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1. Resumen 
 

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

irreversible y letal de etiología desconocida, con un mal pronóstico y una sobrevida 

promedio de 3-4 años posterior a su diagnóstico. La FPI es una enfermedad epitelial 

y fibroblástica, caracterizada por una activación aberrante del epitelio alveolar, el 

cual sintetiza y secreta numerosas moléculas profibróticas como TGF-, PDGF y 

TNF, entre otras, lo cual promueve la migración, proliferación, y activación de 

fibroblastos en el parénquima pulmonar, así como su diferenciación en 

miofibroblastos, los cuales sintetizan y secretan grandes cantidades de proteínas 

de matriz extracelular en especial colágenas fibrilares, lo que resulta en la 

destrucción de la arquitectura y función del pulmón. En estudios previos de 

expresión en fibroblastos pulmonares estimulados con TGF1, se demostró que el 

gen de ZNF365 se sobre expresa en comparación con fibroblastos no estimulados. 

ZNF365 codifica para una proteína de la superfamilia de dedos de zinc con dominios 

C2H2 y está implicada en el control del ciclo celular y la estabilización de telómeros. 

Sin embargo, su función en el proceso fibrótico se desconoce. En este trabajo, se 

evaluó la expresión de esta molécula en pulmones de pacientes con FPI y en 

pulmones de ratones instilados con bleomicina. Se estudió la respuesta fibrosante 

en ratones silvestres y deficientes del gen ortólogo, Zfp365, instilados con 

bleomicina y solución salina. Además, se evaluaron algunos efectos funcionales 

derivados del silenciamiento de ZNF365 en fibroblastos pulmonares y células 

epiteliales in vitro.  

Se encontró que ZNF365 se localiza en focos de fibroblastos y células epiteliales 

alveolares en pulmones derivados de pacientes con FPI. En el modelo murino de 
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fibrosis pulmonar experimental, se localizó a ZFP365 en células epiteliales 

alveolares y algunas poblaciones de células estromales. Los ratones deficientes de 

Zfp365 presentaron una respuesta fibrosante exacerbada, en comparación con los 

ratones silvestres, lo que se demostró por morfología y contenido de hidroxiprolina. 

El silenciamiento de ZNF365 en fibroblastos y células epiteliales alveolares 

humanas, resultó en una disminución significativa en la tasa de crecimiento, así 

como un incremento en marcadores de senescencia, incluyendo la actividad de  

galactosidasa, y la expresión de p21, p53 y la variante de histona H2AX. 

Nuestros hallazgos demuestran que ZNF365 se sobre expresa en FPI y en el 

modelo murino de fibrosis pulmonar experimental. Así mismo, nuestros resultados 

sugieren que esta molécula puede tener un efecto protector, ya que su ausencia 

exacerba la respuesta fibrosante, posiblemente asociada a mecanismos de 

senescencia celular.  
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Abstract 

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

disease of unknown etiology with a poor prognosis and mean survival of 3-4 years 

after initial diagnosis. IPF is an epithelial fibroblastic disease characterized by 

aberrant activation of alveolar epithelial cells which synthesizes and secretes several 

profibrotic molecules like TGF1, PDGF, and TNF among others that promotes the 

migration, proliferation, and activation, of lung fibroblasts and their differentiation into 

myofibroblasts that synthesizes and secretes many extracellular matrix proteins 

mainly fibrillar collagens, among others. This process results in the destruction of 

lung parenchymal architecture disrupting the lung function. Global gene expression 

of human lung fibroblasts stimulated with TGF1, a strong fibrotic mediator, revealed 

the overexpression of ZNF365, a zinc finger protein with C2H2 domains, implicated 

in cell cycle control and telomere stabilization. However, its role in the fibrotic 

process remains unknown. In this study, we evaluated the expression and 

localization of ZNF365 in IPF lungs and in the fibrotic response induced by bleomycin 

in WT and mice deficient of the orthologous gene Zfp365. In IPF, ZNF365 was 

overexpressed and localized in fibroblasts/myofibroblasts and alveolar epithelium. 

Bleomycin-induced lung fibrosis showed an upregulation of Zfp365 localized in 

epithelium and stromal cell populations. Zfp365 KO mice developed a significantly 

higher fibrotic response compared with WT mice demonstrated by morphology and 

hydroxyproline content. Silencing ZNF365 in human lung fibroblasts and alveolar 

epithelial cells induced a significant reduction of growth rate and increased 

senescence markers, including Senescence Associated -Galactosidase activity, 
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p53, p21, and the histone variant H2AX. Our findings demonstrate that ZNF365 is 

upregulated in IPF and experimental lung fibrosis and suggest a protective role since 

its absence increases experimental lung fibrosis mechanistically associated with the 

induction of cell senescence. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 FIBROSIS PULMONAR IDIOPÁTICA 

La fibrosis pulmonar idiopática (FPI) es una enfermedad agresiva con un mal 

pronóstico. La FPI es una enfermedad epitelial y fibroblástica que se caracteriza por 

una activación aberrante del epitelio alveolar, el cual sintetiza y secreta distintas 

moléculas como citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento como el TGF-1, 

el PDGF y el TNF las cuales a su vez promueven la migración, proliferación, y 

activación y de los fibroblastos en el parénquima pulmonar y su diferenciación a 

miofibroblastos que presentan un fenotipo más agresivo, sintetizando y secretando 

grandes cantidades de proteínas de matriz extracelular como son las colágenas 

fibrilares y fibronectina, entre otras. Esta cicatrización aberrante en el pulmón 

promueve la destrucción de la arquitectura del parénquima pulmonar, lo cual 

conlleva a la disfunción progresiva en el intercambio gaseoso (Figura 1) (1,2).  

Se ha estimado que la incidencia de la FPI está en un rango entre 2 y 30 casos por 

cada 100,000 personas, mientras que la prevalencia se encuentra en un rango entre 

10 y 60 casos por cada 100,000 personas. En personas mayores de 65 años, se 

estima que la prevalencia de FPI puede ser tan alta como 400 casos por cada 

100,000 personas (3). 

A pesar de que aún se desconocen en gran parte los mecanismos involucrados en 

la patogénesis y progresión de la FPI, diversos estudios han revelado algunos 

factores de riesgo como son la arquitectura genética, incluyendo la presencia de 

variantes génicas comunes y raras, tabaquismo y factores asociados al huésped 

como el pertenecer al sexo masculino y la presencia de diabetes.  
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La edad es el factor de riesgo demográfico más fuerte para el desarrollo de FPI, lo 

cual sugiere que un envejecimiento acelerado del pulmón es una condición 

poderosa que conduce a su desarrollo. De hecho, varias características asociadas 

al envejecimiento, como el acortamiento de los telómeros, la disfunción mitocondrial, 

y la senescencia celular, entre otros, ocurren prematura o exageradamente en estos 

pacientes. 

Estas características asociadas al envejecimiento se han encontrado principalmente 

en el epitelio alveolar, donde los neumocitos tipo 2, muestran signos de inestabilidad 

genómica, acortamiento exagerado de los telómeros, cambios epigenéticos, pérdida 

de la proteostasis, una desregulación en el censado de nutrientes, disfunción 

mitocondrial, senescencia celular y comunicación intercelular alterada (3).  

En este contexto, cada vez se robustecen más las evidencias del vínculo entre la 

senescencia celular y el desarrollo de la FPI. Diversos trabajos recientes han 

demostrado que este mecanismo está presente en células epiteliales alveolares y 

también en fibroblastos provenientes de pacientes con FPI (4-6). Estudios de 

secuenciación de ARN en células únicas, han demostrado que existen 

subpoblaciones de células epiteliales alveolares con fenotipos aberrantes, 

conocidas como células basaloides, las cuales presentan un fenotipo senescente y 

se les ha asociado fuertemente con la respuesta fibrosante (5-6). Así mismo, existen 

diversas publicaciones que demuestran de forma análoga, que existen 

subpoblaciones de fibroblastos con fenotipos senescentes que promueven y 

perpetúan el proceso fibrosante en el pulmón (4). 

Otro de los mecanismos fuertemente asociados con la patología fibrosante en el 

pulmón, tiene que ver con la mecanobiología de la matriz extracelular y su rigidez. 
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Existen diversos mecanismos profibróticos asociados con el aumento en la rigidez 

de la matriz extracelular, por ejemplo, a través de la liberación de factores de 

crecimiento como el TGF-1, que, en conjunto con la rigidez, promueve la formación 

de asas de retroalimentación profibróticas positivas en donde ocurre una mayor 

diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos, mismos que producen una mayor 

cantidad de moléculas de matriz extracelular y esto favorece que se perpetúe el 

proceso. Así mismo, otros factores como el factor de crecimiento de fibroblastos 2 

(FGF2), así como el factor de crecimiento derivado de plaquetas B favorecen la 

formación de una matriz rígida. De manera importante, la disminución en la 

expresión del microARN miR-29, promueve la acumulación de proteínas de matriz 

extracelular, ya que tiene como blanco a los ARNm de colágenas fibrilares y 

proteínas que forman parte de esta estructura. La vía de HIPPO y los factores de 

transcripción YAP/TAZ, mismos que son críticos en procesos de proliferación 

celular, apoptosis, regulación de tamaño de tejidos y órganos, están regulados por 

las proteínas de citoesqueleto de F actina y son sensores de la rigidez de la matriz 

y de su geometría. Esta vía de señalización se ha visto consistentemente activa en 

varios procesos fibrosantes y se sabe que estos factores transcripcionales se 

translocan al núcleo y transcriben genes relacionados con estos procesos 

patológicos (7) (Figura 2).  
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Figura 1 Modelo de la patogénesis de la FPI. Daños repetidos en el epitelio alveolar, en conjunto 
con la presencia de susceptibilidad genética, el envejecimiento, factores ambientes, factores propios 
del huésped y modificaciones epigenéticas, llevan a la activación aberrante de las células epiteliales 
alveolares, lo que provoca la activación de fibroblastos/miofibroblastos residentes del parénquima 
pulmonar, los cuales a su vez sintetizan y secretan moléculas de matriz extracelular que destruyen 
la arquitectura del pulmón. (Tomada de Pardo A y Selman M. 2020). 
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Figura 2 Efectos mecanobiológicos de la rigidez de la matriz extracelular asociada al 
envejecimiento El envejecimiento está asociado con un aumento en la rigidez de la matriz 
extracelular, la cual, a su vez, lleva a la formación de asas de retroalimentación positiva de señales 
profibróticas, senescencia celular, disfunción mitocondrial, modificaciones en la proteostasis, 
cambios en la condensación de la cromatina, la arquitectura nuclear y la expresión génica. (Tomada 
de Pardo A y Selman M. 2021).    

 

Otro de los efectos reconocidos de la rigidez de la matriz extracelular, es la 

activación de vías de desarrollo embrionario en diversos tipos celulares presentes 

en el pulmón. Previamente, ya se había reportado en FPI la asociación de la 

reactivación de genes y vías de señalización de desarrollo embrionario en la 

fisiopatología de la enfermedad, sin embargo, ahora es más clara la interrelación 

que existe entre la mecanobiología del pulmón y la consecuente activación de vías 

como la de WNT, NOTCH, TGF-1, y SHH (7). Particularmente interesante es el 

hecho de que la rigidez en la matriz extracelular promueve la secreción de vesículas 

extracelulares pequeñas que pueden acarrear moléculas como JAGGED-1, que es 

un ligando de la vía de señalización de NOTCH. En el contexto de la FPI, la 
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secreción de estas moléculas por efecto de la rigidez, puede favorecer que se 

perpetue el proceso fibrótico, al mantener un microambiente propicio y al formarse 

asas de retroalimentación positivas entre fibroblastos y células epiteliales 

alveolares. En este sentido, se ha visto que la rigidez favorece la actividad de las 

cinasas de adhesiones focales (FAK) las cuales, a su vez, aumentan la actividad de 

PI3K/AKT y en consecuencia de RAB8, lo cual favorece la secreción de vesículas 

(8,9).  

 
 
 
2.2 PROTEÍNAS CON DOMINIOS DE DEDOS DE ZINC (ZNFs) 

Descripción general de la familia de genes y proteínas ZNFs.  

Una de las más grandes familias de factores de transcripción en el humano es la 

familia de proteínas ZNFs (por sus siglas en inglés de zinc-finger family) las cuales 

presentan dominios con estructura -hélice y -plegada, que unen al metal Zn2+ y 

se denominan “dedos de zinc”. El metal (Zn2+) desempeña un papel esencial en la 

estabilidad y en la estructura de dichos dominios, más que en la actividad catalítica. 

