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Resumen: 

El corazón está compuesto por varios tipos celulares, de los cuales 

aproximadamente el 90% corresponde a cardiomiocitos y a fibroblastos. Los fibroblastos 

representan 2/3 de la población total de células del corazón y están encargados 

principalmente del recambio de las proteínas de la matriz extracelular. Este tipo celular 

puede responder frente a una variedad de citoquinas, factores de crecimiento y expresan 

sus receptores, indicativo de una respuesta autocrina. Por acción del TGF-β1 se 

diferencian a un fenotipo celular altamente secretor de colágeno, el miofibroblasto, 

principal célula encargada del proceso de cicatrización. Por otra parte, existen 

antecedentes que demuestran que en fibroblastos cardíacos la activación de las vías 

transduccionales que conducen a un aumento en los niveles de AMPc contribuye a 

disminuir el grado de fibrosis cardíaca, por regulación de procesos tales como adhesión, 

migración y la diferenciación a miofibroblasto. 

 Para estos efectos, el AMPc es crítico debido al rol que juegan dos proteínas que 

se activan cuando aumentan los niveles de éste; estas son Epac (Exchange protein 

activated by cAMP/ proteína intercambiadora de nucleótidos de guanina activada por 

AMPc) y PKA (proteína quinasa A). Anteriormente se estudió el rol desempeñando por la 

Epac en los procesos de adhesión y migración de fibroblastos y miofibroblastos, en donde 

se vio que Epac aumenta la adhesión en ambos fenotipos celulares, y con respecto a 

migración, se vio que los estímulos que aumentan los niveles de AMPc aumentan la 

migración en fibroblastos, pero no así en miofibroblastos. Con esto surge la interrogante 

de saber cómo modula la PKA estos procesos. El objetivo de este trabajo fue determinar 

el rol que juega la PKA en adhesión, migración y expresión de colágeno. Se utilizaron 

estímulos que aumentan los niveles de AMPc (isoproterenol y forskolina), el agonista de la 

PKA 6-Bz-AMPc y su inhibidor H-89. 

Nuestros resultados mostraron que tanto en fibroblastos como en miofibroblastos, 

hubo un aumento de la adhesión al estimular con isoproterenol y forskolina, pero con 6-

Bz-AMPc no se observó un cambio significativo con respecto al control, aunque sí tendió 

a disminuir lo que indica que la PKA no regula la adhesión celular. En migración no se 

observa efecto alguno con el agonista de la PKA y en la expresión de colágeno se vio una 

disminución con isoproterenol, forskolina, 6-Bz-AMPc y Me-AMPc tanto en fibroblastos 

como en miofibroblastos. 

Conclusión: PKA no interviene dentro de los procesos de adhesión y migración, pero sí lo 

hace en la expresión de colágeno. 
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Summary: 

Activation of PKA decreases adhesion, migration and collagen expression in 

neonate rat cardiac fibroblasts and myofibroblasts. 

 The heart is composed by many types of cells, mainly cardiomyocytes and 

fibroblasts (almost 90% of total cells). Fibroblasts represent two thirds of the whole heart 

cell population and are responsible for the constant turnover of extracellular matrix 

proteins. This kind of cells can respond to many cytokines, growth factors and express 

their receptors indicating an autocrine answer. By the action of TGF-β1, they can be 

differentiated into a new phenotype called myofibroblasts, highly secreting of collagen and 

main cell involved into the healing process. Otherwise, there are numerous reports 

indicating that in cardiac fibroblasts, activation of signal transduction pathways leading to 

increased cAMP levels contributes to the reduction of cardiac fibrosis by regulating 

profibrotic processes like adhesion, migration and myofibroblast differentiation.  

 For these effects cAMP is critical due to the role played by two proteins whose 

activation depends on the increase in the cAMP levels. These proteins are Epac 

(Exchange protein activated by cAMP) and PKA (protein kinase A). Formerly it was 

studied the role played by Epac in adhesion and migration of fibroblasts and 

myofibroblasts. Epac increased cell adhesion in both phenotypes, and about migration, in 

fibroblasts this phenomenon was increased with all the stimuli that increased the cAMP 

levels, whereas in myofibroblasts were no effect. So, we can ask about the role lead by 

PKA in these processes. The objective in this work was determined which role plays PKA 

in adhesion, migration and collagen expression. We used stimuli that increase cAMP 

levels (isoproterenol and forskolin), PKA’s agonist 6-ph-cAMP and its inhibitor H-89. 

 Our results showed that both fibroblasts and in myofibroblasts there was an 

increase in cell adhesion in response to isoproterenol, forskolin and H-89, but with 6-ph-

cAMP no significant change was observed respect control but tended to decrease, 

indicating that PKA is not involved in cell adhesion. In migration no effect was observed 

with 6-ph-cAMP, and finally in collagen expression these stimuli decreased the expression 

(we tried with Epac agonist Me-cAMP too) in both phenotypes. 

Conclusion: PKA does not intervene in adhesion and migration processes, but it does in 

collagen expression.  
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1. Introducción: 

1.1 Generalidades: 

Existe una gran cantidad de enfermedades que puede padecer el ser humano y 

dentro de las cuales las cardiovasculares constituyen una de las principales causas de 

muerte a nivel mundial, especialmente en los países con un nivel de desarrollo intermedio 

o avanzado, debido a un fenómeno conocido como transición epidemiológica [1]. En Chile 

estas enfermedades corresponden a la primera causa de muerte, generando 

aproximadamente unas 24.000 cada año. Dentro de estas patologías encontramos 

accidentes cerebrovasculares y cardiopatías tales como insuficiencia cardíaca, 

hipertensión arterial, angina de pecho, etc. [2].  

1.2 Remodelamiento cardíaco: 

Un fenómeno común en todas estas patologías es el desarrollo del 

remodelamiento cardíaco (RC),  que corresponde a un proceso caracterizado por cambios 

en la anatomía, geometría, histología, así como también a nivel molecular del tejido 

cardíaco, que se observa en respuesta a una sobrecarga de trabajo o daño al miocardio. 

[3,4]. Dichos cambios alteran las funciones cardíacas y a nivel macroscópico se observa 

un cambio en la forma del corazón, pasando desde una forma elipsoide a una más 

esférica, además de una hipertrofia cardíaca y fibrosis cardíaca [4]. Una vez que se ha 

producido un daño cardiaco (como por ejemplo infarto agudo al miocardio, sobrecarga de 

presión o volumen, inflamación, etc.) se activan diversos mediadores neurohormonales 

(Sistema Renina Angiotensina Aldosterona: SRAA, Sistema Adrenérgico: SA, endotelina), 

liberación de factores de crecimiento (TGF- β1)y de citoquinas (TNF-α, IL-1β), estrés 

oxidativo, etc., los cuales en forma organizada ponen en movimiento los procesos 

genéticos, moleculares y celulares que conducen al remodelado del tejido. [5,6] 

El RC  puede ser de dos tipos: reactivo cuando se genera gracias a un mecanismo 

compensatorio frente a un estado patológico, o reparativo, que se presenta en respuesta 

a la pérdida masiva de células parenquimáticas por muerte celular [7]. 

En condiciones fisiológicas y/o fisiopatológicas los procesos celulares de 

proliferación, muerte celular, hipertrofia, migración, adhesión, capacidad contráctil y 

secreción de proteínas de la matriz extracelular (MEC) participan de forma integrada, 

sincronizada y controlada en la mantención y/o reparación del tejido cardíaco [8]. La 
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sobreactivación de uno de estos procesos puede desembocar en la aparición de una 

fibrosis cardíaca, la cual finalmente conduce a una insuficiencia cardíaca [9]. 

1.3 Estructura del músculo cardíaco: 

A nivel celular, el corazón está conformado por diversos tipos celulares, de los 

cuales el 90% corresponde a cardiomiocitos y fibroblastos que coordinan y regulan la 

función cardíaca. Los fibroblastos cardíacos (FC) representan aproximadamente dos 

tercios de la cantidad total de células cardíacas y su rol es el recambio (síntesis, secreción 

y degradación) de las proteínas de la MEC [10], incluyendo colágeno tipo I, III y VI, 

proteoglicanos, fibronectina, laminina, etc, con el fin de regular y mantener la estructura 

del corazón. Además, estas células son capaces de sensar y transmitir señales químicas, 

mecánicas y eléctricas entre los componentes celulares y no celulares [11,12].  

