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ABSTRACT 
 

TGF-β1 signaling and its relationship with caveolin-1 in differentiated cardiac 

fibroblasts of adult rat. 
 

Objective: TGF-β1 is the main stimuli to differentiate cardiac fibroblasts (CF) in cardiac 

myofibroblasts (CMF), the principal event in fibrosis. It has seen low levels of caveolin-1 (CAV1) after 

an injury to the heart. Also, it was reported a negatively regulation in TGF-β1 canonical Smad and 

non-canonical ERK signaling by CAV1 in distinct models of fibrosis, but it is unknown if TGF-β1 can 

regulate CAV1 and an associated molecular mechanism in cardiac fibrogenesis. Methods: CF were 

taken and differentiated with TGF-β1 (0-20 ng/mL) for 96 hrs. The model was validated by 

quantifying fibrosis markers (pro-COL I, EDA-FN by western blot (WB) and soluble COL I by Sirius red 

staining) and CMF marker (α-SMA levels by WB and fibers of α-SMA by inmufluorescence (IF)). ERK 

and Smad pathway was inhibited by PD98059 (10 μM) and SD208 (200 nM) inhibitors, respectively 

previous TGF-β1 treatment for 96 hrs. CAV1 levels and fibrotic makers (EDA-FN and soluble COL I) 

were quantified. Results: The model was validated with 10 ng/mL of TGF β1 for 96 hrs and significant 

increases levels of EDA-FN and soluble COL I were obtained. No differences were appreciated in 

pro-COL I synthesis in contrast to control without treatment. Also, no differences were observed in 

α-SMA protein levels, but the formation of α-SMA fiber by IF was observed. Along with this it was 

seen an effective down-regulation of CAV1 by TGF β1, but this regulation was ERK and Smad 

independent pathway, unlike the regulation of fibrotic parameters. Conclusion: In this report we 

concluded that TGF-β1 negatively regulated CAV1 levels independently of ERK and Smad pathway 

in CF differentiated.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

RESUMEN 
 

Señalización de TGF-β1 y su relación con caveolina-1 en fibroblastos cardíacos 

diferenciados de rata adulta. 
 

Luego de un infarto al miocardio, el corazón se repara mediante un proceso denominado fibrosis 

cardíaca, en el cual los cardiomiocitos muertos son reemplazados por una cicatriz de matriz 

extracelular (MEC), conformada principalmente por colágeno tipo I (COL I) y EDA-fibronectina 

(EDA-FN). Estas proteínas son secretadas por los miofibroblastos cardíacos (MFC), un fenotipo 

altamente secretor y contráctil debido a la expresión de fibras de α-SMA. Se obtienen por 

diferenciación celular de fibroblastos cardíacos (FC), promovida por el Factor de Crecimiento 

Transformante β1 (TGF-β1), un factor pleiotrópico con múltiples funciones fisiológicas de 

proliferación, diferenciación celular, regeneración y homeostasis de tejidos.    

TGF-β1 al unirse a su receptor puede señalizar mediante una vía canónica de proteínas Smads y 

no-canónica de proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), sin embargó estas vías 

pueden intercomunicarse río abajo. Hay antecedentes que indican que para la señalización de 

TGF-β1 es necesaria la endocitosis del complejo receptor-ligando vía clatrina, mientras que la 

endocitosis vía caveolas lleva al reciclaje del receptor de TGF-β1. Las caveolas conocidas como 

invaginaciones de la membrana plasmática están compuestas por proteínas caveolinas. Estas 

además de tener un rol estructural en la caveola cumplen con un rol de plataforma de señalización, 

por la ubicación de distintos receptores de una misma vía en las caveolas. Se ha reportado que la 

proteína caveolina-1 (CAV1) es la principal isoforma asociada a ECV. Esta regula negativamente la 

señalización de TGF-β1 impidiendo la fosforilación de proteínas smads y la expresión de fibras de 

α-SMA en línea celular de fibroblastos embrionarios. En fibroblastos pulmonares embrionarios de 

origen humano (IMR-90) se ha reportado que TGF-β1 puede regular negativamente los niveles de 

CAV1 en dosis y tiempo dependencia. En modelos in vivo se ha visto que en ratones CAV1 -/- se 

favorece una permanencia en el tiempo el desarrollo de fibrosis cardíaca aumentando la deposición 

de COL I intersticial y disminuyendo la expresión de metaloproteínasas específicas para COL I. Por 

otra parte, se ha indicado que hay una relación entre la disminución de los niveles de CAV1 y una 
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hiperactivación de la vía MAPK-ERK 1/2, la cual a su vez esta vía se asocia a la síntesis de colágeno 

tipo I.  

Los antecedentes que se conocen nos indican que se asocia una disminución de los niveles de CAV1 

con una señalización positiva de TGF-β1 y a una hiperactivación de la vía ERK 1/2. Pero no se conoce 

si hay una regulación de TGF-β1 sobre los niveles de CAV1, ni tampoco posibles mecanismos en esta 

regulación en FCs diferenciados. 

Por lo que para responder a la problemática planteada se propuso la siguiente hipótesis: “TGF-β1 

disminuye los niveles de caveolina-1 mediante vía ERK y aumenta los marcadores de fibrosis: 

colágeno I y EDA-fibronectina, en fibroblastos cardíacos diferenciados de rata adulta”. Para 

comprobar esta hipótesis se tomaron FC y se diferenciaron a MFC con TGF-β1 por 96 hrs, por lo que 

en una primera instancia se validó el modelo in vitro mediante la cuantificación de parámetros de 

fibrosis; pro-COL I y EDA-FN por técnica de western blot (WB), la secreción de COL I soluble por 

tinción de Sirius Red, y el marcador de MFC; α-SMA por WB y la formación de fibras por 

inmunofluorescencia (IF). En una segunda instancia, se evaluó el efecto de TGF-β1 sobre los niveles 

de CAV1 cuantificados por WB. Por último, para atribuirle una función distintiva a la vía ERK, se 

procedió a inhibir esta y la vía Smad por separado, y estudiar el efecto sobre los niveles de CAV1 y 

los parámetros de fibrosis por WB y tinción de Sirius red. 

De la validación del modelo in vitro se observó que con 10 ng/ml de TGF-β1 por 96 hrs se obtuvieron 

niveles aumentados significativos de EDA-FN y COL I soluble, pero no se observó diferencias de 

pro-COL I respecto al control. Respecto al marcador de α-SMA, no hubo diferencias significativas en 

sus niveles proteicos, pero sí se observó la formación de fibras de α-SMA por IF. Luego se determinó 

que TGF-β1 disminuye significativamente los niveles de CAV1 independiente de una dosis 

dependencia. Finalmente, se observó que esta disminución no fue prevenida al inhibir la vía ERK y 

Smad, pero el aumento en los niveles de EDA-FN y COL I soluble sí fueron prevenidos al inhibir ambas 

vías.   

En esta memoria se concluyó que TGF-β1 regula negativamente los niveles de CAV1 y que esta 

regulación es independiente de la vía ERK y Smad, a pesar de que los parámetros fibróticos son 

regulados por ambas vías.   
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ANTECEDENTES 
 

Enfermedades cardiovasculares  
 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) corresponden a un grupo de desórdenes del corazón y de 

los vasos sanguíneos. Es la principal causa de muerte en el mundo, representando el 30% del total 

de muertes de la población mundial. Cada año se estima que 17,7 millones de personas mueren y 

de estas, 7,4 millones son causadas por enfermedades coronarias. Al menos tres cuartas partes de 

las defunciones causadas por ECV en el mundo se producen en los países de ingresos medios y bajos 

(OMS, 2017). En Chile el año 2014 representaron el 27,5% del total de defunciones, principalmente 

a causa de ataques cerebrovascular e infartos del miocardio (IM) (MINSAL, 2017).  

 

Fibrosis Cardíaca 
 

La fibrosis cardíaca es un proceso reparativo que ocurre luego de algún daño al tejido. Un IM 

produce la muerte de cardiomiocitos debido a una falta prolongada de suministro de oxígeno, 

producida generalmente por la formación de una placa aterosclerótica que bloquea una o más 

arterias coronarias (Thygesen K. & cols. 2012). La fibrosis genera una cicatriz que reemplaza a los 

cardiomiocitos muertos debido a que estos no tienen la capacidad de regeneración. Esta cicatriz 

está compuesta mayoritariamente por proteínas de matriz extracelular (MEC) secretadas 

principalmente por fibroblastos cardíacos (FC). Estas células componen 2/3 del total de células del 

tejido miocárdico de mamífero, y además secretan metaloproteinasas de matriz extracelular 

(MMPs) e inhibidores de ellas (TIMPs), responsables de mantener la integridad y preservar la 

geometría cardiaca (Chen W. & Frangogiannis N. 2013). Este proceso reparativo se lleva a cabo en 

3 etapas: inflamatoria, proliferativa y maduración (Chen W. & Frangogiannis N. 2013; Nielsen S. & 

cols. 2019). La etapa inflamatoria se da inicio por la muerte celular de cardiomiocitos y su 

vaciamiento intracelular con liberación de factores pro-inflamatorios que reclutan neutrófilos y 

monocitos principalmente. Estas células secretan diversos factores anti-inflamatorios, como el 

factor de crecimiento transformante-β1 (TGF-β1) que da paso a la segunda etapa, la proliferativa. 

En ésta los fibroblastos cardíacos proliferan y migran a la zona del daño para diferenciarse a 

miofibroblastos cardíacos (MFC). En la zona del daño, el MFC se caracteriza por ser un fenotipo 

altamente contráctil con una alta capacidad de secreción de MEC, formándose la cicatriz. El MFC 
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presenta un fenotipo contráctil ya que expresa fibras contráctiles de actina de musculo liso (α-SMA) 

lo que permite el desarrollo de adhesiones focales (AF) necesarias para la adherencia a la zona 

infartada. La cicatriz formada por MEC está compuesta principalmente por colágeno I (COL I) y 

EDA-fibronectina (EDA-FN), siendo COL I el que se encuentra en mayor cantidad (Chen W. & 

Frangogiannis N. 2013). Este proceso reparativo se lleva a cabo en equilibrio y finaliza con señales 

anti-fibróticas no identificadas que llevan a la muerte de los MFC por apoptosis (Kong P. & cols. 

2014). Sin embargo, este proceso puede perder su homeostasis llevando a cabo lo que se conoce 

como una fibrosis patológica caracterizada por una acción de los MFC prolongada en el tiempo, 

generando una secreción exacerbada y deposición intersticial de COL I y EDA-FN. Esto lleva a una 

mayor rigidez ventricular del corazón con la consecuente disfuncionalidad cardiaca (Kong P. & cols. 

2014).  

El principal evento de la fibrosis cardiaca es la diferenciación de los FC a MFC. Este proceso es 

mediado principalmente por TGF-β1, estrés mecánico y fragmentos de la MEC (Chen W. & 

Frangogiannis N. 2013), siendo TGF-β1 reconocido como el estímulo primario del proceso de fibrosis 

(Cho N. & cols. 2018) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Factores que promueven la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos. La diferenciación de 
fibroblasto a miofibroblasto puede ser promovida por fragmentos de EDA-FN de MEC, estrés mecánico 
producido por la misma rigidez de la MEC, y principalmente por TGF-β1, el cual es secretado como complejo 
latente que es clivado y activado por MMPs. Adaptada de Chen W. & cols. (2013). 
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Señalización TGF- β1 en fibrosis. 
 

El TGF-β es secretado como un complejo latente que requiere ser activado para poder unirse a su 

receptor. Se conforma por un extremo C-terminal que contiene la forma madura de TGF-β y por el 

N-terminal donde se encuentra un péptido asociado a latencia (LAP) (Budi E. & cols. 2017). Existen 

diversas proteínas que participan en la activación de TGF-β. Hasta el momento se conocen la 

participación de la proteína trombospondina (TSP-1) y las metaloproteinasas MT1-MMP 

principalmente, además de MMP-2 y MMP-9 (Biernacka A. & cols. 2011). En fibrosis, el TGF-β 

activado se une a su receptor heterodimérico tipo serina/treonina quinasa, conformado por las 

subunidades TβRI (Receptor tipo I de TGF-β) y TβRII (Receptor tipo II de TGF-β) (figura 2) (Horbelt D. 

