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1. RESUMEN 

La fibrosis pulmonar idiopática (FPI) es una enfermedad asociada al 

envejecimiento, de causa desconocida y para la cual no existe un tratamiento 

específico; se considera la forma de fibrosis pulmonar más común y grave. La FPI se 

caracteriza por ser progresiva, irreversible y letal en un plazo breve de tiempo. Se cree 

que su patogénesis es dada por la activación anormal del epitelio alveolar, lo cual 

conduce a la producción de citocinas tales como el Factor de Crecimiento 

Transformante β (TGFβ, [Transforming Grow Factor], por sus siglas en inglés) y 

factores de crecimiento que promueven la migración, proliferación y diferenciación de 

fibroblastos a miofibroblastos, con la consecuente acumulación de componentes de la 

matriz extracelular (MEC) y deterioro progresivo de la arquitectura pulmonar. 

Scleraxis (SCX) es un factor de transcripción que se expresa en respuesta al TGFβ y 

regula la transcripción de la MEC en órganos como el corazón, piel y tendones, sin 

embargo, su función en tejido pulmonar no ha sido reportada. 

La hipótesis de este trabajo sostiene que SCX juega un papel importante en el 

desarrollo de la FPI. Para comprobarlo se evaluó la expresión de este factor en células, 

tejido pulmonar y suero de pacientes con FPI, mediante qPCR, Western Blot, 

inmunohistoquímica y ELISA. Posteriormente se indujo un aumento en la expresión 

de SCX en fibroblastos pulmonares. 

Los resultados obtenidos nos muestran que SCX se encuentra incrementado 

tanto en células, como tejido pulmonar en los pacientes con FPI en comparación con el 

grupo control. De manera similar, la forma circulante de SCX se encuentra aumentada 

en pacientes con FPI en comparación con los individuos sanos. Este incremento se 

observó en mayor medida en los individuos con un severo deterioro pulmonar, con lo 

que se asume que el aumento de SCX está relacionado con las etapas más severas de 

FPI. 

La sobreexpresión de SCX no tuvo un efecto por si sola en la expresión de sus 

genes blanco. Creemos que en células pulmonares es necesaria la interacción de SCX 

con otros factores de la misma familia, como E47, para ejercer su función reguladora.
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2. ABSTRACT 

 Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a disease associated with ageing. It is 

of unknown cause, without specific treatment, and it is considered the most common 

form of pulmonary fibrosis. IPF is characterized by being progressive, irreversible, 

and lethal in a short period. Its pathogenesis is due to abnormal activation of the 

alveolar epithelium. It leads to cytokines production, such as Transforming Growth 

Factor β (TGFβ) and growth factors that promote migration, proliferation, and 

differentiation of fibroblasts to myofibroblasts. It causes an accumulation of 

extracellular matrix components and progressive loss of pulmonary architecture.  

 Scleraxis (SCX) is a transcription factor that is expressed in response to 

TGFβ. SCX regulates transcription of extracellular matrix (ECM). This regulation is 

reported in organs such as heart, skin, and tendons. However, its function in the lung 

has not been reported.  

 We hypothesize is that SCX participates plays an essential role in FPI 

development. SCX expression was evaluated by qPCR, Western Blot, 

Immunohistochemistry and ELISA in cells, lung tissue and serum of IPF patients. 

Subsequently, it was induced an increase in SCX expression in lung fibroblasts to 

evaluate mechanisms by it could participate in IPF pathogenesis.  

 Results show that SCX was increased in both cells and lung tissue in IPF 

patients than the control group. Circulating SCX was also increased in IPF patients 

compared to healthy individuals. Higher levels of SCX were observed in patients with 

severe pulmonary damage. It could mean that SCX increase is related to more severe 

stages of IPF. 

 SCX overexpression did not affect its target genes expression. In lung cells, 

we believe that interaction with other bHLH factors like E47 is necessary for SCX 

regulatory function. 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1. Fibrosis 

La fibrosis es un proceso patológico que se desarrolla como resultado de una 

deficiencia en la reparación de tejidos. Durante este proceso deficiente se producen 

citocinas, factores de crecimiento y angiogénicos que desembocan en la acumulación 

excesiva de matriz extracelular (MEC), misma que tiene como consecuencia una 

remodelación progresiva del tejido que, en última instancia, conduce a la destrucción 

de su arquitectura y la consecuente pérdida de funcionalidad del mismo 1. 

El proceso fibrótico participa en un amplio espectro de patologías, en las cuales 

es desencadenado por distintos factores y se presenta en diferentes etapas 2. En 

enfermedades de origen autoinmune como la esclerosis sistémica (ES) la fibrosis se 

presenta como consecuencia de lesiones e inflamación crónica en el tejido. La fibrosis 

en piel es una de las principales características de esta enfermedad, sin embargo, se 

presenta de manera generalizada en diversos órganos como pulmón, corazón, 

intestino y riñones 1,3.  

En las patologías intersticiales pulmonares la fibrosis se presenta de manera 

recurrente, estas enfermedades son clasificadas según su origen. Dentro de esta 

clasificación, las que se presentan con mayor frecuencia son las asociadas a exposición 

ambiental y las neumonías intersticiales idiopáticas 4. Un ejemplo de enfermedad 

pulmonar debida a exposición ambiental es la neumonitis por hipersensibilidad (NH). 

La NH se desarrolla como resultado de una inflamación del parénquima pulmonar 

inducida por una respuesta inmunológica a diversos antígenos 5,6. Los pacientes con 

NH crónica o recurrente pueden llegar a desarrollar fibrosis pulmonar en alguna 

etapa de la enfermedad, sin embargo, las causas exactas de esta no se conocen a 

profundidad y siguen siendo materia de estudio por numerosos grupos de 

investigación 5,7.  

Por otra parte, las neumonías intersticiales idiopáticas se caracterizan por 

presentar inflamación intersticial y fibrosis pero, como su nombre lo indica, se 
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desconoce cuál es su origen 8. Entre las neumonías idiopáticas de mayor estudio se 

encuentra la fibrosis pulmonar idiopática (FPI). 

 

3.2. Fibrosis Pulmonar Idiopática 

La FPI es una de las neumonías intersticiales idiopáticas más común, además, 

se caracteriza por ser una patología crónica, progresiva, irreversible, y letal 9. Esta 

enfermedad afecta principalmente a personas entre 50 y 70 años 8. Se estima que su 

incidencia y prevalencia en Estados Unidos es de 140-42.7 y 6.8-16.3 por cada 

100,000 personas respectivamente 8. El pronóstico para los pacientes con FPI es malo, 

la supervivencia de estos pacientes es peor que la de diferentes tipos de cáncer que 

afectan a personas con características demográficas similares 10. El cuadro clínico de 

la FPI se caracteriza inicialmente por presentar disnea progresiva y tos seca. La 

evolución de la FPI es muy variable, pudiendo permanecer asintomática por largos 

periodos de tiempo. Regularmente tiene una progresión lenta, aunque pueden darse 

formas aceleradas que llevan a la insuficiencia respiratoria en un lapso de 6 a 12 

meses. La supervivencia varía de 2 a 5 años  desde el inicio de los síntomas  11. 

A pesar de ser una enfermedad idiopática se han descrito diferentes factores de 

riesgo que podrían promover su desarrollo. Estos factores pueden ser genéticos, 

ambientales y demográficos. En lo que respecta al riesgo genético, se ha identificado 

que la presencia de variantes en genes relacionados con el mantenimiento de los 

telómeros (TERT, TERC, TINF2, DKC1, RTEL1, PARN y NAF1), las proteínas 

surfactantes (SFTPC, SFTPA2) y macromoléculas que constituyen componentes de 

secreciones mucosas (MUC5B) pueden incrementar el riesgo de desarrollar FPI. Entre 

los factores ambientales que más se han relacionados con el desarrollo de FPI se 

encuentran el tabaquismo, inhalación de partículas metálicas, polvo, piedra y sílice, así 

como la presencia de infecciones virales (virus de Epstein-Barr) y bacterianas 

(Staphylococcus spp. y Streptococcus spp.) 9,10. Por otra parte, la edad es el principal 

factor de riesgo demográfico, lo que indica que las personas en edad avanzada son las 

más susceptibles al desarrollo de esta patología 10. 
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La patogénesis de la FPI fue descrita originalmente como una enfermedad 

inflamatoria crónica; sin embargo, debido a la respuesta ineficiente del tratamiento 

antinflamatorio este concepto fue modificado 11,12. Actualmente la FPI se describe 

como una enfermedad multifactorial, en la que factores genéticos, ambientales y 

demográficos, promueven una activación aberrante de las células del epitelio alveolar, 

lo que conduce a la migración y proliferación de fibroblastos, fibrocitos y progenitores 

mesenquimales, así como su posterior diferenciación a miofibroblastos. Estas células 

en su conjunto son las responsables de la secreción exacerbada y acumulación de 

MEC, lo que tiene como consecuencia la destrucción de la arquitectura pulmonar 

(Figura 1) 10–12.  

Durante la patogénesis de la FPI la secreción de factores de crecimiento tiene 

una función importante en el desarrollo de un entorno profibrosante. Entre los 

factores que mayor participación tienen en el desarrollo de la FPI se encuentra el 

factor de crecimiento transformante β (TGFβ, [Transforming Grow Factor], por sus 

siglas en inglés.  Se ha reportado que la presencia de este factor promueve la 

transición epitelio mesénquima (TEM) durante la FPI, además de orquestar la 

diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos y dotarlos de resistencia a la 

apoptosis 12–14, así como otras características asociadas al fenotipo mesenquimal tales 

como el aumento en la capacidad migratoria y el aumento en la capacidad de síntesis 

de proteínas de matriz extracelular15.  

 

3.3. TGFβ 

El TGFβ es una citocina multifuncional que regula la proliferación, adhesión, 

diferenciación y apoptosis de varios tipos de células 16–18.  Los mecanismos a través de 

los cuales realiza todas estas funciones son variados, ya que se ha observado que 

TGFβ activa o reprime diferentes cascadas de señalización dependiendo del contexto 

fisiológico o celular, por lo que puede funcionar tanto como activador como inhibidor 

de un mismo proceso dependiendo del tipo celular o el contexto fisiológico en el que 

se esté expresando 17,18.   
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Figura 1. Patogénesis propuesta de la FPI. El tejido pulmonar sufre micro lesiones constantes que 
promueven una activación aberrante de las células del epitelio alveolar debido a susceptibilidad 
asociada a factores genéticos, demográficos y ambientales. Las células epiteliales activadas así, secretan 
factores que inducen la migración y proliferación de fibroblastos, así como su diferenciación a 
miofibroblastos. Estos secretan grandes cantidades de MEC, la cual se acumula y conduce a una 
remodelación aberrante de la arquitectura pulmonar. CEA1: Células del epitelio alveolar tipo 1. CEA2: 
Células del epitelio alveolar tipo 2. 

 

3.4. TGFβ en Fibrosis Pulmonar Idiopática 

En FPI se ha reportado que los niveles de TGFβ se encuentran aumentados, por 

lo que es una de las moléculas que más se han estudiado en esta enfermedad 13,14,18,19. 

Bajo condiciones fisiológicas el TGFβ se encuentra en estado de latencia embebido en 

la MEC 14, sin embargo, durante el desarrollo de la fibrosis es activado por medio de 

integrinas expresadas por las células del epitelio alveolar, lo que le permite unirse a su 

receptor y activar la cascada de señalización en el tejido pulmonar 14.  

En las células del epitelio alveolar el TGFβ inhibe su proliferación y promueve 

la TEM, lo que las conduce a adquirir un fenotipo mesenquimal, así como a realizar las 

funciones propias de este tipo celular. En fibroblastos pulmonares, el TGFβ favorece la 

diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos, promueve la expresión de proteínas 

de MEC, como colágena, fibronectina, laminina y vitronectina, además de incrementar 

la migración, proliferación y resistencia a apoptosis de estas células, lo que genera una 
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acumulación exacerbada tanto de células como de MEC en los espacios alveolares 

13,18,19.  

 

3.5. Señalización del TGFβ 

La cascada de señalización del TGFβ inicia tras la unión de este factor con su 

receptor. El receptor de TGFβ posee actividad de serina/treonina cinasa, se encuentra 

localizado en la membrana celular y tiene la capacidad de formar complejos 

heteroméricos. Tras la unión del TGFβ con su receptor, este último fosforila a las 

proteínas Smad, específicamente a las Smad2 y Smad3. Una vez fosforiladas, estas 

proteínas forman un complejo con la proteína Smad4, el cual será translocado al 

núcleo, donde en colaboración con otros factores transcripcionales se unirá a la región 

promotora de sus genes blanco y regulará su expresión (Figura 2) 18–21.  

La participación de diferentes factores transcripcionales con el complejo Smad 

resulta ser de vital importancia para la correcta regulación ejercida por esta vía de 

señalización. Entre los factores de transcripción para los que se han descrito alguna 

correlación con la vía del TGFβ, se encuentran los de la familia bHLH.  
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Figura 2. Ruta canonica de señalización del TGFβ. TGFβ se une a su receptor Tβ-RII. Tras esta unión 
el receptor Tβ-RII recluta y fosforila Tβ-RI. Esto conduce a la fosforilación de Smad2 y Smad3. Este 
proceso puede ser inhibido por la Smad7. Smad2 y Smad3 fosforiladas forman un complejo 
heterodimerico con Smad4 y es translocado al núcleo. Con ayuda de coactivadores, corepresores y 
factores transcripcionales el complejo de Smad regula la expresión de sus genes blanco.  

