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1.- INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES. 

1.1. Fibrosis Pulmonar Idiopática. 

La fibrosis pulmonar idiopática (FPI) es una enfermedad, progresiva, crónica,  
irreversible y  letal asociada con la edad avanzada y de etiología desconocida (1), 
que se caracteriza por la activación aberrante del epitelio alveolar con la 
consecuente migración, proliferación de los fibroblastos/miofibroblastos del 
parénquima pulmonar y el depósito matriz extracelular que incluye principalmente 
fibras de colágena llevando a su destrucción y la alteración en su arquitectura (2; 
3). La FPI está incluida dentro de un amplio y heterogéneo grupo de enfermedades 
respiratorias conocidas como enfermedades pulmonares intersticiales difusas; y 
pertenece a un subgrupo conocido como neumonías intersticiales idiopáticas (4). 
Ocurre generalmente en personas mayores de 50 años, alcanzando su pico de 
incidencia entre los 60 y los 65 años de edad, siendo rara en jóvenes y 
prácticamente inexistente en niños. La llamada FPI familiar es muy similar a la 
forma esporádica pero se presenta en un pequeño subgrupo de estos pacientes 
(2-3%) (5).  

Por mucho tiempo se pensó que el desarrollo de esta patología estaba asociado a 
procesos de inflamación crónica observados en otras enfermedades intersticiales 
del pulmón (6). Sin embargo, a inicios de este milenio, se observó que la 
inflamación crónica en el proceso fibrosante no juega un papel fundamental como 
alguna vez se pensó, y en cambio, se hipotetizó  que es un daño al epitelio y una 
reparación anormal del mismo lo que conduce a la respuesta fibrosante (2).    

Existen diferentes hipótesis y líneas de investigación con lo referente al origen y 
papel de los fibroblastos como células efectoras en el proceso fibrótico, entre las 
que destacan, el daño y la activación del epitelio alveolar con la consecuente 
proliferación y migración de los fibroblastos/miofibroblastos locales por medio de 
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento secretadas por el epitelio alveolar 
(7; 8); la llegada de fibrocitos circulantes provenientes de la médula ósea por 
señales aberrantes originadas en el epitelio alveolar (9).; y la transición epitelio 
mesénquima, es decir, la transdiferenciación de las células epiteliales alveolares 
en fibroblastos y miofibroblastos capaces de sintetizar grandes cantidades de 
matriz extracelular (10; 11)., aunado a la pérdida de la polaridad y los marcadores 
de células epiteliales como la E-caderina, citoqueratinas, entre otras, y la ganancia 
de marcadores característicos de células mesenquimales como la N-caderina, la 
vimentina, la fibronectina (12; 13).     

1.2. Activación aberrante de vías embrionarias en fibrosis pulmonar 
idiopática y otras patologías.  
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Cabe mencionar que en la fibrosis pulmonar idiopática, al igual que en otras 
patologías humanas como el cáncer, hay una activación aberrante de vías de 
desarrollo embrionario (14; 15). Gracias a diferentes estudios con microarreglos, se 
ha podido constatar la expresión de ciertos genes de membrana extracelular, 
marcadores de miofibroblastos/células epiteliales, así como genes de desarrollo 
embrionario (7; 16; 17). Algunas de las diferentes vías embrionarias que se han visto 
involucradas en FPI, se encuentran las “cajas Sry” y “Forkhead”, y genes 
relacionados con la vía de Wnt/catenina (7;15); así como genes de la superfamilia 
de TGF como las BMP’s o proteínas morfogenéticas de hueso que tienen un 
amplio repertorio de funciones biológicas como el cierre de heridas, la 
remodelación de la matriz extracelular y el control de la transición epitelio 
mesénquima durante la embriogénesis (18; 19).  

1.3. Superfamilia de las BMP’s y TGF

Se conocen a la fecha un poco más de 20 miembros de la familia de las BMP’s (20; 
21), que son proteínas que en su forma precursora están constituidas por 400 a 
500 aminoácidos que pueden ser proteolíticamente procesadas por su prodominio 
para obtener la forma activa de 50 a 100 aminoácidos, las cuales, pueden formar 
homodímeros o heterodímeros con otras BMP’s (22; 23; 24; 25; 26; 27). Se detectaron 
primero en extractos de hueso (de ahí su nombre), y sus funciones pleiomórficas 
en el desarrollo se observaron primero en invertebrados (28; 29). Basándose en la 
similitud de la secuencia y las funciones conocidas, algunas en procesos 
fibrosantes, estas proteínas han sido divididas en al menos 4 subgrupos: BMP2/4, 
BMP5/6/7/8ª/8b, BMP9/10, BMP12/13/14 (30; 31). Los receptores a los cuales se 
unen las BMP’s son receptores tipo serina/treonina cinasas, compuestos por 
cortos dominios extracelulares constituidos por 10 a 12 residuos de cisteína, un 
solo dominio transmembranal y un dominio serina/treonina intracelular. Existen 5 
receptores tipo I para las  BMP’s, que son: ALKI (AcvrlI), ALK2 (ActRI), ALK3 
(BRIa), ALK4 (ActRIb) y ALK6 (BRIb); además de tres receptores tipo II, los cuales 
son: BRII, ActRIIa y ActRIIb (25). Las BMP’s en general se unen primero a los 
receptores tipo I, mientras que otros miembros de la superfamilia de TGF, como 
TGF1, se une primero a los receptores tipo II y posteriormente se reclutan 
receptores tipo I para formar heterómeros o hetero-oligómeros (32; 33).  
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Fig.1. Esquema de la superfamilia de TGFTomado de Weiskirchen Ralf, et al., 2009). 

 

Fig. 2. Esquema de los receptores principales para las proteínas BMP’s y TGF. (Tomado de 
Weiskirchen Ralf, et al., 2009). 

1.4. BMP2 y otras BMP’s en el proceso fibrosante de varias patologías.  



11 
 

En diversos estudios de microarreglos y por PCR en tiempo real, se ha observado 
que el gen de BMP2 se encuentra expresado en niveles bajos en los pulmones de 
pacientes con FPI en relación a sujetos sanos (7; 16; 34). Se ha relacionado a BMP2 
en otros procesos fibrosantes aparte de la fibrosis pulmonar (35) como una 
molécula anti fibrosante; por ejemplo, en la fibrosis pancreática provocada por la 
inducción de pancreatitis crónica con ceruleína en un modelo murino (36; 37), así 
como en procesos fibrosantes del riñón (38; 39). Principalmente se ha visto la 
capacidad antagónica de BMP2 sobre el efecto pro fibrosante de TGFa nivel de 
los receptores. En estos mismos estudios de expresión global de genes en FPI se 
ha visto que BMP4 se encuentra sobreexpresada en los pulmones fibróticos, así 
como algunos inhibidores de las BMP’s como Gremlin (34). 