& cols. 2011). TGF-β1 es ligando de la subunidad TβRII produciendo su autofosforilación para luego 

formar un heterodímero con la subunidad TβRI, la cual es activada por una transfosforilación de 

TβRII (Liu G. & cols. 2017). 

  

 

 

 

 

 

 

 

  
Figura 2. Receptor heterodímero de TGF-β1 y su señalización canónica y no-canónica. El receptor de TGF-β1 

está conformado por las subunidades TβRI y TβRII, las cuales señalizan vía canónica y no-canónica, 

respectivamente. La vía canónica está compuesta por proteínas Smads y la vía no-canónica por proteínas 

MAPKs (JNK, p38 y ERK), RhoA y Akt. Adaptada de Horbelt D. & cols. (2011).  

 

Se conocen dos vías de señalización de TGF-β1; una vía canónica asociada a proteínas Smads, la que 

inicia desde la subunidad TβRI del receptor y una vía no-canónica iniciada desde la subunidad TβII. 

Esta última está compuesta por las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK), PI3K/Akt y 

RhoA (Horbelt D. & cols. 2011). La familia de proteínas Smads se clasifican en proteínas activadas 

por receptor (R-Smads 2 y 3), el mediador Smad común (co-SMAD 4) y las Smads inhibitorias 
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(Smads-I 6 y 7) (Dobacszewski M. & cols. 2011). La subunidad TβRI recluta a las proteínas Smads 2/3 

y las fosforila para formar un complejo con Smad 4, este complejo actúa como segundo mensajero 

y migra al núcleo para regular la expresión de genes pro-fibróticos, entre ellos la expresión α-SMA, 

COL I y EDA-FN, entre otros (figura 2). Dentro de las vías no-canónicas, a la vía PI3K/Akt se le ha 

otorgado un rol en la proliferación de fibroblastos cardíacos neonatos (Gao Y. & cols. 2014), 

mientras que la vía RhoA se ha asociado al remodelado de fibroblastos auriculares sin ningún rol 

específico hasta el momento (Liu L. & cols. 2016). La vía no-canónica de MAPKs está compuesta río 

abajo por las proteínas quinasas reguladas por señal extracelular (ERK), por la vía p38/MAPK y la vía 

quinasa c-Jun-N-terminal (JNK) (Biernacka A. & cols. 2011), de las cuales no se conoce con exactitud 

la función de cada una en el desarrollo de la fibrosis cardíaca, además hay literatura de una posible 

intercomunicación entre la vía canónica Smad y no-canónica ERK de TGF-β1 (Fengfeng Li. & cols. 

2009).   

Se conoce que para la señalización de TGF-β1 es necesaria la endocitosis del complejo 

ligando-receptor vía clatrina, mientras que el receptor sin ligando es reciclado mediante endocitosis 

dependiente de caveolas (Guglielmo G. & cols. 2003).  

 

Caveolas y caveolina-1  

 

Las caveolas son invaginaciones de la membrana plasmática de 50-100 nm ubicadas en balsas 

lipídicas, conformadas por proteínas caveolinas y cavinas que asisten en la curvatura de su 

estructura rica en colesterol y esfingolípidos (Parat M. 2009). Se forman por un proceso complejo 

que involucra al retículo endoplasmático, donde las caveolinas oligomerizan para ser exportadas 

hacia el Golgi con asociación al colesterol para estabilizar los oligómeros y puedan ser insertadas en 

la membrana plasmática (Busija A. & cols. 2017). Las caveolinas se comportan como un marcador 

de caveolas, además de ser fundamentales para su estructura. Existen tres isoformas de caveolinas 

(CAV1, CAV2 y CAV3) de las cuales CAV1 y CAV2 comparten la misma distribución tejido-específica 

(células endoteliales, músculo liso y esquelético, fibroblastos, células alveolares y adipocitos) 

mientras que CAV3 se expresa solo en tejido muscular esquelético y cardiaco (Yin H. & cols. 2016).  

 

 

 



16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Caveola y estructura de la proteína caveolina-1. Las caveolas son invaginaciones de la membrana 
plasmática que se encuentran en balsas lipídicas y se caracterizan por ser dominios ricos en proteínas, lípidos 
y colesterol. Están conformadas principalmente por proteínas oligoméricas de caveolina y cavinas, donde las 
caveolinas al llegar a la membrana plasmática interactúan con las cavinas que asisten en la curvatura de la 
caveola. La isoforma caveolina-1 es necesaria tanto para la formación como la estrutura de las caveolas. Esta 
se conforma por 4 dominios; 1) Un dominio C-terminal que contiene 3 residuos de cisteína susceptibles a la 
palmitoilación, necesarios para la estabilización de oligómeros en la membrana plasmática (Parat M. 2002), 
para la unión a proteínas y para la formación de la curvatura de la membrana (Rui H. & cols. 2014); 2) Un 
dominio de membrana; 3) Dominio scaffolding de caveolina (CSD), ubicado entre la membrana y el citosol; 4) 
Dominio NH-terminal donde se ubica el residuo de tirosina 14 (Tyr14) susceptible de fosforilación. Adaptada 
de Gonçalves de Almeida C. J. (2017); A. Busija & cols. (2017). 

 

Caveolina-1 (CAV1) es la más estudiada y asociada a patologías, tales como cáncer (Díaz J. & cols. 

2014) y enfermedades cardíacas (Gvaramia D. & cols. 2013. Shihata W. & cols. 2017).  Es una 

proteína integral de membrana de 22 kDa, conformada por 4 dominios (figura 3), de los cuales su 

funcionalidad reside principalmente en el dominio CSD y en la fosforilación de Tyr14. El dominio 

CSD, de aproximadamente 20 aminoácidos, tiene por función ser una plataforma de unión a 

receptores y proteínas de señalización, como el receptor de TGF-β, GTPasas Rho, Src, la enzima 

óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), MAPKs y β-integrinas, entre otras (Gvaramia D & cols. 2013). 

De este dominio se plantea la “hipótesis de señalización”, que propone que la caveola lleva a un 

Dominio  

C-terminal 

Dominio  

N-terminal 

Residuo Tyr-14 

Dominio CSD 
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efecto río abajo de acuerdo a la proximidad en que se encuentran distintos receptores de una misma 

vía de señalización, mediante la unión de moléculas señalizadoras a este dominio. El segundo 

dominio funcional de CAV1 está dado por el residuo Tyr14, fosforilado por quinasas pequeñas como 

Src y Fyn, cuya función se asocia a procesos de motilidad celular y adhesión (Grande-García A & cols. 

2017; Grande García A. & Del Pozo M. 2008). Por último, estos dos dominios contienen sitios de 

ubiquitinización en residuos de lisinas, los cuales pueden ser mono- o poli-ubiquitinizados llevando 

en el primer caso a degradación vía lisosomal y en el segundo caso a degradación vía proteasomal, 

siendo más común la mono-ubiquitinización (Busija A. & cols. 2017).  

 

Caveolina-1 en fibrosis  
 

La expresión de CAV1 se ha visto disminuida en diversas ECV, como en arritmias (Martens J. & cols. 

2001; Bergdahl A. & cols. 2003; Kwiatck A. & cols. 2006), aterosclerosis (Pelat M. & cols 2003. Zhu 

Y. & cols. 2000), hipertrofia y en cardiomiopatía isquémica (Das M. & Das D. 2012). Todas estas 

enfermedades pueden desencadenar a largo plazo en una fibrosis de carácter patológico. Por lo que 

se ha propuesto a CAV1 como una proteína de cardioprotección (Schilling J. & cols. 2015) con 

participación en el proceso reparativo de fibrosis cardíaca, caracterizándose como una proteína 

anti-fibrótica. Su principal manera de actuar se basa en su dominio CSD, debido a que en estudios 

que tratan a CAV1 como un blanco farmacológico en modelos in vivo, se ha visto que solamente la 

adición del dominio CSD de CAV1 y no el péptido completo, revierte la expresión de pro-COL I y la 

deposición de COL I en la zona infartada (Miyasato S. & cols. 2011). Por ejemplo, se ha reportado 

que al inyectar el dominio CSD en modelos de ratones C57BL/6J macho adultos con una sobrecarga 

de presión en el ventrículo izquierdo inducida por una constricción aórtica transversal (TAC), se 

observa una disminución significativa en la expresión de COL I, en los niveles proteicos de 

pro-colágeno I, en los de chaperona de colágeno HSP47, en la deposición de colágeno intersticial, 

en los niveles de FN y aumento de la funcionalidad cardiaca (Pleasent-Jenkins D. & cols. 2017). Pero 

se ha evidenciado cierta relación tejido-específica de CAV1 al estudiar su función, debido a que en 

células vasculares de musculo liso (VCMS) de aorta y en células renales de ratones adulto C57BL/6 

de 8-10 semanas, la ausencia de CAV1 actúa como un factor protector en el remodelado por 

hipertensión vascular inducido por Ang II. En estos dos modelos se observó una disminución del 

área fibrótica y el grosor de la pared vascular en los ratones CAV1 -/- en comparación a los ratones 
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WT. (Forrester S. & cols. 2016).  Por lo que definir a CAV1 como una proteína anti-fibrótica depende 

del tejido que se esté estudiando.  

 

En cuanto a los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de fibrosis cardíaca, algunos 

de los primeros estudios que asocian a CAV1 con fibrosis se publicaron hace más de una década 

(Razani B. & cols. 2001), en el que se describió a CAV1 regulando negativamente la señalización 

canónica de TGF-β1. En este trabajo se utilizó un modelo de línea celular de fibroblastos 

embrionarios de ratón (NIH-3T3) mediante técnicas de inmunoprecipitación, se describió que CAV1 

interactúa con el receptor de TGF-β1, específicamente el dominio CSD y la subunidad del receptor 

TβRI. En este mismo trabajo al transfectar las células con el cDNA de mutantes de CAV1 que 

expresaban solo el dominio CSD, se observó que disminuyó el nivel de fosforilación de Smad2 en 

comparación a las mutantes de CAV1 que no expresaban este dominio. A sabiendas de esto, se ha 

observado una dosis respuesta de la regulación de CAV1 sobre la señalización de TGF-β1 (Zhang G. 

& cols. 2011). En este estudio, fibroblastos hipertróficos de piel obtenidos de pacientes con 

desorden fibroproliferativo se trataron con 10 ng/mL de TGF-β1 y se les administró distintas 

concentraciones de un péptido sintetizado de CAV1 permeable a las células (Cav1p). Se observó que 

a mayores concentraciones de Cav1p disminuían los niveles de expresión de α-SMA y los niveles de 

p-Smad2/Smad2, es decir, CAV1 estaría regulando negativamente la señalización de TGF-β1 a nivel 

de su receptor, de proteínas Smads y en la actividad de TGF-β1.  

 

Con relación a las vías no-canónicas de TGF-β1, se ha asociado a CAV1 tanto en fibroblastos como 

en miofibroblastos. Se ha visto que en FCs de ratones neonatos C57BL/6 sometidos a hipoxia, estos 

producen una disminución en los niveles de CAV1 y la fosfatasa PTEN, activando la vía de 

integrinas/PI3K/Atk, produciendo aumento de la proliferación de fibroblastos (Gao Y. & cols. 2014). 

En fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs), se ha evidenciado que la forma fosforilada de CAV1 

en el residuo de Tyr14, regula la migración de fibroblastos en cuanto a la morfología alargada de las 

células, su polarización y la distribución del citoesqueleto de actina (Grande-García A. & cols. 2007). 

En ambos estudios la disminución de los niveles de CAV1 activa vías que regulan positivamente la 

proliferación y migración de fibroblastos, eventos necesarios para que puedan localizarse en la zona 

del daño y poder formar la cicatriz de MEC. En cuanto a los miofibroblastos, en el estudio de Sanders 

Y. & cols. (2015), se determinó que el silenciamiento de CAV1 promueve la proliferación de 
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miofibroblastos y su resistencia a la senescencia y señalización pro-apoptótica en fibroblastos 

pulmonares IMR-90, mediante la vía MAPK/p38.  

