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Resumen 

El Ácido 4-Fenilbutírico previene del estrés de retículo causado por Tapsigargina 
sobre fibroblastos cardiacos neonatos de rata. 

Los fibroblastos cardiacos son células que componen alrededor del 70% del total de 

células del corazón. Estás células son responsables de la mantención de la matriz 

extracelular del corazón dando soporte mecánico a los cardiomiocitos. Cuando el 

corazón es dañado, se inicia un proceso de remodelamiento del tejido cardiaco que 

puede progresar a una insuficiencia cardiaca. Uno de los factores importantes del 

remodelamiento es la secreción de colágeno a cargo de los fibroblastos.  

En el proceso de secreción de proteínas, una vez sintetizadas éstas, deben ser 

plegadas al interior del retículo endoplásmico (ER). Cuando aumenta la demanda de 

proteínas que se deben plegar, el ER entra en un estrés que gatilla una respuesta que 

se llama Respuesta a Proteínas Mal Plegadas (UPR). Si esta respuesta no es capaz 

de devolver la homeostasis a la célula, se ejecuta un proceso de apoptosis. 

En este estudio se determinó que el fármaco Tapsigargina es capaz de disminuir la 

viabilidad de cultivos de fibroblastos cardiacos de manera concentración y tiempo – 

dependiente a una concentración de 10 nM, además  induce proteínas que son parte 

de la vía UPR como BiP, eIF2α, PDI, ATF4 y CHOP ésta última está muy ligada a los 

procesos de muerte en las células. En la literatura se ha reportado que el ácido 4-

fenilbutirico (4-PBA) se comporta como una chaperona química. Demostramos que al 

preincubar los cultivos con 4-PBA los efectos antes mostrados por Tapsigargina 

quedan anulados. 

También se estudió la implicancia de la UPR provocada por Tapsigargina sobre la 

secreción de colágeno soluble y también se vieron los efectos del 4-PBA sobre la 

secreción de colágeno soluble los cultivos, demostrándose la capacidad del 4-PBA de 

modular la secreción de colágeno. 
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Summary 

The 4-Phenylbutyric acid prevents endoplasmic reticulum stress induced by 
thapsigargin into cardiac fibroblasts of neonatal rats 

Cardiac fibroblasts are about of 70% of heart total number of cells. These cells are 

responsible for heart extracellular matrix maintenance and cardiac cells mechanical 

support. When a heart injury takes place, heart tissue remodeling process begins, and 

that process can lead to heart failure. One of the relevant factors in heart remodeling is 

the fibroblast collagen secretion. 

 On the proteins secretory pathway, proteins must be folded inside endoplasmic 

reticulum (ER). Whenever that proteins to be folded demands raises, ER gets into a 

stressed state that leads to an unfolded protein response (UPR). If this response cannot 

recover homeostasis of ER, cells execute apoptosis. 

In this report, we demonstrate that a drug called Thapsigargin can decrease viability of 

cultured cardiac fibroblasts in concentration and time – dependent way at 10nM, also 

induce UPR pathway proteins such as BiP, eIF2α, PDI, ATF4 and CHOP, the former 

one is very related to death process in cells. On literature Sodium 4-phenybutyrate (4-

PBA) has been reported to behave like a chemical chaperone. We demonstrate that a 

pretreatment with 4-PBA cell cultures anulates Thapsigargins effects. 

We also study the implications of Thapsigargin – induced UPR over collagen secretion 

and we documented 4-PBA effects over collagen secretion showing 4-PBA secretion – 

modulating effects.  
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ERAD: Degradación asociada al Retículo Endoplásmico, del inglés Endoplasmic 
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mammalian Unfolded Protein Response Element. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Generalidades. 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de muerte a nivel 

global. Se estima que 17,5 millones de personas murieron a causa de enfermedades 

cardiovasculares en el año 2005, lo que representa el 30% del total de muertes. Tanto 

en Chile como en el resto del mundo, la mortalidad debido a patologías 

cardiovasculares corresponde aproximadamente al 30% del total de los decesos. 

Las principales causas de las ECV son bien conocidas y están bien definidas. Las 

causas más importantes de cardiopatía son los llamados “factores de riesgo 

modificables”: dieta poco sana, sedentarismo y consumo de tabaco. También hay una 

serie de determinantes subyacentes de las enfermedades crónicas, que son un reflejo 

de las principales fuerzas que rigen los cambios sociales, económicos y culturales: la 

globalización, la urbanización y el envejecimiento de la población 1. Esto lleva a poner 

énfasis en la investigación para aumentar la sobrevida de las personas que sufren 

ECVs. 

1.2 Fibroblastos cardiacos 

Desde el punto de vista celular, el corazón está compuesto principalmente por 

cardiomiocitos y células no musculares, siendo la mayoría de ellas fibroblastos  los que 

constituyen dos tercios de la población celular del corazón 2. El fibroblasto cardiaco es 

reconocido como un tipo celular no sólo responsable de la mantención homeostática de 

las proteínas de la matriz extracelular (MEC) en el corazón normal, sino que también 

secreta una gran variedad de factores de crecimiento y citoquinas las que tienen acción 

paracrina y autocrina. Aun así, la función secretora de proteínas de la MEC una de sus 

principales tareas3, por lo tanto, el fibroblasto cardiaco participa activamente en el 

desarrollo de enfermedades que afectan directamente al corazón, especialmente 

debido a la excesiva secreción y depósito de proteínas de la MEC lo que conduce a 

fibrosis cardiaca. 
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1.3 Retículo endoplásmico y secreción de proteínas 

El Retículo Endoplásmico (ER, por sus siglas en inglés) es el primer compartimento en 

la “vía secretora”. Es la cuna de todas las proteínas que llegan a ser secretadas y 

aquellas que residen en cualquier compartimento de las vías endocíticas o exocíticas. 

Tras la síntesis, entran al lumen del ER a través de un poro translocon4. Dentro del ER, 

estas proteínas se pliegan y oligomerizan con ayuda de chaperonas residentes y 

enzimas plegadoras 5.  

1.4 Chaperonas residentes del retículo endoplásmico y enzimas plegadoras 

Las chaperonas del ER y las enzimas plegadoras dejan de interactuar con las 

proteínas que se están plegando, una vez que estás están completamente plegadas y 

oligomerizadas. Hecho esto, las proteínas maduras salen del retículo endoplásmico y 

se dirigen a su destino final, dentro o fuera de la célula. Por otro lado, la asociación de 

los factores de plegamiento residentes en el ER, con las proteínas mal plegadas o 

incompletamente plegadas, inherentemente lleva a su retención. Este proceso de 

selección basado en el estado de plegamiento es llamado Control de Calidad del ER10. 

Algunas de las proteínas chaperonas residentes del ER más abundantes, fueron 

originalmente identificadas como proteínas reguladas por glucosa (GRPs): BiP 

(GRP78), GRP94, GRP170. Bajos niveles de glucosa llevan a poca glicosilación de 

proteínas que se deben plegar al interior del ER, esto conlleva un mal plegamiento. 

Dentro del retículo se encuentran proteínas chaperonas de la familia de las HSP70 en 

especial BiP. BiP ha demostrado estar asociada a proteínas que no están 

completamente plegadas6 como el colágeno en etapa de maduración. También ha 

demostrado ser parte del mecanismo sensor de la vía de respuesta a proteínas mal 

plegadas (del inglés Unfolded protein Response: UPR), asociándose con sensores de 

estrés de retículo que se encuentran en la membrana del ER como Ire1 y PERK 6. Por 

lo mismo BiP está considerada como un marcador temprano que da cuenta del estrés 

del ER. 

Otro elemento distintivo en el plegamiento de proteínas en el ER es la formación de 

puentes disulfuro. El plegamiento oxidativo es facilitado por la enzima plegadora 
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especifica del retículo llamada proteína disulfuro isomerasa (PDI)7. PDI oxidada actúa 

como aceptor de electrones para los grupos sulfidrilos libres, por lo que, es un donor de 

disulfuro para las proteínas que se están plegando en el ER. En este proceso PDI es 

reducida8. PDI reducida a su vez, cataliza la isomerización de los puentes disulfuro. 

Los puentes disulfuro son separados a favor de la formación de puentes disulfuro 

nativos8. Para sostener el flujo neto en las proteínas que son secretadas, sin embargo, 

PDI debe ser oxidada otra vez. Este proceso está a cargo de la proteína Ero1. Como 

aceptor terminal de electrones, Ero1, usa oxígeno molecular vía FAD9. 

Algunas moléculas dentro del ER nunca llegan a la madurez, porque se pliegan mal 

más allá de que puedan ser rescatadas. Las fallas de plegamiento en el lumen del ER 

son reconocidas por la lectina EDEM11. A través de poros translocones, las  proteínas 

mal plegadas son enviadas al citosol, donde son ubiquitinadas, seguida de 

degradación en el proteasoma de manera similar que las proteínas dañinas para la 

célula12. Este proceso es llamado degradación asociada al ER, más conocida como 

ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation). 