Las proteínas que contienen dominios de dedos de Zn2+ se encuentran 

representadas en superfamilias de proteínas poco relacionadas como son factores 

de transcripción, receptores hormonales nucleares, enzimas integrasas, ubiquitin 

ligasas E3, remodeladores de la cromatina, supresores tumorales, GTPasas de la 

familia Ras, proteínas transportadoras de membrana y chaperonas (10,11). La 

primera proteína ZNF, el factor transcripcional IIIA (TFIIIA), fue caracterizada en 

Xenopus laevis a finales de la década de los 1980s y se encontró que estas 

proteínas se podían asociar con secuencias específicas en el ADN (11).  
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Estas proteínas cumplen con distintas funciones celulares entre los que se cuentan 

los procesos de replicación y reparación, proliferación, apoptosis, diferenciación y 

autofagia, actúan como factores y reguladores transcripcionales ya que pueden 

asociarse con co-activadores y co-represores, así como con complejos 

remodeladores de cromatina (12). Además de su capacidad de unión con el ADN a 

través de secuencias consenso o mediante motivos de unión a ADN metilado, estas 

proteínas también desempeñan un papel en la traducción, metabolismo celular, así 

como en la regulación epigenética. En términos generales, las proteínas que 

contienen estos dominios de dedos de zinc pueden asociarse con diversas 

biomoléculas como ADN, ARN, proteínas e incluso lípidos por lo que tienen un 

amplio espectro de funciones al participar como un “puente” o “andamio” entre 

diversas moléculas (10,12). 

Los ZNFs constituyen la familia más amplia de proteínas de unión a secuencias 

específicas del ADN y factores transcripcionales, y representan el 2% de los genes 

del genoma humano. A la fecha se han descrito 8 tipos de motivos de dedos de zinc 

distintos (10), los cuales se muestran en la Tabla 1. Si clasificamos a estas proteínas 

por los dominios que tienen, existen hasta 30 tipos diferentes (10). En la Figura 3 

se muestran los más comunes.   

Tabla 1. Distintos motivos de dedos de zinc.  

Motivos Dominios 

Cis2 His2 (C2H2) Krüppel, BTB, POZ, KRAB, SCAN 

Mordaza de nudillo  

Clave de sol GATA, RING, FYVE, PHD, LIM 

Liston de zinc  

Zn2/Cis6  

TAZ2  

Asas unidas a zinc  

Metalotioneina  
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Figura 3 Estructura, funciones y localización subcelular de proteínas de la superfamilia de 
ZNFs. a) Representación esquemática de la estructura de proteínas con dedos de zinc con dominios 
C2H2, RING, PHD y LIM. b) Estructura de algunas proteínas ZNFs con múltiples dominios de dedos 
de zinc. c) Análisis de ontología de genes de 1723 ZNFs anotados, de acuerdo a su función 
molecular. d) Localización subcelular de distintos ZNFs. (Tomada de Cassandri M, et al., 2017). 

 
Estas proteínas pueden presentar combinaciones entre los diferentes dominios, 

ampliando así la complejidad de funciones biológicas que desempeñan, como la 

regulación de genes, proceso mediado por el contexto celular. De las distintas 

clases de motivos mencionados, el más abundante en estas proteínas es el dominio 
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Cis2-His2, seguido por el motivo “clave de sol” (treble clef) y por el motivo “listón de 

zinc” (zinc ribbon) (12). Se sabe que unos cuantos aminoácidos en la estructura de 

 hélice de estas proteínas se yuxtaponen con 3 pares de bases del ADN. La 

identidad de los aminoácidos en los sitios de contacto con los nucleótidos del ADN 

define la especificidad de reconocimiento de las secuencias, por lo que la mutación 

de algunos de estos aminoácidos puede modificar y aumentar la selectividad y 

especificidad de estas proteínas por alguna secuencia en particular. De hecho, esto 

ya se ha utilizado en distintos modelos de edición genética al fusionar una 

endonucleasa en el módulo de reconocimiento de algunos ZNFs artificialmente 

modificados (11). 

Las proteínas con dominios de dedos de zinc presentan una plétora de funciones 

biológicas, algunas actuando como factores transcripcionales, así como uniéndose 

a otras moléculas dentro de la célula. Actúan por lo tanto en distintos órganos y 

tejidos participando en la organogénesis y morfogénesis, sin embargo, cuando 

existe alguna desregulación en su expresión, pueden favorecer la generación de 

diversas patologías.   

 

Regulación de la familia de ZNFs por mecanismos genéticos y epigenéticos. 

Al igual que otros genes, la expresión de la familia de ZNFs son regulados por 

distintos factores genéticos y epigenéticos (12). Se ha reportado que la expresión 

de esta familia de genes está finamente regulada al interior de las células en donde 

muchos se presentan como genes agrupados en el mismo cromosoma y 

generalmente sus secuencias se encuentran asociadas a regiones repetidas del 
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genoma en sitios de heterocromatina. Como es de esperarse estas regiones son 

importantes para el mantenimiento estructural de los cromosomas y para la 

estabilidad genómica (13). 

Algunas ZNFs son reguladas por factores epigenéticos como son los complejos 

remodeladores de la cromatina dependientes de ATP. Uno de estos complejos es 

la molécula ATRX (Alpha Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-Linked) que 

tiene un dominio ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L) el cual a su vez contiene un dedo 

de zinc del tipo PHD (C4HC3 zinc-finger-like) que es capaz de unirse a la histona 

H3K9me3/H3K4me0, así como a la proteína de heterocromatina 1 alpha (HP1). 

Berbstein E et al., en 2016  reportaron que ATRX se une en los exones cercanos a 

la región 3´ de los ZNFs ubicadas en el brazo largo del cromosoma 19. A su vez se 

observó que el enriquecimiento de ATRX es independiente de la actividad 

transcripcional en estos genes, pero hay una correlación entre la replicación tardía 

de estos ZNFs y la presencia de ATRX, así como un mayor número de dominios de 

dedos de zinc en estas proteínas y dominios tipo KRAB (dominios que se asocian 

con complejos co-represores). A su vez la unión de ATRX ocurre en contextos de 

marcas de cromatina atípica donde existe la presencia de H3K9me3 y H3K36me3. 

En este caso el posicionamiento de este remodelador de la cromatina en estas ZNFs 

cumple con un papel estructural evitando entrecruzamientos entre distintos 

cromosomas, defectos en el ciclo celular, así como inestabilidad genómica por 

daños en el DNA (13).  

ZNF423 se regula transcripcionalmente en neuroblastoma por la vía de NF1-RAS-

MEK, en donde la pérdida de función de NF1 promueve la hiperactivación de la vía 
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oncogénica de RAS-MEK. Esta vía promueve el silenciamiento de ZNF423 y por 

consiguiente la inhibición de los receptores de ácido retinoico alfa y el receptor X 

retinoico alfa (14). Del mismo modo se ha visto que la enzima aldehído 

deshidrogenasa regula positivamente la transcripción del ortólogo de este ZNF en 

ratón (Zfp423) a través de la vía del ácido retinoico (15). Cuando existe una sobre 

expresión de esta proteína se ha visto en modelos murinos y humanos que este 

ZNF se puede unir en los intrones 3 y 5 de elementos regulatorios distales tipo 

“enhancer” para regular negativamente su propia expresión (16). Por lo tanto, hay 

un asa de retroalimentación negativa en donde al aumentar la expresión de esta 

proteína, esta misma se encarga de regular su silenciamiento. Por otro lado, su 

homólogo en el ratón Zfp521, es reclutado al promotor y al intrón 5 del “enhancer” 

de Zfp423 y de esta manera se regula negativamente la expresión de este gen (17). 

Otra forma en la que ocurre la regulación negativa de Zfp423 es a través de la 

interacción directa de su homólogo Zfp521 con EBF1 (Early B-Cell Factor 1) en 

células troncales mesenquimales multipotentes (18). De manera contraria la 

señalización por BMP2/4 (Bone Morphogenetic Protein 2 and 4) induce la activación 

transcripcional de ZNF423 en leucemia linfoblástica aguda (19). Con respecto a la 

regulación epigenética de esta proteína se ha visto que intervienen mecanismos de 

metilación en las islas CpG del promotor de este gen. Por ejemplo, en leucemia 

linfoblástica aguda donde la sobre expresión de este ZNF es importante en la 

patogénesis de dicha neoplasia, se ha visto que el promotor se encuentra 

hipometilado en las islas CpG lo cual es consistente con la relación inversa que 

existe entre la metilación y su expresión (19). Por otro lado, se sabe que su 

homólogo Zfp521 en ratón como ya se había mencionado tiene la capacidad de 
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silenciar la expresión de Zfp423 y uno de los mecanismos es precisamente 

mediante el reclutamiento de remodeladores de la cromatina y modificaciones post 

traduccionales represivas en las histonas (18).  

Existe otro nivel de regulación para esta gran familia de proteínas en donde las 

modificaciones post traduccionales, principalmente la acetilación y la fosforilación 

regulan las funciones celulares de estas moléculas. Por ejemplo, el factor 

transcripcional GATA1 puede ser acetilado por las proteínas CBP/p300, lo cual 

facilita su interacción con la cromatina y la correcta diferenciación del linaje eritroide 

al unirse a la región LCR (región de control del locus). Del mismo modo la proteína 

EKLF es acetilada en dos residuos de aminoácidos (288 y 302), lo cual promueve 

la transactivación del gen HBB reclutando al gran complejo eritroide que contiene 

remodeladores de la cromatina de la familia SWI/SNF, así como la variante de 

histonas H3.3 (20). Por otro lado, se ha observado que la fosforilación en residuos 

de serina/treonina de varios de estos ZNFs como son SP1, YY1 e IKAROS es 

importante para regular negativamente su unión con el DNA durante la mitosis (12).  

De la misma forma esta familia de genes puede ser regulada post 

transcripcionalmente por ARNs no codificantes y particularmente se ha descrito la 

participación de ciertos miARNs en la regulación negativa de la traducción de estas 

proteínas. Por citar algunos ejemplos, podemos mencionar al miR-525-3p el cual 

regula de manera negativa a ZNF395, el cual es un gen supresor de tumores en 

carcinoma hepatocelular. Por otro lado, el miR-940 promueve la migración e 

invasión en células de carcinoma gástrico al inhibir la traducción de ZNF24 (12).  

El procesamiento post transcripcional de ARNms por medio de “empalmes 

alternativos” constituye otro nivel en el que pueden ser regulados estos genes. En 
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cáncer de ovario el proceso de “empalme” promueve la generación de isoformas del 

gen ZNF695, en este caso en particular de dos isoformas que se sobre expresan y 

están involucradas en la progresión de este tipo de neoplasia. Se sabe que este 

ZNF pertenece a la clase C2H2 y que además como varios miembros de esta 

familia, esta molécula contiene un dominio KRAB. En éste trabajó se observó que 

el sitio de procesamiento del ARNm involucra la región del dominio KRAB y que por 

lo tanto esta queda trunca o incompleta lo cual puede implicar que esta proteína 

pierde su actividad como co-represora e incluso puede adquirir una nueva función 

como co-activador transcripcional (21).  

 

 
Figura 4 Mecanismos de regulación y de función de los ZNFs: 1) ARNms de genes ZNFs pueden 
ser silenciados por microARNs específicos que reconocen su región semilla 3’ UTR; 2) 
Modificaciones post traduccionales que pueden modular la actividad de ZNFs; 3 y 4) Las proteínas 
ZNFs pueden unirse y regular a distintas regiones del genoma. 5) Los genes ZNFs pueden ser 
regulados por mecanismos genéticos y epigenéticos. 6) Existen modificaciones post 

5 

6 
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transcripcionales por mecanismos de empalmes alternativos que generan distintas isoformas de los 
genes ZNFs. (Figura modificada de Jen J et al, 2016). 

 
 
2.3 PROTEÍNAS CON DOMINIOS DE DEDOS DE ZINC EN EL DESARROLLO Y 

MORFOGÉNESIS DEL PULMÓN 

Existen numerosas proteínas con dominios de dedos de zinc que participan en el 

desarrollo y morfogénesis pulmonar. Algunas de ellas participan como factores 

transcripcionales, mientras que en otros casos interactúan con otras moléculas para 

regular la organogénesis. 

 

Las proteínas que contienen dominios de dedos de zinc de la familia GATA (GATA 

family) llamada así porque se unen a secuencias consenso de ADN 

(A/T) GATA (A/G)) participan en la diferenciación de diferentes linajes celulares 

entre los que se encuentran el hematopoyético y del endodermo. Los ratones 

deficientes de Gata4-/- mueren posteriormente a la gastrulación ya que tienen 

defectos en el desarrollo del corazón, el sistema gastrointestinal y el endodermo 

visceral y parietal de donde se originan los pulmones (22).  

En el pulmón GATA6 se expresa en el epitelio bronquiolar y regula al factor 

transcripcional TTF-1 el cual es indispensable para la formación de este órgano (22).  

