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RESUMEN 

 

 Una consecuencia común de las enfermedades cardiovasculares es la 

remodelación cardíaca, que se caracteriza por cambios en el tamaño, forma y 

función del corazón. El infarto agudo al miocardio es la causa más común que 

desencadena un proceso de remodelado. El daño causado por el proceso 

isquémico conduce a la activación de receptores de reconocimiento de patrones 

moleculares asociados a daño (PRR), y de mediadores celulares y humorales de 

la respuesta inflamatoria en el tejido. En relación a esto, se ha reportado que el 

receptor tipo toll-4 (TLR-4), un tipo de PRR, tiene un papel clave en la función 

cardiaca luego de un infarto, mientras que el aumento en la expresión de las 

moléculas de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) y vascular 1 (VCAM-1), en el tejido 

cardiaco se ha asociado a una mayor adhesión e infiltración leucocitaria y a un mal 

pronóstico de la función cardiaca. 

 En fibroblastos cardiacos (FC) se ha demostrado que TLR-4 reconoce 

patrones moleculares asociados a daño y que su activación conduce a la 

secreción de citoquinas proinflamatorias, sin embargo los efectos sobre la 

expresión de moléculas de adhesión no han sido determinados. 

 En esta memoria se estudió el rol del TLR-4 en la expresión ICAM-1 y 

VCAM-1 en FC de rata adulta e indagó las vías de señalización involucradas en 

dicha expresión. El tratamiento con lipopolisacárido (LPS) 1 µg/mL aumentó los 

niveles de ICAM-1 y VCAM-1 de manera tiempo dependiente, observándose en 

cada caso un aumento significativo a las 24 hrs. Por otra parte, LPS aumentó de 

forma temprana la fosforilación de NF-κB, ERK1/2, y JNK, mientras que p-38 y Akt 

sólo mostraron una tendencia a aumentar a partir de los 5 min. La utilización de 

los inhibidores TAK-242, PD98059 y SP600125, revirtieron el aumento en los 

niveles de ambas proteínas, mientras que los inhibidores BAY117085, LY294002 y 

SB202190 no lo los revirtieron. 

 En resumen, nuestros resultados demostraron que la activación del TLR-4 

en FC, gatilla un aumento en los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 a través de las vías 

de señalización ERK1/2 y JNK. 
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Signal transduction pathways associated with Toll-like receptor-4 (TLR4) in 

the expression of adhesion proteins VCAM-1 and ICAM-1 in cardiac 

fibroblasts. 

 

SUMMARY 

 

 The cardiac remodeling is a common consequence of the ECV, and is 

characterized by changes in the size, shape and function. Moreover the acute 

myocardial infarction is the most common cause of remodeling. The damage 

caused by the ischemic process leading to activation of pattern recognition 

receptors (PRR), and humoral and cellular mediators of the inflammatory response 

in the tissue. In regards to this Toll like receptor-4 (TLR-4) has been described has 

a key mediator of cardiac function after myocardial infarction, while the increase in 

intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule 1 

(VCAM-1) in cardiac tissue has been linked to increased adhesion and leukocyte 

infiltration and poor prognosis of cardiac function. 

  In cardiac fibroblast TLR4 is capable to recognize danger associated 

molecular patterns and release pro-inflammatory cytokines, however their role in 

ICAM-1/VCAM-1 expression remain unknown.  

 In this study we have determined the ability of TLR-4 to increased ICAM-

1/VCAM-1 protein level in adult rat cardiac fibroblast and investigated the potential 

mechanisms underlying this induction. 

 Treatment with LPS 1 µg/ml resulted in a time-dependent increased of 

ICAM-1 / VCAM-1 protein level. Furthermore, NF-κB, ERK1/2 and JNK were 

rapidly phosphorylated by LPS, while p-38 and Akt showed a tendency to increase 

from 5 min. 

 We also found that inhibition of ERK1/2 and JNK pathways prevented LPS–

induced ICAM-1 and VCAM-1 protein level, whereas NF-κB, p-38 and Akt inhibition 

did not. 