 

3.6. Factores transcripcionales bHLH 

Los factores transcripcionales bHLH son una familia de proteínas que 

adquieren su nombre debido a su estructura, la cual está conformada por una región 

básica que les permite unirse directamente al ácido desoxirribonucleico (DNA 

[deoxyribonucleic acid], por sus siglas en inglés)  y un dominio hélice-bucle-hélice 

(HLH [hélix-loop-helix], por sus siglas en inglés) que les confiere la capacidad de 

interactuar como homodímeros o heterodímeros con miembros de la misma familia o 

con proteínas no relacionadas 22,23.  

Estos factores se encuentran altamente conservados entre especies. Se ha 

reportado su presencia en levaduras, aves y pasando por mamíferos inferiores hasta 

humanos 24.  
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Debido a la diversidad de funciones que desempeñan en diferentes órganos, se 

han clasificado en tres clases principales:  

• Clase A: Se caracterizan por expresarse en un rango amplio de células y 

tejidos en los organismos. Los miembros que pertenecen a esta clase 

son conocidos como proteínas E, y se incluyen E47, E12 (conocidos 

como proteínas E2A), HEB, y E2-2 23.  

• Clase B: se caracterizan por la presencia de patrones de expresión 

restringida a ciertos órganos. Este grupo es el que presenta mayor 

cantidad de miembros, lo que se traduce en una amplia variedad de 

procesos celulares, sin embargo, aún no se conocen por completo las 

funciones y mecanismos de acción de todos ellos. Entre los más 

estudiados de este grupo se encuentran MyoD (proteína de 

diferenciación miogénica), TWIST y Scleraxis (SCX) 23.  

• Clase C: Cumplen una función inhibitoria debido a su estructura carente 

de sitio básico de unión a DNA. Los miembros de esta clase interactúan 

con las proteínas, entre ellos se encuentran las proteínas Id 23. 

Los procesos celulares en los que participan los factores bHLH son muy 

diversos ya que van desde la regulación de rutas vitales para la diferenciación celular 

en el desarrollo embrionario, hasta la generación de distintos linajes celulares, 

incluyendo células inmunes. Además de estas funciones también se ha descrito su 

participación en procesos de proliferación celular, mantenimiento del ciclo celular e 

incluso en la síntesis de MEC 23,25. Tomando en cuenta la amplia gama de procesos en 

los que estos factores se ven involucrados es de suponer que un desequilibrio en su 

expresión o función podría tener como consecuencia deficiencias en los procesos 

mencionados, lo cual podría derivar en el desarrollo de procesos patológicos, por tal 

motivo estos factores han sido blanco de estudio en enfermedades de origen 

multifactorial, tales como cáncer, esquizofrenia, fibrosis renal, aterosclerosis, por 

mencionar algunos ejemplos 25. 
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3.7. Scleraxis 

SCX es un factor transcripcional perteneciente a la familia bHLH. Fue 

descubierto en 1995 formando heterodímeros con el factor transcripcional E12 26. Los 

primeros estudios realizados sobre este factor lo describían como una proteína 

primordial durante el desarrollo embrionario 26,27, sin embargo, más recientemente se 

ha reportado que SCX participa de manera activa en procesos de regeneración, 

promoviendo la síntesis de componentes de MEC 28,29. Con base en estos últimos 

hallazgos se ha reportado que una deficiencia en su función reguladora puede llevar al 

desarrollo de fibrosis en diferentes órganos 30,31. 

 

4. ANTECEDENTES 

 

4.1. Estructura de SCX 

SCX cuenta con el dominio bHLH característico de la familia a la que pertenece 

(Figura 3). El dominio bHLH está conformado por dos regiones denominadas básica y 

HLH. La región básica es la encargada de mediar la unión del factor transcripcional 

con la secuencia de DNA a través de regiones específicas del promotor denominadas 

Ebox. Por su parte la región HLH está conformada por dos α hélices separadas por una 

secuencia que constituye el bucle. Una de sus hélices posee una longitud menor, lo 

cual le proporciona flexibilidad y facilita la dimerización con diferentes proteínas 

reguladoras, principalmente miembros de la misma familia, por otra parte, la hélice de 

mayor longitud contribuye en la interacción del dominio básico con el DNA. Cerca del 

carboxilo terminal posee una región rica en residuos de prolina, la cual es similar al 

dominio de transactivación encontrado diferentes factores transcripcionales 26. 

Estudios recientes han demostrado que SCX es fosforilada en los residuos de 

Serina 31 y 34 por medio de la proteína CK2. Esta modificación resulta fundamental 

en la actividad de SCX ya que su función se ve severamente disminuida en ensayos que 

impiden dicha modificación 32. 
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Figura 3. Esquema de la estructura de SCX. SCX cuenta con las estructuras básicas de los factores 
bHLH. La región básica de unión a DNA se encuentra entre los residuos 78-90. La región de 
heterodimerización HLH está comprendida por los residuos de aminoácidos 90-131. Una región rica en 
prolina se encuentra entre los residuos 161-170. Se cree que esta zona funciona como un dominio de 
transactivación. Imagen modificada de: Cserjesi, P. et al. Scleraxis: a basic helix-loop-helix protein that 
prefigures skeletal formation during mouse embryogenesis. Development (1995). 

 

4.2. Mecanismo de acción 

El mecanismo a través del cual SCX es activado no se conoce en su totalidad, sin 

embargo, diversos estudios han señalado diferentes rutas por las cuales actúa este 

factor transcripcional. 

La principal ruta de activación que se ha descrito para SCX es la señalización 

activada por TGFβ. Se ha reportado que la expresión de SCX se ve incrementada tras 

estímulos de TGFβ en diferentes tipos de células 28–30,33. Además se ha observado una 

función sinérgica entre SCX y las proteínas Smad en la regulación de sus genes blanco 

29,33. Sin embargo, existe evidencia que sugiere que el mecanismo de activación de SCX 

es a través de la ruta no canónica del TGFβ y de las proteínas cinasas activadas por 

mitógenos (MAPK) 34–36. 

Otras rutas por las cuales actúa SCX han sido descritas en diferentes órganos y 

contextos fisiológicos. En el desarrollo embrionario se ha descrito que SCX regula la 

transcripción dependiente de SOX9 37 y que los niveles de SCX son regulados por el 

factor de crecimiento de Fibroblastos 4 (FGF4) 38. En tejido adulto se ha reportado la 

existencia de una regulación de SCX a través de la hormona aldosterona 39. 
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Otro mecanismo de activación de SCX involucra un contexto físico, ya que las 

fuerzas físicas ejercidas durante el estiramiento o la carga de trabajo en diferentes 

tejidos son capaces de inducir la expresión de SCX 30,40–42. Incluso, hay evidencia que 

señala la existencia de una interacción sinérgica entre fuerza física y SCX, la cual es 

capaz de promover la diferenciación de células troncales humanas en tenocitos 43. Por 

otra parte, se ha reportado que la expresión de SCX se ve disminuida en células 

troncales mesenquimales a medida que la rigidez de la superficie de cultivo se ve 

incrementada 44, lo cual podría ser indicativo de una asociación entre la expresión de 

SCX y la flexibilidad y/o estiramiento de los tejidos. En este contexto, es importante 

mencionar que los pulmones de pacientes con FPI presentan mayor rigidez que el 

tejido pulmonar normal 45. 

Considerando la evidencia existente, se puede resumir que SCX trabaja a través 

de diversos mecanismos de activación, los cuales serán operados según el contexto 

celular y fisiológico en que se encuentre el organismo. 

 

4.3. Funciones fisiológicas de Scleraxis 

4.3.1. Scleraxis en desarrollo embrionario 

El factor transcripcional SCX fue inicialmente reportado como un compañero 

de dimerización del factor transcripcional E12. Debido a que se encuentra 

ampliamente conservado entre especies, se llegó a considerar que la función de SCX 

podría ser primordial en el desarrollo embrionario. Los primeros hallazgos de SCX 

reportaron que su expresión comienza a ser detectable en la región ventrolateral del 

esclerotomo y en las células mesenquimales de las extremidades entre los días 9.5 y 

10.5 postcoitum en el desarrollo embrionario del ratón, así como en precursores 

mesenquimales de los esqueletos axial y apendicular, disminuyendo su expresión 

antes de la formación del esqueleto cartilaginoso, para posteriormente tener un 

patrón de expresión restringido a zonas con gran cantidad de tejido conectivo como 

tendones ligamentos y cartílago 26.  
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Tras el descubrimiento de SCX y su función en desarrollo embrionario, 

surgieron nuevas investigaciones con la finalidad de ampliar el panorama y el 

conocimiento sobre el recién reportado factor transcripcional. Estas investigaciones 

reportaron que la función de SCX era imprescindible para el desarrollo embrionario, 

ya que se observó un efecto letal en ratones knock out para esta proteína. Se encontró 

que la ausencia de SCX durante la etapa de nódulo primitivo evita que se lleve a cabo 

el proceso de gastrulación, teniendo como consecuencia una deficiencia en la 

formación del mesodermo. Esto es debido a que SCX se expresa durante la etapa de 

blastocito, manteniéndose hasta el epiblasto, para posteriormente restringiste al 

mesodermo. En estadios posteriores se demostró que SCX se expresa débilmente en 

los arcos branquiales y la región frontonasal, para finalmente limitar su expresión a 

precursores condrogénicos de los esqueletos axiales y apendiculares, así como a 

tejidos conectivos, específicamente, tendones y ligamentos 27,46. 

Entre otras funciones de SCX durante el desarrollo embrionario se encuentra 

su sobreexpresión en el sindetomo, una somita derivado del esclerotomo, con la 

característica de expresar este factor transcripcional en sus células, el cual dará origen 

a los tendones 47. Aunque la ruta de señalización que da origen al sindetomo no es del 

todo clara, se cree que ocurre a través de señales enviadas a través del miotomo, en el 

que factores de crecimiento de fibroblastos, específicamente FGF4 y FGF8, junto con el 

TGFβ, regulan la expresión de SCX en el esclerotomo, dando lugar a la formación del 

sindetomo 36,38,46,48,49.  

El desarrollo de nuevas estrategias experimentales trajo consigo la 

implementación de un modelo murino de SCX knock out in vivo, en el que los 

individuos llegaban a término del desarrollo. Bajo este modelo se reportó la actividad 

específica de SCX en la formación de tendones. En él se observó que los individuos 

carentes de SCX mostraban un defecto dramático en la diferenciación de tendones, lo 

que dio como resultado la pérdida de los tendones intermusculares y de los tendones 

responsables de transmitir la fuerza músculoesquelética en las extremidades, cola y 

tronco 50. 
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Con la generación del modelo murino knock out de SCX in vivo, surgió la 

posibilidad de evaluar la función de SCX en el desarrollo de tejidos y órganos distintos 

a los tendones y ligamentos. Tomando como base los antecedentes que sitúan a SCX 

como un regulador transcripcional de importancia, presente en el desarrollo de 

tejidos derivados de precursores mesenquimales y con gran cantidad de MEC, se 

investigó la posibilidad de que SCX fuera participante en la formación de las válvulas 

cardíacas, debido a que su desarrollo y estructura comparten similitudes con los 

órganos en los que se había reportado con antelación 51.   

Los hallazgos reportados por esta investigación describieron que SCX participa 

en las etapas de remodelamiento y maduración de la valvulogénesis, expresándose en 

células precursoras de válvulas dentro de los cojines endocárdicos, para 

posteriormente expresarse de manera predominante en la remodelación de las 

válvulas tricúspide y mitral. El modelo evidenció que los especímenes carentes de SCX 

mostraban un adelgazamiento en la estructura de las válvulas cardíacas, además de 

diferir en la estructura general del corazón, en donde se observó una forma globular 

diferente de la estructura cardíaca normal caracteística de los especímenes control 51.  

La presencia de este fenotipo sugiere que la ausencia de SCX altera los procesos 

de deposición de MEC y diferenciación celular, generando una disminución de la 

colágena tipo XIV importante para la estructura de la válvulas cardíacas, así como un 

incremento en la expresión de proteínas como Sox9 y marcadores mesenquimales 

como Snail, MSX1 y TBX20, lo cual indica una diferenciación preferencial por la vía de 

los condrocitos y la presencia de células indiferenciadas respectivamente 51. El uso de 

las tecnologías de secuenciación masiva permitió identificar el perfil transcriptómico 

de individuos knock out a SCX durante la formación de las válvulas cardiacas. En este 

perfil se identificaron diversos ácidos ribonucleicos mensajeros (mRNA [messenger 

ribonucleic acid], por sus siglas en inglés)  dependientes de la función de SCX, 

asociados a procesos de importancia celular como regulación génica, metabolismo de 

vitamina A y desarrollo celular, además de sugerir una participación de SCX en la 

generación de modificaciones postranscripcionales 52.  
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Otros procesos que ocurren durante el desarrollo embrionario en los que se ha 

relacionado a SCX, son el desarrollo del sistema auditivo 53,54 y el desarrollo de los 

testículos 55,56.  En lo que respecta al desarrollo del sistema auditivo, se sabe que la 

expresión de SCX aparece justo antes del proceso de diferenciación de las células hair, 

las cuales funcionan como receptores sensoriales del sistema auditivo, y las células de 

soporte del oído interno, localizándose en el epitelio del conducto coclear y en el 

mesénquima ótica 54, además de participar en la diferenciación del tendón estapedio y 

los tendones tensores del tímpano en el oído medio. Evidencia obtenida a partir de 

especímenes knock out de SCX sugiere que la falta de este factor durante el desarrollo 

tiene como consecuencia discapacidad auditiva 53. 