 

La vía de Sonic Hedgehog (SHH) es esencial en la morfogénesis de distintos 

órganos. Los factores transcripcionales de la vía de SHH; GLI1 (Glioma-Associated 

Oncogene 1), GLI2 y GLI3 se expresan diferencialmente en el pulmón durante el 

desarrollo. Dichas moléculas contienen motivos C2H2 de dedos de zinc y son 
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homólogos del gen cubitus interruptus de Drosophila melanogaster el cual participa 

en la polaridad segmentaria (22).  

En ratones con mutaciones en el factor transcripcional GLI3 existen defectos en el 

lóbulo derecho caudal, medial y en lóbulos accesorios del pulmón. La alteración 

específica en GLI2 provoca defectos en la arborización y proliferación, promoviendo 

fusiones entre los lóbulos del pulmón derecho y se ha observado que el fenotipo 

más severo se expresa con la ausencia de este factor. Al parecer GLI1 y GLI2 tienen 

funciones redundantes en la morfogénesis pulmonar (22). En ratones neonatos se 

ha visto que el factor GLI1 se expresa principalmente en el compartimiento 

mesenquimal de los tabiques alveolares hasta dos semanas posteriores al 

nacimiento, después de las cuales se van perdiendo las células que expresan este 

factor (22) (Figura 5). 

En ratones adultos la expresión de GLI1 se encuentra fundamentalmente en 

fibroblastos adventicios alrededor de las vías aéreas y vasos, mientras que es 

escasa en septos alveolares. La expresión del factor GLI2 en ratones adultos es 

muy semejante a la de GLI1, sólo que en los tabiques alveolares su expresión es 

mucho mayor. Se sabe que SHH se produce en el epitelio y que esta molécula al 

ser secretada señaliza en el compartimiento mesenquimal, lo cual promueve la 

morfogénesis y ramificación pulmonar en parte por la regulación de la expresión de 

FGF10 (23).  
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Figura 5 Expresión de SHH en el pulmón durante el desarrollo posnatal en ratones. Cortes 
histológicos de pulmón Gli1nLacZ/+ en días posnatales P0, P2, P7, P14 y P21, fueron teñidos para 

mostrar la actividad de -galactosidasa. (A-E) Imágenes con poco aumento que muestran la 
expresión de Gli1+ en células epiteliales alveolares y alrededor de los bronquios, la cual disminuye 
de manera significativa en el compartimiento alveolar en los días P14 y P21. (F-H) Imágenes con 
mayor aumento. (Tomada de Liu L, et al., 2013). 

 

Por otro lado, los factores transcripcionales con dominios de dedos de zinc KLF 

(Kruppel Like Factor) también participan en el desarrollo del pulmón. KLF2 se 

expresa notablemente en tejido pulmonar y a pesar de que los ratones deficientes 

de este factor mueren prematuramente in utero, se ha podido estudiar su papel en 

la morfogénesis de este órgano gracias al uso de ratones quiméricos, los cuales son 

creados al introducir células troncales embrionarias deficientes de Klf2 en 

blastocistos de ratones silvestres en donde se ha visto que la formación pulmonar 

se ve comprometida (24).  
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KLF5 se expresa principalmente en epitelio bronquiolar y en células epiteliales del 

revestimiento de la tráquea. Los ratones deficientes de Klf5-/- mueren en el inicio del 

desarrollo, así es que se desconoce cuál es su función exacta en la morfogénesis 

pulmonar; sin embargo, en ratones condicionales deficientes de este factor se ha 

observado que el pulmón tiene defectos en la maduración, en la arborización y la 

morfogénesis tanto en el epitelio respiratorio, como en el músculo liso y la 

vasculatura (24).  

KLF4 por otro lado regula negativamente la expresión de  actina de músculo liso 

(ACTA2) mediada por TGF-1. Se han observado dos mecanismos por los cuales 

inhibe la transcripción de este gen, ya sea uniéndose a SMAD3 y evitando su 

interacción con elementos de unión de las SMAD y por otro lado se une a un 

elemento de control de TGF-1 ubicado en el promotor del gen ACTA2 (24). 

La presencia de estas proteínas con dominios de dedos de zinc en distintos órganos 

y tejidos es fundamental en la morfogénesis del pulmón. La ausencia de alguna de 

ellas es letal en modelos murinos, lo que refuerza la importancia de su correcta 

expresión espacio-temporal y contexto específico en el pulmón, por tanto, la 

desregulación en la expresión de proteínas que intervienen en el desarrollo 

embrionario, puede conducir a enfermedades como la FPI (5).  

 

2.4 PROTEINAS CON DOMINIOS DE DEDOS DE ZINC EN FIBROSIS 

PULMONAR 

ZNF467 
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La participación de estas proteínas en fibrosis pulmonar es muy heterogénea y se 

han descrito moléculas con dedos de zinc con distintos motivos y dominios. Uno de 

estos genes fue identificado como diferencialmente expresado y metilado en un 

estudio global de metilación y expresión en pulmones de sujetos sanos y pacientes 

con FPI (25) y como ya se mencionó, la expresión de estos genes se encuentra 

reguladas tanto por mecanismos genéticos como epigenéticos. En este estudio se 

encontró a ZNF467 también conocido como EZI subregulado e hipermetilado. 

ZNF467 es una proteína con 12 dedos de zinc con motivos C2H2 y tiene un papel 

en la regulación de la actividad transcripcional de STAT3 y de PPAR las cuales 

participan en la patogénesis de la FPI (26,27).  

ZNF467 regula la diferenciación de células madre mesenquimales a osteoblastos y 

adipocitos. ZNF467 es regulado por la molécula Oncostatina M que es un ligando 

de la vía de JAK/STAT. En el caso de la señalización a través de la vía JAK/STAT3, 

Oncostatina M regula positivamente la expresión de ZNF467, mientras que la 

regulación de la expresión de este factor es negativa en el contexto de la 

diferenciación de células troncales mesenquimales, inhibiendo la diferenciación 

hacia adipocitos y favoreciendo la diferenciación a osteoblastos (28,29).  

Estos hallazgos apoyan el concepto de que la regulación de esta proteína con dedos 

de zinc es contexto y tipo celular específico. Aunado a lo anterior, la subexpresión 

de ZNF467 evita la transcripción de genes que participan en la adipogénesis como 

PPAR, que como ya se ha visto tiene un probable papel anti-fibrosante (25). Por lo 

tanto, correlacionando el trabajo de Sanders y colaboradores con el papel de 

ZNF467 en la regulación positiva de PPAR, es de esperarse que, si el primero se 
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encuentra hipermetilado y sub expresado, afecte negativamente la expresión de 

PPAR  y éste no pueda cumplir con su función anti-fibrosante (25,27).  

De manera interesante, se ha visto que otras proteínas con dedos de zinc regulan 

la adipogénesis a través de la regulación de PPAR como por ejemplo ZNF638, 

SLUG, GATA2 y GATA3 (11). 

 

EGR-1 

Existen otros factores como EGR-1 (respuesta temprana de crecimiento-1), el cual 

pertenece al grupo de proteínas con motivos C2H2. Este es un factor transcripcional 

con dominios de unión a ADN constituidos por tres dedos de zinc que forman dos 

hojas beta plegadas y una alfa hélice y reconocen secuencias ricas en GCs, además 

de contener secuencias de aminoácidos que funcionan como “linkers” o uniones 

entre los dedos de zinc. Este factor se encuentra involucrado en procesos 

fibrosantes en piel y en pulmón, en donde se ha descrito que es capaz de regular la 

respuesta inflamatoria y fibrosante en modelos murinos de escleroderma y fibrosis 

pulmonar inducidos por bleomicina. Los ratones deficientes de EGR-1 presentan 

una menor respuesta inflamatoria en el modelo murino de fibrosis dérmica y 

pulmonar, así como una baja expresión y respuesta al TGF-1 (30)  

Está estrechamente relacionada en la regulación de la respuesta al TGF-1 en 

fibroblastos de piel y pulmón e induce la expresión y síntesis de varias moléculas 

profibróticas como son, COL12, PDGF, CTGF, VEGF, PAI-1, FN, OPN, TIMP-1 y 

TGF-1. La transcripción de este factor mediada por TGF-1 es independiente de 

la vía canónica y en cambio es dependiente de la vía de ERK1/2 y ELK-1 (31). 
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Existen otras vías profibrosantes que participan en la regulación de este factor como 

IGFBP-5. La vía de las MAPKs regula positivamente la expresión de IGFBP-5, el 

cual induce la expresión de colágena a través de su interacción con EGR-1. Otra 

vía importante en su regulación es la de c-ABL en donde se ha observado que la 

presencia de EGR-1 es indispensable para la producción de colágena mediada por 

c-ABL. Aparte de inducir la transcripción de los genes profibróticos, EGR-1 aumenta 

la expresión de la proteína acetil transferasa p300 a través de la señalización por 

TGF, la cual funciona como una proteína co-activadora y a su vez es esencial en 

la transcripción de genes profibróticos mediado por la vía canónica de las SMAD 

(31).  

 

SHH 

En el contexto de FPI, existen diversos trabajos que señalan la importancia de estas 

moléculas en la patogénesis y el desarrollo de la enfermedad incluyendo su estímulo 

a la proliferación, migración, producción de moléculas de matriz extracelular, y una 

mayor resistencia a la apoptosis (32). 

Asimismo, favorece la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos ya que en el 

factor transcripcional GLI1 existen sitios de unión al promotor del gen de ACTA2. La 

expresión del factor transcripcional GLI se ha observado en fibroblastos de pulmón 

de ratones con fibrosis inducida por bleomicina y en fibroblastos y en células de 

pacientes con FPI. 

La molécula SHH se expresa primordialmente en células epiteliales en el pulmón, 

las cuales la secretan y ocurre una comunicación paracrina con células 
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mesenquimales, particularmente con fibroblastos, los cuales aumentan la expresión 

de moléculas como PTCH-1 y GLI 1 en respuesta al ligando lo que promueve los 

efectos anteriormente descritos en los fibroblastos. De forma interesante se ha 

descrito un asa de retroalimentación positiva en la regulación transcripcional entre 

TGF-1 y SHH. Por un lado, la señalización mediada por TGF-1 incrementa la 

expresión y síntesis de SHH en células epiteliales, y tiene un impacto directo en los 

fibroblastos aumentando la expresión de TGF-1 lo cual conlleva a un aumento en 

la síntesis de moléculas de matriz extracelular. (32,33).  

 

GATA6 

GATA6 participa en el desarrollo del pulmón y se encuentra expresado 

principalmente en el epitelio distal, donde se ha descrito su participación en la 

diferenciación de neumocitos tipo II a neumocitos tipo I. La inmunolocalización de 

esta molécula en pulmones de pacientes con FPI es principalmente en el epitelio 

alveolar y en focos de fibroblastos, donde colocaliza con la proteína de SMA. 

Asimismo, la transfección de la proteína GATA6 recombinante de humano en 

células epiteliales de pulmón (A549, la cual es una línea celular derivada de 

adenocarcinoma de pulmón) in vitro provoca un aumento en la expresión de SMA. 

A su vez, GATA6 se sobre expresa por efecto del TGF-1 en células A549, con el 

subsecuente aumento de SMA y una disminución en la expresión de E-caderina, 

sugiriendo de esta forma su participación en el proceso de transición epitelio 

mesénquima. Por otro lado, el silenciamiento de GATA6 en fibroblastos pulmonares 

humanos promueve la disminución en la expresión de SMA, colágena tipo I y 
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fibronectina, sugiriendo su participación como una molécula profibrosante tanto en 

el compartimiento epitelial como en el mesenquimal (34). 

  

ZNFs recombinantes 

Como se mencionó previamente, existen ZNFs modificados artificialmente para 

regular la actividad transcripcional y con los que a su vez se controla la especificidad 

de unión a los promotores de ciertos genes. A estos ZNFs se les puede acoplar una 

endonucleasa para realizar los cortes necesarios para la edición génica. En este 

sentido, se ha publicado un estudio que aborda la modificación del gen que codifica 

para la enzima telomerasa hTERT (human telomerase reverse transcriptase) 

mediante la unión de distintos ZNFs modificados de forma artificial al promotor y al 

exón 1 (35). HTERT es una proteína que regula la longitud de los telómeros y su 

expresión se activa en algunos contextos celulares como ciertos tipos de estrés e 

inestabilidad genómica, y además está involucrada en procesos tumorales. De 

manera importante, se han demostrado varias mutaciones en esta enzima en 

pacientes con FPI familiar o hereditaria, lo que resulta en acortamiento exagerado 

del largo de los telómeros (36). Este tipo de ZNFs modificados artificialmente 

pueden tener una potencial aplicación en la modificación de moléculas como 

HTERT.  

