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Sólo una vida vivida para los demás merece la pena ser vivida… 

La diferencia entre el pasado, el presente y el futuro es sólo una ilusión 

persistente. 
Albert Einstein 

El que no vive para servir, no sirve para vivir… 

A veces sentimos que lo que hacemos es tan solo una gota en el mar, pero el 

mar sería menos si le faltara una gota. 
Madre Teresa de Calcuta 

¡Actúa en vez de suplicar. Sacrifícate sin esperanza de gloria ni recompensa! 

Si quieres conocer los milagros, hazlos tú antes. Sólo así podrá cumplirse tu 

peculiar destino. 
Ludwig van Beethoven 

¡Quienes por comidas, festines y suntuosidades se atraen la estimación de los 

hombres, muestran claramente que les falta el verdadero mérito; el que nace 

de la virtud y de la dignidad! 
Marco Tulio Cicerón
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Resumen. 

Se  ha  propuesto  que  la  f ibrosis  pulmonar  idiopática  (FPI)  es 

probablemente el  resultado de  una  activación  aberrante  de  células 

epiteliales  alveolares  después  de  una  agresión,  lo  que  provoca  la 

migración, proliferación y activac ión de células  mesenquimales  con 

la  formación  de  focos  de  fibroblas tos  y  miofibroblastos , 

ocasionando  una  exagerada  acumulac ión  de  matr iz  extracelu lar 

con  la  destrucción  irrevers ible  del   parénquima  pulmonar.  En  este 

estudio  decidimos  analizar  si  los   f ibroblastos  de  la  FPI  se 

encuentran  en  un  estadio  no  proliferativo;  y  en  tal  caso,  si  se 

mantienen  metabólicamente  ac tivos  en  un  es tado  senescente.  Los 

cult ivos  primarios   de  fibroblastos  de  pulmón  son  capaces  de 

desarrollar  el  carácter  senescente  de  forma  natural ,  esto  lo 

pudimos  observar en cult ivos  de  fibroblastos  normales, después  de 

un alto número de pasajes ; en contraste, el desarrollo de  la misma 

en  los  cult ivos  de  fibroblastos  f ibróticos  se  alcanza  en  pasajes 

mucho más  tempranos.  Un hallazgo  interesante encontrado en este 

anális is, revela que  la Cic lina D1  se encuentra sobreexpresada en 

fibroblastos  senescentes  in  vitro.  Sin  embargo,  la  Ciclina  D1  fue 
detectada  en  algunos  epi te lios  de  cortes  histológicos  de  pulmones 

con FPI; es tá  localización  coinc ide con  la  de  p53 y p21, no así con 

la  p16.  Mediante  la  t inción  de  células  reactivas  para 

βgalactosidasa,  se  pudo  observar  que  algunos  epitelios   son 

posit ivos,  s in  embargo  los  focos  de  fibroblastos  no  mostraron  la 

t inción  posit iva  para  la  enzima.  En  conclusión,  podemos  dec ir  que 

los  focos de  fibroblas tos  en  la FPI  no  son senescentes y  es te dato 

nos sugiere que, dentro de  la his topatología,  la proliferación de  los 

mismos,  sumado  a  la  migración  de  este  t ipo  celular  es 

predominante para el desarrol lo de la enfermedad.



In t r oducc i ón . 

1. Fib ros i s  Pu lmonar  Id iopát i ca. 

1.1 Epidemiología y Características clínicas . 

La  f ibrosis pulmonar es el  resultado  final de un grupo amplio y muy 

heterogéneo  de  padec imientos  que  afectan  al  parénquima 

respiratorio  conocidos  como  enfermedades  pulmonares 

interstic iales  difusas  (EPID).  Es tos  padecimientos  afec tan  no  solo 

al  interstic io  pulmonar  sino  también  a  las  unidades  alveolo 

capilares,  frecuentemente  a  las  v ías  aéreas  pequeñas  incluyendo 

bronquiolos  terminales,  bronquiolos   respiratorios  y  ductos 

alveolares  (1).  Las  causas  más  comunes  de  EPID,  y  por 

consiguiente  de  fibrosis  pulmonar,  son  la  exposición  a  partículas 

inorgánicas   (Sílice  y  Asbesto),  partículas  orgánicas  (proteínas  de 

aves,  hongos  y  bacterias  termofílicas),  uso  de  diversos 

medicamentos  y  a lgunas  enfermedades  sistémicas  como 

sarcoidos is o autoinmunes, como esc lerosis sis témica progresiva o 

artrit is  reumatoide (1). 

Del  total  de  las   EPID,  entre  el   40  y  50%  son  de  etiología 

desconocida,  y  entre  estas  están  las  neumonías  inters tic iales 

idiopáticas,  s iendo  la más común  y  la  más  agresiva de  las EPID  la 

f ibrosis  pulmonar  idiopática  (FPI),  que  representa  un  desorden 

pulmonar  c rónico,  progresivo  y  generalmente  letal  (2).  Este 

padecimiento  presenta  un  patrón  his topatológico  característico 

denominado  neumonía  interstic ia l  usual  y  es  la  mas  agres iva  de 

todas  las  EPID,  con  una  sobrev ida  promedio  de  dos  a  tres   años 

después de realizado el  diagnóstico (1).



Los  pacientes  con  FPI  se  encuentran  entre  los  50  y  70  años  de 

edad  al  momento  del  d iagnóstico.  Dos  tercios  de  los  pacientes 

pasan de  los 60 años de edad. La  incidencia  anual estimada es  de 

7  casos  de  cada 100 000 para mujeres y  de 10 casos  de cada  100 

000  para  hombres.  La  incidenc ia  prevalece,  y  e l  índice  de 

mortalidad aumenta con la edad (3). 

Muchos  pac ientes  presentan  síntomas  por  más  de  6  meses  antes 

del  diagnóstico.  Las  manifestaciones  clínicas  incluyen  disnea  o 

esfuerzo  para  respirar,  tos  y  ruido  al  inhalar.   Muestran 

irregularidades  en  radiografías  y  tomografías   computarizadas  de 

alta  resoluc ión  del  pecho,  predominantemente  en  la  perifer ia,  la 

subpleura y opacidades en  la  zona baja del pulmón. La prueba de 

función  pulmonar  revela  un  deterioro  restr ictivo,  reduciendo  la 

capacidad  de  difus ión  del  monóxido  de  carbono,  e  hipoxemia 

arteria l  exagerada,  también  esto  puede  ser  ocasionado  por  el 

ejercicio (3). 

1.2 Hipótesis Inflamatoria. 

Similar  a  otras  enfermedades  pulmonares  interstic iales,  la  FPI  fue 

considerada  por  largo  tiempo  como  deterioro  consecuencia  de  un 

proceso  inflamatorio  crónico  no  resuelto  causado  por  un  daño  no 

reconocido.  Es  c ierto  que  la  mayoría  de  las  enfemedades 

pulmonares   inters tic iales  incluyen  una  respuesta  inflamatoria 

identif icable  que  puede  ser  de  causa  conocida  o  desconocida.  En 

estas  enfermedades,  las  biopsias   revelan  que  en  las   etapas 

inic iales existe una  inflamación predominante y a menudo,  a lgunas 

de  estas   enfermedades  pueden  evolucionar  hacia  la  f ibrosis,  lo 

cual  puede  dif icultar  el  diferenciarlas  de  la  FPI.  En  contraste,  en 

biopsias  de  pacientes   con  FPI  tomadas  despues  de  6  meses  a  2 

años  de  presentar síntomas, muestran  grados variables  de  fibrosis 

con una inflamación moderada (1).



La  terapia  común  en  FPI  consistía  en  el  uso  de  anti inflamatorios 

(glucocorticoides)  y  agentes  citotóxicos  inmunosupresores 

(Azatioprina,  Ciclofosfamida).  El  uso  de  drogas  anti inflamatorias 

estuvo  basado  en  la  hipótes is  de  que  la  inflamación  inic ia  el   daño 

al  cuál  responde  el  cuerpo  (4).  El  tratamiento  en  la  FPI  es 

altamente  controversial.  Sin  embargo,  es tos  tratamientos  no 

presentaban  grandes  benefic ios .  En  es te  contexto  se  propusieron 

también,  tratamientos  combinados  de  agentes  inmunosupresores 

(Azatioprina)  o  cic lofosfamida  con  prednizona  o  prednizolona  (5). 

Sin  embargo,  la  inefic iencia  de  las  drogas  anti inflamatorias  en 

retrasar  la  progresión  de  la  FPI  en  la  mayoría  de  los  pacientes 

sugiere  que  la  inflamación  no  juega  un  rol  importante  como  factor 

pr imario en la  inic iación de la FPI (4). 

