, 1 mM de NaF, 1 mM de Na3VO4, 1 mM de 

fenilmetilsulfonfluoruro, 1 μg / ml de leupeptina, 1 μg / ml de aprotinina). En 

paralelo, se obtuvieron los medios condicionados de los fibroblastos, se 

concentraron por liofilización y se reconstituyeron en agua. La concentración de 

proteína se cuantificó usando el ensayo de Bradford (Bio-Rad, Hercules CA). Se 

mezclaron alícuotas que contenían 20 g de proteína de extractos totales y 12 g 

de medio con buffer Laemmli y se separaron por electroforesis en geles de SDS-

poliacrilamida al 10% como se ha reportado previamente (50). Las proteínas se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa bloqueadas con leche descremada al 

5% durante 1 hora y se incubaron toda la noche a 4ºC con anticuerpo monoclonal 

de ratón anti-14-3-3sigma (Stratifina, 1:1000, ab14123; abcam Inc. Cambridge, MA 

EE. UU.), anti-pro-caspasa-3, 1:500 (BioLegend 622701, San Diego CA) y Anti-

WNT16 1:1000 (ab109437; abcam Inc. Cambridge, MA, EE. UU.) para extractos 

celulares totales y anti-MMP-1 policlonal de conejo (2 μg / ml; Abcam ab38929) 
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para medios condicionados. Los anticuerpos se detectaron usando IgG anti-ratón 

conjugada con peroxidasa de rábano o anticuerpos IgG anti-conejo (Invitrogen Life 

Technologies) durante 1 hora a temperatura ambiente y se visualizaron mediante 

el sistema ChemiDoc XRS + (Bio-Rad) con sustrato de alta sensibilidad Super 

Signal West Femto Maximum (Thermo Scientific Rockford, IL EE. UU.). La 

detección de β-tubulina (1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) se 

utilizó como control de carga para 14-3-3sigma y la de β-actina (1: 500; Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) para procaspasa-3 y WNT16 en extractos 

celulares totales. El análisis de densitometría se realizó con el programa Image 

Lab (Bio-Rad). 

 

Ensayo de tasa de crecimiento 

Se sembraron fibroblastos de pulmón humano normales y derivados de FPI en 

placas de cultivo de 96 pozos a una densidad celular de 10x103 y se incubaron en 

medio Ham F-12 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% en 

condiciones estándar. Después de 24 h, el medio se reemplazó por medio Ham F-

12 suplementado con SFB al 2% solo o con rhRSPO2 (10 ng / ml) y las células se 

mantuvieron en cultivo durante 24 o 48 h. El crecimiento celular se determinó 

usando el reactivo de proliferación celular WST-1 (Boehringer, Mannheim, 

Alemania) como se describe (51). En experimentos paralelos, los fibroblastos se 

pretrataron con el inhibidor de WNT IWP-2 (Selleckchem, Alemania) durante 24 h, 

y se estimularon con RSPO2 (10 o 100 ng / ml) durante 24 o 48 h. IWP-2 es un 

inhibidor general de la vía de WNT que inactiva Porcn, una O-aciltransferasa unida 

a la membrana, e inhibe selectivamente la palmitoilación de WNT. IWP-2 bloquea 
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la fosforilación dependiente de WNT del receptor Lrp6 y Dvl2, y la acumulación de 

β-catenina. 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 

 

Ensayo de proliferación celular 

Fibroblastos pulmonares se cultivaron y sembraron en placas de cultivo de 96 

pozos a una densidad de 10X103 y se incubaron en medio Ham´s F-12 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) en condiciones de crecimiento 

estándar. Después de 24 horas, el medio se substituyó por Ham´s F-12 

suplementado con 2% de SFB solo o con rhRSPO2 (10ng/ml), y las células se 

mantuvieron en cultivo por 24 o 48 horas. La proliferación celular se midió 

utilizando el ensayo de proliferación CyQUANT(Thermo Scientific Rockford, IL 

USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, al terminar el tiempo 

de estímulo, el medio se removió invirtiendo gentilmente la placa y se lavó con 

PBS; posteriormente, las células se congelaron a -70 °C y se guardaron hasta su 

uso. En el día de la lectura, la placa se descongeló a temperatura ambiente y se 

agregaron 200 l del buffer de lisis CyQUANT (1:400, CyQUANT ® Cell 

Proliferation assay Kit, INVITROGEN, Molecular Probes, Inc. OR, USA) a cada 

pozo mezclando gentilmente. Las muestras se incubaron 5 minutos a 

temperatura ambiente, protegidas de la luz y la fluorescencia emitida se midió 

en un lector de microplacas (Synergy HT, BioTek Instruments, Inc. VT, USA) con 

480 nanometros (nm) de excitación y 520 nm de emisión. 

 

Ensayo de apoptosis 



 

 

18 

Para evaluar el efecto de RSPO2 en apoptosis, los fibroblastos se cultivaron en 

placas de 6 pozos a una concentración de 3X105 en condiciones estándar con 

medio Ham´s F-12 suplementado con 10% SFB; 24 horas después se sustituyó 

el medio por Ham´s F-12 sin SFB y los fibroblastos se estimularon con rhRSPO2 

(10 ng/ml) por 24 horas. La apoptosis se examinó con el ensayo de unión a 

Anexina V-Ioduro de Propidio (IP), seguido por un análisis en citometría de flujo 

(Annexin V-PE Apoptosis detection kit; BD Pharmingen, San Diego, CA) como 

se ha reportado previamente (50). Las células se adquirieron en un citómetro 

FACSAria (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Se determinó el porcentaje de 

células Anexina-positivas/IP-negativas en la población celular total. Los datos se 

analizaron utilizando el software FlowJo 7.8 (Stanford University, Stanford, CA). 