La fidelidad del plegamiento debe ser garantizada en el ER por los esfuerzos de la 

maquinaria del control de calidad y de sistema ERAD en condiciones basales. Para 

mantener la homeostasis, el ER necesita adaptarse a los cambios en las cargas 

proteicas para plegar a nivel tanto cuantitativo como cualitativo. Proteínas mal 

plegadas que se acumulan en el lumen del ER,  pueden causar un aumento en las 

proteínas residentes del ER13. Una respuesta similar es provocada por fármacos que 

obstaculizan el correcto plegamiento de proteínas dentro del ER, como la Tunicamicina 

que interfiere con la N- glicosilación y la Tapsigargina que depleta de calcio del ER14,15. 

La Tapsigargina es una lactona sesquiterpénica extraída de Thapsia garganica, ejerce 

una inhibición irreversible sobre las Ca+2-ATPasas del retículo Sarco/endoplásmico 

(SERCA) depletando los iones de calcio contenidos en el ER71.Como se puede 

apreciar en la Figura 2, la compleja estructura de la tapsigargina se investigó 

primeramente como fármaco antimalárico y se ha caracterizado también por producir 

estrés de ER15. 
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 El intrincado mecanismo de detección y respuesta es conocido colectivamente como 

Respuesta a Proteínas Mal Plegadas UPR (del inglés Unfolded Protein Response) 16. 

Esta respuesta apunta a mejorar la capacidad de plegamiento del ER por un lado y 

aliviar la carga por medio del ERAD o el bloqueo de la síntesis de proteínas por el 

otro16. 

1.5  Respuesta a proteínas mal plegadas. 

En los últimos años se ha puesto de manifiesto que la UPR está increíblemente 

conservada desde las levaduras hasta el humano. Quizá más interesante es el hecho 

de que la UPR parece mediar la transformación de células precursoras a células 

secretoras profesionales, por ejemplo, durante la diferenciación de linfocitos B. 

En mamíferos, varías secuencias activantes rio arriba transmiten la transcripción 

inducida por la UPR: El elemento de estrés de ER (ERSE) 17, 18, una variante del 

mismo, ERSE II19, el UPRE (de Unfolded Protein Response Element) mamífero18, entre 

otros. 

La variedad de estos “elementos” entre los blancos de la UPR refleja la variedad de 

trans-activadores que transduce la UPR. Con todo esto, la variedad de “elementos” y 

de factores de transcripción involucrados (XBP1, ATF6 y ATF4), reflejan la complejidad 

de las vías de la UPR, sobre en todo en mamíferos. 

¿Cómo es detectado el estrés de ER?, ¿Cómo es traducido en la activación de 

factores de transcripción específicos de la UPR? 

Existe un de tres vías desde el ER al núcleo de la célula que se encargan de sensar y 

transmitir información acerca del estado de plegamiento de las proteínas al interior del 

ER. Estás vías son conocidas como: Ire1, PERK y ATF6. Estas vías en conjunto, 

actúan concertadamente cada vez que el ER se encuentra en un estado de estrés57. 

1.5.1 Vía Ire1. 

Es una vía de detección y respuesta que está conservada desde las levaduras hasta el 

humano que es transducida por Ire1α20 e Ire1β21, la que consiste en un dominio sensor 

de proteínas mal plegadas en el lumen del ER, conectado vía dominio transmembrana 
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a un dominio efector en el citosol. Ire1 al formar un dímero se hace una coincidencia 

perfecta entre ambos constituyentes formando una estructura parecida a una copa 

alargada que indicaría que las proteínas elongadas por mal plegamiento, se unen 

directamente a Ire1 al calzar dentro de esta estructura similar a una copa activando así 

su dominio citoplasmático 22. 

Cuando el dominio sensor es activado, las proteínas de Ire1 se dimerizan y se trans-

autofosforilan20. Como consecuencia, los dominios efectores del lado citoplasmático de 

la membrana asumen actividad endonucleasa23. 

La traducción de XBP1 (abreviación del inglés x-box binding protein 1) a su forma 

activa, es dependiente del corte mediado por Ire1 de su transcripto y de su 

subsecuente religación24. El ortólogo mamífero de la ligasa R1g1p (la ligasa que liga el 

mRNA de HAC1, equivalente de XBP1 en levaduras) aun está por ser identificado. En 

el núcleo XBP1 puede activar secuencias objetivos en ERSE o mUPRE. 

1.5.2 Vía ATF6 

Una vía que es exclusiva de los mamíferos es la vía de ATF6. Similar a Ire1, ATF6 es 

una proteína que cruza la membrana del ER, tiene un dominio sensor en el lumen y un 

dominio efector en el citosol25. De la misma forma que Ire1, ATF6 es capaz de detectar 

proteínas mal plegadas en el lumen del ER a través de la liberación de BiP. La 

disociación de BiP desenmascara unos motivos de exportación en ATF6, los cuales 

facilitan su transporte al Golgi25. Una manera alternativa de detección de stress de ER 

puede ser la poca glicosilación del dominio luminal de ATF6. Esto lleva a que ATF6 sea 

un sustrato pobre de las lectinas chaperonas calnexina y/o calreticulina y 

consecuentemente lleva a un “escape” desde el ER al Golgi26. 

Una vez que ATF6 ha llegado al Golgi, el dominio efector de ATF6 es cortado por las 

proteasas del Sitio 1 y Sitio 2 27. El dominio efector de ATF6 se traslada al núcleo 

donde aumenta la transcripción de los genes de ERSE 17. 

Por lo visto, las vías de Ire1/XBP1 y ATF6, apuntan a una disminución de la carga 

acumulada en el ER aumentando su capacidad de plegamiento. Además, la vía 
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Ire1/XBP1 puede aliviar el stress mejorando la acción del sistema de degradación 

asociado al ER (ERAD).  

1.5.3 Vía PERK. 

Otro mecanismo par aliviar la carga del ER es entregado por una tercera vía, la cual es 

transducida por PERK. PERK, al igual que las vías anteriores, tiene un dominio sensor 

en el lumen del ER, que podría ser activado por la disociación con BiP28. Una vez 

activado llevaría a su dimerización y trans – autofosforilación. A diferencia de las 

proteínas de Ire1, PERK tiene dominios citosólicos con actividad quinasa que 

promueve la fosforilación del factor eucariótico de iniciación 2α (eIF2α) 29. Debido a que 

la fosforilación de eIF2α bloquea la iniciación de la traducción, esta vía de la UPR 

bloquea la síntesis general de proteínas. En consecuencia a esto, la cantidad de 

proteínas que demandan por ser plegadas, disminuye abruptamente, aliviando la carga 

en la maquinaria de plegamiento del ER 29. 

Paradójicamente la fosforilación de eIF2α mejora la traducción de ATF430. A su vez, 

ATF4 es un trans – activador de genes objetivo de la UPR30, 31. A diferencia de ATF6 y 

de XBP1, ATF4 no reconoce ERSEs. En vez de eso, transactiva los elementos C/EBP 

– ATF32 y ATF/CRE33 en las regiones promotoras de los genes objetivo de la UPR. 

Aparte de PERK, varias otras quinasas fosforilan eIF2α en respuesta a estímulos como 

altos niveles de metales reactivos, presencia de dsRNA viral o deprivación de 

aminoácidos. Todas estas condiciones de stress llevan a la activación de la vía ATF4, 

de hecho, ATF4 media un amplio rango de mecanismos de respuesta, además de la 

vía “clásica” de la UPR que apunta a la homeostasis de la maquinaria de plegamiento 

del ER. Debido a que el programa de expresión de genes de ATF4 es central en la 

mantención de la homeostasis, esta vía es llamada Respuesta al estrés integrada (ISR) 
34.  Esto da como resultado una fosforilación de PERK y activación de la ISR35. 

1.6 Apoptosis mediada por la respuesta a proteínas mal plegadas. 

Cuando el estrés de ER persiste y los problemas de plegamiento no pueden ser 

resueltos, la UPR cambia a una fase en la cual el alivio del retículo parece perder 



16 
 

importancia. Una activación prolongada de PERK media una detención en el ciclo 

celular, y al final estas células terminarán muriendo 36.  

Los repetitivos pero poco activos intentos por plegar proteínas del ER, involucran 

creación y destrucción de puentes disulfuro. Como resultado de esto cada ciclo 

oxidación (o reoxidación) puede ser acompañado por liberación de radicales libres de 

oxígeno (ROS), mediado por Ero1, al citosol37, y se ha demostrado que altas 

concentraciones de ROS citosólicas llevan a apoptosis. 