 

8 

 

 In summary, these findings demonstrate that the increased ICAM-1/VCAM-1 

protein level by TLR-4 activation is regulated via the ERK1/2 and JNK pathways, in 

cultured cardiac fibroblasts. 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

1.1 Enfermedades cardiovasculares. Epidemiología. 

 Un estimado de 16,7 millones o 29,2 % del total de las muertes totales en el 

mundo son atribuibles a algún tipo de enfermedad cardiovascular (ECV). De este 

total, 7,2 millones mueren a causa de enfermedad isquémica cardiaca (Gaziano y 

cols., 2006). En Chile, tiene particular relevancia el grupo ECV, debido a que la 

mortalidad es liderada por la enfermedad isquémica cardiaca con un 9,2% para 

ambos sexos y más de la mitad de la población adulta chilena tiene un riesgo 

cardiovascular alto o muy alto (55%), con altas tasas de hipertensión, sobrepeso, 

obesidad, dislipidemia y tabaquismo (Castro y cols., 2004). Actualmente, la terapia 

estándar para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca está orientada a disminuir 

la carga de trabajo del corazón con β-bloqueadores, diuréticos e inhibidores de la 

enzima convertidora de angiotensina. Sin embargo, si alguno de estos 

medicamentos tiene beneficios para el remodelamiento del tejido, el foco no está 

puesto en la optimización del proceso de remodelamiento cardiaco y/o fibrosis del 

tejido, lo que ha sido descrito en la literatura como una alternativa o complemento 

para potenciar las terapias actuales (Gaziano y cols., 2006, Leask 2010). 

 

1.2 Reparación cardiaca  

 Una consecuencia común de las ECV es el remodelamiento cardiaco, 

proceso caracterizado por cambios anatómicos, geométricos, histológicos y 

moleculares, que se observan en respuesta a una sobrecarga de trabajo o daño 

miocárdico (Frangogiannis 2012).  

 La reparación cardiaca puede ser dividida en 3 etapas consecutivas y 

sobrepuestas, y que a grandes rasgos corresponden a:   

 a) Fase inflamatoria. Incluye el reclutamiento de células del sistema inmune 

a la zona dañada, activación del inflamasoma y liberación de quimioquinas y 

citoquinas; 

 b) Fase proliferativa. En esta etapa se suprime la expresión de mediadores 

pro-inflamatorios y las células endoteliales proliferan para formar una extensa red 
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microvascular, los fibroblastos cardiacos (FC) también proliferan y luego se 

diferencian a miofibroblastos cardiacos (mFC).  Los mFC son los principales 

encargados de producir proteínas de matriz extracelular (MEC), tales como 

distintos tipos de colágeno y laminina, entre otros.  

 c) Fase de maduración de la cicatriz. Durante la fase de maduración, los 

miofibroblastos han alcanzado su completa diferenciación y se encargan de la 

secreción de proteínas de MEC para posteriormente entrar en apoptosis y dejar 

una cicatriz formada esencialmente por colágeno (Frangogiannis 2008, 

Frangogiannis 2012). Sin embargo, en el caso de reparaciones de tipo anómalas 

los mFC son incapaces de entrar en apoptosis por razones hasta ahora 

desconocidas, perpetuando la deposición de proteínas de la MEC incluso más allá 

del territorio originalmente dañado, transformando el tejido en uno fibrótico incapaz 

de cumplir su función de manera óptima y a largo plazo conducirá a una 

insuficiencia cardiaca (Hinz y cols., 2007, Turner y cols., 2013). 

 

1.3 Inflamación cardiaca 

 La inflamación cardiaca, también llamada miocarditis fue un vocablo 

acuñado por Joseph Sobernhein en 1837 (Pankuweit y cols., 2002). Las 

principales causas de la inflamación cardiaca son: a) agentes patógenos externos 

(virus y bacterias, entre otros), conocida como inflamación cardiaca no estéril; y b) 

infarto al miocardio, hipertensión arterial, agentes químicos y factores asociados a 

la respuesta inmune, entre otros, conocida como inflamación cardiaca estéril.  

Aunque cada uno de esos estados patológicos tiene sus características propias en 

etiología, patogénesis y evolución de la enfermedad, ambas comparten 

mecanismos inflamatorios (Marchant y cols., 2012). La respuesta inflamatoria 

puede ser aguda o crónica. La respuesta aguda se presenta en condiciones 

infecciosas severas o en el infarto al miocardio, y la respuesta  crónica se presenta 

en condiciones patológicas tales como hipertensión arterial, aterosclerosis y 

etapas muy posteriores al infarto al miocardio,  y se caracteriza por  eventos 

inflamatorios  subclínicos (Cooper 2009). Desde el punto de vista clínico, las 

aproximaciones terapéuticas cuyo blanco es la cascada de la respuesta 
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inflamatoria han mostrado respuestas promisorias en el manejo del 

remodelamiento patológico (Kempf y cols., 2012). Sin embargo,  la alta tasa de 

mortalidad por esta causa sigue siendo un gran problema de salud pública.   