Células epiteliales A549 (ATCC) se sembraron en placas de 12 pozos (Corning, 

inc. NY) con medio de cultivo F-12 con 2% de SFB, las células se estimularon 

con 100 ng/mL de RSPO2, 100 ng/ml de WNT3a y una combinación de RSPO2 

y WNT3a (100ng/ml C/U). Además se indujo apoptosis incubando las células 

con TNFalfa (20 ng/ml) e IFN gama (50 ng/ml) por 72 hrs. (H). La apoptosis se 

evaluó mediante un ensayo de unión a Anexina V-Ioduro de Propidio (IP), como 

se describió seguido por un análisis en citometría de flujo (Annexin V-PE 

Apoptosis detection kit; BD Pharmingen, San Diego, CA) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Las células se adquirieron en un citómetro 

FACSAria (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). 

 

Detección de Colágena 

La colágena soluble se cuantificó en medios condicionados de f ibroblastos 

utilizando el ensayo de colágena Sircol (Biocolor Ltd. County Antrim, UK) (50). 
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Para estos experimentos, fibroblastos normales y de FPI se cultivaron con o sin 

rhRSPO2 (10 ng/ml) y después de 24 horas se colectó el medio condicionado 

(MC), se concentró mediante liofilización y se reconstituyó en agua destilada. 

Posteriormente, se agregó 1 ml de rojo de Sirio a 100 l de MC y se mezcló 30 

minutos a temperatura ambiente. Después se centrifugo a 12,000×g por 10 

minutos y el colorante unido a la colágena se disolvió con 250 l de reactivo 

Alkali y se transfirieron 200 l a pozos individuales de una placa de 96 para 

medir la absorbancia a 555 nm en un lector de placas (Synergy HT, BioTek 

Instruments, Inc. VT, USA). Los resultados se expresaron como porcentaje de 

colágena por g de proteína. 

 

Transfección celular 

Fibroblastos pulmonares humanos se transfectaron con 2 g de plásmido 

shRNA (Sc-108060, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) que contiene RNA de 

horquilla corta (shRNA por sus siglas en ingles “Short hairpin”) que codifica para 

secuencias aleatorias de RNA como control negativo o  2 g de plásmido 

shRNA R-Spondina 2 (sc-76307-SH, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) utilizando 

el kit Amaxa Basic Nucleofector para fibroblastos primarios mamíferos (Lonza, 

Cologne, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, en 

una placa de 6 pozos se agregaron 1.5 ml de medio Ham´s F-12 10 %SFB y se 

colocaron en incubadora humidificada a 37 °C/5% CO2 para 

equilibrar/preincubar; posteriormente se colectaron los fibroblastos con tripsina y 

se determinó su densidad celular. Se centrifugaron 400,000 células por muestra 

a 90xg durante 10 minutos a temperatura ambiente, y posteriormente el botón 
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celular se resuspendió cuidadosamente en 100 μl de solución de Nucleofector a 

temperatura ambiente, y se combinó con el plásmido de shRNA de secuencias 

aleatorias y el plásmido shRNA R-Spondina 2, respectivamente. Después se 

transfirieron las células/DNA en una cubeta certificada que se colocó en el 

nucleofector y a la cual se le aplicó el programa U-023; al terminar el programa 

se agregaron 500 μl del medio de cultivo preequilibrado y la muestra se transfirió 

cuidadosamente a la placa de 6 pozos. Después de la nucleofección, las células 

se incubaron bajo condiciones estándar por 48 horas, y al terminar este periodo 

de tiempo se comenzó con la selección con puromicina para lo cual el medio se 

aspiró y se reemplazó con medio fresco que contenía puromicina (2 μg/ml); este 

medio fue reemplazado con medio selectivo preparado en fresco durante 5 días. 

 

Análisis estadístico 

Los resultados se presentan como promedio + desviación estándar. Las 

diferencias se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. Los valores de 

probabilidad <0.05 fueron considerados como estadísticamente significativos. 
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RESULTADOS 

 

R-Spondina 2 y su receptor LGR6 se encuentran sobreexpresados en 

pulmones de FPI y se localizan en fibroblastos y células epiteliales 

Lo primero que investigamos fue si existían diferencias en la expresión de R-

Spondina 2 y su receptor LGR6 entre pulmones de pacientes con fibrosis 

pulmonar idiopática y controles. Para esto, ambos genes fueron cuantificados por 

PCR en tiempo real en tejidos de FPI (n=4) y no-FPI (n=4; dos con neumonitis 

crónica por hipersensibilidad y dos con fibrosis pulmonar asociada a 

enfermedades autoinmunes). Estos pulmones se utilizaron porque ambos 

padecimientos representan formas graves de fibrosis, pero asociadas a procesos 

inflamatorios crónicos y por lo tanto patogénicamente diferentes a FPI. Además se 

usaron como controles RNA de dos pulmones normales. Como se muestra en la 

Figura 4A y 4B ambos genes se encuentran altamente expresados en pulmones 

de FPI mientras que en pulmones normales o tejidos de enfermedades 

intersticiales pulmonares no-FPI prácticamente no se observó señal. 
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Figura 4. Niveles de expresión de R-Spondina 2 y LGR6 en pulmones de FPI y 

controles. La expresión génica de RSPO2 (panel A) y su receptor LGR6 (panel B) se 

cuantificó mediante PCR en tiempo real en RNA total de pulmones normales, enfermos 

con enfermedades fibrosantes diferentes a FPI, y con FPI. Los datos (promedio + D.E.) 

están expresados utilizando 2-Ct normalizados con 18s 

 

A continuación examinamos la localización celular de RSPO2 y LGR6 mediante 

tinción inmunohistoquímica utilizando anticuerpos específicos para ambas 

proteínas. Como se ilustra en la Figura 5, tanto el ligando como el receptor se 

encontraron principalmente en focos de fibroblastos y células del epitelio bronquial 

y alveolar en pulmones de FPI. En cambio, ni RSPO2 o LGR6 fueron observadas 

en tejido pulmonar normal, lo que corrobora los datos encontrados de expresión. 
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Figura 5. Localización celular de RSPO2 y LGR6 en tejido pulmonar. Se 

muestran imágenes representativas de inmunolocalización de RSPO2 y LGR6 en 

pulmones normales y de FPI. Se observa una fuerte tinción de RSPO2 (paneles A, B y C) 

y LGR (paneles D y E) en células epiteliales y fibroblastos (flechas negras) en tejidos de 

FPI. No se observó tinción en pulmones normales para RSPO2 así como tampoco para 

LGR6 (paneles F, G). Suero no inmune se utilizó como control negativo (H). Esta figura 

ejemplifica los resultados obtenidos con 4 tejidos de FPI y 3 tejidos normales. 