En una condición patológica, como por ejemplo, un infarto al miocardio, los FC son 

activados rápidamente en respuesta a este daño, jugando un rol activo como células 

claves del proceso de reparación y cicatrización. Esta activación se lleva a cabo gracias a 

la producción de múltiples citoquinas y factores de crecimiento tales como el factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β), en especial el TGF-β1, el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento análogo a la insulina tipo I (IGF-1) 

y la interleuquina 4 (IL-4) [4], los cuales pueden actuar de forma autocrina o paracrina, 

facilitando la acción reparadora de los fibroblastos, estimulando su diferenciación a 

miofibroblastos cardíacos (MC). Estas células ya diferenciadas expresan una proteína 

conocida como alfa actina del musculo liso (α-SMA) y durante el proceso de reparación 

del tejido cardíaco son los principales responsables de la síntesis de numerosas proteínas 

de la MEC, incluyendo colágeno, fibronectina y laminina. Asimismo, los MC están 

encargados de liberar citoquinas, factores de crecimiento, angiotensina II y en forma 

adicional, incrementan el número de receptores para estos mediadores [6]. 

Definitivamente la causa más común de fibrosis cardíaca es el infarto agudo al 

miocardio y en este caso los principales elementos celulares encargados de su desarrollo 

son el miofibroblasto en la zona remota y el fibroblasto en la zona dañada. Pese a que el 

RC y con ello la fibrosis ocurren por diferentes condiciones etiológicas, las vías que 

conducen al remodelamiento en términos de cambios moleculares, bioquímicos y 

mecánicos son en general comparables [13]. La fibrosis cardíaca se genera por la 

expresión de diferentes mediadores entre los que destacan por su importancia, moléculas 
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de adhesión intercelulares (ICAM-1), proteína quimioatrayente de macrófagos (MCP-1), 

endotelina-1 (ET-1) y el factor de crecimiento transformante β1 (TGF-β1). Estos 

componentes participan en el desarrollo del proceso fibrótico y en conjunto con otros 

mediadores endógenos tales como Angiotensina II (Ang II) dan cuenta de la disfunción 

ventricular [4]. 

1.3.1 Fibroblastos cardíacos: 

 Con respecto a los FC se pensaba que estos tenían una función meramente 

estructural. Sin embargo, hoy se conoce que son un elemento celular muy activo, puesto 

que tienen la capacidad de migrar, proliferar y diferenciarse [14]. Debido a que pueden 

regular su estructura y propiedades mecánicas y eléctricas, los FC son uno de los actores 

principales en el tejido cardíaco, junto a los cardiomiocitos encargados del trabajo 

contráctil del corazón. Además los FC son los encargados de mantener la estructura del 

miocardio al controlar la homeostasis de la MEC mediante la secreción de citoquinas, 

factores de crecimiento y metaloproteasas (MMP) [15,16] (ver figura 1). 

 Cuando un tejido sufre un daño puede ser reparado mediante dos etapas; la 

primera es la fase regenerativa, en donde las células dañadas son reemplazadas por 

células del mismo tipo, excepto los cardiomiocitos y una fase conocida como fibrosis, en 

donde el tejido normal es reemplazado por tejido conectivo [16].  

 En el RC producido debido a alguna patología cardíaca como infarto agudo al 

miocardio, hipertensión o insuficiencia cardíaca, los fibroblastos son activados 

rápidamente en respuesta a este daño, participando como células claves del proceso 

reparativo y de cicatrización [17]. Cuando estas células se activan, comienzan a proliferar, 

expresar y secretar colágeno (principalmente de tipo I y III) y a degradar la MEC.  

La MEC cardíaca es una red de tejido conectivo sensible a cambios en su entorno, 

cumpliendo un papel clave en la decodificación de señales mecánicas y transmitiéndola a 

los fibroblastos [18]. Éstos se encargan de sensar estos cambios a través de 

mecanorreceptores tales como integrinas y algunos canales iónicos [19] y como 

consecuencia se producen alteraciones en la síntesis de proteínas de la MEC, liberación 

de factores de crecimiento y MMP’s. Todo esto trae como consecuencia fibrosis, además 

de alterar la conducción y por ende, ser capaz de generarse arritmias [11]. 
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Fig.1. Esquema de las funciones desempeñadas por el fibroblasto en el proceso de 

remodelamiento cardíaco (RC) [11]. 
 

 

1.3.2 Miofibroblastos cardíacos: 

Los fibroblastos tienen la capacidad de diferenciarse; in vitro se ha visto que esta 

diferenciación puede darse por el estrés mecánico junto a la presencia de TGF-β1 y 

fibronectina ED-A. Ello significa que las células al adherirse a las placas de cultivo se 

activa la diferenciación, por lo que este fenotipo diferenciado va incrementando su número 

a medida que aumentamos el número del pasaje celular [20]. Sin embargo, este proceso 

también se ve estimulado por hormonas y citoquinas: Ang II, ET-1 y TGF-β1. Este último 

es un factor crítico, ya que además de ayudar en la diferenciación, también lo hace en la 

formación y secreción de colágeno [21]. 

Una característica de este fenotipo celular es la formación de fibras de estrés y la 

expresión de una proteína conocida como alfa actina del músculo liso (α-SMA) [22], lo que 

le confiere mayor capacidad contráctil, especialmente en el borde de las heridas. Las 

células interaccionan con el fragmento ED-A de la fibronectina de la MEC a través de las 

integrinas α5β3 o α5β1, mediante una compleja composición proteica con altos niveles de 

vinculina, paxilina y tensina; dando origen a las adhesiones focales supermaduras 

(suFAs) [24]. Todos estos elementos conforman un mecanismo mecano-transductor 

especializado y característico. Las suFAs potencian la adhesión del miofibroblasto a las 
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proteínas de la MEC, lo cual sumado a su aparato contráctil permite generar una 

considerable transmisión mecánica en su entorno extracelular. 

Los miofibroblastos son células que normalmente no se encuentran en el tejido 

cardiaco, sino que aparecen en el momento del daño y funcionalmente son capaces de 

secretar cantidades más grandes de proteínas de la MEC comparado al fibroblasto [3,11]. 

Debido a esto, son los principales responsables del depósito de estas proteínas en el 

proceso de reparación del tejido [22]. Conociendo esto, además del aumento del recambio 

de colágeno y la degradación de la MEC por acción de las MMP los posicionan como 

células críticas para el proceso de RC. También se ha demostrado in vivo que tienen 

mayor propiedad de migración y proliferación que los fibroblastos, lo que los vuelve aptos 

para reclutarse en la zona del daño y con esto reparar el tejido [23]. 

 

1.4 Receptores adrenérgicos en fibroblastos y miofibroblastos cardíacos: 

La homeostasis del sistema cardiovascular depende de la acción conjunta de 

muchos neurotransmisores y hormonas. Como bien se sabe, a nivel cardíaco la 

proliferación celular, la contracción, frecuencia y conducción cardíaca, así como la síntesis 

de proteínas de la MEC son controladas por diversos tipos de receptores [25]. En el 

fibroblasto cardíaco, receptores de tipo β-2 adrenérgico, de adenosina (A2b), Ang II, 

bradicininas, prostaglandinas, urotensina II, urocortina y vasopresina, son algunos de los 

encargados de modular las funciones de dicho tipo celular tanto en condiciones 

fisiológicas como patológicas [26]. 

De la gran cantidad de receptores presentes en el corazón, los más estudiados 

son los de tipo adrenérgico debido al rol que juegan en la regulación del sistema 

cardiovascular [27]. Está descrito que los fibroblastos cardíacos de ratas adultas 

presentan sólo un subtipo de receptor adrenérgico, correspondiente al receptor β2 [28,29]. 

Este receptor es del tipo de 7 dominios transmembrana y puede estar acoplado 

dualmente a proteína G (GPCR) estimulatoria(Gs) e inhibitoria (Gi). Dichas proteínas 

están constituidas por 3 subunidades, el complejo βγ y la subunidad α [30]. El tipo de 

señal generado está dado por las subunidades α. Cuando se acoplan a Gi el GPCR inhibe 

la adenilato ciclasa (AC), mientras que cuando se acopla a Gs, el GPCR activa a la AC, lo 

que se traduce en un incremento en los niveles de 3’,5’-adenosina monofosfato cíclico 
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(AMPc) [31], quien es el encargado de activar a la proteína quinasa A (PKA), que a su vez  

mediante fosforilación es capaz de activar a diversos intermediarios [32]; o a la proteína 

Epac. 

Se ha descrito que los agonistas β-adrenérgicos son capaces de inhibir la síntesis 

de colágeno en FC y como inhibidores de la contracción de geles de colágeno en 

fibroblastos de pulmón [33]. Además, estudios realizados en este laboratorio han 

demostrado la presencia de receptor β2 en MC y que el agonista β-adrenérgico 

isoproterenol (ISO) induce la proliferación celular de fibroblastos cardíacos [34]. Por otro 

lado, el ISO inhibe los efectos profibróticos del TGF- β1 y la diferenciación del fibroblasto 

a miofibroblasto, lo cual es indicio de un posible efecto antifibrótico de la estimulación 

adrenérgica vía aumento de los niveles de AMPc [35]. 