 

1.4. Respuesta inflamatoria estéril en el infarto al miocardio 

 El infarto al miocardio es la principal causa de inflamación cardiaca estéril, y 

como se describió en el punto anterior, la etapa inflamatoria es la primera 

respuesta frente a un daño tisular y va a marcar el curso del proceso de 

remodelamiento. Esta etapa también se describe como un “arma de doble filo”, ya 

que es necesaria para el inicio y correcto desarrollo de la reparación del tejido 

pero una respuesta inflamatoria exacerbada y sostenida es también conducente al 

rápido deterioro de la función y de la estructura del órgano (Frangogiannis 2008,  

Kong y cols., 2014, Hori y cols., 2008), por lo tanto, conocer los aspectos más 

esenciales que marcan esta etapa es crucial para desarrollar nuevos tratamientos.  

 En el infarto al miocardio se produce una lesión en el tejido cardiaco, en 

donde el principal mecanismo de muerte celular es la necrosis, ya que la apoptosis 

contribuye a la muerte celular, pero principalmente en el proceso de reperfusión. 

Las células que mueren por necrosis liberan su contenido al medio, incluyendo 

una serie de moléculas denominadas en conjunto, patrones moleculares 

asociados a daño (DAMPs). Así, el comienzo de la respuesta inflamatoria post-

infarto está marcado por la activación de receptores de reconocimiento de 

patrones moleculares (PRRs) de superficie capaces de sensar DAMPs, y la 

posterior activación de vías de señalización que inducen la liberación de 

mediadores inflamatorios, como citoquinas y quimioquinas, y  la expresión de 

proteínas de adhesión celular que favorecen el reclutamiento de neutrófilos y 

macrófagos hacia el lugar del daño, los que se encargan de limpiar el área de 

células muertas y restos celulares (Paulus 2000, Chen y cols., 2010).  

 La liberación de citoquinas y factores de crecimiento conducen a la 

formación de tejido de granulación altamente vascularizado (Kono y cols., 2008, 

Kawaguchi y cols., 2011), dando paso a la fase proliferativa. 
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1.5. Fibroblastos cardiacos, células clave en la respuesta inflamatoria 

cardiaca estéril. 

 La función cardiaca en los mamíferos es regulada por la interacción y 

coordinación dinámica de cardiomiocitos y FC, que en su conjunto constituyen el 

90% de las células del miocardio. Los FC representan el 60-70% del total de las 

células del corazón humano y son la principal fuente de producción y secreción de 

proteínas de la MEC, las que incluyen colágeno tipo I, III y VI, proteoglicanos, 

laminina y fibronectina, entre otros componentes, cuya finalidad es regular la 

estructura del corazón. Además, son células capaces de sensar y transmitir 

señales químicas, mecánicas y eléctricas entre los componentes celulares y no 

celulares (Snider y cols., 2009, Camelliti y cols., 2005). Por lo tanto, en 

condiciones fisiológicas, los fibroblastos cardiacos secretan proteínas que forman 

parte de la MEC con el fin de mantener la comunicación de los cardiomiocitos 

entre las capas del tejido miocárdico y por ende preservar la función cardiaca 

normal. 

 Además de las funciones clásicas comentadas anteriormente, los FC 

cumplen otras importantes funciones como sensores intermedios y amplificadores 

de señales de las células del sistema inmune, ya que producen mediadores 

autocrinos y paracrinos, tales como citoquinas, factores de crecimiento, 

prostaglandinas y óxido nítrico (Cooper 2009). Por estas razones, a los FC se los 

han re-bautizado como “células centinelas”, y se ha propuesto que juegan un 

papel relevante en la respuesta miocárdica frente a señales químicas y mecánicas 

(Kawaguchi y cols., 2011). Frente a un infarto al miocardio, hay infiltración de 

células del sistema inmune en el sitio de la lesión (Vilahur y cols., 2011), y los 

fibroblastos son activados rápidamente por citoquinas, tales como IL-1β y TNFα y 

factores de crecimiento (TGF-β1) secretados por las células inmunes. La 

activación de fibroblastos permite procesos claves en el remodelado cardiaco, 

como la migración hacia la zona dañada, en donde liberan MMPs, produciendo 

degradación de la MEC dañada y una vez instalados, se adhieren a la MEC para 

proliferar y finalmente diferenciarse a mFC, un fenotipo especializado en 
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reparación de tejidos (Brown y cols., 2005, Souders y cols., 2009, Kong y cols., 

2014).  