Debido a esto  y a a lgunos hallazgos en  la bio logía molecular de  la 

patología,  se han propuesto dos di ferentes  rutas  para el desarrollo 

de  f ibrosis  pulmonar  difusa. Una  es  la v ía  inflamatoria,  c laramente 

distinguible  en  su  fase  de  alveolit is,  seguida  por  la  subsecuente 

fase  fibrótica, y la  v ía epitelial, representada por la FPI (2)  [f ig.  1]. 

1.3 Hipótesis Epitelial 

Se  ha  propuesto  que  la  FPI  es  probablemente  el  resultado  de  una 

activac ión  aberrante  de  células  epiteliales  alveolares   después  de 

una  agres ión,  lo  que  provoca  una  migración,  prol iferac ión  y 

activac ión  de  células  mesenquimatosas  con  la  formación  de  focos 

de  fibroblastos  y  miofibroblas tos,  ocasionando  la  exagerada 

acumulación  de  matriz  ex tracelular  con  la  destrucción  irreversible 

del parénquima pulmonar  (2). Las  células epiteliales  t ipo  I dañadas 

son  reemplazadas  por  células  hiperplásicas  t ipo  II.  La  capacidad 

proliferativa de  las célu las  t ipo  II para  restaurar a  las células   t ipo  I 

dañadas  parece  que  es  seriamente  afectada  en  pacientes  con 

fibrosis,  resultando  en  la  cuboidizac ión  epitelial  y  e l   fenotipo 

transitor io entre células t ipo II y I (6).



F ig .  1.  Esquema  hipotét ico  d e  las  d os  ví as   pr imarias  hacia  la   fibrosis  pu lmonar . 

El  daño  in icial  provocado  por   un a  in fl amación  ocasiona  la  act i vación  de  célula s 

epi tel ial es  al veol ar es.   Célu las   in fl amator ia s   y  ep i tel iales   l iber an   ci t ocinas  y  fact or e s 

de  crecimi en to  que   inducen  l a  migr ación,   prol i feración  y  cambios  en   el   fen ot i po  d e 

fi brobla stos  a miofi broblast os  (Modi fi cado  de Pa rdo A.  2002) 

En adición,  numerosas  áreas microscópicas  de células  del  epitelio 

alveolar,  se  encuentran  intercaladas  con  células  hiperplásicas  que 

son  usualmente  notables   en  áreas  de  focos  de  fibroblastos . 

Además,  se  ha  incrementado  la  ev idencia  que  demuestra  que 

células   epi te liales  alveolares   activadas  por  el   daño,  expresan  una 

variedad  de citocinas  y  factores  de  crecimiento,  involucrados en  la 

migración,  proliferación  y  cambios  en  el  fenotipo  de  fibroblastos   y 

en la remodelac ión de la matr iz ex tracelular  (2). 

Entre  las  moléculas  expresadas  por  el  epitelio  alveolar  se 

encuentran  el   Factor  de  Crecimiento  Derivado  de  Plaquetas 

(PDGF), el  Factor de  Crecimiento  Transformante  t ipo beta  (TGFβ), 

el  Factor  de  Necrosis  Tumoral  t ipo  al fa  (TNFα)  y  la  endotelina1 

(2).



En  la  FPI,  durante  el  proceso  de  reparación,  la  expresión  de 

factores mitógenos es suprimida por  la activ idad de p53, cuyo pico 

de  acción  ocurre  cuando  la  reepitelización  esta  completa.  La 

interferencia  de  la  func ión  normal  de  p53  puede  resultar  en  la 

expresión  no  regulada  de  factores  de  crecimiento    y  una  posible 

reparación  anormal  de  células   epiteliales.  Un  epite lio  normal 

intacto  es   importante  en  el   control  de  los   mecanismos  de 

reparación (7). 

Estudios  recientes  sugieren  que  βcatenina  esta  involucrada  en 

tres  d iferentes  s it ios  en  la  FPI:   1)  les iones  proliferativas 

bronquilares,  2)  estructuras  alveolares  dañadas,  y  3)  focos  de 

fibroblastos.  Las  lesiones  bronquiloares  proliferativas  incluyen 

células   basales  hiperplásicas,  metaplasia  escamosa  y 

bronquiolización,  que  son  comunes  en  FPI,  y  representan 

características  peculiares bien reconocidas para  la enfermedad.  La 

activac ión aberrante de la v ía de Wnt es particularmente ev idente y 

extensa  en  es tas  lesiones,  envolviendo  en  muchos  casos  el 

compartimiento de células  basales  (8). 

2. Senescenc ia. 

2.1 Cic lo Celular. 

La  reproducc ión  celular  ocas iona  la  replicación  del  DNA 

continuada  por  la  d iv is ión  del  núcleo  y  la  separación  del 

c itoplasma  para  la  producción  de  dos  células.  Es ta  rutina 

secuencial  es  conocida  como  “ciclo  Celular”.  Las  células  del 

embrión  temprano  se  producen  a  través  de  continuos  ciclos  de 

replicación  de  DNA  y  div is iones  nucleares,  a  asombrosa velocidad 

(9).  G1  es  un  periodo  con  la  intervenc ión  de  muchas  señales   que



inf luencian  la  div is ión  celular  y  el  despliegue  de  programas  de 

desarrollo  celular.  Diversos  metabolitos,  estrés  y  señales 

ambientales son  integradas e  interpretadas en es te periodo. En  las 

bases  de  estos  impulsos,  la  célula  decide  si  entrar  a  fase  S  o  se 

detiene  (9). 

Los  eventos  del  c ic lo  celular  son  es trechamente  controlados  por 

una  activación  secuencial  de  las   cinasas  dependientes  de  c iclinas 

(CDKs)  (f ig.  2) a  través de  las diferentes  fases del c ic lo. Las CDKs 

son  el  centro  de  la  maquinaria  del  c ic lo  celular  en  respuesta  a 

ambas señales,  intracelulares  y extracelulares para el control de  la 

progresión  del  c ic lo  celular  (10).  Al  inic io  del  c ic lo  celular  dentro 

de  la  fase  G1,  estímulos  mitogénicos  cambian  de  es tado  por  un 

incremento  de  Cic lina  t ipo  D,  que  en  combinación  con  CDK4  y 

CDK6,  fos forilan  e  inac tivan  a  Rb;  esta  fosforilación  disocia  a  E2F 

de Rb,  permit iendo  la  transcripción  de  genes  dependientes  de  E2F 

(9). 

Una  barrera  (ó  checkpoint)  dentro  de  la  fase  G1  es  incorporada 
entre  la  div is ión  nuclear  (fase  M)  y  la  síntesis  de  DNA  (fase  S), 

otra  barrera  dentro  de  la  fase  G2  ocurre  entre  las  fases  S  y  M. 

Estas barreras  permiten la reparación del  daño al DNA y errores de 

replicación  (9).  RAS  oncogénico  puede  inducir  a  p16  en  la 

activac ión de  la  ruta de Rb,  esto produce una segunda barrera a  la 

proliferación de células potencialmente oncogénicas  (14). Adelante 

en  el  c ic lo,  la  Ciclina  E  por  medio  de  E2F,  activa  la  transcripción 

de  un  grupo  de  componentes   que  facilitan  la  repl icación  del  DNA 

(ORC,  MCM,  DNApolα)  y  eventos  subsecuentes  (Ciclina  B,  CDK1 

y  varios  componentes  del  control  de  calidad  del   DNA)  (9).  La 

activ idad  del  complejo  Ciclina  E/CDK2  al  f inal  de  la  fase  G1,  es 

requerida  para  entrar  a  la  fase  S  y  la  inic iac ión  de  la  replicación 

del DNA  (10).



F ig .  2.  La maquinar ia  de CDK para  la  t ran sición   de  G1   a  S  y  r egulador es  in tegr ados. 

Las  s eñale s  mi t ogénicas   actúan   por   medio   de  Cdk4/6   neut ral izando   a  p21  e 

induciendo  l a  t ranscr i pción   de   cicl inas   depend ientes   de   E2F,   resul t ando  en   l a 

act i vación  de  Cdk2     dent ro  de  la   fase  S.   El   daño   al   DNA  act iva  l a  ví a  de  ATM–p53, 

est o  pr evi ene  la   act i vación  de  CDK´s  por  medio  d el   inhibidor   p21   (modi ficado  d e 

Massagué J .  2004) . 