 

 A  
B 

 C  D 

 E  F 

 G  H 
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La expresión del gen de RSPO2 se encuentra incrementada en fibroblastos 

de FPI 

Los fibroblastos/miofibroblastos que se encuentran en los focos de fibroblastos 

tienen un papel crucial en el remodelamiento pulmonar anormal que se observa en 

FPI. Como nuestro análisis inmunohistoquímico demostró que RSPO2 es 

expresada por esas células in vivo, a continuación decidimos examinar su 

expresión in vitro. La expresión génica de RSPO2 se cuantificó mediante qPCR en 

fibroblastos derivados de FPI (n=5) y pulmones humanos normales (n=3). Como 

se ilustra en la Figura 6A RSPO2 se encuentra incrementada significativamente 

en fibroblastos de FPI cuando los comparamos con pulmones control (p<0.05). En 

contraste, la expresión del receptor LGR6 es heterogénea y no se encontraron 

diferencias significativas (Figura 6B). 

 

Figura 6. Niveles de expresión génica de RSPO2 y LGR6 en fibroblastos de 

FPI y de pulmones normales. (A) La expresión génica de RSPO2 se cuantificó 

mediante PCR en tiempo real en RNA total de fibroblastos pulmonares de FPI (n=5) y 

normales (n=3). Los datos (promedio + D.E.) están expresados utilizando 2-Ct 

normalizados con PolR2a *p<0.05. (B) No se observaron diferencias en la expresión del 

receptor LGR6. 
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R-Spondina 2 modifica el perfil de expresión general en fibroblastos 

pulmonares humanos normales y de FPI 

Para obtener una mejor visión acerca del posible papel de RSPO2 en esta 

enfermedad, fibroblastos pulmonares derivados de FPI y de pulmones normales, 

seleccionados por su alta expresión de LGR6, fueron estimulados con rhRSPO2 

(10 ng/ml) durante 24 hrs y realizamos un análisis de perfil de expresión basado 

en secuencias de RNA mediante un protocolo extensamente utilizado (45). 

Manejando niveles de expresión ≥ 1.5 veces de cambio como un corte arbitrario, 

encontramos que rhRSPO2 modifica la expresión de al menos 1960 genes en 

fibroblastos de FPI (1540 sobreregulados) y 400 en fibroblastos normales (214 

sobreregulados), observando también que la respuesta transcripcional fue 

esencialmente distinta (Figura 7).  

 

  

Figura 7. Diagrama de Venn. Se muestra el número de genes diferencialmente 

expresados por la estimulación con rhRSPO2 en fibroblastos normales y de FPI. 

 

Con el fin de determinar las vías de señalización enriquecidas, los genes 
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diferencialmente expresados (GDE) obtenidos de la secuenciación de RNA fueron 

utilizados como entrada para dos herramientas de análisis diferentes: IPA 

(Ingenuity Pathway Analysis) y GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). A través de 

estos análisis encontramos que solamente en fibroblastos de FPI, el estímulo con 

rhRSPO2 modifica la expresión de genes involucrados en la señalización de WNT, 

principalmente de la vía no canónica, mientras que tanto en fibroblastos normales 

como de FPI, modifica la expresión de genes relacionados con el ciclo celular y 

apoptosis, entre otros (Tabla 1).  

 Normal lung fibroblasts IPF fibroblasts 

WNT  WNT5B (1.6), WNT9A (1.6), WNT16 (2.15), 

DKK1 (1.81), FZD5 (1.68), FZD8 (2.22), 

WISP2 (2.03) 

Cell Cycle CDCA3 (1.6), CDC20(18.5), 

SPDYA (-24), CDCA7 (-2.36) 

CDC20 (2.66), CDC25A (1.85), CDC25C 

(2.4), CDC34 (1.66), CDC37 (1.50), CDC45 

(3.35), CDC6 (2.24), CDCA3 (1.78), CDCA4 

(1.82), CDCA5 (2.39), CDCA7 (4.04), CDCA8 

(2.18), SFN (64.5)  

Apoptosis APITD1-CORT (2.83), BCL2 

(-2.17), BAG5 (-1.83) 

SFN (64.5), AEN (1.52), AIFM2 (1.72), 

CASP5 (24.7), NAIF1 (1.56), SIVA1 (1.65), 

THAP3 (1.75) 

 

Tabla 1. R-Spondina 2 modifica la expresión de genes que pertenecen a la 

vía de señalización de WNT en fibroblastos derivados de FPI. Entre paréntesis 

se muestran las veces de cambio comparadas con el control. 

 



 

 

27 

Es bien conocido que la unión entre los miembros de la familia R-Spondinas y  la 

familia de receptores LGR facilita la activación de la ruta de WNT por la 

estabilización de sus coreceptores. Sin embargo, no se ha reportado que RSPO2 

incremente la expresión de ligandos de WNT como encontramos con la 

secuenciación del RNA. Por lo tanto, para corroborar estos cambios cuantificamos 

la expresión génica de miembros y modificadores de esta ruta de señalización, 

incluyendo moléculas de las familias de frizzled, disheveled y antagonistas como 

elementos de la familia de frizzled secretados y de la familia de inhibidores de la 

vía de señalización WNT como dickkopf (DKK) mediante un “Arreglo de la vía 

WNT con sondas TaqMan®” utilizando el Software DataAssist v3.01 (Applied 

Biosystems). Nuestros resultados confirmaron que rhRSPo2 modifica la expresión 

de varios genes de la ruta de WNT en fibroblastos de FPI, principalmente aquellos 

involucrados en vías no canónicas incluyendo la sobre-expresión de WNT5B, 

WNT9A y WNT16 (Figura 8A). Además, la proteína de polaridad de segmento 

Dishevelled (DVL1) y DKK2 también se encontraron sobreexpresadas, mientras 

que WNT11 y WISP1 (WNT-1 inducible signalling pathway protein 1) están 

disminuidas. Asimismo, al igual que lo observado con RNAseq, rhRSPO2 no tuvo 

ningún efecto sobre los miembros de la vía de WNT en fibroblastos humanos 

normales. Para corroborar estos datos a nivel proteico, evaluamos la expresión de 

