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Resolvina-D1 a través del receptor ALX/FPR2 aumenta la síntesis de colágeno 

en miofibroblastos cardiacos de rata adulta 

RESUMEN 

Introducción: Las enfermedades cardiovasculares se encuentran directamente 

relacionadas con un proceso inflamatorio, por lo que entender el proceso de 

inflamación es esencial para entender dichas enfermedades. En este proceso se 

encuentran varios agentes, tales como citoquinas, quimioquinas y agentes 

proresolutivos, los cuales mantienen en regulación dicho proceso, siendo estos últimos 

quienes limitan mayoritariamente su acción. A nivel cardiaco se ha descrito a los 

fibroblastos cardiacos (FC) como células que participan de manera activa en todo este 

proceso, siendo capaces de secretar diversas citoquinas, y de responder a distintos 

estímulos, tanto proinflamatorios como proresolutivos, además de ser tener la 

capacidad de diferenciarse a miofibroblastos cardiacos (MFC) 

La diferenciación de FC a MFC está mediada principalmente por TGF-β1, el cual se 

libera ya sea desde células inmunes, por efecto de angiotensina II (ANG II) sobre los 

mismos FC, o en condiciones in vitro por estrés mecánico. Una de las principales 

diferencias entre el FC y el MFC es que el MFC secreta una mayor cantidad de 

proteínas de matriz (principalmente colágeno), que el FC, con la finalidad de reparar 

el tejido cardiaco después de un daño celular. Además, en este proceso de 

diferenciación FC a MFC se ha demostrado un aumento en la expresión de los 

receptores B1 de cininas, β2-Adrenérgico, AT1 de ANG II, etc. Sin embargo, se 

desconoce qué ocurre con ALX/FPR2 que es el receptor de Resolvina D1 (RvD1). La 

RvD1 es un mediador lipídico antiinflamatorio y se ha demostrado en otros tipos 

celulares, que la activación de ALX/FPR2 por su ligando puede modificar los niveles 

de expresión de proteínas de matriz tales como α-SMA o colágeno; sin embargo, a 

nivel de FC y MFC no existe evidencia aún. 

 

Objetivo: Determinar que en la diferenciación de FC a MFC de rata adulta existe un 

aumento en la expresión de ALX/FPR2 y consecuentemente tras su activación por 

RvD1 se induce un aumento en los niveles de colágeno I. 
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Materiales y Métodos: Cultivo secundario de FC adultos de rata en medio libre de 

suero por 24 horas fueron estimulados con RvD1 100nM en SFB 1% a distintos 

tiempos. Por otro lado, también se estimularon con TGF-β1 (10 ng/mL) por 72 Horas 

en SFB 1% con tal de diferenciarlos a MFC. Además, para el trabajo en MFC se eliminó 

el TGF-β1 tras cambio de medio, se esperó dos horas y se estimuló con RvD1 a 

distintos tiempos, en presencia y ausencia de inhibidores de vías transduccionales 

ERK1/2 y PI3K/AKT, así como con el antagonista del receptor ALX/FPR2. Se midieron 

proteínas ALX/FPR2, α-SMA, p-ERK1/2, p-AKT y colágeno I mediante Western Blot. 

 

Resultados: Tras la diferenciación de FC a MFC de rata adulta, se encontró un 

aumento en los niveles de expresión del receptor ALX/FPR2. En MFC, la RvD1 activó 

las vías de señalización ERK1/2 y PI3K/AKT y aumentó la expresión de colágeno I. 

Además, el aumento de colágeno causado por RvD1 se vio disminuido en la presencia 

de los inhibidores de las vías de señalización mencionadas y así como con el 

antagonista del receptor ALX/FPR2. Por otro lado, RvD1 no disminuyó los niveles de 

expresión de α-SMA, lo que sugiere que no revierte el proceso de diferenciación de 

MFC a FC 

 

Conclusión: Nuestros resultados sugieren que la diferenciación de FC a MFC de rata 

adulta inducida por TGF-β1 aumenta los niveles de expresión de ALX/FPR2. Lo que 

permite que RvD1 aumente los niveles de expresión de colágeno a través de la 

activación de su receptor y las vías ERK1/2 y PI3K/AKT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

 

ABSTRACT 

Background: Cardiovascular diseases are directly related to an inflammatory process, 

so understand the inflammation process is essential to understand the diseases. In this 

process there are several agents, such as cytokines, chemokines and proresolutive 

agents, which maintain the regulation of this process, the latter being the ones who 

mostly limit their action. At the cardiac level, cardiac fibroblasts (CF) have been 

described as cells that actively participate in this whole process, being able to secrete 

various cytokines, and respond to different stimuli, both proinflammatory and 

proresolutive, in addition to being able to differentiate to cardiac myofibroblasts (CFM) 

Cardiac fibroblast CF-to-CMF differentiation is mainly mediated by TGF-β1 released 

from immune cells by angiotensin II (ANG II) effect, or in vitro conditions due to 

mechanical stress. CMF can produce extracellular matrix proteins, mostly collagen, in 

the scar formation process. Also, in the CF-to-CMF process it has been demonstrated 

the upregulation of Kinin-B1 and AT1R receptor, among others. However, the presence 

of Resolvin D1 (RvD1) receptor, ALX/FPR2, has not been elucidated. RvD1 is an anti-

inflammatory lipidic mediator that regulates matrix proteins like α-SMA and collagen in 

various cell types, yet there is no evidence of this effect on CMF. 

 

Purpose: To demonstrate that the CF-to-CMF of adult rat differentiation increases 

ALX/FPR2 protein levels, and consequently, ALX/FPR2 activation by RvD1 enhances 

collagen-1 synthesis. 

  

Methods: Secondary culture of adult rat CF was starved for 24 hours, stimulated with 

RvD1 100nM in FBS 1% at different times. On the other hand, also stimulated with 

TGF-β1 (10 ng/mL) for 72 hours on foetal bovine serum (FBS) 1% to induce CMF 

differentiation and then treated with RvD1 at different intervals in presence and 

absence of PD98059, LY294002 (ERK1/2 and PI3K/AKT inhibitors) and WRW4 

(ALX/FPR2 antagonist). The proteins levels of ALX/FPR2, α-SMA, p-EKR ½, p-AKT 

and collagen-1 were measured by western blot. 
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Results: After CMF differentiation, it was found an increase of ALX expression. On 

CMF, RvD1 activated the ERK1/2-PI3K/AKT pathways and enhanced the expression 

of collagen-1. These effects were blocked by PD98059, LY294002 and WRW4. On the 

other hand, RvD1 did not decrease α-SMA protein levels, which suggests that it does 

not reverse CMF differentiation. 

 

Conclusions: Our results suggest that the CF-to-CMF differentiation increases the 

protein levels of ALX/FPR2, and that RvD1 enhances collagen-1 synthesis through 

ERK1/2 and PI3K/AKT pathways.  
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1.- INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Generalidades 

Los procesos inflamatorios han sido ampliamente estudiados debido a su directa 

relación con enfermedades de carácter crónico, incluyendo síndromes metabólicos, 

enfermedades neurológicas y vasculares. Siempre se había pensado que el proceso 

de resolución de la inflamación era de carácter pasivo, puesto que terminaría una vez 

que se comienzan a diluir las proteínas quimioatractantes del medio; sin embargo, 

fueron descubiertas moléculas que se encargan de manera directa de finalizar este 

proceso, y así evitar, una inflamación prolongada. Por lo que este proceso de 

resolución de la inflamación pasó de conocerse como pasivo, a ser de carácter activo 

[1]. Dichos mediadores, conocidos como mediadores especializados proresolutivos 

(SPM) abren la puerta a un gran nicho de investigación, puesto que las enfermedades 

crónicas, según la OMS, son la principal causa de mortalidad a nivel mundial [2], siendo 

clara la importancia de encontrar nuevos blancos farmacológicos como tratamientos 

para este tipo de patologías, en este sentido en el corazón células importantes son los 

fibroblastos cardiacos. 

1.2  Fibroblasto Cardiaco (FC) 

De manera general se define a los FC como células productoras de tejido 

conectivo, pero de matriz extracelular (MEC) densa, irregular y compuesta de 

colágenos, proteoglicanos y glicoproteínas. Estas células además poseen la 

capacidad de secretar algunos componentes de matriz como periostina, vimentina, 

fibronectina y colágeno tipo I, III, V y VI [3]. Los FC juegan un rol importante en el 

remodelado cardiaco, mediante la regulación de propiedades estructurales, 

bioquímicas, mecánicas y eléctricas del corazón. Se ha descrito la presencia de 

diferentes clases de receptores, de los cuales los más importantes en la regulación de 

sus funciones corresponden a los β2-adrenérgico (β2-AR), angiotensina II (RAT1) y 

receptores B1 y B2 (B1R y B2R) de las cininas. Actualmente se sabe que los 

fibroblastos poseen un rol importante en procesos inflamatorios y por consiguiente en 

enfermedades cardiovasculares, pues son capaces de secretar una amplia variedad 
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de citoquinas y quimioquinas, dejando de lado la creencia de que sólo las células del 

sistema inmune son las encargadas de este proceso [4]. En la Figura 1, se muestran 

cuáles son las funciones celulares más importantes de los FC, destacando entre ellas 

la diferenciación a miofibroblasto cardiaco (MFC), un fenotipo celular importante para 

el proceso de cicatrización.  