 

Fig.3. Modelo propuesto de las vías de TGF y de las BMP’s en la fibrosis pulmonar idiopática. 
(Tomado de Selman M, et al., 2008). 

 

 Algunas BMP’s como la BMP7 antagonizan los efectos de TGF en lo 
concerniente a la transición epitelio mesénquima y producen el efecto inverso que 
es la transición mesénquima epitelio (40; 41), lo cual se ha observado en diferentes 
tejidos como páncreas y riñón (36; 39). Además de los efectos antagónicos de 
BMP7 sobre el TGF, se ha observado en órganos como el hígado o el riñón, que 
la expresión de esta molécula también puede modular negativamente la actividad 
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de genes que responden a TGF como CTGF(41; 42), otra molécula importante en 
la fibrogénesis de distintos órganos incluido el pulmón al amplificar los efectos de 
TGF(43; 44). Se ha propuesto que el CTGF es una molécula que inhibe la unión 
de BMP7 con su receptor al secuestrarlo uniéndose a esta última por su dominio 
rico en cisteína, pero que por el contrario al unirse a TGF por medio del mismo 
dominio, favorece la unión a su receptor cambiando el balance entre una molécula 
anti fibrosante con una molécula pro fibrosante (44). En un modelo murino de 
fibrosis pulmonar inducida por asbestos, se ha visto que la expresión de BMP7 
disminuye de forma significativa, mientras que la expresión del antagonista de 
algunas BMP’s, Gremlin, aumenta su expresión en el estroma pulmonar, lo cual 
sugiere que este último pude estar modulando negativamente la expresión de 
BMP7 en el mesénquima pulmonar y por tanto aumentado la fibrosis en el pulmón. 
En resumen, BMP7 es una molécula importante implicada en desarrollo de fibrosis 
en distintos órganos incluyendo al pulmón (45).     

 

Fig. 4. Diagrama que resume los efectos profibróticos de TGF y los efectos antifibróticos de BMP7 
en distintos órganos. (Tomado de Weiskirchen Ralf, et al., 2009). 

El TGFla molécula profibrótica por excelencia (46), en trabajos anteriores ha 
demostrado su capacidad de inducir la transición epitelio-mesénquima in vitro en 
células epiteliales alveolares, posteriormente se demostró in vivo la co-expresión 
de marcadores epiteliales y mesenquimales en células pulmonares de pacientes 
con FPI (10).Lo anterior puede ocurrir directamente por la vía de las Smads y por la 
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activación de distintas proteínas en la cascada de señalización, o de manera 
independiente a esta vía (32). De forma general la mayoría de las BMP’s activan 
las Smads 1, 5 y 8, mientras que TGF activalas Smads 2 y 3 para 
posteriormente activar Smad 4, común para ambas vías, y así translocarse al 
núcleo para transcribir sus genes blanco (47)TGFpuede inducir la expresión de 
Gremlin en el parénquima pulmonar y a su vez la expresión de BMP4 en células 
epiteliales de pulmón que sufren la transición epitelio mesénquima, lo cual sumado 
a la baja expresión de BMP2 y BMP7 puede contribuir al efecto profibrosante en el 
pulmón (34).  

1.5. Epigenética y modificaciones epigenéticas reportadas en FPI.  

El silenciamiento en la expresión de un gen puede ocurrir por distintos procesos 
celulares tanto genéticos como ambientales, entre los últimos se encuentran los 
procesos epigenéticos (48; 49). Existen tantas definiciones de epigenética como 
autores e investigadores la han abordado para su estudio, sin embargo, la 
epigenética se puede definir como aquellos cambios o modificaciones bioquímicas 
y funcionales heredables que ocurren en la molécula del ADN, ARN o en las 
proteínas asociadas a la molécula de ADN (cromatina), sin que exista un cambio 
en la secuencia de nucleótidos. La definición más aceptada a la fecha es la de 
(Riggs, et al., 1996), que dice que “La epigenética es el estudio de cambios 
heredables mitóticos y/o meióticos en la función génica que no pueden ser 
explicados por cambios en la secuencia de ADN” (50). 

Las modificaciones y alteraciones epigenéticas se han reportado en distintas 
patologías y condiciones (51), como son cáncer (52; 53), enfermedades neurológicas 
(54) diabetes tipo II (55), enfermedades autoinmunes (56), autismo (57), así como en 
enfermedades fibrosantes (58) incluidas la FPI (59). Existen varios mecanismos 
epigenéticos descritos en la FPI como son la reducción en la expresión de los 
receptores de muerte Fas en los fibroblastos por remodelación de la cromatina 
(60), la regulación negativa en la expresión de colágena 3 A 1 (colágena tipo III 1) 
con el uso de inhibidores de HDAC’s (61), la hipermetilación del promotor del gen 
Thy1 o CD 90 (62), la hipermetilación del gen p14ARF en fibroblastos de pacientes 
con FPI (63), la represión de IP10 por mecanismos de desacetilación y metilación 
combinados (64), el silenciamiento de COX2 por defectos en la acetilación (65), el 
impedimento en la diferenciación de mioblastos por TGF1y HDAC4 (66), y por el 
contrario, la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos por TGF1y HDAC4 
en pulmón humano, entre otros (67).  

1.6. Mecanismos descritos de modificaciones epigenéticas.      
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Las modificaciones epigenéticas que pueden ocurrir son numerosas, entre las que 
se cuentan, la metilación de los promotores de ciertos genes principalmente en las 
islas CpG (51; 52; 62; 63), la acetilación o desacetilación de ciertos aminoácidos de 
los extremos amino terminales de las “colas” de histonas principalmente, así como 
otras modificaciones post-traduccionales como metilación, fosforilación, 
ubiquitinización, sumoilación, ADP ribosilación, crotonilación, entre otras 
modificaciones bioquímicas (51; 68; 69; 70) a estos componentes que constituyen los 
elementos formadores de los nucleosomas, que a su vez ayudan al 
empaquetamiento de la cromatina dentro del núcleo de las células eucariontes. 
Además algunos autores y grupos de investigación han propuesto que existe un 
código de histonas en donde distintas marcas solas, en secuencia o combinadas 
pueden tener distintos efectos transcripcionales, como aumentar o disminuir la 
transcripción, o incluso en procesos de splicing alternativo en distintos genes (52; 
71). Otros argumentan que no puede compararse con un código como el código 
genético, ya que los resultados de las combinaciones no siempre son tan 
predecibles.  

Otros eventos epigenéticos incluyen, la regulación de la traducción de algunos 
ARN’s mensajeros que a su vez regulan mecanismos epigenéticos por parte de 
ARN’s no codificantes cortos y largos (51; 72), así como también eventos de 
remodelación de la cromatina y el establecimiento de dominios nucleares (73). 