Estudios en otros tipos de fibroblastos, como los de pulmón humano han 

demostrado que el TGF-β1 disminuye el número de receptores β-adrenérgicos, aún 

manteniendo la afinidad por ISO [36,37]. Más allá de estos antecedentes, poco es lo que 

se conoce acerca de las vías transduccionales activadas por las catecolaminas en  

miofibroblastos cardíacos neonatos (MCN). 

1.4.1 Vía de señalización del AMPc:  

En esta vía están involucradas dos proteínas activadas por AMPc; además de 

otros efectores, la proteína quinasa A (PKA) y la EPAC (del acrónimo Exchange protein 

activated directly by cAMP o proteína intercambiadora de nucléotidos de guanina). Epac 

tiene 2 isoformas denominadas Epac-1, la que se encuentra principalmente en el cerebro, 

corazón, riñón, páncreas, ovario, tiroides y médula espinal, y Epac-2 que es menos 

abundante y se encuentra en algunas zonas del cerebro, en la médula adrenal y en los 

islotes de Langerhans [38]. Epac regula la actividad de las GTPasas pequeñas Rap 1 y 

Rap 2 [20,21], mientras que la PKA regula la activación de factores de transcripción como 

el CREB (cAMP response element-binding, elemento de respuesta que une a AMPc) o 

GSK3-β (glicógeno sintasa quinasa 3-β) [39]. Estas proteínas se sitúan en la membrana 

plasmática, en las regiones perinucleares, en la membrana nuclear y mitocondria. El 

aumento del AMPc puede ser mediado por la activación del receptor β-adrenérgico, 

receptores de adenosina (A2b) y de prostaglandinas [31]. Al estar todos estos receptores 

acoplados a proteína Gs activarían la AC y ésta respondería sintetizando AMPc, que 

finalmente activaría a PKA o Epac dependiendo de la concentración de AMPc y/o de la 
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compartimentalización intracelular de los efectores. Otros reportes que indican que la 

activación de PKA o de Epac dependerá de la concentración intracelular de AMPc, 

sugiriendo que a niveles altos de AMPc se activará la PKA, mientras que a bajas 

concentraciones se activará la Epac [40,42]. También se ha descrito que los niveles de 

AMPc pueden activar una proteína por sobre la otra, pero no siempre resulta ser de este 

modo por lo que aún se sigue investigando. Dependiendo de quién se active, los efectos 

serán muy distintos. Por ejemplo, la vía de la Epac induce un aumento en la migración y 

una disminución de la secreción/efecto de factores profibróticos como el TGF-β1, mientras 

que por otro lado la PKA disminuye la migración celular y la síntesis de colágeno.  

Sabiendo esto, podemos visualizar diferentes blancos para incrementar los niveles 

de AMPc. En primer lugar está la activación del receptor β-adrenérgico mediante el uso de 

un agonista como es el ISO. Otro blanco en la cascada transduccional es aumentar los 

niveles de segundo mensajero por medio de la activación de la AC utilizando forskolina 

(FSK) que es un agonista de la AC. Como último punto de intervención, podemos emplear 

un agonista específico de AMPc que se una selectivamente a Epac, como el compuesto 

8-(4-clorofeniltio)-2-O-metiladenosina-3’,5’-adenosina monofosfato cíclico (Me-AMPc) que 

al reemplazar el OH del AMPc por un grupo metilo en posición 2, disminuye la afinidad 

hacia PKA y al añadir el grupo paraclorofeniltio (PCPT) aumenta la afinidad por Epac  

[41], y por el lado de PKA se utiliza el compuesto 6-N- bencil- 3’, 5’-adenosina 

monofosfato cíclico (6-Bz-AMPc), correspondiente al agonista específico de la PKA. 

Después de la injuria, los niveles de hormonas que elevan la concentración de 

AMPc están aumentadas. La síntesis de AMPc por adenilato ciclasa estimula a Epac y a 

PKA. La Epac promueve la migración de fibroblastos, mientras que la PKA inhibe la 

migración y la diferenciación de fibroblasto a miofibroblasto. Tanto Epac como PKA 

inhiben la síntesis de colágeno y la proliferación de los fibroblastos, pero en el caso de 

Epac, los estímulos profibróticos inhiben su expresión y por ende, se estimula la síntesis 

de colágeno [42] (ver figura 2). 
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Fig.2: Esquema del rol de PKA y Epac en fibroblastos, después de un daño. [42] 

 

1.4.2 Rol de la Proteína quinasa A (PKA) en adhesión, migración y expresión de 

colágeno: 

 Las proteínas quinasas estás involucradas en casi todos los procesos celulares 

regulables. Como ejemplo, la PKA, que es una proteína quinasa activada por AMPc, y 

debido a su amplia distribución a nivel subcelular está involucrada en muchos procesos 

tales como apertura de canales de calcio en células del miocardio, aumento de la 

recaptación de calcio a nivel del retículo endoplasmático en células del músculo liso 

bronquial, estimulación de enzimas que participan en la síntesis de estrógenos, entre 

otras [43]. Se sabe que regula proteínas directamente mediante fosforilación y que activa 

factores transcripcionales (ver figura 3). Una gran parte de las proteínas quinasas poseen 

una secuencia de 11 subdominios conservados, el core catalítico, en conjunto con sus 

tareas respectivas de modular proteínas sustratos por fosforilación de residuos de serina, 

treonina o tirosina [44]. 

 La PKA fue una de las primeras proteínas quinasas en ser descubierta. A diferencia 

de la mayoría de las proteínas quinasas de eucariontes está compuesta por dos 

subunidades: la catalítica (C) y la regulatoria (R). La subunidad C es fosforilada para 

activar a la PKA mientras que el AMPc se une a la subunidad R, induciendo cambios 

conformacionales que llevan a la disociación de la holoenzima en sus subunidades 

correspondientes C y R. La subunidad C libre y activa puede afectar diversos eventos 

celulares por fosforilación de muchas proteínas sustrato citoplasmáticas y nucleares 
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incluyendo enzimas y factores transcripcionales. [45,46] 

 

  

 

Fig.3: Activación de PKA  por medio de la activación de receptor acoplado a proteína G 
(GPCR). [47]  
  

 

Como ya se ha descrito, la PKA es una proteína quinasa activada por AMPc 

siendo capaz de regular una infinidad de procesos bioquímicos. Pese a esto, se 

desconoce una parte de su mecanismo de acción. La PKA es clave, porque los 

antecedentes señalan que participa activamente en los procesos relacionados a la fibrosis 

y al RC en conjunto con Epac. Anteriormente, en nuestro laboratorio se investigó la 

influencia y rol que juega Epac en los procesos relacionados a la fibrosis y al RC, pero 

con respecto a la PKA no se tenían mayores antecedentes salvo los pocos que menciona 

la literatura. En FC de rata adulta se ha visto que la PKA inhibe la síntesis de colágeno, la 

migración celular, la proliferación y la diferenciación celular. Pero aún se desconoce el rol 

de la PKA al modular estos procesos en MCN. 

Finalmente, tanto FC como MCN tienen una importante participación en aquellos 

procesos celulares asociados al RC tales como adhesión, migración, expresión/secreción 

de colágeno y contracción de geles de colágeno (matriz tridimensional similar al proceso 

reparativo). Pese al importante papel que juega el AMPc en estos procesos, existen muy 
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pocos antecedentes de cómo la PKA sería capaz de regularlos en fibroblasto y más aún 

en miofibroblastos. Entonces, sabiendo que el AMPc activa a Epac y a PKA surge la 

interrogante de conocer lo que ocurre con la adhesión, migración y síntesis de colágeno 

cuando se activa PKA, en fibroblastos y miofibroblastos, lo que nos ha llevado a plantear 

la siguiente hipótesis: 
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2. Hipótesis: 

 

 La activación de la PKA disminuye la adhesión, migración y expresión de colágeno 

en fibroblastos y miofibroblastos de ratas neonatas. 

  

3. Objetivo general: 

 

Estudiar si agonistas del receptor β-2 adrenérgico, análogos de AMPc y el agonista 

directo de la PKA regulan procesos de adhesión, migración, y expresión de colágeno en 

fibroblastos y miofibroblastos cardiacos de rata neonatas. 

3.1 Objetivos específicos:  

1) Estudiar participación de la PKA sobre proceso de adhesión y migración en 

fibroblastos y miofibroblastos cardíacos de rata neonata mediante el uso de 

agonista de PKA (6-Bz-AMPc) y su inhibidor H-89. 