 

ZC3H4 (Zinc finger CCCH-type containing 4 protein) 

Fuera del contexto de la FPI, existen otros tipos de fibrosis pulmonar ocasionados 

por la inhalación de partículas orgánicas e inorgánicas, como la ocasionada por la 

inhalación de partículas de sílice (SiO2), condición conocida como silicosis. En este 



 

27 
 

contexto, se ha reportado (37) que ZC3H4 contribuye al desarrollo de la fibrosis 

pulmonar inducida por partículas de sílice a través de la transición epitelio 

mesénquima in vitro e in vivo mediado por el estrés del retículo endoplásmico. 

Además, se observó una mayor migración de células epiteliales alveolares 

expuestas a SiO2. Por otro lado, el ARN mensajero de esta molécula se encontró 

sobre expresado en células epiteliales alveolares en este modelo experimental, el 

cual puede modificar su conformación a un ARN circular que funciona como un ARN 

esponja para miR-212, promoviendo su autorregulación. A su vez en este estudio 

se confirmó la expresión de esta molécula en células epiteliales alveolares en tejidos 

de pacientes y ratones expuestos a partículas de SiO2 (37). 

 

2.5 ZNF365 

La proteína ZNF365, tiene 4 isoformas descritas (38), aunque posiblemente existan 

más. El gen que codifica para esta proteína se localiza en el brazo largo del 

cromosoma 10 (10q21.2). La proteína contiene un dominio C2H2 de dedos de zinc 

en el extremo amino terminal, una región enrollada en la porción central y una 

porción desordenada en el extremo carboxilo terminal (Figura 6). La función de esta 

proteína esta poco descrita en la literatura, con sólo 5 artículos presentes en 

PubMed. Recientemente se ha descrito que es uno de los genes mayormente sobre 

expresados por el efecto del TGF en fibroblastos derivados de pulmones sanos y 

de sujetos con FPI es ZNF365, que es una proteína con dominios de dedos de zinc 

de la familia C2H2 (39-41). A la fecha, existen muy pocos estudios acerca del papel 

fisiológico o patológico de ZNF365 (también conocido como KIAA0844, DISC-1, 
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SU48, UAN o DBZ). En un estudio, se describió su papel en el restablecimiento de 

la replicación del ADN, asociándose físicamente con la Poli ADP ribosa polimerasa 

1 PARP1 y con la exonucleasa MRE11 en horquillas de replicación que han 

quedado detenidas por efecto de dobles rupturas de cadena y algunos 

polimorfismos de este gen se asocian con un incremento en el riesgo a desarrollar 

cáncer de mama (39) (Figura 7). Asimismo, su transcripción y expresión es inducible 

por la proteína p53 y ayuda al mantenimiento de la integridad de telómeros, evitando 

de esta manera aneuploidías e inestabilidad cromosómica (42). Se ha sugerido que 

ZNF365 participa en el ciclo celular dada su asociación con centrómeros y su co-

localización con  tubulina en las distintas etapas del ciclo celular. Su presencia es 

importante para evitar que se formen múltiples centrosomas y que ocurran fallas en 

las divisiones mitóticas, aneuploidías e inestabilidad genómica (43). Por otro lado, 

en modelos murinos desempeña un papel fundamental en la migración de neuronas 

de las zonas subventriculares del cerebro hacia la placa cortical. En este contexto, 

el silenciamiento de ZNF365 con ARNhcs en etapas tempranas del desarrollo 

embrionario, resulta en defectos en la migración de neuronas (44). Sin embargo, en 

modelos murinos deficientes en la expresión de esta molécula en la vida adulta, no 

se ha observado un fenotipo evidente (45).  

 

 

Figura 6 Esquema de la estructura de la proteína ZNF365. Se muestra el dominio C2H2 de la 
proteína en la porción amino terminal, así como la región enrollada en la porción central de la 
proteína. Podemos apreciar los compartimientos subcelulares en donde podemos encontrar a la 
proteína. (Tomada de Zhang Y, et al., 2013). 
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Figura 7 Diagrama esquemático de una de las funciones conocidas de ZNF365. ZNF365 se une 
físicamente a PARP1 y atrae a MRE11 a las zonas de resección del ADN para la resolución oportuna 
de las horquillas de replicación detenidas. La pérdida de ZNF365 resulta en una replicación 
incompleta y un incremento en la respuesta de “checkpoint” del ciclo celular, lo que lleva a un retraso 
en la progresión de la mitosis, falla en citocinesis, centrosomas supernumerarios y un incremento en 
la aneuploidía. (Tomada de Zhang Y, et al., 2013). 

 
En análisis de expresión global de genes realizado en nuestro laboratorio y por un 

grupo independiente, se encontró a ZNF365 como uno de los genes mayormente 

sobre expresados por el efecto del TGF-1 sobre fibroblastos humanos (40,41). 

Las proteínas con dedos de zinc presentan una amplia variedad de funciones dentro 

de la célula, ya que pueden asociarse a una gran cantidad de biomoléculas. Sumado 

a esto, las proteínas ZNFs con multidominios, presentan una mayor complejidad 

debido a la enorme cantidad de interacciones posibles. Muchas de estas proteínas 

participan en la morfogénesis de órganos y tejidos como el pulmón actuando como 

factores transcripcionales. Algunos de estos factores son esenciales en escenarios 

fisiológicos, mientras que la desregulación en su expresión favorece procesos 
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patológicos como la FPI. En este sentido, ZNF365, se encontró sobre expresado en 

estudios independientes por efecto del TGF-1 en fibroblastos derivados de 

pacientes con FPI y sujetos controles (40,41). Aparte del papel de esta molécula en 

la estabilidad genómica, se desconoce el papel que tiene en FPI, así como gran 

parte de sus funciones celulares. 

 

3. JUSTIFICACIÓN: 

Debido a que ZNF365 es una de las moléculas mayormente sobre expresadas en 

fibroblastos pulmonares por efecto del TGF1, mismo que es uno de los 

orquestadores por excelencia de la fibrosis pulmonar, consideramos importante 

conocer el papel que juega esta molécula en esta patología.  

 

4. HIPÓTESIS: 

Al ser ZNF365 una molécula esencial en la reparación de daños al ADN, la 

deficiencia en la expresión de la misma provocará un aumento en el estrés celular 

en fibroblastos y células epiteliales A549, además de un proceso fibrótico 

exacerbado en el modelo murino de fibrosis pulmonar experimental, lo cual puede 

ser atribuido a un posible papel protector para el desarrollo de esta patología.  

 

5. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la expresión de ZNF365 en fibroblastos pulmonares humanos y en células 

epiteliales alveolares, su localización en tejidos pulmonares derivados de controles 

sanos, pacientes con FPI y ratones del modelo murino de fibrosis pulmonar, así 
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como establecer su función y su relación con la senescencia en los tipos celulares 

señalados mediante su silenciamiento y en el modelo de fibrosis pulmonar 

experimental desarrollado en ratones deficientes de Zfp365. 

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Evaluar y confirmar la sobre expresión de ZNF365 inducida por la 

acción del TGF en fibroblastos pulmonares humanos comparados con 

fibroblastos no estimulados. Evaluar la expresión de ZNF365 en células 

epiteliales alveolares (A549) estimuladas con TGF1 comparadas con 

aquellas no estimuladas. 

• Identificar en tejidos de FPI y controles y en el modelo murino de 

fibrosis pulmonar a las células que expresan ZNF365.  

• Estudiar cómo afecta el silenciamiento de ZNF365 a la tasa de 

crecimiento, la tasa de apoptosis y el proceso de senescencia en fibroblastos 

pulmonares humanos y células epiteliales A549. 

• Evaluar el papel de Zfp365 en la respuesta pulmonar fibrosante 

inducida por bleomicina en pulmones de ratones WT y deficientes de 

Zfp365-/-.  

6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Obtención y cultivo de fibroblastos de pulmón humano 

Se utilizaron fibroblastos de pulmones humanos obtenidos tanto de donadores 

sanos como de pacientes con FPI, previo consentimiento informado por parte de 

todos los participantes. Asimismo, el protocolo de investigación fue aprobado por 

los Comités de Bioética, Bioseguridad e Investigación del Instituto Nacional de 
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Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosío Villegas” (Código de identificación 

#B15-18). El diagnóstico de FPI fue realizado por el Programa de Enfermedades 

Intersticiales del Pulmón de acuerdo con las guías emitidas por ATS/ERS/ALAT. 

Los cultivos primarios de fibroblastos fueron utilizados entre los pasajes 4 al 11. 

Adicionalmente, se utilizaron las líneas celulares de fibroblastos de pulmón normal, 

NHLF (Lonza Clonetics, #CC2512), LL24 (American Type Culture Collection ATCC 

#CCL-151), HPF (Promocell, #C12360). La línea celular HPF fue utilizada para los 

experimentos de ensayos funcionales y senescencia. La línea celular de epitelio 

alveolar humano A549 fue obtenida de ATCC (#CCL-185).  

Las células se cultivaron en medio HAM F12 (Gibco) suplementadas suero fetal 

bovino al 10% y 1% de antibiótico/antimicótico (Sigma) dentro de una incubadora 

con 5% de CO2, 3% de O2 y 95% aire y a 37ºC como se ha descrito previamente 

(40).  

 

6.1.1 Estimulación con TGF-1 y doxorrubicina. 

Se sembraron fibroblastos y células A549 a una confluencia del 70% (28,000 y 

140,000 células por cm2, respectivamente). Posteriormente, los fibroblastos fueron 

privados de suero fetal bovino durante 24 horas y las células A549 durante 48 horas 

antes de ser estimulados con TGF-1 (R&D, #100-B/CF) a una concentración de 

[10 ng/ml] durante 24 horas, diluido en medio HAM F12 con suero fetal bovino 

(0.1%). Para los estímulos con doxorrubicina (Sigma, #D1515), se sembraron 

fibroblastos y células A549 a una confluencia del 50%. Después de 24 horas, el 

medio fue removido y reemplazado por medio HAM F12 con suero (2% para células 
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A549 y 1% para fibroblastos) en el cual se añadió la doxorrubicina a una 

concentración de [1.25 M] durante 48 horas.  

 

6.1.2 Silenciamiento de ZNF365 

Se utilizó un pool de ARNpis (Origene SR307854) el cual contiene 3 duplex 

específicos para ZNF365 y un scramble (control). Los fibroblastos y las células 

epiteliales alveolares A549 se sembraron en placas de 6,12, 24 y 96 pozos a una 

confluencia máxima del 70% (28,000 y 140,000 células por centímetro cuadrado, 

respectivamente). Los ARNpis y secuencias scrambled se mezclaron con 

lipofectamina RNAiMAX (Invitrogen, #13778075) a una concentración de [20 nM]. 

Las células se utilizaron para extracción de ARN y proteína, así como para ensayos 

funcionales de medición de tasa de crecimiento y ensayos de -galactosidasa. 

 

6.1.3 Ensayo de  galactosidasa asociada a senescencia 

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos previamente tratados con una 

mezcla de HCl y H2SO4 1:1 y posteriormente fueron fijadas y teñidas con un kit que 

mide la actividad de la  galactosidasa, de acuerdo con las instrucciones del 

proveedor (Cell Signaling, #9860). Los núcleos fueron contrateñidos con 

hematoxilina. Las fotografías fueron tomadas con un microscopio invertido (Nikon) 

y fueron visualizadas con el software NIS-Elements. Finalmente, se contaron las 

células positivas para la actividad de -galactosidasa y se dividieron entre el total 

de células presentes en 10 campos aleatorios con dos réplicas técnicas.  
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6.1.4 Ensayo de tasa de crecimiento con WST-1 

Se sembraron células epiteliales alveolares de pulmón humano A549 (2X103 

células/pozo o 140,000 células por cm2) y fibroblastos humanos de pulmón normal 

(5X103 células/pozo o 28,000 células por cm2) en placas de 96 pozos con una 

mezcla de ARNpis específicos o secuencias revueltas. Las células se incubaron con 

el reactivo WST-1 (Roche, #05015944001) por dos horas en fibroblastos y una hora 

en células A549 de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se midió la 

absorbancia a las 24, 48, 72 o 96 horas en un equipo Synergy (Biotek) a una longitud 

de onda de 450 nm y otra de referencia de 620 nm. 

 

6.1.5 Ensayo de apoptosis 

Células epiteliales alveolares A549 silenciadas para ZNF365 por 24 horas previas 

se estimularon con 30 mU/ml de bleomicina (Cayman) en medio Ham F12 sin suero 

durante 48 horas. Los fibroblastos humanos de pulmón normal, silenciados para 

ZNF365 por 48 horas previas se estimularon con estaurosporina [0.1 y 0.5 M] 

durante 1 hora. Posteriormente las células fueron cosechadas y teñidas con PE 

Anexina V (BD, Biosciences, #AB_2869071) y 7-actinomicina D (7AAD, Biolegend, 

#420403). Las células fueron analizadas en un citómetro de flujo FACSAria (BD, 

Biosciences). Los resultados fueron analizados con el software FlowJo 7.8 (Becton 

Dickinson and Company).  