 

1.6. Receptores y mediadores de la respuesta inflamatoria. 

 Como se explicó más arriba, la respuesta inflamatoria post-infarto comienza 

con la activación de los PRRs. Se han descrito al menos cuatro familias 

principales de PRRs, estas familias cooperativamente reconocen DAMPS:  

1) Receptores tipo Toll (TLRs)  

2) Receptores tipo RIG-I (RLRs)  

3) Receptores de lectinas tipo-C (CLRs)  

4) Dominios ricos en leucinas que unen nucleótidos (NLRs) (Chem 2010).  

 

1.7.  Receptores de tipo Toll (TLR)   

 El descubrimiento de los receptores de tipo Toll comenzó con la 

identificación de Toll, un receptor expresado en Drosophila que es crucial para el 

desarrollo de la polaridad dorsoventral durante la embriogénesis (Akira 2003).  

 Posteriormente, algunos estudios revelaron el papel del Toll en la respuesta 

inmune de insectos contra infecciones por hongos. En mamíferos, de igual 

manera, se describió un receptor con gran homología a Toll con capacidad de 

reconocer variados patrones moleculares dentro de sus distintos subtipos (Akira y 

cols., 2004). 

 En la actualidad se conocen 13 tipos de TLR los que clásicamente 

representaban una familia de receptores que reconoce patrones moleculares 

relacionados con patógenos (PAMP). Evidencias sugieren que variados patrones 

pueden estimular a TLR4, estas moléculas pueden incluir lipopolisacarido (LPS) 

de bacterias Gram negativas, proteína de fusión del virus respiratorio sinsicial y 

otras (Rallabhandi y cols., 2012).  Sin embargo, actualmente también se conocen 

ligandos endógenos para TLR4, entre ellos se encuentran la proteína de shock 

térmico HSP70 (Chen y cols., 2009), el fragmento EDA de fibronectina (Okamura y 

cols., 2001) y el glucosaminoglicano hialuronato, todos estas liberadas al medio 

extracelular durante el daño tisular, ya sea por liberación del contenido intracelular 



 

14 

 

o por degradación de la MEC (Arslan y cols., 2011, Li y cols., 2011),  y por esta 

razón, se las ha denominado alarminas o DAMP (del inglés "dangers associated 

molecular patterns") que también activan vías de señalización pro inflamatorias. 

 

1.8. Receptor de tipo Toll 4 (TLR4)  

 Los TLR4 son glicoproteínas integrales de membrana y sobre la base de su 

considerable homología en la región citoplasmática (dominio TIR, del inglés Toll-

interleukin-1 receptor), son parte de una gran súper familia que incluye los 

receptores de interleuquina 1 (IL-1R) (Akira 2003). En contraste, la región 

extracelular en los TLR e IL-1R difieren marcadamente: la región extracelular de 

los TLR contiene repeticiones ricas en leucinas (LRR) mientras que en los IL-1R 

contiene 3 regiones análogas a inmunoglobulinas. Luego, del reconocimiento del 

ligando, TLR4 induce oligomerización y reclutamiento de adaptadores rio abajo a 

través de la interacción con sus dominios TIR. Los dominios TIR contienen 3 

regiones altamente conservadas las cuales median las interacciones proteína-

proteína entre los TLR y las proteínas adaptadoras. El dominio TIR del receptor es 

crucial para la transducción de la señal, ya que una única mutación en el dominio 

TIR puede abolir la respuesta a LPS (Lu y cols., 2008). Actualmente, se conocen 5 

proteínas adaptadoras que contienen dominios TIR: MyD88 (del inglés "myeloid 

differentiation primary response gene 88"), TIRAP (del inglés "TIR domain-

containing adaptor protein"), también conocida como MAL (del inglés "MyD88-

adapter-like"), TRIF (del inglés "TIR domain-containing adaptor inducing IFN-b"), 

TRAM (del inglés "TRIF-related adaptor molecule"), y SARM (del inglés "sterile a 

and HEAT-Armadillo motifs containing protein"). Diferentes TLRs usan variadas 

combinaciones de adaptadores que determinan la señalización intracelular. Es 

interesante hacer notar que TLR4 es el único TLR conocido que utiliza todas las 

proteínas adaptadoras (Lu y cols., 2008, Park y cols., 2009).  