1.7. Histonas, acetilación y desacetilación de histonas.  

Las histonas son proteínas altamente básicas que ayudaron a resolver el 
problema de repulsión generado por los grupos fosfato que tiene el polímero de 
ADN, sin las cuales, no podría acomodarse en el interior del núcleo. Además de 
resolver ese problema, las histonas permiten el super-empaquetamiento del ADN 
hasta un factor de 10,000 veces para formar cromosomas y permitir que la célula 
eucarionte pueda dividirse de forma satisfactoria. El conjunto de histonas o núcleo 
de histonas constituyen a los nucleosomas que son la unidad básica de la 
cromatina de los eucariontes. Cada núcleo de histonas contiene dos copias o 
dímeros de cada proteína histónica: H2A, H2B, H3 y H4. Aproximadamente 147 
pares de bases del ADN, lo que equivale a 1.65 vueltas, se enrollan alrededor del 
octámero de histonas. Más allá del nucleosoma está la histona H1 o “linker”, junto 
con el ADN “linker”, que funciona como una unión entre un octámero y otro. Las 
histonas H1 pueden hacer que la cromatina se compacte cada vez más hasta 
formar un cromosoma metafásico para la subsecuente mitosis celular (71). La 
cromatina además de condensar la molécula de ADN, tiene la función de regular el 
acceso de la maquinaria de transcripción, en una forma célular y contexto 
específicos. Las áreas transcripcionalmente activas se conocen como 
“eucromatina”, mientras que las áreas transcripcionalmente inactivas se conocen 
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como “heterocromatina”. La última se puede dividir en heterocromatina 
constitutiva, es decir, que está silenciada en todos los tipos celulares, por ejemplo, 
en la región pericentriolar y telómeros; y además en heterocromatina facultativa, 
que son sitios que se encuentran transcripcionalmente activos en algunos tipos 
celulares, mientras que están inactivos en otros tipos celulares (51).  

 

Fig. 5. Nucleosomas y modificaciones covalentes post-traduccionales en los extremos amino 
terminales de las histonas. (Tomado de Jiang C, Pugh BF, 2009). 

El mecanismo descrito por el cual las histonas pueden ser 
acetiladas/desacetiladas, es por medio de enzimas acetil transferasas o “HAT’s” y 
enzimas desacetilasas de histonas “HDAC’s”, por sus siglas en inglés 
respectivamente (Histone Acetyl Transferases and Histone Deacetylases). Las 
primeras como su nombre lo dice, agregan grupos acetilo a los residuos 
principalmente de lisina de los extremos amino terminales de las “colas” de 
histonas, neutralizando las cargas y de esa manera relajando la cromatina para 
permitir el acceso de la maquinaria de transcripción a esa zona. Las desacetilasas 
pueden reprimir la expresión de genes, ya que al quitar los grupos acetilo 
principalmente de los residuos de lisina en las colas amino terminales de las 
histonas, les confieren una carga positiva que provoca el empaquetamiento del 
ADN e impide que la maquinaria de transcripción tenga acceso a esa zona (58). 
Las HDAC’s son enzimas cuyo dominio catalítico es dependiente de Zn2+ (74), 
existen alrededor de 18 HDAC’s descritas varían de acuerdo a su localización, 
sustratos y funciones dentro de las células; podemos dividirlas en 4 clases o 
subgrupos de acuerdo a su homología con enzimas desacetilasas de levaduras: 
Clase I, que incluye a la HDAC 1, 2, 3 y 8, localizándose principalmente en él 
núcleo, omnipresentes en muchos tejidos, siendo homólogas con RPD3 de 
levadura; Clase II, que a su vez se subdivide en IIa, HDAC 4, 5, 7 y 9; IIb, que 
contiene a la HDAC 6 y 10 con dos sitios catalíticos, localizándose principalmente 
en citoplasma aunque también se pueden mover al núcleo, tejido específicas, 
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siendo homólogas con HDA1 de levadura. La HDAC 11 se agrupa en la clase IV, 
localizándose principalmente en citoplasma, con residuos conservados en su 
centro catalítico y compartidos los primeros por las clases I y II; mientras que las 
sirtuinas 1, 2 y 3 se agrupan en la clase III (58; 75). Filogenéticamente son enzimas 
altamente conservadas y anteceden a las histonas, lo cual indica que sus 
funciones de desacetilación no sólo afecta a proteínas histónicas, sino a otras 
proteínas citoplasmáticas y nucleares por lo que también han sido llamadas 
“desacetilasas de lisinas”. A la fecha se conocen más de 50 proteínas no 
histónicas reguladas por las HDAC’s (Fig.6.), entre las que se cuentan algunas 
que tienen que ver con proliferación celular, migración celular, muerte celular, 
senescencia, autofagia. Estas enzimas por lo general no vienen solas, sino que 
vienen en complejos de proteínas, por ejemplo, en complejos con factores de 
transcripción, coactivadores, corepresores que también contienen inhibidores de 
expresión como las Dnmt’s o metiltransferasas de histonas (64; 75; 76; 77; 78). La co-
localización de estas enzimas incluidas en estos complejos puede provocar el 
silenciamiento de los genes que se encuentran en esas regiones de cromatina, 
contribuyendo a la generación del estado patológico.  

  

Fig.6. Tabla con otros blancos de proteínas no histónicas de las HDAC’s (Tomado de Xu S. W, et 
al., 2007). 
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1.8. Inhibidores de HDAC’S y usos terapeúticos.  

Existen distintos inhibidores de desacetilasas de histonas y acetilasas de histonas  
actualmente ya utilizados algunos de ellos para algunas patologías humanas, 
principalmente en cáncer (53; 79). Como ya se mencionó las acetilasas de histonas 
favorecen la actividad transcripcional añadiendo grupos acetilo a los residuos de 
lisina de los extremos amino terminal de las histonas. Por el contrario las HDAC’s 
inhiben la actividad transcripcional por el proceso inverso, es decir, retirando los 
grupos acetilo (58). En la FPI y en otras enfermedades fibrosantes existen  estudios 
donde han utilizado  estos inhibidores para recuperar la expresión de algunos 
genes que se sabe se silencian en estos padecimientos y se ha propuesto que 
puedan tener un posible efecto terapéutico (58; 61). Un ejemplo del uso de 
inhibidores de desacetilasas de histonas en enfermedades fibrosantes lo 
encontramos en el trabajo de (80) donde evalúan la expresión de BMP7 tanto a 
nivel de mARN como a nivel de proteína y observan que disminuye en ambos 
casos con el daño y la subsecuente fibrosis renal. También reportan que el 
mecanismo de inhibición en la expresión de BMP7 está mediado por HDAC’s y al 
tratar a los animales con TSA, el cual es un inhibidor de las clases I y II de HDAC’s 
(75; 81), los animales desarrollan menos fibrosis y se abaten los niveles de ColIaI 
(Colágena tipo I 1)  y alfa actina de músculo liso en células procedentes de la 
región medular del riñón. Además existen trabajos en fibrosis pulmonar idiopática 
en donde se prueba la respuesta antifibrosante con el inhibidor de HDAC’s, SAHA, 
el cual ya fue aprobado por la FDA y ya se utiliza para tratar ciertos tipos de 
cáncer (82; 83; 84). En dicho trabajo se menciona la capacidad de SAHA (Vorinostat) 
en evitar la diferenciación de fibroblastos en miofibroblastos por efecto del TGF, 
además de evitar la proliferación de fibroblastos crecidos en medio con suero. En 
otro trabajo se habla del uso de TSA en la inhibición de la transformación de 
fibroblastos a miofibroblastos por la acción de TGF1en FPI. En dicho trabajo se 
propone que el TGF induce la expresión de HDAC4 a nivel transcripcional. Por 
una vía independiente de Smads, la vía de Akt, observaron que con el inhibidor 
TSA disminuía la expresión tanto de ColIaI (Colágena tipo I 1)  como de alfa 
actina de músculo liso. HDAC4 está asociada a PP1 y PP2A (fosfatasas). Al 
momento de inhibir a la HDAC4 con TSA, las fosfatasas se liberan para 
desfosforilar a Akt y de esa manera impedir la transformación a miofibroblastos. 
Cuando el complejo de HDAC4 y las fosfatasas se encuentran unidos, Akt 
permanece fosforilado y se produce la transformación de fibroblastos en 
miofibroblastos con la consecuente expresión de alfa actina de músculo liso (67).  