Por otra parte, la evidencia que asocia a SCX con el desarrollo de los testículos 

señala que la presencia de SCX es exclusiva de las células de Sertoli en este tejido 57 y 

que su expresión se ve incrementada en el desarrollo de los testículos durante la 

diferenciación y proliferación de las células de Sertoli, disminuyendo con el 

incremento de las células germinales. En modelos in vivo se ha observado que los 

especímenes knock out de SCX presentan una reducción de tamaño en los testículos, 

defectos en los conductos seminíferos, así como baja espermatogénesis 55. Otras 

investigaciones señalan que SCX es un gen blanco del factor transcripcional TCF21, el 

cual a su vez es blanco del gen SRY, encargado de la diferenciación sexual masculina. 

Mediante experimentación in vitro se logró la inversión sexual de células ováricas 

fetales, induciendo la diferenciación de células de Sertoli mediante la sobreexpresión 

de SCX 56. Esto sugiere un papel fundamental de SCX en el desarrollo de los testículos, 

sin embargo, debido a los pocos trabajos sobre la función de SCX en esta línea de 

investigación, aún resulta arriesgado asumir una vía específica de señalización 

mediante la cual SCX podría actuar durante la diferenciación y determinación sexual. 

 

4.3.2. Scleraxis en tejido adulto 

A pesar de que gran parte de la evidencia existente sobre SCX se relaciona con 

la función que desempeña en el desarrollo embrionario, existen reportes que 

describen su participación en el mantenimiento y reparación del tejido adulto.  
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Entre los tejidos que se ha reportado la expresión de SCX después del 

desarrollo embrionario se encuentran cerebro, corazón, riñones, pulmón, testículos, 

músculo y tendones 57,58, siendo este último el más estudiado por la estrecha 

asociación que se ha encontrado entre SCX y este tejido desde el desarrollo 

embrionario. 

La función que desempeña SCX en el tendón adulto consiste principalmente en 

el mantenimiento y la adaptación a la carga física. Para el cumplimiento de estas 

funciones, SCX regula la síntesis de moléculas de MEC, las cuales resultan de gran 

importancia para la estructura y organización de los tendones 29,30. Entre los genes de 

MEC que son regulados por SCX en este tejido se encuentran colágena I, la cual es 

regulada por SCX mediante la formación de un heterodímero con el factor E47, que se 

une a la región Ebox del promotor de colágena I, situada en el elemento TSE2, cuya 

activación resulta indispensable para la expresión de colágena 59. Esta regulación de 

colágena I mediada por SCX en tendones ha sido reportada en diferentes contextos 

fisiológicos, uno de ellos es el proceso de adaptación a cargas físicas, ya que se ha 

descrito la sobre-expresión de ambas proteínas en ratones que fueron sometidos a 

entrenamiento físico constante diseñado específicamente para proporcionar un 

esfuerzo a los tendones 30. Evidencia relacionada, señala que el incremento en la 

expresión de SCX, así como de sus genes blanco, derivado del esfuerzo físico al que son 

sometidos los tendones, está dirigido por la ruta de señalización del TGFβ 40. SCX es 

regulado mediante la ruta canónica del TGFβ, específicamente mediante la proteína 

SMAD3, incluso se ha reportado en especímenes knock out de SMAD3 una 

disminución en la expresión de los genes de SCX y Colágena I, además de observarse 

un fenotipo deficiente en la organización de MEC en tendones 29. A SCX también se le 

ha atribuido relevancia en la formación del tejido denominado entesis, el cual 

funciona como tejido conectivo entre tendones y hueso, ya que se observó que la 

deleción de este factor en ratones, provoca una deficiencia en la estructura de este 

tejido, lo que lleva al deterioro de las funciones mecánicas del individuo 60. 

En tejido cardíaco SCX es un regulador fundamental para el mantenimiento de 

MEC, siguiendo la línea de hallazgos previamente reportados en tendones, se ha 
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descrito que SCX regula de manera directa la síntesis de colágena I cardíaca, además 

de verse incrementada su expresión en regiones ricas en miofibroblastos y colágena I 

resultado del proceso natural de cicatrización después un infarto 28.  Además, SCX 

regula la síntesis de proteoglicanos, particularmente los que presentan condroitin 

sulfato en su estructura, observándose un incremento o disminución de éstos como 

consecuencia de la sobreexpresión o inhibición de SCX en válvulas cardíacas 

respectivamente 35. Bajo esa misma línea de investigación se ha reportado que SCX es 

un factor de importancia crítica para el mantenimiento del fenotipo de fibroblasto 

cardíaco, ya que regula de manera directa la transcripción de marcadores específicos 

de este tipo de células como α actina de músculo liso, (αSMA), vimentina (Vim) y 

fibronectina (Fn1), observándose una pérdida, tanto en la expresión de estos 

marcadores, como en la estructura y abundancia de MEC cardíaca, al igual que una 

disfunción en el fenotipo de los fibroblastos de corazón tras la inhibición de SCX 31,61. 

SCX regula la fenoconversión de fibroblastos a miofibroblastos a través del 

estiramiento mecánico, ya que se ha observado que una sobreexpresión de este factor 

causa cambios fenotípicos similares a los inducidos por el estiramiento, los cuales se 

ven disminuidos en especímenes carentes de SCX. Sumado a esto, la simple 

sobreexpresión de SCX promueve la adhesión focal e incrementa la adhesión de la 

células al sustrato, reduciendo la migración celular y la proliferación, lo cual resulta 

indicativo de la conversión a miofibroblastos 42.  

El mecanismo mediante el cual SCX realiza las funciones antes mencionadas, es 

a través de la ruta canónica del TGFβ, tras una interacción con la proteína SMAD3, la 

cual regula directamente la expresión de SCX, para después actuar de manera 

sinérgica con SCX en la transcripción de sus genes blanco 33. Sin embargo, una línea de 

investigación difiere con este hallazgo, ya que propone un mecanismo de regulación 

por la vía no canónica del TGFβ, sugiriendo que la proteína SMAD3 promueve la 

expresión de SCX de manera indirecta promoviendo a su vez la expresión de un 

regulador positivo para SCX, por lo que proponen que SCX es regulado por la ruta de 

las MAPK a través de Erk1/2 34. Esto último deja ver que, aunque el conocimiento 
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sobre las funciones de SCX en corazón se ha visto incrementado en fechas recientes, el 

mecanismo por el cual lleva a cabo estas funciones aún falta por ser dilucidado.   

Sobre la función que desempeña SCX en otros órganos existe poca o nula 

información. Un caso es el de SCX en testículo, donde se ha reportado que se expresa 

en células de Sertoli maduras y es estimulado por la hormona foliculoestimulante 

(FSH [follicle stimulating hormone], por sus siglas en inglés) lo que promueve la 

expresión de transferrina y la proteína de unión a andrógeno (ABP [androgen binding 

protein], por sus siglas en inglés), las cuales son expresadas de manera abundante 

durante la pubertad, hasta la etapa adulta y se encargan de mantener la función 

testicular 57. 

Respecto a la función de SCX en órganos como riñones y cerebro se ha 

encontrado una posible asociación con patologías como nefropatía diabética62 y 

Síndrome de Down 63, sin llegar a resultados concluyentes. Por su parte, a pesar de 

conocerse la presencia de este factor transcripcional en el pulmón 57,58, no existe 

ningún tipo de reporte que haya explorado más a fondo la función de SCX en este 

órgano y su relación con las patologías que lo afectan.  

 

4.4. Funciones patológicas de Scleraxis 

Uno de los primeros trabajos en que se relacionó a SCX en procesos 

patológicos, fue realizado en pacientes con Síndrome de Down y Alzheimer. En este 

trabajo se reportó la disminución en la expresión génica de este factor transcripcional 

en ambas patologías 63, por lo que sugirieron una función tentativa de SCX en procesos 

neurodegenerativos, específicamente alterando la plasticidad neuronal. Sin embargo, 

esto último no fue explorado con mayor detalle y la asociación entre las enfermedades 

mencionadas y SCX sigue sin ser esclarecida. 

En patologías cuya característica es la acumulación de MEC, como es el caso de 

nefropatía diabética, se ha encontrado que SCX participa modulando la expresión de 

proteínas como αSMA y la proteína morfogénica ósea 4 (BMP4), lo que genera 
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cambios fenotípicos en las células mesangiales bajo un contexto fisiopatológico de 

diabetes 62. 

En lo que respecta a patologías cardíacas, se ha reportado la participación de 

SCX en dos procesos patológicos distintos: prolapso de la válvula mitral y fibrosis 

cardíaca. La evidencia existente que asocia SCX con la primera patología señalada, 

indica un incremento de esta proteína en células de la válvula mitral provenientes de 

pacientes con prolapso de la válvula mitral mixomatosa, por lo que se sugiere que SCX 

promueve un incremento en la expresión y síntesis de proteoglicanos en esta válvula 

cardíaca, lo cual conduce a la presencia del fenotipo característico de esta enfermedad 

35. Por otra parte, se ha señalado a SCX como uno de los principales efectores de la 

fibrosis cardíaca, quedando demostrado que la desregulación de SCX en las células 

cardíacas promueve los signos característicos de la patología, como son la síntesis de 

colágena, formación de adherencias focales y fibras de tensión, así como reducción en 

la migración y proliferación 28,31,42. 

Una línea de investigación distinta, reporta evidencia que muestra una 

asociación entre el incremento de SCX y el endurecimiento de las arterias, esto 

derivado de un incremento en los niveles de la hormona aldosterona, que lleva a la 

sobreexpresión de SCX, produciendo un incremento en la síntesis de colágena y una 

disminución en los niveles de elastina 39. 

Un estudio reciente demuestra que SCX contribuye en el proceso de osificación 

heterópica, patología cuya característica es el crecimiento de estructuras óseas. La 

evidencia reportada en este modelo señala que esta patología puede tener su origen a 

partir de células mesenquimales residentes de tendón y músculo, en las cuales existe 

una expresión constante de SCX bajo condiciones de trauma, y de hiperactividad del 

receptor de BMP 64. 

Considerando la evidencia expuesta en párrafos anteriores, es notable que SCX 

desempeña funciones que resultan de vital importancia para el mantenimiento de las 

condiciones fisiológicas, y podría ser crucial en el desarrollo de algunas patologías. Sin 



20 
 

embargo, el conocimiento sobre este factor aún resulta limitado a pesar de la 

importancia que se le ha atribuido en distintos trabajos.  

Si bien a investigación sobre SCX en corazón ha evidenciado su relevancia 

durante el proceso fibrótico, en otros órganos como el pulmón en los cuales ocurren 

enfermedades de tipo fibrosante, su función y presencia han sido totalmente 

ignorados o no se han estudiado a profundidad.   

Por tal motivo, considerando que la evidencia existente muestra que varios de 

los procesos que se desarrollan en la FPI son regulados por SCX en diferentes órganos, 

y tomando en cuenta que SCX ha sido señalado como uno de los principales 

reguladores de la síntesis de matriz extracelular y el proceso fibrótico, se cree que el 

factor transcripcional SCX podría tener una función importante en el desarrollo de la 

FPI y otras enfermedades fibrosantes. 
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5. HIPÓTESIS 

El factor transcripcional Scleraxis desempeña un papel relevante activando la 

cascada de señalización que conduce al aumento en la síntesis de proteínas de matriz 

extracelular características de los procesos fibróticos como la fibrosis pulmonar 

idiopática. 

 

6. OBJETIVOS 

 

General 

Evaluar la participación del factor transcripcional Scleraxis en la patogénesis 

de la fibrosis pulmonar idiopática a través de su sobreexpresión en un modelo in vitro 

de fibroblastos humanos; además de explorar la posibilidad de usar este factor de 

trascripción como biomarcador de diagnóstico y pronóstico para la identificación 

temprana de signos de fibrosis pulmonar. 

 

Particulares 

1) Evaluar la expresión basal de SCX, así como de sus genes blanco Colágena1α1 

(COL1A1), Colágena1α2 (COL1A2) y α actina de músculo liso (ACTA2) en 

fibroblastos pulmonares, así como el efecto de su sobreexpresión. 

2) Determinar las diferencias en la expresión de SCX en células y tejidos 

provenientes de pacientes con FPI e individuos sanos. 

3) Determinar la localización de SCX en tejido pulmonar de pacientes con FPI e 

individuos sanos. 

4) Medir los niveles de SCX en suero de pacientes con FPI, Neumonitis por 

hipersensibilidad y esclerosis sistémica y compararlos con los de sujetos sanos. 
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7. METODOLOGÍA 

 

7.1. Población de estudio 

La población de estudio incluyó varones y mujeres mayores de 25 años con un 

diagnóstico previo de FPI (n=57) y neumonitis por hipersensibilidad (n=40) del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosío Villegas (INER), 

México. Los pacientes no mostraban sintomatología aguda de FPI, NH o alguna otra 

enfermedad respiratoria al momento de la toma de muestra sanguínea. El diagnóstico 

se realizó con base en los parámetros establecidos por The American Thoracic Society 

(ATS), European Respiratory Society y The Latin America Thoracic Association 65. 

Los pacientes con esclerosis sistémica (n=100) fueron reclutados por el 

departamento de Inmunología y Reumatología del Instituto Nacional de Ciencias 

Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ). Los pacientes fueron 

diagnosticados según los criterios ACR Systemic Sclerosis 66. 