 La estimulación de TLR4 facilita la activación de dos vías:  

a) La vía dependiente de MyD88, que involucra una fase temprana de activación 

de NF-κB, la cual conduce a la producción de citoquinas inflamatorias. 
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b) La vía independiente de MyD88 que activa IRF3 (del inglés "interferon 

regulatory factor 3") y que conduce a la producción del interferón  tipo I (IFN-I) y la 

expresión de genes inducibles por IFN y también involucra una fase tardía de 

activación de NF-κB  (O'Neill y cols., 2007).  

 

1.9. Vía dependiente de MyD88  

 Además del dominio TIR, MyD88 contiene un dominio de muerte (DD) que 

puede reclutar otras moléculas que posean el mismo dominio mediante 

interacciones homotípicas. Luego de la dimerización del receptor, MyD88 recluta y 

activa mediante fosforilación y ubiquitinación una serie de proteínas de 

señalización que concluyen en la activación de NFκB y las MAPK. La subsecuente 

translocación de NFκB hacia el núcleo controla la expresión de citoquinas 

proinflamatorias tales como IL- 1, TNF-α. (Figura 1) (Lu y cols., 2008).   

 Por otro lado, también se ha descrito que TLR4 a través de MyD88 forma 

un dímero con la subunidad p85 de PI3K lo que desencadena una señalización 

que lleva al a activación de la proteína Akt (Figura 2) (Laird y cols., 2009). 

 

1.10. Vía Independiente de MyD88 

 TRIF es otra proteína adaptadora importante que contiene un dominio TIR y 

que media la vía independiente de MyD88, estudios en macrófagos deficientes de 

TRIF demostraron que TRIF juega un papel importante en la activación del factor 

transcripcional IRF3 y la activación en la fase tardía de NF-κB y MAPK. (Figura3) 

(Lu y cols., 2008, Verstrepen y cols., 2008). 

 

1.11. Receptores tipo Toll en patologías cardiovasculares  

 En los últimos años ha crecido el interés de estudiar el rol que cumplen los 

receptores tipo Toll en enfermedades no infecciosas, debido principalmente al 

descubrimiento de ligandos endógenos y las condiciones en las cuales estos son 

liberados. En este contexto, la investigación de estos receptores en el desarrollo 

de enfermedades cardiovasculares cobra una mayor importancia.  
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Figura 1. Vía de señalización de TLR4 dependiente de MyD88 (Lu y cols., 2008).   
 

 

 

Figura 2. Modelo hipotético de activación de la vía PI3K/Akt mediada por TLR4. 
(Laird y cols., 2009).  
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Figura 3. Vía de señalización de TLR4 independiente de MyD88. (Lu y cols., 2008, 
Verstrepen y cols., 2008). 
 
 
 Ya en el año 2002 se publicó uno de los primeros trabajos con evidencias 

del rol que podría jugar TLR4 en procesos inflamatorios post cirugía cardiaca en 

humanos, donde se observa un significativo aumento en los niveles de HSP70, 

ligando endógeno de TLR4, consecuente con los aumentos de citoquinas como IL-

6 y TNF-α (Dybdahl y cols., 2002). Luego en 2004 y 2008 se reportó más 

contundentemente el rol que cumple el receptor TLR4 en el desarrollo del 

remodelamiento cardiaco post infarto in vivo. Se demostró que animales 

deficientes en la señalización vía TLR4 desarrollan menor hipertrofia cardiaca, una 

mejora en la función cardiaca y una menor secreción de citoquinas pro-

inflamatorias post-infarto, demostrando el papel de este receptor en el proceso de 



 

18 

 

remodelamiento cardiaco. Interesantemente, en los animales deficientes en la 

señalización, junto a estas mejoras funcionales se pudo observar que la 

deposición de colágeno aumentó significativamente en las zonas infartadas en 

correlación a una significativa disminución en la actividad de MMP-2 y MMP-9, 

desconociéndose el rol de este receptor en el desarrollo de fibrosis y en las 

principales células involucradas en este proceso como fibroblastos y 

miofibroblastos, pero sugiriendo una rol clave de este receptor en la deposición de 

colágeno y actividad de MMPs (Timmers y cols., 2008, Shishido y cols., 2003).    