 

El último estudio mencionado tiene una importancia relevante debido a que se enfoca en uno de 

los blancos terapéuticos clave que se estudian hoy en día en fibrosis, que es la permanencia en el 

tiempo de la acción de miofibroblastos, lo que marcaría el límite entre una fibrosis reparativa 

fisiológica y una fibrosis patológica. La participación de CAV1 en este contexto también se ha 

observado en modelo in vivo (Gao Y. & cols. 2014). Ratones macho C57BL/6 sometidos a una ligación 

de la arteria coronaria descendiente anterior (LAD) se les midió niveles de CAV1 en tejido cardíaco 

a los 7, 14 y 28 días post-cirugía por inmunohistoquímica y WB, y se observó que a los 7 días 

post-cirugía los niveles de CAV1 disminuían significativamente, pero a los 14 y 28 días sus niveles se 

reestablecían a niveles similares e incluso mayores que el control sham.  

 

Se sabe que CAV1 también está implicada en la etapa de formación de la cicatriz de MEC, 

participando en la estabilización de fibras de COL I (Shi F. & cols. 2010) y de FN (Sottile J. & Chandler 

J. 2005) y en su posterior degradación intracelular mediante endocitosis vía caveolas. La secreción 

de COL I está asociada principalmente a la vía ERK (Bhogal R. & Bona C. 2008) y a la vía Smad 

(Massagué J. 1998). Gran variedad de estudios asocia a CAV1 con la vía ERK. Por ejemplo, se 

demostró en el trabajo de Galbiati F. & cols. (1998) que existe una regulación negativa de CAV1 

sobre la vía ERK 1/2, ya que se observó una hiperactivación de la vía en células NIH-3T3 al silenciar 

CAV1 con un vector antisentido. Resultados similares se encontraron en el estudio de Murata y cols. 

(2007), donde una re-expresión de CAV1 endotelial en tejido cardiaco de ratones CAV1 -/- redujo la 

expresión de COL I junto con una inhibición de la vía ERK. En este último trabajo si bien le atribuyen 

la funcionalidad a la ausencia de CAV1 en células endoteliales, no descartan que también se pueda 

deber a los FC. Sin embargo, también se ha visto a la vía ERK regulando negativamente los niveles 

de CAV1 en línea celular NIH-3T3 (Engelman J. & cols. 1999). En este trabajo al utilizar dosis 

crecientes (0 – 50 uM) del inhibidor PD98059 que inhibe la actividad quinasa de MEK 1/2 encargada 

de fosforilar a ERK 1/2, se observa que los niveles de CAV1 aumentan desde los 5 uM de PD98059 

en comparación a la condición sin tratamiento.  

Finalmente, la vía ERK también se ha asociado a una permanencia en el tiempo a la fibrosis. En el 

trabajo ya mencionado de Miyasato S. & cols (2011), se midió además señalización de la vía canónica 
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por fosforilación de Smad2 y por vía no canónica mediante la fosforilación de ERK1/2. Se observa 

que en los ratones CAV1 -/- la fosforilación de Smad2 es significativa solamente a los 3 días, para 

luego volver a niveles basales similares a la condición control a los 14 y 30 días. En cambio, el 

aumento en la fosforilación de ERK 1/2 es significativa y permanece en el tiempo a los 3, 14 y 30 

días, dando a entender que sería la vía ERK 1/2 podría estar regulando la permanencia en el tiempo 

de la fibrosis cardíaca. 

Como antecedente realizado en el laboratorio, en un principio se trabajó con FCs de neonato a los 

cuales se trataron con 5 ng/mL de TGF-β1 y se realizaron cinéticas de diferenciación a 24, 48, 72 y 

96 horas (h). Se obtuvo un control a tiempo 0 h y a cada tiempo correspondiente sin tratamiento, 

para medir los niveles de CAV1. En la figura 4 se observa que CAV1 disminuía significativamente 

desde las 48 hrs en adelante en las células tratadas con TGF-β1 en comparación a los controles sin 

tratamiento respectivos y solamente a las 96 h la disminución de CAV1 es significativa respecto al 

control tiempo 0 h. Se sugiere que CAV1 podría estar regulando la diferenciación de FC de rata en 

un contexto patológico debido al exceso de TGF-β1 utilizado para diferenciar los FCs. Debido a que 

en este modelo de fibroblastos de neonato los parámetros de fibrosis y diferenciación no siguen 

una tendencia clara y los experimentos eran poco reproducibles, se decidió utilizar un modelo de 

rata adulta para la realización de la memoria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Disminución de caveolina-1 en diferenciación de fibroblastos cardíacos de neonato inducida por 
TGF-β1. FC cardíacos de rata neonata fueron tratados con 10 ng/mL de TGF-β1 por 24, 48, 72 y 96 h. Se 
muestran los valores con su error estándar medio (SEM) de al menos 4 experimentos independientes (n=4), 
graficados en GraphPrism 6. Se consideró significancia *p<0,05 respecto al control tiempo 0 h y #p<0,05 
respecto a su control sin tratamiento respectivo en tiempo, con análisis estadístico ANOVA de una vía y 
post-test Dunnet.  
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En resumen, hasta el momento se conoce que TGF-β1 es el principal estímulo que promueve la 

diferenciación de FC a MFC. A la vez este señaliza vía no-canónica ERK 1/2 y esta, al igual que la vía 

Smad regula la síntesis y secreción de COL I, principalmente. Por otra parte, la disminución de CAV1 

se asocia a la presencia de distintas ECV que desencadenan en fibrosis a largo plazo y además, hay 

literatura que indica que su disminución puede ser regulada por TGF-β1, pero en modelo de fibrosis 

pulmonar. Sin embargo, qué específicamente podría estar regulando la disminución de CAV1 y su 

posible mecanismo en fibrosis cardíaca no ha sido reportado (figura 5). Es por esto, que: 

 

Considerando los siguientes antecedentes claves:  

1. TGF-β1 es el principal estímulo en la fibrosis cardíaca (Cho N. & cols. 2018).  

2. TGF-β1 regula negativamente los niveles de CAV1 mediante la vía MAPK/p38 en línea celular 

de fibroblastos pulmonares IMR-90 (Sanders Y. & cols. 2015).   

3. CAV1 disminuye sus niveles al inhibir la vía ERK en fibroblastos NIH-3T3 (Engelman J. & cols. 

1999). 

4. Un aumento en los niveles de fosforilación de ERK 1/2 se correlaciona con una permanencia 

en el tiempo de la expresión del gen de pro-colágeno I col1A2 en ratones CAV1 -/- (Miyasato 

S. & cols 2011).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modelo conducente a hipótesis. Para obtener fibroblastos diferenciados es necesario que TGF-β1 
active la vía ERK para promover el fenotipo de miofibroblasto, contráctil y secretor de MEC. Por otra parte, se 
ha visto que CAV1 participa en este proceso en distintos modelos in vitro e in vivo, pero no se conoce un 
mecanismo molecular involucrado en este proceso de fibroblastos cardíacos de cultivo primario de rata 
adulta.    
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Se presenta la siguiente hipótesis que dio origen a esta memoria:   

HIPÓTESIS 

 
“TGF-β1 disminuye los niveles de caveolina-1 mediante vía ERK y aumenta los marcadores de 

fibrosis: colágeno I y EDA-fibronectina, en fibroblastos cardíacos diferenciados de rata adulta”   

OBJETIVO GENERAL 

 
Determinar si TGF-β1 disminuye los niveles de caveolina-1 vía ERK, y si aumenta los parámetros 

fibróticos en fibroblastos cardíacos diferenciados. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
Todos los objetivos específicos serán realizados en cultivo primario de fibroblastos cardíacos de 

rata adulta.  

 

1. Evaluar el efecto de TGF-β1 sobre los niveles de caveolina-1.  

1.1 Validar el modelo de diferenciación de fibroblastos.  

1.2 Determinar los niveles de caveolina-1 en diferenciación.       

2. Estudiar el efecto de la inhibición de la vía TGF-β1/ERK sobre los niveles de caveolina-1 y 

parámetros fibróticos.  

2.1 Determinar la activación de la vía ERK por efecto de TGF-β1. 

2.2 Determinar los niveles de caveolina-1, colágeno I y EDA-fibronectina al inhibir la vía ERK. 

METODOLOGÍA 

Cultivo celular: Se realizó cultivo primario de FC rata adulta Sprague-Dawley. 

Tratamiento farmacológico:  FC se trataron con TGF-β1 (5, 10 y 20 ng/mL), inhibidor SD208 (200 

nM) de la subunidad TBRI del receptor de TGF-β1 (Uhl M. & cols. 2004), y el inhibidor PD98059 de 

MEK 1/2 (10 µM) para la activación de ERK 1/2 (Hu J. & cols. 2016).  
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Diseño experimental por objetivo específico 

1. Determinar el efecto de TGF-β1 sobre los niveles de caveolina-1.  

1.1 Validación del modelo de diferenciación de fibroblastos: Se realizó una dosis respuesta de 

TGF-β1 por 96 hrs. Se midieron los niveles de parámetros fibrosis EDA-FN y pro-COL I por WB, y 

COL I soluble por tinción de Sirius red. En conjunto con los niveles del marcador de MFC; α-SMA 

por WB y formación de fibras de α-SMA por inmunofluorescencia. 

1.2 Determinar los niveles de caveolina-1 en diferenciación: Se evaluaron niveles de caveolina-1 

por dosis respuesta de TGF- β1 por WB y niveles de caveolina-1 por inmunofluorescencia.  

2. Estudiar el efecto de la inhibición de la vía TGF-β1/ERK sobre los niveles de caveolina-1, 

Colágeno I y EDA-Fibronectina.  

2.1 Evaluar la activación de la vía MAPK/ERK por efecto de TGF-β1: Se determinó la fosforilación 

de ERK 1/2 por WB a tiempo corto. Y luego se inhibió la vía ERK 1/2 con el inhibidor PD98059 

y la vía Smad con el inhibidor SD208 a tiempo corto. 

2.2 Determinar los niveles de caveolina-1, colágeno I y EDA-fibronectina al inhibir vía MAPK-ERK 

1/2: Se inhibió la vía ERK 1/2 con el inhibidor PD98059, la vía Smad con SD208 a tiempo largo 

y se evaluaron los niveles de Caveolina-1 y del parámetro de fibrosis EDA-FN por WB y COL I 

soluble por tinción de Sirius red.  

MATERIALES Y MÉTODOS 

Materiales 

Animales 
Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos entre 250-270 g. obtenidas del Bioterio de la Facultad 

de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Todos los procedimientos se 

realiza de acuerdo a la Guía de Cuidados y Uso de Animales de Laboratorio por el Instituto Nacional 

de Salud de EE.UU (NIH Publication N°85-23, 1996) y bajo la normativa de aprobación del Comité de 

Bioética local (código N°CBE2015-21). 

Insumos y Reactivos 

Anticuerpos 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-α-SMA (Abcam: ab7817), anti-pro-COLI 

(Abcam: ab34710), anti-EDA-FN (Abcam: ab6328), anti-CAV1 (BD Biosciences: 610060), 
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anti-β-Tubulina (Sigma-Aldrich: R1026), p-ERK 1/2 (T202/Y204) (Cell Signaling: E10 #91065), ERK 

total (Santa Cruz Biotechnology: K23 sc-123), p-Smad3 (S423/425) (Cell signaling: 9520P), Smad3 

total (Cell signaling: 9523P). Para la técnica de WB se utilizaron anticuerpos secundarios rabbit 

anti-mouse IgG conjugado con peroxidasa Calbiochem: 402335 y goat anti-rabbit IgG conjugado con 

peroxidasa Calbiochem: 401315, y para inmunofluorescencia se utilizaron los anticuerpos 

secundarios Alexa 488 goat anti-mouse (Jackson: A11001) y Alexa 568 goat anti-rabbit (Jackson: 

A11011).   

Toracotomía animales  

Se empleó anestesia ketamina clorhidrato solución inyectable 115 mg/mL (n° cat: 131243); xilacina 

clorhidrato 2% solución inyectable (n°cat: XI-51131002); etanol al 95% (Hes Ltda); povidona yodada 

10% (Difem pharma); detergente enzimático eglezyme (Egle S.A).  