Otras enfermedades fibrosantes donde se han visto algunos efectos positivos con 
el uso terapéutico de los distintos inhibidores de desacetilasas de histonas, son 
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nefropatías diabéticas (85), hipertrofia cardiaca y fibrosis (86), esclerosis sistémica 
(87), mielofibrosis primaria (88), fibrosis quística (89).  

Los inhibidores de HDAC’s o iHDAC, pueden regular la expresión de ciertos 
genes, además de regular procesos celulares importantes como son la 
proliferación, apoptosis, ciclo celular, entre otras funciones. Se pueden dividir en 
cuatro grupos basándose en su estructura, que son: hidroxamatos, péptidos 
cíclicos, ácidos alifáticos y benzamidas (90; 91; 92; 93). El mecanismo principal por el 
cual pueden inhibir a estas enzimas es secuestrando el ion de Zn2+ que se une al 
sitio catalítico de la enzima (74). 

 

Fig.7. Imagen con las estructuras químicas de distintos inhibidores de desacetilasas de histonas o 
iHDAC’s. (Tomado de Pang M, et al., 2010).  

Los distintos inhibidores de HDAC’s  que se utilizaron en este trabajo como TSA 
(Sigma), VPA (Sigma), SB939, JGB1741, PCI34051 (Cayman Chemical), ya han 
sido descritos para la modificación (recuperación/inhibición) en la expresión de 
algunas moléculas en distintas patologías. Las concentraciones utilizadas en los 
distintos tratamientos fueron tomadas de la literatura y de acuerdo a las 
recomendaciones del proveedor.  

El TSA es un hidroxamato inhibidor de las clases I y II de desacetilasas de 
histonas, su concentración inhibitoria está en el orden de los nM (67). El VPA es un 
ácido alifático que inhibe a las clases I y IIa de desacetilasas de histonas, sin 
embargo, inhibe con más fuerza la clase I; su concentración inhibitoria está en el 
orden de los mM y no es tan potente como otros inhibidores, además presenta una 
toxicidad importante (78; 95). SB939 es un pan inhibidor de HDAC’s, sin embargo 
se necesitan mayores concentraciones para la HDAC 6 de la clase IIB y HDAC 7 
de la clase IIA (247 y 104 nM respectivamente). JGB1741 es un inhibidor de las 
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sirtuinas, principalmente la Sirt 1 (IC50=15M en ensayo libre de células). En 
concentraciones de hasta 100M puede inhibir a las sirtuinas 2 y 3 (IC50). 
PCI34051 es un potente inhibidor de la HDAC8 que pertenece a la clase I 
(IC50=0.01M); en otras concentraciones puede inhibir a los demás miembros de 
la clase I: 1, 2, 3 (IC50’s: 4, >50, >50 M; respectivamente); y a la HDAC 6 y 10 de 
la familia IIB (IC50’s: 2.9 y 13 M, respectivamente) (Cayman Chemical).   

1.9. Antecedentes y pregunta central del trabajo.  

La pregunta central del trabajo es investigar  si el silenciamiento del gen BMP2 
observado por distintos estudios de microarreglos (7; 16) y por qPCR (34) está 
relacionada con  modificaciones y remodelación epigenética. En algunos datos  
preliminares del grupo, se ha visto que el cambio en la expresión de BMP2 tanto 
en células normales como en células derivadas de pacientes con FPI se ve 
modificada con la adición de Tricostatina A (TSA), el cual es un potente inhibidor 
de las clases I y II de desacetilasas de histonas (HDAC’s) principalmente (75). Se 
probó utilizar inhibidores de metil-transferasas (Dnmt’s) como 5-aza-2’-
deoxicitidina (52; 94), sin embargo, no se observó ninguna recuperación significativa 
en la expresión de BMP2 usando la técnica de qPCR, por lo que el objetivo del 
trabajo se centró más en la acetilación/desacetilación de histonas. Existen 
evidencias del silenciamiento epigenético de las BMP’s por mecanismos 
epigenéticos en donde proteínas como c-Ski y la proteína novel relacionada con 
Ski-SnoN, mediados por TGF, provocan la desacetilación de histonas cercanas al 
promotor de las BMP’s, tanto BMP-2 como la 7 en osteoblastos(95).  Además está 
descrito que el mecanismo para que TGF1 y sus proteínas inducibles c-Ski y 
SnoN puedan inhibir a las BMP’s, es a través de la unión de c-Ski a Smad 4, 
común para las vías de TGFy las BMP’s, y reclutando desacetilasas de histonas 
a este complejo (41). 
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2.- OBJETIVO: 

- General:  
- Analizar el efecto de la acetilación de histonas sobre la expresión del gen 

BMP2 en fibroblastos humanos de pulmón normal.  
 

- Objetivos particulares: Cuantificar la expresión del gen BMP2 mediante la 
técnica de PCR tiempo real en fibroblastos humanos de pulmón normal.  

- Cuantificar la expresión en presencia del gen BMP2 en fibroblastos de 
pulmón humano normal, tratados con: TSA, VPA, SB939, JGB1741, 
PCI34051.   
 

3.- HIPÓTESIS: 

Al utilizar los distintos inhibidores de deacetilasas de histonas habrá una 
modificación en la expresión del gen BMP2 en los fibroblastos humanos de 
pulmón normal. 