2) Estudiar la participación de Epac y PKA sobre la expresión de colágeno utilizando 

los agonistas directos de ambas proteínas. 
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4. Materiales y Métodos: 

 

4.1 Reactivos: 

 

De Sigma Aldrich. (St. Louis, MO, EEUU): Azul de tripán, isoprotenerol, forskolina, Me-

AMPc (8-(4-clorofeniltio)-2-O-metiladenosina-3’,5’-adenosina monofosfato cíclico), 6-

Bencil- AMPc ( 6-N- bencil- 3’, 5’-adenosina monofosfato cíclico), H-89 (N-[2-(p- 

bromocinamilamino)-etil]-5-isoquinolinasulfonamida), Angiotensina II, Cristal Violeta. 

De Gibco BRL (Carlsbad, California EEUU): tripsina-EDTA, estándares para masas 

moleculares de proteínas pre-teñidas, suero fetal de bovino (FBS).  

De MERCK (Darmstadt, Alemania): compuestos inorgánicos y orgánicos, sales, ácidos y 

solventes.  

De Winkler: compuestos orgánicos e inorgánicos, sales, ácidos y solventes. 

De PerKin Elmer Life Sciences, Inc. (Boston, MA, EEUU): El reactivo quimioluminiscente 

para western blot (Western Lightning) 

De Falcon (USA): material de plástico estéril para la obtención y cultivo de fibroblastos 

cardíacos.  

De  Chemicon (Tamecula, CA, USA). Colágeno, fibronectina, accutasse y TGF-β1 
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4.2 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. 

 

4.3 Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardíacos de ratas neonatas: 

 

Se utilizó el procedimiento descrito por Foncea y cols., con leves modificaciones. Las 

ratas se decapitaron e inmediatamente se les removió el corazón bajo condiciones de 

asepsia, se retiraron las aurículas y los ventrículos siendo cortados en pequeños trozos 

para 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 celular. Por adhesión 

diferencial al plástico se separaron fibroblastos de cardiomiocitos. Transcurridas las 2 h, 

se cambió el medio por DMEM-F12 + 10% FBS, dejando proliferar a los fibroblastos hasta 

confluencia en condiciones convencionales de cultivo (5% de CO2 y 37ºC). Los cambios 

de pasaje se realizaron mediante tripsinización de los fibroblastos alcanzando un máximo 

de pasaje 2. 

 

4.4 Diferenciación: 

 

Se utilizaron fibroblastos cardíacos neonatos (FCN) en pasaje 2, los cuales se 

cultivaron por 96 h en medio DMEM-F12 suplementado con TGF-β1 5 ng/mL. En nuestro 

laboratorio está estandarizado que bajo estas condiciones el 100% de los fibroblastos se 

diferenciaron a MCN. Una vez cumplido el tiempo se retiró el medio suplementado y los 

MCN se mantuvieron por 24 h con DMEM-F12. Los miofibroblastos obtenidos se utilizaron 

para los ensayos posteriores. 

 

4.5 Viabilidad por conteo celular: 

Se sembraron FCN en placas de 60 mm, a una razón de 2x105 células/cm2, 

cultivadas en medio DMEM F-12 + 10% de FBS. 24 horas más tarde fueron privadas de  

suero, y estimuladas con H-89. Transcurridas 14 horas, las placas fueron lavadas 2 veces   

bajo campana con PBS 1x estéril y se les puso 300μL de tripsina 1x para soltar las células 
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de la placa. Una vez sueltas, se homogeneizó cuidadosamente con pipeta hasta disolver 

los grumos de células. Luego se añadió 1mL de DMEM F-12 + 10%FBS a cada placa y se 

traspasó el volumen de cada placa a un tubo eppendorff de 1.5 mL, del cual se tomó una 

alícuota de 20μL de la suspensión y se le agregaron 20μL de solución de azul de tripán. 

Se homogeneizó y de la suspensión resultante se tomó una alícuota de 20μL, la cual se 

puso en una cámara de Neubauer doble para proceder al conteo. Las células que no 

retienen el azul de tripán en su interior son las que se consideran viables y se  proceden a 

contar.  

4.6 Adhesión: 

 

Se utilizaron MCN y FCN obtenidos como se describió en el punto que se refiere a 

aislamiento y cultivo de FCN y MCN. Las células se incubaron durante 24 h con los 

distintos estímulos y cumplido este tiempo se soltaron los FCN con tripsina 1x y los MCN 

con Accutasse 1X y se sembraron 10.000 células por pocillo en placas previamente 

tratadas con fibronectina 100 μg/mL y no tratadas (plástico). Se les permitió a las células 

adherirse por 2 horas a 37ºC, tiempo después del cual fueron lavadas con PBS 1X y 

fijadas con cristal violeta.  Posteriormente se disolvió el cristal violeta retenido por las 

células adheridas a la placa con SDS 10% y se midió por espectrofotometría a 595 nm. 

 

4.7 Migración celular: 

 

Se utilizaron MCN y FC obtenidos como se describe en el punto que se refiere a 

aislamiento, cultivo y diferenciación de FC y MCN cardíacos de ratas. Las células se 

sembraron a una densidad de 15x104 células/cm2  para FCN, y 8x104 células/cm2  de MCN 

en placas de 35 mm. Las células se mantuvieron en medio DMEM F-12 por 24 h, tiempo 

después del cual se les realizó una herida en la placa de cultivo y se adicionaron  los 

estímulos por 48 h en medio DMEM  F-12 . Cumplido el tiempo las células se lavaron con 

PBS 1x y posteriormente fueron fijadas por 20 minutos con una solución de cristal violeta 

0,3%. Transcurrido este tiempo las células se lavaron con agua tres veces y finalmente se 

observó mediante microscopía óptica 40x la  migración de células sobre la herida (cierre 

de la herida). Este cierre fue fotografiado y posteriormente medido con el programa 

computacional Image J, y posteriormente graficado con Prism Graphpad. 
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4.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida: 

 

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

electroforesis en geles de poliacrilamida según Laemmli, 1970. Para la detección de  

colágeno se cargaron 50 µg de extracto proteico. Los geles concentrador (3,78mL de 

upper buffer 4x (Tris base 30g, HCl pH 6.8; 20 mL SDS 10%, 500mL agua destilada) + 

1,98mL A/BA + 150μL APS 10% + 30μL TEMED solución stock + 9,24 mL de agua 

destilada para dos geles) y separador (5mL de lower buffer 4x (Tris base 90g, HCl pH 8.8, 

20 mL SDS 10% + 500mL de agua destilada) + 4mL A/BA + 150μL APS + 30μL TEMED + 

11mL de agua destilada para 2 geles) fueron al 5% y 6% respectivamente. La 

electroforesis se realizó a un voltaje constante de 100 Volt en tampón de electroforesis 1X 

(Tris base 30,25 g, Glicina 144 g, SDS 10 g, agua 1000 mL para tampón de electroforesis) 

durante aproximadamente 110 minutos. 

 

4.9 Electrotransferencia de proteínas: 

 

Una vez realizada la electroforesis las proteínas se electrotransfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (BioRad) de 0,2 µ a 0,40 Amperes durante 180 min en tampón 

de transferencia 1X. 

 

4.10 Inmunowestern blot (IWB): 

 

Una vez transferidas, las membranas se bloquearon con tampón de bloqueo (TBS; 

Tween-20 0,1% (TBS-T); leche sin grasa 5% p/v) durante 1 h a temperatura ambiente y 

posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios en tampón de incubación 

(TBS-T 0,1%) a una dilución 1:1000 toda la noche a 4°C con agitación suave. Posterior a 

la incubación, las membranas se lavaron 3 veces por 10 min en TBS–T al 0,1%, e 

incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo anti-IgG de  

conejo, a un título de 1:10000 en tampón de bloqueo TBS-T al 0,1%. 

Para detectar las proteínas, las membranas, previamente lavadas, se incubaron con 

el sustrato quimioluminiscente “Western Lightning” (ECL) y se expusieron por 

aproximadamente 30 segundos a la película de fotografía AGFA. Las películas se 

digitalizaron y las imágenes fueron sometidas a densitometría con ayuda de los 

programas computacionales Photoshop 7.0 e imageJ. Después de realizar los ensayos de 
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inmunowestern blot, las membranas de nitrocelulosa se incubaron por 10 min en una 

solución mild stripping (15 g de glicina, 1 g de SDS, 10 mL de Tween 20, Agua nanopura 

csp 1L, pH 2,2) para desprender los anticuerpos, posteriormente se lavaron en TBS al 

0,1% por tres veces durante 10 minutos. Luego de este tratamiento, las membranas 

pudieron ser reutilizadas para ensayos de western blot con beta-tubulina como control de 

carga. 

 

4.11 Expresión de resultados y análisis estadístico: 

 

Los resultados se expresan como promedio ± DE (n=3-6 preparaciones celulares 

independientes). Las comparaciones entre los distintos grupos experimentales versus el 

control se realizó utilizando t-Student de una cola o análisis de ANOVA y test de Dunnet. 