Cultivo celular primario FC 

Se utilizaron los siguiente reactivos; colagenasa tipo II (Gibco®: 17101-015);  medio DMEM/F12 

(Thermo Fisher Scientific®: 12400-024); suero fetal bovino (Biological industries: 04-001-1A-US); 

tripsina/EDTA 10X (Biological industries: 03-051-5B); solución de penicilina, estreptomicina, 

anfotericina B (Biological industries: 03-033-1B); amortiguador Gerard (NaCl 128 mM, Winkler: 

SO-145; KCl 4 mM, Winkler: PO-1260; NaH2PO4 0,19 mM , Winkler: PO-1290; Na2HPO4 1,39 mM, 

Winkler: PO-1285; MgSO4•7H2O 1,39 mM, Winkler: MA-0980; HEPES ácido libre 1mM, Winkler: 

BM-0855; (D)-(+)-Glucosa 1,5 mM, Sigma®: G8270; piruvato de sodio 1,01 mM, Merck Millipore®: 

6619); Dulbecco buffer fosfato salino (Sigma: D8537). Los insumos utilizados fueron placas de cultivo 

de 100 y 35 mm (Falcon®: 3530003 3530002); placas de cultivo celular 12 pocillos (Costar® 3524). 

Para el conteo de células se empleó cámara de Neubauer 0,1 mm de profundidad 0,0025 mm2 

(Hirschmann EM Technicolor: 8100203). 

Extracción y cuantificación de proteínas 

Para la extracción de proteínas de utilizó amortiguador RIPA 1X (25mM Tris-HCl, Winkler: BM-2000; 

150 mM NaCl, Winkler: SO-1455; 1% NP-40, Winkler: BM-1225; 1% desoxicolato de sodio, Winkler: 

BM-0035, 0,1% SDS, Winkler: BM-1650, cocktail inhibidor de proteasas en tabletas Complete Mini, 

Roche Diagnostics:11836153001; cocktail inhibidor de fosfatasas PhosSTOP en tabletas, Roche 

Diagnostics: 04906845001). La cuantificación de proteína se realizó con kit micro-BCATM (Thermo 

Fisher Scientific: 23235). 
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Electroforesis, electrotransferencia e inmunodetección 

Para la electroforesis se utilizó geles de acrilamida/bisacrilamida 29:1 (Winkler: BM-0070 y 

MB-0280); amortiguador de electroforesis 1X (Tris 35 mM, BM-2000; 250 mM SDS, Winkler: 

BM-1650 y glicina 1.92 M (Winkler: BM-1820), estándar de peso molecular PageRulerTM (Thermo 

Fisher Scientific®: 26616). Para realizar la electrotransferencia se empleó amortiguador de 

transferencia 1X (Tris 35 mM, BM-2000; Glicina 1,92 M, BM: 1820); membranas de PVDF 

protean-blot tamaño de poro 0,2 µm (Macherey-Nagel®: 741260). En la inmunodetección se empleó 

amortiguador TBS-T (50 mM Tris-Cl, pH 7.5, Winkler: BM-2000; 150 mM NaCl, Winkler: SO-1455); 

leche descremada Svelty;  kit de detección  quimioluminiscente  para  HRP, EZ-ECL (Biological 

industrie: 20-500-120); anticuerpos primarios: anti-α-SMA (1:5000), anti-colágeno I (1:5000), 

anti-FN-EDA (1:2000), anti-Caveolina-1 (1:5000), anti-β-tubulina (1:5000), anti-p-ERK 1/2 

(T202/Y204) (1:1000), ERK total (1:1000), p-Smad3 (1:1000), Smad3 total (1:1000); anticuerpos 

secundarios rabbit anti-mouse (1:5000) y goat anti-rabbit (1:5000).  

Inmunofluorescencia 

Se utilizó PFA 4% (Electron Microscopy Sciences: 15710); PBS 1X (Sigma-Aldrich: D8537); glicina 100 

mM (BiosLabChile: BM-0820); tritón X-100 (Merck Millipore®: 108643) al 0,1% en PBS; BSA (BM: 

0150) al 3% en PBS. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-α-SMA (1:200) y 

anti-caveolina-1 (1:200); anticuerpos secundarios marcados con fluorescencia mencionados 

previamente; Hoesch 33342 (Invitrogen: H3570) y medio de montaje para fluorescencia (DAKO: 

S3023). 

Métodos 

Cultivo celular de FC de rata adulta 
Las ratas se trataron según el protocolo descrito por Aránguiz-Urroz y cols., 2011. Brevemente, las 

ratas se anestesiaron con ketamina:xilacina 2:1 vía intraperitoneal. Los corazones se extrajeron por 

toracotomía y se llevó a disgregación mecánica en presencia de colagenasa tipo II (1 mg/mL) en 

agitación 200 rpm, 37°C por 1 h y 15 minutos (min), para finalmente obtener los FC por ciclos de 

centrifugación. De la primera centrifugación a 500 rpm por 1 min, se recuperó el sobrenadante y se 

llevó a 1000 rpm por 10 min, donde se recuperó el pellet, el cual se resuspendió en medio 

DMEM-F12 - FBS 10%, suplementado con antibióticos (estreptomicina, penicilina y anfotericina B). 

Se sembró en placas de 100 mm y se incubaron en humedad a 37°C, 5% CO2 O.N (over night). Al día 

siguiente se lavaron tres veces con PBS 1X estéril, se cambió medio DMEM-F12 – FBS 10% y se 
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dejaron proliferar hasta confluencia 90% aprox. Finalmente, se tripsinizó con 1 mL de tripsina por 5 

min a 37°C y se inhibió la reacción con 2 mL de DMEM-F12 – FBS 10%, luego se procedió a contar 

por método cámara de Neubauer y se sembraron 2x105 células (pasaje 1) en placas de 35 mm en 

medio DMEM-F12 – FBS 2%. Luego de 24 h de adherencia y estabilización, se lavaron las placas tres 

veces con PBS 1x, se cambió medio a DMEM-F12 – FBS 2% y se esperó 4h para realizar los estímulos 

correspondientes.   

Dosis respuesta de TGF-β1 
Se estimularon FC con TGF-β1 (5, 10 y 20 ng/ml) y el inhibidor SD208 (200 nm) para la subunidad 

TβRI del receptor de TGF-β1 por 96 h, el inhibidor se adicionó 30 min previo al tratamiento con 

TGF-β1. Se obtuvieron controles sin tratamiento a tiempo de 96 h. Se midieron por WB los niveles 

de proteína de EDA-FN, colágeno I, α-SMA, CAV1 y tubulina. Por inmunofluorescencia, en presencia 

de TGF-β1 (10 ng/ml) y SD2008 (200 nm) se observó la presencia de fibras de α-SMA y la expresión 

de CAV1 a tiempo de 96 h. 

Inhibición vías de señalización de TGF-β1 
Se estimularon FC con los inhibidores SD208 (200 nM) y PD98059 (10 µM) 30 min previos a la adición 

de TGF-β1 (10 ng/mL) por tiempos cortos de 30 min y tiempos largos de 96 h. Se obtuvo un control 

sin tratamiento a los 30 min y 96 h.  

Extracción y cuantificación de proteínas 
Todos los estímulos se detuvieron colocando las placas en hielo, se removió el medio y se lavó con 

PBS 1x previamente frío, se adicionó 50 µL de buffer de lisis RIPA suplementado con inhibidores de 

proteasas y fosfatasas, y se procedió a raspar las células con rastrillo. Se recolectó el contenido en 

tubos Eppendorff, se sonicaron por 5 minutos a 4°C y se centrifugó a 14000 rpm, por 15 minutos a 

4°C. Se recuperaron los sobrenadantes y se cuantificó proteínas por el método BCA y se prepararon 

las muestras con buffer de carga 4x para ser analizadas por WB.  

Western blot 
Se realizó el siguiente protocolo de WB:  

- Electroforesis: Se cargaron 20 µg de proteína en geles de poliacrilamida denaturantes al 

10%/12% y se realizó electroforesis a 95-100 mV por 2 h y 30 min en buffer de electroforesis 

1X.  
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- Electrotransferencia: Se realizó durante 3 o 12 h, según proteínas analizadas, a 50 mA en 

membranas de PVDF previamente activadas con metanol.  

- Inmunodetección: Las membranas se bloquearon en solución TBS-T en leche descremada al 

3% y se incubaron con anticuerpo primario O.N. Posteriormente, se incubaron con 

anticuerpo secundario por 1 h y se realizaron lavados en TBS-T 1x para finalmente revelar 

con solución EZ-ECL. Las membranas se revelaron con el transiluminador Syngene XT4. Las 

imágenes se cuantificaron con UN-SCAN-IT gel 6.1 y se normalizaron respecto al control de 

carga (β-tubulina).  

Inmunofluorescencia indirecta  
Como producto de la tripsinización se sembraron 3x104 por pocillo en placas de 12 pocillos y se 

realizaron estímulos con TGF-β1 por 96 h. Una vez detenido el estímulo en frío, se realizaron tres 

lavados con PBS 1X por 3 min a 70 revoluciones por minuto (rpm), se fijaron las células con PFA al 

4% por 30 min a temperatura ambiente y se incubaron con glicina 100 mM por 15 min a 70 rpm. 

Luego las células se permeabilizaron con Tritón X-100 0,1% y se bloquearon con BSA 3% en TBS-T 

por 1 h. Los anticuerpos primarios anti-cav1 (1:200) y anti-α-SMA (1:400) se incubaron en cámara 

húmeda O.N. a temperatura ambiente, se lavó tres veces con PBS 1X por 3 min a 70 rpm y se 

incubaron anticuerpos secundarios marcados con fluorescencia Alexa 488 (1:200) y Alexa 568 

(1:200) por 1 h y 30 min. Se realizaron lavados y se marcaron los núcleos con Hoechst (1:5000) por 

5 min. Finalmente, se montaron los cubreobjetos con medio de montaje DAKO. Se almacenaron a 

4°C en oscuridad hasta la observación por microscopio de epifluorescencia. Las imágenes fueron 

analizadas por software ImageJ.   

Secreción de colágeno tipo I 
Se recolectó el medio de las células tratadas con TGF-β1 e inhibidores SD208 y PD98059 por 96 h, y 

los controles sin tratamiento a 0 y 96 h. Se precipitó por 24 h a 4°C el colágeno del medio de cultivo 

con una solución de sulfato de amonio en agua al 50% en relación 1:3. Se centrifugó por 90 min a 

14000 rpm a 4°C y se descartó el sobrenadante. El pellet se resuspendió con 200 µL de ácido acético 

0,5 M, se tomó una alícuota de 100 µL y se adicionó 950 µL de solución Sirius red 50 µM (en ácido 

acético 0,5 M). Se agitó por vortex y se incubó por 30 min a temperatura ambiente. Se centrifugó 

por 60 min a 14000 rpm a 4°C, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 250 µL KOH 

1 M y se incubó por 15 min a temperatura ambiente. Se realizó una curva de COL I de cola de rata 
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Merck (0,5; 10; 25; 50; 100 µg) en ácido acético 0,5 M. Se midió por absorbancia a 450 nanómetros 

(nm) y se interpolaron los datos con la curva para obtener la concentración de colágeno soluble de 

cada muestra.  

Análisis estadístico 
Se realizó el análisis en el software GraphPad Prism 6. Los resultados se expresaron como promedio 

± error estándar medio (SEM) del total de n de cada grupo experimental. Los análisis estadísticos 

aplicados fueron T-Test y ANOVA de una vía con post test de Dunnet, comparando los datos con la 

condición sin tratamiento considerada control (C). Se consideró diferencia significativa si el análisis 

presentó un valor de p ≤ 0,05.  

RESULTADOS 
 

Para llevar a cabo esta memoria, primero se validó el modelo in vitro utilizado de FC de rata adulta, 

cuantificando marcadores fibróticos y de diferenciación. Luego se evaluó el efecto de TGF-β1 sobre 

la proteína en estudio CAV1 y finalmente, se estudió la inhibición de la vía no-canónica ERK de 

TGF-β1 sobre los niveles de CAV1 y el efecto de la inhibición de la vía sobre los parámetros fibróticos. 

A continuación, los resultados serán presentados detalladamente por objetivo específico planteado: 

1. Determinar el efecto de TGF-β1 sobre los niveles de Caveolina-1.  

1.1 Validación del modelo de diferenciación de fibroblastos.  

Para validar el modelo in vitro utilizado se cuantificaron marcadores de fibrosis: EDA-FN y pro-COL I 

por técnica de WB, la secreción de COL I soluble por tinción de Sirius red, y el marcador de 

diferenciación celular: α-SMA por WB y la formación de fibras de α-SMA por IF. Para esto se tomaron 

FC de rata adulta y se estimularon con TGF-β1 por 96 h en dosis respuesta, utilizando las 

concentraciones 5, 10 y 20 ng/mL, considerando un control sin tratamiento de TGF-β1 a las 96 h.  