El grupo control estuvo conformado por varones y mujeres mayores de 40 años 

(n=56), voluntarios, sin síntomas o signos de enfermedades respiratorias. Este 

proyecto de investigación fue aprobado por los comités de Bioética del INER e 

INCMNSZ. Todos los individuos participantes fueron informados acerca del estudio y 

firmaron un consentimiento para aprobar su participación. En la tabla 1 se detallan las 

características de cada población en estudio. 

 

Tabla 1. Características de las poblaciones en estudio. 

  Control  FPI  NH  ES  
Género (V/M)  15/42  46/11  8/31  10/90  
Edad promedio (años)  62 ± 7  66 ± 8  58 ± 12  45 ± 12  
Rango de edad  41-78  38-78  30-78  26-72  
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7.1.1. Categorización de pacientes según su capacidad pulmonar 

Con el fin de determinar si existe alguna relación importante entre los niveles 

circulantes de SCX y el grado de daño pulmonar de los pacientes con FPI, se 

categorizaron los pacientes en diferentes grupos según sus capacidades pulmonares. 

Para esto de midió la capacidad pulmonar total (CPT) y la capacidad vital forzada de 

(CVF) de cada uno de los pacientes. Los criterios de clasificación para cada prueba 

fueron los siguientes:  para CPT se determinó que los pacientes con una capacidad 

inferior al 60% presentaban una disminución severa, para el grupo de pacientes en un 

rango de 61 a 69% se determinó que tenían una disminución moderada, mientras que 

los individuos con un porcentaje superior al 70% fueron clasificados con una 

capacidad aceptable.  

Para el caso de CVF, los pacientes se categorizaron en solo dos grupos tomando 

como referencia si presentaban una capacidad superior o inferior al 80%. 

 

7.2. Toma de muestras sanguíneas 

Las muestras sanguíneas de pacientes de FPI o NH fueron colectadas en tubos 

separadores de suero de la marca BD al momento de realizar el diagnóstico. Las 

muestras de pacientes con ES se obtuvieron en diferentes etapas de la enfermedad. El 

suero fue separado por centrifugación a 2000g x 10 minutos. Posteriormente las 

muestras fueron alicuotadas y debidamente etiquetadas. Se almacenaron a -80°C 

hasta su uso.   

 

7.3. Cuantificación de SCX en suero 

La concentración de SCX en suero se determinó mediante un ensayo de ELISA 

específico para la proteína Scleraxis Homólogo A humana (SCXA) (Cloud-Clone Corp 

SEN 330Hu). Se utilizaron 100 µl de suero por duplicado para la cuantificación, 

siguiendo las instrucciones del fabricante.  
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Las muestras y reactivos fueron colocados en una microplaca previamente revestida 

con un anticuerpo específico para SCXA conjugado con biotina. Posteriormente, se 

incubaron con peroxidasa de rábano picante (HRP, [horseradish peroxidase], por sus 

siglas en inglés) conjugada con avidina, para posteriormente adicionar 

tetrametilbenzidina (TMB) como sustrato. Sólo los pozos que contenían SCXA unido al 

anticuerpo conjugado exhibieron un cambio de color. La reacción enzimática se 

terminó con una solución de ácido sulfúrico incluida en el estuche y el cambio de color 

fue medido con un lector de placas de ELISA (Synergy HT, Biotek) a una longitud de 

onda de 450 nm. La concentración de SCXA en las muestras se determinó comparando 

sus densidades ópticas con la curva estándar. 

 

7.4. Plásmidos utilizados 

Los plásmidos usados para llevar a cabo la sobreexpresión de SCX fueron los 

siguientes:  

• HA-SCX:pECE-FLAG que contiene la secuencia codificante de SCX murina 

(Figura 4a). Este plásmido fue donado por el grupo de trabajo del Dr. Michael 

Czubryt de la universidad de Manitoba, Canadá. Cabe mencionar que la 

secuencia de este plásmido corresponde al gen de ratón, sin embargo, este gen 

es ampliamente conservado entre especies y presenta una homología del 89% 

entre humano y ratón, con ligeros cambios en la secuencia de la proteína que 

no modifican las estructuras principales de SCX. 

• pAdenoX-PRLS-DsRedExpress (632265 Clontech). Este plásmido contiene la 

secuencia del genoma adenoviral para la producción de partículas adenovirales 

(Figura 4b). 
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7.5. Sub-clonación de SCX 

Se utilizó el plásmido HA-SCX:pECE-FLAG para obtener la secuencia de SCX. Se 

diseñó un par de primers que flanquearan la secuencia por completo, incluyendo el 

promotor. La secuencia de los primers utilizados es la siguiente:  

GTAACTATAACGGTCGCTGTGGAATGTGTGTCAGT – Forward 

ATTACCTCTTTCTCCGGATCCAGACATGATAAGCA – Reverse 

Se amplificó la secuencia de SCX mediante PCR de punto final. El producto fue 

separado en un gel de agarosa al 1.3% por electroforesis durante 60 minutos a 100 

volts. La banda observada fue purificada utilizando el kit NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-Up (Clontech Cat. 740410.10). El fragmento purificado fue subsecuentemente 

insertado en el plásmido pAdenoX-PRLS-DsRedExpress utilizando el estuche 

comercial In-Fusion HD Cloning (Clontech) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. La reacción de ligación se llevó a cabo a 50°C por 15 minutos. Pasado ese 

tiempo el producto de la reacción fue almacenado a -20°C hasta su uso. 

Para la clonación se utilizaron 1.5 µl de la reacción de ligación en células Stellar 

Competent Cells (Cat. 636763) mediante transformación por choque térmico. Las 

células con el producto de la ligación fueron incubadas en hielo durante 30 minutos 

para posteriormente incubarlas durante 45 segundos a una temperatura de 42°C. 

Pasado este tiempo se añadió 1 ml de medio LB a las células que se incubaron durante 

3 horas a 37°C con agitación constante. Terminada la incubación se sembraron 100 µl 

del medio con células en placas de agar LB suplementadas con ampicilina a una 

concentración de 100 µg/ml. El medio restante fue centrifugado a 6000 g x 5 minutos. 

Se descartó el sobrenadante y el botón obtenido se sembró en placas de agar LB con 

ampicilina. Las placas se dejaron en incubación a 37°C durante toda la noche 

esperando se diera el crecimiento de colonias.  

Las colonias observadas fueron picadas con palillos esterilizados y aisladas 

para determinar si contaban con la secuencia de SCX. Para este fin se realizó una PCR 

utilizando los primers diseñados para la clonación. Por otro lado, el plásmido dentro 

de las colonias fue purificado y digerido con la enzima XhoI Fastdigest (Thermo 
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FD0695). La reacción de digestión se llevó a cabo a 37°C durante 30 minutos. Tanto el 

producto de la PCR como el de la digestión fue separado en geles de agarosa al 1.3% 

por electroforesis durante 90 minutos a 90 volts. El patrón de restricción obtenido fue 

comparado con el que marca el fabricante para determinar si el plásmido clonado 

corresponde al de interés. 

 

7.6. Purificación de plásmido 

Para la purificación del plásmido se generó un cultivo de 500 ml de medio LB 

suplementado con ampicilina 100 µg/ml en el que se sembraron las bacterias que 

clonaron de manera exitosa el plásmido con SCX. Este cultivo se dejó en incubación a 

37°C toda la noche con agitación constante. Transcurrido ese tiempo el cultivo fue 

centrifugado a 6000g x 15 minutos a 4°C. A partir del botón de células obtenido se 

purificó el plásmido utilizando el kit QIAGEN Plasmid Midi kit (Cat. 12143) siguiendo 

las instrucciones indicadas por el fabricante. El producto purificado fue nuevamente 

suspendido en buffer TE 1X y cuantificado. Posteriormente fue almacenado a -80°C 

hasta su utilización. 

 

7.7. Generación de partículas virales 

Para la generación de partículas virales se utilizaron células empaquetadoras 

de la línea celular AdenoX293. Estas células fueron sembradas en una densidad de 

cien mil células por cm2 para su posterior transfección. 

El plásmido purificado fue digerido con la enzima PacI Fastdigest (Thermo 

FD2204) durante 2 horas a 37°C. Pasado ese tiempo el producto de la digestión fue 

purificado con fenol cloroformo para su posterior transfección. 

La transfección del plásmido a las células AdenoX293 fue por medio de fosfato 

de calcio utilizando el kit CalPhos Mammalian Transfection Kit (Cat. No. 631312). Se 

transfectaron 5 µg del plásmido digerido para cada reacción de transfección. Se utilizó 

como control el plásmido vacío sin la secuencia de SCX. Las células permanecieron en 
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incubación a 37°C en una atmosfera húmeda con 5% de dióxido de carbono durante 

48 horas después de la transfección. Pasado ese tiempo se les cambió el medio por 

medio DMEM suplementado con 10% Suero Fetal Bovino (SFB). Las células se 

mantuvieron en monitoreo constante para observar el efecto citopático generado por 

las partículas virales. Cuando dicho efecto fue evidente en el cultivo las células fueron 

cosechadas para la purificación del adenovirus. 

 

7.8. Purificación de partículas virales 

Tras la infección y cosecha de las células, estas fueron lisadas por medio de 

ciclos de congelamiento y descongelamiento. El botón de células obtenido fue 

nuevamente suspendido en 500 µl de PBS estéril. Posteriormente las células fueron 

congeladas mediante un baño de hielo seco/etanol. Una vez congeladas las células 

fueron incubadas a 37°C hasta el deshielo. Es importante no permitir que las células 

alcancen la temperatura de 37°C. Este ciclo de congelamiento se repitió 3 veces. 

Terminado el lisado, la suspensión fue centrifugada a 1500g x 10 minutos para 

remover los restos celulares. La suspensión viral fue tratada posteriormente con la 

finalidad de incrementar su pureza. Para esto se utilizó el kit Adeno-X Maxi 

Purification Kit (631533 Clontech) siguiendo las instrucciones establecidas por el 

fabricante. El producto purificado fue almacenado a -80°C hasta su utilización. 

 

7.9. Titulación de partículas virales 

Los adenovirus generados fueron titulados para determinar la cantidad de 

partículas existentes en los cultivos. Para la titulación se siguió el protocolo incluido 

en el producto Adeno-X Rapid Titer Kit (632250 Clontech). Se sembraron células 

AdenoX293 a una densidad de 2.5x106 células en placas de 24 pozos con medio 

DMEM. Se tomaron 10 µl de la solución purificada de partículas virales para diluirla en 

990 µl de PBS estéril. Esta dilución se tomó como base para generar diluciones 

seriadas, desde 10-2, hasta 10-6. Las células sembradas fueron infectadas por triplicado 

con estas diluciones colocando 100 µl de la dilución por cada ml de medio de cultivo.  
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Las células infectadas se incubaron por 48 horas 37°C en 5% CO2. Pasado este 

tiempo las células fueron fijadas con metanol frío al 100%, incubándolas a -20°C por 

10 minutos. Una vez fijadas las células fueron incubadas con el anticuerpo primario 

Mouse Anti-Hexon Antibody (1:1000 en PBS + 1% BSA) durante 60 minutos a 37°C. 

Posteriormente se incubó con el anticuerpo secundario Rat Anti-Mouse Antibody 

conjugado con HRP (1:500 en PBS + 1% BSA) durante 60 minutos a 37°C. La reacción 

fue revelada utilizando Diaminobencidina (DAB) como sustrato, ésta se dejó 

incubando 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se contaron las células 

marcadas en cada pozo y se calculó el título viral utilizando la siguiente formula: 

(𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑝𝑜𝑧𝑜)

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑖𝑟𝑢𝑠 (𝑚𝑙)𝑥 (𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛)
 

Una vez calculado el título viral, las soluciones virales fueron almacenadas a -

80°C hasta su uso. 

 

7.10. Cultivo celular 

Los cultivos primarios de fibroblastos humanos fueron obtenidos del banco de 

células perteneciente al laboratorio de biología celular del INER. Los fibroblastos de 

pacientes con FPI fueron obtenidos bajo consentimiento informado a partir de 

biopsias realizadas por indicación médica en la clínica de enfermedades intersticiales 

del instituto. Los cultivos de fibroblastos de individuos sanos fueron obtenidos a 

partir de tejidos provenientes de donadores cadavéricos en la escuela de medicina de 

la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla y fueron una donación del Dr. Luis 

Vázquez de Lara. 

Para la obtención de células a partir de las biopsias fue necesario disgregar el 

tejido con tijeras quirúrgicas, posteriormente se incubó con 1 ml de tripsina a 37°C 

manteniendo una agitación constante. Transcurrido ese tiempo, se inactivó la tripsina 

con 3 ml de medio Ham-F12 con 10% SFB y se filtró a través de una gasa estéril. El 

producto filtrado fue centrifugado a 650g x 10 minutos.  
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El botón de células obtenido se sembró en placas de 12 pozos con 2 ml de 

medio Ham-F12 suplementado con 10% SFB, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina 

(100µg/ml). Las células se mantuvieron en incubación a 37°C en una atmosfera 

húmeda con 5% de dióxido de carbono.  La línea celular denominada NOVA se obtuvo 

de un individuo sano, mientras que las obtenidas de pacientes con FPI recibieron el 

prefijo HIPF más su número de registro, quedando las líneas HIPF231, HIPF375, 

HIPF397, HIPF286, HIPF 304 y HIPF 339.  Las líneas celulares de fibroblastos 

normales CCD25Lu y CCD8Lu fueron adquiridas en American Type Culture Collection 

(ATCC). Estas células fueron cultivadas en medio DMEM suplementado de la misma 

forma que el medio Ham-F12. Todos los cultivos se mantuvieron en incubación a 37°C 

en una atmosfera húmeda con 5% de dióxido de carbono. Las células AdenoX293 

fueron adquiridas de Clontech (Cat. 632271) y fueron sembradas utilizando medio 

DMEM suplementado con 10% de SFB. 