1.7 CHOP 

Las tres vías de la UPR activan un efector pro-apoptótico: CHOP. El aumento de 

CHOP pavimenta el camino para la apoptosis40. Ire1α participa también en una vía pro-

apoptótica diferente. Una vez que se ha 

desencadenado el stress de ER, Ire1 se 

une a TRAF2, la cual es una molécula 

adaptadora entre Ire1 y ASK1. A su vez, 

ASK1 puede activar JNK, que es un factor 

de transcripción que anuncia la muerte 

celular41. Además, TRAF2 puede acoplar 

la fosforilación de Ire1 con la activación 

de caspasa-7 y caspasa-12, las cuales 

promueven la apoptosis. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de la vía de la UPR. La 
vía PERK (azul), al activarse, detiene la 
síntesis de proteínas y aumenta la síntesis 
de ATF4 que es la vía integrada de 
transcripción de genes objetivos de la UPR. 
La vía ATF6 (amarillo), al activarse migra al 
Golgi donde es cortada por S1P y S2P 
liberándose el fragmento de ATF6 o ATF6f 
que promoverá la transcripción de genes 
objetivo de la UPR. La vía Ire1(rojo) al 
activarse corta el mRNA de XBP1, lo que da 
lugar a un cambio en el marco de lectura 
haciendo que se forme la proteína XBP1s 
que cooperará en la transcripción de genes 
de la UPR. [Tomado de Bernales et al, 2006] 
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A pesar de los datos de interacción de Ire1 con TRAF2 y activar los factores pro 

apoptóticos, paradójicamente, se ha mostrado que al mantener la vía Ire1/XBP1 

activada constantemente, se mejora la sobrevida. Esto sugiere un vínculo entre la 

duración de la activación de este brazo de la UPR y la sobrevida de las células 

afectadas42. 

1.8 Chaperonas químicas. 

Las chaperonas químicas son moléculas de bajo Peso Molecular que tienen 

propiedades que les permiten estabilizar las estructuras de las proteínas que se están 

plegando, también han demostrado facilitar el transporte de proteínas mutantes. El 

ácido 4-fenilbutírico es una molécula de bajo peso molecular (PM= 164,2 g/mol), cuya 

estructura se asemeja a la fenilalanina (Fig. 3). Existen estudios que han demostrado 

que el ácido 4-Fenilbutirico actúa como chaperona química43, 44, 71, actualmente el ácido 

4-fenilbutírico es usado sobre pacientes que presentan problemas en el metabolismo 

de la urea 72. Las chaperonas químicas ayudan a aminorar los efectos del stress de ER 

por un mecanismo estabilizador de la conformación nativa de las proteínas que se 

pliegan al interior del ER10. También ha demostrado aumentar el transporte en la vía 

secretora de la célula. Los estudios reportados en la literatura 58 - 60, apoyan la idea de 

que el 4-PBA afecta la expresión de las proteínas de la vía UPR y que disminuye los 

efectos observados por el estrés de RE cultivos celulares, lo que nos fundamenta la 

idea de usarlo sobre los cultivos de fibroblastos cardiacos neonatos. 

1.9 Secreción de colágeno. 

Los fibroblastos cardiacos son reconocidos principalmente por ser las células 

responsables de la mantención de la MEC en el corazón.  Los fibroblastos están 

encargados de la secreción de colágeno para mantener la estructura del corazón. Éste 

colágeno está constituido principalmente por colágeno tipo I (~80%) y colágeno tipo III 

(~10%) 64. Las fibrillas de colágeno son sintetizadas al interior de los fibroblastos como 

un precursor polipéptídico que se secreta al medio donde enzimas en el medio se 

encargan de cortar y entrecruzar las fibrillas. La secreción de colágeno está regulada 

por TGB-β y por la enzima prolil -4 – hidroxilasa y se considera que este proceso está 

muy ligado al remodelamiento cardiaco y el fenómeno de fibrosis.73 
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1.10 Estrés de retículo endoplásmico en corazón. 

El corazón está constantemente bajo estrés mecánico, metabólico y térmico, aún en 

condiciones fisiológicas basales, y el estrés cardiaco puede aumentar a consecuencia 

de agentes dañinos externos o patológicos intrínsecos. 

Actualmente se ha encontrado en ratones transgénicos para MCP-1 (proteína 

quimioatractante de monocitos-1) un aumento en los marcadores de estrés de retículo 

(BiP, PDI, CHOP) 68. Por otro lado, Thuerauf et al., utilizando técnicas de transfección 

con adenovirus paa BiP (in vivo) reportó un gran aumento en la expresión de ese 

marcador en corazón de ratas infartadas 69. Finalmente, en el fibroblasto cardiaco, la 

síntesis de colágeno tipo I, principal proteína sintetizada en el desarrollo de  fibrosis, es 

acompañada de un aumento en la expresión de BiP, PDI y ERO.  

Los fibroblastos cardiacos están continuamente desafiados a plegar apropiada y 

eficientemente los polipéptidos nacientes moviéndolos de manera eficiente hacia sus 

destinos. Debido a que el desarrollo de proteínas mal plegadas o no plegadas puede 

ser desastroso, las células, en general, han desarrollado un ordenado sistema de 

control de calidad de proteínas a fin de mantener la conformación apropiada para cada 

una de ellas y eliminar o reorganizar aquellas mal plegadas. Debido a que hoy en día 

se sabe que en muchas enfermedades está involucrado en forma directa o indirecta el 

estrés de ER, es necesario estudiar como estos tipos celulares responden frente al 

estrés de ER, y si este controla o modula procesos de cicatrización o remodelamiento 

del tejido cardiaco. 

Finalmente, no está estudiado si el estrés de ER puede ser modulado con fármacos, 

por lo tanto, este estudio permitirá sentar las bases que conduzcan a una manipulación 

farmacológica del estrés de ER, con el fin de conseguir un correcto proceso de 

cicatrización, pues en muchas células la respuesta a un elevado estrés de ER que no 

ha podido ser controlado, es la apoptosis 70, lo que conduciría a una cicatrización 

inadecuada o remodelado de características patológicas. 

Los cambios en la estructura y función del miocardio en respuesta al daño, es conocido 

como remodelamiento cardiaco 65, que puede incialmente mejorar la función cardíaca, 
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pero que en el largo tiempo puede progresar a una maladaptación y llevar a 

insuficiencia cardiaca. Este hecho nos inclina a investigar los mecanismos que puedan 

modular la MEC de corazón. 

En este reporte estudiaremos si el 4-PBA es capaz de prevenir el estrés de retículo en 

fibroblastos cardiacos y determinar los efectos que la exposición al 4-PBA pueda tener 

sobre la secreción normal de colágeno, lo cual podría dar luces sobre los efectos que 

podrían modular la cicatrización en el corazón. 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Estructura molecular de tapsigargina. 
La tapsigargina es una lactona sesquiterpénica 
extraída de Thapsia garganica, posee un peso 
molecular de 650,76 g/mol. Actualmente está 
mencionado como alternativa terapéutica en 
pacientes operados de cataratas y que presentan 
opacificación capsular posterior. En el pasado se 
investigó como droga antimalárica por su similitud 
con la artemesina. [Golenser J, Waknine JH, 
Krugliak M, Hunt NH, Grau GE (2006). "Current 
perspectives on the mechanism of action of 
artemisinins". Int. J. Parasitol. 36 (14): 1427–41.] 

Figura 3. Estructura molecular del 
ácido 4-fenilbutírico. El 4-PBA al 
igual que la mayoría de las 
chaperonas químicas posee un bajo 
peso molecular (167,2 g/mol). Cabe 
notar que su estructura química se 
asemeja a la fenilalanina con un grupo 
hidrófobo y un grupo polar 
permitiéndoles interactuar con distintas 
cadenas laterales de los péptidos que 
se están plegando. 
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2 HIPÓTESIS 
 
El ácido 4-Fenilbutírico  previene el estrés de retículo inducido por Tapsigargina 

en fibroblastos cardiacos. 

 

 

3 OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar si Tapsigargina induce estrés de retículo en fibroblastos cardiacos 

neonatos, y si el ácido 4-Fenilbutírico previene la inducción de estrés de retículo 

causada por Tapsigargina. 

 

 

4 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
4.1 Determinar que Tapsigargin disminuye la viabilidad de fibroblastos 

cardiacos neonatos por estimular el estrés de ER. 

4.2 Demostrar que el ácido 4-fenilbutírico no altera significativamente la 

viabilidad de fibroblastos cardiacos 

4.3 Demostrar que el ácido 4-fenibutírico predispone a los fibroblastos cardiacos 

contra el estrés inducido por Tapsigargina. 

4.4 Determinar que el ácido 4-fenilbutírico previene el aumento de proteínas 

marcadoras de estrés de retículo endoplásmico en fibroblastos cardiacos 

neonatos. 

4.5 Caracterizar los efectos de la exposición a 4-PBA y Tapsigargina sobre la 

secreción de colágeno de fibroblastos cardiacos. 
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5 MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Reactivos 

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU): 

azul de tripán,. En Gibco BRL (Carlsbad, California EEUU) se adquirieron tripsina-

EDTA, estándares de pesos moleculares de proteínas pre-teñidas, suero fetal de 

bovino (FBS). Los compuestos inorgánicos y orgánicos, sales, ácidos y solventes se 

adquirieron en MERCK (Darmstadt, Alemania). El reactivo quimioluminiscente para 

western blot (Western Lightning) fue adquirido en PerKinElmer Life Sciences, Inc. 