 

4.- MATERIAL Y MÉTODOS: 

4.1. Cultivo Celular. 

Para evaluar la expresión del gen BMP2 se utilizaron fibroblastos de pulmón 
normal derivados de una lobectomía, tomada de una zona histológicamente 
normal de un paciente con cáncer de pulmón (N13) y otros procedentes de una 
línea comercial (NHLF) (Lonza, Clonetics). Los fibroblastos N13 se cultivaron  en 
cajas T25 (Corning), en medio F12 (Gibco) suplementado con suero fetal bovino 
(FBS) al 10% (Gibco) y antibiótico/antimicótico al 1% (Penicilina, amfotericina B, 
estreptomicina; Sigma). las células (NHLF) se cultivaron con medio FBM, 
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%, sulfato de gentamicina y 
anfotericina B, insulina recombinante humana y factor de crecimiento de 
fibroblastos básico (FGF2) (0.5%). FGM2 (Lonza, Clonetics) Las células se 
mantuvieron en una incubadora (5% CO2 y 95% aire a 37°C, Thermo Scientific). 
Cuando las células llegaron a confluencia del 70 u 80% las cajas se dividieron y 
las células se despegaron  con tripsina 1X (Sigma), antes lavándolas con PBS 1X 
(Sigma), en un pasaje temprano (8 en las N13 y 10 en las NHLF) guardando y 
congelando un pool de ellas en viales (Corning) que fueron introducidos en 
nitrógeno líquido.  

4.2. Estímulos con los inhibidores de HDAC’s. 
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Se sembraron las células N13 (1.4x105 céls/pozo) y NHLF (2x105 céls/pozo) en 
placas de 6 pozos (Corning-Costar) y se sincronizaron una vez que alcanzaron el 
70 u 80% de confluencia en medio F12 libre de  suero por 24 horas. Al otro día se 
prepararon los inhibidores de HDAC’s de la siguiente manera, usando como 
vehículo el DMSO, DMF y PBS1X. 

Tratamientos (Concentración de cada 
Uno) 

Concentración final del vehículo 
(DMSO)*Excepto VPA (PBS1X) y 
JGB1741 (DMF Dimetilformamida) 

Control (Medio F12 sin suero)  
DMSO + 1.5 ml F12 sin suero 0.1% 
TSA 500nM + 1.5 ml de F12 sin suero 0.1% 
VPA 1M + 1.5ml de F12 sin suero  
SB939 1M + 1.5 ml de F12 sin suero 0.1% 
JGB1741 1M + 1.5 ml de F12 sin 
suero 

0.1% 

PCI34051 5M + 1.5 ml de F12 sin 
suero 

0.05% 

Tabla 1. Tabla que muestra como se prepararon los estímulos y las concentraciones finales, tanto 
de los estímulos como de los vehículos. 

Se añadieron los inhibidores por duplicado en medio F12 sin suero; de acuerdo a 
las concentraciones recomendadas por  el proveedor y en la literatura; TSA y VPA 
(Sigma), SB939, JGB1741, PCI34051 (Cayman Chemical) y se dejó el estímulo 
durante 6 horas.  

4.3. Extracción de ARN. 

Se quitó el medio con el estímulo, se lavaron las células con PBS 1X y se extrajo 
el ARN utilizando la técnica de Trizol (Invitrogen). Brevemente se adicionó 
cloroformo (Sigma) para separar las diferentes biomóleculas (proteínas y ácidos 
nucleícos) por centrifugación. Posteriormente se separó la fase acuosa que 
contiene al ARN y se agregó isopropanol (Sigma) para precipita el ARN y se dejó 
1 día. Al otro día se centrifugó, se dio un lavado con etanol (Sigma) al 75% para 
remover las sales, se volvió a centrifugar y finalmente se decantó el etanol para 
dejar secar la pastilla de ARN. Una vez obtenido y cuantificado el ARN (Nanodrop, 
Thermo Scientific), se realizó una RT-PCR utilizando el Kit de ThermoScientific 
para retrotranscribir el ARN en cADN, utilizando de 0.2 a 1g de ARN. El cADN se 
diluyó 1:4 con agua DEPC (dietil-pirocarbonato al 0.1%, Sigma) y se utilizó para 
realizar la PCR tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR) utilizando y el CFX96 
Thermal Cycler System de Biorad.  

4.4 PCR cuantitativa o qPCR y análisis estadísticos. 
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Para tales fines se utilizó la sonda TaqMan para BMP2 (marcador fluorescente 
VIC, Hs00154192_m1) (Applied Biosystems). Y para POLRIIA (marcador 
fluorescente VIC, HS00172187) y 18S (marcador fluorescente FAM, 4352656-
0611009)  (Applied Biosystems) que utilizamos como genes constitutivos. Las 
muestras se realizaron por triplicado y los resultados representan el promedio +/- la 
desviación estándar (D.E.) de la expresión relativa de BMP2. Los datos se 
analizaron comparando la expresión relativa del gen BMP2 contra la del gen 
constitutivo POLRIIA por el método de 2-Ct utilizando el paquete de Office 
Microsoft Excel. Finalmente se analizaron los datos con el programa estadístico 
del INER (INERStat) para comprobar la significancia de los datos obtenidos por 
medio de una prueba “t de Student”, tomando aquellos con un valor de p<0.05 
como significativos.  

- RT-PCR 

Para realizar la retrotranscripción del ARN obtenido, se utilizó el kit de 
ThermoScientific antes mencionado utilizando las siguientes concentraciones de 
cada uno de los componentes y las siguientes condiciones del termociclador: 

Condiciones: 

Ciclos Temperatura 
1 Hold 42° 30’ 
1 Hold 95° 2’ 
Tabla 2. Condiciones del termociclador para realizar la RT-PCR. 

Concentraciones de los reactivos: 

Reactivo Concentración 
Buffer 10X 4l por reacción 
dNTP’s (dinucleótidos trifosfatados) 2l por reacción 

 
Hexámeros al azar 1l por reacción 

 
RT Enhancer 1l por reacción 

 
Enzima RT VersoEnzyme 1l por reacción 

 
H2O dependiendo la muestra 
Tabla 3. Mezcla de reactivos para la RT-PCR por cada reacción. 

- PCR tiempo real.  

Para cada reacción de PCR de cada línea celular y de cada muestra, se hizo de la 
siguiente manera y se corrió en las siguientes condiciones del termociclador. 
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Condiciones:  

Ciclos Temperatura 
1 Hold 50° 2’ y 55° 10’ 
40 ciclos (40X) 95° 15’’, 50° 1’ 
Tabla 4. Condiciones del termociclador para realizar la PCR en tiempo real. 

Concentraciones de los reactivos: 

Reactivo Concentración 
MgCl2 (25mM) (Invitrogen) 0.6 l por reacción 
Buffer 10X (Invitrogen) 1.5 l por reacción 
dNTP’s (200M) (Invitrogen) 0.75 l por reacción 
Sondas (20X) (FAM, VIC) (18S, 
POLRIIA, BMP2) (Applied Biosystems) 

0.3 l por reacción 

Taq Platinum 5U/l (Invitrogen) 0.25 l por reacción 
H2O DEPC (0.1%) (Sigma) 9.6 l por reacción  
Tabla 5. Mezcla de reactivos para la qPCR por cada reacción.  