Se estableció como nivel de significancia un p<0,05.  
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5. Resultados: 

5.1 Ensayos de viabilidad de FC a las 14 y 24 h con H-89: 

 Para poder evaluar el papel que desempeña la PKA en adhesión, migración y 

expresión de colágeno fue necesario hacer ensayos de viabilidad con el inhibidor de la 

PKA (H-89), ya que se tenía el antecedente de que induce muerte celular. Se ensayó en 3 

concentraciones distintas y se realizó conteo de viabilidad por exclusión con azul de 

tripán.  En la figura 4 se muestra que a las 14 o 24h de estímulo hubo una gran pérdida de 

viabilidad celular a 10μM (65%), mientras que a  5μM fue un 25% a las 14 h, y de 35% a 

las 24 h. No hubo pérdida de la viabilidad con H-89 1μM, ni con DMSO (vehículo de H-

89). 

A          B 

 

Fig.4: Ensayos de viabilidad de fibroblastos a las 14 y 24 horas luego de ser 

estimulados con H-89 (10μM , 5μM  y 1μM). Resultados de los ensayos de viabilidad 

celular A) a las 14 horas y B) a las 24 horas. Se cuantificó la viabilidad mediante conteo 

celular por exclusión con azul de tripán. Los estímulos utilizados fueron H-89 en 

concentración de 10μM, 5μM y 1μM. Como controles DMEM-F-12 y DMSO (vehículo del 

H-89) n=4 ±DE. **p<0,01 y ***p<0,001 para ambos tiempos. 
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5.2 Ensayos de Adhesión: 

 

5.2.1 Adhesión de fibroblastos cardíacos neonatos sobre plástico: 

Para  evaluar el comportamiento de los FC sobre plástico se evaluó su capacidad 

de adhesión utilizando estímulos que aumentaban los niveles de AMPc 24 horas antes de 

realizar el protocolo de adhesión (cuando se utilizaron dos estímulos simultáneos el H-89 

se puso media hora antes).  

Como se ve en la figura 5 no hubo cambios significativos en la adhesión de FC al  

plástico, independiente de los estímulos utilizados. 

 

 

 

Fig.5: Efecto del AMPc sobre la adhesión de FC sobre plástico. Se evaluó la adhesión 

de FC sobre plástico, estimulando 24 horas antes de realizar el protocolo de adhesión. 

Los estímulos utilizados fueron Iso 10μM, FSK 10μM, 6-Bz-AMPc 50μM y H-89 10μM. 

Como control se usó DMEM-F-12 n=7 ±DE. 
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5.2.2 Adhesión de fibroblastos cardíacos neonatos sobre fibronectina: 

  

Al no obsevarse diferencias en la adhesión de FC a plástico se decidió 

funcionalizar la placa con fibronectina. Ésta es una proteína de la matriz extracelular y 

está demostrado que aumenta la adhesión celular debido a que  estimula el emsamblaje 

de las proteínas de adhesión a la matriz como las integrinas. Con este antecedente 

podemos pensar que la adhesión de los fibroblastos debería aumentar para todos los 

estímulos utilizados. 

Como se ve en la figura 6, esta vez si hubo aumento de la adhesión celular con 

todos los estímulos utilizados. Al estimular con ISO y FSK aumentó significativamente en 

aproximadamente un 80%, y al estimular con FSK+H-89 el aumento fue de casi un 90% 

más con respecto al control. Con respecto al 6-Bz-AMPc, no se observó un cambio 

significativo de la adhesión. 

 

 
 

Fig.6: Efecto del AMPc sobre la adhesión de FC sobre fibronectina. Se evaluó la 

adhesión de FC sobre fibronectina, estimulando 24 horas antes de realizar el protocolo de 

adhesión. Los estímulos utilizados fueron ISO 10μM, FSK 10μM, 6-Bz-AMPc 50μM y H-89 

10μM. Como control se utilizó DMEM-F-12 n=5 ±DE, **p<0,01. 
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5.2.3 Adhesión de miofibroblastos cardíacos neonatos sobre plástico: 

 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en FC, se espera que la adhesión 

sobre plástico de los MCN sea mayor porque corresponden a un fenotipo celular que 

abarca mayor superficie y que tiene más complejos de adhesión focal y de mayor tamaño, 

por lo que deberían adherirse más al plástico que los FC. Al igual que en el caso de los 

FC, el experimento se realizó de la misma forma con MCN bajo las mismas condiciones. 

Al analizar la figura 7,  se puede decir que hubo un aumento significativo de la adhesión 

en un 100% tanto para ISO como para FSK. Pero, cuando se estimuló con el agonista de 

la PKA, 6-Bz-AMPc se observó una disminución significativa en la adhesión cercana al 

50% respecto al control. 

 

 

Fig.7: Efecto del AMPc sobre la adhesión de MCN sobre plástico. Se evaluó la 

adhesión de MCN sobre plástico, estimulando 24 horas antes de realizar el protocolo de 

adhesión. Los estímulos utilizados fueron ISO 10μM, FSK 10μM, 6-Bz-AMPc 50μM y H-89 

10μM. Como control se utilizó DMEM-F-12. n=5 ±DE. *p<0,05; **p<0,01. 
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5.2.4 Adhesión de miofibroblastos cardíacos neonatos sobre fibronectina  

Los MCN se adhieren a plástico mejor que los FCN. Pese a esto, es necesario 

realizar el experimento funcionalizando las placas con fibronectina para ver su efecto 

sobre la adhesión de MCN. Con los antecedentes anteriores podemos predecir que la 

ahesión debiese aumentar para todos los estímulos utilizados. 

 Para poder ver la magnitud del incremento de la adhesión en MCN al cambiar de 

matriz, se agregó un control de DMEM-F-12 sobre un pocillo de la placa no 

funcionalizado.  

 Los resultados obtenidos se muestran en la figura 8, en donde se observa que al 

estimular con ISO, ISO+H-89, FSK y FSK+H-89 la adhesión aumentó significativamente. 

Más en detalle, con ISO e ISO+H-89 el aumento de la adhesión fue cercano a un 80%; y 

para FSK y FSK+H-89 el incremento fue cercano a un 110% con respecto al control. Una 

vez más al utilizar 6-Bz-AMPc se observó una disminución significativa de la adhesión 

cercana al 50% respecto al control. 

  

 

Fig.8: Efecto del AMPc sobre la adhesión de MCN sobre fibronectina. Se evaluó la 

adhesión de MCN sobre fibronectina, estimulando 24 horas antes de realizar el protocolo 

de adhesión. Los estímulos utilizados fueron ISO 10μM, FSK 10μM, 6-Bz-AMPc 50μM y 

H-89 10μM. Como control se utilizó DMEM-F-12, y el control DMEM-F-12 plástico no fue 

considerado al realizar los análisis estadísticos. n=6 ±DE. *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001. 
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5.3 Migración: 

5.3.1 Migración de fibroblastos cardíacos neonatos: 

 La migración es un proceso celular muy importante. Cuando se produce un daño 

es necesario que las células se muevan y se dirijan al lugar de la herida para comenzar 

con el proceso reparativo incluyendo expresión y secreción de proteínas de la MEC y 

proliferación celular. Los antecedentes en la literatura señalan que los FC migran cuando 

se incrementan los niveles de AMPc. Entonces a partir de esto se evaluó la capacidad 

migratoria de los FC con estímulos que aumentan el AMPc ya sea por estimulación del 

receptor β-adrenérgico, con agonista de la AC como FSK y con el agonista e inhibidor de 

PKA .  

Para ver el efecto sobre la migración, se cuantificó el cierre de las heridas por 

medición del área de éstas (ver figura 9a). La figura 9b ilustra los porcentajes de 

disminución en el tamaño de la herida, observándose migración de FC con DMEM F-12 + 

10% FBS y con DMEM F-12+ 10%FBS + 5-Bromo deoxiuridina (controles positivos para 

migración). Del mismo modo, ISO reduce el área de la herida en un 40% y FSK en 

aproximadamente un 30-35%, pero cuando estimulamos con H-89 y 6-Bz-AMPc no se 

observó cierre de la herida.  
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A: DMEM F-12 B: 10% FBS C: 10% FBS + 5Br-DU 

   
D: Isoproterenol 10µM E: Forskolina 10µM F: H-89 10µM 

  
G: 6 Bz-AMPc 50µM H: H-89 10µM + 6 Bz-AMPc 50µM 

 

Fig.9a: Fotografías de FC tomadas con microscopio (40x). 