El  complejo  Ciclina  D1/CDK4/6  partic ipa  en  la  inactivación  de  la 

función  de  supres ión  del   crecimiento  de  Rb  a  través  de  la 

fosforilación,  además  otra  importante  función  es   la  activ idad  en  el 

control  del  c ic lo  celular.  Muchos  factores  de  transcripción  pueden 

ser  reguladores  posit ivos   de  la  expres ión  de  la  Cic lina  D, 

incluyendo  a  βcatenina,  Msx1  y  Notch,  mientras   que  para  su 

regulación,  un  factor  negativo  para  la  activ idad  de  la  Ciclina  D  es 

la  ubiquit inización.  La  rápida  degradación  de  esta  Ciclina  es 

regulada  por  la  v ía  de  degradación  de  proteínas  mediada  por 

proteosoma  (10).  La  proteína  poliubiquit inizada  es  reconocida  y 

destruida  por  el   proteosoma  26S.  La  alteración  de  la  activ idad  del 

complejo Cic lina D/CDK4 ha sido bien caracterizada en melanoma, 

cáncer  de  pulmón,  cáncer  de  ovario,  cáncer  de  mama,  cáncer  de 

colon y cáncer gástr ico (10),



2.2 Senescenc ia. 

El  arresto  del  c ic lo  celular  puede  responder  a  diversos  t ipos  de 

estrés  (f ig.  3),  inc luyendo  telómeros  disfuncionales ,  daño  al  DNA, 

señales   mitogénicas  fuertes  y  rupturas  en  la  cromatina.  La  luz 

ultrav ioleta  (UV)  induce  un  arresto  inmediato  de  G1  por  la  rápida 

degradación de la Cicl ina D  (10). 

F ig .  3.  Fenot ipo s enescen te  inducid o  por  múl t ipl es  est ímulos. 

La  r espuesta  sen escen te  causa  cambios  que  der iban   en  esenci a  al   ar r esto  d e  la 

prol i fer ación   celular ,   el   desarr ol lo  d e  r esist encia  a  apoptosis   (en  células   somát icas ) 

y  la  al ter ación  de  los   pat ron es d e expr esión  gén ica  (modi fi cado d e Campisi   J .  2007) . 

Algunas  células  mitóticas  que  pueden  proliferar,  están  por  largos 

intervalos  en  un  estado  de  arresto  reversible  determinado 

Quiescencia  o  G0.  En  contraste  a  la  quiescenc ia,  en  la 

senescencia  el  arresto  del  crecimiento  es  esencialmente 

permanente  (en  ausencia  de  manipulación  experimental)  (11).  Las 

células  quiescentes  limitan su proliferación en  respuesta a señales 

apropiadas,  incluyendo  la  neces idad  de  reparar  o  regenerar  tejido. 

En  contraste  célu las  postmitóticas  pierden  permanentemente  la 

habilidad para div idirse debido a  la diferenciación (11). Cuando  las



células   quiescentes  son  estimuladas  por  factores  de  crecimiento  o 

señales   mitogénicas,  las  Ciclinas  t ipo  D  son  las  primeras   en  ser 

activadas (10). 

Hayf lick  y  colaboradores  describieron  a  la  senescencia  celu lar 

como una v ida  replicativa  f inita.  Esto porque  las células sometidas 

a  multip les  div is iones  alcanzan  el  arresto  del  crecimiento  en  un 

estado  postmitótico  estable,  este  preceso  fue  denominado  como 

senescencia  replicativa. Ello  se debe a  que  la  replicac ión  del DNA 

en  ausencia  de  la  activ idad  de  la  telomerasa,  los  telomeros  se 

acortan  progresivamente  causando  eventualmente  un  mal 

funcionamiento.  Muchos  tipos  de  estímulos  oncogénicos  o 

estresantes  pueden  induc ir  al  arresto  del  crecimiento  mediante  la 

senescencia,  entre  estos  se  encuentran  ciertos  t ipos  de  daño  al 

DNA  incluyendo  rupturas  y  lesiones  causadas  por  ROS,  efectos 

medioambientales, defec tos genéticos o procesos endógenos (12). 

Ahora  bien,  la  senescencia  celular  actúa  como  una  barrera  a  la 

transformación  mal igna,  las   células  senescentes  ac tivan  las  rutas 

supresoras  de  tumores  p53  y  p16/Rb  (11).  p53  promueve 

senescencia  activando  genes  que  inhiben  la  proli feración, 

incluyendo  el  inhib idor  de  cinasas  dependientes  de  c iclinas 

p21/Cip1/Waf1  (13).  En  contraste,  p16 INK 4a  promueve  senescencia 

inhibiendo  a  las  cinasas  dependientes   de  c iclinas   2  y  4, 

prev iniendo  la  fos forilación  de  Rb  (Retinoblas toma,  proteína)  y 

promov iendo  un  medio  ambiente  propicio  para  la  formación  de 

heterocromatina  reprimida,  para  el  s ilenc iamiento  de  genes 

asociados  con  la  proliferación  (14).  Cabe  mencionar  que  de  los 

marcadores  de  senescenc ia,  como  la  βgalactosidasa  asoc iada  a 

senescencia, p16, p21,  focos de DNA dañado o de heterocromatina 

asociados  a  senescencia,  ninguno  es  universal  o  exclusivo  del 

estado  senescente  (11),  s in  embargo  son  los  más  util izados  y 

referidos en la bibliografia.



La  diferencia  en  la  cinética  entre  p21 y  p16  es  explicada  no  por  la 

activac ión  secuenc ial  de  p21  y  p16  en  una  sola célula,  s ino  por  la 

diferente cinética de células expuestas a  la senescenc ia replicativa 

dependiente  de  p21  y  la  senescencia  inducida  por  estrés 

dependiente  de  p16.  La  inactivación  de  p53  restaura  la 

proliferación en células senescentes p16baja/p21alta (15). 

Ciertas  cepas de  fibroblastos humanos normales son  re lativamente 

resistentes  a  la  senescenc ia  inducida  por  estrés.  En  células  de 

este  t ipo,  p16  no  se  acumula,  por  lo  que  estas  células  sufren 

senescencia  replicativa.  En  contraste,  otras  cepas  de  fibroblastos 

expresan niveles relativamente altos de p16 cuando estas son pre 

senescentes.  Estas  células  son  susceptibles  a  senescencia 

inducida  por  estrés.  Una  vez  establecida  la  senescenc ia  p16 

dependiente,  esta  no  puede  ser  revertida  por  la  inactivación  de 

p16,  p53  u  otro.  La  activación  de  la  v ía  p16/Rb  media  cambios 

irreversibles  en  la  célula,  como  la  reorganización  global  de  la 

cromatina (15). 

2.3 Senescenc ia p21/p53 dependiente. 

La  proteína  p53  no  es  requerida  para  un  crecimiento  celular 

normal,  pero  actúa  prev iniendo  la  proliferación  bajo  ciertas 

circunstancias  de  estrés  celular  ( f ig.  4).  Por  lo  tanto  los  niveles 

normalmente  bajos  de  p53  se  incrementan  despues  del  daño  al 

DNA  y  en  respuesta  a  ciertos  factores  oncogénicos,  hipox ia  y  una 

variedad  de  otros  t ipos  de  estrés  celular.  p53  es  una  proteína 

anclada  a  secuencias   de  DNA  específicas  la  cual  ac tiva  la 

transcripción  de  genes  envueltos  en  el  arresto  del  c ic lo  celular  y 

en  apoptosis.  La  expresión  del  inhibidor  del   c ic lo  celular  p21  es 

transcripcionalmente  activada  por  p53  y  contr ibuye  al  arres to 

dependiente de p53 (16).



F ig .  4.  Rol  de  las   vías  d e  p53  y  p16/ pRB en  l a  re spu est a a  senescen cia. 

(A)  La   r u ta   de  p53   a   senescencia .   Causas  posibl es:   el   daño  al   DNA,  tel omeros 

disfunci onal es ,  est r és   genotóxi co  del   t ipo  producido  por   ROS,   rutas   de  señ al ización 

que  se  act i van  en  r espu esta  al   daño  por   p53  y  l a   t ransc r ipción  de  genes  depend iente s 

de  p53,   t odos  el l os   inducen  el   ar re st o  del  cr ecimi ent o  t ípico  d e  s enescencia.   (B)  La 
r uta   de  pRB  a   senescencia .   Oncogen es  y  ot ros  t ipos  d e  est r és  inducen   a  p16 ,   el   cu al 

act i va  a  pRB.   pRB  establ ece  la   r epr esión   formando  focos  de  het erocromat i na  los 

cual es   con t ienen   bl ancos  de  E2F  y  ot r os  posi bl es   gen es  que  promueven  el 

crecimi en to  (modifi cado  de Campi si   J .  2005) . 