1.3  Miofibroblasto Cardiaco 

El MFC no es un componente normal del tejido cardiaco y aparecen sólo después 

de una injuria cardiaca, como un infarto, y en corazones que han sido expuestos a una 

sobrecarga de volumen o presión [5]. Esto ocurre en un proceso de diferenciación en 

el cual los FC se transforman su fenotipo a MFC, proceso mediado principalmente por 

TGF-β1 (ver Figura 2). Este fenotipo se caracteriza principalmente por un gran 

aumento en la síntesis y ensamblaje de α-SMA dando lugar a las fibras de estrés [6]. 

Además, los MFC entran en un estado no proliferativo y paralelamente comienzan a 

secretar una gran cantidad de proteínas del componente extracelular [7, 8].  

El MFC es el principal mediador en la cicatrización del tejido cardiaco y se ha visto 

como la célula predominante en las cicatrices producto de infartos. Es relevante como 

este fenotipo del FC contribuye en la fibrosis cardiaca producto del daño celular 

mediante la gran secreción de proteínas de la MEC como colágeno, fibronectina y α-

SMA, éste último el cual se asocia a proteínas de vimentina formando sus 

características fibras de estrés con el citoesqueleto que presenta el MFC [6]. Además, 

de las diferencias entre FC y MFC nombradas con anterioridad en el proceso de 

diferenciación se ha demostrado un aumento en la expresión de los receptores B1 de 

cininas, β2-Adrenérgico, AT1 de ANG II, y de manera muy importante el receptor TLR4, 

entre otros [4]. Lo anterior abre la puerta a la posibilidad de que existan diferencias en 

los niveles del receptor ALX/FPR2, receptor de Resolvina D1 (RvD1), tras la 

diferenciación por TGF-β1. 
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Figura 1. Funciones celulares de fibroblastos cardiacos. FC están involucrados en una serie de eventos 

celulares donde pueden proliferar, migrar, diferenciarse a MFC, degradar y sintetizar MEC, además de secretar 

citoquinas y factores de crecimiento. (Adaptado de Porter y cols.) [9]. 

1.4  Factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-β1) 

TGF-β es una citoquina que contribuye a la función celular a través de la regulación 

de la inflamación, deposición de matriz extracelular, proliferación celular, 

diferenciación y crecimiento. Se han identificado tres isoformas TGF-β 1, 2 y 3, siendo 

la más común la isoforma 1; las otras dos se encuentran limitadas a células y tejidos 

específicos. TGF-β1 es una proteína dimérica, la cual se encuentra en un estado 

inactivo cuando se encuentra unida al péptido asociado a latencia (LAP). Éste péptido 

se une a la región N-Terminal del TGF-β1 lo que evita la interacción de este último con 

su receptor. El corte proteolítico de la proteína LAP libera al TGF-β1, permitiendo así 

su unión a receptores [5]. Los receptores de TGF-β1 (TGFR1 y TGFR2) poseen dos 
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 vías de activación, la canónica y no canónica. En resultados de nuestro laboratorio 

(presentados por Bolivar et al., 2017) hemos demostrado que los FC, expresan las tres 

isoformas de TGF-β1, siendo la mayoritaria TGF-β2 [10]. 

La vía canónica se activa una vez el TGF-β1 se une a TGFR2, el cual recluta y 

activa a TGFR1, lo que produce que río abajo este último receptor fosforile a las 

proteínas SMAD2 y SMAD3, las cuales forman un complejo con SMAD4 el cual se 

transloca al núcleo. El componente SMAD 3 se une directamente a promotores de 

genes para inducir la transcripción de proteínas profibróticas como α-SMA, colágeno 

I, inhibidor de metaloproteinasas de matriz (TIMP) lo que induce la diferenciación de 

los FC a MFC y el depósito de las proteínas de matriz [11].  

La vía no canónica ocurre mediante la activación del receptor de igual forma que 

en la canónica, por TGF-β1, pero río abajo se desencadena la activación de las vias 

ERK1/2, concluyendo de igual manera en resultados similares a nivel protéico [12]. En 

la figura 2, se muestra de forma esquemática los factores que estimulan la 

diferenciación de FC a MFC y cuáles son las funciones celulares de MFC. 
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Figura 2. Resumen de factores que afectan la diferenciación de Fibroblasto a Miofibroblasto. Así como el 

estrés mecánico hay otros factores que pueden afectar en la diferenciación como la inflamación del tejido cardiaco 

o el envejecimiento. Sin embargo, siempre el gran mediador corresponde a TGF-β1 siendo aumentado ante la 

elevación de especies reactivas de oxígeno (ROS) como con el incremento de ANG II. Este nuevo fenotipo tiene la 

capacidad de secretar metaloproteinasas de matriz (MMP) e inhibibores tisulares de metaloproteasas (TIMPs), 

citoquinas, quimioquinas y colágeno. (Adaptado de Tarbit, Singh, Peart & Rose’Meyer, 2019) [5] 

1.4.1 Alfa- actina del músculo liso (α-SMA) 

α-SMA corresponde a una isoforma de actina que predomina en el músculo liso 

vascular y juega un rol importante en la fibrogénesis. Se correlaciona con la presencia 

de miofibroblastos, los cuales juegan un rol clave en la respuesta fibrótica [13]. Los 

niveles de esta proteína aumentan en el proceso de cicatrización, lo que genera un 

aumento en el paso de fibroblastos a miofibroblastos, siendo un muy buen marcador 

de este proceso [3]. Por otro lado, en un modelo in vivo de fibrosis renal provocada por 

una obstrucción ureteral unilateral (UUO, del inglés unilateral ureteral obstruction), se 

observó en primera instancia un aumento de α-SMA posterior a la obstrucción, dando 

cuenta del paso de fibroblastos a miofibroblastos y el comienzo del proceso de fibrosis. 

Sin embargo, posterior al tratamiento con Resolvina D1 (RvD1), los niveles de dicha 

proteína disminuyeron, y junto con ello la presencia de miofibroblastos, lo que se 

tradujo en una inhibición del proceso fibrótico [14]. Esto da cuenta de que RvD1 puede 
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tener capacidad de modular la expresión de esta proteína; sin embargo, a nivel del FC 

no hay estudios que indiquen de qué manera respondería la célula al ser activado el 

receptor ALX/FPR2 por RvD1. 

1.5  Participación de fibroblastos y miofibroblastos en la secreción de proteínas 

de matriz extracelular. 

Independiente del tipo de tejido, fibroblastos y miofibroblastos están activamente 

involucrados en el proceso dinámico de cicatrización. Se ha descrito que FC y MFC 

tienen una serie de funciones, pudiendo migrar a la herida, proliferar, sintetizar 

componentes de MEC, formar el tejido de granulación, secretar componentes 

inflamatorios, degradar MEC y generar fuerzas mecánicas en la herida para comenzar 

con su contracción (ver Figura 1) [9,15]. En general, la contracción de la herida puede 

ser benéfica para la reparación de esta, por la reducción del tamaño y de la formación 

de una cicatriz reparativa mecánicamente fuerte. A pesar de ello, en ciertas 

circunstancias la presencia y la excesiva actividad de los fibroblastos y miofibroblastos, 

puede conducir a una mala reparación de la herida, generando fibrosis y una 

contracción defectuosa de la cicatriz [16]. Por lo que es importante continuar 

estudiando los mecanismos moleculares involucrados que ocurren en FC y MFC.  

1.5.1 Colágeno 

      El colágeno es una proteína de la matriz extracelular, el cual tiene funciones de 

tipo estructural en los tejidos, y posee una gran cantidad de isoformas, los cuales se 

distribuyen en diferentes tejidos del cuerpo. A nivel del FC podemos encontrar que 

este tipo celular sintetiza y secreta los colágenos tipos I, III, IV, V y VI, siendo su 

principal función mantener la integridad de la matriz extracelular [3,17]. Sin embargo, 

su síntesis puede verse modulada por diferentes estímulos, como, por ejemplo, TGF-

β o angiotensina II (ANG II), los cuáles aumentan la síntesis y secreción de colágeno, 

pero también se observa una disminución en la síntesis y secreción de colágeno si la 

célula es estimulada con bradicinina, prostaciclinas u óxido nítrico (NO) [18]. En este 

sentido, se suele asociar el aumento de colágeno con un daño celular, y la entrada a 

un proceso fibrótico.  
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1.6  Vías de señalización que participan en la síntesis y secreción de colágeno 

       Las vías de señalización ERK1/2 y PI3K/AKT son vías que se encuentran 

ampliamente estudiadas y participan en una gran cantidad de procesos a nivel celular 

como diferenciación, sobrevida, proliferación, movimiento celular, quimiotaxis, etc. 