 

 

Fig.9b: Efecto de la migración celular sobre el cierre de la herida en FC.   
 En la parte superior se muestran fotos de un experimento representativo. A: 
DMEM F-12; B: DMEM F-12 +10%FBS; C: DMEM F-12 +10%FBS + 5 Br-DU; D: ISO 
10µM; E: FSK 10µM; F: H-89 10µM; G: 6-Bz-AMPc 50µM y H: H-89 10µM+ 6-Bz-AMPc 
50µM. n=3 ± DE. * p< 0,05 y ***p<0,001  
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5.3.2 Migración de miofibroblastos cardíacos neonatos: 

 Como se vio anteriormente que los FC migraban se quiso estudiar lo que ocurría 

en la migración de MCN. Pese a que hay antecedentes que señalan que los MCN son 

incapaces de migrar in vitro, sí son capaces de migrar in vivo.  

Como se observa a simple vista en la figura 10a, no hubo cierre de la herida 

significativo, sin importar los estímulos utilizados. En la figura 10b se cuantificó  el 

porcentaje de cierre de la herida y finalmente se observó que no hubo diferencias 

significativas respecto al control independiente de los estímulos utilizados.  

  



 35 

 

   
A: DMEM F-12 B:10% FBS C: 10% FBS+ 5 Br-DU 

  
D: Iso 10 µM E: Iso 100 nM 

 

Fig.10a: Fotografías de MCN tomadas con microscopio (40x) 

 

 

Fig.10b: Efecto de la migración celular sobre el cierre de la herida en MCN.  
 En la parte superior se muestran fotos de un experimento representativo. A: DMEM 
F-12; B: DMEM F-12 +10%FBS; C: DMEM F-12 +10%FBS + 5 Br-DU; D: ISO 10µM; E: 
ISO 100 nM. n=3 ± DE. 
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5.4 Expresión de colágeno: 
 
5.4.1 Expresión de colágeno en fibroblastos y miofibroblastos cardíacos neonatos, 

efecto de isoproterenol: 

 Como último objetivo queda saber qué es lo que ocurre con la expresión de 

colágeno tanto en FC como en MCN. La importancia de medir la expresión de colágeno 

en FC y MCN se debe a que ambos fenotipos celulares están relacionados e involucrados 

en el proceso de fibrosis cardíaca, haciendo énfasis en que los MCN a comparación de 

los FC secretan proteínas de la MEC en mayor cantidad. Hay antecedentes que señalan 

que el ISO disminuye la expresión de colágeno y que PKA y Epac también inhiben la 

expresión de colágeno. 

 Para comprobar si efectivamente el ISO disminuía la expresión de colágeno, se hizo 

el ensayo con dos concentraciones (10 µM y 100 nM) estimulando durante 48 h. El 

objetivo de utilizar dos concentraciones distintas de Iso fue para tener una idea preliminar 

de la participación de Epac y PKA en el proceso, porque hay antecedentes que señalan 

que Epac se activa a bajas concentraciones de AMPc mientras que PKA se estaría 

activando a altas concentraciones.   

 Posteriormente se realizó inmunowesternblot (IWB) y se cuantificó la expresión de 

colágeno.  

 En la figura 11 se observa que hubo un aumento en la expresión de colágeno 

cuando se estimuló con Ang II (control positivo de expresión de colágeno) cercano un 

50% para FC y de un 30-35% para MCN, y cuando se estimuló con ISO hubo disminución 

en la expresión de colágeno de un 20% para ISO 10 μM y de un 30% para ISO 100 nM en 

FC, mientras que esta disminución fue mucho más marcada en MCN, con valores 

cercanos al 40% para ISO μM y 50% para ISO 100 nM (cuadro B). 
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A        B 

 

 

Fig.11: Expresión de colágeno en FCN y MCN estimulados con isoproterenol.  

A): IWB de los niveles de colágeno en FCN después de 48 h de tratamiento. n=6 ± SD. 

*p<0,05 y **p<0,01 versus control DMEM-F-12 . 

B): IWB de los niveles de colágeno en MCN después de 48 h de tratamiento. n=7 ± SD. 

*p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 versus control DMEM-F-12. 
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5.4.2 Expresión de colágeno en fibroblastos cardíacos neonatos: 

 Como se pudo apreciar en el experimento anterior, ISO disminuyó la expresión de 

colágeno en concentraciones de 10 µM y de 100 nM. Ahora es necesario dilucidar qué 

ocurre cuando se activa Epac y PKA. Para esto se estimuló con ISO, FSK, Me-AMPc y 6-

Bz-AMPc durante 48 horas y luego mediante IWB se observó y cuantificó la expresión de 

colágeno. 

 La figura 12 muestra que Ang II aumentó la expresión de colágeno en un 50% 

mientras que ISO, FSK, Me-AMPc y 6-Bz-AMPc disminuyeron significativamente la 

expresión de colágeno. Con ISO la expresión de colágeno decreció en un 20%, con FSK 

un 35%, con Me-AMPc un 55% y con 6-Bz-AMPc disminuyó en un 50% con respecto al 

control.  

 

 

 

Fig.12: Expresión de colágeno en FC estimulados con isoproterenol, forskolina, Me-

AMPc y 6-Bz-AMPc.  

IWB de los niveles de expresión de colágeno en FC después de 48h. n=4 ± DE. 

*p<0,05 y **p<0,01 versus el control DMEM-F-12. 
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5.4.3 Expresión de colágeno en miofibroblastos cardíacos neonatos  

 Teniendo en cuenta lo que ocurre con los FC, finalmente queda ver qué ocurre 

cuando se activa Epac y PKA en los MCN; para esto, al igual que en el experimento 

anterior se estimuló con ISO, FSK, Me-AMPc y 6-Bz-AMPc durante 48 horas y luego 

mediante IWB se observó y cuantificó la expresión de colágeno. 

 Como se ve en la figura 13, Ang II aumentó la expresión de colágeno 

significativamente en un 50%, mientras que el resto de estímulos utilizados disminuyeron 

la expresión de colágeno de forma significativa. Tanto para ISO como para FSK la 

disminución fue de un 25%, mientras que para Me-AMPc corresponde a un 30% y en el 

caso de 6-Bz-AMPc, la disminución de la expresión de colágeno fue de un 50% con 

respecto al control. 

 

 

Fig.13: Expresión de colágeno en MCN estimulados con isoproterenol, forskolina, 

Me-AMPc y 6-Bz-AMPc. IWB de los niveles de expresión de colágeno en MCN después 

de 48 h. n=4 ± DE. *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 versus el control DMEM-F-12. 
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6. Discusión: 

6.1 Influencia del H-89 sobre la viabilidad celular de fibroblastos cardíacos de rata 

neonata: 

 El objetivo de nuestro estudio es determinar el rol desempeñado por la PKA sobre 

los procesos celulares implicados en el RC. Para esto, dentro del diseño experimental se 

incluyó el uso del compuesto H-89 (inhibidor de la PKA) para ser capaces de observar la 

influencia de la activación de la PKA en adhesión, migración y expresión de colágeno. Un 

factor importante a tener en cuenta es que gracias a trabajos previos del laboratorio está 

el antecedente de que el H-89 afectaría la viabilidad de los FC. Para observar y cuantificar 

la magnitud de la muerte celular causada por el H-89 se realizó el estudio de viabilidad a 

las 14 y a las 24 horas. Se probó con 3 concentraciones distintas (1, 5 y 10 μM), para ver 

si efectivamente había pérdida de la viabilidad y si ésta era concentración dependiente. 

Como se mostró en la figura 4, hubo pérdida de la viabilidad cuando se incubaron los FC 

con concentraciones de 5 y 10 μM de H-89. Pese a que a la concentración H-89 1 μM  no 

se observó pérdida de viabilidad tanto a 14 como a 24 horas, finalmente se decidió 

trabajar con una concentración de H-89 10 μM puesto a que es la que aparece descrita en 

la literatura además que se ha reportado que a esta concentración de H-89 la PKA 

efectivamente está inhibida. Cuando se llevaron a cabo los ensayos de adhesión se 

realizó conteo celular por exclusión de azul de tripán y aunque la disminución en el 

número de células era muy significativa, los FC que sobrevivieron a la estimulación con H-

89 se adhirieron sin problemas a plástico y a fibronectina. 

 Otro punto importante a tener en consideración es la duración del período de 

incubación con H-89. Como se mostró en la figura 4, la pérdida de viabilidad a la 

concentración utilizada es cercana a un 70% en FC a las 24 h. Una vez realizado el 

experimento de migración fue imposible determinar si la PKA efectivamente participa o no 

en el proceso migratorio porque el período de incubación era demasiado largo (48 h) y al 

final casi no quedaban células adheridas en las placas (ver figura 9a). Con los 

experimentos de expresión de colágeno el problema fue el mismo debido a la duración de 

la incubación con el H-89 que también fue de 48 h. ¿Cuál es la diferencia entonces con 

los experimentos descritos en la literatura? El tiempo que permanece el estímulo en el 

cultivo. Los tiempos de estimulación con H-89 descritos por la literatura son del orden de 

minutos (al menos para síntesis de colágeno). [48,49]  
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Finalmente, para poder ver la influencia de la PKA sobre la migración celular y la 

expresión de colágeno sería necesario realizar otros experimentos para ver migración 

celular, en donde no sea necesario utilizar estímulos durante períodos de tiempo 

prolongados (superiores a 14 h) y para expresión de colágeno una alternativa sería ver la 

inclusión de prolina marcada radioactivamente para cuantificar la síntesis de colágeno. Y 

como una alternativa al uso del H-89 está el Wiptide ® que corresponde a un péptido que 

inhibe a la PKA [42] pero quedó pendiente en futuros trabajos del laboratorio. 