 

7.11. Infección y tratamiento de células en cultivo 

Para cada experimento realizado se sembraron los fibroblastos pulmonares a 

una densidad de 3 x 105 por pozo en placas de 6 pozos. Se infectaron estas células con 

una multiplicidad de infección (M.O.I.) de 100. Las partículas virales correspondientes 

fueron diluidas en medio de cultivo (DMEM o Ham-F12) sin suero. Después de su 

infección las células fueron incubadas el tiempo necesario, de acuerdo con el 

protocolo a seguir.  

Para el estímulo de TGFβ, se diluyó este factor de crecimiento en el medio de 

cultivo correspondiente (DMEM, Ham-F12 10% SFB) a una concentración de 5ng/ml. 

Este medio fue añadido a las células, para después ser puestas en incubación durante 

48 horas. Pasado ese tiempo las células fueron lisadas ya sea para PCR o Western Blot. 

Es importante señalar que para los experimentos que involucraron ambos 

tratamientos, las células fueron sometidas primero a la infección y transcurrido el 

tiempo marcado se estimularon con TGFβ. Nunca se realizaron al mismo tiempo. 

 



30 
 

7.12. PCR en tiempo real (qPCR) 

El ácido ribonucleico (RNA [ribonucleic acid], por sus siglas en inglés) total de 

los tejidos y células en cultivos fue extraído utilizando el reactivo de TRIzolTM 

(Invitrogen Life Technologies) siguiendo el protocolo marcado por el fabricante. Como 

RNA control se adquirieron dos RNAs de individuos sanos (Ambion AM7968, Origene 

HT1009) con la finalidad de utilizarlos como punto de comparación para los RNA 

provenientes de tejidos de pacientes con FPI.  

Las muestras de RNA fueron sometidas a una reacción de transcriptasa reversa 

(RT) para la obtención de cDNA. El kit utilizado para esta técnica fue RevertAid First 

Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific), se utilizaron de 250 a 500 ng de 

cada muestra para la reacción, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las 

reacciones de qPCR fueron llevadas a cabo en el equipo LightCycler® 480 System 

(Roche) utilizando sondas TaqMan (Thermo Scientific) para SCX (Hs03054634_g1) 

COL1A1 (Hs00164004_m1), COL1A2 (Hs01028970_m1), ACTA2 (Hs00426835_g1) y 

TCF3 (Hs01012685_m1), todas estas sondas tienen FAM como fluoróforo. Como 

controles de expresión endógena utilizamos las sondas de GAPDH (Hs02786624_g1) y 

HPRT (Hs0280069S_m1), estas dos fueron adquiridas con marcaje VIC como 

fluoróforo. 

 

7.13. Western Blot 

Las células fueron sembradas en placas de 6 pozos a una densidad de 70%, 24 

horas antes de lisar con 70 µl de buffer RIPA (Sigma Aldrich) adicionado con una 

mezcla de inhibidores de proteasas (Calbiochem, Set V) y PMSF. Los lisados celulares 

fueron incubados en RIPA durante 60 minutos en hielo, posteriormente fueron 

sonicados durante 3 ciclos de 10 segundos, con una espera en hielo de 2 minutos 

entres cada ciclo. Tras la sonicación los lisados fueron centrifugados con el fin de 

remover los restos celulares a una velocidad de 20000 g por 20 minutos a 4°C. El 

sobrenadante fue recolectado en un tubo estéril. La concentración de proteína fue 

cuantificada mediante el método colorimétrico de Bradford. Se separaron mediante 
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electroforesis 40µg de los extractos de proteína en un gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) al 10%.  

La electroforesis transcurrió durante 120 minutos a una potencia de 120 volts. 

Posteriormente las muestras fueron electrotransferidas a una membrana de 

polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Bio-Rad) en cámara húmeda a 100 volts por 60 

minutos. Los sitios inespecíficos se bloquearon con leche libre de grasa al 5% en TBS-

Tween 0.05% durante 60 minutos a temperatura ambiente. Tras el bloqueo la 

membrana se incubó con el anticuerpo primario anti-SCX (1:600; Thermo Scientific 

PA5-23943) o anti-β-actina (1:200; Santa Cruz Biotechnology Inc. Sc-47778) durante 

toda la noche a 4°C con agitación suave. Transcurrida la incubación con el anticuerpo 

primario, las membranas fueron lavadas 4 veces con TBS-Tween 0.05%, cada lavado 

fue de 10 minutos. Tras los lavados se incubó la membrana con anticuerpo secundario 

acoplado a HRP (anti-ratón y anti-conejo IgG; Invitrogen Life Technologies) por una 

hora a temperatura ambiente. La señal fue detectada por quimioluminiscencia 

utilizando el substrato Super Signal West Pico Enhanced Chemiluminescence 

detection system (Thermo Scientific). Todas las membranas fueron sometidas a 

densitometría utilizando el software ImageLab v6.1(BioRad Hércules, California, 

EUA). Las muestras fueron normalizadas contra β-actina. 

 

7.14. Inmunohistoquímica (IHC) 

Se evaluó la localización de SCX en tejido pulmonar obtenido de individuos 

sanos (n=3) y pacientes con FPI (n=3). El análisis de Inmunohistoquímica se realizó 

como se ha reportado anteriormente 67. Las muestras de tejido fueron fijadas con 

formol amortiguado y colocadas en bloques de parafina. Se realizaron cortes de 3 µm 

de grosor que fueron montados en laminillas silanizadas. Los cortes se desparafinaron 

en xilol por 30 minutos y después fueron rehidratados con etanol al 100%, 90%, 50% 

y agua durante 5 minutos cada uno. Posteriormente los tejidos fueron incubados con 

peróxido de hidrógeno al 3% en metanol por 30 minutos. Posteriormente se realizó la 

recuperación de antígenos con buffer de citratos seguido de bloqueo de los sitios 

inespecíficos con suero normal de cabra al 2% en PBS. Los tejidos permanecieron en 
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incubación con el anticuerpo primario “anti-human SCX rabbit polyclonal antibody” 

(1:25; Antibodies online ABIN9670006) durante toda la noche a 4°C en cámara 

húmeda. Transcurrido ese tiempo las laminillas fueron lavadas con PBS 0.1% Tween 

2.0. 

Tras el lavado los tejidos fueron incubados con un anticuerpo secundario anti-

inmunoglobulina acoplado a biotina, seguido de estreptavidina conjugada con HRP 

(DAKO LSAB®2 System-HRP, Dako North America, Inc. K0609). Como sustrato se 

utilizó 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (BioGenex, HK129-5K). Los cortes histológicos 

fueron contrateñidos utilizando hematoxilina y montadas utilizando medio de 

montaje. El anticuerpo primario fue reemplazado por suero normal de cabra para los 

controles negativos. Las laminillas fueron observadas utilizando un microscopio 

Nikon. 

 

7.15. Análisis estadístico 

Los resultados son presentados como promedio ± desviación estándar (DE). 

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado al menos tres veces. Las 

diferencias estadísticas fueron calculadas utilizando un ANOVA de una vía con 

comparación de Tukey. Valores de <0.05 fueron considerados estadísticamente 

significativas. Los datos fueron analizados utilizando el programa estadístico 

GraphPad 5.0 para Windows. 
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Figura 4. Esquema de los plásmidos utilizados para el proceso de clonación. a) Plásmido HA-
SCX:pECE-FLAG contiene la secuencia codificante de SCX murina. Este plásmido fue donado por el 
grupo de trabajo del Dr. Michael Czubryt de la universidad de Manitoba, Canadá. b) Plásmido pAdenoX-
PRLS-DsRedExpress. Este plásmido contiene la secuencia del genoma adenoviral para la producción de 
partículas adenovirales. 
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8. RESULTADOS 

8.1. El aumento en la expresión de SCX se relaciona con mayor expresión de 

los genes de MEC en fibroblastos pulmonares 

Para determinar si existe una posible relación entre la expresión de SCX y la 

regulación de diferentes genes de MEC en células pulmonares, se midieron mediante 

qPCR, los niveles de expresión basal de SCX en las líneas celulares de fibroblastos 

pulmonares CCD25Lu y CCD8Lu, así como la expresión de los genes COL1A1, COL1A2, 

ACTA2. Para corroborar que los niveles de proteína SCX correspondieran con los 

niveles de RNA mensajero se evaluó la presencia de la proteína por medio de Western 

Blot en las dos líneas celulares.  

La expresión de SCX a nivel mensajero mostró una mayor expresión en las 

células CCD8Lu (1.023 ± 0.08195, n=9, 2.445 ± 0.1813, n=9 para CCD25Lu y CCD8Lu 

respectivamente), lo cual correlaciona con la apreciación de niveles de proteína 

mayores (Figura 5a). Al evaluar la expresión de los genes de MEC, COL1A1(1.01 ± 

0.05057, n=9, 2.381 ± 0.2854, n=9), COL1A2 (1.011 ± 0.05285, n=9, 2.175 ± 0.1837, 

n=9) y ACTA2 (1.007 ± 0.0433, n=9, 11.01 ± 1.567, n=9) se observó que, de manera 

similar a lo que ocurre con SCX, la expresión de estos genes es mayor en las células 

CCD8Lu al ser comparadas con los de las células CCD25Lu (Figura 5b-d). Estos datos 

sugieren una posible relación entre la expresión de SCX y la expresión de los genes de 

MEC, lo cual coincide con lo reportado en diferentes órganos: SCX regula la expresión 

de los genes de MEC, principalmente colágena 28,29,33,37,50. 
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Figura 5. Expresión de SCX en fibroblastos pulmonares correlaciona con la expresión de genes 
de MEC. Se midió la expresión de SCX (a) en fibroblastos pulmonares CCD25Lu y CCD8Lu, se observa 
que esta última presenta una mayor expresión de este factor. Esto se relaciona con la expresión de los 
genes de MEC COL1A1 (b), COL1A2 (c), ACTA2 (d), donde igualmente se observa una mayor expresión 
de estos genes. **= p<0.01 and ***= p<0.001. 

 

Con el propósito de evaluar si las células provenientes de pacientes 

presentaban una mayor expresión de estos genes al ser comparados con células de 

individuos sanos y tras observar una posible asociación entre la expresión de SCX y la 

de los genes de MEC en las líneas celulares de fibroblastos pulmonares, se decidió 

realizar la misma evaluación en líneas celulares primarias de fibroblastos 

provenientes de pacientes con FPI (HIPF 231, 375 y 397) e individuo sano (Nova).  

El análisis de los datos obtenidos mostró que la expresión de SCX entre las 

líneas es variable, sin embargo, todas las líneas provenientes de pacientes de FPI 

presentaron una mayor expresión de SCX en comparación con la línea control (Figura 

6 a, Tabla 2). De manera similar a la expresión de SCX, los genes de MEC mostraron 

variabilidad en su expresión entre las líneas de FPI, pero en todos los casos se mostró 

un incremento cuando la expresión fue comparada con la línea celular control (Figura 

6b-d, Tabla 2).  
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Figura 6. La expresión de SCX y sus genes blancos es mayor en fibroblastos provenientes de 
pacientes con FPI. a) La expresión de SCX esta incrementada en las células de pacientes con FPI (HIPF 
231, 376, 397) en comparación con células normales (NOVA). Aunque se presentó variabilidad en la 
expresión COL1A1 (b), COL1A2 (c) y ACTA2 (d), esta se encuentra incrementada en comparación con 
las células control.  ***= p<0.001. 

 

Tabla 2. Expresión de SCX y sus genes blancos en cultivos de fibroblastos primarios. 

  Control  HIPF 231  HIPF 376  HIPF 397  
Scleraxis 1.008±0.0463 17.57±3.662  5.028±0.6391 2.956±0.2641 

COL1A1  1.008±0.0443  2.676±0.263 4.962±0.322 6.185±0.3646 

COL1A2  1.01±0.051 1.93±0.091  2.273±0.106 2.789±0.083   
ACTA2 1.004±0.032 3,926±0.506 19.8±2.904 19.32±2.116 

 

 

El conjunto de estos datos nos indica que SCX se comporta de manera similar a 

lo reportado en otros modelos experimentales, donde SCX tiene como blanco a genes 

de MEC, regulándolos de manera directa e incrementando su expresión; pero además 

podemos determinar que las células pulmonares de pacientes con FPI muestran una 

mayor expresión de SCX, así como un correspondiente incremento de los genes blanco 

característicos de dicha enfermedad. Esto sugiere que SCX se encuentra expresado en 

mayor medida en las células pulmonares de pacientes con FPI y que dicha 
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sobreexpresión puede ser resultado de la participación de este factor en la 

patogénesis de la FPI. 

8.2. La expresión de SCX se incrementa en el tejido pulmonar de pacientes 

con FPI 

Para evaluar si existen diferencias en la expresión de SCX entre los pacientes 

con FPI e individuos sanos, se procedió a medir este factor transcripcional en tejido 

pulmonar obtenido mediante biopsia de pacientes con FPI. Como controles se 

utilizaron mRNA comerciales provenientes de pulmón sano.  