El DNA dañado es detectado por proteínas cinasas efectoras como 

ATM  (Ataxia  Talangiectasia  Mutada)  y  ATR  (ATM  y  Rad3 

relacionados).  ATM  reconoce  rupturas  de  doble  hebra  causadas 

por  radiación  ionizante  u  otros  factores.  ATR  es  activada  por 

radiación  ultrav ioleta  (UV)  y  por  DNA  repetido  (12).  La  ac tivación 

del  punto  de  control   en  G2  comienza  por  la  detecc ión  del  daño  al 

DNA por  las  moléculas  ATM  y ATR.  La  activación  de ATM y ATR a 

su  vez  activa  a  CHK2  (Checkpoint  Kinasa  2)  y  CHK1  (Checkpoint 

Kinasa  1)  respectivamente.  Las  señales   de  ATM  y  CHK2  a  través 

de  p53,  inducen  la  expresión  de  p21Cip1/WAF1,  varios  factores 

proapoptóticos,  proteínas  de  reparac ión  de  daño  al  DNA  y  de 

respuesta  a  estrés  oxidativo  y  la  reacción  del  regulador  HDM2 

(Human Double Minute2) (12).



La  cinasa  de  la  fosfatidil   inositol   3Kinasa  (PI3KK)  parece  tener 

una  función  como  un  transductor  primario  de  las  señales  de  daño 

al  DNA  mediadas  por  ATM,  ATR  y  la  proteína  c inasa  dependiente 

de  DNA  (DNAPK).  La  señal  es  amplif icada  por  c inasas 

secundarias  como  CHK1  y  CHK2,  y  la  transducción  es  también 

incluida en el  ensamble  de  los  complejos  de reparación de DNA en 

el  s it io del daño. ATM  juega un  rol  secundario pero es el mediador 

pr imario  de  la  respuesta  al  daño  ocas ionado  por  luz  UV  y  en  las 

orquillas de replicación (17). 

Ahora  bien,  a lgunos  autores  mencionan  que  la  senescencia 

replicativa  no  es  un  resultado  directo  de  la  perdida  del   DNA 

telomérico  per  se,  mejor  d icho,  esta  se  cree  que  es  dada  por  la 
alteración  de  la  estructura  de  la cromatina  del  te lómero  durante  el 

acortamiento y juega un papel  importante en inducir  la senescencia 

(15). 

2.4 Senescenc ia p16 dependiente. 

La  célula  expresa  durante  el  c ic lo celular  el   inhibidor  p16,  este  es 

un  regulador  pos it ivo  de  Rb  y  un  supresor  de  tumores,  p16  es 

inducido  por  una  variedad  de  estímulos   de  es trés ,  incluyendo  la 

sobreexpresión  de  oncogenes  como  RAS  y  condiciones 

subóptimas  de  cult ivo.  Estudios  en  cult ivos  celulares   indican  que 

p16  prev iene  la  reversión  de  la  senescencia  por  la  inactivación  de 

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

En  es te  contexto,  la  func ión  primaria  del  complejo  Ciclina  D/CDK4 

es  la  de  fosforilar a Rb, permitiendo  la  progres ión  del  c ic lo celu lar 

hacia  la  fase  S,  de  este  modo  la  expresión  de  p16  inhibe  al 

complejo  Ciclina/CDK  y  conduce  al  arresto  del  c ic lo  celular,  pero 

es insignif icante en la ausencia de la func ión de Rb (16).



La  organización  de  la  heterocromatina  es   importante  para  varias 

funciones  nuc leares,  incluyendo  la  segregación  del  cromosoma,  la 

organizac ión  nuclear  y  el  s ilenciamiento  de  genes.  La senescencia 

asociada  a  focos  de  heterocromatina  en  el  DNA,  abarca  regiones 

transcripcionalmente  inactivas,  en  es tos  se  empaquetan  genes 

dentro  de  f ibras  de  DNA  densamente  compactadas  durante  la 

interfase.  (10). 

En  un  anális is  in  vitro,  realizado  por  nuestro  grupo  de  trabajo,  se 

encontró  que  los  f ibroblastos  derivados  de  pac ientes  con  FPI 

muestran  una  prol iferac ión  l imitada  y  un  aumento  en  la  apoptosis 

espontánea  con  respecto  a  los   controles  (18).  Debido  a  este 

hecho,  decidimos  analizar  s i  los  f ibroblas tos  de  la  FPI  se 

encuentran  en  un  estadio  senescente;  ya  que  no  ex isten  reportes 

sobre  el  papel  de  la  senescencia  en  la  FPI.  Además,  un  hallazgo 

reciente  demuestra  que  la  Cicl ina  D1  podría  es tar  relacionada,  no 

solamente con  la proliferación del  c ic lo celular  sino  también con  la 

senescencia  (19).  Por  esta  razón  decidimos  anal izar  la  expresión 

de  la  Ciclina  D1  en  los  f ibroblas tos  obtenidos  tanto  de  pulmones 

normales como fibróticos.



Ob jet i vos. 

*Anal izar  la  expresión  de  la  Cicl ina  D1  en  fibroblastos  de 

pulmones normales y f ibróticos. 

*Observar  si  hay  correspondenc ia  entre  el  aumento  de  la 

expresión de la Ciclina D1 y e l desarrollo de la senescencia. 

*Anal izar  si  los   focos  de  fibroblastos   en  la  FPI  se 

encuentran en un estadio senescente. 

*Observar  si  otros  t ipos  celulares  se  pueden  encontrar  en 

dicho estado.



Mater ial  y  Métodos 

Pob lac i ón  de es t ud i o . 

Los  cortes  histológicos  de  pacientes   con  FPI  se  obtuv ieron  en  el 

Instituto  Nacional  de  Enfermedades  Respiratorias  (INER)  y  e l 

proyecto  fue  aprobado  por  su  comité  ético  con  consentimiento 

escrito  de  los   pacientes.  El  diagnóstico  de  FPI  se  basó  en  el 

consenso  de  la  Sociedad  Americana  de  Tórax   y  de  la  Sociedad 

Europea  Respiratoria  (ATS/ERS)  confi rmada  por  biopsia  pulmonar 

a cielo abierto.  Se analizaron en total 7 casos de  tejidos enbebidos 

en  parafina  y  2  casos  de  tejidos  congelados  para  la  t inc ión  con  β 

galactos idasa  de  pacientes  con  FPI  y  un  caso  de  pulmón  normal. 

Las  muestras  de  pulmón  normal  (controles)  se  obtuv ieron  de 

biopsias  de  pulmón  de  pacientes,  a  los  que  se  les   realizó  una 

lobectomía  para  la  remoción  de  tumores  pulmonares  primarios.  El 

fragmento pulmonar que se util izó para la obtenc ión de fibroblastos 

fue  tomado  de  tej ido  s in  ev idencia  his to lógica  de  enfermedad  y 

considerado como normal. 

Ob t enc i ón  de f i b rob l as to s . 

Los  f ibroblastos  de  pulmón  f ibrótico  (FPI)  y  de  pulmón  normal  se 

aislaron  por  tratamiento  enzimático  con  tr ipsinaEDTA  a  37º  C,  20 

minutos .  Posteriormente  los  f ibroblastos  se  sembraron  en  cajas 

Falcon  de  25  cm 2  con  medio  F12K,  suplementado  con  10%  de 

suero  fetal  bov ino,  penicil ina  y  es treptomicina.  Este  procedimiento 

se  realizó  en  el   INER.  Para  obtener  los  pasajes  tardíos ,  se 

realizaron  div ic iones  suces ivas  en  cajas  de  9.6  cm 2  de  superfic ie, 

alcansando para  los cult ivos normales  el pasaje 29 como maximo y 

para  los   cult ivos  f ibróticos   el  pasaje  15,  extrayendo  RNA  y 

proteínas,  asi  como  t inc iones  para  βgalactosidasa  de  pasajes 

intermedios .



Ex t racc i ón  de RNA. 

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

protocolo  establecido  para  el  TRIzol  Reagent  (Inv i trogen).  Se 

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

suavemente  la  mezcla  y  se  incubó  por  5  minutos  a  temperatura 

ambiente,  posteriormente  se  adic ionó  0.2  ml  de  c loroformo  por 

cada  ml  de  TRIzol  util izado;  las   muestras  se  resuspendieron  e 

incubaron  a  temperatura  ambiente  por  3  minutos ,  y  se 

centr ifugaron a  12,000 revoluc iones por minuto (rpm)  a 4° C por 15 

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

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

temperatura  ambiente  por  10  minutos.  Posteriormente,  las 

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

eliminó  el   sobrenadante  por  decantac ión  y  se  adicionó  1  ml  de 

Etanol  al   75%  por  cada  ml  de  TRIzol  y  se  resuspendió,  se 

centr ifugaron  nuevamente  a  7,500  rpm  a  4°  C  por  5  minutos,  se 

remov ió  el  sobrenadante  con  suavidad  y  se  dejo  secar  a 

temperatura ambiente. Las  muestras fueron resuspendidas en agua 

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

TRIzol. 