 

1.12. TLR-4 en fibroblastos cardiacos. 

 En la literatura se ha descrito la presencia del TLR4 en FC y su activación 

asociada a DAMPs en la fibrosis cardiaca (Sandanger 2013). Además nuestro 

laboratorio ha demostrado que la activación de este receptor en el FC, aumenta la 

expresión de citoquinas proinflamatorias, lo que parece indicar que el TLR-4 

tendría un rol protagónico en la etapa inflamatoria de la reparación cardiaca.  

 

1.13. Mediadores humorales de la inflamación: el papel de las proteínas de 

adhesión 

 Después de la activación del sistema inmune innato, varios mediadores 

inflamatorios son liberados y células inflamatorias son atraídas a la zona de la 

lesión.  

 Las moléculas de adhesión celular (CAMs) son proteínas de superficie que 

modulan la comunicación entre diferentes tipos celulares.  Entre las CAMs  están 

la familia de las integrinas, cadherinas, selectinas, proteoglicanos asociados a 

membrana e inmunoglobulinas. En la familia de las inmunoglobulinas están las 

proteínas conocidas como molécula de adhesión celular vascular-1 (VCAM-1) y 

molécula de adhesión intercelular (ICAM-1). Evidencias indican que la expresión 

de las CAMs en el tejido cardiaco aumenta en la inflamación originada por I/R y 

miocarditis (Kukiella y cols., 1993, Seko y cols., 1996). Las moléculas de adhesión 

de la familia selectina (E-, L- y P selectinas) median la captura inicial de los 

leucocitos, y ratones KO para estas proteínas muestran menor grado de infiltración 
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de células inflamatorias en I/R (Kakkar y cols., 2004). Por otro lado, ICAM-1 

contribuye al proceso inflamatorio facilitando la adhesión y extravasación de 

leucocitos al sitio de la inflamación (Kakkar y cols., 2004). En la inflamación 

cardiaca las células residentes y los leucocitos infiltrados liberan IL-1β y TNF-α, 

las que activan las transcripción de genes que codifican para CAMs’, a través de la 

activación de los factores transcripcionales NF-κB y AP-1. Kacimi y cols., (1998) 

demostraron que las citoquinas y LPS inducen la expresión de CAMs en FC y 

miocitos cardiacos.  En FC humanos las citoquinas inflamatorias liberadas durante 

el infarto del miocardio inducen la expresión de E-selectina e ICAM-1 (Porter y 

cols., 2009).  Finalmente, la sobre-expresión de LOX-1 en FC induce la expresión 

de ICAM-1 y VCAM-1,  denotando con ello que los FC toman un fenotipo parecido 

al de una célula endotelial, lo que sugiere que tendrían alguna función en el 

reclutamiento de neutrófilos en el infarto cardiaco (Chen y cols., 2005). Sin 

embargo, no se ha caracterizado si la activación del TLR4 induce la expresión de 

ICAM-1, VCAM-1 y selectinas en FC.  

 Las evidencias sugieren que las vías mediadas por los TLR4, y tras su 

activación las proteínas de adhesión desempeñan un papel importante en el 

desencadenamiento de la respuesta inflamatoria del infarto cardiaco, 

principalmente mediante la activación del factor transcripcional NF-kB. Sin 

embargo, información concerniente a estos tópicos es desconocida en FC. 

 

1.14. NF-kB y expresión de mediadores de la respuesta inflamatoria en FC. 

 NF-kB es un factor transcripcional que pertenece a la categoría de los 

factores de transcripción primarios de "acción rápida" (factores de transcripción 

que están presentes en las células en un estado inactivo y no requieren nueva 

síntesis proteica para ser activados) y está implicado en respuestas celulares a 

estímulos tales como ROS, TNF-α, IL-1β, LPS, etc. NF-kB desempeña un papel 

clave en la regulación de la respuesta inmune frente a una infección, y una 

deficiencia en la regulación de este factor se ha relacionado con enfermedades 

inflamatorias y autoinmunes. En inmunidad NF-kB es un factor importante de 

transcripción que regula los genes responsables, tanto de la respuesta inmune 
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innata como adaptativa, por lo que no es sorprendente encontrar a NF-kB  

crónicamente activo en muchas enfermedades inflamatorias [36]. La señalización 

de TLR converge en la activación de NF-kB. En FC NF-kB regula una gran 

cantidad de efectos, entre ellos apoptosis (Sangeetha y cols., 2011), proliferación 

(Hattori y cols., 2007), actividad de las MMPs (Cortez y cols., 2007, Xie y cols., 

2004) y la expresión de moléculas de adhesión (Kacimi y cols., 1998) 

 

1.15. Rol de NF-kB en la expresión de moléculas de adhesión gatillada por 

TLR4. 