WNT16 por Western blot, y como se muestra en la Figura 8B, la estimulación de 

fibroblastos de FPI con rhRSPO2 incrementó la concentración de proteína. En 

contraste, y concordando con los datos previos de RNA-seq, no encontramos 

WNT16 en fibroblastos humanos normales.   
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Figura 8. rhRSPO2 modifica la expresión de genes de la vía de WTN. (A) 

Fibroblastos de FPI fueron estimulados con rhRSPO2  y se midió la expresión de 92 

genes de la vía de WNT mediante TaqMan Array Human WNT Pathway. Las flechas rojas 

señalan algunos genes sobreregulados y las flechas verdes algunos sub-regulados. (B) 

Western Blot que confirma el incremento de la proteína WNT16 en fibroblastos de FPI. 

 

R-Spondina 2 modifica la expresión de genes involucrados en ciclo celular 

Los resultados obtenidos mediante RNAseq mostraron que una gran cantidad de 

genes relacionados con el ciclo celular fueron desregulados por RSPO2, 

sugiriendo que puede modular la proliferación y muerte celular. Como se ilustra en 

la Tabla 1 y en la Figura 9A, uno de los genes más altamente sobreexpresados 
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fue estratifina (SFN o proteína 14-3-3 sigma), que es un fuerte regulador negativo 

de la progresión del ciclo celular (52, 53). Este hallazgo se validó mediante qPCR, 

la cual demostró que RSPO2 incrementa la expresión de SFN en fibroblastos de 

FPI pero no en fibroblastos normales (Figura 9B). El incremento de ésta proteína  

fue corroborada posteriormente mediante Western Blot (Figura 9C).  

Igualmente, uno de los genes que se encontraron más disminuidos en fibroblastos 

normales de pulmón con el estímulo de RSPO2 fue el miembro A de la familia 

reguladora de ciclo celular Speedy/RINGO (SPDYA, Tabla 1). Se ha reportado 

previamente que la inhibición de este gen reduce la proliferación celular e induce 

apoptosis. (54, 55). 
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Figura 9.  R-Spondina 2 modifica la expresión de Stratifina (SFN) en 

fibroblastos pulmonares de FPI. (A) Imagen obtenida del análisis de IPA  con datos 

de RNAseq que muestra una fuerte sobreregulación de SFN. SFN activa la vía de arresto 

de ciclo celular en G2 (B) Expresión génica de SFN cuantificada mediante qPCR 

corroborando el efecto de rhRSPO2 observado en los datos de secuenciación. Se 

muestra el promedio + D.E. de tres experimentos independientes. Los datos están 

expresados mediante 2Ct normalizados con PolR2a; *p<0.05. (C) R-Spondin2 

incrementa la concentración de estratifina. La proteína se analizó mediante Western Blot 

en 3 cultivos primarios de fibroblastos de FPI utilizando -tubulina como control de carga. 
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R-Spondina 2 disminuye la proliferación de fibroblastos 

Los gene relacionados con ciclo celular que encontramos ya sea sobre o 

subexpresados indican que RSPO2 posee actividad antiproliferativa en 

fibroblastos normales y de FPI. En este contexto, nos decidimos a determinar si 

RSPO2 tiene un efecto inhibitorio en proliferación de fibroblastos in vitro. Lo 

primero que se hizo fue examinar el efecto de diferentes concentraciones de 

rhRSPO2 (1, 10 y 100 ng/ml, Figura 10), y encontramos que la mejor respuesta se 

obtiene con las últimas dos dosis.  

 

Figura 10. Curva dosis-respuesta utilizando tres concentraciones de rhRSPO2 1, 10 y 

100 ng/ml. La tasa de crecimiento se evalúo mediante el reactivo WST-1. *p<0.01 

 

Por lo tanto, estimulamos fibroblastos normales y derivados de pacientes con FPI 

con rhRSPO2 con 10 y 100 ng/ml y examinamos la proliferación celular con el 

ensayo WST-1. Encontramos que la estimulación con rhRSPO2 en fibroblastos 

normales (n=3) y de FPI (n=3) reduce de manera significativa el crecimiento 

celular a 24 y 48 hrs (Figuras 11A y 11B). Para probar si este efecto era 
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dependiente o no de WNT, en experimentos paralelos los fibroblastos fueron 

tratados primero con IWP-2 el cual inhibe la activación de la vía de señalización 

WNT/-catenina. Como se muestra en las Figuras 11C y 11D, IWP-2 disminuye 

de manera marginal el crecimiento celular a las 48 hrs, pero no afecta el efecto 

inhibitorio de RSPO2. Para corroborar si la estimulación con RSPO2 tiene efectos 

antiproliferativos, determinamos el rango de proliferación en fibroblastos normales 

y de FPI mediante CyQuant utilizando 10 ng/ml de rhRSPO2. Con este 

experimento también observamos una fuerte reducción en la proliferación de 

fibroblastos, tanto normales como de FPI, la cual no se modificó con el 

pretratamiento con del inhibidor de WNT (Figuras 11E y 11F).  

 

Figura 11. R-Spondin 2 reduce la tasa de crecimiento de fibroblastos. En 
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fibroblastos normales (A) y de FPI (B) se midió la tasa de crecimiento en células sin tratar 

o estimuladas con RSPO2 (10, 100 mg/ml) mediante el reactivo WST-1 a 24 y 48 hrs de 

cultivo. Los datos se presentan como promedio + D.E. de dos experimentos 

independientes. Los fibroblastos fueron pretratados 24 hrs con IWP-2, que es un inhibidor 

general de la vía de WNT (C, D) y posteriormente estimulados con rhRSPO2. La tasa de 

proliferación se cuantificó en fibroblastos normales y de FPI estimulados con RSPO2 

mediante el reactivo CyQuant (E, F). Los datos se presentan como promedio + D.E. de 

dos experimentos independientes.  