Transc r i p c i ón  reversa. 

Para  realizar  la RTPCR primero  se  cuantif icó  la muestra,  se  tomó 

1  μl  de  és ta  y  se añadió  a  499  μl  de  agua  ultrapura  (18.2  MΩ),  se 

leyó  a  una  longitud  de  onda  de  260  nm  y  se  obtuvo  la 

concentrac ión de la muestra mediante  la siguiente formula  (20): 

[RNA] μg/μl  = (Abs260nm x Dilución x 40)/1,000 

Una vez cuantif icada  la muestra, se  tomó 1  μg de RNA y se agregó 

1  μl  de  DNAsa  (1U/μl)  ( Inv itrogen)  para  eliminar  el   DNA  genómico



que  pudiera  interferir   con  la  reacción,  también  se  adicionó  1  μl  de 

amortiguador  10X  propio  del  kit  y  agua  DEPC  para  un  volumen 

final  de  10  μl,  se  incubó  a  25°  C  durante  15  minutos .  Después  se 

adicionó  EDTA  10X  (ácido  eti lendiaminotetraacético  25mM)  para 

detener  la  reacción  y  se  incubó  a  65°  C  por  10  minutos   para 

desnaturalizar a la DNAsa. 

Para  la  reacción  de  la  RTPCR  se  util izo  1μg  de  RNA  tratado  con 

DNAsa,  se  llevó  a  un  volumen  fina l  de  12.5  μl,  se  añadió  1  μl  de 

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

inmediatamente  después,  se  colocó  en  hielo.  Después  se  le 

añadieron los reactivos para la reacción de RTPCR: 

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

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

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

la  reacción, esto en el  termociclador.  La muestra  fue  llevada hasta 

un volumen final de 100 μl con agua DEPC. 

PCR en  t i empo  real . 

Para  las  reacciones  de  PCR  en  tiempo  real ,  se  diseñaron 

inic iadores   específicos  para  la  Ciclina  D1  (85pb)  (21),  y  para  el 

gen  RNA18s  (187pb)  se  uti l izarón  los  diseñados  por  Applied 

Biosystems,  es te  se  util izó  como  control  para  la  reacción.  El  gen 

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

RNA  tota l en cada muestra. Las  reacciones de PCR en  tiempo  real 

se  realizaron  en  un  termocic lador  Bio  Rad,  modelo  iCycler  iQ 

multicolor RealTime PCR Detection System.



Se  ampli f icaron  los  genes  18s  y  Ciclina  D1  mediante  PCR 

(Reacción  en  Cadena  de  la  Polimerasa,  por  sus   sig las  en  ingles) 

convencional,  para  establecer  las  condiciones  de  amplif icación  y 

para  realizar  las  curvas  es tándar  necesarias  para  la  reacc ión  de 

PCR  en  tiempo  real,  se  util izaron  las  siguientes  condiciones  para 

esta ampl if icación: 

Reactivo  Cantidad (μl) 
MgCl2 (25mM)  2 
Buffer 10X  2.5 
dNTP´s (50μM)  1.5 
Iniciadores Sentido (1.5 μM)  1 
Iniciadores Antisentido (1.5 μM)  1 
Taq Gold (5U/μl)  0.25 
Agua  15.75 
Muestra (10 ng/μl)  1 

Ciclina D1 (35 ciclos) 
95° C  95° C  62° C  72° C  72° C 
10 min  15 seg  15 seg  20 seg  5 min 

RNA 18s (40 ciclos) 
94° C  94° C  60° C  72° C 
2 min  15 seg  1 min  5 min 

Los  productos  de  ampl if icación  fueron  separados  en  geles  de 

agarosa  al  1.5%,  y  puri ficados  mediante  el  protocolo  del   reactivo 

GeneClean  de  la  compañía  Bio101,  e l  cual  se  basa  en  la 

eliminación  de  la  agarosa  util izando  NaI  en  soluc ión,  y 

recuperando  de  esta  el  DNA mediante  el   uso  de  Glassmilk  (resina 

cargada),  lavados  con  New  Wash  (con  base  de  etanol)  para 

eliminar  los  res iduos  de  NaI  y  disolv iendo  el  DNA  en  agua 

ultrapura. 

Se  calculó  el  número  de  copias   de  los  productos  de  PCR, 

util izando  como  base  teórica  lo  siguiente:  el  peso molecular  de  un 

par  de  bases  es  de  660 Daltones,  cada mol  contiene  6.022  X  10 23 

moléculas  y  util izando  la  siguiente  fórmula  se  obtuvo  una



aproximación  del  número  de  copias  presentes  en  los  productos   de 

amplif icación de PCR (22): 

Copias/ng = (n x MW)/NA x 1 x  10 9 ) 

n =  tamaño  del  producto ampl if icado 

MW = peso molecular, 660 Daltones por cada par de bases 

NA = número de Avogadro 6.022 x 10 23 

Para  determinar  los  niveles   relativos  de  concentración  de  RNA  en 

las  muestras,  se  prepararon  curvas  estándar  para  la  reacc ión  de 

PCR en  tiempo  real  ut il izando  diluciones seriales  de  diez  veces  el 

cDNA ampl if icado por PCR, cubriendo un rango  de concentraciones 

equivalentes  desde  10 10  copias  de  RNA  al  equivalente  de  10 1 

copias . 

Para  la  reacción  se  util izó  5ng  de  cDNA  con  las  s iguientes 

cantidades  de  reactivos  para  un  volumen  final   de  25  μl  y  bajo  las 

condic iones  de  corrida  prev iamente  establecidas  en  la  PCR 

convencional: 

Reactivo  Cantidad (μl) 
MgCl2 (25mM)  2.0 
Buffer 10X  2.5 
dNTP´s (50μM)  1.5 
Iniciadores Sentido (1.5 μM)  1.5 
Iniciadores Antisentido (1.5 μM)  1.5 
SyBR Green 10X  2.5 
Fluoresceína (500 μM)  0.5 
Taq Gold (5U/μl)  0.25 

Inmunoh i s t oqu ím i ca. 

Para  la  realización  de  tinción  inmunohis toquímica  en  tejidos 

embebidos en parafina,  se  les realizó  un  tratamiento con Xi lo l para 

desparafinarlos,  posteriormente  fueron  rehidratados  con  etanol



absoluto,  al  95%    y  al  50  %  por  5  minutos  cada  uno,  y  luego  en 

agua  ultrapura  por  10  minutos.  Se  incubaron  en  peróxido  de 

hidrógeno  al  3% en metanol  por  30 minutos  y  lavados con PBS 1X 

por  5  minutos.  Para  desenmascarar  el  antígeno  se  util izó 

amortiguador de citratos (0.01M ác ido cítr ico pH=6) y se calentó en 

el  horno  de  microondas  a  potencia  10  por  4  minutos  ev itando  la 

evaporación del amortiguador, posteriormente a potencia 3 durante 

4 minutos,  se  dejaron  enfr iar  por 25 minutos  y  se  lavaron con PBS 

1X  por  5  minutos.  Después  se  incubó  con  bloqueador  universal 

(Biogenex)  1X  diluido  en  agua  durante  10  minutos,  se  lavaron  con 

PBS  1X  por  5  minutos  e  incubaron  con  suero  normal  de  borrego 

(Chemicon)  a  una  concentración  de  1:100  en  PBS  1X  durante  30 

minutos .  Posteriormente  se  agregó  el  anticuerpo  de  interes  diluido 

a  la  concentración  sugerida  por  el  provedor  en  un  diluyente 

comercial  (Biomeda)  con BSA  (Albúmina Sérica Bov ina)  al  0.1 %  y 

se incubaron en cámara húmeda en obscuridad a 4° C durante toda 

la  noche.  Los  anticuerpos  fueron  obtenidos  de  Mill ipore/Chemicon 

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

Al día s iguiente se  lavaron con PBS 1X + Tween 20 al 0.1%  (PBST 

1X) por 5 minutos en dos ocasiones, pos teriormente se  incubó con 

un  segundo  anticuerpo  (Super  sensit ive  detection  system, 

Biogenex  multi l ink)  por  20  minutos   y  se  lavó  con  PBST  1X  por  5 

minutos . Después se incubó con Streptav idin Peroxidase (Biogenex 

multi l ink) durante 20 minutos y se lavó con PBST 1X por 5 minutos . 

Para  revelar  se  util izó  AEC  (aminoetilcarbamida)  de  Biogenex, 

desde  es te  momento  fue  monitoreada  en  el  microscopio  óptico 

para  detener  la  reacción.  La  contratinción  fue  realizada  con 

Hematoxilina  (Biogenex),  con  una  exposic ión  de  aproximadamente 

de  1  minuto,  el iminándola  después  al  chorro  de  agua  para 

sumergir la en bicarbonato de sodio 0.05 M.