En cuanto a los marcadores de fibrosis, en la figura 6 se observa que los niveles de EDA-FN 

aumentaron significativamente cinco veces con 10 ng/mL y diez veces con 20 ng/mL de TGF-β1 

respecto al control. No se observaron diferencias significativas con 5 ng/mL de TGF-β1. Además, hay 

una diferencia significativa en la condición de 20 ng/mL respecto a 5 ng/mL de TGF-β1. Se puede 

concluir que la síntesis de EDA-FN aumenta en forma dosis dependiente de TGF-β1.   
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Figura 6. EDA-FN aumenta en dosis dependencia de TGF-β1. FC cardíacos de rata adulta se trataron con 5, 10 
y 20 ng/mL de TGF-β1 por 96 h. Se muestran valores promedio con su error estándar de la media (SEM) de al 
menos 3 experimentos independientes (n=3-5), graficados en GraphPrism 6. Se consideró significancia 
*p<0,05 respecto al control sin tratamiento, #p<0,05 respecto a la condición 5 ng/mL de TGF-β1, con análisis 
estadístico ANOVA de una vía y post-test Dunnet. 

Respecto al marcador de COL I, para WB el anticuerpo utilizado reconoce una de las cadenas 

peptídicas α1 (gen COL1A1) del pro-COL I intracelular. En la figura 7A se observa disminución 

significativa en los niveles de pro-COL I con 5 ng/mL de TGF-β1 respecto al control. En las condiciones 

de 10 y 20 ng/mL de TGF-β1 no hubo diferencias significativas con el control. Por otra parte, se 

observó una diferencia significativa entre las condiciones de 5 y 20 ng/mL. Según esto último 

indicaría que hay una dosis dependencia en la síntesis de pro-COL I con TGF-β1.  

En fibrosis la secreción exacerbada de COL I soluble y su deposición es la responsable de formar la 

matriz extracelular rígida y generar la disfunción cardíaca (Cowling R. & cols. 2019), por lo que se 

decidió considerar en este modelo in vitro la secreción de COL I soluble. En la figura 7B se recolectó 

el medio de células control sin tratamiento de TGF-β1 y células tratadas con 10 ng/mL de TGF-β1. 

Se escogió únicamente esta concentración en este experimento, debido a su significancia en los 

niveles de EDA-FN (figura 6). Se puede observar en la figura 7B una clara tendencia al aumento de 

COL I soluble en presencia de 10 ng/mL de TGF-β1 respecto al control. Esto concluye que TGF-β1 no 

solamente promueve la síntesis de pro-COL I (figura 7A), sino también su secreción al medio 

extracelular.  
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Figura 7. TGF-β1 promueve la síntesis y secreción de colágeno tipo I. A) FC cardíacos de rata adulta fueron 
tratados con 5, 10 y 20 ng/ml de TGF-β1 por 96 hrs. Se muestran valores promedio con su error estándar de 
la media (SEM) de al menos 3 experimentos independientes (n=3-5). Se consideró significancia *p<0,05 
respecto al control sin tratamiento y #p<0,05 respecto a la condición 5 ng/mL de TGF-β1, con análisis 
estadístico ANOVA de una vía con post-test Dunnet. B) Se recolectó el medio de las células control sin 
tratamiento (●) y de células tratadas con 10 ng/mL de TGF-β1 (■) por 96 hrs. Se cuantificó el COL I soluble por 
tinción de Sirius red. Se muestran valores promedio con su error estándar de la media (SEM) de al menos 2 
experimentos independientes (n=2), graficados en GraphPrism 6.  

Para comprobar la diferenciación de FC a MFC inducida con TGF-β1, se cuantificó el marcador de 

α-SMA por WB. En la figura 8A se observa que no hubo diferencias significativas entre las 

condiciones con TGF-β1 y el control, tampoco hubo diferencias significativas entre las distintas 

concentraciones de TGF-β1. De esta figura se concluye que los niveles del marcador de α-SMA no 

cambian en dosis respuesta de TGF-β1 en FC de rata adulta.  

Debido a esto, es que se decidió corroborar la morfología de los MFC diferenciados por IF, 

estimulando FC con 10 ng/mL de TGF-β1. Se escogió únicamente esta concentración en este 

experimento, debido a su significancia en los niveles de EDA-FN (figura 6). En la figura 8B, se observa 

la presencia de α-SMA tanto en la condición control como en la condición con TGF-β1, pero solo en 

las células tratadas con TGF-β1 aumentó el tamaño celular y la formación de fibras de α-SMA 

características de MFC, en comparación a la condición sin tratamiento a las 96 hrs. Se puede concluir 

respecto al marcador de diferenciación de α-SMA que es necesaria la formación de fibras y no 

solamente el aumento en los niveles intracelulares de α-SMA para obtener un fenotipo de MFC.  
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Figura 8. Formación de fibras de α-SMA inducida con TGF-β1 generan fenotipo de MFC. A) FC cardíacos de 

rata adulta se trataron con 5, 10 y 20 ng/mL de TGF-β1 por 96 h. 

Se muestran valores promedio con su error estándar de la media (SEM) de al menos 3 experimentos 

independientes (n=3), graficados en GraphPrism 6. Se consideró significancia *p<0,05 respecto al control sin 

tratamiento con análisis estadístico ANOVA de una vía con post-test Dunnet. B) FC de rata adulta se trataron 

con 10 ng/mL de TGF-β1 por 96 hrs y se incubaron con anticuerpos primario anti-α-SMA (verde) y Hoesch 

(azul) para la detección de núcleos de FC según protocolo en materiales y métodos. F: Fibras de α-SMA. 

A 


-S

M
A

(v
e

c
e

s
 d

e
 c

a
m

b
io

r
e

s
p

e
c

t
o

 c
o

n
tr

o
l)

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

       C                 5                 1 0                2 0T G F -ß 1  (n g /m l)

9 6  h rs

TGF-β1 (ng/mL) 

TGF-β1 (ng/mL) 

B 
Hoesch 



32 
 

Resumiendo la validación del modelo in vitro, una concentración de 10 ng/mL de TGF-β1 es la 

mínima necesaria para diferenciar fibroblastos a tiempo final de 96 hrs, debido al aumento 

significativo que se obtuvieron en los niveles de EDA-FN (figura 6), en la secreción de COL I (figura 

7B) y en la formación de fibras de α-SMA (figura 8B). 

1.2 Determinar los niveles de caveolina-1 en diferenciación. 

 
Para determinar los efectos de TGF-β1 sobre CAV1, se cuantificaron los niveles proteicos por WB y 

se evaluó sus niveles por IF. Al igual que en la validación del modelo in vitro, se tomaron FC y se 

trataron con TGF-β1 en una dosis respuesta (5, 10 y 20 ng/mL) por 96 h.  

En la figura 9A se ve que los niveles de CAV1 en FC disminuyeron significativamente con todas las 

concentraciones TGF-β1 utilizadas respecto al control, de forma que sus niveles disminuyeron 0,5 

veces desde los 5 ng/mL hasta los 20 ng/mL de TGF-β1 al ser utilizado como estímulo para 

diferenciar FC a MFC.  De igual forma se observa en la figura 9B que la fluorescencia de CAV1 

disminuye con 10 ng/mL de TGF-β1 a tiempo final de diferenciación 96 hrs. Se concluye que la 

disminución de los niveles de CAV1 en diferenciación de fibroblastos cardíacos de rata adulta es por 

efecto de TGF-β1.  

Respecto a las concentraciones de TGF-β1 utilizadas, se escogió únicamente la concentración de 10 

ng/mL de TGF-β1 para realizar el objetivo específico 2 de esta memoria, debido a su significancia en 

los parámetros de fibrosis, de diferenciación y en su significancia en la disminución de CAV1 (figura 

9A).  
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Figura 9. TGF-β1 disminuye los niveles de caveolina-1 en fibroblastos cardíacos diferenciados. A) FC 

cardíacos de rata adulta se trataron con 5, 10 y 20 ng/mL de TGF-β1 por 96 h. Se muestran valores promedio 
con su error estándar de la media (SEM) de al menos 5 experimentos independientes (n=5), graficados en 
GraphPrism 6. Se consideró significancia *p<0,05 respecto al control sin tratamiento con análisis estadístico 
ANOVA de una vía y post-test Dunnet. B) FC cardíacos de rata adulta se trataron con 10 ng/mL de TGF-β1 por 
96 h y se incubaron con anticuerpos primario anti-cav1 (rojo) y Hoesch (azul) para la detección de núcleos de 
FC según protocolo en materiales y métodos.  
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2. Estudiar el efecto de la inhibición de la vía TGF-β1/ERK sobre los niveles de 

caveolina-1 y parámetros fibróticos.  
 

Distintos estudios relacionan la hiperactivación de la vía ERK 1/2 por efecto de la disminución en la 

expresión de CAV1, junto a una posible correlación en la síntesis de colágeno. Es por esto que se 

decidió estudiar si la vía ERK posiblemente estaría regulando los niveles de CAV1 en diferenciación 

de FC. Se procedió a estudiar el efecto de la inhibición de esta vía sobre los niveles de CAV1 y sobre 

los parámetros de fibrosis COL I soluble y EDA-FN. Se evaluó mediante la técnica de WB los niveles 

fosforilados y totales de ERK1 y ERK2, y su inhibición a tiempos cortos de 30 min y sus efectos a 

tiempos largos de 96 hrs con el inhibidor PD98059 (Hu J. & cols. 2016) que inhibe la actividad quinasa 

de MEK 1/2 (figura 10). Debido a que hay literatura de una posible intercomunicación entre la vía 

canónica Smad y no-canónica ERK de TGF-β1 (Fengfeng Li. & cols. 2009) es que también se decidió 

evaluar la fosforilación de ERK1 y ERK2 al inhibir la subunidad TβRI del receptor de TGF-β1 con el 

inhibidor SD208 que inhibe la actividad quinasa de TβRI (Uhl M. & cols. 2004), y por ende el 

reclutamiento y fosforilación de Smad 2/3. De esta manera se podría atribuir roles distintivos a cada 

vía de señalización al estudiar los efectos sobre CAV1 y los parámetros fibróticos a tiempo final de 

96 h. 

 

 

 

 

  

 

Figura 10. Señalización canónica y no-canónica de TGF-β1. Adaptada de Príncipe D. et., al. 2017. TGF-β1 actúa 
sobre el receptor dimerizado conformado por los monómeros TRβI y TRβII, iniciando la señalización vía SMADs 
y MAPKs, respectivamente. 
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2.1 Evaluar la activación de la vía MAPK-ERK por efecto de TGF-β1.  

 
Para evaluar la activación de vía ERK 1/2, FC se estimularon con TGF-β1 por 30 min, tiempo de 

activación descrito en literatura en modelos de FC de rata adulta (Wang Li. & cols 2015). En la figura 

10 en la condición con TGF-β1 se observan un aumento significativo en los niveles de la fosforilación 

de ERK1 (44 kDa) y sus niveles totales sin cambios significativos (figura 10A), de igual forma se 

observa en la fosforilación de ERK 2 y sus niveles totales (42 kDa) (figura 10B).  

Debido a la posible intercomunicación de la vía canónica y no-canónica de TGF-β1 es que también 

se decidió evaluar la fosforilación de ERK 1/2 y Smad 3 para poder atribuirle efectos distintivos a 

largo plazo. Para esto se inhibió la subunidad TβRI con el inhibidor SD208 (200 nM) y se inhibió la 

actividad quinasa de MEK 1/2 encargada de fosforilar a ERK 1/2 con el inhibidor PD98059 (10 μM), 

ambos adicionándolos 30 min previos al tratamiento con TGF-β1. En la figura 17 Anexo N°1 al inhibir 

MEK 1/2 se observa que la fosforilación de ERK 1 y ERK 2 se inhibe, y a la vez en presencia del 

inhibidor SD208 aun hay fosforilación de ambas. Esto sugiere que ERK 1 y ERK 2 se fosforilan 

independiente de la subunidad TβRI y que el inhibidor PD98059 es efectivo al inhibir la fosforilación 

de ERK 1/2. Al inhibir ambas vías los niveles de totales de ERK 1 y ERK 2 se mantienen constantes. 