[19,20]. La activación de ERK1/2 ocurre cuando la proteína Ras es activada en 

respuesta al estímulo de algún agonista, ésta recluta a la proteína Raf, la cual fosforila 

y activa a MEK, la que fosforila a ambas proteínas ERK1 y ERK2 [21].  

       Por otro lado, la activación de PI3K/AKT ocurre cuando la proteína PI3K es 

reclutada por proteínas adaptadoras de la membrana plasmática cuando llega algún 

estímulo, ésta se encarga de fosforilar PIP2 para generar PIP3, el cual es un segundo 

mensajero que activa finalmente a la proteína AKT, fosforilándola [22].  

        En el tejido epidermal existe una gran cantidad de evidencia que muestra de 

manera directa que la síntesis de colágeno está mediada por la activación de las vías 

ERK1/2 y PI3K/AKT [23-25]. Por otro lado, en células pancreáticas estrelladas se ha 

demostrado un aumento en la síntesis de colágeno mediado por fibrinógeno a través 

de las vías ERK1/2 y PI3K/AKT [26]. También se ha visto activación de estas vías de 

señalización en células madre mesenquimales [27]. A nivel de FC solo se tienen 

antecedentes de que la activación de AT1-R por ANG II y β2-AR genera la activación 

de la vía ERK1/2; sin embargo, no se tienen antecedentes relacionados entre RvD1 y 

las vías mencionadas. 

1.7  Resolvina D1 (RvD1)  

Los lípidos especializados proresolutivos (SMP por su sigla en inglés), se dividen 

en 4 grandes grupos: Lipoxinas (LX), Resolvinas (Rv), Protectinas (PD) y Maresinas 

(MaR), cada uno con capacidad de gatillar la resolución de la inflamación tisular, 

activando distintos receptores encargados de realizar este proceso. El subgrupo de las 

resolvinas se divide en E y D, dependiendo de su precursor de origen: Ácido 

eicosapentaenoico (EPA) y ácido docosahexaenoico (DHA), ambos ácidos grasos 

esenciales de omega 3 [28].  Para RvD1 se ha descrito en modelos in vivo e in vitro 

efectos como inhibición de migración de neutrófilos, bloqueo de producción de 
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mediadores proinflamatorios y reducción en la expresión de citoquinas [29-31]. 

Además, para nuestro interés se ha descrito que este mediador es capaz de modular 

los niveles de expresión de proteínas de la MEC como el colágeno [14,32].  

Se ha descrito que las acciones de la RvD1 son mediadas por su interacción con 

el receptor para LXA4, ALX/FPR2 [33], y el receptor huérfano GPR32 en humanos 

[34], ambos receptores acoplados a proteína G. Sin embargo, sus vías de señalización 

han sido poco estudiadas, y varían dependiendo del tipo celular. En cultivos de células 

de la conjuntiva de córnea de rata se han descrito acciones mediante la activación de 

la PLA2, PLD, PLC y la consiguiente activación de PKC con aumento de calcio 

intracelular [35]. Por otra parte, y respecto de las vías de señalización intracelular, se 

ha observado que la activación del receptor ALX/FPR2, mediante RvD1 puede inhibir 

las vías ERK1/2, PI3K/AKT y NF-kβ, en fibroblastos de pulmón inducidas por LPS 

[18,36]. Además, se ha descrito que RvD1 en un modelo in vivo de infarto en ratas 

adultas fue capaz de reducir el tamaño del infarto mediante la vía PI3K/AKT [37] Sin 

embargo no existe evidencia de las vías de señalización mediadas por RvD1 en FC ni 

en MFC a través de su receptor ALX/FPR2. 

1.8  Receptor ALX/FPR2 

      Corresponde a un receptor acoplado a Proteína G que se expresa en varios tejidos, 

como corazón, pulmón, riñón, intestino, entre otros [31]; presentando diferentes 

funciones, dependiendo del tejido en el cual se presenta [34]. Este receptor, posee 

como ligando proteínas, lípidos y péptidos, lo que da cuenta de su nombre (LXA4 

Receptor/Formyl Peptide Receptor 2) [38]. En humanos se han descrito dos GPCRs, 

GRP32 y ALX/FPR2 [39], y se encuentran altamente expresado en monocitos, células 

T y macrófagos, además de varios tipos celulares residentes como fibroblastos 

sinoviales y células del epitelio intestinal [40,41]. En macrófagos, la activación de 

ALX/FPR2 por RvD1 disminuye drásticamente los niveles de Ca+2, además de 

disminuir la activación de la Calcio-Calmodulina Quinasa II (CaMKII) [42]. Se ha 

encontrado además que se expresa en fibroblastos, en donde su ligando principal 

LXA4, regula la migración de fibroblastos e inhibe la proliferación inducida por TGF-

β1. Además, se sabe que puede ser activado también por RvD1 [43], y que en 
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fibroblastos 3T3 de ratón puede tener un aumento en su expresión estimulada por 

TGF-β1 [44] y se ha evidenciado un aumento en la expresión de mRNA del receptor 

al tratar con LPS a macrófagos [45]. 

1.9  Participación de RvD1 y ALX/FPR2 en la expresión de colágeno 

La participación y relación entre RvD1 y la síntesis y secreción de colágeno no 

ha sido muy estudiada; sin embargo, existe evidencia que establece que este SMP es 

capaz de modular niveles de esta proteína. En células alveolares tipo dos de pulmón 

se ha observado que RvD1 posee efectos reparativos, tales como proliferación, 

reducción de apoptosis, y la inhibición de la transición epitelio mesénquima inducida 

por TGF-β1 hecho que ocurre ante un proceso fibrótico. En ese mismo trabajo además 

se estudiaron los efectos de RvD1 en fibroblastos de pulmón, en donde demostró que 

redujo la proliferación, la diferenciación a miofibroblasto y mayormente de nuestro 

interés, también redujo la producción de colágeno [44]. Además, en dos estudios 

similares de modelos de obstrucción ureteral unilateral en ratones concluían que RvD1 

disminuyó todos los síntomas de la fibrosis producida por esta obstrucción, 

demostrado tras la utilización de varios marcadores; entre ellos α-SMA y colágeno I. 

Los autores demostraron que RvD1 disminuía los niveles de ambas proteínas 

mencionadas, evitando así el daño crónico [14, 46]. En contraposición a la literatura 

que relaciona solo RvD1 y colágeno nos encontramos con la activación del receptor 

ALX/FPR2 por otros de sus ligandos, como por ejemplo la LXA4, Se ha encontrado que 

la activación de este receptor muestra un aumento de colágeno y disminución en la 

infiltración de neutrófilos en un modelo de dilatación aortica inducida por ANG-II en 

ratones [47]. Del mismo modo, en un modelo de lesiones ateroscleróticas en carótidas 

humanas se demostró que la presencia del receptor FPR2 genera un aumento los 

niveles de mRNA de Colágeno I, mostrando disminuciones significativas ante aquellos 

que no presentaban el receptor. Por otro lado, en un modelo in vivo de úlceras de piel 

en ratas adultas wistar se demostró que la administración de LXA4 microencapsulada, 

aumentó de manera significativa la deposición de colágeno en la piel, esto mediante 

el receptor ALX/FPR2, puesto que en presencia del antagonista del mismo no se 

observó el aumento de colágeno visto con la lipoxina sola.  
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Finalmente, dada las características de los FC y los MFC como principales 

productores de colágenos en el tejido cardiaco y responsables del proceso de 

cicatrización, así como también de la fibrosis cardiaca, se hace necesario evaluar si la 

RvD1 puede ejercer algún efecto modulador respecto de la síntesis de colageno, ya 

sea con la finalidad de favorecer el término de la inflamación y con ello la cicatrización; 

o por el contrario, favorecer una respuesta fibrótica o antifibrótica, dado que los MFC 

solo están presentes en el tejido dañado.  Más aun, y debido a que después del 

proceso inflamatorio viene el proceso de cicatrización, y en ambos procesos participan 

estos tipos celulares, cabe la duda responder cual será el efecto de la RvD1 en ambos 

tipos celulares en cuanto a la síntesis de colágeno. En conclusión, a nivel de FC o 

MFC no existe ningún tipo de evidencia que entregue una directa relación entre RvD1, 

el receptor ALX/FPR2 y la secreción o síntesis de colágeno. 

Por consiguiente, los antecedentes previamente mostrados nos permiten 

formular la siguiente hipótesis: 
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2.- HIPÓTESIS 

En miofibroblastos cardiacos, diferenciados desde fibroblastos cardiacos de rata 

adulta por TGF-β1, RvD1 activa el receptor ALX/FPR2 y a través de las vías de 

señalización ERK1/2 y PI3K/AKT promueve la síntesis de colágeno I.  

 

3.- OBJETIVO GENERAL 

Evaluar si en miofibroblastos cardiacos, diferenciados desde fibroblastos cardiacos de 

rata adulta, RvD1 a través de la vía transduccional ALX/FPR2 (ERK1/2 y/o PI3K/AKT), 

aumenta la síntesis de colágeno. 