 Respecto de la activación de TLR4 se conoce que su activación conduce a 

la expresión de proteínas de adhesión a través de NF-kB, (Menghini y cols., 2014). 

Sin embargo, se desconoce si en el FC la activación de TLR4 tiene algún papel en 

la expresión de proteínas de adhesión. 

 

 

En base a estos antecedentes surgen las siguientes interrogantes: 

 

 ¿Están presentes todas las vías de señalización río abajo de la activación 

de TLR4 en el FC?, es decir ¿se activan tanto NF-kB como las MAPK y 

AKT? 

 ¿La activación de TLR-4 en el FC induce un aumento en los niveles 

proteicos de ICAM-1 y VCAM-1? 

 Si la respuesta a la interrogante anterior es afirmativa ¿Qué vías de 

señalización estarían involucradas? 
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2. HIPÓTESIS  

 

“La activación de TLR4 por LPS induce un aumento en los niveles proteicos de 

ICAM-1/VCAM-1 vía NF-κB, en fibroblastos cardiacos de rata adulta”. 

 

 

3. OBJETIVOS 

 

Todos los objetivos se realizaron en FC de rata adulta. 

 

1.- Determinar si el aumento en los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 está asociado a 

la activación de TLR4. 

 

2.- Evaluar si la vía transduccional asociada a NF-kB participa en la expresión de 

ICAM-1 y VCAM-1 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

4.1 Reactivos  

Se obtuvieron de: 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU): Ketamina, xilazina, colagenasa, los 

anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo y ratón conjugados con peroxidasa de 

rábano, Tritón X-100, anti-GAPDH, anti-β-tubulina.   

Gibco BRL (Carlsbad EEUU): Todos los medios de cultivo, suero fetal bovino 

(FBS) y tripsina-EDTA.  

Cell Signalling Technology (Beverly, MA): Los anticuerpos anti-p-p65NF-κB, anti-p-

Akt (s473), anti-p-p44/p42 MAPK, anti-p-p38.  

Abcam (Cambridge, UK) : los anticuerpos anti-vimentina. 

PerKinElmer Life Sciences, Inc (Boston, EEUU):  El reactivo Western Lightning . 

Merck (Darmstadt, Alemania): Los compuestos orgánicos e inorgánicos, sales, 

ácidos y solventes.  

Invivogen (San Diego, EEUU): TAK-242 y LPS-EB Ultrapuro específico para TLR-

4.   

 

4.2. Obtención de FC de rata adulta por el método de Langerdorff.  

 El procedimiento se realizó según lo descrito por Claycomb y cols., (1984), 

con algunas modificaciones, se inició anestesiando una rata macho adulta 

(Sprague-Dawley, 200 – 300 g) con mezcla ketamina-xilazina (66 y 1.6 mg/kg 

respectivamente, vía intraperitoneal). La tapa torácica se removió por toracotomía 

bilateral y se escindió el corazón, perfundiéndose retrógradamente por la aorta a 

un flujo 4 mL/min en etapas sucesivas de la siguiente manera:  

 Primero por perfusión por 1 min con tampón Gerard: NaCl (128 mM), KCl (4 mM), 

NaH2PO4 (0,19 mM), Na2HPO4 (1,01 mM), MgSO4 (1,39 mM), HEPES (10 mM), 

glucosa (5,5 mM) y piruvato de sodio (2 mM); pH 7,4 y suplementado con 2 mM 

CaCl2.  

 Luego el corazón aislado se perfundió por 2 min con tampón Gerard suplementado 

con EGTA 2 mM.  



 

23 

 

 Finalmente se recirculó por 30 min tampón de digestión (colagenasa tipo II 0,1 % 

p/v en tampón Gerard). 