Tinc i ón  para reacc i ón  con  bet agal ac t o s i dasa. 

Para  los  cult ivos  celulares,  e l  protocolo  se  realizó  con  el  kit  de 

Senescence Cell  (SIGMA). Brevemente,  a  los  cult ivos  celulares  se 

les retiró el medio, se lavó dos veces con PBS 1X y se les adicionó 

el  amortiguador  de  f i jación  1X  durante  67  minutos  a  temperatura 

ambiente,  se  lavaron  en  tres  ocasiones  con  PBS  1X  y  se  les 

adicionó  la  soluc ión  de  tinc ión.  Se  incubaron  a  37°  C  por  2  horas 

sin  CO2  en  oscuridad.  Se  lavaron  con  PBS  1X  y  se  observaron  al 

microscopio. 

En  el   caso  de  los   tejidos  congelados,  los  cuales  se mantuv ieron  a 

–70º  C  para  ev itar  su  degradac ión,  se  dejaron  a  temperatura 

ambiente  por  10  minutos,  después  se  sumergieron  en  buffer  de 

f i jación  Lac  por  10 minutos,  y  posteriormente  en  buffer  LacZ  tres 

veces  por  5 minutos.  Después  se  adicionó  la  solución  de  tinción  y 

se cubrió con parafilm. Se incubó a 37° C durante  toda  la noche en 

cámara  húmeda  en  obscuridad.  Al  día  s iguiente  se  lavó  con  PBS 

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

Fijador Lac 
Glutaraldehido 
(0.25%) 

2.4 ml 

EGTA (50 mM)  1.9g 
MgCl2 + 6H2O 
(100mM) 

2.03g 

H2O cbp  100 ml 

Solución de Tinción. 
Reactivo  Cultivos (μl)  Tejidos (μl) 

Solución de tinción  100  200 
Reactivo B 
(400 mM Potasio de Ferricianida) 

12.5  25 

Reactivo C 
(400 mM Potasio de Ferrocianida) 

12.5  25 

Xgal  25  50 
Agua  850  700 

Buffer LacZ 
MgCl2 + 6H2O (2mM)  0.041g 
Desoxicolato sódico 
(0.01%) 

0.01g 

Nonidet P40 (0.02%)  20 μl 
H2O cbp.  100 ml



Resultados 

Los   f i b rob l as tos   de  pu lmón   p roducen  βgalac to s idasa  en 

pasajes  t ard ío s . 

Para  analizar  si  los  f ibroblastos  de  pulmón  son  susceptibles  a 

adquir ir   e l  fenotipo  senescente,  se  realizaron  múltiples  pasajes   de 

distintos  cult ivos  primarios  tanto  normales  como  fibróticos.  Al 

realizar   los cult ivos primarios de  fibroblastos  de pulmón normal, se 

observó  que  los  pasajes   tempranos  (N13  pasaje  17)  no  presentan 

el  estado  senescente,  caracterizado  por  la  reacción  de 

βgalactosidasa;  sin  embargo,  los  cult ivos  de  pasajes  más 

avanzados  (N13  p29)  adquieren  dicho  carácter,  mostrando  la 

t inción azul turquesa, posit iva para la activ idad de  βgalactosidasa, 

con  localización perinuclear. En  los  cult ivos  primarios obtenidos de 

pacientes   con  FPI,  se  obtuvo  el  carác ter  senescente  en  pasajes 

más  tempranos  en  comparación  con  los  cult ivos  normales  de 

pasaje semejante (f ig. 1). 

Realizando  observaciones  del  compor tamiento  de  los  cult ivos,  se 

pudo  observar  que  al  ir   aumentando  el  número  del  pasaje  se 

requería  de  un mayor  t iempo  para  div idirlo  (Gráfica  1),  además  de 

que  el  número  de  células   senescentes  se  incrementó  hasta 

alcanzar prácticamente el 100% en el últ imo pasaje.



F ig.  1.  Reacción de  β galact osidasa  en  cu l t i vos pr imari os. 

A)   Cul t ivo  d e  N13  pasaje  17,   n egat iva  par a  la   r eacción.   B)   Cul t ivo 

N13  p29;   la   reacción  fu e   posi t i va  par a  la   enzima  en   un   al to 

porcent aje  de  célul as .   C)   Cul t ivo  de  N1968   p15   sin  marca  posi t i va. 

D)  Cul t ivo  fi brót ico  HIPF  171  p14   posi t i vo  para   l a  reacción   en   más 

del   40%  de   las   células .   Comparación   ent r e  C  y  D  de  pasaj es 

semej an tes ,   para det erminar  el  desarr ol lo d el  car áct er   sen escente. 

G r a f i ca   1 .  Días   necesar i os  para  d i vid i r   el   cu l t i vo  al   100% de 

con fluencia  con  relaci ón  al  pasaje  . 

Pasaje 
27  28  29 

Días necesarios para 
dividir el cultivo 

2 

4 

6 

8 

Cultivo de los fibroblastos de pulmón N13 
en pasajes tardíos 

A  B 

C  D



La Ci c l i n a D1 s e encuen t ra sob reexp resada en   l o s   f i b rob l as to s 

de pu lmón  de pasaje tard ío . 

Burton  y  colaboradores  (19)  mostraron  que  la  sobreespres ión  de 

la Cic lina D1  permite  la  detecc ión  de  la senescencia  en  células  de 

musculo liso, por este motivo decidimos analizar s i tal fenomeno se 

cumple  tambien  en  fibroblastos  obtenidos  de  pulmón.  Los 

f ibroblastos  de  pasaje  temprano expresan Cic lina D1  como era de 

esperarse,  esto  porque  sigue  partic ipando  en  el  desarrollo  celular, 

s in  embargo,  los  fibroblastos  de  pasaje  tardío  muestran  un 

incremento en su  expresión (Gráfica 2). 

G r a fi ca   2.   Anál is i s   de  l a   expr esión   del   ARN  men saj ero  de  l a 

Cicl ina  D1   en  fi brobla stos   normal es  N13,   ajustada  con t ra  el 

ARN 18s,  por  PCR cuan t i tat i va  (n *10  4 ) .



Posteriormente,  se  compararon  los  patrones  de  expresión  entre 

cult ivos  celulares  normales  y  f ibróticos.  Los  f ibroblastos  normales 

de  pasaje  tardío,  muestran  una  expresión  semejante  a  la  de  los 

f ibroblastos  f ibróticos  de  pasajes  tempranos  (Gráfica  3).  Es te  dato 

sugiere  que  los  f ibroblas tos  obtenidos  de  pacientes  con  fibrosis 

podrían  sobreviv ir   un  menor  número  de  pasajes   que  los 

f ibroblastos normales. 

G r á fica   3 .  Comparación  de  l os   n i vel es  del   RNA  mensajero  d e 

Cicl ina  D1   en t re  cu l t i vos  normal es  (N13   p17   y  N12  p17)  y  de 

paci en tes  con   FP I  (HIPF81  p12   y  173   p6) .   Los  n i vel es  del  mRNA 

de  cu l t i vos  fi brót icos  de   pasaj es   baj os  muest ran   un   val or 

semej an te  a  l os  ni vel es   de  los   pasaje s   tardí os  de  los   cul t i vos 

normal es  (n*10  4 ) .



La  Ci c l i n a  D1  se  encuen t ra  exp resada  en   ep i te l i o s   en   f i b ro s i s 

pu lmonar  i d i opát i ca. 

Para  conocer s i  la Ciclina D1  se  expresa  en  fibroblastos  y pudiera 

ser un  indicador de senescencia en  la  f ibrosis  pulmonar  id iopática, 

decidimos  realizar  el  anál is is  por  inmunohistoquímica.  La  Ciclina 

D1  se  encuentra  expresada  en  el  epitelio  alveolar  más  que  en 

fibroblastos  (f ig.  2).  Esto  sugiere  que  los  epitelios  podrían  ser 

senescentes  ó  también  que  podrían  encontrarse  proliferando,  por 

esta razón dec idimos util izar más marcadores para senescencia. 

F ig .  2.  Local ización  de  Cicl ina  D1   en   pulmones   con  FP I.   Panel   A:   t inción   epi tel ial 

de Cicl ina D1;   panel  B:   los   focos d e  fi brobla stos   resu l taron  negat i vos  para  l a   t inci ón 

especí fi ca,   se  observan al gunas célu las epi tel i ale s  teñ idas  ( flechas,  aumento  40x) . 

Local i zac ión  de lo s  marcado res  de senescenc i a p16, p21 y  p53. 