(Boston, MA, EEUU). El material de plástico estéril para la obtención y cultivo de 

fibroblastos cardíacos se obtuvieron en Falcon. TGF-β1 fue adquirido en Chemicon. 

Los anticuerpos secundarios anti-IgG ratón y anti-IgG conejo, conjugados a peroxidasa 

se obtuvieron en Calbiochem (La jolla, CA, EEUU). Los anticuerpos primarios anti-BiP, 

anti-PDI, anti-eIF2α fosforilado se obtuvieron de Cell Signaling Technology (Boston, 

MA, EEUU), el anticuerpo anti-CHOP fue obtenido de Santa Cruz Biotechnology Inc. 

(Santa Cruz, CA, EEUU). El anticuerpo anti-β-tubulina, se obtuvo de SIGMA-ALDRICH 

(St. Louis, MO, EEUU). Tapsigargina se obtuvo de BIOMOL International Inc. 

(Plymouth Meeting, PA, EEUU). 

 

5.2 Modelo animal 

Ratas Sprague-Dawley neonatas (2 a 3 días de edad), provenientes del bioterio de la 

Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, en 

cumplimiento de todas las normas éticas referidas a la utilización de animales.  

 

5.3 Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardíacos ventriculares de ratas 
neonatas 

Se utilizó el procedimiento descrito por Foncea y cols en 1997 45. Las ratas se 

decapitaron e inmediatamente se les removió el corazón bajo condiciones de asepsia, 

se retiraron las aurículas y los ventrículos se cortaron en pequeños pedazos para 
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facilitar las sucesivas digestiones posteriores con pancreatina y colagenasa II. El 

producto de las digestiones se sometió a un preplaqueo por 2 h a 37ºC en medio de 

cultivo conteniendo 5% FBS y 10% FCS en frascos para cultivo de plástico. Por 

adhesión diferencial al plástico se separaron fibroblastos de cardiomiocitos. Luego de 

las 2 h, se cambió el medio por DMEM-F12 + 10% FBS, los fibroblastos se dejaron 

proliferar hasta confluencia y los cambios de pasaje se realizaron mediante 

tripsinización (hasta pasaje 2 como máximo). Posteriormente las células fueron 

mantenidas en un medio DMEM-F12 + 2,5% FBS por a lo menos 24 horas antes de ser 

estimuladas. 

 

5.4 Preparación de solución de tapsigargina 

El reactivo Tapsigargin fue disuelto en 125 μL de DMSO para generar una solución 

madre de la cual se hicieron diferentes diluciones para llegar a la concentración 

deseada de estimulación. 

 

5.5 Preparación de extractos celulares totales 

Se prepararon extractos de proteínas totales para evaluar la expresión de las proteínas 

BiP, PDI, eIF2α-P, ATF4 y CHOP.  Las células se sembraron en placas de 100 mm a 

una densidad de 2x104 cel/cm2. Una vez estimuladas y transcurrido en tiempo del 

ensayo, las células se lavaron tres veces con PBS 1X frío y luego se lisaron con 100 µL 

de tampón de lisis HEPES±Triton-X100 buffer (20mM HEPES, pH 7.5, 150mM NaCl, 

1% Triton-X100, 10% glicerol, 1mM EDTA, 10mM difosfato de sodio, 100mM NaF, 

17.5mM B-glicerofosfato, 1mM fluoruro  de fenilmetilsulfonilo, leupeptina 2 µg/mL; 

10mM aprotinina; 1mM PMSF  y 100 µM Na3VO4). El homogeneizado se centrifugó a 

10.000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se recuperó y se le determinó la 

concentración de proteínas por el método de Bradford (Bio-Rad protein assay). Las 

proteínas se desnaturalizaron en tampón SDS-PAGE 4X (glicerol 20 mL, 2-

mercaptoetanol 10 mL, SDS 5 g, Tris base 1,51 g, Azul de bromofenol 0,01 g, Agua 
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csp. 100 mL, se ajusta a pH 6.8 con HCL). Se calentaron a 95 ºC por 5 minutos y se 

almacenaron posteriormente a –20°C. 

 

5.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida 

La separación de las proteínas de acuerdo a su peso molecular se realizó mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%. Para la detección se cargaron 50 µg 

de extracto proteico. La electroforesis se realizó a un voltaje constante de 70 Voltios en 

tampón de electroforesis 1X (Tris base 30,25 g, Glicina 144 g, SDS 10 g, agua 1000 

mL para tampón de electroforesis 10X). 

 

5.7 Electrotransferencia de proteínas 

Una vez realizada la electroforesis, las proteínas se electrotransfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (BioRad) a 350 Miliamperes (mA) durante 90 min en 

tampón de transferencia. 

 

5.8  Inmunowestern blot 

Una vez transferidas, la membranas se bloquearon con tampón de bloqueo (TBS 1X; 

Tween-20 0,1%; leche descremada 5% p/v) durante 60 minutos a temperatura 

ambiente y posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios 

correspondientes según ensayo.  

• BiP, PDI, en tampón de incubación BSA (TBS 1X; Tween-20 0,1%, BSA 

5% p/v) a una dilución 1:1000, toda la noche a 4°C con agitación suave. 

• eIF2α-P, en tampón de incubación leche (TBS 1X; Tween-20 0,1%, BSA 

5% p/v) a una dilución 1:500, toda la noche a 4°C con agitación suave.  

• CHOP, ATF4, en tampón de incubación leche PBS (PBS 1X; leche 

descremada 5% p/v) a una dilución 1:2000 toda la noche a 4ºC con 

agitación suave. 
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Posterior a la incubación, las membranas se lavaron 3 veces por 5 min en TBS 1X / 

Tween-20 al 0,1%, e incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con anti-IgG de 

ratón conjugado con peroxidasa, a un título de 1:5000 para tubulina; anti-IgG de conejo 

conjugado con peroxidasa a un título de 1:1000 toda la noche a 4ºC para BiP y PDI; 

1:2000 para eIF2α, eIF2α-P y 1:7000 para CHOP y ATF4, todos en tampones de 

incubación con leche descremada. Para la detección de las proteínas, las membranas, 

previamente lavadas, se incubaron durante 1 min en solución de ECL (enhanced 

chemiluminescence) y se expusieron a la película de fotografía Kodak-Biomax. Las 

películas se digitalizaron y las imágenes fueron sometidas a densitometría con ayuda 

de los programas computacionales Photoshop 8.0 y Un-ScanIt. Después de realizar los 

ensayos de inmunowestern blot, las membranas de nitrocelulosa se incubaron por 60 

min en una solución de rojo ponceau (rojo ponceau 2%, TCA 30%, ácido sulfosalicílico 

30%) para desprender los anticuerpos, posteriormente se lavaron en TBS 1X / Tween-

20 al 0,1% por tres veces. Luego de este tratamiento, las membranas pudieron ser 

reutilizadas para nuevos ensayos de western blot. 

 

5.9  Viabilidad celular por conteo de células 

Fibroblastos se sembraron en placas 60 mm a una razón de 2x104 cel/cm2, cultivadas 

en medio DMEM/F12 + 10% de FBS, que  posteriormente fue reemplazado por 

DMEM/F12 + 2,5% de FBS. 24 horas después de esto, se aplicó la Tapsigargina y/o 4-

PBA, a los tiempos y concentraciones indicados para cada experimento. Luego las 

células fueron soltadas de las placas utilizando Tripsina-EDTA 1x que fue inhibida 

utilizando DME/F12 10% suero, en proporción 1:1. Posteriormente se tomó una 

alícuota de 20 µl de la suspensión de células y se le adicionaron 20 µL de solución de 

azul de tripán, se homogeneizó y de esta nueva suspensión de tomaron 20 µL que se 

colocaron en un cámara de Neubauer doble y se contaron las células vivas. 
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5.10. Determinación de colágeno soluble 

Para realizar a cuantificación del colágeno soluble se utilizó el Kit “Soluble Collagen 

Assay” Sircol ® (Biocolor, Ireland), de la manera que se describe en el manual del 

fabricante. 

5.11 Análisis estadístico 

Los resultados mostrados corresponden al promedio ± SEM de, al menos, tres 

experimentos independientes. Los datos se analizaron por ANOVA y la prueba Tukey 

para determinar la significancia estadística de los resultados entre los grupos. 
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6 RESULTADOS 
 
6.1 Efecto de tapsigargina sobre la viabilidad de fibroblastos cardiacos 

neonatos 
 

Para determinar los efectos que produce Tapsigargina sobre la viabilidad de 

fibroblastos cardiacos neonatos, cultivos celulares en pasaje 2 fueron mantenidos en 

DMEM/F-12 + 2,5% FBS durante 24 horas, como se describe en la sección 5.9, para 

luego ser expuestos a diferentes concentraciones de Tapsigargina  durante 24 horas. 