 

R-Spondina 2 induce apoptosis en fibroblastos pulmonares 

Los análisis de IPA mostraron que RSPO2 modifica diferentes genes relacionados 

con apoptosis (Tabla 1). Por ejemplo, en fibroblastos de FPI, además de SFN, 

esta molécula induce un incremento de otros genes proapoptoticos como caspasa 

5 (CASP5). En fibroblastos normales disminuye la expresión de genes 

antiapoptóticos como BCL-2 (B-cell lymphoma) y BAG5 (BCL2 Associated 

Athanogene 5); Además induce la expresión de genes proapoptóticos APITD1-

CORT (APITD1: apoptosis-inducing, TAF9-like domain; CORT:cortistatin).  

Para probar si estos cambios resultan en actividad proapoptótica, medimos la 

muerte celular mediante un ensayo de Anexina V/IP en citometría de flujo en dos 

líneas de fibroblastos normales y dos de FPI. Como se muestra en la Figura 12A, 

RSPO2 incremento de manera significativa la apoptosis (anexina V positiva/IP 

negativa, cuadrante inferior derecho) tanto en fibroblastos normales como 

derivados de FPI (Figura 12B y 12C). Para fortalecer este hallazgo, la caspasa-3 

activa se midió por Western Blot y como se muestra en la Figura 12D, el 

tratamiento con RSPO2 incrementa la expresión de procaspasa-3 y caspasa-3 
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activa en fibroblastos normales y de FPI. 

 

Figura 12. R-Spondina 2 induce apoptosis en fibroblastos normales y de FPI. 

La muerte celular se midió en fibroblastos normales y de FPI estimulados con rhRSPO2 

(10 ng/ml) por 24 hrs. La apoptosis se monitoreo mediante anexina V etiquetada con un 

fluorocromo/Ioduro de propidio. (A) Gráfico de dispersión  del análisis de citometría de 

flujo mostrando el incremento de la tinción con  Anexina V en fibroblastos normales y de 

FPI tratados con rhRSPO2. El promedio de dos experimentos independientes con 

fibroblastos normales se muestra en el panel B y el de tres experimentos independientes 

con fibroblastos de FPI en panel C. (D) Análisis de Western Blot para la detección de 

caspasa-3. Lisados totales de células de fibroblastos normales y de FPI fueron inmuno-

conjugados con anticuerpos para detectar caspasa-3 y -actina como control de carga. 

RSPO2 indujo un incremento en la expresión de la proteína de procaspasa-3 y caspasa-3. 
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R-Spondina 2 disminuye la producción de colágena e incrementa la 

expresión de metaloproteasa de matriz (MMP)-1 

Debido a que RSPO2 mostró posibles funciones antifibróticas al reducir la 

proliferación e inducir apoptosis de fibroblastos, decidimos investigar si esta 

molécula también tiene un efecto en la producción de colágena. Para esto, 

fibroblastos normales y de FPI fueron estimulados con rhRSPO2 (10 ng/ml) por 24 

hrs, y la expresión de colágena tipo 11 se examinó mediante qPCR. 

Adicionalmente, medimos la producción de colágena utilizando el ensayo de Sircol 

en medios condicionados (M.C.). Como se muestra en la Figura 13A, RSPO2 

disminuye de manera significativa la expresión de colágena tipo 11, tanto en 

fibroblastos normales como de FPI. Igualmente, los fibroblastos estimulados con 

rhRSPO2 mostraron una disminución significativa en la cantidad de colágena 

detectada en M.C. de 11.9 + 1.6 a 4.0 + 2.7% por μg proteína en fibroblastos 

normales (p<0.01), y de 12.4 + 6.0 a 3.6 + 1.8% por μg proteína; en fibroblastos de 

FPI (p< 0.05; Figura 13B y 13C). 
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Figura 13. R-Spondina2 disminuye la producción de colágena (A) Fibroblastos 

normales y de FPI fueron estimulados con rhRSPO2 (10 ng/ml) y se determinó la 

expresión de colágena mediante qPCR normalizado con PolR2a. (B y C) La producción 

de colágena se midió en medios condicionados de células con el ensayo colorimétrico 

Sircol. Los resultados están expresados como porcentaje de colágena/g de proteína  de 

dos experimentos independientes *p<0.05; **p<0.01. 

 

Por otro lado, se ha demostrado previamente que SFN, un gen altamente sobre-

regulado en fibroblastos de FPI tratados con RSPO2, estimula la expresión de 

MMP-1, que es la mayor enzima degradadora de colágenas fibrilares (56). Con 

base en esta información, también examinamos el efecto de la estimulación con 

rhRSPO2 en la inducción de esta enzima en dos líneas de fibroblastos primarios 

obtenidos de FPI. Para este propósito, se usaron 12 μg de proteína total de los 
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M.C. y el análisis se hizo por Western blot. Como se muestra en la Figura 14, 

RSPO2 incrementa la secreción de MMP-1 en los M.C. 

 

Figura 14. R-Spondina2 incrementa la secreción de MMP-1. La concentración de 

MMP-1 se midió por Western Blot de medios condicionados de fibroblastos de FPI 

estimulados con 10 ng/ml de rhRSPO2 por 24 horas. Se cargaron 20 g de proteína total 

en cada carril. 

 

Efecto del silenciamiento de R-Spondina 2 en la proliferación y expresión de 

estratifina, colágena y MMP-1 por fibroblastos pulmonares humanos 

Para corroborar el efecto de RSPO2 en la regulación del comportamiento de los 

fibroblastos pulmonares, decidimos silenciar el gen transfectando un shRNA que 

apunta específicamente a RSPO2. Después, analizamos la proliferación de los 

fibroblastos, así como la expresión de SFN, colágena y MMP-1. Como se muestra 
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en la Figura 15A, la transfección de fibroblastos con shRNA R-Spondina 2 

(shRSPO2) se asocia con un incremento en la proliferación comparada con los 

fibroblastos transfectados con shRNA aleatorio (shRNA control). Cuando las 

células silenciadas con shRSPO2 o shRNA control se trataron con 10 o 100 ng/ml 

de rhRSPO2 observamos nuevamente una disminución significativa en la tasa de 

crecimiento (Figura 15B y 15C).  