En la figura 18, Anexo N°2 se observa que hay un aumento a la fosforilación de Smad 3 en presencia 

de TGF-β1 y su inhibición correspondiente al utilizar el inhibidor SD208. Al igual que lo observado 

en la vía ERK, al utilizar el inhibidor PD98059 la fosforilación de Smad 3 persiste por efecto de 

TGF-β1. Al inhibir ambas vías los niveles totales de Smad3 se mantienen constantes. 

De estos resultados, se concluye que TGF-β1 activa la vía no-canónica ERK 1/2 mediante su 

fosforilación en el modelo in vitro de diferenciación de FC de rata adulta, y además, se sugiere que 

hay una señalización de TGF-β1 distintiva en base a la activación de las subunidades TβRII y TβRI de 

su receptor (figura 10). 
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Figura 11. TGF-β1 activa la vía ERK en fibroblastos cardíacos de rata adulta.  FC cardíacos de rata adulta 
fueron tratados con 10 ng/ml de TGF-β1 por 30 minutos. Los gráficos muestran la razón de A) p-ERK1/ERK1 y 
ERK 1 total y B) p-ERK2/ERK2 y ERK 2 total. Se muestran los valores con su error estándar medio (SEM) de al 
menos 4 experimentos independientes (n=4), graficados en GraphPrism 6. Se consideró significancia *p<0,05 
respecto a la condición sin tratamiento con análisis estadístico T-test de student. 

 

2.2 Determinar los niveles de caveolina-1, colágeno I y EDA-fibronectina al inhibir la vía ERK. 

 
No hay estudios que demuestren que la vía ERK regula los niveles de CAV1 en diferenciación de FC 

de rata adulta, y si esta regulación está asociada a parámetros fibróticos. Para este último objetivo 

se evaluaron los efectos de la vía ERK a 96 h al utilizar el inhibidor PD98056 (10 uM) 30 min previos 

al tratamiento con TGF-β1. De igual manera, por lo señalado anteriormente, se evaluó los efectos 
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de la vía Smad al inhibir la subunidad TβRI con el inhibidor SD208 (200 nM) 30 min previos al 

tratamiento de TGF-β1. En ambos casos se cuantificaron los niveles de CAV1, EDA-FN por técnica de 

WB y la secreción de COL I soluble por tinción de Sirius red.   

Respecto a la vía de regulación de TGF-β1 sobre los niveles de CAV1, en la figura 12A se observa que 

la disminución ejercida por TGF-β1 sobre los niveles de CAV1 no se previene en presencia del 

inhibidor PD9805 + TGF-β1. En la figura 12B se observa que en la condición de SD208 + TGF-β1 la 

disminución de los niveles de CAV1 tampoco se previnieron al inhibir la subunidad TβRI y el uso del 

inhibidor por sí solo no ejerce efectos sobre los niveles de CAV1. De este resultado podemos concluir 

que la disminución de CAV1 por efecto de TGF-β1 no es vía ERK ni tampoco Smad.   

 

 

 

 

 

 

Figura 12. La disminución de caveolina-1 es independiente de la vía ERK y Smad.  A) FC cardíacos de rata 

adulta se trataron previamente con PD98059 (10 uM) (▲) para luego ser tratados con 10 ng/mL de TGF-β1 

(■) por 96 h. Se muestran valores promedio con su error estándar de la media (SEM) de al menos 2 

experimentos independientes (n=2), graficados en GraphPrism 6. B) FC cardíacos de rata adulta fueron 

tratados previamente con SD208 (200 nM) para luego ser tratados con 10 ng/mL de TGF-β1 por 96 h. Se 

muestran valores promedio con su error estándar de la media (SEM) de al menos 5 experimentos 

independientes (n=5), graficados en GraphPrism 6. Se consideró significancia *p<0,05 respecto a la condición 

control sin tratamiento y #p<0,05 respecto a la condición TGF-β1 10 ng/mL, con análisis estadístico ANOVA de 

una vía y post-test Dunnet.  SD: SD208, PD: PD98059. 

Finalmente, en cuanto a los efectos de las vías ERK y Smad sobre los parámetros fibróticos, en la 

figura 13A se observa que al inhibir la vía ERK en presencia de TGF-β1 hubo disminución en los 

niveles de EDA-FN. Al evaluar los efectos de la vía Smad, en la figura 13B se observa una disminución 

significativa en la síntesis de EDA-FN al inhibir la subunidad TβRI en presencia de TGF-β1. De este 

resultado se concluye que la síntesis de EDA-FN es vía canónica Smad y se sugiere que tampoco es 

vía no-canónica ERK de TGF-β1 en FC diferenciados de rata adulta.  
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Figura 13. Las vías ERK y Smad previenen el aumento en los niveles de EDA-FN. A) FC cardíacos de rata adulta 
se trataron previamente con PD98059 (10 uM) (▲) para luego ser tratados con 10 ng/mL de TGF-β1 (■) por 
96 h. Se muestran valores promedio con su error estándar de la media (SEM) de al menos 2 experimentos 
independientes (n=2), graficados en GraphPrism 6. B) FC cardíacos de rata adulta se trataron previamente con 
SD208 (200 nM) para luego ser tratados con 10 ng/mL de TGF-β1 por 96 h. Se muestran valores promedio con 
su error estándar de la media (SEM) de al menos 5 experimentos independientes (n=5), graficados en 
GraphPrism 6. Se consideró significancia *p<0,05 respecto a la condición control sin tratamiento y #p<0,05 
respecto a la condición TGF-β1 10 ng/mL, con análisis estadístico ANOVA de una vía y post-test Dunnet.  SD: 
SD208, PD: PD98059.  

 

En cuanto al COL I soluble, se observa que los niveles de secreción al medio son disminuidos a niveles 

de control sin tratamiento, al inhibir tanto la vía ERK (figura 14A) como la vía Smad (figura 14B) en 

presencia de TGF-β1 en ambos casos. De esto último se sugiere que la secreción de COL I producida 

por TGF-β1 es vía canónica ERK y Smad de igual manera.  
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Figura 14. Las vías ERK y Smad previenen el aumento en la secreción de COL I. FC cardíacos de rata adulta 
fueron tratados previamente con A) PD98059 (10 uM) (▲), B) SD208 (200 nM) (▲), para luego ser tratados 
con 10 ng/ml de TGF-β1 (■) por 96 hrs. Se muestran valores promedio con su error estándar de la media (SEM) 
de al menos 2 experimentos independientes (n=2), graficados en GraphPrism 6. 

 

Para dar pie a la sección de discusión; en esta memoria se determinó que una concentración de 10 

ng/mL de TGF-β1 es necesaria para diferenciar FCs a MFCs, y poder obtener un fenotipo morfológico 

y funcional significativo de acuerdo con los parámetros evaluados. Estos resultados no podrían ser 

observados en otros tipos de tejido debido a que la complejidad en la señalización de TGF-β1 varía 

de acuerdo con el modelo que se esté estudiando. Por otra parte, se determinó que el 

procesamiento de COL I (síntesis de pro-COL I y secreción de COL I soluble) podría ser un hincapié 

necesario al momento de evaluar la fibrogénesis. Finalmente, se determinó que TGF-β1 regula 

negativamente los niveles de CAV1 y al parecer esto sería necesario para obtener MFC funcionales.  
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DISCUSIÓN 
 

Hoy en día no se conoce cómo el proceso reparativo de fibrosis puede perder la regulación 

homeostática del proceso y desencadenar en una patología, en este caso llevando a enfermedades 

cardíacas como arritmias e insuficiencia cardíaca (Cohn J. & cols. 2000). Si bien conocemos sus 

etapas y los principales actores que dan inicio y término a cada una de ellas, aun no se conoce un 

blanco terapéutico ideal sin tener efectos secundarios adversos en los procesos fisiológicos. Se 

conoce a TGF-β1 como el principal estímulo para la diferenciación de FC a MFC (Cho N. & cols. 2018), 

pero también se conoce como un factor de crecimiento altamente pleiotrópico. Este participa en 

funciones vitales en el organismo adulto (Wu M. & Hill C. 2009), y a nivel local de corazón no solo 

actúa en los fibroblastos, sino también en otros tipos celulares, como en cardiomiocitos (Umbarkar 

P. & cols. 2019), células inflamatorias y endoteliales (Dobaczewski M. & cols. 2011), por lo que al 

inhibirlo los efectos irían más allá que solo evitar la diferenciación celular y la deposición exacerbada 

de MEC (Frantz S. & cols. 2008).  

Por otra parte, tenemos a CAV1 como una proteína a la cual se le ha atribuido un rol de 

cardioprotección, ya que en modelos in vitro e in vivo de isquemia/reperfusión en rata adulta, se ha 

visto la disminución de CAV1 en zonas infartadas (Schilling J. & cols 2014). Junto a ello en la última 

década, se ha propuesto a CAV1 como una proteína anti-fibrótica según los estudios que utilizan su 

dominio CSD y se observa reversión de parámetros fibróticos (Pleasent-Jenkins D. & cols. 2017; Yi S. 

& cols. 2014).  

Sin embargo, la gran mayoría de los estudios de CAV1 y su participación en distintas etapas del 

remodelado de tejido, se han reportado en modelos de línea celular o fibroblastos de neonatos o 

embrionarios. Por ejemplo, en la migración celular (Grande-García A. & cols. 2007) y la formación 

de adhesiones focales (Nethe M. & Hordijk P. 2011) se utilizaron modelos in vitro de MEFs, mientras 

que la proliferación de fibroblastos cardíacos (Yao G. & cols. 2014) se utilizaron ratones C57BL/6 

neonatos de 1-3 días. Lo mismo ocurre en los trabajos que presentan una relación entre la 

disminución de CAV1 y una hiperactivación de la vía MAPK-ERK 1/2; generalmente se utiliza la línea 

celular NIH-3T3 (Galbiati F. & cols. 1998; Engelman J. & cols.1999) y tejido cardíaco homogenizado 

(Murata T. & cols. 2007). Si bien estos antecedentes entregan una base para poder realizar estudios 

posteriores sobre el rol de CAV1 en fibrosis, cabe destacar que el envejecimiento es un factor 
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significativo en el desarrollo de la fibrosis cardíaca (Kwak H. & cols. 2011). En este trabajo se muestra 

que los niveles de TIMP1 en ratas adultas de 2 años y medio están aumentados en comparación a 

ratas de 3 meses. De igual forma en el estudio de Diaz-Araya G. & cols. (2003) se evaluó la 

funcionalidad de FC embrionarios, de neonato y adultos. Estos se trataron con IGF-1 y se cuantificó 

el número de células adheridas a distintas matrices. Se observó que el número FC adultos tratados 

con IGF-1 aumentaban hasta en un 75% en comparación a los controles sin tratamiento, en cambio, 

en FC embrionarios solo se vio un aumento del 30%. Por lo que es de relevancia destacar que esta 

memoria se realizó en un modelo de cultivo primario de fibroblastos cardíacos de rata adulta, lo que 

es un modelo utilizado más cercano a lo que es la edad de vida en personas que empiezan a sufrir 

infartos al miocardio, que es sobre los 65 años (Murtha L. & cols. 2017).  

Condiciones fibrogénicas in vitro 

 
No se conoce el efecto de TGF-β1 sobre los niveles de CAV1 en FC. Por lo que, para hacer una 

determinación correcta, primero se evaluó distintas concentraciones de TGF-β1 que nos otorgara 

un modelo in vitro válido, en el cual se pudiese relacionar un efecto de una concentración de TGF-β1 

sobre los niveles de CAV1 y que esta se pueda asociar a una fibrogénesis cardíaca.   