 

 

6.1.1 Efecto de la concentración de tapsigargina sobre la viabilidad de 
fibroblastos cardiacos 
 

La exposición a Tapsigargina produce estrés de retículo, pudiendo llegar incluso a la 

muerte celular por el desencadenamiento de apoptosis una vez que la homeostasis del 

retículo endoplásmico no pudo ser restaurada57. 

Se realizó un estudio de concentración/respuesta a 24 horas con concentraciones 

crecientes de Tapsigargina desde de 10 nM hasta 10 µM. Las mediciones se hicieron 

por conteo celular con azul de tripán. En la Figura 2 se muestra la curva de medición 

de viabilidad. La pérdida de viabilidad de los cultivos sigue un modelo concentración-

dependiente siendo los resultados de 10 nM significativos (alrededor de un 32%) para 

inducir muerte en los cultivos de fibroblastos neonatos a las 24 horas.  

Si bien, se probaron concentraciones menores, la respuesta fue muy variable y en 

ningún caso indicaron una muerte clara de los cultivos expuestos. 

 

6.1.2 Efecto de tapsigargin 10nM en función del tiempo sobre la viabilidad de 
fibroblastos cardiacos. 

 Con el fin de determinar el efecto de Tapsigargina 10 nM en función  del tiempo sobre 

la viabilidad de fibroblastos se hicieron mediciones de viabilidad por microscopía 

usando azul de tripán. La Figura 3 ilustra los efectos de la exposición a Tapsigargina 
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10 nM a diferentes tiempos comparando el control con respecto a las células tratadas 

con Tapsigargina. Como se puede apreciar en la figura, durante las primeras 12 horas 

de exposición se aprecia una tendencia en la pérdida de la viabilidad, que a las 24 

horas se vuelve estadísticamente significativa (60% de viabilidad). Mientras que para 

las 48 horas de exposición sólo se conserva alrededor del 50% de la viabilidad. 
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Figura 4. Efecto de Tapsigargina sobre la viabilidad de fibroblastos 
cardiacos. Fibroblastos cardiacos cultivados en DMEM/F12 + 2,5% FBS por 24 h, 
fueron tratados con Tapsigargina (10 nM –10μM), por 24 h. Las mediciones se 
realizaron por conteo celular con azul de tripan. Se aprecia que el número de 
células viables disminuye de una forma concentración – 
dependiente.[***=P<0,001; con respecto al control] 
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6.1.3 Efecto del tratamiento con ácido 4-fenilbutírico sobre los efectos de 
tapsigargina. 

El ácido 4-fenilbutirico (4-PBA) es capaz de actuar como una chaperona química72, 

estabilizando las estructuras tridimensionales de los péptidos nacientes, impidiendo 

que la creciente demanda de proteínas que se tienen que plegar al interior del retículo 

endoplásmico activen los sensores de estrés, evitando que se gatille la UPR. Tras 

preincubar 1 hora con 4-PBA  5 mM los cultivos de fibroblastos fueron expuestos a 

Tapsigargina 10 nM. Se demostró por conteo celular que a las 24 horas el 4-PBA 

previene la muerte por exposición a Tapsigargina 10 nM (Figura 4).  
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Figura 5. Efecto de Tapsigargina 10 nM sobre la viabilidad de fibroblastos 
cardiacos en el tiempo. Los fibroblastos cardiacos fueron cultivados en DMEM/F12 + 
2,5% FBS y fueron tratados con Tapsigargina 10 nM a los tiempos indicados. El conteo 
fue hecho por microscopia usando azul de tripán. Nótese que la viabilidad decae de 
manera tiempo – dependiente, siendo estadísticamente significativa desde las 24 
horas. [*=P<0,01; **=P<0,005; con respecto a su control] 
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6.2 UPR en fibroblastos cardiacos. 

Para ver el efecto de Tapsigargina sobre la expresión de proteínas de la vía UPR, se 

tomaron cultivos en medio DMEM/F12 + 2,5% FBS expuestos a tiempos de 1, 6, 12 y 

24 horas con el fin de evaluar en escala temporal la expresión de diversas proteínas 

como se muestran en los resultados mas adelante. 

 

6.2.1 Efecto de tapsigargin y ácido 4-fenilbutírico  sobre la expresión de BiP. 
En la respuesta a proteínas mal plegadas, BiP juega un papel fundamental en la 

activación de los sensores de proteínas mal plegadas como Ire1, PERK y ATF6. Para 

ver los cambios en la expresión de ésta proteína en los fibroblastos cardiacos, se 

estimularon con: a) Tapsigargina, b) 4-PBA y c) preincubación con 4-PBA y posterior 

exposición a Tapsigargina.  
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Figura 6. Efecto del 4-PBA sobre la disminución de la viabilidad inducida por 
Tapsigargina. Fibroblastos cultivados en DMEM/F12 + 2,5% FBS, fueron tratados con 
Tapsigargina 10nM . Las mediciones se realizaron a las 24 por conteo celular usando 
tripan-blue. Es interesante notar como el efecto de Tapsigargina es prácticamente 
anulado por el tratamiento con 4-PBA  [*=P<0.05, ***= P<0,001, respecto al control].  
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En la figura 5 A se aprecia el aumento en la expresión de BiP indicando que la UPR se 

ha desencadenado reacción a la exposición a Tapsigargina según se puede apreciar 

en la figura 5 A, los fibroblastos cardiacos tiene niveles basales de expresión de BiP, 

sin embargo, los niveles de expresión de BiP en la exposición a Tapsigargina 10 nM se 

elevan hasta alrededor de 4 veces respecto del basal a las 24 horas, mostrando que 

estarían los fibroblastos cardiacos, bajo una condición de estrés de retículo ya a partir 

de las 12 horas. 

Al exponer los cultivos a 4-PBA 5 mM, (figura 5 B), se aprecia una fuerte disminución 

en la expresión de BiP (10 veces) a la primera hora de exposición respecto al control. 

Sin embargo, a las 6 horas de exposición parece haber una menor disminución en la 

expresión que no es consistente con lo observado a las 12 horas, donde BiP es tan 

solo un 20% de lo observado en el control. Las diferencias entre las mediciones de 6 

contra 12 horas y de 6 contra 24 horas son estadísticamente significativas. Recién las 

24 horas de exposición se puede ver que los niveles de expresión de BiP parecen 

volver al basal. 

Como se puede apreciar en la figura 5C, el pretratamiento con 4-PBA previene el 

aumento inducido por Tapsigargina. Tapsigargina indujo un aumento temprano en la 

expresión de BiP (desde las 6 horas) alcanzando el máximo a las 24 horas. Sin 

embargo, en presencia de 4-PBA el aumento no superó 1,5 veces con respecto al 

control. Esto indicaría que 4-PBA previene el estrés de ER inducido por Tapsigargina y 

que tendría la capacidad de modular el estrés de ER. Este dato se correlaciona con el 

hecho de que la viabilidad en estas condiciones es mayor que la mostrada en la 

exposición a Tapsigargina sin previo tratamiento con 4-PBA.  
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Figura 7. Caracterización de la expresión de BiP en distintas condiciones. Western blots de 
fibroblastos cardiacos neonatos, incubados en DMEM/F12 + 2,5% FBS. Se estimuló con los distintos 
estímulos durante 24 horas. A: Expresión BiP en exposición a Tapsigargina 10 nM. B: Expresión de 
BiP expuesto a 4-PBA 5 mM. C: Caracterización de la expresión de BiP a durante 24 horas, cultivos 
preincubados 1 hora antes con 4-PBA y estimulados después con Tapsigargina. [* = P< 0,05; ** = P< 
0,01 con respecto al control] 
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6.2.2 Efecto de tapsigargina y 4-PBA sobre P-eIF2α. 
 

En la Figura 6 A se puede observar que los fibroblastos cardiacos expresan niveles 

basales de ésta proteína, el tratamiento con Tapsigargina indujo sólo a tiempos 

tempranos (1 hora) una mayor fosforilación de eIF2α estadísticamente significativa (1,2 

veces con respecto control). A tiempos más tardíos no se observó un aumento en sus 

niveles de expresión.  

Al exponer los cultivos a 4-PBA (Figura 6 B), se aprecia una menor fosforilación de 

eIF2α (0,04 veces del control) en los tiempos tempranos con relación al control. A 

pesar de eso, a tiempos más tardíos no se observan efectos de 4-PBA sobre los 

niveles de eIF2α.  Teniendo esto en cuenta, se procedió a ver el efecto del 4-PBA 

sobre la respuesta provocada por Tapsigargina. 