 

4.- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

4.1 Estudiar si los agonistas proinflamatorios o profibróticos (LPS, TGF-β1, ANG II y 

RvD1), inducen la expresión del receptor ALX/FPR2 en FC. 

4.2 Evaluar si en FC y MFC de rata adulta la RvD1 activa el receptor ALX/FPR2 y las 

vías transduccionales ERK1/2 y PI3K/AKT. 

4.3 Evaluar si en FC y MFC la RvD1 a través de ALX/FPR2 y las vías ERK1/2 y 

PI3K/AKT induce la expresión de colágeno. 
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5.- MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Reactivos  

Suero fetal bovino (FBS), tripsina/EDTA, medio de cultivo DMEM/F12 y 

compuestos orgánicos e inorgánicos fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, 

Germany). Estándar de peso molecular fueron adquiridos en MaestroGen (Hsinchu 

City, Taiwán). Reactivos para quimioluminiscencia mejorada (ECL) fueron comprados 

en PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA). Material de plástico estéril fue obtenido en 

Corning Inc. (New York, NY). Anticuerpos primario anti COL1A1, α-SMA, p-p44/42, p-

AKT, p44/42, AKT y anticuerpo secundario Horse anti-mouse IgG-HRP fueron 

adquiridos a Cell Signaling Technology Inc. (MA, EEUU). Anticuerpos primario anti 

ALX/FPR2 y anti-GAPDH fueron adquiridos a Santa Cruz Biotechnology (LO, RU). 

Reactivo TGF-β1 y Anticuerpo secundario Goat Anti-rabbit IgG-HRP fue adquirido en 

R&D Systems, Inc. (MN, EEUU). WRW4 fue adquirido a TOCRIS bioscience (MN, 

EEUU). PD98059 y Bradford Reagent fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO). LY294002 y RvD1 (CAS 872993-05-0) fueron comprados a Cayman Chemical 

Company (MI, EEUU). Colagenasa tipo II (CAS 9001-12-1) y Trypan Blue (CAS 15250-

061) fueron comprados a Life Technologies Corporation (CA, EEUU). 

 

5.2 Modelo animal  

Ratas Sprague-Dawley adultas de 6-8 semanas de edad fueron obtenidas en el 

Bioterio de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de 

Chile. Los animales se mantuvieron en jaulas (con ciclos de luz/oscuridad de 12 h) y 

libre acceso a alimento y agua. Todos los estudios fueron desarrollados cumpliendo la 

Guía de la NIH para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, actualizada en el 

2011 [48], y los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética de 

la Facultad. 
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5.3 Aislamiento de fibroblastos cardíacos  

FC fueron aislados de ratas macho Sprague-Dawley usando digestión 

enzimática. Las ratas fueron anestesiadas con una inyección de ketamina/xilazina (2:1) 

y los corazones extraídos en un ambiente aséptico. Se removieron las aurículas y los 

ventrículos fueron cortados en trozos pequeños (1-2 mm) para luego ser sometidos a 

incubación con colagenasa tipo II. El producto de la digestión fue separado mediante 

centrifugación a 1000 RPM por 10 min. El pellet fue resuspendido en 10 ml de 

DMEM/F12 suplementado con 10% de FBS y antibióticos (estreptomicina 100 μg/ml, 

penicilina 100 UI/ml, anfotericina B 0,25 μg/ml) y cultivados en una atmósfera con 

5%CO2/95%O2 y 37°C hasta confluencia (6-7 días). 

 

5.4 Pasaje celular  

Para la realización de los experimentos, los FC se mantuvieron en medio 

DMEM-F12/FBS 10% hasta confluencia en pasaje 0. Posteriormente, se lavaron las 

placas con PBS 1X y las células se soltaron con tripsina/EDTA 0,05% en PBS 1X 

estéril, las cuales fueron contadas por el método de exclusión de Azul de Tripán. 

Luego, se sembraron 250.000 células/placa en placas de cultivo de 60mm. 

Transcurridas 24 horas desde el pasaje, los fibroblastos fueron lavados con PBS 1X 

estéril, se privaron de suero con medio DMEM-F12 por 24 horas y se les cambió medio 

a DMEM-F12/FBS 1% en el cual se realizaron los diferentes ensayos. 

 

5.5 Diferenciación de FC a MFC 

Para los experimentos realizados en MFC se trataron los FC con TGF-β1 en 

una concentración de 10 ng/mL, el cual fue agregado a las placas una vez concluido 

el procedimiento previo de pasaje celular. Estas placas se mantuvieron durante 72 

horas con esta citoquina, se realizaron dos lavados con PBS 1X estéril y se añadió 

nuevamente medio DMEM F12/FBS 1%. Luego se realizaron los diferentes ensayos 

(ver Figura 3). 
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Figura 3. Procedimiento experimental de tiempos de plaqueo y estímulos en fibroblastos y miofibroblastos 

cardiacos.    

 

5.6 Western Blot  

Las muestras fueron recolectadas de las placas de cultivo de 60 mm, 

previamente lavadas con PBS 1X no estéril frío (1 mL x 2). Luego, se adicionaron 60 

μL de Tampón de Lisis y se procedió a la obtención del lisado celular raspando 

suavemente la placa. La muestra fue recolectada en tubos Eppendorf de 1,5 mL, se 

sonicó por 5 minutos y luego se centrifugó a 15.000 rpm por 10 minutos. Se descartó 

el pellet y 5 μL del remanente fueron utilizados para cuantificar la concentración de 

proteína de la muestra empleando el Método de Bradford. Posteriormente, se adicionó 

16,6 μL de Tampón de Carga 4X y se calentó durante 5 minutos a 100° C para 

denaturar las proteínas.  

La separación de las proteínas por su masa se realizó mediante electroforesis 

en geles de poliacrilamida preparados a partir de una solución de acrilamida/bis-

acrilamida. La concentración del gel concentrador (stacking) fue 5%, mientras que la 

del gel separador (running) fue de 12%. Se adicionaron volúmenes equivalentes a 25 

μg de proteína por carril. La electroforesis se realizó a 70 V por 30 minutos para 

concentrar la muestra, y luego a 100 V para la separación, en tampón de electroforesis.  

Luego de realizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron desde el gel 

de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 μM de poro durante 90 

minutos a una corriente constante de 0,35 A en tampón de transferencia. Una vez 

transferidas las proteínas a las membranas, se bloquearon las membranas durante 1 

hora a temperatura ambiente con leche descremada al 5% (p/v) y posteriormente, se 

incubaron con los respectivos anticuerpos primarios (α-SMA 1:10000, COL1A1 1:2000, 

ALX/FPR2 1:1000, p-p44/42 1:2000, p-AKT 1:2000, p44/42 1:2000, AKT 1;2000, 
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GAPDH 1:2000) durante toda la noche a 4°C.  Posterior a la incubación, las 

membranas se lavaron durante 15 min en TBS 1X/ Tween-20 al 0,1%, y fueron 

incubadas durante 120 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 

anti-rabbit (dilución 1:5000) y anti-mouse (dilución 1:5000), según correspondiera, en 

TBS 1X/Tween-20 al 0,1%.  

Para la inmunodetección, las membranas previamente lavadas fueron 

incubadas por 3 minutos con el reactivo quimioluminiscente ECL y la 

quimioluminiscencia fue detectada por el equipo C-DiGit (LI-COR Biosciences, 

Nebraska), mediante el software computacional Image Studio (LI-COR Biosciences, 

Nebraska). Los niveles de proteína fueron cuantificados mediante la herramienta de 

cuantificación del software Image Studio y normalizados respecto a GAPDH, siendo 

los resultados expresados como veces sobre el control.  

 

5.7 Análisis estadístico  

Los resultados se expresaron como el promedio ± SD, de al menos tres 

experimentos independientes (n ≥ 3). Los datos obtenidos fueron analizados por 

ANOVA de una vía y luego mediante Test de Tukey, lo que permitió determinar la 

significancia estadística de los resultados, considerándose significativa la diferencia 

entre dos grupos cuando su valor de p<0,05. 
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6.-RESULTADOS 

6.1 Expresión del receptor ALX/FPR2 en FC 

Resultados previos del laboratorio ya habían demostrado la presencia del 

receptor ALX/FPR2 (receptor de RvD1) en FC; sin embargo, no se tenía conocimiento 

de qué ocurría con este receptor, ante la presencia de diferentes estímulos para la 

célula. En este sentido, es bien sabido que otros tipos de receptores como B1R o β2-

AR aumentan sus niveles ante un estímulo como TGF-β. Por lo que se realizó un 

ensayo, donde se determinó qué sucedía con ALX/FPR2 ante estímulos como RvD1, 

LPS, ANG II y TGF-β, todos durante 24 horas. Los resultados muestran que hubo un 

claro aumento en los niveles de expresión de ALX/FPR2 con ANG II y TGF-β respecto 

de la condición control; mientras que LPS y RvD1 no fueron capaces de aumentar la 

expresión de ALX/FPR2 (Figura 4). 