 

6.2 Inmunohistoquímica 
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Los tejidos de pulmón humano de controles sanos, pacientes con FPI y de ratón se 

procesaron como se describe brevemente. Se desparafinaron con Xilol y 

posteriormente se rehidrataron con un gradiente de alcoholes y agua. 

Posteriormente se utilizó peróxido de hidrógeno diluido en metanol para eliminar la 

peroxidasa endógena (30 minutos) y se desenmascaró el antígeno utilizando buffer 

de citratos PH 6 en un horno de microondas. Los tejidos se trataron con bloqueador 

con bloqueador universal (Biogenex) por 10 minutos y posteriormente se usó suero 

de borrego (Biogenex) durante 30 minutos. Se incubaron con el anticuerpo primario 

(Thermo Scientific PA5-40514 (1:50)) toda la noche a 4°C. Al otro día se dejaron en 

presencia del anticuerpo secundario biotinilado durante 20 minutos (Biogenex) y 

posteriormente se incubaron durante 20 minutos con la streptavidina-HRP 

(Biogenex). Se revelaron utilizando el buffer de acetatos con 0.05% de peróxido de 

hidrógeno y el cromógeno (3-amino-9-ethyl-carbazole, AEC Biogenex). 

Posteriormente se hizo la contra tinción con hematoxilina y fueron montadas con 

medio de montaje Cristal Mount (Biomeda). Las laminillas se visualizaron utilizando 

un microscopio Nikon con el software NIS-Elements AR. Para los controles 

negativos se sustituyó el anticuerpo primario por suero de borrego. 

 

6.3 Reacción en cadena de la polimerasa 

Se hizo la extracción del ARN utilizando Trizol (Invitrogen, #15596026). Se tomó 1 

g de ARN, el cual se utilizó para la RT-PCR usando el kit Verso cDNA Synthesis 

(Thermo Scientific, AB1453A). La qPCR se llevó a cabo usando sondas taqman 

específicas (Applied Biosystems) para ZNF365 (Hs00921620_m1), Zfp365 
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(Mn00618458_m1), 18S (Hs03003631_g1) y POLR2A (Hs00172187_m1), COL1A1 

(Hs00164004_m1), COL3A1 (Hs00943809_m1); así como los primers indicados en 

(Tabla #2 en el apéndice), junto con el reactivo SybrGreen (ThermoFisher 

Scientific). Se utilizó un termociclador Lightcycler 480 (Roche) y un termociclador 

QuantStudio 6 (ThermoFisher Scientific) y los datos se analizaron mediante el 

método 2-ΔCt. 

 

6.4 Extracción de proteínas y Western Blot 

Se obtuvieron lisados totales de fibroblastos humanos y células A549 utilizando el 

buffer de lisis RIPA (Sigma, #R0278). Posteriormente, las proteínas fueron 

cuantificadas utilizando el reactivo Bradford (BioRad, #5000006) y cargadas (entre 

30 y 40 g) en condiciones desnaturalizantes en geles SDS/PAGE de poliacrilamida 

al 10% o al 12%. Al finalizar la electroforesis, las proteínas fueron transferidas en 

membranas de nitrocelulosa (BioRad) y bloqueadas con leche sin grasa al 2% 

(BioRad) diluida en buffer TBS-T al 0.05% durante 1 hora. Las membranas fueron 

incubadas toda la noche a 4ºC utilizando los siguientes anticuerpos: ZNF365 

(Abcam, ab157459 (1:500) y ab22890 (1:200)), PARP1 (Cell Signaling, 46D11 

(1:500)), p21 (Santa Cruz, sc-6246 (1:500)), H2AX (Abcam, ab81299 fosforilación 

de S139 (1:500)), p53 (R&D, AF1355 (1:2000)), actina (Sigma Aldrich, AC-74 

(1:10000)) y GAPDH (Thermo Scientific, PA-987 (1:2000)). Después de lavar con 

TBS-T y de incubar por una hora a TA con los anticuerpos secundarios acoplados 

a HRP correspondientes, las membranas fueron reveladas con Luminol SuperSignal 

West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) usando un 
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fotodocumentador ChemiDoc Gel Documentation System (BioRad). Las fotos 

fueron analizadas con el software Image Lab (BioRad) y se realizaron los análisis 

densitométricos correspondientes.  

 

6.5 Modelo experimental de fibrosis pulmonar inducido con bleomicina en 

ratones WT y KO 

El protocolo seguido en el estudio estuvo apegado a las guías y regulaciones para 

el cuidado animal y fue aprobado por el Comité de Bioética del INER (Código de 

identificación: B-1518, con fecha de octubre de 2018). Los ratones con el alelo 

modificado (EM8383, C57BL/6nTac-Zfp365tm1a(KOMP)Wtsi/WtsiOrl), fueron adquiridos 

del Wellcome Trust Sanger Institute (Genome Research Limited). Brevemente, el 

exón 2 es eliminado cuando estos ratones se cruzan con ratones que expresan a la 

Cre recombinasa, ya que este exón se encuentra flanqueado por sitios Lox P. De 

esta manera se genera el alelo Tm1b (46-49).  

Los ratones silvestres de la cepa C57BL/6 (WT) Zfp365 -/-, fueron tratados con una 

instilación intratraqueal de 40 l de solución salina o bleomicina (Cayman, 4.66 

mg/kg de peso corporal) y fueron sacrificados a los 21 días. Utilizamos ratones 

macho y hembras de entre 9 y 10 semanas de edad. Los pulmones del lado derecho 

fueron fijados con paraformaldehído al 4% para posteriormente ser teñidos con 

hematoxilina y eosina, así como la técnica de Tricrómica de Masson. Se les asignó 

un código a las laminillas y fueron revisados y calificados por un patólogo de manera 

ciega para determinar la severidad y la extensión de la fibrosis, como ha sido 

descrito previamente (50). 
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6.5.1 Cuantificación de hidroxiprolina 

El pulmón izquierdo fue hidrolizado con HCl 6 N por 24 horas a 110ºC. La 

determinación del contenido de hidroxiprolina se realizó como se ha descrito 

previamente (51). Brevemente, las alícuotas del hidrolizado fueron mezcladas 

utilizando la solución de Cloramina T (Sigma), seguido del reactivo de Erlich. Cada 

muestra fue cuantificada por duplicado. Los datos se expresan como g de 

hidroxiprolina/pulmón izquierdo. 

6.5.2 Cuantificación del score de fibrosis (Ashcroft) 

Los tejidos pulmonares fueron teñidos con hematoxilina, eosina y con la técnica de 

Tricrómica de Masson. Fueron calificados de manera ciega para determinar la 

severidad, la extensión de las lesiones y el porcentaje de fibrosis como se ha 

descrito previamente (50). El score de fibrosis fue determinado multiplicando la 

extensión de la lesión por el porcentaje de fibrosis y por el grado de severidad. 

 

6.6 Análisis de expresión in silico en la página de IPF Cell Atlas. 

En la página web de IPF Cell Atlas, http://ipfcellatlas.com, se hizo la búsqueda del 

transcrito de ZNF365 en el buscador principal. Se compararon los estudios de 

Kaminski/Rosas y de Misharin para células epiteliales. Para células mesenquimales 

se compararon los estudios de Kaminski/Rosas y de Lafyatis.  

 

6.7 Análisis de expresión de ARN de célula única. 

Los datos de expresión fueron descargados de GEO con el número de acceso 

GSE136831 (52), los cuales fueron anotados previamente. Se utilizó el software R, 
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versión 4.1.0. (53), con la versión de Bioconductor 3.13. (54). Realizamos la 

normalización, el escalamiento, análisis de componentes principales y la 

aproximación y proyección uniforme de Manifold (UMAP), usando la versión 4.1.1. 

del paquete Seurat (55). Las gráficas se hicieron utilizando ggplot2 versión 3.3.6. 

(56). 

 

6.8 Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8.0. 

Todos los datos se expresan como la media +/- la desviación estándar, excepto en 

el análisis de cuantificación de hidroxiprolina en donde se toma la media +/- el error 

estándar de la media. La prueba no pareada de t de Student con corrección de 

Welch, así como la ANOVA de dos vías con corrección de Bonferroni fueron 

realizadas como se indica en el pie de figura de cada experimento. Un valor de 

p<0.05 fue considerado como estadísticamente significativo.  

 

7. Resultados 

7.1 La proteína ZNF365 está aumentada en el pulmón de pacientes con FPI  

Para conocer la localización de esta molécula en FPI, se determinó la localización 

de ZNF365 en tejidos derivados de pacientes con FPI y de sujetos controles sanos 

mediante la técnica de inmunohistoquímica. Como se muestra en la Figura 8A, en 

los paneles a, b y c, la inmunorreactividad de ZNF365 se encontró presente en 

células epiteliales alveolares que se encuentran en los márgenes de un espacio 

quístico (b), así como en fibroblastos localizados en un foco de 

fibroblastos/miofibroblastos en pulmones de FPI (c). Por el contrario, en tejidos de 
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pulmón normal, la expresión de ZNF365 no se encontró (d). No hubo tinción cuando 

se omitió el anticuerpo primario (control negativo, e). Estos resultados muestran una 

tinción positiva e intensa de ZNF365 en pulmones de pacientes con FPI y que su 

localización ocurre predominantemente en fibroblastos presentes en focos de 

fibroblastos y en células epiteliales alveolares, lo cual podría indicar un aumento en 

la expresión. 

Por otro lado, un análisis in silico del atlas transcripcional de célula única en FPI (52, 

57-59), corroboró que ZNF365 se expresa primordialmente en fibroblastos, 

miofibroblastos, células epiteliales alveolares tipo 1 y 2, así como ciertas 

subpoblaciones “raras” de fibroblastos y células epiteliales alveolares (Figura 8B). 

Estos resultados refuerzan lo que observamos en los tejidos derivados de pacientes 

con FPI, donde de manera importante, pudimos observar la expresión de esta 

molécula en los principales efectores celulares de esta patología. 
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Figura 8. ZNF365 se expresa en pulmones de FPI.  

(A) ZNF365 se encuentra sobre expresado en pulmones de pacientes con FPI, (a) 

(escala 100 m). ZNF365 se localizó en células epiteliales alveolares (b) y en focos 

de fibroblastos (c) (escalas 50 m y recuadro 25 m). (d) Inmunotinción de pulmón 

de un donador sano (escala 50 m). (e) Pulmón de FPI sin el anticuerpo primario 

(escala 50 m). Imágenes representativas de pulmones de FPI (n=5) y de sujetos 

controles sanos (n=2). B) Expresión de ZNF365 de acuerdo con experimentos de 

secuenciación de ARN de célula único del Atlas de FPI (http://ipfcellatlas.com/). En 

los paneles superiores, las flechas señalan la expresión de ZNF365 en fibroblastos 

y miofibroblastos. En los paneles inferiores, las flechas señalan la expresión de 

ZNF365 neumocitos tipo I y tipo II.   

 

http://ipfcellatlas.com/
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7.2 Zfp365 está sobre expresado en los pulmones de ratón con fibrosis 

pulmonar inducido por bleomicina 

Dadas nuestras observaciones sobre un aumento en la señal positiva de la 

expresión de ZNF365 en pulmones de pacientes con FPI, nos cuestionamos si 

hubiese alguna similitud en el modelo murino de fibrosis pulmonar experimental, por 

lo que evaluamos la expresión de Zfp365, gen ortólogo de ZNF365, en pulmones 

de ratón por RTqPCR, así como la expresión y localización de la proteína por 

inmunohistoquímica en ratones después de la inducción de fibrosis pulmonar por 

bleomicina, encontramos un incremento significativo en la expresión de Zfp365 en 

pulmones derivados de ratones instilados con bleomicina a los 21 días (1.85 veces) 

(p<0.001) (Figura 9A). Asimismo, corroboramos la localización de la proteína por 

inmunohistoquímica (Figura 9B).  Zfp365 se encontró localizada en los pulmones de 

ratones con fibrosis inducida por bleomicina en células epiteliales alveolares, células 

bronquiales y algunas poblaciones de células estromales (a,b). Zfp365 se halló 

prácticamente ausente en pulmones de ratones instilados con solución salina (c). 

Ninguna señal se mostró cuando el anticuerpo primario específico estuvo ausente 

(d). Estos hallazgos corroboran nuestras observaciones en la enfermedad en el 

humano, y confirman que ZNF365 está presente en el pulmón durante el proceso 

fibrosante. 
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Figura 9. Zfp365 se encuentra sobre expresada en pulmones de ratones 

tratados con bleomicina a los 21 días. (A) La expresión de Zfp365 por RTqPCR 

en pulmones de ratones instilados con bleomicina (n=9) o solución salina (n=6). La 

gráfica representa la media +/- la desviación estándar. ***p<0.001 mediante la 

prueba de t de Student de dos colas con corrección de Welch. (B) 

Inmunohistoquímica de tejidos pulmonares de ratones instilados con solución salina 

o bleomicina. (a,b) Los ratones tratados con bleomicina mostraron 

inmunorreactividad de Zfp365 principalmente en células epiteliales alveolares y 

bronquiales, así como algunas poblaciones de células estromales (n=2). (escalas 

100 m, 50 m, y el recuadro 25 m). (c) Ausencia de señal positiva en pulmones 

de ratones control (n=2) (escala 50 m). (d) Inmunotinción de pulmones en ratones 

instilados con bleomicina sin el anticuerpo primario (100 m). 