La expresión de SCX a nivel mensajero mostró una diferencia significativa al 

comparar los datos de pacientes con el grupo control, observándose que el grupo de 

pacientes de FPI muestra una mayor expresión de SCX (Figura 7a).  Dicho resultado 

correlaciona con lo observado en los cultivos celulares. 

Para determinar la localización de SCX dentro del tejido pulmonar se procedió 

a realizar inmunohistoquímica en tejido pulmonar. Para este fin se utilizaron tejidos 

de dos individuos sanos (573-11 860-05) y tres pacientes de FPI (425-05, 428-16, 

442-16).  

El análisis de las inmunohistoquímicas mostró que existe una diferencia en la 

localización de SCX entre pacientes y controles. Mientras en los individuos sanos SCX 

se encuentra presente en epitelio bronquiolar (Figura 7b), en los pacientes con FPI se 

puede encontrar la presencia de esta molécula en los espacios alveolares que han sido 

sustituidos por focos de fibroblastos y células mesenquimales. En concordancia con 

este hallazgo, la presencia de SCX fue notoria en células inflamatorias y musculares 

que conforman el tejido pulmonar (Figura 7b).   

Por otra parte, se pudieron observar diferencias en la composición del tejido 

entre los individuos sanos y los pacientes con FPI, principalmente a nivel de los 

espacios alveolares que son reemplazados por MEC y fibroblasto. Tomando en cuenta 

esto último, podemos asumir que la expresión de SCX en los tejidos de pacientes con 

FPI se ve incrementada debido a la acumulación de células mesenquimales en los 
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espacios alveolares, con lo cual, al relacionarlo con los diferentes niveles de expresión 

que muestran los fibroblastos de pacientes con FPI, podemos asumir que SCX es un 

factor transcripcional que se encuentra en el tejido pulmonar de manera basal y que 

durante la patogénesis de la FPI éste se ve incrementado en el tejido por el 

reclutamiento de células mesenquimales en los espacios alveolares, lo que nos lleva a 

sugerir que es posible que la presencia de este factor pueda ser utilizada como un 

marcador del grado de fibrosis en los pacientes. 

 

Figura 7. Expresión de SCX se encuentra elevada en tejidos pulmonares provenientes de 
pacientes con FPI. a) El tejido pulmonar derivado de pacientes con FPI mostró una alta expresión de 
SCX a nivel mensajero en comparación con los tejidos control. b) El análisis de inmunohistoquímica 
muestra una mayor presencia de SCX en los tejidos de FPI. Las muestras fueron sometidas a las 
tinciones de hematoxilina eosina y tricrómica de Masson con el fin de determinar el tipo de células 
positivas a SCX. Se realizaron controles negativos para cada tinción en lo cuales no se observa señal, 
imágenes no mostradas. 
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8.3. SCX aumenta en suero de pacientes con FPI comparado con individuos 

sanos 

Con el fin de determinar si la detección en suero podría ser útil como un 

posible biomarcador de la FPI y tras observar que la expresión de SCX está 

incrementada tanto en células como en tejido de pacientes con FPI, se evaluaron los 

niveles circulantes de este factor transcripcional utilizando para ello muestras de 

suero. 

Para la detección de SCX en suero se utilizó un ELISA anti-SCX. Nuestros 

resultados demostraron que existe un incremento de SCX circulante en los pacientes 

con FPI (0.663 ± 0.559 ng/mL, p < 0.001), así como en los pacientes con esclerosis 

(0.611 ± 0.296 ng/mL, p < 0.001) comparando con los niveles encontrados en el grupo 

control (0.351 ± 0.207 ng/mL) (Figura 8). En lo que respecta a NH (0.323 ± 0.323 

ng/mL), no se encontró diferencia significativa al ser comparada con el grupo control, 

sin embargo, sí se observa una disminución significativa cuando se compara con FPI y 

esclerosis sistémica. No se encontraron diferencias en los niveles de SCX entre FPI y 

esclerosis. 

Estos resultados nos indican que SCX presenta mayores niveles circulantes en 

enfermedades de tipo fibrosante como la FPI y la esclerosis sistémica. La causa por la 

que los datos de NH difieren con las patologías anteriores, podría ser el origen 

inflamatorio de esta, sugiriendo que SCX no participa en el proceso inflamatorio y su 

presencia está relacionada con el desarrollo del proceso fibrótico.  
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Figura 8. Concentración circulante de SCX es mayor en pacientes de FPI y ES en comparación con 
los controles. Se observó una diferencia significativa en la concentración de SCX en los pacientes con 
enfermedades fibróticas. De manera interesante la concentración en NH no mostró diferencia al ser 
comparada con la de los individuos control, sin embargo, es significativamente menor a la encontrada 
en los pacientes con FPI. ***= p<0.001. 

 

La correlación entre los niveles circulantes de SCX y la capacidad pulmonar de 

los pacientes, mostró que hay una diferencia significativa entre el grupo control 

(0.4037±0.03287 ng/mL) y los individuos que presentan CPT <60% (0.9928±0.1498 

ng/mL) y CVF <80% (0.7618±0.1207 ng/mL) (Figura 9). Esto nos indica que, de los 

pacientes con FPI, los que presentan un mayor nivel de SCX circulante son aquellos 

cuyas capacidades pulmonares se han visto muy reducidas. Esto puede ser indicativo 

de un grado avanzado de fibrosis. Lo que nos lleva a especular que los niveles de SCX 

se van incrementado en suero a medida que la fibrosis avanza, encontrando sus 

mayores niveles en las etapas más desarrolladas de la enfermedad. Con estos 

resultados podemos sugerir que existe una asociación entre SCX y el deterioro de la 

capacidad pulmonar característico de los pacientes con FPI.  
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Figura 9. Los pacientes con afecciones en su función pulmonar muestra mayores 
concentraciones de SCX. Se encontró una mayor concentración de SCX en los pacientes que 
presentaban una afección severa de su CPT (≤ 60%) y una CVF menor al 80%. **= p<0.01. Capacidad 
pulmonar total (CPT): Volumen máximo de aire presente en los pulmones. Una persona sana puede 
inhalar aproximadamente 6 litros. Capacidad Vital Forzada (CVF): Volumen de aire que puede ser 
exhalado de manera forzada después de una inspiración. Los valores normales oscilan entre los 4.6 
litros 68. 

 

El análisis de estos resultados nos permite afirmar que la expresión de SCX en 

células pulmonares está asociada con la expresión de genes de MEC como colágena y 

alfa actina de músculo liso. Al ser evaluada en pacientes con FPI, se observó que las 

células de estos pacientes presentan una mayor expresión de SCX con su respectivo 

incremento en la expresión de genes de MEC en comparación con células de 

individuos sanos.  

De manera similar se encontró que el tejido pulmonar de los pacientes con FPI 

presentan una mayor expresión de SCX al ser comparado con individuos sanos y que 

este incremento se debe al reclutamiento de fibroblastos y diferentes precursores de 

células mesenquimales en los espacios alveolares, lo que nos sugiere que el 

incremento en la expresión de SCX en tejido puede ser indicador de una etapa 

avanzada de fibrosis. Finalmente, al medir los niveles circulantes de SCX en pacientes 

con FPI se observó que éstos se ven incrementados en comparación con los niveles de 
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individuos sanos y de pacientes de otras enfermedades pulmonares como NH, además 

de observar que el incremento de SCX es mayor precisamente en los pacientes que 

muestran menor capacidad pulmonar.  

Tomando en cuenta que SCX es un factor transcripcional de fácil detección, 

asociado con enfermedades fibróticas y que presenta una posible asociación con las 

etapas más avanzadas de FPI, se puede sugerir que SCX es una molécula candidata 

para ser utilizada como biomarcador auxiliar en la determinación del grado de 

severidad de la FPI. 

  

8.4. Sobre expresión de SCX en fibroblastos pulmonares mediante vectores 

adenovirales 

Utilizando los vectores adenovirales generados se procedió a sobre expresar 

SCX en cultivos celulares de fibroblastos pulmonares. Inicialmente se infectaron 

células CCD25Lu con una M.O.I. 100 durante 24 y 48 horas, con el fin de establecer el 

momento en el que hay un pico en la sobre expresión de SCX.  

La expresión se midió a nivel mensajero, así como de proteína. Se observó un 

incremento en la expresión del gen a partir de las 24 horas postinfección 

(130.522±7.278) que aumenta aún más a las 48 horas (1002.75±113.51) (Figura 10a). 

Sin embargo, los niveles de proteína no mostraron el mismo comportamiento, razón 

por la cual decidimos usar 48 horas como el estándar de infección para experimentos 

subsecuentes. 
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Figura 10. La sobreexpresión de SCX se manifiesta en mayor proporción 48 horas posinfección 
en células CCD25Lu. a) Expresión de SCX en células CCD25Lu infectadas con el vector adenoviral de 
SCX a una M.O.I. de 100 24 y 48 horas después de la infección. Se observa una mayor sobreexpresión a 
las 48 horas. Contrario a lo observado a nivel mensajero los niveles de proteína SCX no se vieron 
incrementados (b). 

 

8.5. La sobre expresión de SCX no causa un incremento significativo de 

COL1A2 en fibroblastos pulmonares  

 Para determinar si únicamente la expresión de SCX en fibroblastos pulmonares 

puede generar un incremento en la expresión del gen COL1A2, el cual ha sido 

reportado como unos de los principales blancos de SCX 28,31,69, se infectaron 

fibroblastos normales CCD25Lu con vectores adenovirales para posteriormente medir 

los niveles de expresión de los genes SCX y COL1A2 mediante qPCR.  

Se observó que a pesar de tener una sólida sobre expresión de SCX 

(1.001±0.070 vs 65.54±10.95), las células infectadas no mostraron un incremento en 

el gen COL1A2 (1.005±0.134 vs 1.071±0.081) (Figura 11a-b), lo cual es discordante 

con lo reportado en otros trabajos 28,31,33 . En otros trabajos se reporta que la sobre 

expresión de SCX es suficiente para generar un incremento en el gen COL1A2. Se 

repitió el mismo experimento utilizando cultivos primarios de fibroblastos 

provenientes de individuos sanos (NOVA) y pacientes de FPI (HIPF286, 304, 339), 
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observándose al igual que con las líneas celulares comerciales, que la sobre expresión 

de SCX no incrementa la expresión de COL1A2 (Figura 11c-d, Tabla 3 y 4). 

Esta información sugiere que únicamente la expresión de SCX no es suficiente 

para promover un aumento de expresión de genes como COL1A2 en fibroblastos 

pulmonares, razón por la cual es posible que su función sea dependiente de la 

activación de una cascada de señalización que involucre la participación de otros 

elementos. 

 

 

Figura 11. El gen COL1A2 no se ve afectado por la sobreexpresión adenoviral de SCX en 
fibroblastos pulmonares. Células CCD25Lu fueron infectadas con el vector adenoviral de SCX por 48 
horas. A pesar de tener un claro incremento de SCX (a) este no parece afectar la expresión de su gen 
blanco COL1A2 (b). De forma similar la sobreexpresión de SCX en cultivos primarios de fibroblastos de 
individuos sanos (NOVA) y pacientes con FPI (HIPF 286, 304 y 339) (c) no generó un incremento en la 
expresión de COL1A2 (d). 
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Tabla 3. Sobreexpresión de SCX en cultivos primarios de fibroblastos 
 

CTRL SCX  EMPTY 
Nova 1.063 ±0.437 2991.81 ±58.651 24.478 ±3.3488 

HIPF286 1.069 ±0.490 230.893 ±37.183 1.6011 ±0.2965 
HIPF304 1.084 ±0.021 2823.22 ±179.76 1.3598 ±0.2452 
HIPF339 1.075 ±0.444 2357.28 ±265.17 1.5584 ±1.2622 

 

 

Tabla 4 Expresión de COL1A2 tras la sobre expresión de SCX en cultivos primarios de fibroblastos 
 

CTRL SCX EMPTY 
Nova 1.048 ±0.399 0.940 ±0.298 0.980 ±0.186 

HIPF286 1.034 ±0.307 1.123 ±0.330 1.049 ±0.309 
HIPF304 1.003 ±0.099 1.235 ±0.072 1.691 ±0.024 
HIPF339 1.131 ±0.038 1.157 ±0.195 0.569 ±0.055 

 

8.6. TGFβ no contribuye a que la sobreexpresión inducida de SCX tenga 

efecto sobre sus genes blanco 

 Evidencia aportada por trabajos previos 28,29,33 indica que SCX es activado por 

medio de la vía de señalización canónica del TGFβ, por tal motivo se decidió evaluar si 

el estímulo con esta citocina tiene efecto sobre la actividad regulatoria de SCX. Para 

este fin se infectaron células CCD25Lu por 48 horas con el vector adenoviral, 

posteriormente se les administró un estímulo de TGFβ (5ng/ml) por 48 horas más, 

pasado este tiempo se midió la expresión de SCX y COL1A2 mediante qPCR. 

El análisis de datos nos muestra que TGFβ tiene efecto sobre el gen SCX 

promoviendo su expresión y la del gen COL1A2, cuando se compara el grupo control 

(Figura 12, Tabla 5). Al comparar el grupo de células que fueron infectadas por el 

vector adenoviral, podemos observar que estas presentan la mayor sobreexpresión de 

SCX. Sin embargo, esta sobreexpresión no se ve afectada por el estímulo de TGFβ, lo 

cual indica que la molécula usada para la sobre expresión no es regulada por los 

mecanismos de señalización propios de la célula. En lo que respecta a la expresión de 
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COL1A2, la sobreexpresión de SCX por sí sola no generó un incremento significativo 

con respecto al grupo control, de igual forma el grupo de células infectadas y 

estimuladas con TGFβ no reflejaron un incremento significativo en la expresión de 

COL1A2. Esto nos indica que incluso en presencia de TGFβ, la sobreexpresión inducida 

de SCX no tiene un efecto funcional en los fibroblastos pulmonares. 