 

Figura 4. Niveles de expresión del receptor ALX/FPR2 ante estímulos LPS, TGF-β, ANG II y RvD1. Los FC de 

trataron durante 24h con LPS 1µg/mL, TGF-β1 10ng/mL, ANG II 1µM y RvD1 100nM. Y se determinaron los niveles 

de expresión del receptor ALX/FPR2 mediante WB. Como control de carga se utilizó GAPDH. *p<0,05 vs control. 

Los resultados se expresan como promedio ± SD. (n=3). 

                     

* 

                     

* 
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6.2 Diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos por TGF-β  

Tanto ANG II como TGF-β que lograron aumentar significativamente los niveles 

del receptor ALX/FPR2, son capaces de inducir la diferenciación de FC a MFC. Por lo 

tanto, siendo TGF-β del que se posee mayor evidencia y se ha descrito que ante 

estímulos directos de esta citoquina se logra un alto grado de diferenciación a las 72 

horas, mayor que con ANG II; por lo que se estudió si TGF-β era capaz de diferenciar 

los FC a MFC, siendo el mejor marcador de este proceso los niveles de α-SMA. 

Los resultados muestran que la citoquina en cuestión aumentó de manera 

estadísticamente significativa los niveles de α-SMA en función del tiempo, es decir 

desde las 24 hasta las 72 horas siendo obviamente mayor a tiempos más largos, y 

dando cuenta de que es capaz de diferenciar los FC a MFC. Sin embargo, se encontró 

que los niveles de α-SMA también aumentaron por sí solos al estar en placas de 

cultivo, siendo significativas a las 72 horas desde el pasaje, pero en menor medida 

que aquellas estimuladas con TGF-β (Figura 5). 
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Figura 5. Efecto de TGF β 1 sobre los niveles de α-SMA en FC. Los FC se trataron durante 24, 48 y 72 horas 

con TGF- 10ng/mL en medio F12/FBS 1%, y se midió α-SMA mediante WB. Como control de carga se utilizó 

GAPDH. *p<0,05 vs control. **p< 0,01 vs control 0 h ***p<0,001 vs control 0 h ****p<0,0001 vs control 0 h #p<0,05 

vs control 24 H &&p<0,01 vs Control 48 h $$p<0,01 vs control 72h. Los resultados se expresan como promedio ± 

SD. (n=5)  

6.3 Vías de señalización activadas por RvD1 en fibroblastos y miofibroblastos 

cardiacos  

Ante la poca evidencia que existe sobre las vías transduccionales que son 

mediadas por RvD1 en el FC y ante la nueva evidencia sobre el aumento del receptor 

en los MFC se decidió estudiar las vías de señalización intracelular activadas por RvD1 

(100 nM). Los resultados mostraron una clara y temprana activación de la vía ERK1/2, 

evidenciada por la fosforilación de dicha proteína a los 5 y 10 minutos tanto en FC 

como en el MFC (Figura 6), mientras que a tiempos mayores la fosforilación volvió a 

niveles similares al control en ambos fenotipos. Esto en contraposición a lo ocurrido 

con la vía PI3K/AKT, la cual no mostró una activación clara en el FC, pero sí en el 

MFC, en donde se alcanzó el máximo de fosforilación a los 5 minutos (Figura 7). 
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Figura 6. Activación de vía ERK1/2 en FC y MFC. Se estimularon FC (A) y MFC (B) con RvD1 100nM y se midió 

la activación de la vía ERK1/2 al observar la fosforilación de dichas proteínas. Se midió p-ERK1/2 mediante WB. 

Como control de carga se utilizó GAPDH.  **p<0,01 vs control. Los resultados se expresan como promedio ± SD. 

(n=5) 
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Figura 7. Activación diferenciada de vía PI3K/AKT en FC y MFC. Se estimularon FC (A) y MFC (B) con RvD1 

100nM y se midió la activación de la vía PI3K/AKT al observar la fosforilación de AKT. Se midió p-AKT mediante 

WB. Como control de carga se utilizó GAPDH.  **p<0,01 vs control. Los resultados se expresan como promedio ± 

SD. (n=5) 



33 
 

6.4 Efecto de RvD1 sobre la síntesis de colágeno en FC. 

Al encontrar que RvD1 era capaz de activar vías de señalización que están 

implicadas en una de las funciones más importantes de los fibroblastos, esto es, la 

secreción de proteínas de la matriz extracelular,  se decidió estudiar si la RvD1, por si 

misma, lograría tener algún efecto en los niveles de expresión de colágeno en FC, 

estimulando durante 24, 48 y 72 horas con este mediador proresolutivo.  

Los resultados mostraron que en FC la RvD1 no aumentó la expresión de 

colágeno. Sin embargo, y de igual manera que α-SMA, esta proteína de matriz 

aumenta por si sola con el tiempo de cultivo. Por otro lado, se observa una tendencia 

al aumento con RvD1, siendo más evidente a las 72 horas, donde se logra un aumento 

al doble para el control y un aumento de 2,5 veces con el estímulo de ese mismo 

tiempo respecto del control 24 horas, aunque este resultado no fue estadísticamente 

diferentes respecto de la condición control a las 72 horas con las células estimuladas 

con RvD1 a ese mismo tiempo (Figura 8). 

 

Figura 8. Efecto del tiempo y de RvD1 en los niveles de expresión de colágeno I. 

Se estimularon FC con RvD1 100nM y se mantuvieron por 24, 48 y 72 horas en F12/FBS 1%. Se midió colágeno 

mediante WB. Como control de carga se utilizó GAPDH. **p< 0,01 vs control 24H ***p<0,001 vs control 24H. Los 

resultados se expresan como promedio ± SD. (n=4) 
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6.5 Efecto de RvD1 sobre la síntesis de colágeno I en MFC. 

Dado el resultado previamente descrito, el cual mostraba que los niveles del 

receptor ALX/FPR2 se encontraban aumentados al estimular con TGF-β1 (Figura 4), 

se estudió si en el MFC, RvD1 tendría influencia en los niveles de colágeno I, dado el 

aumento del receptor y considerando además que el MFC es un fenotipo que se 

encarga de secretar una cantidad mayor de proteínas de matriz.  

Los resultaron mostraron que RvD1 tiene la capacidad de incrementar de 

manera tiempo-dependiente los niveles de colágeno I (Figura 9). En este caso a todas 

las horas estudiadas se lograron aumentos significativos con respecto a sus propios 

controles, incrementando con RvD1 a las 24 horas 2,5 veces; a las 48 horas 3,2 veces; 

y a las 72 horas un aumento de 5,4 veces respecto al control. Además, se evidencia 

nuevamente que con el paso del tiempo los niveles de colágeno aumentan, llegando 

a verse un aumento de 3,5 veces respecto al control 

 

Figura 9. Expresión de colágeno ante estímulo con RvD1 por 24, 48 y 72 horas. Se estimularon MFC con RvD1 

100nM y se mantuvieron por 24, 48 y 72 horas en F12/FBS 1%. Se midió colágeno mediante WB. Como control de 

carga se utilizó GAPDH. *p< 0,05 vs control 24H ***p<0,001 vs control 24H ##p<0,01 vs control 48 horas && p<0,01 

vs control 72 horas $$ p<0,01 vs RvD1 48 horas. Los resultados se expresan como promedio ± SD. (n=5) 
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Para comprobar que estos efectos mediados por RvD1 resultaban por 

participación de su receptor ALX/FPR2, se trataron durante 48 horas MFC con RvD1 

en condiciones con inhibidor y sin inhibidor de dicho receptor, WRW4. Los resultados 

comprobaron que la respuesta era completamente mediada por el receptor, dado que 

en presencia del inhibidor se anuló completamente la expresión de colágeno 

estimulada por RvD1 (Figura 10). 