 

7.3 ZNF365 se sobre expresa en fibroblastos y células epiteliales A549 

estimuladas con TGF-1  
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Para corroborar los resultados de sobre expresión de ZNF365 obtenidos mediante 

el análisis de expresión global (40,41), tratamos a los fibroblastos derivados de 

sujetos controles y pacientes con FPI con TGF-1 un factor profibrosante.  Como se 

muestra en las Figuras 10A,B, ZNF365 se sobre expresa significativamente tanto 

en el nivel de ARNm (Control, 5.06 veces; FPI, 3.87 veces) (p<0.05) y también 

observamos un aumento de la proteína en fibroblastos de pulmón normal y de 

pacientes con FPI después de la estimulación con TGF-1 [10 ng/ml] por 24 horas. 

Dado el antecedente en el cual observamos que ZNF365 se encuentra sobre 

expresado en células epiteliales alveolares en pulmones de pacientes con FPI, 

decidimos evaluar la expresión de esta molécula en la línea celular A549, después 

de ser estimulada con TGF-1. Como se muestra en las Figuras 10C,D, ZNF365 se 

sobre expresa significativamente a nivel de ARNm (8.76 veces) (p<0.05), así como 

un aumento en el nivel de proteína. 
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Figura 10. El TGF-1 induce la sobre expresión de ZNF365. (A) La expresión de 

ZNF365 en fibroblastos control (n=3) y derivados de FPI (n=3) mediante RTqPCR 

después de ser estimulados con TGF-1 por 24 horas. (B) WB y el análisis 

densitométrico correspondiente; la  actina fue utilizada como control de carga 

interno. (C) La expresión de ZNF365 en células A549 (n=3). (D) WB y el análisis 

densitométrico correspondiente; GAPDH fue utilizada como un control de carga 

interno. Los resultados mostrados están expresados como la media +/- la desviación 
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estándar de la media.  *p<0.05 mediante una prueba de t de Student de dos colas 

con corrección de Welch. 

7.4 Los ratones Zfp365-/-, presentan una respuesta fibrótica exacerbada en 

el modelo de fibrosis pulmonar experimental 

Con el objetivo de entender el papel de Zfp365 in vivo, ratones silvestres de la cepa 

C57BL/6 y ratones deficientes de Zfp365, fueron instilados intratraquealmente con 

bleomicina o solución salina como control. Después de 21 días, los ratones fueron 

sacrificados y los cambios histológicos, así como el contenido de hidroxiprolina 

fueron evaluados. Como se ilustra en la Figura 11A, los ratones deficientes de 

Zfp365 instilados con bleomicina mostraron un incremento significativo en el 

contenido de hidroxiprolina comparados con los ratones silvestres (184.3 + 58.8 vs. 

135.2 + 40.5 g/pulmón izquierdo, p<0.05) y también se observó mayor 

acumulación de fibras de colágena como lo indica la tinción con la técnica de 

Tricrómica de Masson (Figura 11B). El puntaje o calificación de fibrosis, obtenido 

mediante un score semicuantitativo, mostró una tendencia de incremento en los 

animales deficientes de Zfp365, aunque lo anterior no alcanzó significancia 

estadística, probablemente, debido a la heterogeneidad de las lesiones y el tamaño 

muestral (Figura 11C). En la Figura 11D, se muestra el silenciamiento de Zfp365 en 

pulmones de ratones Zfp365-/-, comparados con ratones silvestres. Estos resultados 

muestran un hallazgo inesperado, dados los resultados que muestran que los 

ratones WT instilados con bleomicina tienen una mayor expresión de Zfp365. Lo 

anterior podría representar un posible mecanismo protector y antifibrosante en el 

pulmón por parte de Zfp365.   
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Figura 11. Una respuesta fibrótica exacerbada fue observada en ratones 

deficientes de Zfp365. (A) Contenido de hidroxiprolina en pulmón izquierdo 21 días 

posteriores a la instilación de bleomicina o solución salina en ratones KO (n=8) y 

WT (n=12). (B) Imágenes representativas de pulmones teñidos con Masson 

diferentes aumentos (escalas 100 y 50 m). (C) Score de fibrosis relacionado con 

los cambios histopatológicos en los pulmones. D) Expresión de Zfp365 en ratones 

KO (n=3). Los resultados mostrados están expresados como la media +/- el error 

estándar de la media. t de Student con corrección de Welch (p<0.05). 
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7.5 El silenciamiento de ZNF365 promueve una disminución en la tasa de 

crecimiento en fibroblastos y células A549, que no se relaciona con un 

aumento en la apoptosis 

Dados los resultados anteriores en donde observamos que los ratones Zfp365-/- 

desarrollaron un aumento en la respuesta fibrosante al estímulo con bleomicina, 

decidimos evaluar el comportamiento de fibroblastos humanos de pulmón normal y 

células A549 después de silenciar esta proteína de dedos de zinc. Utilizando 

secuencias específicas de ARNpis, demostramos mediante RTqPCR que la 

expresión de ZNF365 disminuyó significativamente a las 48 horas en ambos tipos 

celulares (Fibroblastos, 5.50 veces; A549, 3.31 veces) (p<0.05) (Figura 12A,B). 

Después de silenciar, llevamos a cabo un ensayo para medir la tasa de crecimiento 

utilizando el reactivo WST-1 y observamos una disminución significativa en las 

células silenciadas para ZNF365 a las 48 y 72 horas (p<0.001) (Figura 12C,D). 

Tomando en cuenta que el ensayo de medición de la tasa de crecimiento involucra 

la proliferación y la muerte celular, medimos la tasa temprana y tardía de apoptosis 

utilizando la tinción con Anexina V y 7-AAD mediante citometría de flujo. Se utilizó 

un estímulo de estaurosporina [0.1 y 0.5 M] por 1 hora, no se observaron 

diferencias significativas en fibroblastos humanos de pulmón normal silenciados 

para ZNF365 (Figura 12E,F). Asimismo, después de un estímulo apoptótico con 

bleomicina (30 mU) por 48 horas, no se encontraron diferencias significativas en 

células A549 silenciadas para ZNF365 comparadas con aquellas que tenías las 

secuencias revueltas (Figura 12G,H). 
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Figura 12. El silenciamiento de ZNF365 reduce la tasa de crecimiento 

fibroblastos y células A549. (A) La expresión de ZNF365 fue evaluada mediante 

RTqPCR en fibroblastos humanos de pulmón normal silenciados para ZNF365. (B) 

Expresión de ZNF365 en células A549 silenciadas para ZNF365. (C) Ensayo de 

tasa de crecimiento en fibroblastos humanos de pulmón normal usando el reactivo 

WST-1. (D) Medición de la tasa de crecimiento en células A549. E y F) Porcentaje 

de apoptosis en condiciones basales y en presencia de un estímulo apoptótico con 

estaurosporina 0.1 M y 0.5 M en fibroblastos humanos de pulmón normal y con 

un estímulo apoptótico con 30mU de bleomicina en células A549 G y H). Las 

gráficas representan 3 experimentos independientes por triplicado (RTqPCR) y las 

curvas son representativas de uno de tres experimentos independientes por 

cuadriplicados técnicos (WST-1) (media +/- la desviación estándar). *p<0.05, 
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mediante la prueba de t de Student de dos colas con corrección de Welch; 

***p<0.001 mediante la prueba de ANOVA de dos vías con corrección de Bonferroni. 

Las barras representan la media +/- la desviación estándar de 3 experimentos 

independientes por triplicado (apoptosis). 

 

7.6 Los fibroblastos y células A549 silenciadas para ZNF365 presentan una 

mayor actividad de -galactosidasa y un aumento en la expresión de 

marcadores de senescencia 

Los hallazgos de que el silenciamiento de ZNF365 reducen la tasa de crecimiento 

sin afectar la muerte celular por apoptosis, sugieren que la senescencia podría ser 

un mecanismo involucrado en los efectos funcionales observados en esta molécula. 

Dado lo anterior, decidimos analizar el impacto del silenciamiento de ZNF365 en la 

expresión de algunos marcadores de senescencia tanto en fibroblastos como en 

células epiteliales. En un ensayo de -galactosidasa asociada a la senescencia (SA-

Gal), observamos que había una mayor proporción de fibroblastos y células A549 

silenciadas para ZNF365 positivas para actividad de -galactosidasa (Figura 

13A,C). Como se muestra en las Figuras 13B,D, el porcentaje de actividad de  

galactosidasa fue significativamente mayor en las células silenciadas (Fibroblastos, 

92.31 +/- 7.45 vs. 19.96 +/- 6.11; A549, 84.24 +/-  7.94 vs. 5.43 +/- 4.37) (p<0.001). Se 

hizo un análisis mediante la técnica de WB de algunos marcadores reconocidos de 

senescencia como son p53, p21, H2AX y PARP1 (60), las cuales exhibieron un 

aumento en la expresión en fibroblastos humanos de pulmón normal, y de PARP1, 

p21 y H2AX en células epiteliales alveolares A549 silenciadas para ZNF365 

(Figuras 13E,F).  
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Debido a que en la literatura existe abundante evidencia en la cual se ha 

comprobado la acción del TGF-1 en la inducción de senescencia en diversos tipos 

celulares, entre los que se cuentan los fibroblastos, células epiteliales bronquiales y 

células tumorales (61), adicionalmente analizamos el efecto del estímulo con TGF-

1 en la expresión de marcadores de senescencia en fibroblastos humanos de 

pulmón normal y células A549 por RTqPCR. Como se muestra en la Figura 14, el 

TGF−1 incrementó la expresión de CIP1/WAF (Fibroblastos, 3.15 veces; A549, 

2.28 veces) y P53 (Fibroblastos, 2.37 veces; A549 1.74 veces) en las células 

silenciadas para ZNF365. Respecto a estos resultados, podemos concluir que a 

pesar de que sabemos que el TGF-1 aumenta la expresión de ZNF365, tiene 

muchos otros efectos en las células que pueden llevarlas a desarrollar un fenotipo 

senescente como el aumento en la expresión de p21 y p27, el aumento en la 

producción de radicales libres que provocan daño al ADN, reprimiendo la actividad 

de la telomerasa, regulando ARNs no codificantes, disminuyendo la abundancia de 

H4K20me3 que compromete la reparación del daño al ADN entre otros mecanismos 

(61). Por lo tanto, la sola sobre expresión de ZNF365 por efecto del TGF-1 es 

insuficiente para evitar el fenotipo senescente y, por el contrario, el silenciamiento 

del TGF-1, comparte algunos de los efectos funcionales desencadenados por el 

silenciamiento de ZNF365 como el estrés telomérico y la deficiente reparación del 

ADN, lo cual puede apoyar en la explicación de estos resultados (39,42). 

Adicionalmente, investigamos si el silenciamiento en fibroblastos de ZNF365 

afectaba la expresión de los ARNms de COL1A1 y COL3A1 (1.60 veces, 1.33 

veces), para probar la hipótesis de que el silenciamiento de ZNF365 favorece un 
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fenotipo profibrosante y senescente in vitro e in vivo. Nuestros resultados muestran 

un aumento en la expresión de ambos genes (Figura 15). 
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Figura 13. Fibroblastos humanos de pulmón normal y células A549 adquieren 

un fenotipo senescente después de ser silenciadas para ZNF365. Ensayo de 

 galactosidasa asociada a senescencia, se muestran las fotomicrografías de las 

tinciones en fibroblastos (A) y células A549 (C), transfectadas con secuencias 

revueltas (SCRAM) o con secuencias específicas de ARNpis (SIZNF) (Escala 100 

m). (B,D) Porcentaje de células positivas para la actividad de -galactosidasa. 

(E,F) Análisis de WB de marcadores de senescencia en fibroblastos humanos de 

pulmón normal y células A549 silenciadas para ZNF365. La −actina fue utilizada 

como control de carga interno. Se muestran los análisis densitométricos. Las 

gráficas representan la media +/- la desviación estándar de un experimento con dos 

réplicas técnicas y el conteo de 10 campos microscópicos aleatorios por cada 

réplica. ***p<0.001 mediante la prueba de t de Student de dos colas y la corrección 

de Welch. 
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Figura 14. El estímulo con TGF-1 en células A549 y fibroblastos humanos de 

pulmón normal silenciados para ZNF365 promueven la expresión de 

marcadores de senescencia. A y B) Expresión de P21 y P53 en fibroblastos 

humanos de pulmón normal. C y D) Expresión de P21 y P53 en células A549. Las 

figuras representan la media +/- la desviación estándar de dos experimentos 

independientes. 