 

RESULTADOS: 

Se analizó la expresión de BMP2 en un cultivo primario de fibroblastos derivados 
de pulmón normal procedente de una lobectomía: (N13) pasaje 8 y en una línea 
comercial de fibroblastos de pulmón humano normal: (NHLF) en pasaje  10.   
Inicialmente se usó como control de amplificación el 18S. 

En ambas líneas de fibroblastos el 18S se amplificó en el ciclo: 8.60 N13 y 10.65 
NHLF.  

Como se muestra en la Figura 8 sólo se logró amplificar la expresión de BMP2 
relativa al 18 S en la línea (NHLF).  
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Fig.8. Expresión relativa de BMP2/POLRIIA en el cultivo primario N13 y en la línea NHLF. 
Gráfica que muestra la expresión relativa del gen BMP2 normalizado contra su endógeno 18s por 
el método 2-Ct. El nivel de mARN fue determinado por la técnica de PCR cuantitativo en 
fibroblastos humanos de pulmón normal del cultivo primario procedente de una lobectomía (N13) 
en pasaje 8 y de la línea comercial (NHLF) en pasaje 10. Los valores fueron multiplicados por la 
potencia (106) para hacerlos más ilustrativos. Los resultados son representativos de un 
experimento por duplicado y muestran las medias +/- la D.E.   

Ante la posibilidad de que el ARN del cultivo primario N13 estuviera degradado se 
muestra la relación 260/280. 

Cociente 260/280: 1.67 N13 y 1.85 NHLF.  

Se puede trabajar con el ARN del cultivo primario N13 aunque su cociente 
260/280 es más bajo que el de la línea NHLF y no es el ideal de 1.80. Por lo que 
pudiera haber alguna contaminación con proteínas, lo cual disminuye la calidad 
del ARN y podría explicar en parte porque no se observó la expresión del gen 
BMP2 en el cultivo primario. Por otro lado si tomamos en cuenta los Ct’s, 
podríamos considerar que los dos endógenos, tanto 18S como POLRIIA 
amplifican en ciclos adecuados, lo cual también nos puede decir que el ARN se 
encontraba en buena calidad para trabajarlo, ya que si hubiese estado degradado, 
los endógenos probablemente hubieran amplificado en ciclos más tardíos.  
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Por otro lado se utilizó un nuevo gen de referencia POLRIIA el cual amplificó para 
ambas líneas en el ciclo: 25.38 N13 y 26.99 NHLF.  

Al analizar la expresión relativa de BMP2 contra su endógeno POLRIIA como se 
muestra en la figura 10, sólo se logró amplificar en la línea comercial NHLF.  

 

 

Fig.9. Expresión relativa de BMP2/POLRIIA en el cultivo primario N13 y la línea NHLF Gráfica 
que muestra la expresión relativa del gen BMP2 normalizado contra su endógeno POLRIIA por el 
método 2-Ct. El nivel de mARN fue determinado por la técnica de PCR cuantitativo en fibroblastos 
humanos de pulmón normal del cultivo primario procedente de una lobectomía (N13) en pasaje 8 y 
de la línea comercial (NHLF) en pasaje 10. Los valores fueron multiplicados por la potencia (102) 
para hacerlos más ilustrativos. Los resultados son representativos de un experimento por duplicado 
y muestran las medias +/- la D.E.   

En la línea celular NHLF se muestra un aumento significativo en la expresión 
relativa de BMP2 (datos analizados con el endógeno POLRIIA) (Fig.10), cuando 
fueron tratadas con el inhibidor de las clases I y II de HDAC’s TSA, 
aproximadamente 1.5 veces más (p=0.000091), el pan inhibidor SB939 casi igual 
que con TSA (p=0.000030) y en menor medida con el inhibidor de sirtuinas, 
principalmente la sirtuina I, JGB1741 aproximadamente 0.5 veces más 
(p=0.036362) con respecto al vehículo. VPA no presentó diferencias significativas 
ya que fue comparado contra el control (Fig.11) sólo con medio F12 debido a que 
su vehículo no fue DMSO sino PBS1X. La Fig.10 y 11 son representativas de un 
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experimento por duplicado en placas de 6 pozos y las muestras se analizaron por 
triplicado en el experimento de qPCR. 

En el cultivo primario N13 no se observó la expresión de BMP2 (Datos no 
mostrados), cuando estos fueron tratados con los inhibidores de HDAC’s sólo se 
observó la expresión de los dos endógenos. Lo anterior es resultado de un 
experimento por duplicado en placas de 6 pozos y se analizaron las muestras por 
triplicado por qPCR. Se usaron en el mismo experimento dos controles positivos 
por triplicado, uno de una muestra cADN del INER procedente de fibroblastos de 
pacientes con FPI que se sabe amplifica al gen y si se observó su expresión y el 
otro de cADN procedente de células A549 que se sabe sobre expresan a BMP2 
(96; 97), y también se observó su expresión, lo cual descarta que hubiese habido 
algún error a la hora de realizar el experimento o que el aparato no leyera la 
sonda.  

 

Fig.10. Aumento en la expresión relativa de BMP2/POLRIIA en fibroblastos normales NHLF 
con TSA, SB939 Y JGB1741.Gráfica que muestra la expresión relativa del gen BMP2 normalizado 
contra su endógeno POLRIIA por el método 2-Ct. El nivel de mARN fue determinado por la 
técnica de PCR cuantitativo en fibroblastos humanos de pulmón normal de la línea comercial NHLF 
en pasaje 10, tratados con distintos inhibidores de HDAC’s., los cuales se muestran en la leyenda. 
Los resultados son representativos de un experimento por duplicado y muestran las medias +/- la 
D.E. * p<0.05 vs. Vehículo. (t de Student). Los valores fueron multiplicados por la potencia (102) 
para hacerlos más ilustrativos. Vehículo: F12s/suero + DMSO 0.1%, TSA 500nM, SB939  1M, 
JGB1741 1M, PCI34051 5M. 
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Fig.11. Expresión relativa de BMP2/POLRIIA en fibroblastos normales NHLF con VPA. Gráfica 
que muestra la expresión relativa del gen BMP2 normalizado contra su endógeno POLRIIA por el 
método 2-Ct. El nivel de mARN fue determinado por la técnica de PCR cuantitativo en fibroblastos 
humanos de pulmón normal de la línea comercial NHLF en pasaje 10, tratados con VPA. Los 
resultados son representativos de un experimento por duplicado y muestran las medias +/- la D.E. 
Los valores fueron multiplicados por la potencia (102) para hacerlos más ilustrativos. Control: Medio 
F12 s/suero y s/DMSO, VPA 1M. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES: 

La fibrosis pulmonar idiopática es una enfermedad devastadora, de etiología 
desconocida, crónica, progresiva e irreversible, de la cual se desconocen gran 
parte de los mecanismos moleculares que propician su desarrollo y evolución (1).  