 

Figura 10. Inhibición de la expresión de colágeno estimulado por RvD1 con WRW4. Se trataron MFC con 

RvD1 100nM por 48 Horas en medio F12/FBS 1% en presencia (W+R) y ausencia (RvD1) del inhibidor del receptor 

ALX/FPR2, WRW4, así como en condiciones solo con el inhibidor (WRW4) y como control se utilizaron MFC sin 

tratar. El inhibidor se agregó media hora antes que RvD1. Se midió colágeno mediante WB. Como control de carga 

se utilizó GAPDH. ***p< 0,001 vs control. Los resultados se expresan como promedio ± SD. (n=4). 
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Además, al saber que las vías de señalización ERK1/2 y PI3K/AKT eran 

activadas por RvD1, se dio a paso a evaluar si estas vías de señalización están 

implicadas en la expresión de colágeno. Con esta finalidad, se realizó un ensayo en el 

que se estimularon MFC con RvD1 (100 nM) en presencia y ausencia de los inhibidores 

de las vías ERK1/2, PD98058 y PI3K/AKT, LY294002. Los resultados indicaron que 

ambas vías se encuentran implicadas en la expresión de colágeno estimulada por 

RvD1. Al inhibir la vía ERK1/2 previo a estimular con RvD1 se disminuyó la expresión 

de colágeno, pero no de manera completa. Igual situación ocurre cuando se inhibe la 

vía PI3K/AKT; sin embargo, en ningún caso se evidencia una anulación total del efecto 

de RvD1, como lo evidenciado con WRW4, inhibidor del receptor ALX/FPR2 (Figura 

11). 
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Figura 11. Inhibición parcial de la expresión de colágeno estimulado por RvD1 con PD98059 y LY294002. Se 

trataron MFC con RvD1 100nM por 48 horas en medio F12/FBS 1% en presencia (PD +R) y ausencia (RvD1) del 

inhibidor de la vía ERK1/2 asì como en condiciòn solo con inhibidor (PD) (A). Se trataron MFC con RvD1 100nM en 

medio F12/FBS 1% en presencia (LY+R) y ausencia (RvD1) del inhibidor de la vía PI3K/AKT así como en condición 

solo con inhibidor (LY) (B). Como control se utilizaron MFC sin tratar. Los inhibidores se agregaron media hora 

antes que RvD1. Se midió colágeno mediante WB. Como control de carga se utilizó GAPDH. *p<0,05 vs control 

***p< 0,001 vs control #p<0,05 vs LY+R ##p< 0,01 vs PD+R. Los resultados se expresan como promedio ± SD. 

(n=3) 
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6.6 Efecto de RvD1 en la expresión de colágeno en MFC autoinducidos. 

Por otro lado, y como se vio anteriormente, en ausencia de estímulos profibróticos, 

tanto α-SMA como colágeno I aumentaron en forma dependiente del tiempo de 

plaqueo de los FC en la placa de cultivo, lo que nos habla de un proceso de 

diferenciacion de FC a MFC autoinducido (MFC-AI). Por lo anterior, es que se decidió 

estudiar y comparar si existía una respuesta diferente en los niveles de expresión de 

colágeno I, entre los MFC autoinducidos versus aquellos FC tratados con TGF-β1 los 

cuales se denominarán MFC Inducidos (MFC-I) con tal de inferir, además, de manera 

indirecta si esta diferenciación autoinducida también podría estar generando un 

aumento del receptor ALX/FPR2. Para esto se establecieron 4 grupos experimentales, 

los cuales fueron FC que se mantuvieron en medio con FBS 1% en presencia (MFC-I) 

y ausencia (MFC-AI) de TGF- β1, tratandolos posteriormente por 48 Horas con RvD1. 

Se estableció como controles MFC-AI y MFC-I sin tratamiento con RvD1. En todos los 

grupos el tiempo de plaqueo fue el mismo. (Figura 12) 

Los resultados evidenciaron que, en los MFC autoinducidos, la RvD1 fue capaz de 

generar un aumento en los niveles de colágeno similares a aquellos observados en los 

MFC generados previamente con TGF-β1 (Figura 13). 

Figura 12. Tratamiento de los distintos grupos experimentales para el experimento del efecto de RvD1 en 

la expresión de colágeno I en MFC autoinducidos. 
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Figura 13. Expresión de colágeno en MFC autoinducidos. Se trataron MFC-AI y MFC-I con RvD1 100nM en 

medio F12/FBS 1% por 48 horas, los cuales fueron raspados al mismo tiempo de plaqueo. Se trata como MFC AI  

a aquel que no fue tratado con TGF-β1 y como MFC-I a aquel que sí se trató con TGF-β1. Se midió colágeno 

mediante WB. Como control de carga se utilizó GAPDH. *p< 0,05 vs MFC-AI ***p<0,001 vs MFC-AI ##p<0,01 vs 

MFC-I. Los resultados se expresan como promedio ± SD. (n=5)  
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7.- DISCUSIÓN 

El proceso de diferenciación de FC a MFC ocurre siempre ante estímulos que 

resultan nocivos para la célula o el tejido cardiaco, por lo que es común ver una elevada 

cantidad de MFC en cicatrices producto de una injuria cardiaca. Este proceso, 

modulado principalmente por TGF-β1, es un mecanismo de defensa por parte del 

corazón al diferenciar las células que sirven de sostén al tejido cardiaco en unas 

similares, pero con una mayor capacidad de síntesis y secreción de colágeno y otras 

proteínas de la MEC. Sin embargo, el cambio en el fenotipo trae consigo cambios 

adicionales, y como ya ha sido mencionado, además de aumentar la síntesis de ciertas 

proteínas encargadas de la cicatrización, inducen un aumento en la expresión de 

diferentes tipos de receptores. Esto cambios originan a su vez, alteraciones en la forma 

en que la célula es capaz de responder ante los estímulos que activan esos receptores, 

y abre paso a preguntarse qué otras funciones, además de la síntesis y secreción de 

proteínas de la MEC, son moduladas por el MFC. En este sentido, y dada la expresión 

del receptor ALX/FPR2, los mediadores proresolutivos toman vital importancia con la 

finalidad de terminar con el proceso inflamatorio iniciado. Sin embargo, hasta ahora 

los estudios siempre se habían realizado en los FC. Por lo tanto, el estudiar qué ocurre 

en el MFC e indagar si RvD1 es capaz de alterar la principal función de estas células, 

es decir modular la síntesis de proteínas de matriz extracelular, es de gran interés en 

vistas de saber si la RvD1 además de disminuir la respuesta inflamatoria sería capaz 

de modular la respuesta reparativa. 

Los principales resultados de esta tesis fueron que tras la diferenciación del FC 

a MFC, estimulada por TGF-β1, hubo un aumento en los niveles de expresión del 

receptor para RvD1. Como consecuencia de este aumento, la RvD1 fue capaz de 

aumentar la secreción de colágeno a través de las vías de señalización PI3K/AKT y 

ERK1/2.  

En FC y MFC la vía ERK1/2 se activó de manera similar; sin embargo, en el 

MFC se activó significativamente la vía PI3K/AKT, no así en el FC. 

La respuesta en la síntesis de colágeno I estimulada por RvD1 también fue 

diferenciada entre FC y MFC, en la cual solo el MFC tuvo respuesta tanto en aquellos 
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inducidos por TGF-β1 como en los autoinducidos, no así el FC. Dicha respuesta 

dependía tanto del receptor ALX/FPR2 como de las vías ER1/2 y PI3K/AKT. 

Estos resultados encontrados en esta memoria se discutirán y contrastarán en las 

siguientes páginas con respecto a lo encontrado en literatura. 

7.1 TGF-β1 induce la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos y 

paralelamente un aumento en la expresión del receptor ALX/FPR2 

Nuestro laboratorio ha descrito en distintos estudios diferencias y similitudes 

entre los FC y los MFC. Por ejemplo, Boza et al., 2016 [49] demostraron que el FC 

posee un rol proinflamatorio ante LPS; mientras que los MFC se presentan como 

profibróticos; sin embargo, tanto el FC como el MFC participan en la respuesta 

inflamatoria ante LPS vía receptor TLR4. En el trabajo de Olmedo et al., 2013 [50] se 

encontró una respuesta diferenciada entre FC y MFC ante EPAC-1, una proteína que 

participa activamente en el remodelado cardiaco, en donde se demostraba además la 

incapacidad de los MFC de migrar, a diferencia nuevamente de los FC. Muñoz et al. 

demostraron que los niveles de la enzima COX-2, son mayores en MFC que en FC 

[47]. Además, se ha descrito diferencia en la expresión de distintos receptores en 

ambos fenotipos. A este respecto, se ha encontrado en literatura que los receptores 

β2-AR, B1 de cininas, AT1 de ANG II y TLR4 aumentan tras el paso de FC a MFC 

[4,47]. Sin embargo, se desconoce si en este proceso de diferenciación, sea con TGF-

β1, o con otro estímulo se produce un cambio en la expresión del receptor de RvD1. 

Así mismo, también se desconoce si otros estímulos que no necesariamente conducen 

a la diferenciación de FC a MFC son capaces de inducir un aumento en la expresión 

del receptor ALX/FPR2. A este respecto, LPS, un estímulo fuertemente 

proinflamatorio, no fue capaz de inducir cambios en la expresión del receptor.  Sin 

embargo, y respecto de los cambios en la expresión del receptor ALX/FPR2, existen 

varios trabajos en los que se han encontrado resultados opuestos a los nuestros y 

diferentes a los mostrados en esta tesis. En un estudio realizado en monocitos 

humanos se demostró que, tras su diferenciación a macrófagos, los niveles del 

receptor ALX/FPR2 disminuyeron drásticamente; sin embargo, esos mismos 

macrófagos estimulados con LPS presentaron un gran aumento de la expresión del 
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mRNA de dicho receptor, aunque ese cambio no fue traducido en un aumento en los 

niveles proteicos del mismo, mostrando una inhibición postranscripcional en la síntesis 

del receptor [45]. Por otro lado, en células microgliales se describió que LPS aumentó 

tanto los niveles de mRNA como los de proteína [51]. Del mismo modo, TNF-α, otro 

mediador proinflamatorio, aumento de manera similar los niveles del mRNA y proteína 

en células microgliales de murinos [52]. Por lo tanto, con estos resultados en su 

conjunto se puede concluir que los cambios inducidos en la expresión del receptor 

ALX/FPR2 por LPS son dependientes tanto del tipo celular. 