 

 

Figura 15. El silenciamiento de ZNF365 promueve el incremento en la 

expresión de COL1A1 y COL3A1 en fibroblastos humanos de pulmón normal. 

Expresión relativa de COL1A1 y COL3A1 por qPCR en fibroblastos humanos de 

pulmón normal silenciados para ZNF365 (SIZNF), comparada con fibroblastos no 

silenciados transfectados con las secuencias revueltas (SCRAM). Las figuras 

representan la media +/- la desviación estándar de dos experimentos 

independientes. 

 

7.7 La doxorrubicina disminuye la expresión de ZNF365 en fibroblastos y 

células A549 
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La doxorrubicina es una droga ampliamente utilizada en patologías como varios 

tipos de cáncer como agente quimioterapéutico. La doxorrubicina provoca daño en 

el ADN ya que funciona inhibiendo a la topoisomerasa II y tiene un efecto promotor 

de la senescencia en distintos tipos celulares. Encontramos que cuando 

estimulamos fibroblastos humanos de pulmón normal y células A549 con 

doxorrubicina por 48 horas a una [1.25 M], se reduce significativamente la 

expresión de ZNF365 a nivel de ARNm (Fibroblastos, 25.88; A549, 21.37) (p<0.001 

y p<0.05) y a nivel de proteína (Figura 16A,B). Estos resultados robustecen la 

relación entre el silenciamiento de ZNF365 y la adquisición de un fenotipo 

senescente. 

En resumen, los resultados demuestran que ZNF365, al igual que su ortólogo en 

ratón, Zfp365, se encuentran sobre expresados en pulmones fibróticos, así como 

en ratones instilados con bleomicina respectivamente. En ratones, se encontró una 

mayor respuesta fibrosante a la bleomicina, comparado con ratones WT, Zfp365-/- 

posiblemente asociado a la senescencia como se observó en fibroblastos 

pulmonares humanos y células A549 silenciadas para ZNF365. Lo anterior sugiere 

un posible mecanismo protector y antifibrosante por parte de esta proteína de dedos 

de zinc.  
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Figura 16. La expresión de ZNF365 se reduce significativamente con el 

estímulo de doxorrubicina. (A) El tratamiento con doxorrubicina reduce 

significativamente la expresión de ZNF365 en fibroblastos humanos de pulmón 

normal y células A549. (B) Análisis de WB mostrando la reducción en la expresión 

de ZNF365 después de 48 horas de estímulo con doxorrubicina; -actina fue 

utilizada como un control de carga interno. Se muestra el análisis densitométrico. 

Las gráficas representan la media +/- la desviación estándar de uno de dos 

experimentos independientes por triplicado técnico. *p<0.05 y p<0.001 mediante la 

prueba de t de Student de dos colas. 
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8. Discusión 

La fibrosis pulmonar idiopática es una enfermedad compleja y devastadora cuyo 

desarrollo se asocia a la presencia de diferentes variantes genéticas, 

envejecimiento, tabaquismo, y otros factores ambientales y del huésped aún no 

elucidados (1,2). Asimismo, los mecanismos moleculares que participan en la 

iniciación y progresión de la enfermedad se conocen solo parcialmente, pero existe 

evidencia de que el TGF-1 desempeña un papel importante. De hecho, este factor 

de crecimiento es una de las moléculas profibrosantes más relevantes y uno de los 

orquestadores de las patologías fibrosantes en distintos órganos y tejidos.  

Una gran cantidad de genes son regulados ya sea positiva o negativamente por vía 

del TGF-1 lo cual puede ocurrir de manera directa o indirecta, por ejemplo, 

mediante el entrecruzamiento de varias rutas y cascadas de señalización celular 

(62). De los numerosos genes regulados por este factor, el que codifica para la 

proteína de dedos de zinc ZNF365 se encontró como uno de los genes blanco más 

fuertemente sobre expresados en fibroblastos pulmonares derivados de sujetos 

control y de pacientes con FPI después de ser estimulados con TGF−1 (40,41). 

Existen pocos estudios sobre esta proteína, pero dentro de sus funciones conocidas 

se sabe que ZNF365 es regulada por p53 en células con telómeros muy cortos, 

contribuyendo a la estabilidad genómica. Así, cuando las células presentan 

disfunción y fragilidad telomérica, uno de los genes fuertemente inducidos por p53 

es ZNF365. Esta función sugiere que la sobre expresión de esta molécula en FPI 

puede surgir como consecuencia del exagerado acortamiento de telómeros que 

ocurre en varios tipos celulares, como ha sido demostrado en fibroblastos y células 
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epiteliales, proceso patológico habitualmente asociado con el desarrollo de 

senescencia (4,63). En apoyo a esta hipótesis, cuando exploramos los datos de 

expresión de célula única, en la base de datos GEO GSE136831, observamos que 

varios tipos de células epiteliales expresan a ZNF365, incluyendo a las 

recientemente descritas células epiteliales basaloides, que expresan marcadores 

de senescencia y se han asociado a la patogénesis de FPI (Figura 17).  

 

Figura 17. Gráficas de violín que muestran la expresión de genes relacionados con 

el ciclo celular, senescencia y ZNF365, en diferentes células epiteliales identificadas 

en pulmones de pacientes con FPI (GSE136831). 

El análisis del Atlas de células de FPI (52-57-60), confirmó que el gen se expresa 

en fibroblastos, miofibroblastos y diferentes poblaciones de células epiteliales. 
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Sin embargo, los efectos funcionales de ZNF365 no han sido explorados en FPI u 

otras patologías fibrosantes caracterizadas por un incremento de células con 

telómeros cortos y disfuncionales. 

Nuestro estudio corroboró que ZNF365 se encuentra sobre expresado en pulmones 

de pacientes con FPI comparado con controles sanos y de manera importante 

identificamos por primera vez in situ que la proteína se expresa en fibroblastos 

subepiteliales agrupados en los focos característicos de esta enfermedad y por 

células epiteliales alveolares, que en conjunto se consideran las principales células 

efectoras en la fisiopatología de la FPI.  

In vitro validamos mediante RTqPCR y Western Blot, demostrando que ZNF365 se 

sobre-expresa tanto a nivel del gen como la proteína después de 24 horas de 

estímulo con TGF-1 en fibroblastos humanos derivados de sujetos control y de 

pacientes con FPI.  

Asimismo, dada la fuerte señal de ZNF365 que encontramos en células epiteliales 

alveolares de pulmones de pacientes con FPI, decidimos examinar su expresión en 

la línea celular epitelial A549 mediante RTqPCR y WB, y al igual que en fibroblastos, 

corroboramos que ZNF365 se sobre-expresa como consecuencia del estímulo con 

TGF-1. 

Posteriormente evaluamos el nivel de expresión de ZNF365 en lisados de pulmón 

total de ratones instilados con bleomicina durante el período caracterizado por 

fibrosis (21 días pos-instilación), y encontramos que Zfp365, el gen ortólogo de 

ZNF365, también se sobre-expresa en comparación con los controles instilados con 

solución salina. De manera interesante y paralela a nuestros hallazgos en los 
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pulmones humanos, la proteína se encontró localizada en células epiteliales 

bronquiales y alveolares, así como en algunas subpoblaciones de células 

mesenquimales. Sin embargo, es importante señalar que, aunque el modelo de 

fibrosis pulmonar experimental ha ayudado a resolver muchas preguntas respecto 

a la fisiopatología de la FPI, no es un modelo perfecto y tiene algunas limitaciones, 

como, por ejemplo, que el modelo desarrolla una fibrosis reversible, y solo muy 

ocasionalmente focos de fibroblastos en comparación con la enfermedad en 

humanos donde constituyen un hallazgo esencial en el diagnóstico de FPI.  

En la búsqueda de revelar el papel de esta proteína en la fibrosis pulmonar, 

decidimos explorar la respuesta fibrosante en ratones Zfp365-/- instilados con 

bleomicina. Sorpresivamente, nuestros resultados mostraron que estos ratones 

presentaban una respuesta fibrótica exacerbada comparados con ratones WT 

instilados con bleomicina. Este hallazgo sugirió que esta molécula podría tener un 

efecto antifibrosante. 

Resulta aparentemente contradictorio que los animales deficientes de este gen 

desarrollaran una respuesta fibrótica exacerbada, siendo que la molécula se 

encuentra sobre expresada en pulmones de FPI y en el modelo de fibrosis inducida 

por bleomicina. Sin embargo, existen varios ejemplos en la literatura de moléculas 

que se encuentran incrementadas en pacientes con FPI (sugiriendo que son 

profibróticas) pero que cuando se disminuye su expresión en modelos 

experimentales, se observa paradójicamente una respuesta fibrótica incrementada 

sugiriendo que funcionalmente desempeñan un papel protector o antifibrosante 

(64,65). Esta peculiaridad se puede explicar en el contexto en el cual, durante el 

desarrollo de la FPI, numerosos mediadores profibróticos se sobre-expresan, pero 
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como mecanismo de defensa también aumentan moléculas antifibróticas las cuales 

sin embargo son insuficientes para detener o revertir el proceso patológico. En este 

sentido, sería interesante hacer un estudio en pacientes con FPI que cursen con 

distintas etapas de evolución de la enfermedad y analizar la expresión de ZNF365 

para evaluar si ocurren cambios en la misma dependiendo la progresión o severidad 

de la enfermedad.  

Finalmente, y con el objetivo de evaluar los efectos celulares de esta molécula, 

exploramos su potencial función en fibroblastos humanos de pulmón normal y en 

células epiteliales A549, mediante su silenciamiento. En este sentido, decidimos 

explorar su posible papel en la regulación del ciclo celular. Nuestros resultados 

demostraron que el silenciamiento de ZNF365 en estos tipos celulares provocan 

una disminución significativa en la tasa de crecimiento, sin un incremento en la tasa 

de apoptosis temprana y tardía sugiriendo que inhibe la proliferación celular. 

Resultados similares fueron descritos en la línea celular U2OS, en la cual se 

observó que, como consecuencia del silenciamiento de esta molécula, había un 

arresto en la fase G1/S del ciclo celular y un retraso en la mitosis (39). Esta 

observación nos orientó a que una de las posibles funciones de este gen podría 

estar relacionado con la senescencia celular, proceso que, se caracteriza además 

de la pérdida de la capacidad proliferativa, por la producción de una plétora de 

mediadores que incluye moléculas que participan en la inflamación y la fibrosis y 

que se conoce como SASP (Senescence Associated Secretory Phenotype por sus 

siglas en inglés). 

Para determinar si el silenciamiento de ZNF365 resultaba en la inducción de 

senescencia, examinamos la actividad de la -galactosidasa asociada a 
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senescencia y medimos la expresión de proteínas que han sido reconocidas como 

biomarcadores (60,66) de senescencia en fibroblastos humanos de pulmón normal 

y células epiteliales alveolares. Nuestros resultados mostraron un incremento 

significativo en el porcentaje de células positivas para la actividad de -

galactosidasa en ambos tipos celulares cuando el gen ZNF365 fue silenciado y en 

concordancia observamos un incremento en la expresión de las proteínas PARP1, 

p21 y la variante de histonas H2AX en ambos tipos celulares.  

Para robustecer estos hallazgos, decidimos usar la doxorrubicina, una droga que ha 

sido ampliamente descrita como promotora de la senescencia (67,68,69). La 

doxorrubicina es un agente que provoca daños en la molécula de ADN al inhibir la 

actividad de la Topoisomerasa II, la cual es indispensable para la replicación del 

material genético lo que resulta, entre otros posibles efectos, en el desarrollo de 

senescencia (66-68). Evaluamos si la inducción de senescencia con esta droga 

afectaba la expresión de ZNF365 en fibroblastos humanos de pulmón normal y en 

células epiteliales alveolares; de forma interesante encontramos que la expresión 

de esta molécula se reduce significativamente durante la senescencia inducida en 

ambos tipos celulares.  

La doxorrubicina también disminuyó la expresión de PARP1, el cual también es 

reducido cuando las células son tratadas con otros estímulos que favorecen la 

senescencia, como el agotamiento replicativo, la radiación ionizante, y la sobre 

expresión del gen HRASG12V (68). Estudios previos han demostrado que la 

doxorrubicina es capaz de aumentar la expresión de algunos microARNs como el 

miR-7-5p en células de cáncer pulmonar de células pequeñas. Este miARN tiene 
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como blanco a PARP1 y en la base de datos miRTarBase, existe la predicción de 

que este miARN también tiene como blanco a ZNF365. Con base en esta última 

información, podemos especular que la reducción en la expresión de ZNF365 

posterior al estímulo con doxorrubicina, obedece a la acción de este mismo miARN 

(miARN asociado a la senescencia (70)) o, también puede ser producto de la 

interacción física que tiene con PARP1 con el cual puede hacer asas de 

retroalimentación. 