Primero, se cuantificó la forma variante de splicing de fibronectina EDA-FN intracelular, siendo la 

más abundante en fibrosis (White E. & cols. 2008). En este trabajo se decidió probar las 

concentraciones de 5, 10 y 20 ng/mL. En la figura 6 se observa que desde los 10 ng/mL se obtienen 

niveles de EDA-FN significativos. Por otra parte, tenemos que EDA-FN aumenta en forma dosis 

dependiente de TGF-β1 (figura 6). Esto se podría correlacionar con la literatura que plantea un 

feedback positivo entre TGF-β1 y EDA-FN, debido a que EDA-FN estaría participando en la activación 

de TGF-β1, por evidencia de su interacción con LTBP-1; segmento proteico que es necesario clivar 

de TGF-β1 latente para obtener la forma activa de TGF-β1 y pueda interactuar con su receptor 

(Klingberg F. & cols. 2018). En conclusión, EDA-FN no solo es útil como parámetro fibrótico, sino 

además es un regulador de la diferenciación de fibroblastos al regular la activación de TGF-β1, por 

lo que si bien TGF-β1 fue el estímulo principal para diferenciar los FCs de esta memoria, es posible 

que efectos a mayores concentraciones de TGF-β1 sea consecuencia de EDA-FN en el medio 

secretada por los mismos FCs.  
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Otro parámetro de fibrosis cuantificado fueron los niveles de pro-COL tipo I (figura 7A) y el COL I 

soluble en el medio, en el cual hay dos puntos que mencionar. Primero respecto a los niveles de 

pro-COL I, entre las distintas concentraciones de TGF-β1 se observó una dosis dependencia que era 

esperada, ya que en el estudio de Petrov V. & cols. (2001) se demuestra una dosis y tiempo 

dependencia, donde fibroblastos cardíacos de ratas adultas Wistar se trataron con TGF-β1 (0,45 

ng/mL – 270 ng/mL) por 2, 4, 24 y 48 hrs y se observó concentraciones de COL I soluble y no soluble 

(unido a matriz) significativas desde los 17 ng/mL de TGF-β1 a las 24 hrs y 48 hrs.  

Segundo, respecto a la disminución de los niveles de pro-COL I en la condición de 5 ng/mL de TGF-β1 

y la ausencia de diferencias significativas con las condiciones de 10 y 20 ng/ml de TGF-β1 respecto 

al control se podría explicar por el procesamiento de COL I (figura 15). Es posible que una 

concentración de 5 ng/mL de TGF-β1 promueva la síntesis de pro-COL I y que este se secrete 

inmediatamente al medio extracelular. En cambio, a mayores concentraciones de 10 y 20 ng/mL de 

TGF-β1, sea tal la exacerbación en la secreción de COL I disponible para el entrecruzamiento de sus 

fibras y depositarse en la MEC, que se generaría un exceso de pro-COL I al interior de la célula, 

explicando los niveles de pro-COL I con 10 y 20 ng/mL de TGF-β1 similares al control. Esto se podría 

haber comprobado realizando una curva de dosis respuesta en la cuantificación de COL I soluble 

(figura 7B) con las mismas concentraciones que en la medición de pro-COL I (figura 7A). Además, el 

resultado de la figura 7B si bien se observa una tendencia al aumento en la secreción de COL I con 

TGF-β1, es necesario más N experimentales para completar el resultado y esta discusión.  

En fibrosis cardíaca no solo es necesario un fenotipo funcional de MFC (alta capacidad secreción de 

MEC), sino también el fenotipo morfológico de MFC desarrollado. Este último puede ser reconocido 

por la presencia del marcador de α-SMA, el cual su expresión es inducida principalmente por estrés 

mecánico (Schroer A. & Merryman D. 2015) y TGF-β1, vía Smad principalmente en fibroblastos 

cardíacos (Dobackzewski M. & cols. 2010).  En la figura 8A se observa que los niveles de α-SMA no 

variaron significativamente respecto a al control ni entre las distintas concentraciones de TGF-β1, 

es decir, la determinación de la obtención de MFC por el marcador de α-SMA por técnica de WB no 

fue suficiente para corroborar una diferenciación celular efectiva. Esta no variabilidad también se 

ha descrito en el estudio de Ohnuma-Koyama A. & cols. (2013), en donde se obtuvieron fibroblastos 

pulmonares de ratón y se trataron con cloruro de didecildimetilamonio (DDAC), un compuesto 

presente en el aire debido a procesos industriales causante de fibrosis pulmonar. En este trabajo se 
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determinó que los niveles de α-SMA por WB no variaban en el tiempo respecto al control a pesar 

de detectar lesiones fibróticas mediante tinción de hematoxilina-eosina y tricrómica de Masson en 

cortes histológicos y presencia de α-SMA por inmunohistoquímica, además de una activación de la 

señalización de TGF-β por niveles aumentados en la fosforilación de Smad 2/3. Si bien en el trabajo 

de Ohnuma-Koyama A. & cols. (2013) no hubo diferencias significativas respecto al control, en 

ambas condiciones de control y tratamiento, las bandas de α-SMA en el WB están aumentadas al 

igual que en la figura 8A de esta memoria. Esto se puede deber a que el estrés mecánico también 

es un estímulo para la diferenciación de FC. Se ha visto en fibroblastos cardíacos de rata neonata 

cultivados en matrices de colágeno 3D, en las cuales se reporta que un aumento en la rigidez de la 

matriz provoca un aumento significativo en la expresión mRNA de α-SMA entre 6 y 24 h (Galie P. & 

cols. 2011), por lo que el solo hecho de plaquear fibroblastos, estos estarían ya respondiendo al 

estrés mecánico sin adicionar ningún otro estímulo. Este último evento se sustenta en el trabajo de 

Santiago J. & cols. 2010, en cual a FC ventriculares obtenidos de cultivo primario de ratas observaron 

realizaron 3 pasajes y en cada uno midieron el marcador de α-SMA y EDA-FN, en ambos casos se 

observaron aumentos significativos en los niveles y una mayor formación de fibras de α-SMA a 

medida que aumentaba los pasajes.  

Debido a esto se decidió verificar el fenotipo de MFC a través de inmunofluorescencia. En la figura 

8B, tanto en la condición control sin tratamiento como en presencia de TGF-β1 10 ng/ml se puede 

ver expresión de α-SMA, pero solo con TGF-β1 se aprecia la formación de fibras y el fenotipo de 

MFC. No solo la alza en la expresión de α-SMA inducidos por TGF-β1 es útil como marcador de 

diferenciación de miofibroblastos, como se suele ver en la mayoría de los estudios de fibrogénesis, 

sino más bien la formación de fibras de α-SMA que dan origen al fenotipo contráctil, por lo que este 

junto al aumento en el tamaño celular de los miofibroblastos debiesen ser los marcadores que 

evaluar en fibrogénesis.  

 

 

 

 



44 
 

Figura 15. Procesamiento colágeno tipo I. El COL I es un tipo de colágeno fibrilar que se sintetiza como un 

pro-péptido, el cual en el RER es sometido a modificaciones post-traduccionales de hidroxilaciones en los 

aminoácidos de prolina y lisina. Los grupos de hidroxilisina son glicosilados, los cuales son necesarios para la 

formación de la triple hélice conocida como pro-COL I. Luego este es transportado al aparato de Golgi por 

vesículas donde se le adicionan oligosacáridos y es secretado al medio extracelular. En la membrana 

plasmática se encuentran las colagenasas, las cuales clivan los extremos N – y C – terminal para dar lugar a la 

forma madura de COL I. Esta forma madura de COL I al ser secretada al medio extracelular genera COL I soluble 

disponible para la formación del COL I fibrilar. Este COL I fibrilar es sustrato de la enzima Lisil-Oxidasa (LOX), 

esta produce grupos aldehídos en los grupos hidroxilados, los cuales forman enlaces covalentes necesarios 

para el entrecruzamiento de las fibras de COL I y pase a formar parte de la MEC (Bella J. & Hulmes D. 2017) 

Adaptada de Hookana E. & cols. 2014.  

 

Disminución de caveolina-1 por TGF-β1 independiente de la vía ERK y Smad. 
 

En la figura 9 se observa una disminución de 0,5 veces de CAV1 desde los 5 ng/mL hasta los 20 

ng/mL de TGF-β1. No se conoce literatura en la que factores de crecimiento tengan efecto sobre 

CAV1 en fibrosis cardíaca, sin embargo, en fibrosis pulmonar hay un solo trabajo en el que se reporta 

que TGF-β1 regula los niveles de CAV1 (Sander Y. & cols. 2015). En este estudio se utilizó la línea 

celular IMR-90 de fibroblastos pulmonares de humano fetal, se trataron con TGF-β1 y reportaron 

que TGF-β1 regula en dosis y tiempo dependencia los niveles de CAV1. Utilizaron las 

concentraciones de 0 – 2,5 – 5 ng/mL de TGF-β1 y observaron que los niveles de CAV1 disminuían 

0,2 – 0,4 – 0,6 veces, respectivamente. Tanto como en el trabajo de Sanders Y. & cols. (2015) como 

en la figura 9, al tratar los FC con 5 ng/mL de TGF-β1 se da una disminución entre 0,5 – 0,6 veces de 
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CAV1. Cuando trataron las células con 2 ng/mL de TGF-β1 y midieron niveles de CAV1 por 0,5 – 1 – 

3 – 6 – 12 – 24 – 48 h se ve una disminución del 80% a las 48 hrs respecto al control 0 h.  

En cuanto a una posible función que podría estar ejerciendo la disminución de CAV1 en la 

diferenciación de FC, en el trabajo de Miyasato S. & cols. 2011 hacen una correlación entre la 

ausencia de CAV1, la resolución de fibrosis y los niveles de expresión de colagenasas. Aquí se utilizó 

un modelo in vivo de ratones C57BL/6J (WT) y Cav tm1Mls/J (Cav1−/−) al cual se les indujo una 

fibrosis ventricular mediante un daño de crioablación y se midieron los parámetros fibróticos 

deposición de COL I por tinción de Pricosirus red y niveles de metaloproteínasas por WB a los 3, 14 

y 30 días. Luego del daño, en ratones WT a los 14 días se observa un aumento en un 20% en la 

deposición de COL I y a los 30 días una recuperación en un 10%. En los ratones CAV1 -/- se determinó 

un aumento significativo a los 14 días, y a los 30 días en lugar de una recuperación, se observa un 

15% más de deposición de COL I intersticial en comparación a los 14 días, es decir, la presencia de 

CAV1 estaría permitiendo una resolución en la cicatriz de COL I.  Además, se cuantificó los niveles 

de expresión de las colagenasas Mmp8 y Mmp13 y se observó que en los ratones CAV -/- disminuyó 

significativamente en comparación a los ratones WT a los 3 días. Este trabajo da a entender que 

CAV1 podría estar participando en el metabolismo de COL I, de tal manera que su ausencia 

favorecería la deposición de COL I intersticial regulando negativamente la expresión de colagenasas 

y a la vez, sería CAV1 el punto de inflexión entre una fibrosis fisiológica y el desarrollo de una fibrosis 

patológica. En la figura 19, Anexo N°3 se cuantificaron los niveles de CAV1 a un tiempo de 0 h, a 96 

h y a 96 h en presencia de TGF-β1, y se puede observar que entre las 0 y 96 hrs los FC sin tratamiento 

difieren en sus niveles de CAV1 siendo mayores a las 96 hrs, pero al mismo tiempo las células 

tratadas con TGF-β1 genera la disminución de CAV1. Es posible que el MFC a las 96 hrs y a las 96 hrs 

con TGF-β1 difieran en funcionalidad probablemente marcando un límite entre una fibrosis 

fisiológica y una patológica, la cual se podría comprobar utilizando nuevos marcadores que 

caractericen a un MFC en una fibrosis patológica, entre los cuales los marcadores de apoptosis 

señalarían a los MFC resistentes a esta y su función permanente en el tiempo. Si bien, la función de 

CAV1 como proteína anti-fibrótica no ha sido del todo dilucidada, su disminución podría ser un buen 

marcador para una fibrosis patológica.  

Respecto al posible rol de CAV1 regulando el paso de una fibrosis fisiológica a una patológica 

centrado en el metabolismo de COL I, también se podría inferir de los siguientes estudios que 
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plantean una regulación sobre la enzima Lisil-Oxidasa (LOX). Esta es la encargada de oxidar grupos 

hidroxilos de COL I fibrilar para formar grupos aldehídos necesarios para el entrecruzamiento de las 

fibras y que este se pueda depositar en la MEC (figura 15). Se ha demostrado que hay una relación 

entre TGF-β1 y la enzima LOX (Voloshenyuk T. & cols. 2011) y entre CAV1 y LOX (Ji De-Gang & cols. 