La  localizac ión  celular  de  p16,  p21  y  p53,   se  examinó  por 

inmunohistoquímica  (f ig.  3).  Los   marcadores  p21  y  p53  se 

expresan  de  manera  mínima  en  tejidos  de  fibrosis   pulmonar 

idiopática. Se  observa  la  presencia  de  p21  y  p53  en  epitelios   y  en 

algunas  células  del  espac io  alveolar,  que  probablemente  sean 

macrófagos  o  algún  otro  t ipo  de  célula  inflamatoria.  Por  el 

contrario,  p16  es  el  único  de  los  marcadores  que  se  detectó  en 

focos  de  fibroblastos ,  aunque solo  lo  pudimos  observar  en  un  solo 

caso, por lo que no es  representativo.



F ig .  3 .  Local ización  de   p16,   p21   y  p53   en   pulmones  con  FP I.   En  los  t r es   casos,   l a 

t inción ocurr ió en  di feren t es   epi tel i os .  Panel es A  y C:  La marca nuclear  con t r a  p21   y 

p53  re spect i vament e,   se  local izó   solamente  en   al gunos  epi t el ios  met aplási cos, 

mi en t ras   que  en   l os   focos  d e  fi brobl ast os  n o  s e  encontró   marca;   panel   B:   la   t inci ón 

nucl ear   par a  p16   se  local izó  en  epi tel io  bronquiolar ;   panel   D:   en   pulmón  normal   no 

se det ectó  señal   par a e stas  mol éculas .   (aumento  40x) . 

Local i zac ión   de  cél u l as   senescen tes   en   te j i d os   de  FPI  po r 

reacc i ón  con  β gal ac t o s i dasa. 

Para  corroborar  las  observaciones  real izadas  por 

inmunohistoquímica,  uti l izamos  la  técnica  de  tinción  con 

βgalactosidasa  en  tejidos  congelados  de  pacientes  con  FPI,  la 

t inción  tiñe  principalmente  en  células  epiteliales   alveolares   y  en 

células   inflamatorias ,  presentes  en  la  luz  alveolar  ( fig.  4).  Esto 

sugiere  que,  βgalac tosidasa,  colocaliza  con  p21  y  p53,  que  son 

los  marcadores  de  senescencia,  sugir iendo  que  las  células 

A  B 

C  D



epiteliales  alveolares  son  el  t ipo  celular  que  se  encuentra 

senescente en la f ibrosis pulmonar  idiopática. 

F ig .  4.  Detección  de  célul as   senescen t es   en   tej idos  congelados.   Par a  la   det ecci ón 

(panel   A) ,   se  u t i l izó   l a  r eacción  para  la   βgalact osidasa,   el   r est o   de   l os   paneles   en 

esta   fi gura  s e  u t i l izaron  par a  comparar  la   t inción  de   s enescencia  t inci on es   d e 

inmunohist oqu ími ca.   Panel   A:   La   reacción   s e  l ocal izó   en   célu la s  epi t el ial es, 

mi en t ras   qu e  l os   focos  d e  fi brobl ast os  n o  pr esen tan  l a  t inci ón   azu l   turquesa  de  l a 

reacción;   pan el   B :   t inción   epi tel ial   para   Cicl ina   D1;   pan el   C:   t inción  epi t el ial   par a 

p53;  panel  D:   t inción epi tel ial  par a p21   (aumento  100x). 

A  B 

C  D



Discus ión. 

La  FPI  es  una  enfermedad  crónica  y  progresiva  carac terizada  por 

una  remodelación  t isular  aberrante  en  la  cual,  no  hay  datos  a  la 

fecha  que  revelen  el  papel  de  la  senescencia  en  este  t ipo  de 

fibrosis. 

En  este  estudio,  se  identif icó  a  las  células  senescentes  en 

pulmones  fibróticos  y  se  analizó  que  sucede  con  los  f ibroblastos, 

los  cuales  son  un  tipo  celular  que  inic ialmente  prolifera  en 

respuesta  a  un  daño,  posiblemente  epi te lial  s iendo  el  responsable 

del  depósito  de  matr iz  extracelular  que  conlleva  a  la  f ibrosis 

pulmonar,  la  cual  involucra  cambios   dramáticos  en  todos  los 

componentes  celulares   del   pulmón,  esto  comienza  con  daño  y 

muerte  celu lar  de  epitelios   alveolares,  seguido  de  migración  de 

fibroblastos e invasión de células inflamatorias. 

Como  ya  se  ha  demostrado,  los  cult ivos   de  fibroblastos  son 

capaces  de  desarrol lar  el  carácter  senescente  de  forma  natural, 

esto es debido a que las regiones  teloméricas se acortan conforme 

aumenta  el  número  de  pasajes  (senescenc ia  replicativa  [23]).  Esto 

lo  pudimos  observar  en  cult ivos  normales ,  después  de  un  alto 

número  de  div is iones;  en  contraste,  el   desarrollo  de  la  misma  en 

los cult ivos  de  fibroblastos  f ibróticos se alcanza  en  pasajes mucho 

más  tempranos  que  los  normales,  de  tal  manera  que  en  dichos 

pasajes ,  las  células  detienen  su  proliferación  y  se  vuelven 

senescentes como lo  demuestra la t inción para  βgalactosidasa. 

Un  hallazgo  interesante  encontrado  en  este  anális is ,  revela  que 

una  molécula  que  en  aparienc ia  no  tendría  relación  con  este 

estadio,  se  encuentra  sobreexpresada  en  fibroblastos 

senescentes  comparados  con  el  control;  se  pudo  corroborar  que 

aumenta  la  expresión  del  mensajero  conforme  aumenta  el  pasaje,



coincidiendo  con  el  desarrollo  del  carácter  senescente.  Está 

molécula  es  la Ciclina D1,  la  cual  partic ipa  activamente  durante  el 

c ic lo  celular,  en  complejo  con  la  CDK4;    una  ev idencia  reciente 

(19),  sugiere  que  la Ciclina D1  puede  funcionar como un marcador 

para  senescencia  en  células  de músculo  liso asociadas  a vaso, de 

tal  manera  que  en  este  estudio,  dec idimos  abordar  este  punto  y 

encontramos que sorprendentemente,  los  niveles  del mensajero  se 

encuentran  muy  elevados  en  fibroblas tos  de  pulmón  con  pasajes 

tardíos comparados contra pasajes menores . Ahora bien, ¿Por qué 

estaría  una  molécula  asociada  a  cic lo  celu lar  partic ipando  en  un 

proceso  en  el   cual  se  detiene  la  proliferación?  Aún  no  hay 

respuesta  para  ello.  Puede  haber  varias  causas:  una  de  ellas 

puede  ser  que  la  Ciclina  D1  se  acumule  en  citoplasma,  debido  a 

que  por  alguna  razón,  los  complejos  que  la  degradan  no  la 

reconozcan  para  dicha  degradación.  Cabe  mencionar  que  se  ha 

observado  que  la Ciclina D1  se  encuentra  activa  a  nivel  nuc lear,  y 

que cuando se ha observado en célu las senescentes, se encuentra 

en el c itoplasma, esto en cult ivos  in v it ro  (24). 

Al  observar  esto,  se  decidió  comparar  los  niveles  del  mensajero 

con  cult ivos  primarios  de  fibroblastos   de  pulmón  fibrótico.  Por 

observac iones  en  nuestro  laboratorio,  se sabe  que  los  f ibroblastos 

de  pulmón  fibrótico  suelen  tener  un  menor  número  de  pasajes  en 

cult ivo,  as í  que  al  comparar  con  los  normales ,  se  reflejó  una 

expresión  semejante  del  mensajero  de  Ciclina  D1  en  los  cult ivos 

f ibróticos  de  pasajes  tempranos  comparados  con  la  expres ión  de 

pasajes  más  avanzados  de  cult ivos  normales,  esto  coincide  con  el 

desarrollo  más  temprano  de  la  senescencia  en  los  cult ivos 

f ibróticos.  Por  es te  hecho,  tendríamos  que  los  f ibroblastos   de 

pacientes   f ibróticos   llegan  al  periodo  de  senescenc ia  más  rápido. 