 

Figura 12. En fibroblastos pulmonares el factor de crecimiento TGFβ no contribuye con la 
sobreexpresión adenoviral de SCX en la regulación de sus genes blanco. Se infectaron células 
CCD25Lu con el vector adenoviral de SCX a una M.O.I. de 100 por 48 horas, transcurrido ese tiempo de 
estimularon las células con 5ng/ml de TGFβ por 48 horas más. Las células control mostraron una 
respuesta al TGFβ incrementado la expresión de SCX y COL1A2, sin embargo, las células infectadas con 
SCX no mostraron ningún cambio con relación al TGFβ. 

 

Tabla 5. Expresión de SCX y COL1A2 tras la sobreexpresión de SCX y el estimulo de TGFβ en 
fibroblastos CCD25Lu 

 
SCX COL1A2 

CTRL 1.189 ±0.305 1.007 ±0.148 
CTRL+TGF 2.378 ±0.200 1.989 ±0.131 

SCX 3870.194 ±985.8 1.352 ±0.250 
SCX+TGF 3347.712 ±738.4 1.232 ±0.114 

EMPTY 1.810 ±0.404 0.632 ±0.015 
EMPTY+TGF 9.175 ±1.344 1.055 ±0.025 
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 Dado que no se observó ningún efecto funcional debido a la sobreexpresión de 

SCX, se realizó un curso temporal con tiempos de medición cortos con el fin de 

determinar si SCX es una proteína de reacción rápida y su efecto es evidente a corto 

plazo. La infección por medio de adenovirus mostró una sobreexpresión desde las 2 

horas (Figura 13 a, Tabla 6). A pesar de que el incremento de SCX se ve reflejado en su 

expresión a partir de 2 horas después de la transfección, los niveles de proteína no se 

ven afectados (Figura 13c) e incluso la expresión de sus genes blanco tampoco se vio 

afectada por la sobreexpresión del factor (Figura 13b, Tabla 7). 

 

Figura 13. La sobreexpresión de SCX por medio de partículas virales no afecta la expresión del 
COL1A2 a corto plazo. Se infectó con las partículas adenovirales de SCX a fibroblastos pulmonares 
CCD25Lu. Se evaluó la expresión de SCX (a), COL1A2 (b) y la proteína SCX (c) a las 2, 6, 12 y 24 horas 
post infección. De manera similar a la sobreexpresión de SCX por transfección, la expresión de SCX se ve 
incrementada desde las 2 horas post infección, sin embargo, esta sobreexpresión no fue suficiente para 
incrementar la expresión de COL1A2.  
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Tabla 6. Expresión de SCX en curso temporal de 2 a 24 horas después de su sobreexpresión. 
 

CTRL SCX  EMPTY 
2 HRS 1.000 ±0.024 14608.04 ±1118.36 6.6897 ±0.491 
6 HRS 1.164 ±0.178 7258.067 ±201.217 4.3031 ±0.525 

12 HRS 1.879 ±0.220 56597.88 ±10425.2 2.7636 ±0.670 
24 HRS 1.965 ±0.019 20836.73 ±1300.69 3.0856 ±0.668 

 

 

Tabla 7. Expresión de COL1A2 en curso temporal de 2 a 24 horas después de la sobreexpresión 
de SCX. 

 
CTRL SCX  EMPTY 

2 HRS 1.018 ±0.271 0.737 ±0.032 0.556 ±0.252 
6 HRS 1.002 ±0.088 0.910 ±0.091 2.417 ±0.397 

12 HRS 1.026 ±0.300 0.889 ±0.155 1.155 ±0.163 
24 HRS 1.002 ±0.079 1.260 ±0.232 1.215 ±0.075 

 

 

 Estos resultados nos indican que la sobre expresión de SCX en fibroblastos 

pulmonares no refleja por sí misma un efecto en su funcionalidad, e incluso en 

presencia de otros factores como TGFβ, dicha sobreexpresión no causa ningún tipo de 

impacto en la expresión de genes que han sido reportados con anterioridad como 

genes regulados por SCX 28,29,31,61. Lo que nos lleva a sugerir que debido a la naturaleza 

heterodimérica de SCX este requiere de otros factores con los que pueda asociarse 

para poder llevar a cabo su función reguladora.  

 

8.7. E47 como compañero de transcripción de SCX 

 Tomando como base los resultados previos que muestran que únicamente la 

sobreexpresión de SCX no es suficiente para regular sus genes blancos y la evidencia 

que apunta a que SCX funciona como factor heterodimérico, proponemos que SCX 

necesita de alguna proteína asociada para poder realizar correctamente su función 

reguladora en nuestro modelo. Diversos estudios han señalado al factor bHLH E47 

como uno de los principales compañeros de SCX en diferentes órganos 37,59,70,71. Por tal 
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motivo se decidió evaluar la expresión basal de su gen, TCF3, en diversas líneas 

celulares de fibroblastos pulmonares. 

Las líneas utilizadas para este ensayo fueron las líneas celulares CCD25Lu y 

CCD8Lu, así como cultivos primarios derivados de individuos sanos (NOVA) y 

pacientes con FPI (HIPF 231, 375 y 397). La expresión basal de E47 se midió a través 

de qPCR evaluando el nivel de mRNA de su gen TCF3. 

Al evaluar la expresión de dicho gen en las distintas líneas se observó 

variabilidad entre ellas. La línea CCD8Lu presenta una mayor expresión en 

comparación con las células CCD25Lu (1.706±0.405 vs 1.030±0.351) (Figura 14a). En 

los cultivos primarios observamos que las células provenientes de pacientes con FPI 

mostraron una mayor expresión de TCF3 en comparación con las células provenientes 

de individuos sanos. La expresión de TCF3 en los cultivos provenientes de pacientes 

mostró diferencias notorias entre ellos (Figura 14b, Tabla 8). 

 

Figura 14. Expresión de TCF3 (E47) en fibroblastos pulmonares. Se observó que la expresión de 
TCF3 es variable entre los diferentes cultivos de fibroblastos pulmonares utilizados. a) Expresión en 
líneas celulares de fibroblastos normales (CCD25Lu, CCD8Lu). b) Expresión en cultivos primarios de 
individuos sanos (NOVA), y de pacientes con FPI (HIPF 231, 375, 397). 

 

Tabla 8. Expresión de TCF3 en cultivos primarios de fibroblastos pulmonares 
 

TCF3  
Nova 1.009 ±0.196 

HIPF231 0.753 ±0.291 
HIPF375 3.356 ±0.246 
HIPF397 0.416 ±0.056 
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 Al relacionar la expresión de TCF3 con la de SCX podemos observar que, en la 

mayoría de los casos, la expresión de ambos genes guarda una proporción similar 

entre ellos (Figura 15a, Tabla 9). Al asociar dichas proporciones con la expresión de 

los genes blanco (COL1A1, COL1A2, ACTA2) en estas células, podemos observar que 

en las células donde existe una proporción similar de ambos factores, los genes blanco 

se expresan en mayor medida (Figura 15b), mientras que aquellas donde la expresión 

de uno de estos factores es ampliamente superior, los genes de MEC no muestran un 

incremento tan notorio (véase HIPF 231).  

Con base en estos datos podemos sugerir que para que SCX tenga una correcta 

función reguladora, en fibroblastos pulmonares, debe de estar acompañado del factor 

E47 en una proporción similar, lo cual explica por qué nuestro modelo de 

sobreexpresión no mostró los resultados que otros trabajos han reportado. Por tal 

motivo es necesario que en futuras investigaciones que involucren SCX debe de 

sobreexpresarse en igual medida a su compañero E47, lo cual nos permitirá 

profundizar en el estudio de los mecanismos en los que estos factores bHLH 

intervienen durante la patogénesis de la FPI.  
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Figura 15. La proporción SCX/TCF3(E47) puede ser importante para la regulación efectuada por 
SCX. Al comparar la expresión de SCX y TCF3 (a) en diferentes líneas de fibroblastos pulmonares se 
observó que esta varía entre las distintas líneas, sin embargo, al revisar la expresión correspondiente 
de los genes COL1A1, COL1A2 y ACTA2 (b), se puede observar que existe una relación entre la 
expresión de estos genes y la proporción SCX/TCF3. Se puede apreciar que en los cultivos que 
mantienen una proporción similar de estos factores (CCD8Lu, HIPF376, HIPF397) presentan una mayor 
expresión de sus genes blanco, mientras que en los cultivos donde uno de los factores esta 
incrementado de sobre manera (HIPF 231) la expresión de estos genes es menor. 

 

Tabla 9. Expresión de SCX y TCF3 en diferentes cultivos de fibroblastos pulmonares 
 

SCX  TCF3 
CCD25Lu 1.004 ±0.127 1.030 ±0.351 

CCD8Lu 2.562 ±1.002 1.706 ±0.405 
NOVA 1.000 ±0.044 1.009 ±0.196 

HIPF231 24.450 ±3.344 0.753 ±0.291 
HIPF375 6.898 ±0.405 3.356 ±0.246 
HIPF397 3.202 ±0.139 0.416 ±0.056 



52 
 

9. DISCUSIÓN 

La fibrosis pulmonar idiopática es una enfermedad que se caracteriza por la 

acumulación exacerbada de MEC 9–12. Scleraxis ha sido descrito como un factor 

transcripcional que regula la expresión de genes de matriz extracelular 28,29,35,51,61 en 

corazón, piel y tendones 28,42,51,59,61,72,73. La función que desempeña este factor en 

tejido pulmonar no había sido evaluada hasta la fecha, ya que solo existe evidencia 

que señala su presencia en este órgano durante el desarrollo embrionario 58. En este 

trabajo evaluamos la presencia de SCX en tejido pulmonar adulto, tomando en 

consideración la evidencia que apunta a que este factor es un importante regulador de 

la expresión de MEC. Nosotros hipotetizamos que SCX puede participar activamente 

en la patogénesis de la FPI. 

Evaluamos la expresión basal de SCX en fibroblastos pulmonares, así como de 

sus genes blanco y observamos que existe una relación entre SCX y sus genes. En las 

líneas celulares comerciales CCD25Lu y CCD8Lu observamos que una mayor 

expresión de SCX se asocia con una mayor expresión de los genes COL1A1, COL1A2 y 

ACTA2, tres genes codificantes de proteínas de MEC. Estos hallazgos se encuentran en 

concordancia con la evidencia existente respecto a este factor en órganos como 

corazón y tendones 28,29,31,51. Esto podría indicar, que como en otros órganos, SCX es 

un regulador clave de genes de MEC y que por la existencia de deficiencias en su 

función reguladora SCX podría participar en el desarrollo de enfermedades asociadas 

a MEC como es el caso de FPI. 

La participación de SCX en patologías fibróticas no es un campo inexplorado, ya 

que se ha reportado la participación de este factor en fibrosis cardíacas y nefropatía 

diabética 28,31,61,62. En el primer caso se ha reportado a SCX como uno de los 

principales efectores de la fibrosis cardíaca, quedando demostrado que la 

desregulación de SCX en las células cardíacas promueve los signos característicos de 

la patología, como son la síntesis de colágena, formación de adherencias focales y 

fibras de tensión, así como reducción en la migración y proliferación 28,31,42. Mientras 

que, en lo referente a nefropatía diabética se ha reportado que SCX modula la 

expresión de proteínas como αSMA y la proteína morfogénica ósea 4 (BMP4), lo que 
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genera cambios fenotípicos en las células mesangiales, promoviendo su diferenciación 

a miofibroblastos, lo que lleva a una secreción anormal de colágena en el tejido renal 

62.  

Los hallazgos de esta investigación muestran que SCX se expresa en mayor 

medida en los fibroblastos pulmonares provenientes de pacientes con FPI en 

comparación con las células de individuos sanos. Este incremento correlaciona con la 

expresión elevada de los genes de MEC (COL1A1, COL1A2 y ACTA2). Dicho 

incremento en la expresión de SCX se reafirmó al evaluar el tejido pulmonar de los 

pacientes con FPI, por lo que asumimos que en FPI SCX se encuentra incrementado y 

esto puede contribuir con la producción exacerbada de MEC que caracteriza a esta 

patología.  

Al evaluar de manera histológica la presencia de SCX en tejidos pulmonares, se 

observó que este factor se presenta en mayor medida en los tejidos de pacientes con 

FPI. Esto puede explicarse debido a la diferente composición celular que presenta el 

tejido de los pacientes en comparación con el tejido sano. Mientras que el tejido sano 

presenta una estructura ramificada en la que pueden apreciarse los espacios 

alveolares revestidos por el epitelio alveolar, en el tejido de pacientes con FPI estos 

espacios han sido ocupados por MEC, fibroblastos, fibrocitos y precursores de células 

mesenquimales. Debido a que SCX es un factor que se ha reportado principalmente en 

células de tipo mesenquimal, la acumulación de éstas en el tejido fibrótico puede ser la 

causa de las diferencias de expresión que encontramos al comparar la expresión en 

tejido.  