   

6.2 Adhesión de fibroblastos y miofibroblastos cardíacos de ratas neonatas: 

 El proceso de adhesión es importante para la cicatrización y RC. Para que ésta se 

lleve a cabo es necesario que los fibroblastos migren hacia el sitio de la herida, se 

adhieran a la matriz, proliferen y posteriormente secreten componentes de la MEC a fin de 

reparar la zona dañada. Por otro lado, estas células se diferencian a miofibroblastos por 

acción de las citoquinas liberadas por las células del sistema inmune que son atraídas a la 

zona del daño. Los MCN aparecen solo en las condiciones de daño tisular y 

específicamente en la zona del daño, dónde se adhieren fuertemente a través de sus 

complejos de adhesión focal supermaduros, donde secretan proteínas de la MEC. El 

proceso de adhesión a la MEC depende de varios factores, entre ellos de los niveles de 

AMPc. En el corazón hay una gran cantidad de receptores, y de particular interés son los 

receptores β-adrenérgicos, debido a que representan un blanco farmacológico importante. 

Además se sabe que cuando se estimulan los receptores β-adrenérgicos aumentan los 

niveles de AMPc. En fibroblastos y miofibroblastos cardíacos se ha descrito la presencia 

de sólo este subtipo de receptor adrenérgico. Por lo tanto, los estímulos que conducen al 

aumento del AMPc agonista β2-adrenérgico, agonista de la AC (FSK) y un agonista de la 

PKA (6-Bz-AMPc) podrían modular la adhesión de FC y MCN, aunque este efecto no está 

completamente claro respecto de la participación de la PKA, no así respecto de la Epac, 

que ya ha sido estudiada.  

 La evidencia en la literatura señala que Epac regula los niveles de expresión de las 

integrinas, encargadas de mediar la adhesión célula-matriz y que este efecto es tiempo 

dependiente, tal como se observa en células OVCAR3 [48]. Con respecto al rol de la PKA 

sobre este tipo celular se dice que no tiene influencia sobre la adhesión, pero existe 

evidencia que describe a la PKA como un regulador negativo de adhesión en varios tipos 
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celulares tales como glóbulos rojos falciformes, plaquetas, leucocitos, etc. [50].  

 Resultados anteriores de nuestro laboratorio [51] mostraron que AMPc induce un   

aumento en la adhesión en fibroblastos y miofibroblastos va a través de la activación de la  

Epac. En general, los resultados obtenidos con los estímulos que aumentan los niveles de  

AMPc mostraron un aumento en la adhesión celular, sin importar si se trató de FC o MCN,  

siendo este efecto mucho más importante y marcado sobre la matriz fibronectina. El que  

los FC se adhirieran menos al plástico pero sí más a la fibronectina sugiere que el 

proceso de adhesión depende de la expresión de proteínas de adhesión como integrinas 

(α5β3 o α5β1) [14], las cuales son específicas para reconocer a las fibronectina, las que 

permiten un  correcto ensamblaje de los complejos de adhesión focal. Este hecho no se 

observa bien en plástico, porque aunque el plástico es un polímero, como muchas 

proteínas de la matriz extracelular, no existen integrinas específicas que permitan una 

mayor adhesión a este tipo de polímero, como sí ocurre sobre fibronectina. Por otro lado, 

el correcto ensamblaje del complejo de adhesión focal (integrinas, vinculina, tensina, 

paxilina, quinasas de adhesión focal, etc.) es regulado por procesos de 

fosforilación/defosforilación de proteínas como la paxilina y son regulados por períodos 

cortos de activación. El ensamblaje de las adhesiones focales depende de Rho [52], 

relacionándose más con Epac, demostrando y comprobando que el aumento de la 

adhesión vista en FC y MCN es mediado por Epac, y la activación de PKA por aumento 

del AMPc conlleva a una desorganización de las adhesiones focales y del citoesqueleto 

de actina en fibroblastos a través de la down-regulación de la MLCK. Con esto se 

comprueban los resultados obtenidos ya que la PKA estaría impidiendo la adhesión. 

[53,54] 

 La adhesión de FC sobre fibronectina y MCN en plástico y fibronectina mostró que  

ISO y FSK, aumentaron la adhesión tanto en presencia como en ausencia de H-89. Lo 

que en cierta manera sugiere y apoya nuestros resultados anteriores en relación a que la 

adhesión es mediada por Epac y no por PKA. Una cosa que llama la atención es que 

pese a que el H-89 mostró que afecta de forma importante la viabilidad de los FC (ver 

figura 4), no impide que éstos se adhieran a la matriz fibronectina. Con respecto al rol que 

esta última desempeña sobre la adhesión, nuestros resultados mostraron que la PKA no 

estaría modulando el proceso de adhesión de FC en la matriz fibronectina, porque pese a 

que se observó una ligera disminución en la adhesión, ésta no alcanzó a ser significativa y 

en plástico la adhesión de los FC no fue significativa independiente de los estímulos 
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utilizados. Pero en el caso de los MCN el efecto de la PKA sobre la adhesión fue mucho 

más marcado observándose una disminución estadísticamente significativa en la 

adhesión independiente de la matriz a la cual se estaban adhiriendo. Cuando estimulamos 

con 6-Bz-AMPc se vio una disminución en la adhesión y al incubarse en conjunto con H-

89 se vio que los niveles de adhesión eran muy parecidos a los del control DMEM-F-12. A 

partir de esto se puede afirmar que la PKA no está participando dentro del proceso de 

adhesión tanto en FC como en MCN.  Pero no se puede dejar de lado el efecto del 6-Bz-

AMPc sobre la adhesión en FC sobre FN, y MCN sobre plástico y FN puesto que hay una 

disminución significativa cuando estimulamos con el agonista de PKA, lo que podría 

deberse a la desorganización de las adhesiones focales y del citoesqueleto de actina 

mencionado anteriormente. Esto es importante porque el efecto de la PKA es contrario al 

de Epac (comparando con los antecedentes anteriores obtenidos en el laboratorio), y 

podemos considerarlo un nuevo punto de intervención para detener y/o revertir el proceso 

de RC y la posterior fibrosis cardíaca. 

  Ahora, si comparamos la adhesión (al estimular con ISO, FSK, ambos con H-89 y 

H-89 solo) entre FC y MCN, la de los MCN es mucho mayor independiente de la matriz lo 

que podría deberse a que se estaría regulando la adhesión célula-matriz, probablemente 

a través de un reforzamiento del fibronexus y de las adhesiones suFA de los MCN.  

 

6.3 Migración en fibroblastos y miofibroblastos cardíacos de rata neonata: 

 Otro proceso celular importante es la capacidad de migrar y desplazarse hacia los 

sitios de daño para contribuir a la reparación del tejido. Una vez que se genera un daño, 

los fibroblastos migran hacia el sitio de la herida para comenzar a con el proceso de 

cicatrización y cierre de la herida mediante expresión y secreción de proteínas de matriz. 

 Gracias a estudios anteriores realizados en el laboratorio y a la literatura se sabe 

que la migración celular, al igual que el proceso de adhesión depende de los niveles de 

AMPc. Hay evidencias en la literatura que indican que la PKA tiene un rol paradójico 

sobre la motilidad celular, ya sea facilitando o inhibiendo la dinámica del citoesqueleto de 

actina  y la migración celular [55]. En fibroblastos cardíacos de rata adulta Epac y PKA 

regulan de manera opuesta el proceso de migración, siendo este efecto dependiente de la 

concentración de AMPc. Mientras Epac modula positivamente la migración, PKA por su 

lado la inhibe. [42]  
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 Adicionalmente hay evidencias que plantean que según la compartimentalización 

intracelular de los efectores de la vía del AMPc, PKA no estaría participando en el proceso 

de migración en fibroblastos debido a que no tendría relación con proteínas que regulan la 

migración, como las FAK. [56,57]. 