Al preincubar una hora con 4-PBA y al cabo de ese tiempo, estimular con Tapsigargina 

(figura 6C), se observa que 4-PBA previene la fosforilación inicial inducida por 

Tapsigargina. A tiempos más tardíos no se observan cambios en los niveles de 

fosforilación en dicha proteína. Lo anterior indicaría que la preincubación con 4-PBA 

precondiciona a los fibroblastos cardiacos frente al estrés de ER inducido por 

Tapsigargina. 
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Figura 8. Efecto de Tapsigargina y ácido 4-Fenilbutírico sobre la expresión de P-eIF2α. 
Western blots para eIF2α en fibroblastos cardiacos. Los cultivos se incubaron en DMEM/F12 + 
2,5% FBS. A: Cultivos expuestos a Tapsigargina 10 nM durante 24 h; B: Cultivos expuestos a 
4-PBA 5 mM; C: Cultivos preincubados 1 hora con 4-PBA 5 mM, luego de la cual fueron 
estimulados con Tapsigargina 10 nM. [* =  P<0,05; ** = P<0,01 con respecto al control] 
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6.2.3 Efecto de tapsigargina y 4-PBA sobre la expresión de PDI 

En la Figura 7A se puede ver que los fibroblastos cardiacos expresan niveles basales 

de ésta proteína. El tratamiento con Tapsigargina indujo a tiempos tempranos (1 y 6 

horas) un aumento de la expresión de PDI, estadísticamente significativa (1,5 y 1,6 

veces respectivamente con respecto al control). Mientras que a tiempos mas tardíos no 

se observó un aumento en  sus niveles de expresión. 

Como se puede apreciar en la figura 7B, el 4-PBA (5 mM) sólo indujo un pequeño 

descenso (25% respecto al control) en la expresión de PDI a la primera hora de 

estímulo, efecto que no se observa tardíamente.   

Como se puede apreciar en la figura 7C, el pretratamiento con 4-PBA previene el 

aumento inducido por Tapsigargina (1,5 y 1,6 veces respecto el control a las 1 y 6 

horas de estímulo respectivamente Fig.7A). Sin embargo, en presencia de 4-PBA el no 

fue capaz de aumentar la expresión  de PDI, (Fig. 7 B). 
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Figura 9. Efecto de Tapsigargina y 4-PBA sobre la expresión de PDI. Western 
blots para PDI. Los cultivos se incubaron en DMEM/F12 + 2,5% FBS. A: 
Caracterización de la expresión de PDI en fibroblastos expuestos Tapsigargina 10 
nM. B: Efecto de 4-PBA 5 mM sobre la expresión de PDI. C: Efecto de 4-PBA 5 mM 
sobre la respuesta inducida por Tapsigargina 10 nM en fibroblastos. Se preincubó 
una hora antes de la exposición a Tapsigargina. [**= P < 0,01; *** = P < 0,001 con 
respecto al control] 
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6.2.4 Efecto de tapsigargina y 4-PBA sobre la expresión de ATF4. 
 

En la figura 8A, se puede apreciar el efecto de Tapsigargina 10 nM sobre la expresión 

de ATF4. En condiciones basales los fibroblastos expresan ATF4 y cabe destacar que 

el efecto de Tapsigargina sobre la expresión de ATF4 comienza de manera muy 

temprana (1 hora),alcanzando su máxima expresión (de aproximadamente 5 veces con 

respecto al control) a las 12 horas, para luego decaer aunque siempre a niveles 

superiores a la condición basal.  

 

Por otro lado, la exposición de a 4-PBA no produce mayores efectos sobre la expresión 

de ATF4 (figura 8B), manteniéndose sus niveles de expresión estables a medida que 

transcurre el tiempo de exposición. 

 

En la figura 8C se observa el efecto de pretratar los fibroblastos con el 4-PBA sobre el 

aumento en la expresión de ATF4 por Tapsigargina/4-PBA, observándose que dicho 

pretratamiento previene el aumento inducido por tapsigargina a los intervalos de tiempo 

estudiados. Lo que indica que 4-PBA produce un condicionamiento de los fibroblastos 

a la condición de estrés de ER. 
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Figura 10. Efecto de Tapsigargina y 4-PBA sobre la expresión de ATF4. Western blots para 
ATF4. Los cultivos fueron incubados en DMEM/F12 + 2,5% FBS. A: Efecto de Tapsigargina 10 
nM sobre la expresión de ATF4 de fibroblastos. B: Efecto de 4-PBA 5 mM sobre la expresión 
de ATF4 en fibroblastos. C: Efectos de 4-PBA sobre la acción de Tapsigargina, los cultivos 
fuero pretratados una hora con 4-PBA 5 mM, luego se trataron con Tapsigargina 10 nM. [*= 
P<0,05; **= P<0,01; *** = P< 0,001 con respecto al control] 
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6.2.5 Efecto de tapsigargina y de 4-PBA sobre la expresión de CHOP. 

Se expusieron cultivos de fibroblastos cardiacos a Tapsigargina 10 nM, observándose  

en la figura 9A que la Tapsigargina produce un marcado aumento en la expresión de 

CHOP a partir de las 6 horas, cuadruplicando los valores basales, a las 24 horas de 

exposición. 

Al probar el efecto de 4-PBA sobre la expresión de CHOP se demostró que los 

fibroblastos no poseen niveles basales de esta proteína, al menos no en niveles 

detectables por el método. 

Al enfrentar el efecto que desarrollaría Tapsigargina sobre cultivos pretratados con 4-

PBA 5 mM, sorpresivamente, se encontró que no había ningún aumento de la 

expresión de CHOP. Esto confirma que el 4-PBA previene de los efectos mostrados 

por Tapsigargina en todos los tiempos medidos para CHOP. 
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Figura 11. Efecto de Tapsigargina y 4-PBA sobre la expresión de CHOP. Western blots 
para CHOP. Cultivos incubados en DMEM/F12 + 2,5% FBS. A: Efecto de Tapsigargina 10 nM 
sobre la expresión de CHOP en fibroblastos; B: Efecto de 4-PBA 5 mM sobre la expresión de 
CHOP en fibroblastos; C: Efecto de Tapsigargina 10 nM sobre cultivos pretratados durante una 
hora con 4-PBA 5 nM. [***= P<0,0001 con respecto al control] 
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6.3 Efecto de tapsigargina y de 4-PBA sobre la secreción de colágeno en 
fibroblastos cardiacos. 

Teniendo ya establecido que Tapsigargina causa estrés de retículo en fibroblastos 

cardiacos y que el 4-PBA es capaz de modular sus efectos sobre la vía de la UPR, se 

generó la interrogante acerca de los potenciales efectos beneficiosos que podría tener 

el 4-PBA sobre los mecanismos de secreción de proteínas de la MEC. Para esto se 

decidió cuantificar el colágeno soluble que secretan los fibroblastos bajo las distintas 

condiciones antes experimentadas. Para este experimento se usaron concentraciones 

menores de Tapsigargina (1 nM) que ha demostrado inducir estrés de retículo sin 

causar la muerte (resultados no mostrados en esta memoria). 

En la Figura 10, se puede apreciar que, Tapsigargina no altera los niveles de secreción 

de colágeno. Por otro lado, en los cultivos tratados y pretratados con 4-PBA más 

Tapsigargina, se observa una disminución aun mayor sobre la secreción de colágeno 

(desde 3,4 µg hasta 1,6 µg a las 24 horas para los fibroblastos con sólo 4-PBA y a 1 µg 

para fibroblastos  pretratados con 4-PBA  mas Tapsigargina 1 nM). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Efecto de Tapsigargina y 4-PBA sobre la secreción de colágeno de 
fibroblastos cardiacos. Medición espectrofotométrica de la cantidad de colágeno 
soluble tomada del medio de cultivo de fibroblastos cardiacos sometidos a distintas 
condiciones: Tapsigargina 1 nM, 4-PBA 5 mM y pretratamiento con 4-PBA 5mM y 
posterior tapsigargina 1 nM. Los cultivos se mantuvieron en DMEM/F12 durante la 
exposición a distintas condiciones. [***= P< 0,0001 con respecto al control. &= 
P<0.0001 con respecto a 4PBA] 
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7 DISCUSIÓN 

Los principales resultados de ésta memoria son: 

a) Tapsigargina induce pérdida de la viabilidad celular de fibroblastos cardiacos de 

ratas neonatas de una forma concentración – dependiente y tiempo – 

dependiente. 

b) Disminuye la magnitud de la muerte al pretratar por 1 hora los cultivos con 

Ácido 4-Fenilbutírico (4-PBA) en una concentración de 5 mM. 

c) Tapsigargina induce una UPR caracterizada por un aumento en los niveles de 

las proteínas como BiP,  PDI, ATF4 y CHOP; y en la fosforilación de eIF2α. 

d) El 4-PBA es capaz de preacondicionar los fibroblastos a la UPR, evitando que 

se activen los mecanismos de UPR inducidos por Tapsigargina. 

e) Tapsigargina no altera la secreción de colágeno de los cultivos de fibroblastos, 

pero parece acentuar el efecto del 4-PBA en su disminución. 

f) El 4-PBA disminuye la secreción de colágeno de fibroblastos cardiacos. 