El incremento en la expresión de SCX que presentan las células en FPI sumado 

a la acumulación de estas mismas en el tejido pulmonar nos permite señalar que SCX 

se presenta de manera prominente en esta patología. Tomando en cuenta que el 

incremento de su expresión en el tejido es debido al reclutamiento de células 

mesenquimales en los espacios alveolares, podemos asumir que dicho aumento se va 

dando de manera gradual y puede ser monitoreado durante el desarrollo de la 

patología. Por lo que la expresión de SCX podría ser utilizada como un indicador de 

progresión y severidad de la FPI.  
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Debido a la importancia bilógica que tiene la función de los factores bHLH en 

diversos órganos y en desarrollo embrionario, la posibilidad de utilizarlos como 

biomarcadores patológicos es amplia. Esto se ha visto reflejado principalmente en 

cáncer, donde estos factores son usados para determinar el pronóstico y 

supervivencia de los pacientes. Ejemplos de esto son TWIST 74, ASCL2 75, HEY2 76 y 

HES1 77, de los cuales se ha reportado que un incremento o bien una disminución en el 

caso de HES1 puede ser indicador de un mal pronóstico, asociado con la agresividad y 

la alta capacidad invasiva del cáncer. La función principal de estos factores está 

asociada con la regulación durante el desarrollo embrionario, pero su presencia en 

altas concentraciones en condiciones patológicas ha llevado a su estudio.  

De manera similar, la función primordial de SCX se desarrolla durante el 

desarrollo embrionario, en la formación del mesodermo 26,27, sin embargo, los 

hallazgos demuestran un incremento en su expresión en pacientes con FPI, lo cual nos 

permiten proponerlo como candidato a biomarcador. Este estudio es el primero en 

destacar la importancia de SCX como un posible marcador patológico, ya que solo ha 

sido propuesto como un marcador de diferenciación de tendones y ligamentos 78. 

Con el fin de evaluar la capacidad de SCX como biomarcador se detectaron las 

concentraciones circulantes de este factor, además de evaluar si estas se presentaban 

acorde a los hallazgos encontrados en células y tejidos. Dado que las concentraciones 

circulantes de SCX en pacientes con FPI se encontraban elevadas en comparación con 

las del grupo control, podemos confirmar que el incremento de este factor está 

relacionado con el desarrollo de FPI. Al comparar estas mismas concentraciones con 

las encontradas en pacientes con NH, observamos una diferencia significativa, la cual 

puede atribuirse a la patogénesis de la enfermedad, ya que mientras la FPI se cree es 

resultado de una actividad aberrante y desregulada de las células del epitelio alveolar 

que desencadena la acumulación exacerbada de MEC 9,12, la NH se caracteriza por una 

serie de reacciones inmunopatológicas en el parénquima pulmonar y su gravedad 

puede variar dependiendo tanto del tiempo de exposición al antígeno como de la 

susceptibilidad del individuo, por lo que no todos los pacientes desarrollan fibrosis 

pulmonar 6. Esta diferencia indicaría que el incremento de SCX está relacionado 
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específicamente con el desarrollo de fibrosis, por lo que medir la expresión de SCX 

podría resultar de apoyo para determinar la presencia de fibrosis pulmonar en los 

pacientes con NH. 

Al evaluar las concentraciones de SCX con base en las funciones pulmonares se 

observó que los pacientes con mayor de las mismas, que muestran una capacidad 

pulmonar total menor al 60% y una capacidad vital forzada menor al 80%, 

presentaban las mayores concentraciones de SCX. Este hallazgo confirma lo 

encontrado en tejido pulmonar. Por lo que, en su conjunto, estos datos nos permiten 

asumir que el incremento en la expresión de SCX está asociado con el deterioro 

pulmonar, es decir, que las concentraciones de SCX se verán incrementadas a medida 

que la FPI se encuentre en etapas más avanzadas.  

La suma de resultados observados nos indica que SCX es un factor 

transcripcional que se expresa de manera basal en células y tejido pulmonar, su 

expresión se ve incrementada en pacientes con FPI, observándose un mayor 

incremento en las formas más avanzadas de la enfermedad. Sumado a esto su 

detección puede realizarse de manera no invasiva a través de suero sanguíneo, lo cual 

indica que puede realizarse como un procedimiento de rutina. Estas características 

nos llevan a señalar a SCX como una opción para medir el grado de severidad de FPI 

en pacientes. Además, podría ser utilizado en combinación con otros biomarcadores 

de FPI reportados como son quimiocinas (CCL18, CXCL13), interleucinas (Il-6, Il-13, Il-

8) y metaloproteinasas (MMP7, MMP8, MMP9, MMP10, MMP28)79–81 con el fin de 

añadir nuevos datos a la información proporcionada por estos marcadores y obtener 

así un pronóstico más completo. 

Es importante señalar que los datos encontrados nos indican que SCX también 

se encuentra incrementado en el suero de pacientes de ES, esto vendría a apoyar la 

relación de SCX con el desarrollo de fibrosis en diferentes órganos 31,42,62, por lo que 

no hay que descartar la posibilidad de que SCX pueda ser utilizado no solo como 

biomarcador de FPI, sino como un marcador de fibrosis en general. 
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Para tratar de dilucidar los posibles mecanismos por los cuales SCX podría 

participar durante el desarrollo de la FPI, se optó por sobre expresar este factor a 

través de diferentes vectores. Aunque la sobreexpresión del gen SCX resulto ser 

satisfactoria, esta nunca tuvo efecto sobre sus genes blanco o bien en su forma 

proteica en las diferentes condiciones y tiempos en las que fue evaluada. Este hallazgo 

sugiere que la sola sobreexpresión de SCX en fibroblastos pulmonares es incapaz de 

tener un efecto sobre sus genes blanco, lo cual difiere con lo reportado en modelos 

similares 28,31,33. Sin embargo, la diferencia de los órganos y especies utilizados entre 

el  modelo murino utilizado en las referencias citadas y el nuestro, podrían explicar la 

discrepancia en los resultados obtenidos.  

Una de las posibles causas de las diferencias encontradas en nuestros 

resultados con lo ya reportado, puede ser la incompatibilidad de especies en estudio, 

ya que la secuencia de SCX clonada y utilizada para ser transfectada es de origen 

murino, mientras que todas nuestras células en estudio son humanas. La diferencia 

existente entre la secuencia de las dos especies resulta ser solo de un 11% y al 

comparar la secuencia de aminoácidos que conforman cada una de las proteínas se 

observa que las diferencias resultan ser mínimas, conservando íntegramente los 

dominios de unión a DNA y heterodimerización 69, aun así, es posible que esas 

mínimas diferencias sean cruciales para el correcto funcionamiento de SCX, sin 

embargo, la proteína murina SCX ha sido probada anteriormente en diferentes 

especies con resultados funcionales, logrando que su transfección promueva la 

expresión de COL1A1 en fibroblastos de mono Cercopithecus aethiops (COS-7) 59, e 

incluso en células del epitelio alveolar humanas (A549) su sobreexpresión promueve 

la expresión de los genes COL1A1, COL1A2 y ACTA2, además de inducir el proceso de 

transición epitelio mesénquima (TEM).31 Por tal motivo la incompatibilidad 

interespecies puede ser descartada como causa de las diferencias en nuestro modelo. 

En este trabajo, la sobreexpresión de SCX no tuvo efectos en los genes que son 

señalados normalmente como sus blancos, a diferencia de lo reportado en órganos 

como tendones y corazón. Cabe destacar que actualmente la literatura existente sobre 

la función de SCX en pulmón es nula, siendo este el primer trabajo en evaluar el 
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comportamiento de este factor en células pulmonares. Por tal motivo se desconocen 

los mecanismos de regulación de los cuales puede valerse SCX para llevar a cabo su 

función en este órgano. Tomando en cuenta esta primicia junto con los resultados 

observados podemos suponer que el mecanismo de regulación en tejido y células 

pulmonares es distinto al de otros órganos, como corazón y tendón, por lo que la 

sobreexpresión de SCX en solitario no es suficiente para promover su función 

reguladora.  

Una explicación a esta discrepancia puede darse a través de las características 

que le han sido atribuidas a SCX. Originalmente SCX fue descubierto como un 

compañero de heterodimerización de las proteínas E2A (E47 y E12) durante el 

desarrollo embrionario 26. Debido a que su expresión se veía limitada a unos cuantos 

órganos después del desarrollo embrionario fue catalogado como un factor de 

expresión restringida con la capacidad de formar heterodímeros con miembros de la 

familia bHLH para desempeñar su función 22,23.  

Una de las proteínas que más ha sido asociada con SCX es el factor E47 37,59,70. 

Esta asociación ha sido reportada en condrogénesis, observándose que cuando estos 

factores se encuentran asociados se muestra un incremento en su función, 

promoviendo en mayor medida la expresión de sus genes blanco, en comparación de 

su efecto en solitario. Esta asociación explicaría lo ocurrido en nuestro modelo, ya que 

el sobre expresar SCX en solitario no fue suficiente para realizar su función 

reguladora, pudiendo ser una posible causa, la falta de una proteína con la cual 

asociarse. Esta hipótesis pudo ser parcialmente confirmada al evaluar los niveles 

basales del gen TCF3 (E47) en los fibroblastos pulmonares. Al comparar los niveles de 

expresión de TCF3 con los de SCX observamos la existencia de variabilidad entre ellos, 

sin embargo, al evaluar la expresión de sus genes blanco notamos que en los cultivos 

celulares donde se conserva una proporción similar entre estos dos factores se 

aprecia una mayor expresión de sus genes blanco, en comparación con aquellos 

cultivos donde no se conserva dicha proporción.  

Estos datos podrían indicar que en el tejido pulmonar es necesaria la 

asociación de estos dos factores para que pueda llevarse a cabo la regulación de los 
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genes de MEC. Sin embargo, para confirmar dicha hipótesis se necesita explorar más a 

detalle el comportamiento de estos factores, así como llevar a cabo experimentos que 

permitan evaluar si la sobreexpresión de ambas moléculas es capaz de tener efectos 

funcionales en el tejido pulmonar. Esto permitirá ampliar el panorama que se tiene de 

los factores bHLH en el tejido pulmonar, lo cual puede traer como resultado el 

conocimiento de nuevos mecanismos de regulación, así como el desarrollo de nuevas 

estrategias terapéuticas para el tratamiento de FPI.  
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10. CONCLUSIONES 

La presente investigación representa el primer estudio realizado sobre la función que 

desempeña el factor transcripcional SCX en tejido pulmonar. Los resultados 

encontrados nos permiten concluir: 

▪ La expresión de SCX se encuentra incrementada en células y tejido de 

pacientes con FPI comparado con los controles sanos. 

▪ Los niveles circulantes de SCX en suero sanguíneo se encuentran elevados en 

pacientes con FPI. 

▪ El incremento de la expresión y los niveles de SCX está relacionado con el 

grado de avance de la FPI. 

▪ SCX es una proteína candidata para ser utilizada como un biomarcador para 

medir el grado de avance de FPI, además de que su utilización junto con otros 

marcadores reportados puede aportar un pronóstico más completo. 

▪ La sobreexpresión de SCX por sí sola no tiene un efecto sobre la expresión de 

sus genes blanco en fibroblastos pulmonares. 

▪ En fibroblastos pulmonares SCX podría necesitar de la asociación con el factor 

E47 en una proporción adecuada para realizar sus funciones regulatorias. 
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11. PERSPECTIVAS 

La función que desempeña SCX durante el proceso fibrótico aún no ha sido estudiada a 

profundidad. Mediante esta investigación se observó que este factor transcripcional se 

encuentra incrementado en pacientes con FPI y que este incremento está relacionado 

con el grado de avance y severidad de la enfermedad. Así como también se determinó 

que, en células pulmonares, la sobreexpresión de SCX no basta para provocar la 

activación de los genes de MEC. 

Teniendo como base estos hallazgos, se abre la puerta para continuar con el estudio 

de la función de SCX en el desarrollo de esta enfermedad. Algunas de las preguntas 

que podrían abordarse son: 

• ¿Qué tan relevante es la asociación SCX/E47 para la regulación de genes de 

MEC? 

• ¿Una sobreexpresión del heterodímero SCX/E47 tiene efectos funcionales en el 

tejido pulmonar? 

• ¿SCX participa en el proceso de TEM? 

• ¿Con que otros factores se asocia SCX para desarrollar su función regulatoria?  

• ¿Cuáles son los genes blanco de SCX en los diferentes tejidos en los que se ha 

encontrado su expresión?  

• ¿Los genes blanco de SCX son distintos en condiciones fisiológicas y en 

condiciones patológicas? 

• ¿Cuáles son los genes que regula SCX en distintas patologías fibróticas? 

• ¿Cuál es la vía de señalización por la que actúa SCX y cómo se ve alterada 

durante la fibrosis en diferentes tejidos? 

• Una deficiente función regulatoria de SCX ¿es causa o consecuencia del 

desarrollo de fibrosis? 

• ¿La inhibición de SCX es capaz de revertir o mitigar el proceso fibrótico?   

A pesar de que esta investigación se enfoca en encontrar la función de SCX en la FPI, 

los resultados obtenidos nos permiten observar que este factor se encuentra en 

distintas patologías fibróticas y que su función regulatoria es dependiente del 
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contexto celular, por tal motivo es importante ampliar el estudio de SCX a diferentes 

enfermedades fibróticas, esto permitirá conocer los mecanismos de regulación que 

desempeña este factor, así como sus genes blanco y las vías por las cuales es regulado. 

De esta forma se tendrá una percepción más amplia sobre las funciones de SCX y la 

fibrosis en general, lo que permitirá en algún momento desarrollar mejores 

estrategias para el tratamiento de las enfermedades fibrosantes.    
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13. ANEXO – Artículo requisito para la obtención de grado 
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