Esto  puede  deberse  a  que  dichos  cult ivos  presentan  alguna 

alteración  propia  de  la  patología.  Xia  y  colaboradores   (25), 

sugieren  por  ejemplo  que,   la  interacción  de  los  fibroblastos  de  la 

FPI  con  colágena  v ía  integrinas ,  provoca  un  reclutamiento



defic iente  de  PTEN  a  la  membrana  plásmática.  PTEN  es  un 

inhibidor  de  la  v ía  f ibroproliferativa  de  PI3KAkt,  de  manera  que 

está  v ía  se  activa  de  manera  aberrante  en  los  f ibroblastos  de 

pacientes   con  FPI,  contrario  a  lo  que  sucede  en  fibroblastos 

controles.  Así,  es te  t ipo  de  al teraciones  pudieran  estar 

ocasionando que  los  f ibroblas tos en  la  f ibrosis pulmonar  idiopática, 

se  encuentren  en  constante  proliferación  en  el  tejido  aberrante  y 

debido  a  es to,  a l  extraerlos  para  realizar  cult ivos  primarios  se 

encuentre  mermado  su  poder  de  proliferación  in  v itro.  Esto  nos 
sugiere  que,  dentro  de  la  histopatología,  los  f ibroblastos  que  se 

encuentran  partic ipando,  alcanzan  la  senescenc ia  en  periodos 

mucho  mas  cortos  in  v itro,   debido  a  que  la  prol iferación  de  los 
focos  de  fibroblastos  no  es  lenta  ni  l imitada,  sino  al   contrario, 

estos  ya  llevan  un  periodo  prolongado  de  replicación  constante,  al 

contrario  de  los  obtenidos  de  pulmón  normal  que  se  encuentran 

posiblemente  en  quiescencia,  por  lo  que  la  proliferación  de  es te 

t ipo  celular  resulta  predominante  para  el  desarrollo  de  la 

enfermedad. 

Por  esta  razón,  evaluamos  Cic lina  D1  en  cortes   histológicos  de 

pacientes   con  FPI  y  para  nuestra  sorpresa,  encontramos  a  la 

Cic lina  D1  ampliamente  expresada  en  células   epiteliales 

alveolares .  Königshoff  y  colaboradores  (26)  han  descrito  que  en 

los  epitelios  de  la  FPI  se  encuentra  activa  la  vía  de  señal ización 

canónica  de  Wnt/βcatenina,  bajo  la  cual  está  dir igida  la  síntesis 

de Cic lina D1,  y  esto  concuerda con  nuestro  hallazgo.  Los  autores 

describen además que Ciclina D1 se encuentra  incrementada en  la 

FPI,  pero  no  describen  que  tipos  celulares  la  expresan.  En  otra 

publicación, Chilosi  y  colaboradores  (11) mencionan que  la MMP7 

(matr il is ina)  y  Ciclina  D1  “fueron  expresadas  solamente  en  una 

proporción  de  células”,  i lustrando  la  localización  de  la  Ciclina  D1 

en  epitelios  bronquiolares .  La  función  de  la  Ciclina  D1  en  la 

proliferación es bien conocida: debe funcionar en núcleo. Según un 

reporte  anteriormente  citado  (19),  la  Ciclina  D1  se  sobreexpresa



en células  senescentes,  localizándola  fuera del núcleo, es dec ir en 

la  región  citoplásmica.  Nosotros  la  apreciamos  mayormente 

localizada  en  núcleo,  por  lo  que  estos  epitelios  podrían  estar 

proliferando. 

Para  corroborar  el  hecho  de  que  los  f ibroblastos   podrían 

encontrarse  proliferando  y  no  en  es tado  senescente,  util izamos  a 

los  marcadores  más  comunes  para  senescencia:  p16,  p53  y  p21. 

Los  marcadores  para  senescencia  no  dan  señal  pos it iva  en 

fibroblastos de FPI. Esto concuerda con las observaciones de Xia y 

colaboradores  (25)  que  menc ionan  la  ac tivación  de  PI3KAkt,  una 

vía  f ibroproliferativa.  Así  pues,  no  encontramos  señales  de 

senescencia  en  focos  de  fibroblas tos;  además  no  son  localizados 

en  toda  la  variedad  de  epitelios  que  producen  Cic lina  D1.  En  el 

caso de p53 y p21, su  localización es mínima, aunque su detección 

es  particular  en  epitelios   compuestos  por  células  alveolares 

metaplás icas  (a l  igual  que  Cic lina  D1).  Esto  podría  signif icar  que 

este t ipo celu lar se encuentra en estadio senescente. 

Se  ha  reportado  anteriormente  que  p53  y  p21  son  posit ivas  para 

células   epi te liales  hiperplásicas  en  FPI,  y  que  es tas  pueden  estar 

involucradas  en  la  apoptosis  de  estos epitelios,  ya  que  colocalizan 

con  moléculas  apoptóticas  (11).  Al  igual  que  en  es te  trabajo, 

encontramos  que  p21  fue  pos it iva  para  más  células  que  p53,  lo 

que  podría implicar  una ruta al terna para p21. 

En  otro  reporte,    Qunn  y  Colaboradores  (27),  detectan  a  p53  en 

células  basales hiperplásicas , metaplasia escamosa de lesiones en 

panal  de  abeja,  y  ocasionalmente  en  el  epitel io  bronquial   y  en  el 

epitelio  bronquioalveolar.  La  presencia  de  esta  proteína  en  estas 

regiones  es  manejada  por  estos   autores  como  una  mutación  de 

p53  que  puede  dar  origen  a adenocarcinomas  presentes  en  la FPI. 

Demopoulos  y  colaboradores  (28),  mencionan  que,  p53  puede  no 

solo  intervenir  en  un    proceso  carcinogenético,  s ino  también  en



procesos  inflamatorios .  En  algunos  casos,  p16  fue  localizada  en 

focos  de  fibroblastos ,  s in embargo,  esto  fue mínimo. Posiblemente 

algunos  fibroblastos  presentes  en  focos  puedan  presentar  el 

estadio senescente, pero esto seguramente no es común. Lo que si 

queda claro, es que  las células  epiteliales son al tamente reactivas , 

y  que  posiblemente  muchos  de  los  epitelios  hiperplásicos  y 

metaplás icos se encuentran en procesos de daño al DNA. 

Para  corroborar  estos  resul tados,  realizamos  la   t inción  para 

βgalactosidasa  en  tejidos   congelados  y  apreciamos  que 

efectivamente,  las  células  que  se  encuentran  senescentes  son  las 

células  epiteliales metaplásicas  que habíamos  detectado  tanto  con 

los marcadores para senescencia  como con la Ciclina D1. 

Adicional  a  esto,  en  un  estudio  previo  (29),  nuestro  grupo  detectó 

que  Ki67,  un  marcador  de  proliferación  celular,  se  encuentra 

presente  en  algunas  células   epiteliales  alveolares  (epitelios 

hiperplásicos  y  metaplásicos)  y  en  focos  de  fibroblastos,  mientras 

que  p27,  se  encuentra  presente  en  células  inflamatorias  y 

endoteliales. 

El  haber  encontrado  la  Ciclina  D1  y  la  t inción  de  βgalac tosidasa 

localizada  solo  en  los  epitelios  nos  revela  que  el  cambio  en  los 

patrones de expresión génica del epitelio, se podría deber en parte 

al  es trés   oxidativo,  el  cual  genera  daño  al  DNA,  y  que  la  v ía  de 

p21 y p53 es primordial  para el desarrollo de  la misma, esta v ía es 

activada princ ipalmente por daño al DNA ocasionado por ROS.  Por 

otro  lado,  la  Ciclina  D1  podría  servir   como  marcador  de 

senescencia  in  v itro,  no  solo  de  células  de músculo  liso  (22),  s ino 
también de fibroblastos.



Conc lu s i ones . 

Estos  resultados  en  conjunto,  nos  permiten  responder  a  la 

pregunta  planteada  en  un  principio;  en  la  f ibrosis  pulmonar 

idiopática  ¿los  focos  de  fibroblastos   se  encuentran  senescentes?, 

la  respuesta  es  no.  Este  dato  nos  sugiere  que,  dentro  de  la 

histopatología,  se  produce  la  proliferación  de  los   focos  de 

fibroblastos,  por  lo  que  dicho  evento  sumado  a  la  migración  de 

este  t ipo  celular  es  predominante  para  el   desarrollo  de  la 

enfermedad. 

En síntesis, podemos deduc ir de es tos resultados que: 

Los  f ibroblastos  de  pulmón  normal  también  desarrollan  la 

senescencia  in v itro, es to después de multip les div is iones. 

Los  f ibroblastos  de  pulmón  f ibrótico  desarrollan  la  senescencia  en 

un periodo mucho menor que los  de pulmón normal  in v itro. 

Existe  una  correlación  entre  el  aumento  del   mensajero  de  la 

Cic lina D1 y el desarrollo de la senescenc ia. 

Los  f ibroblastos  en  la  FPI  t ienen  una  proliferación  muy  activa, 

dentro de la patologia. 

El  epitel io  bronquioalveolar  metaplásico  podría  ser  no 

proliferativo,  pero  estar  metabólicamente  activo  debido  a  la 

senescencia.
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