 

7.1 Efecto de tapsigargina sobre la viabilidad celular. 

En la literatura se ha documentado y reportado que Tapsigargina es capaz de producir 

estrés de ER en distintos tipos celulares43, 46, 47, sin embargo, no se había 

experimentado con fibroblastos cardiacos. Los fibroblastos cardiacos, como antes se 

ha mencionado, se caracterizan por ser altamente secretores, por lo que se infiere que 

tienen una maquinaria de plegamiento de proteínas y secreción bastante eficiente y 

adaptada y se desconocen los efectos que pudiera tener en tal tipo de células el 

Tapsigargina. 

La concentración a la cual se logró una pérdida significativa de viabilidad de los 

fibroblastos cardiacos a las 24 horas fue de 10 nM. Estos resultados son menores en al 

menos un orden de magnitud con respecto a lo ensayado en otros tipos celulares en la 

literatura41, 46, 47. Es posible que éste tipo celular sea mas sensible al estrés de ER o 

que los sensores de estrés estén en mayor cantidad dada su naturaleza altamente 

secretora. En la literatura se ha encontrado que Tapsigargina produce apoptosis luego 

de un prolongado estrés de retículo en el cual no se pudo volver a alcanzar la 
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homeostasis del propio retículo 17,41, 47. En este estudio no se midieron marcadores de 

apoptosis, por lo que queda pendiente la caracterización de los marcadores de 

apoptosis gatillados por la exposición a Tapsigargina. 

 

7.2 Tapsigargina induce estrés de retículo en fibroblastos cardiacos neonatos. 

En virtud de los resultados antes presentados, se observa que la exposición a 

Tapsigargina en bajas concentraciones es capaz de inducir estrés de retículo. Esto se 

deduce del hecho de que la exposición a Tapsigargina es capaz de activar los 

sensores de la vía de UPR lo cual está acorde a lo encontrado en la literatura 17, 41, 47.  

Es sabido que hay diferencias en cuando cada una de las vías de la UPR comienza a 

ejercer acción. La primera vía en activarse en respuesta al estrés de ER es la vía de 

PERK para disminuir la traducción de proteínas por fosforilación del factor eIF2α 16, 

para luego continuar con el aumento en la expresión de las proteínas chaperonas y la 

expresión de CHOP 42. Lin J. et al.42, han demostrado que existe una temporalidad en 

la duración de los efectos de cada una de las vías sensoras de estrés de ER que se 

relaciona directamente con la sobrevida celular. La vía de IRE1α se relacionaba con la 

sobrevida celular mientras que la mantención de la actividad de la vía de PERK esta 

relacionada directamente con la inducción de muerte celular por el aumento de la 

expresión en el tiempo de CHOP y la consecuente disminución de la fosforilación del 

factor eIF2α. 

Para determinar la activación directa de la vía del sensor PERK, medimos los niveles 

de expresión de la proteína fosforilada eIF2α. Tapsigargina parece inducir 

significativamente una temprana fosforilación de eIF2α (1,2 veces respecto al control), 

esta alza temprana en un principio es suficiente como para dar cuenta del fuerte 

estímulo estresor que crea Tapsigargina en fibroblastos, sin embargo, parece ser que 

la vía PERK no es especialmente sensible a éste estresor. Este resultado se asemeja 

al menos en principio a lo observado por Lin et al 42 en HEK 293 donde Tapsigargina 

activa la fosforilación temprana de eIF2α. Llama la atención que en fibroblastos 
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cardiacos hay un nivel basal de fosforilación de eIF2α como si hubiera un nivel de 

estrés basal en los fibroblastos cardiacos. 

Cuando hay estrés de ER se produce un aumento en la expresión de ciertas 

proteínas16, 34, entre ellas BiP, una chaperona residente del retículo y que es importante 

en la síntesis de colágeno48. En relación a esta, en nuestros ensayos encontramos que 

Tapsigargina produce un aumento temprano y progresivo en la expresión de BiP, lo 

que es coincidente con los trabajos existentes en la literatura en donde se aprecia un 

aumento temporal de esta proteína42, 49. Aunque no hay datos en la literatura sobre los 

cambios en la expresión de BiP por Tapsigargina  en fibroblastos cardiacos, la 

presencia de BiP en condiciones basales en fibroblastos cardiacos se explica por su 

actividad como chaperona necesaria para la síntesis de colágeno junto a la chaperona 

PDI y a la proteína de choque térmico HSP47 50. Además de lo anterior, Tapsigargina  

induce en fibroblastos cardiacos la expresión de la proteína PDI, chaperona residente 

del retículo encargada de la formación de los puentes disulfuro de las proteínas7, 8, 9, y 

en fibroblastos cardiacos es esencial en la síntesis de colágeno, ya que forma los 

puentes disulfuros en la región C y N Terminal de las hebras de colágeno, y a su vez 

forma parte de la enzima 4-prolilhidroxilasa (C-P4H), que es la responsable de la 

hidroxilación de los residuos de prolina presentes en la estructura del procolágeno, 

siendo PDI la subunidad β de esta proteína51, 52. Estos resultados son coincidentes con 

algunos trabajos en donde se observa el aumento en la expresión de PDI en otros tipos 

de células que presentan estrés de retículo 48, 53, aunque este aumento no siempre lleva 

a la sobrevida celular y no está claro cuando es que las vías de salvataje se ven 

sobrepasadas y se llega a la muerte celular. Sin embargo, recientemente se ha 

demostrado en tejido de corazones humanos infartados, que PDI se expresa en 

regiones infartadas y no en las regiones remotas, lo que indica su participación en el 

proceso de cicatrización54. Por otro lado, también se ha demostrado en corazón de 

ratones que la sobreexpresión de PDI protege a los cardiomiocitos de la muerte celular 

producida como consecuencia de un daño por infarto. Nuestros resultados, y otros, 

fortalecen el concepto de un efecto citoprotector de las chaperonas BiP y PDI en 

corazón y específicamente en fibroblastos cardiacos, sin embargo, a pesar que se 
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induce la expresión de las chaperonas para reducir el estrés, éstas parecen ser 

sobrepasadas por las vías de muerte conduciendo a la pérdida de la viabilidad celular. 

Cuando existe la activación de los sensores de estrés de retículo, las respectivas 

cascadas de señalización que cada uno de estos sensores activa, llevan a la expresión 

de una proteína en común denominada CHOP que es un potente factor de 

transcripción49. PERK es el principal inductor de CHOP,  ya que esta vía lleva a la 

expresión del factor de transcripción ATF4 que se une directamente al promotor de 

CHOP 40. Como demostramos en los resultados, la máxima expresión de ATF4 

antecede a la mayor expresión de CHOP, lo cual se correlaciona temporalmente con el 

alza de  CHOP y la disminución de la viabilidad celular. Se ha considerado que la 

presencia de CHOP es un indicador claro de la existencia de estrés de ER. En muchos 

estudios se ha evaluado la presencia de la proteína CHOP, ya que esta, además de 

ser inducida cuando hay estrés de ER55, se ha relacionado directamente con la 

inducción de apoptosis56, 57. Nuestros resultados muestran que en estado fisiológico los 

fibroblastos no expresan niveles detectables de la proteína CHOP, pero cuando son 

estimulados con Tapsigargina se aprecia una notable expresión de esta proteína desde 

las 6 horas de estímulo, resultados similares se han observado en otros trabajos a 

tiempos muy similares cuando se estimula con Tapsigargina o con Tunicamicina 49.  

En conjunto, nuestros resultados, muestran que existe una correlación entre la 

expresión de las proteínas que tratan de hacer frente al estrés demostrado por una 

temprana expresión de BiP, eIF2α, PDI; mientras que por otro lado, también 

demostramos la tardía expresión de ATF4 y CHOP que antecede a los eventos de 

muerte inducidos por Tapsigargina. 

7.3 Efecto del ácido 4-fenilbutírico sobre la viabilidad celular. 

El 4-PBA es considerado  como un compuesto con propiedades de chaperona, por lo 

que es referido como chaperona química. Las chaperonas químicas son moléculas de 

bajo peso que tienen propiedades fisicoquímicas que le permiten estabilizar las 

estructuras de las proteínas, mejoran la capacidad de plegamiento y facilitan el tráfico 

de proteínas mutantes58,59. Tal como  encontraron anteriormente otros investigadores59, 
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60, en nuestros experimentos encontramos que a concentraciones de 5 mM de 4-PBA 

no hay efectos deletéreos sobre los cultivos a nivel de viabilidad celular. Dicho esto, el 

siguiente paso que decidimos seguir fue determinar la capacidad que tiene el 4-PBA  

para prevenir los efectos que tiene Tapsigargina sobre la viabilidad celular. Si bien 

hubo una muerte de los cultivos tratados con Tapsigargina que antes fueron expuestos 

por 1 hora a 4-PBA, ésta es significativamente menor. 