Curiosamente, el silenciamiento de ZNF365 provocó la senescencia celular en 

fibroblastos humanos de pulmón normal y células A549, pero la sobre-expresión de 

PARP1, lo cual puede representar un mecanismo de compensación, ya que ambas 

son moléculas indispensables en los mecanismos de reparación del ADN (39).  

Indudablemente, es necesario realizar más estudios tanto en fibrosis pulmonar 

idiopática como en modelos experimentales para entender a profundidad los 

mecanismos en los cuales participa ZNF365 en la respuesta fibrosante, por ejemplo, 

evaluar la expresión de marcadores de senescencia como p21, p53, p16 y la 

actividad de -galactosidasa en el pulmón de ratones WT y KO para Zfp365 para 

determinar si existe un aumento de la senescencia en el pulmón del ratón KO y de 

esta forma, validar los hallazgos obtenidos in vitro con el silenciamiento. 

 

9. Conclusiones 

1) ZNF365 se encuentra sobre expresado en fibroblastos localizados en focos de 

fibroblastos/miofibroblastos y en células epiteliales alveolares en pulmones de 

pacientes con fibrosis pulmonar idiopática, y de manera similar se incrementa y 
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localiza en células epiteliales alveolares y bronquiales y en algunas poblaciones de 

células estromales en pulmones de ratones con fibrosis pulmonar inducida con 

bleomicina.  

2) El TGF-1 incrementa la expresión de ZNF365 en fibroblastos pulmonares 

derivados de sujetos sanos y pacientes con FPI, así como en células epiteliales 

alveolares. 

3) El silenciamiento de ZNF365 induce senescencia en células epiteliales 

pulmonares y fibroblastos. 

4) La inducción de senescencia in vitro con doxorrubicina resulta en una reducción 

en la expresión de ZNF365. 

5) Los ratones deficientes de Zfp365, el ortólogo de ZNF365, instilados con 

bleomicina presentan una respuesta fibrosante exacerbada, comparado con los WT 

lo cual sugiere, en conjunto con los resultados in vitro, que su expresión puede 

representar un mecanismo de protección contra la fibrosis reduciendo el desarrollo 

de senescencia. 

 

10. Perspectivas 

1) Evaluar el efecto de la sobre expresión en fibroblastos y células A549 para 

profundizar en el efecto que tiene la expresión de esta molécula en estos tipos 

celulares. 

2) Robustecer la hipótesis del fenotipo profibrosante en fibroblastos silenciados 

para ZNF365, midiendo moléculas presentes en el SASP. 
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3) Analizar mediante -galactosidasa en tejidos pulmonares de ratón, si la 

fibrosis observada, obedece a un aumento en este marcador de senescencia. 

4) Medir la expresión de moléculas de senescencia en pulmones de ratones 

instilados con bleomicina. 

5) Profundizar en el mecanismo mediante el cual la doxorrubicina provoca la 

disminución en la expresión de ZNF365, midiendo la expresión del miR-7-5p en 

fibroblastos pulmonares y células A549.  

6) Medir la expresión de ZNF365 en biopsias de pacientes con FPI en distintas 

etapas de la enfermedad para probar la hipótesis de su posible papel protector en 

fases más tempranas de su progresión. 
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12. Anexo 1 

Extracción de ARN con Trizol: 

En el caso de células en cultivo, se retiró el medio, se dio un lavado con PBS y se 

agregó 1 ml de Trizol a cada pozo (placa de 6 pozos). Se pasó a un tubo eppendorf 

estéril y se congeló a -80ºC. En el caso de biopsias de paciente o de pulmón de 

ratón, los tejidos se homogenizaron y se resuspendieron en Trizol. En ambos casos 

se continuó con el protocolo recomendado: 

1. Agregar 200 l de cloroformo por ml de Trizol usado. 

2. Agitar en vórtex 15 segundos e incubar entre 3-5 minutos a TA. 

3. Centrifugar a 12,000 x g 15 minutos a 4ºC. 

4. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo. 

5. Precipitar el ARN con 500 l de isopropanol. 

6. Guardar a -80ºC toda la noche. 

7. Incubar a TA 10 minutos, dar un vórtex y centrifugar a 12,000 x g 10 minutos 

a 4ºC. 

8. Decantar el SN (sobrenadante) y lavar el pellet con 1 ml de etanol al 75%, 

dar vórtex y centrifugar a 7,500 x g 5 minutos a 4ºC. 

9. Decantar el SN y dejar secar el pellet. Resuspender en agua tratada con 

DEPC. 

Reacción de RT-PCR con Verso cDNA synthesis kit 

                                                                            1x 

     5X cDNA synthesis buffer                                   4 l 

     dNTP mix                                                            2 l 
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     primers (Random Hexamers)                            1 l 

     RT Enhancer                                                      1 l 

     Verso enzyme mix                                              1 l 

     1 g del templado + agua                                  11 l 

     Total= 20 l 

     Programa: 

     42ºC- 30 minutos 

     95ºC- 2 minutos 

     Al final añadir 80 l de agua. 

 

    qPCR sonda Taqman 

                                                                                1X 

    Master mix                                                        7.5 l 

    Sonda                                                               0.3 l 

    Agua                                                                 5.2 l 

    + 2 l de cADN 

   

    Programa: 

    95º             95º       60º 

    10’             10’’       45’’               40 ciclos 
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   qPCR SybrGreen 

                                                                                1X 

   Master Mix                                                         7.5 l 

   Primer Forward                                                  0.3 l 

   Primer Reverse                                                  0.3 l 

   Agua                                                                   4.4 l 

   +2.5 l de ADN 

 

   Programa: 

   95º               95º       60º 

   10’               10’’       45’’            40 ciclos 

 

Tabla #2. Secuencias de Primers. 

 

Nombre 
 

Secuencias (5' -> 3') Longitud 

oligos (nt) 

 

Hu CDKN1A-F 
 

TGTCCGTCAGAACCCATGC 19 

 

Hu CDKN1A-R 
 

AAAGTCGAAGTTCCATCGCTC 21 

 

Hu HPRT-R1 
 

GGCTTTGTATTTTGCTTTTCCA 22 

 

Hu HPRT-F1 
 

AAGGACCCCACGAAGTGTTG 20 

 

Hu TP53-F 
 

CAGCACATGACGGAGGTTGT 20 

 

Hu TP53-R 
 

TCATCCAAATACTCCACACGC 21 

 

PCR punto final para genotipos 
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Determinación de genotipos 

PCRs en punto final fueron hechas de acuerdo con las instrucciones y hojas 

técnicas del proveedor. Primers específicos mostrados en la hoja técnica fueron 

diseñados y sintetizados para detectar y diferenciar a las colonias de animales WT 

y KO. 

https://www.infrafrontier.eu/sites/infrafrontier.eu/files/upload/public/pdf/Res 

ources%20and%20Services/eucomm-alleles-overview_infrafrontier-2016.pdf. 

https://www.infrafrontier.eu/sites/infrafrontier.eu/files/upload/public/pdf/Re 

sources%20and%20Services/eucomm_komp 

csd_allele_conversion_guide_v3a_2016.pdf. 

https://www.infrafrontier.eu/sites/infrafrontier.eu/files/upload/public/pdf/gen 

otype_protocols/EM08383_geno.pdf. 

 

Figura 18. Imagen de gel de electroforesis de ADN con un ejemplo de genotipos en 

donde los animales WT (7-13), KO (1-6; 14-17; mientras el 18 corresponde a un 

animal heterocigoto (HT)). Cada carril está numerado y representa un animal. Los 

oligonucleótidos WT amplifican un segmento del gen de ZNF365, mientras que los 

oligonucleótidos del KO amplifican el cassette que interrumpe el gen (exón 2). 
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Extracción y análisis de proteínas 

Extracción de proteína celular con RIPA 

1. Lavar células con PBS 1X frío dos veces. 

2. Agregar buffer de lisis (RIPA con inhibidores de proteasas y PMSF): 30 l a 

pozos de placa de 6. 

3. Incubar 15 minutos en hielo. 

4. Raspar con policía y guardar en tubo eppendorf de 1.5 ml previamente 

etiquetados. 

5. Sonicar 3 veces con pulsos de 4 segundos y amplitud de 60. Lavar sonicador 

con agua entre cada muestra y secar con gasa. Todo en hielo. 

6. Incubar 3 minutos en hielo, dar vórtex de 30 segundos y centrifugar a 14,000 

rpm durante 20 minutos a 4ºC. 

7. Recuperar sobrenadante y guardar a -80ºC. 

Western Blot 

1. Separación de proteínas por electroforesis. Preparar geles entre 10% y 12% 

y montar cámara de electroforesis con solución amortiguadora 1X. Prepara 

muestras con solución amortiguadora muestra con 2-mercaptoetanol. Hervir 

5 minutos. Dar vórtex y bajar en nanocentrífuga. Cargar geles y correr en frío 

a 150 V, 400 mA con 2 geles. Retirar geles con espátula y equilibrar en 

solución amortiguadora de transferencia. Cortar membrana de nitrocelulosa 

al tamaño del gel (8 cm X 5 cm). Si se usa nitrocelulosa: pre-hidratar en agua 

30’’ y equilibrar.  

2. Transferir 
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2ª. En cámara húmeda sobre el lado negro del cassette: a) esponja, b) papel 

filtro, c) gel, d) membrana, e) papel filtro, f) esponja negra. Asegurarse de 

eliminar burbujas con varilla de vidrio. Transferir en frío con cartucho de hielo. 

Una hora para dos geles, 30 minutos para 1 gel. Transferir a 100 V y 230 mA. 

3. Inmunodetección y revelado 

Bloquear sitios no específicos incubando la membrana en leche baja en grasa al 

5% en TBS-T 1 hora a TA, o bien, toda la noche a 4ºC, en agitación (columpio). 

Retirar la solución bloqueadora e incubar con anticuerpo primario 2 horas a TA, 

o bien, toda la noche a 4ºC en agitación. Lavar la membrana con TBS-T; por 

ejemplo, 3 veces 10 minutos (excepto p21, se lava una sola vez). Incubar con 

anticuerpo secundario 1 hora a TA. Lavar nuevamente con TBS-T 3 veces. 

Eliminar exceso de buffer, añadir la mezcla 1:1 de solución de revelado con pico 

o femto luminol. Incubar entre 1 a 2 minutos a TA y retirar el exceso de luminol. 

Adquirir imágenes con fotodocumentador. 

 

Citometría de flujo 

1. Sembrar células aproximadamente al 50% de confluencia. 

2. Al concluir el experimento, recuperar el medio de cada pozo en tubos de 5 

ml para citometría. 

3. Lavar células con 2 ml de PBS 1X: Muy cuidadosamente para no levantarlas. 

4. Tripsinizar y resuspender células suavemente, colocarlas en el tubo en el 

cual se recuperó el SN. 

5. Centrifugar a TA, eliminar el SN, resuspender pellet c/golpes suaves. 

6. Agregar 4 ml de PBS para lavar las células. 
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7. Centrifugar de nuevo y eliminar cuidadosamente el SN. 

8. Agregar 100 l de buffer de anexina 1X (viene 10X, se diluye con agua): 

9. Resuspender con golpes suaves. 

10. Agregar a cada tubo 2 l de anexina y/o 2 l 7-AAD y/o yoduro de propidio 

(PI). 

11. Considerar siempre los siguientes controles para compensación y controles 

positivos: a) sin tinción, b) Anexina V-FITC, c)7-AAD o PI y d) Anexina/7-AAD 

o PI. 

12. Incubar 15 minutos a TA protegido de la luz (mínimo 5 minutos y no más de 

1 hora). 

13. Leer en citómetro. 

 

Ensayo de −galactosidasa asociada a senescencia 

1. Lavar células en PBS 1X, 1 ml. 

2. Fijar células con 500 l de solución de fijación 1X durante 10 minutos a TA.  

3. Lavar 2 veces con PBS 1X. 

4. Añadir 400 l de solución teñidora para  galactosidasa y dejar toda la noche 

a 37ºC con papel aluminio y en oscuridad. 

5. Al día siguiente, quitar la solución y añadir PBS 1X. 

6. Añadir Tritón al 2.5% durante 10 minutos para permeabilizar. 

7. Retirar Tritón y lavar con agua dde. 

8. Añadir 25 l de hematoxilina e incubar durante 15’. 

9. Dar 3 lavados con agua. 
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10. Montar laminillas: Se añaden 5 l de Glycogel el cual se caliente previamente 

a 60ºC. En cada portaobjetos caben 3 cubreobjetos. 
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13. Anexo 2 
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