En cuanto a los efectos de TGF-β1, existe poca evidencia en la literatura y 

tampoco existe un consenso en cuanto a sus efectos sobre el receptor ALX/FPR2. El 

mismo estudio en células microgliales [51] demostró que TGF-β1 a través de la 

activación de las vías SMAD3 y ERK1/2 , fue capaz de inhibir la expresión de FPR2 

estimulada por LPS; mientras que otro estudio, también en microglía, se demostró que 

la disminución en la expresión de TGF-β1 induciría una reducción en los niveles de 

FPR2 [53].  

Para el caso de ANG II, no existen datos en la literatura que permita contrastar 

con nuestros resultados; sin embargo, es muy bien conocido que el aumento en los 

niveles de ANG II conlleva a un aumento en los niveles de TGF-β1, por lo que la 

respuesta al menos vista en esta tesis resultan coherentes y podría ser, que los efectos 

de ANG II fuesen indirectos y mediados, al menos, por el efecto autocrino de la 

secreción de TGF-β.  

Para RvD1 tampoco se encontró evidencia que relacionara a ésta con la 

expresión del receptor ALX/FPR2; sin embargo, es importante destacar que el 

resultado encontrado indica que no existiría una auto regulación del receptor 

(feedback) ni negativo ni positivo.  

Por lo tanto, con estos resultados en su conjunto se puede concluir que los 

cambios inducidos en la expresión del receptor ALX/FPR2 son dependientes tanto del 

tipo celular como del estímulo utilizado. Sin embargo, es claro y coincidente con 

nuestros hallazgos que el receptor sí puede variar su expresión, ante distintos 

estímulos y procesos [54]. 
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7.2 Evaluación de las vías de señalización estimuladas por RvD1 

Las vías de señalización intracelular ERK1/2 y PI3K/AKT se encuentran muy 

bien estudiadas en FC y MFC, y se les ha descrito participación en una infinidad de 

procesos [55-58]. En particular, en el FC la activación de ERK1/2 se ha sido estimulada 

por la activación del receptor β2-AR y AT1-R de ANG II [4]. Sin embargo, no es muy 

clara la evidencia que existe al relacionar estas vías con RvD1 y su receptor 

ALX/FPR2. Nuestros resultados muestran que RvD1 es capaz de activar la vía ERK1/2 

tanto en FC como en MFC, comportándose en ambos de manera muy similar; sin 

embargo, la vía PI3K/AKT no fue activada por RvD1 en FC, pero sí en el MFC. En 

primera instancia, es factible proponer que esta diferencia se deba a la mayor cantidad 

del receptor ALX/FPR2 que hay en el MFC, indicando así que la vía PI3K/AKT 

requeriría un mayor nivel de expresión de receptores para generar efectos a nivel 

transcripcional. Antecedentes similares fueron encontrados en un trabajo previo del 

laboratorio realizado por Olmedo et al. (2013) en donde se muestra una respuesta 

diferenciada en FC y MFC con respecto a esta vía. En ese estudio se estimuló con 

TGF-β1 y se midieron los niveles de expresión de EPAC-1 en FC y MFC. Los 

resultados mostraron que en el FC al utilizar el inhibidor LY294002, inhibidor de PI3K, 

no se revirtieron los efectos de TGF-β1 en los niveles de EPAC-1, pero sí ocurrió 

significativamente en fibroblasto [50]. Si bien el estudio no se relaciona con RvD1, sí 

da cuenta de que, en este mismo fenotipo celular, existen antecedentes en cuanto a 

las diferencias relacionadas con la activación de la vía PI3K/AKT.  

En cuanto a la vía ERK1/2 existen evidencias dispares, pues ha sido observado 

en células calciformes de la conjuntiva que la RvD1 es capaz de activar esta vía [35], 

lo que se condice con los resultados obtenidos en esta tesis. Sin embargo, en la gran 

mayoría de los trabajos se observa que RvD1 tiene la capacidad para disminuir la 

activación de ERK1/2. En este sentido, en un modelo de daño renal agudo en ratones, 

LPS activó la vía ERK1/2 y RvD1 inhibió esta activación [59]. Del mismo modo, en 

células calciformes de la conjuntiva histamina activó la vía ERK1/2, y AT-RvD1, un tipo 

de RvD1 gatillada por aspirina, redujo la actividad de ERK1/2 inducida por histamina 

[60].  
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En contraste con las discordancias que existen en relación a la vía ERK1/2 y la 

activación por la RvD1; en la literatura revisada se encontró que la activación del 

receptor ALX/FPR2 por RvD1 desencadenó una activación de la vía PI3K/AKT. Como, 

por ejemplo, en modelo de isquemia/reperfusión de hígado en ratas, la activación de 

ALX/FPR2 por RvD1 conllevó a un aumento en la actividad de la vía PI3K/AKT y 

consecuentemente a una reducción de la apoptosis, mientras que la inhibición de dicha 

vía evitó todos los efectos de RvD1 [61]. Estos resultados son similares a lo ocurrido 

en otros tipos celulares, como en células epiteliales alveolares [62], epitelio salival [63] 

y en un modelo de isquemia/reperfusión miocárdica en ratas adultas donde RvD1 

activó la vía PI3K/AKT y redujo el tamaño del infarto; mientras que la inhibición de esa 

vía eliminó completamente la respuesta de RvD1 [64]. 

En conclusión, estos resultados en su conjunto demuestran que existen 

diferencias en cuanto a la activación de las vías PI3K/AKT y ERK1/2 tanto en los 

efectos de RvD1, como a las diferencias observadas entre FC y MFC. Esta diferencia 

puede tener importantes implicancias en las funciones celulares reguladas por ambas 

vías de señalización, y en particular en el FC y MFC en funciones celulares asociadas 

a procesos de cicatrización. 

 

7.3 Efecto de RvD1 sobre la síntesis de colágeno en FC y MFC 

Es bien sabido que los MFC respecto de los FC tienen mayor capacidad para 

sintetizar colágeno, lo que se explica al entender que este fenotipo celular se presentan 

solamente en zonas de daño tisular, dónde se requiere de un rápido proceso de 

reparación tisular. La homeostasis de la MEC es un proceso altamente controlado en 

el que la síntesis/degradación de colágeno toma mucha importancia. Sin embargo, un 

desbalance hacia el aumento de la síntesis de colágeno se suele relacionar 

directamente con el comienzo de un proceso fibrótico, mientras que su disminución se 

establece como algo beneficioso pues indicaría una reversión de un proceso fibrótico. 

Los resultados de esta memoria muestran que RvD1 es capaz de aumentar 

significativamente la síntesis de colágeno I en MFC, pero no en FC.  En este sentido, 

en varios estudios la literatura da cuenta que RvD1 es capaz de disminuir los niveles 

de colágeno. En un estudio de fibrosis renal, inducida por obstrucción ureteral en 
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ratones, se demostró que la RvD1 disminuyó el depósito de colágeno I [14]. Así mismo, 

en un modelo de infarto miocárdico en ratón, la RvD1 también disminuyó el depósito 

de colágeno, y la consiguiente fibrosis del tejido [65]. Resultados similares se han 

demostrado en un modelo de daño endotelial en riñón de ratón [46], en fibrosis 

pulmonar inducida por bleomicina en ratón [66], en cultivo de fibroblasto pulmonar 

humano [44]. Lo que deja en claro los resultados de esta memoria, son en primera 

instancia contradictorios a los reportado en literatura, esto podría ser explicado por 

varias causas entre ellas, la gran cantidad de datos obtenidos son en modelos in vivo, 

y por consiguiente la respuesta observada, es compleja y no dependiente de un único 

tipo celular, mientras que en los ensayos in vitro son específicos y células dependiente. 