2018). En el primer estudio se trataron FC de ratas adultas con concentraciones de 5 y 10 ng/mL 

TGF-β1 y se observó con ambas concentraciones el aumento en la expresión, niveles y actividad de 

LOX. En el segundo trabajo, se tomaron células estrelladas hepáticas y se silenció CAV con un siRNA 

y se evaluaron parámetros de estrés oxidativo, inflamación y fibróticos. Dentro de los parámetros 

fibróticos se cuantificó la expresión de LOX y se observó un aumento significativo en comparación a 

las células control siRNA.  

Para continuar, se decidió estudiar si la vía no-canónica ERK de TGF-β1 participa en la disminución 

de los niveles de CAV1. Se conoce que la subunidad TβRII del receptor de TGF-β1 señaliza río abajo 

vía MAPKs y que la subunidad TβRI señaliza río abajo vía Smad (figura 9). Como bien se conoce es 

necesaria la autofosforilación de la subunidad TβRII para que esta pueda activar la subunidad TβRI 

(Dobaczewski M. & cols 2011), por lo que al inhibir la vía ERK con el inhibidor PD98059 que inhibe a 

MEK 1/2 responsable de fosforilar a ERK 1/2, aun estaría actuando la vía Smad mediante la 

activación de la subunidad TβRI.  

Respecto a la vía de señalización ERK, en la figura 11 se determinó la fosforilación tanto de ERK1 

como de ERK2 por TGF-β1, con una mayor intensidad de fosforilación en ERK2, y su inhibición 

efectiva en la fosforilación de ERK1 y ERK2 por inhibidor PD98059. La fosforilación de la vía ERK 1/2 

era de esperar debido a que ya se había visto en FC de rata adulta inducida por TGF-β1 (Wang Li. & 

cols. 2015) donde se observó aumentos significativos en los niveles de p-ERK 1/2 inducidos por 2 

ng/mL de TGF-β1. La mayor intensidad en p-ERK2 también se ha visto al estimular fibroblastos de 

línea celular NIH-3T3 con TGF-β1 (Fengfeng Li. & cols. 2009). En este mismo trabajo se reporta la 

intercomunicación entre la vía ERK-Smad y como esta es necesaria para la síntesis de COL I. 

Silenciaron a ERK1 y ERK2, trataron con TGF-β1 y midieron fosforilación de Smad2 tanto en la región 

linker como en los residuos de serina sustratos de TβRI. Se observó que al silenciar a ERK2 la 

fosforilación en la región linker disminuía en comparación al silenciar a ERK1, y en ambos casos el 

silenciamiento no interrumpía la fosforilación en los residuos de serina sustratos de TβRI, y además 

observaron que la síntesis de COL I disminuía solamente al silenciar ERK2. En esta memoria   
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complementariamente se vio la fosforilación de Smad3 por TGF-β1 (figura 18, anexo N°2) y su 

inhibición efectiva por el inhibidor SD208. Al utilizar el inhibidor SD208 aún se observa fosforilación 

de p-ERK 1/2 (figura 11) y al utilizar el inhibidor PD98059 todavía se tiene fosforilación de p-SMAD3 

(figura 18, anexo N°2). Por lo que se puede determinar que los resultados hallados en la última 

parte de esta memoria se pueden atribuir distintivamente a la vía de señalización ERK o Smad sin 

que haya una intercomunicación de las vías.  

En cuanto a las posibles vías de señalización que podrían estar regulando los niveles de CAV1, en la 

figura 12A y 12B se determinó que ni la vía ERK ni la vía Smad respectivamente, eran las 

responsables en regular los niveles de CAV1. Si bien en la figura 12A solo hay dos N experimentales, 

se reprodujo las mismas condiciones experimentales en FCs de neonato cumpliendo con tres N 

experimentales (figura 20, Anexo N°4), en el cual se observa de igual manera que al inhibir la vía 

ERK previamente al tratamiento con TGF-β1, la disminución de CAV1 no es prevenida. Otras posibles 

vías que podrían estar regulando CAV1, solamente se ha identificado la vía MAPK/p38 (Sanders Y. & 

cols. 2015) en fibroblastos pulmonares, pero también dentro de las vías no canónicas de TGF-β1 se 

encuentran las vías PI3K/ Akt y RhoA las cuales junto a p38 no fueron probadas en esta memoria y 

deberían ser estudiadas en futuros estudios.  

Parámetros de fibrosis regulados por vía ERK y Smad.  
 

En el último tiempo se le ha otorgado distintos roles en fibrosis a cada uno de estos dos 

componentes. Por una parte, hay estudios que identifican a EDA-FN como uno de los factores que 

favorece la diferenciación de fibroblastos (Chen W. & Frangogiannis N. 2013) y por otra parte a COL 

I como el principal componente y responsable de la rigidez de la MEC. Según esto identificar la vía 

de señalización en la síntesis de EDA-FN aportaría a interferir en uno de los estímulos de 

diferenciación celular, e identificar la vía de síntesis de COL I interferiría directamente en la fase de 

la formación de la cicatriz de MEC.   

Respecto a la síntesis de EDA-FN por TGF-β1 se observó que esta puede ser prevenida tanto por vía 

Smad como por vía ERK en FC. Hasta el momento la vía de síntesis descrita de EDA-FN por TGF-β1 

en fibrosis se atribuía a la vía no-canónica MAPK/JNK (Hocevar B. & cols. 1999). En este trabajo se 

trató una línea celular de fibrosarcoma con TGF-β1, de la cual se obtuvo un dominante negativo 

para la vía JNK y se observó interferida la síntesis de EDA-FN en comparación a la condición control. 
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En este mismo trabajo se trataron células con inhibidores PD98059 y SB203580 que inhiben la vía 

ERK y p38 respectivamente, y se determinó que las vías ERK y p38 no eran necesarias para la síntesis 

de EDA-FN. Según el resultado de la figura 13a la vía ERK sí sería necesaria para la síntesis de EDA-

FN por TGF-β1 en fibroblastos cardíacos de rata adulta. Ahora bien, de acuerdo al rol de EDA-FN 

como estímulo, en el trabajo de Kohan M. & cols (2010) se describió a EDA-FN como inductor en la 

diferenciación de fibroblastos pulmonares de ratones C57Bl/6, al observarse aumentos en 

parámetros fibróticos (expresión de α-SMA y deposición de COL I), en la funcionalidad del MFC 

(mayor contracción en geles de colágeno), y además promovía un aumento en los niveles de TGF-β1. 

En este mismo trabajo se determinó que EDA-FN actuaba a través de la ERK 1/2 para regular la 

diferenciación de fibroblastos pulmonares. Es decir, es posible que la síntesis de EDA-FN en 

fibrogénesis sea por vía MAPK/JNK y que el mecanismo por el cual EDA-FN favorezca la 

diferenciación de fibroblastos sea por vía MAPK/ERK.  

Finalmente, respecto a la secreción de COL I,  en la figura 14B se observó que esta es prevenida 

tanto por vía SMAD como por vía ERK 1/2, resultado que se esperaba debido a que la síntesis de 

colágeno por TGF-β se determinó en un principio por la vía canónica Smad en fibroblastos de piel 

(Ghosh A. & cols. 2000), pero no fue hasta el reciente estudio de Khalil H. & cols (2017) donde por 

primera vez se obtuvieron KO específicos para fibroblastos cardíacos para la subunidad TβRI, Smad2 

y Smad3. En donde se realizaron análisis genéticos y funcionales de los efectos que producía cada 

proteína por separado, donde concluyeron que la proteína smad3 influía mayormente en el 

desarrollo de la fibrosis y la deposición de MEC. Respecto a la vía no-canónica de TGF-β, en el estudio 

de Papakrivopoulou J. & cols (2004), se determinó por primera vez los roles diferenciados de las vías 

ERK, p38 y JNK en fibroblastos cardíacos fetales de rata. En este estudio se cuantificó la expresión 

de la subunidad α1 del pro-COL I al estimular FC con estrés mecánico y se utilizó distintas 

concentraciones de inhibidores farmacológicos específicos para cada una de las vías MAPK. Se 

observó activación de las tres vías mencionadas por estrés mecánico, pero solamente era necesaria 

la activación de la vía ERK para la expresión de pro-COL I y además, observaron que a medida que 

la vía p38 se inhibía a mayores concentraciones de su inhibidor aumentaba la expresión de pro-COL 

I proporcionalmente.  
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CONCLUSIONES 

 
• Una concentración de 10 ng/mL de TGF-β1 es la mínima necesaria para diferenciar 

fibroblastos cardíacos a tiempo final de 96 h y obtener miofibroblastos funcionales.  

• TGF-β1 disminuye los niveles de CAV1 en fibroblastos cardíacos diferenciados. 

• La vía ERK ejerce su acción independiente de la subunidad TβRI del receptor de TGF-β1. 

• La disminución de los niveles de CAV1 por TGF-β1 es independiente de la vía ERK y Smad. 

• El aumento de los parámetros de fibrosis de COL I y EDA-FN es prevenido vía no-canónica 

ERK y canónica Smad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.  Modelo final propuesto. En esta memoria se propone la regulación negativa de TGF-β1 sobre CAV1 
en fibroblastos cardíacos diferenciados (flecha línea continua amarilla), y que esta regulación es 
independiente de las vías ERK y Smad (flecha línea gris discontinua) a pesar de que ambas vías están 
involucradas en la obtención del miofibroblasto (flecha línea gris continua). 
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ANEXOS 

Anexo N°1 TGF-β1 activa la vía ERK independiente de la subunidad TβRII. 
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Figura 17.  TGF-β1 activa la vía ERK independiente de la subunidad TβRII. FC cardíacos de rata adulta fueron 

tratados con el inhibidor A) SD208 (200 nM) y B) PD98059 (10 μM) 30 min previos al tratamiento con TGF-β1 

por 30 minutos. Los gráficos muestran la razón de p-ERK1/ERK1 y ERK 1 total y p-ERK2/ERK2 y ERK 2 total para 

el tratamiento de cada inhibidor. Se muestran los valores con su error estándar medio (SEM) de al menos 4 

experimentos independientes (n=1-4), graficados en GraphPrism 6. Se consideró significancia *p<0,05 

respecto a la condición sin tratamiento con análisis estadístico ANOVA y post-test Dunnet. 

 

Anexo N°2. TGF-β1 activa la vía canónica Smad en fibroblastos cardíacos de rata 

adulta. 
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Figura 18. TGF-β1 activa la vía canónica Smad en fibroblastos cardíacos de rata adulta.  

FC cardíacos de rata adulta se trataron con A) SD208 (200 nM) y B) PD98059 (10 uM) 30 min previos al 

tratamiento con TGF-β1 (10 ng/mL) por 30 minutos. Los gráficos muestran la razón de p-Smad3/Smad3 y 

Smad3/β-tubulina. Se muestran los valores con su error estándar medio (SEM) de al menos 3 experimentos 

independientes (n=1-3), graficados en GraphPrism 6. Se consideró significancia *p<0,05 respecto a la 

condición sin tratamiento con análisis estadístico ANOVA de una vía con post-test Dunnet.  

Anexo N°3. TGF-β1 disminuye caveolina-1 a las 96 hrs de diferenciación de FCs.    
 

 

 

   

 

 

 
  

  

Figura 19. TGF-β1 disminuye caveolina-1 a las 96 hrs de diferenciación de FCs. FCs de rata adulta se trataron 

con TGF-β1 (10 ng/mL) por 96 h. El gráfico muestra los niveles de Caveolina-1. Se muestran los valores con su 

error estándar medio (SEM) de al menos 3 experimentos independientes (n=3), graficados en GraphPrism 6. 

Se consideró significancia #p<0,05 respecto a la condición TGF-β1 10 ng/mL, con análisis estadístico ANOVA 

de una vía con post-test Dunnet. 
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Anexo N°4. Caveolina-1 disminuye vía independiente de ERK en FCs diferenciadosde 

neonato 
 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

Figura 20. Caveolina-1 disminuye vía independiente ERK de TGF-β1 en diferenciación de FCs neonato.  

FC cardíacos de neonato se trataron con PD98059 (10 uM) 30 min previos al tratamiento con TGF-β1 (10 

ng/mL) por 96 h. El gráfico muestra los niveles de Caveolina-1. Se muestran los valores con su error estándar 

medio (SEM) de al menos 3 experimentos independientes (n=3), graficados en GraphPrism 6. Se consideró 

significancia *p<0,05 respecto al control 0h y #p<0,05 respecto a la condición TGF-β1 10 ng/mL, con análisis 

estadístico ANOVA de una vía con post-test Dunnet 
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