 

 

Figura 15. Efectos de silenciamiento de R-Spondina2 en proliferación de 

fibroblastos. (A) Los fibroblastos transfectados con shRNA para RSPO2 (shRSPO2) 

mostraron un incremento en la tasa de crecimiento comparados con los transfectados con 

shRNA aleatorio (shCtrl). (B y C) El tratamiento con rhRSPO2  disminuyo 

significativamente la tasa de crecimiento tanto en fibroblastos transfectados con shCtrl (B) 

como en aquellos transfectados con shRSPO2 (C). 
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Finalmente, con relación a la expresión de las moléculas blanco seleccionadas, los 

fibroblastos con RSPO2 silenciada, tanto normales como de FPI mostraron efectos 

opuestos a aquellos observados con la estimulación con rhRSPO2. Así, los 

fibroblastos de FPI mostraron un incremento en la expresión de colágena (Figura 

16A), y una disminución en la expresión de SFN y MMP1 (Figura 16B y 16C). En 

fibroblastos normales, encontramos incremento en la expresión de colágena, sin 

cambios en la expresión de SFN o MMP-1 (Figura 16 D-F). 

 

Figura 16. Efectos de silenciamiento de R-Spondina2 en expresión de moléculas 

blanco. (A y B) Expresión génica de colágena 11 y SFN en fibroblastos de FPI, datos 

normalizados con PolR2a. (C) Western Blot de MMP-1 en medios condicionados de 

fibroblastos de FPI. (D y E) Expresión génica de colágena 11 y SFN en fibroblastos 

normales transfectados, datos normalizados con PolR2A. (F) Western Blot de MMP-1 en 

medio condicionado de fibroblastos pulmonares normales. *p<0.01; **p<0.05 

 

Efecto de R-Spondina 2 en células epiteliales alveolares 

Debido a que encontramos que RSPO2 y su receptor están presentes in vivo en el 
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epitelio de pacientes con FPI decidimos investigar si está proteína modificaba el 

comportamiento de este tipo celular, en particular de la transición epitelio 

mesénquima (TEM). Para esto, se cultivaron células epiteliales A549 y se 

estimularon 72 hrs con 2 ng/ml de TGF-β (un fuerte inductor de TEM), 10 ng/mL 

de rhRSPO2, 100 ng/mLWNT3a y una combinación de RSPO2 y WNT3a (10ng-

100ng, respectivamente). El estímulo de TGF-β, provocó disminución en la 

expresión de E-caderina que es un marcador fenotípico de células epiteliales 

mientras que el estímulo con RSPO2 y WNT3a no mostró ningún efecto en la 

expresión de esta proteína (Figura 17). 

 

Figura 17. La concentración de E-caderina se determinó mediante Western Blot de 

extractos totales de células epiteliales A549 estimuladas con 2 ng/ml de TGF-β, 10 ng/mL 

de rhRSPO2, 100 ng/mLWNT3a y una combinación de RSPO2 y WNT3a (10ng-100ng). 

Se utilizó -tubulina como control de carga.  

 

Finalmente, evaluamos si RSPO2 tiene un efecto en la apoptosis en células 

epiteliales mediante un ensayo de Anexina V/IP en citometría de flujo y 

encontramos que RSPO2, WNT3a o una combinación de ambas moléculas no 

tienen un efecto en la apoptosis basal de estas células (Figura 18). También 

examinamos el efecto de estas moléculas sobre la muerte celular inducida con un 

estímulo proapoptotico de TNF- e IFN-. Como se muestra en la Figura 18 el 
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estímulo de TNF-/IFN- incrementó la apoptosis. Este efecto se redujo 

significativamente con el tratamiento con WNT, que disminuyo la apoptosis a 

niveles cercanos al basal. El estímulo con RSPO2 mostró una tendencia que no 

alcanzó significancia estadística. 

 

Figura 18. R-Spondina 2 no modifica la apoptosis en células epiteliales A549. 

La muerte celular espontánea se midió en células epiteliales A549 estimulados con 

RSPO2 (10 ng/ml) WNT3a 100 ng/ml y una combinación de ambas moléculas (R/W) por 

24 hrs. Además se trataron con un estímulo inductor de apoptosis con TNF- e IFN- (TI) 

y se observó que RSPO2 y WNT3a no modifican la apoptosis basal, pero protegen del 

estímulo inductor. 
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Discusión  

La fibrosis pulmonar idiopática continúa siendo una enfermedad progresiva e 

incurable, sin ningún tratamiento que tenga una influencia significativa en su pobre 

supervivencia y calidad de vida. A pesar de que nuestro conocimiento de los 

mecanismos involucrados en la patogénesis de esta enfermedad ha mejorado en 

las últimas dos décadas, la complejidad en las vías moleculares alteradas que 

participan en su patogénesis no han sido aclaradas. Nuestro grupo de 

investigación, junto con otros investigadores ha postulado que la recapitulación 

aberrante de diferentes vías embriológicas puede desempeñar un papel crítico y a 

la fecha, algunas de ellas se han encontrado desreguladas en FPI (10-18). Por 

ejemplo, varios ligandos de WNT así como la β-catenina están altamente 

expresados en las células epiteliales alveolares y fibroblastos (10,15-18). 

Asimismo, Sonic hedgehog, el cual controla la proliferación y sobrevida del 

mesénquima en el desarrollo embrionario del pulmón y es importante para la 

apropiada morfogénesis de las vías aéreas, está fuertemente sobreexpresada en 

el epitelio pulmonar, mientras que su factor de transcripción GLI1 ha sido 

detectado en el epitelio alveolar y fibroblastos en FPI (19,20). Otras moléculas de 

expresión embrionaria como por ejemplo, grainyhead-like 2 (GRHL2), un factor de 

transcripción involucrado en morfogénesis epitelial, y Wilms tumour-1 (WT1), un 

factor transcripción que regula muchas propiedades funcionales del mesotelio en 

desarrollo, se reactivan en los pulmones de FPI (57, 58). 