7.4 Efecto del ácido 4-fenilbutírico sobre la expresión de proteínas de estrés de 
retículo endoplasmático. 

Se ha reportado en la literatura58, 59, 60 que el efecto tipo chaperona del 4-PBA es capaz 

de reducir la expresión de proteínas de la vía de UPR. En nuestros experimentos se 

determinó como el 4-PBA es capaz de disminuir desde tiempos tempranos los niveles 

de expresión de BiP prácticamente a la mitad. Esto tiene sentido ya que la necesidad 

de chaperonas endógenas de los fibroblastos, como lo es BiP, es menor porque el 

trabajo de estabilizar las proteínas está siendo sustentado por el 4-PBA. Estos 

resultados coinciden con los reportados por Almeida et al 59, donde los niveles de BiP 

fueron reducidos a la mitad por efecto del 4-PBA. Ahora, cuando probamos los efectos 

preventivos que tiene el 4-PBA sobre los efectos de Tapsigargina, se vio que la 

expresión de  BiP aumenta aproximadamente en un 40% con respecto al basal, sin 

embargo, este aumento es mucho menor al observado en los fibroblastos que no 

fueron tratados previamente con 4-PBA – que aumentó en un 400% - donde la 

viabilidad se ve claramente afectada. 

Un efecto parecido al visto en BiP, es el que acontece con eIF2α fosforilado, donde el 

tratamiento con 4-PBA disminuye claramente sus niveles de fosforilación, 

probablemente debido a que hay una mejorada capacidad de plegamiento y transporte 

de proteínas lo que favorecería un aumento en la síntesis de proteínas. Hay resultados 

similares en neuronas60 donde eIF2α fosforilado es disminuido por la exposición a 4-

PBA en función del tiempo. 

Al exponer a los fibroblastos cardiacos al 4-PBA y medir la expresión de PDI, se 

observa que sus niveles de expresión no parecen ser afectados.  Sólo en un primer 
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momento hay una disminución significativa que rápidamente es recuperada a niveles 

normales por los fibroblastos cardiacos. Cuando se probó el efecto de Tapsigargina en 

cultivos tratados con 4-PBA no hubo mayores cambios en la expresión normal de PDI, 

lo cual indica una atenuación o un efecto de predisposición a enfrentar el estrés de ER 

inducido por Tapsigargina sobre fibroblastos, donde se había aumentado previamente 

en un 50%. Se ha determinado en corazones isquémicos que PDI aumenta su 

expresión, lo que hace pensar en los potenciales efectos preventivos del 4-PBA sobre 

corazones en proceso de fibrosis61. 

La vía integrada de la respuesta a las proteínas mal plegadas, pasa por un factor de 

transcripción, ATF4, el cual va a activar  la expresión de los genes que colaborarán en 

la recuperación de la homeostasis del retículo. Los fibroblastos cardiacos al ser 

expuestos a Tapsigargina expresaron más de 5 veces los niveles normales de 

expresión. Al exponerlos a 4-PBA los niveles de expresión de ATF4 se mantienen 

normales. Esta situación se mantiene al aplicar Tapsigargina a fibroblastos cardiacos 

pretratados con 4-PBA. Hetz et al.62 ya ha demostrado que en las células que muestran 

estar bajo estrés de retículo, ATF4 aumenta en conjunto con el aumento de expresión 

de CHOP. 

Como se ha mencionado antes, CHOP es considerado como el marcador más sólido  

del desencadenamiento de la UPR. Ésta proteína es un efector pro-apoptótico que es 

inducido por las tres vías de la UPR y pavimenta el camino hacia la apoptosis aunque 

aun no está claro cuales son los mecanismos por los cuales los hace. Lo que si es 

claro, es  que una sobreexpresión compromete la viabilidad celular y la inhibición de su 

expresión muestra un efecto protector frente al estrés de retículo 49. En nuestros 

experimentos pudimos observar que al exponer los cultivos a 4-PBA no existe ningún 

aumento considerable de la expresión de CHOP. Al ver el efecto preventivo del 4-PBA 

contra el efecto deletéreo que causa la exposición a Tapsigargina, se observa que el 

efecto preventivo es total, en ninguno de los tiempos medidos se aprecia aumento 

alguno en la expresión de CHOP. Esto se correlaciona y explicaría el efecto protector 

que se ve en los ensayos de viabilidad efectuados y antes comentados. Este resultado 
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sumado a la falta de expresión de ATF4, sugieren que los efectos de 4-PBA como 

protector frente al estrés de retículo  son bastante promisorios. 

7.5 Efecto de tapsigargina sobre la secreción de colágeno. 

Vistos los efectos sobre las proteínas de la vía de la UPR, decidimos cuantificar los 

efectos que Tapsigargina tiene sobre la secreción de colágeno con una concentración 

10 veces menor a la que causa muerte (1 nM). Teóricamente al inducir la UPR la 

secreción de proteínas se vería afectada, sin embargo, al medir la cantidad de 

colágeno soluble determinamos que no hay ningún efecto sobre la cantidad secretada. 

Estos resultados se contraponen a los expuestos en una memoria reciente de A. 

Letelier 67, donde se expusieron cultivos de fibroblastos cardiacos al estresor 

Tunicamicina en concentraciones de 0,1 µg/µL y 0,5 µg/µL y se observó que la 

secreción de colágeno disminuía en un 50% y 75% respectivamente. 

Puede ser que la depleción de calcio del lumen de retículo no afecte de manera 

significativa la síntesis y el plegamiento del colágeno como lo puede hacer la inhibición 

de la N-glicosilación de proteínas. Actualmente en la literatura no se encuentran 

artículos que hagan referencia a los efectos de Tapsigargina sobre la secreción de 

colágeno en fibroblastos. 

7.6 Efecto de ácido 4-fenilbutírico sobre la expresión de colágeno. 

La exposición de los cultivos al 4-PBA, redujo en alrededor de un 50% la secreción 

normal de colágeno por parte los fibroblastos. Estos resultados eran esperables ya que 

ha sido reportado que en fibroblastos de pulmón, 4-PBA inhibió la expresión de los 

genes codificantes de colágeno 62, con todo, la tapsigargina posee un efecto sinérgico 

sobre la disminución de secreción de colágeno por parte del 4-PBA.  

Si resumimos lo visto hasta ahora, tenemos que los fibroblastos cardiacos son un tipo 

celular altamente secretor, por lo tanto,  cualquier alteración que atente contra los 

mecanismos de síntesis o de secreción de éstos, se traducirá en un estrés de ER. 

Ahora bien, cuando ocurre daño en el corazón hay una secreción aumentada de 
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colágeno que intenta reparar la MEC, haciendo que la demanda de proteínas que 

deben ser plegadas al interior del ER aumente. Es probable que los procesos de 

reparación del corazón  produzcan estrés de retículo en los fibroblastos cardiacos.  

Ahora bien, como hemos mencionado anteriormente, se ha reportado que el 4-PBA es 

capaz de disminuir los efectos de Tapsigargina – el cual induce estrés de ER -  por lo 

que es probable que  tenga efectos adaptativos frente al estrés de ER que se pueda 

producir durante la mayor secreción de colágeno en el proceso de cicatrización 

cardiaca. Asimismo, se ha visto que 4-PBA inhibe la secreción de colágeno lo que 

podría tener efectos sobre la cantidad de colágeno secretada que lleve a mala 

cicatrización que, finalmente, podría llevar a una insuficiencia cardiaca. 

Perspectivas: 

1. Estudiar los efectos del 4-PBA sobre otros tipos celulares del corazón, como 

por ejemplo, miofibroblastos cardiacos. 

2. Estudiar otras concentraciones de 4-PBA distintas a las usadas en la literatura  

3. Caracterizar las vías apoptóticas que se gatillan en el tiempo mientras se eleva 

la expresión de CHOP. 

4. Estudiar la posible retención de procolágeno en fibroblastos cardiacos 

expuestos a 4-PBA. 

5. Caracterizar la secreción de colágeno a concentraciones de Tapsigargina que 

causan muerte. 
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8 Conclusiones. 

I – Tapsigargina reduce significativamente la viabilidad de celular de fibroblastos 

cardiacos neonatos de manera concentración y tiempo - dependiente. 

II – El Ácido 4-Fenilbutírico en una concentración de 5 mM no afecta la viabilidad de 

fibroblastos cardiacos neonatos luego de 24 de exposición pero si previene de la 

muerte causada por la exposición a Tapsigargina 10 nM. 

III – Tapsigargina 10 nM induce el aumento de la expresión de proteínas de la vía UPR. 

IV – El Ácido 4-Fenilbutírico 5 mM disminuye la expresión normal de la mayoría de las 

proteínas de la vía UPR y previene el aumento de la expresión de ellas inducido por 

Tapsigargina 10 nM. 

V – Tapsigargina no altera la secreción de colágeno soluble por parte de fibroblastos 

cardiacos neonatos. 

VI – El Ácido 4-Fenilbutírico disminuye en alrededor de un 50% la  secreción normal de 

colágeno soluble por parte de fibroblastos cardiacos neonatos, la exposición a 

Tapsigargina provoca una disminución sinérgica de la secreción. 
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