Actualmente por diversos estudios de microarreglos, se sabe que muchas vías de 
desarrollo embrionario se encienden en esta patología (7; 16; 34). Algunas de estas 
vías embrionarias ya han sido exploradas en trabajos anteriores, como son la vía 
de Shh (Sonic Hedgehog) (98), la de Wnt/ catenina, entre otras, incluyendo la de 
TGF y su superfamilia. BMP2 es uno de los miembros de la superfamilia de 
TGFy participa en distintos procesos biológicos como el cierre de heridas, la 
remodelación de la matriz extracelular y el control de la transición epitelio 
mesénquima durante la embriogénesis (15; 18; 19). BMP2 es una de estas 
moléculas que por estudios de microarreglos y por PCR cuantitativo, se ha visto 
disminuida su expresión en pacientes con fibrosis pulmonar idiopática. Además se 
ha relacionado la baja expresión de BMP2 en otros procesos fibrosantes de otros 
órganos, principalmente en páncreas y en riñón (36; 37; 38; 39). 

Se vuelve importante mencionar que no sólo este miembro de la superfamilia de 
TGFy particularmente de la familia de las BMP’s se ha visto implicado en 
procesos fibrosantes. Por ejemplo, BMP4 se ha visto sobreexpresado en tejidos 
pulmonares de pacientes con FPI, principalmente en células epiteliales alveolares. 
Por el contrario Gremlin, el cual es un inhibidor de varios miembros de la 
superfamilia de TGFse ha encontrado sobreexpresado en células 
mesenquimales del parénquima pulmonar, principalmente fibroblastos (34). En 
otros trabajos mencionan a BMP7 como un miembro de la superfamilia de TGF 
que protege contra los procesos fibrosantes de distintos órganos y que tiene un 
efecto antagonista sobre TGF, pero también puede modular los efectos de su 
gen blanco CTGF. BMP7 también se ha visto disminuido en FPI y en otros 
procesos fibrosantes como el hígado, el riñón, el corazón, etc (41; 45).  

Actualmente se sabe que el silenciamiento de varios genes tanto en procesos 
fisiológicos como patológicos puede ocurrir a través de modificaciones 
epigenéticas (51). El ambiente es un claro modulador de la expresión génica y 
existen diversos modelos de estudio como el del ratón Agouti (por el color de su 
pelaje), en donde la dieta alta o baja en donadores de grupos metilo, puede 
modificar el fenotipo de los animales, haciéndolos propensos a enfermedades 
como la obesidad (52). Ya existen incontables trabajos publicados acerca del 
ambiente y su relación con el genoma, es decir, la epigenética (48; 49).  
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Dentro de las modificaciones epigenéticas que se han descrito, encontramos las 
modificaciones post-traduccionales en las histonas como la 
acetilación/desacetilación de los residuos de aminoácidos que se encuentran en 
los extremos amino terminales de las “colas” de histonas (51; 68; 69; 70). A su vez se 
ha propuesto que hay marcas en las histonas que combinadas pueden constituir 
un código que tiene un resultado final en la actividad transcripcional de algún gen 
en particular (52; 93).  

Es por ello que nos interesó conocer si la actividad transcripcional del gen BMP2, 
el cual ya se mencionó se encuentra silenciado en la FPI, podía estar modulada 
por procesos epigenéticos. Inicialmente se intentó ver si había algún proceso de 
metilación en el promotor del gen BMP2. En fibrosis pulmonar idiopática existen 
pocos trabajos que abordan metilación global de los promotores de genes en el 
proceso patológico. Se ha encontrado que existe un patrón de hipometilación 
global e hipermetilación particular de ciertos genes, muy similar a lo que ocurre en 
enfermedades neoplásicas (52; 99; 100).” En realidad los resultados de ambos 
trabajos son poco convergentes, lo cual hace difícil su interpretación, aunque hay 
varios aspectos técnicos que podrían explicar tales diferencias. En estos estudios 
de metilación global se analiza la expresión de genes en tejido pulmonar total, lo 
cual a veces puede enmascarar lo que ocurre a nivel de un tipo celular en 
particular; además del pequeño tamaño muestral utilizado” (101). Por el contrario 
hay estudios donde se aborda la metilación de genes en FPI en modelos celulares 
in vitro por separado (62; 63). Se intentó ver si con el inhibidor de Dnmt’s (5’-aza-2’ 
deoxicitidina) había una recuperación en la expresión del gen BMP2 en 
fibroblastos humanos normales y de FPI por PCR en tiempo real, sin embargo, no 
se observaron diferencias entre los tratados y controles (Datos no mostrados). Por 
lo tanto se decidió evaluar si era posible modificar la expresión del gen inhibiendo 
otro proceso epigenético que es la desacetilación de histonas. Se sabe que la 
modificación en la expresión por el uso de estos inhibidores no es del todo 
indiscriminada y en líneas celulares de linaje linfoide, se ha observado que con 
TSA el cual es un inhibidor de la clase de los hidroxamatos, se modifica la 
expresión de tan sólo el 2% de 340 genes analizados ya sea incrementándola o 
disminuyéndola. También se ha observado que en distintas líneas celulares 
tumorales cultivadas por 48 horas, se modifican entre el 7 y el 10% de los genes 
utlizando butirato, TSA, MS-275, SAHA o FK228. Por lo tanto la modificación en la 
expresión de ciertos genes es selectiva dependiendo de los complejos proteícos 
ubicados en esos sitios transcripcionales y se ha observado que esta es 
proporcional entre genes que aumentan su expresión y genes que la disminuyen 
(78). En algunas ocasiones la modificación en la expresión puede deberse 
directamente al aumento en la acetilación en los extremos amino terminales de las 
histonas de ciertos genes, o en otras ocasiones puede ser de una forma más 
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indirecta ya que las HDAC’s también tienen efecto en proteínas no histónicas (75; 
78).  

En otros trabajos se han observado efectos positivos con el uso de TSA y SAHA 
en la recuperación de algunos genes importantes que se apagan en FPI, así como 
evitar la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos evitando de esa manera la 
presencia de las células efectores del proceso fibrosante (61; 67; 80; 81; 82). Los otros 
dos inhibidores no han sido tan ampliamente utilizados y son compuestos 
experimentales, en los cuales se han visto resultados positivos principalmente en 
cáncer (SB939 y JGB1741, Cayman Chemical).  