 En FC nuestros resultados mostraron que el 6-Bz-AMPc no estaría favoreciendo el 

proceso de migración puesto que no se observó una disminución en el tamaño de la 

herida. Para ver la influencia de la PKA sobre la migración se decidió utilizar H-89 ya que 

al ser un inhibidor de la PKA, debería mostrar una reversión en el efecto, pero no se pudo 

determinar el rol de este inhibidor sobre la migración ya que afecta severamente la 

viabilidad del fibroblasto. Hay que considerar que la viabilidad de los fibroblastos a las 24h 

de estímulo con H-89 10 µM disminuyó aproximadamente en un 75%, y para este 

experimento el estímulo estuvo durante 48 h, quedando muy pocas células vivas, tal como 

se ve en la figura 5. Curiosamente al estimular con 6-Bz-AMPc y H-89 al mismo tiempo, 

se pudo apreciar un ligero aumento en la sobrevida, pero no tendría mayor relevancia 

sobre los resultados obtenidos puesto a que la cantidad de células adheridas a la placa 

fue insuficiente como para poder notar algún tipo de efecto sobre la herida.  

 Paralelamente en MCN no hubo efecto migratorio, independiente del estímulo 

utilizado. Por esta razón se discutió y se decidió no estimular con los agonistas de Epac y 

PKA en este experimento porque no se observó migración, aun cuando se emplearon los 

controles positivos (DMEM-F-12 +10% FBS y DMEM-F-12 +10%FBS + 5Br-DU). Como no 

hubo migración al estimular con ISO se podría pensar que Epac y PKA no participan del 

proceso migratorio, pero también existe la posibilidad de que los miofibroblastos in vitro no 

migran debido a sus características fenotípicas, ya que se vio que su capacidad adhesiva 

es muy grande y posiblemente el efecto de adhesión sea predominante por sobre el de 

migración porque en los MCN la cantidad de adhesiones focales es mucho más alta que 

en el FC, las que maduran originando las suFAs y éstas se fusionan dando origen al 

fibronexus (por esto la capacidad de adhesión de los MCN es mayor a comparación de los  

FC). Además no se cuenta con un tejido soporte, ya que en el corazón no sólo hay MCN 

(a diferencia de un cultivo aislado) y al estar ubicados en la zona remota de la herida el 

efecto migratorio no alcanza a ser significativo si lo comparamos con los FC. 

 El ensayo de migración por método de la herida presenta muchas limitaciones. La 

primera de ellas es el período de tiempo por el cual permanecen los estímulos, siendo 

crítico cuando éstos afectan la viabilidad celular (como ya se vio que ocurría con el H-89). 
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En segundo lugar, al ver el control en FCN con DMEM-F-12 + 10%FBS se ve un cierre 

completo de la herida lo cual podría deberse a que los fibroblastos están proliferando, 

aunque para eso se utilizó el control de DMEM-F-12 + 10%FBS + 5-Br-DU (inhibidor de la 

proliferación celular) para descartar que el cierre de la herida se deba al efecto 

proliferativo del suero. Finalmente para poder saber qué ocurre en la migración al activar 

la PKA es necesario realizar otro tipo de ensayo migratorio en donde se utilice H-89 

durante un período de tiempo mucho más corto, como sería en el caso de la migración 

por Transwell, ya que la viabilidad del fibroblasto no se vería afectada de forma tan  

severa.  

 

6.4 Expresión de colágeno en fibroblastos y miofibroblastos cardíacos de rata 

neonata: 

 Los resultados obtenidos mostraron que todos los estímulos que aumentan los 

niveles de AMPc disminuyeron la expresión de colágeno, siendo este efecto mucho más 

significativo  cuando se utilizaron los agonistas de Epac y de PKA. En este sentido, datos 

de la literatura indican que la expresión de colágeno disminuye en fibroblastos cardíacos 

de rata adulta y que esta disminución va por vía Epac y PKA [41], lo cual vendría a apoyar 

nuestros resultados. Otros artículos indican que en fibroblastos de pulmón, la estimulación 

de las células con agentes que incrementen los niveles de AMPc llevan a la inhibición de 

la síntesis de colágeno y proliferación, aunque estos efectos son mediados por Epac  y no 

por la PKA [58]. Por otro lado, la disminución en la expresión de colágeno va por vía Epac 

solamente aunque en ese estudio es estimularon los receptores de adenosina, (los que al 

activarse también aumentan los niveles de AMPc) [49]. Sin embargo, en este trabajo no 

se discutió y analizó la participación de la PKA. No se descarta completamente el rol de la 

PKA sobre la disminución en la expresión de colágeno, porque se sabe que la activación 

β-adrenérgica en fibroblastos cardíacos de rata adulta resulta en la activación de vías de 

señalización importantes dentro de las cuales está la vía de la PKA [59], siendo 

consecuente con los resultados obtenidos. Además, tanto Liu X y cols, como  Villarreal y 

cols [49,58] midieron secreción de colágeno mediante inclusión de prolina marcada a 

colágeno, a diferencia nuestra que medimos expresión de colágeno mediante IWB. 

Entonces, a partir de estos resultados se puede decir que la activación de los receptores 

β-adrenérgicos en FC y MCN disminuye la expresión de colágeno porque al estimular con 

ISO se vio una disminución en la expresión de colágeno en ambos fenotipos celulares, 
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siendo más marcado este efecto cuando la concentración fue de 100nM (fig.11). Teniendo 

esto presente podemos corroborar lo que indica la literatura con respecto a que la vía 

Epac es la más involucrada en la expresión y síntesis de colágeno porque se activa a 

menores concentraciones de AMPc a diferencia de la PKA.  

 En MCN el mayor efecto en la disminución de la expresión se ve con 6-Bz-AMPc, lo 

que podría deberse a una mayor predominancia en la activación de esta vía en vez de la 

vía Epac, pero esto queda pendiente para un trabajo posterior. Finalmente nuestros 

resultados indican que tanto Epac como PKA están participando en la regulación de la 

expresión de colágeno, tanto en FCN como en MCN siendo importantes en el proceso de 

fibrosis. 
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7. Conclusiones: 

 De este trabajo se puede decir que la PKA no participa en los procesos de adhesión 

y migración, pero sí en la expresión de colágeno tanto en fibroblastos como en 

miofibroblastos cardíacos de rata neonata.  

 Primeramente se realizó un estudio de viabilidad celular con H-89, en donde se 

ve que a la concentración que se describe y se utiliza en la literatura (10µM) se 

afecta severamente la viabilidad celular de fibroblastos. Esto se vio reflejado en 

la migración principalmente pudiendo apreciarse claramente la disminución en la 

población celular del cultivo. 

 En los ensayos de adhesión ISO y FSK aumentaron la adhesión a fibronectina 

en FC y MCN, mientras que el 6-Bz-AMPc disminuyó la adhesión en MCN sobre 

plástico y FC y MCN sobre fibronectina. 

 Pese a que el H-89 afecta severamente la viabilidad de los FC no modifica su 

capacidad de adhesión. 

 En migración no se pudo determinar el rol de la PKA. Mientras no se vea que es 

lo que ocurre con su inhibidor H-89, no se puede afirmar si PKA participa o no en 

la modulación de este proceso. Para dilucidar esto es necesario realizar otro tipo 

de ensayo, como es la migración por Transwell. Aunque preliminarmente se 

podría decir que PKA no participa sobre la migración en FC. 

 Por último, la disminución en la expresión de colágeno está regulada tanto por 

Epac como por PKA y ambas modulan la expresión de forma negativa. 

 Estos resultados son consecuentes con la hipótesis planteada inicialmente. 

Finalmente es Epac quien tiene mayor participación en los procesos de adhesión y 

migración celular, mientras que en expresión de colágeno tanto Epac como PKA 

participan disminuyendo la expresión.  
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8. Limitaciones: 

 Dentro de las limitaciones que se tuvieron al realizar este trabajo podemos 

mencionar que al ser un modelo in vitro, se trabaja con células aisladas y con condiciones 

y estímulos controlados, pudiendo ser muy distinto a lo que realmente podría ocurrir in 

vivo, donde FC y MCN están conviviendo con otros tipos celulares como los 

cardiomiocitos, además de estar en contacto con diversas citoquinas que influencian en 

las diversas respuestas de estas células frente a los estímulos estudiados. 

 Otro punto a considerar es que el empleo de cultivos primarios de ratas neonatas no 

reflejaría en su totalidad lo que ocurre en la realidad puesto que las enfermedades 

cardíacas por lo general tienen su aparición en edades más avanzadas, sin embargo este 

modelo igual ayuda a dar un acercamiento de lo que realmente ocurre. 

 Finalmente el mayor inconveniente de que se trabaje con cultivos celulares, es la 

gran variabilidad que se presentó entre un cultivo y otro, teniendo una gran dispersión en 

los datos además de no poder establecer resultados tan concretos a nivel cuantitativo, a 

comparación de lo que pudiera obtenerse trabajando con líneas celulares. 
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