Las R-Spondinas son una familia compuesta por 4 proteínas de secreción, que 

pertenecen a la superfamilia de proteínas que contienen repeticiones de 

trombospondina tipo 1 (TSR1) la cuales desempeñan un papel importante durante 

desarrollo embrionario. Se ha sugerido que las R-Spondinas se unen a proteínas 
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de matriz extracelular, como proteoglicanos de heparán-sulfato, lo que podría 

definirlas como proteínas de matriz extracelular (59). Nosotros enfocamos este 

estudio en RSPO2, debido a que durante el desarrollo, se expresa fuertemente en 

los pulmones (33). Además, se ha demostrado que la deficiencia de esta proteína 

en ratones resulta letal  de manera postnatal, sugiriendo que RSPO2 tiene 

funciones que no son redundantes con otros miembros de la familia de R-

Spondinas (60). 

Primero exploramos la expresión pulmonar y la localización celular de RSPO2 y el 

receptor LGR6, al cual RSPO2 se une de manera específica y con una alta 

especificidad (61). Encontramos que la expresión génica de ambas moléculas está 

altamente incrementada en tejidos de FPI y que las proteínas se 

inmunolocalizaron en células epiteliales y fibroblastos. En contraste, RSPO2 y 

LGR6 estaban virtualmente ausentes en pulmones normales. Asimismo, 

encontramos que RSPO2 se sobreexpresa fibroblastos de FPI con respecto a 

fibroblastos de pulmón normal mientras que no se encontraron diferencias en 

relación al receptor. 

Posteriormente evaluamos mediante análisis de secuenciación de RNA los 

cambios en los perfiles de transcripción inducidos por RSPO2, y encontramos que 

esta proteína provoca una profunda reprogramación en fibroblastos, 

principalmente en los fibroblastos de FPI. Identificamos a la vía de WNT, ciclo 

celular y apoptosis como las vías mayormente afectadas. Fue de nuestro interés 

particular, la desregulación de la vía de WNT, primero porque los genes 

diferencialmente expresados en esta vía se observaron únicamente en fibroblastos 

de FPI, y segundo porque es bien conocido que las R-Spondinas son activadores 
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para la señalización de WNT/-catenina, al promover la estabilización de los 

receptores de WNT, como las proteínas relacionadas a LDL (LRPs) y Frizzled 

(62), pero no se había reportado que afectara su expresión génica. Sin embargo, 

de manera inesperada encontramos que los cambios se relacionaban 

principalmente con elementos de la vía no canónica (también llamada vía 

independiente de -catenina). Así, observamos que la expresión de WNT5b está 

sobreregulada mientras que la de WNT11 está disminuida. También el ligando no 

canónico WNT9A (63) está sobreexpresado, así como WNT16, que media la 

señalización vía canónica y no canónica, pero puede actuar como inhibidor de la 

vía canónica previniendo su activación excesiva (64). Además, la proteína 1 

inducida por WNT (WISP1/CCN4), un miembro de la familia de proteínas CCN 

(CyR61, CTGF, NOV) que funciona como un factor rio abajo en la vía WNT 

canónica también se encontró subexpresado. Es importante enfatizar, que la 

señalización no canónica de WNT se ha reportado como antagonista de la vía 

dependiente de -catenina (65).  

Considerados en conjunto, estos hallazgos sugieren que la estimulación de 

fibroblastos de FPI con RSPO2 induce cambios principalmente en la vía de 

señalización no canónica de WNT, mientras que no tiene este efecto en 

fibroblastos pulmonares humanos normales. 

Por otro lado, la firma transcripcional inducida por RSPO2 indicó un efecto en el 

ciclo celular, sugiriendo que podía inhibir la proliferación e inducir la apoptosis 

tanto en fibroblastos normales como de FPI. En el caso de los fibroblastos de FPI, 

nos enfocamos en la estratifina (SFN, también llamada 14-3-3 sigma), una 

molécula que no ha sido previamente relacionada con R-spondinas, la cual 
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presentó un marcado incremento con la estimulación con RSPO2. SFN es un 

potente regulador de ciclo celular, que inhibe la actividad de Cdk2/ciclina E, 

induciendo arresto de ciclo en fase G1; además secuestra Cdc2/ciclina B en el 

citoplasma, induciendo arresto en fase G2 (66, 67). 

Con respecto a los fibroblastos normales, uno de los genes más disminuidos con 

el tratamiento con RSPO2 fue SPDYA (también conocido como SPY1) que 

permite que las células evadan los puntos de control de ciclo celular y apoptosis, 

mejorando la proliferación y disminuyendo la muerte celular programada (55, 56). 

Por ejemplo, la disminución de la expresión de SPDYA, mediante el uso de siRNA, 

ha demostrado que esta proteína es un componente crítico en la señalización de 

proliferación celular (68). 

En consistencia con estos hallazgos, nosotros encontramos mediante dos 

métodos diferentes, que RSPO2 disminuye de manera importante la proliferación 

celular tanto en fibroblastos de FPI como provenientes de pulmones normales. 

Este efecto parece ser independiente de la señalización de WNT debido a que los 

cambios en la expresión de WNT se observaron únicamente en fibroblastos de 

FPI, mientras que el efecto funcional se encontró en ambos tipos celulares. En 

apoyo de estos resultados observamos que la inhibición de WNT no tuvo efecto en 

la disminución de la proliferación inducida por RSPO2. Para reforzar estos 

hallazgos, fibroblastos silenciados para RSPO2  mostraron un incremento en la 

proliferación, la cual fue inhibida nuevamente por el estímulo con RSPO2. 

Resultados similares se han reportado recientemente en cáncer humano 

colorectal, donde RSPO2 mostró un fuerte efecto inhibitorio de la proliferación 

celular (69). 