Con VPA no se observan diferencias significativas con respecto al control sólo, 
con medio F12 sin suero. Se comparó contra el control sólo y no contra el 
vehículo, ya que este inhibidor venía en polvo y no se diluyó en DMSO sino en 
PBS1X y posteriormente en medio F12 sin suero. Es importante recalcar que al 
menos en la clínica el VPA se ha usado en pacientes con desordenes 
neurológicos como ataques epilépticos, y que se usa en concentraciones mayores 
al TSA, es decir, en concentraciones del orden de mM (78). Sin embargo en 
distintos trabajos ha sido reportada la alta toxicidad que tiene este fármaco en 
esas concentraciones y en modelos celulares, en donde mencionan 
concentraciones de entre 100 y 200 M como dosis subtóxicas, lo cual puede ser 
una causa de porque con VPA no se observó ninguna diferencia, ya que al igual 
que TSA es un inhibidor de la clase I y IIa, pero principalmente de la I; sin 
embargo, es un inhibidor menos potente que el TSA o SAHA (78; 95). En este 
mismo trabajo se menciona la capacidad inhibitoria que tiene TGF sobre BMP2 y 
BMP7, a través de las proteínas Ski y SnoN, y como con el uso VPA en las 
concentraciones mencionadas, se puede inducir la transcripción de estos genes 
midiéndolo con un aumento en la cantidad de luciferasa en el reportero de la 
Smad 1/5/8. Como se mencionó en los métodos, el inhibidor JGB1741 estaba 
diluido en un compuesto orgánico distinto al DMSO que es el DMF 
(Dimetilformamida), sin embargo, tiene propiedades químicas similares al DMSO y 
en la hoja técnica del inhibidor se menciona que puede ser usado indistintamente 
uno u otro (Cayman Chemical #10641).  

Por lo tanto de una forma propositiva o sugerente, podríamos pensar que las 
HDAC’s que podrían estar modulando y silenciando la expresión de BMP2 podrían 
pertenecer a la clase I o II, y en menor medida la III de desacetilasas de histonas, 
ya que con TSA se observó un aumento significativo (p=0.000091) en la expresión 
de BMP2 con respecto a su control (vehículo). A su vez se observó un aumento 
(p=0.000030) en la expresión con el pan inhibidor SB939, sin embargo, al inhibir a 
distintas clases de HDAC’s se vuelve imposible inferir particularmente cual podría 
estar silenciando al gen con este inhibidor. Finalmente con el inhibidor JGB1741, 
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el cual es un inhibidor de sirtuinas, se observó una diferencia significativa 
(p=0.036362) con respecto al vehículo, lo cual también puede sugerir que algún 
miembro de la clase III de HDAC’s, principalmente la sirtuina I, puede estar 
modulando la expresión de BMP2 aunque en menor medida. Como se menciona 
en la introducción, se podría aumentar la concentración del inhibidor para ver si se 
recupera más la expresión, ya que su IC50 es de 15M, aunque hay que tomar en 
cuenta que esta concentración fue determinada en condiciones diferentes (ensayo 
libre de células). A mayores concentraciones además puede inhibir a otros 
miembros de la clase III de sirtuinas por lo que se podría descartar su 
participación. El inhibidor de la HDAC8, PCI34051, no presentó diferencias 
significativas con respecto al vehículo, por lo que podríamos pensar que esta 
enzima que pertenece a la clase I no juega ningún papel en el silenciamiento de 
BMP2, además de ser más específica en sus sustratos. Este inhibidor tiene la 
capacidad de contrarrestar la actividad de otras HDAC’s de la clase I y de la clase 
IIB, sin embargo, no se emplearon las concentraciones a las cuales tiene esas 
capacidades inhibitorias, por lo que un aumento en la concentración podría reflejar 
cambios en la expresión de BMP2. A la concentración utilizada también inhibe a 
las HDAC1, sin embargo, al no presentar diferencias, podríamos pensar que esta 
enzima tampoco juega un papel en el silenciamiento. En relación a lo último se ha 
reportado que tanto la concentración como el tiempo de exposición a distintos 
iHDAC’s influye en la modificación de la expresión génica (78).  

Como se mencionó en la sección de resultados también se evaluó la expresión de 
BMP2 en la línea celular N13, procedente de un cultivo primario de una 
lobectomía. En este caso sólo pude observar la expresión de los controles 
endógenos, tanto de POLRIIA como del 18S ribosomal. La posible explicación a 
esto es que entre distintas líneas celulares hay una gran heterogeneidad y que su 
expresión era tan baja que no alcanzó el Ct o ciclo umbral para poder analizarse. 
Otra explicación es que al proceder de una lobectomía practicada a pacientes con 
cáncer, a pesar de tomar una sección del tejido histológicamente “normal”, la 
señalización parácrina que pueden tener las células tumorales ya ha sido 
documentada, pudiendo afectar la expresión génica de células en otras partes del 
tejido o en otros tejidos, sin embargo se desconoce la causa (102). 

Se hace necesario mencionar que este trabajo tiene como objetivo analizar la 
expresión de BMP2 en líneas celulares de fibroblastos humanos normales. Hace 
falta comparar estos resultados con líneas celulares derivadas de pacientes con 
fibrosis pulmonar idiopática y observar si realmente la expresión basal de BMP2 
es menor en las últimas y si se observa una mayor recuperación con los distintos 
iHDAC’s. Por otro lado también es importante analizar la expresión del gen a nivel 
de proteína, ya que entre el ARN mensajero y la proteína puede haber otros 
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puntos de regulación como ARN’s de silenciamiento pequeños o miARN’s que 
puedan afectar la expresión del gen. Otras técnicas como CHIP-PCR o alguna otra 
variante del CHIP (Chromatin Immunoprecipitation) también nos servirían para 
determinar exactamente que clases y que miembros de estas clases de HDAC’s 
pueden estar modulando la expresión del gen y comparar líneas celulares 
normales con líneas derivadas de pacientes con FPI para observar si hay alguna 
diferencia (51). Además se hace necesario repetir los experimentos de metilación 
del gen con otras técnicas como bisulfito de sodio, por ejemplo, para observar si 
ocurre metilación en el promotor del gen, ya que hay islas CpG susceptibles de ser 
metiladas.  

Podemos concluir que en la línea celular NHLF en pasaje 10 se observó un 
aumento en la expresión de BMP2 con TSA, SB939 y JGB1741, lo cual sugiere 
que este proceso epigenético de desacetilación puede modular la expresión de 
BMP2 en estas células y que los miembros de HDAC’s que podrían estar 
participando en este silenciamiento pueden pertenecer a la clase I o II y también 
en menor medida a la clase III de sirtuinas. Podríamos también decir que la 
HDAC8 y HDAC1 que pertenecen a la clase I probablemente no participan en el 
silenciamiento de BMP2, sin embargo, hacen falta más estudios para esclarecer el 
papel de cada una de estas enzimas en el silenciamiento de BMP2 tanto en 
fibroblastos humanos de pulmón normal como en fibroblastos de FPI. 

Finalmente los iHDAC’s pueden tener un papel terapeútico en la fibrosis pulmonar 
idiopática, ya que se han visto involucrados en la recuperación de la expresión de 
otros genes importantes en el desarrollo de fibrosis pulmonar idiopática como 
COX2 por poner sólo un ejemplo u otros miembros de la familia de las BMP’s, 
como BMP7, lo cual fue mencionado en la introducción (65; 80).       
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