Por otro lado, puede existir una exposición a RvD1 por tiempos más prolongados que 

los estudiados, mientras que estos resultados fueron solo in vitro. En trabajos previos 

de nuestro laboratorio hemos reportado que la RvD1 tiene la capacidad de disminuir 

los niveles de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, Ruz Cortés (2017) [67] y 

Espinoza (2018) [68]. Ante nuestros resultados y la dispar información encontrada 

cabe preguntarse si la concentración utilizada de RvD1 tendrá alguna implicancia en 

lo observado, sin embargo al revisar literatura nos encontramos que fisiológicamente 

RvD1 se encuentra en un rango que varía entre la escala de los pg a ng, siendo su 

concentración efectiva 50 de aproximadamente 1,2x10-12M en un modelo de células b-

arrestina [69], además en varios ensayos para alcanzar la EC80 de RvD1 para ALX se 

utiliza una concentración de 100nM de RvD1, como por ejemplo en algunos realizados 

en células de aorta de rata, arteria pulmonar de humanos y monocitos [70, 71], es por 

esto y por antecedentes previos de laboratorio donde se midió viabilidad celular al 

utilizar RvD1 en estas dosis o mayores, concluyendo que RvD1 no era tóxica, es que 

se utiliza dicha concentración en esta tesis. [72] 

La fibrosis es un proceso complejo que ocurre ante una inflamación crónica, con 

una larga y descontrolada exposición a mediadores proinflamatorios, desencadenando 

una deposición de proteínas de matriz no estructurada, sin eliminación de los factores 

que iniciaron la inflamación [73]. Es por esto que es interesante proponer que tal vez 

la respuesta de la RvD1 al aumentar colágeno en los MFC tendría un potencial efecto 

en pro de la cicatrización y/o profibrótico. Por otro lado, que este efecto no se presente 
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en los FC indicaría que en ese fenotipo podría estar primando una respuesta 

antiinflamatoria propia de las Resolvinas; sin embargo, una vez producido el daño y 

producida la diferenciación, la respuesta que se busca es una rápida reparación del 

tejido dañado, lo que se logra con una mayor síntesis y deposición de proteínas de 

matriz. Por otro lado, sería interesante evaluar la respuesta pro-resolutiva de RvD1 en 

el MFC y determinar si los efectos a nivel de la respuesta inmune se mantienen en 

comparación con el FC. En este sentido, Boza et al. [49], demostraron que los MFC 

tienen la misma capacidad para secretar IL-1 β respecto de los FC. Del mismo modo, 

Humeres et al. [74], demostraron que la respuesta de los FC a LPS o a TGF-β1 es 

absolutamente diferente que, en los MFC en términos del tipo de citoquinas 

secretadas, así como también en el nivel de secreción de las mismas. Este trabajo 

demostró que los FC son más proinflamatorios, mientras que los MFC son más 

profibroticos. Sin embargo, si la respuesta de los MFC a la RvD1 es similar o distinta 

en términos de la respuesta antiinflamatoria es una pregunta que queda para ser 

resuelta.  Por lo tanto, sería interesante determinar si además del efecto en la 

deposición de proteínas de matriz ocurren cambios en los efectos de la RvD1 en la 

secreción de citoquinas.  

Por último, se ha descrito ampliamente en literatura al WRW4 como antagonista 

del receptor ALX/FPR2 [49,75-78], el cual era necesario utilizar para demostrar que 

las acciones evidenciadas por efecto de RvD1 y presentadas en esta tesis ocurren a 

través del receptor ALX/FPR2. Como se puede ver en la figura 10 WRW4 evita 

completamente el aumento de colágeno estimulado por RvD1 en los MFC. Esto 

coincide con lo descrito anteriormente, y además con la basta literatura que indica que 

este mediador actúa mediante ALX/FPR2, siendo algunos de esos trabajos ya 

discutidos previamente [44,79]. Además de esto existe evidencia en otras líneas 

celulares que RvD1 es capaz de activar y tener acciones a diferentes niveles mediante 

ALX/FPR2, como, por ejemplo, en leucocitos disminuye la polimerización de fibras de 

actina estimulada por toxina pertussis a través de FPR2 [80] o en muestras de tejido 

de pulmón RvD1 inhibió la degradación de IκBα y los aumentos de NF-κB p65 

estimulado por LPS, también a través del receptor ALX/FPR2. [81] 
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7.4 Evaluación de la síntesis de colágeno en MFC autoinducidos. 

El corazón tiene una compleja estructura tisular en la cual la MEC da soporte 

un biomecánico único a las células contráctiles, lo suficientemente rígido como para 

soportar las grandes cargas mecánicas, pero a la vez adecuadas para permitir su 

función de bombeo, por lo que es casi imposible de replicar en cultivos celulares dichas 

condiciones. A modo de ejemplo, una placa de cultivo de poliestireno es mil veces más 

rígida que el tejido cardiaco fibrótico [82]. El FC es una célula que se activa ante 

algunos estímulos proinflamatorios, como también por estímulos mecánicos, pues 

posee mecano-sensores, como las integrinas, que une el citoesqueleto a la MEC, 

permitiendo que los FC sean capaces de percibir la resistencia mecánica del ambiente 

[83]. Por esta razón in vitro ocurre una activación de los fibroblastos independiente de 

los estímulos, pues la placa provee una resistencia a las fuerzas de tracción de la 

célula [84]. Este mecanismo se conoce como mecanotransducción [85], el cuál 

involucra a las integrinas y la contracción celular y genera una respuesta por parte de 

la célula liberando ciertas citoquinas, entre ellas TGF-β1, la cual, como se ha mostrado 

en varias ocasiones en esta memoria es la mayor citoquina que induce la 

diferenciación de FC a MFC [86]. Este proceso ocurre con la activación de TGF-β1 

latente en un mecanismo complejo regulado por integrinas [87]. Por estas razones, era 

interesante estudiar si la respuesta observada en los MFC inducidos por TGF-β1 

tendría alguna diferencia en MFC autoinducidos (MFC AI) a causa del estrés mecánico 

en el tiempo y la consiguiente liberación de la misma citoquina por parte de la célula. 

El resultado (Figura 9) muestra que la respuesta, estadísticamente, en ambos es igual, 

dado que no hay diferencia significativa entre el MFC autoinducido y el inducido (MFC 

I) por TGF-β1, a pesar de que gráficamente en el último grupo se puede observar un 

mayor aumento. Esta misma respuesta es posible observar en FC tratados con RvD1 

en función del tiempo (Figura 6), demostrándose que a las 72 horas (mayor tiempo de 

plaqueo), pareciera que comienza en ese tiempo ya a existir una respuesta a RvD1. 

 Con este último resultado obtenido quedan muchas preguntas por resolver, que 

lamentablemente en este trabajo no alcanzaron a ser abordados, pero que es 

interesante plantear: ¿En los MCF-AI existe un nivel de expresión similar del receptor 
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ALX/FPR2 que en los MFC-I?¿RvD1 responderá de igual manera en la activación de 

las vías de señalización estudiadas en los MFC-AI como en los MFC-I?¿Será 

exactamente igual trabajar en MFC-AI que con MFC-I?, todas estas preguntas quedan 

para ser resueltas en trabajos futuros.  

 

Finalmente, en la figura 13 se muestra a modo esquemático los principales 

resultados de esta tesis: En primera instancia se observa la activación de la vía ERK1/2 

luego del estímulo con RvD1 en el FC; sin embargo, no se observan cambios en la 

expresión de colágeno. Posteriormente tras la diferenciación de FC a MFC por TGF-

β1 y/o a causa del estrés mecánico, se evidencia un aumento en la expresión del 

receptor ALX/FPR2. Luego al estimular los MFC con RvD1 se evidencia una activación 

de la vía ERK1/2 al igual que en FC, pero además se observa una activación de la vía 

PI3K/AKT y un aumento en los niveles de colágeno I, a diferencia de lo que ocurre en 

el FC ante el mismo estímulo. Finalmente se comprueba que dicho aumento en la 

expresión de colágeno visto en el MFC ocurre a través del receptor ALX/FPR2, y las 

vías de señalización ERK1/2 y PI3K/AKT, tras la utilización del antagonista para el 

receptor, WRW4, y los inhibidores de ERK1/2 y PI3K/AKT, PD98059 (PD) y LY294002 

(LY), respectivamente. 
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8. ESQUEMA RESUMEN 

                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Esquema resumen de los efectos diferenciales de la RvD1 sobre la expresión de colágeno en 

FC y MFC. 
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9.- CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que: 

 

1. TGF-β1 induce la diferenciación de FC a MFC, aumentado los niveles de α-SMA 

2. Paralelamente esta diferenciación de FC a MFC, incrementa los niveles de 

expresión del receptor para RvD1, ALX/FPR2 

3. En FC y MFC, la RvD1 activa la vía ERK1/2, mientras que la vía PI3K/AKT sólo 

se activa en MFC. 

4. La RvD1 incrementa la síntesis de colágeno I sólo en los MFC. 

5. La RvD1 a través del receptor ALX/FPR2 y las vías ERK1/2 y PI3K/AKT 

incrementan la síntesis de colágeno en los MFC. 

6. RvD1 aumenta la síntesis de colágeno I en MFC autoinducidos. 

 

Proyecciones 

Los resultados obtenidos en esta tesis dan cuenta de la importante participación 

de RvD1 en el proceso fibrótico; sin embargo, queda por dilucidar en investigaciones 

futuras qué rol tiene RvD1 en los MFC en cuanto a la respuesta inflamatoria, qué 

respuesta tendrá RvD1 a nivel fisiológico con modelos in vivo y definir si un potencial 

agonista o antagonista sintético para el receptor ALX/FPR2 sería útil en el tratamiento 

de patologías cardiovasculares. Por esto RvD1 y su receptor siguen siendo un 

interesante blanco terapéutico. 
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