Por otro lado, encontramos muchos genes proapoptóticos sobreexpresados. Por 
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ejemplo, en fibroblastos de FPI, RSPO2 incrementó fuertemente la expresión de 

caspasa 5 (que también participa en la respuesta inflamatoria, 70), mientras que 

en fibroblastos normales, disminuyó BCL2, uno de los principales reguladores del 

proceso apoptótico e incrementó la expresión de APITD1-CORT. Este efecto de 

RSPO2 que parece ser proapoptótico se corroboró funcionalmente en fibroblastos 

normales y de FPI, dado que provocó un incremento significativo en la muerte 

celular, determinado en citometría de flujo por tinción con anexinaV/IP así como de 

la actividad de caspasa 3, la cual corta más de 1,300 sustratos celulares para 

ejecutar la muerte por apoptosis (71). Este efecto puede representar un 

significativo mecanismo antifibrótico debido a que se ha demostrado que los 

fibroblastos de FPI son resistentes a apoptosis, lo que resulta en su persistencia 

en las áreas dañadas (2). Este proceso mantiene su fenotipo de manera 

persistente, a pesar de un microambiente que favorece la inducción de apoptosis y 

en consecuencia refuerza la producción exagerada de matriz extracelular (72, 73). 

Debido a que la disminución en la proliferación de fibroblastos y el incremento de 

apoptosis pueden considerarse efectos antifibróticos de RSPO2, decidimos 

también investigar sus efectos en la producción de colágena. Nuestros resultados 

muestran una disminución en la expresión del gen de colágena y en la colágena 

liberada al medio de cultivo posterior a la administración de RSPO2 tanto en 

fibroblastos normales como en derivados de FPI. Además encontramos que 

RSPO2 incrementa la producción de MMP-1, que también se ha asociado a la 

sobreregulación de estratifina (74). Actualmente, el papel de MMP-1 en la fibrosis 

pulmonar es incierto porque se encuentra sobreexpresada en pulmones de FPI, 

pero se expresa principalmente en células epiteliales y no en focos de fibroblastos, 

donde ocurre la acumulación de colágena (75, 76). 
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En contraste con nuestros hallazgos, Yin X y col. reportaron que en células 

estelares hepáticas (CEH) RSPO2 estimula la proliferación, así como la expresión 

de alfa actina de musculo liso (a-AML) y colágena 1 (77). La razón para estas 

diferencias es incierta, pero las células CEH almacenadoras de vitamina A, tienen 

características únicas con respecto a su origen celular, morfología, expresión 

génica y funciones (78). En realidad, se han descrito muchas diferencias entre 

fibroblastos pulmonares y estelares hepáticas, por ejemplo, mientras que miR-34a 

protege a ratones contra fibrosis pulmonar al promover apoptosis de fibroblastos, 

en hígado promueve la activación de CEH y contribuye a fibrosis inducida por 

radiación (79,80). 

El recambio coordinado de la matriz extracelular es crucial en el proceso de 

cicatrización de heridas, y los hallazgos de nuestro estudio sugieren que RSPO2 

contribuye en el delicado balance entre la síntesis y degradación de colágenas 

fibrilares, disminuyendo la expresión de colágena e incrementando la secreción de 

MMP-1. Apoyando este concepto, se ha descrito previamente que SFN interactúa 

con SPARC (Secreted protein acidic rich in cystein) induciedo un efecto de 

inhibición colágena en fibroblastos de piel (81). 

Finalmente, como una prueba de este concepto, examinamos el efecto del 

silenciamiento de RSPO2 mediante shRNA en la proliferación de fibroblastos y en 

la expresión de colágena y estratifina. Encontramos que la perdida de función de 

RSPO2 lleva a resultados opuestos comparados con aquellos observados con la 

estimulación con RSPO2. Así, el silenciamiento de RSPO2 resultó en un 

incremento de la proliferación de fibroblastos que se inhibió nuevamente después 

de la estimulación de RSPO2. Igualmente, el silenciamiento de RSPO2 en 

fibroblastos de FPI resultó en un incremento en la expresión de colágena y una 
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disminución en la expresión de estratifina y MMP-1. 

Finalmente, y con base en la observación de que RSPO2 y su receptor también se 

localizaron in células epiteliales de vías aéreas y alveolares en IPF, investigamos 

si esta molécula modificaba el comportamiento de este segundo tipo celular. Para 

esto cultivamos  una línea comercial de células epiteliales (A549) y las 

estimulamos con rhRSPO2. Nuestros resultados fueron esencialmente negativos. 

Por ejemplo, RSPO2 no parece participar en el proceso de transición epitelio 

mesénquima (evaluado a través de la medición de E-caderina, la cual disminuye 

durante TEM), ni modifica los niveles de apoptosis basal ni después de inducción 

con TNF- e IFN-, en este tipo celular.  

En resumen, nuestros hallazgos demuestran que R-Spondina 2 está 

sobreexpresada en pulmones y fibroblastos de pacientes con fibrosis pulmonar 

idiopática donde parece tener una función como mediador antifibrotico. En este 

contexto, no es inusual que moléculas antifibróticas pueden estar incrementadas 

en pulmones de FPI donde probablemente que sean superados por la producción 

de una vasta diversidad de factores pro-fibróticos; algunos ejemplos incluyen a la 

MMP-19, ciclooxigenasa 2, factor de crecimiento de fibroblastos-1 y sindecan-2 

todos los cuales están aumentados en los pulmones con FPI probablemente como 

un mecanismo de defensa antifibrosante, pero su efecto se pierde en relación al 

que producen los numerosos mediadores profibróticos en el microambiente 

pulmonar (82-85). 

En conjunto, nuestros resultados muestran que RSPO2, a través de una ruta 

independiente de WNT, promueve un fenotipo antifibrótico en fibroblastos, 

reduciendo la proliferación celular y producción de colágena, e induciendo 
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apoptosis y puede representar un objetivo potencial para el desarrollo de nuevas 

terapias anti-fibróticas. 
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