Al cabo de este tiempo, el corazón se disgregó mecánicamente y a continuación 

se agitó a 37ºC en un frasco con medio de digestión. Las células cardiacas 

presentes se retiraron cada 15 min, reponiéndose simultáneamente el tampón de 

digestión. Lo anterior se repitió, al menos, 3 veces y la suspensión celular se 

centrifugó cada vez a 500 rpm por 1 min. Tanto la pella enriquecida en 

cardiomiocito como el sobrenadante enriquecido en FC se trataron 

independientemente. Los FC del sobrenadante antes mencionado se centrifugaron 

a 1000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. Luego se resuspendieron con 

medio DMEM-F12/ 5% FBS/ 10% FCS y se sembraron en placas de cultivo de 100 

mm. Al cabo de 1 h, el medio se renovó para remover las células muertas y/o no 

adheridas. Los FC se incubaron en DMEM-F12/ 5% FBS/10% FCS con 5% CO2 y 

95% aire a 37°C hasta un 90% - 100% de confluencia (Figura 4). Luego se 

expandieron hasta pasaje 1, previo lavado de los cultivos y tratamiento con 

tripsina-EDTA. 

 

Figura 4. Esquema del procedimiento general de obtención de fibroblastos 
cardiacos de ratas adultas. 
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4.3. Cultivo celular.  

 Para la realización de todos los experimentos las células se mantuvieron en 

pasaje 0 (p0) en medio DMEM-F12 suplementado con 10% FBS, hasta alcanzar 

confluencia del 100%. A continuación, los fibroblastos se soltaron con tripsina 

0,1% en PBS y fueron contados por el método de exclusión de azul de Tripán y 

posteriormente se sembraron en placas plásticas de cultivo celular de 60 y 35 mm 

a una densidad de 20.000 células/cm2 en medio DMEM F-12 suplementado con 

FBS 10% (pasaje 1). Luego de que las células se encontraran adheridas al 

plástico, fueron lavadas con PBS y mantenidas en medio DMEM F-12 hasta la 

realización del experimento. 

 

4.4. Preparación de extractos celulares totales 

        Para la determinación de los niveles proteicos de ICAM-1, VCAM-1, p-

ERK1/2, p-JNK, p-p38, p-Akt, GAPDH y β-Tubulina por WB, se  prepararon 

extractos proteicos totales desde cada una de las placas de cultivo previamente 

estimuladas. La realización de este procedimiento se inició lavando tres veces las 

células en placas de cultivo con PBS 1X frío y luego se lisaron con 50 µL de 

tampón de lisis RIPA (Tris-HCl 10 mM pH 7,2; EDTA 5 mM; NaCl 150 mM; Tritón 

X-100 1% v/v; SDS 0,1% v/v; deoxicolato 1% v/v; leupeptina 2 µg/mL; aprotinina 

10 mM; PMSF 1 mM y Na3VO4 100 µM). 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 Lowry (BioRad protein assay). Las 

proteínas se denaturaron en tampón SDS-PAGE 4X a 40 ºC por 5 min (glicerol 20 

mL, 2-mercaptoetanol 10 mL, SDS 5 g, Tris base 1,51 g, Azul de bromofenol 0,01 

g, agua csp. 100 mL, a pH 6,8 con HCl), y se mantuvieron a –20°C, hasta su 

utilización. 

 

4.5. Electroforesis  

 Los extractos proteicos obtenidos de la lisis de las células, se sometieron a 

electroforesis en geles al 12%-10% de acrilamida/bisacrilamida para la separación 

y resolución de las proteínas de acuerdo a peso molecular. Los geles se cargaron 
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con 30 μg de extracto proteico. El gel concentrador (stacking) se preparó al 5% de 

acrilamida/bisacrilamida. La electroforesis se realizó a voltaje constante de 100 V 

en tampón de electroforesis.  

 

4.6. Electrotransferencia  

 Posteriormente, las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 

con un poro de 0,2 μm a un amperaje constante de 350 mV por 90 minutos en 

tampón de transferencia. 

 

4.7. Immunowestern blot  

  A continuación, las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con leche 

descremada al 5% en TBS-Tween. Las membranas de nitrocelulosa se incubaron 

con anticuerpos primarios anti p-NF-κB, anti p-ERK ½, anti p-Akt, anti p-p38, 

(dilución 1:1000), anti β-tubulina y anti β-GAPDH (dilución 1:50000), por dos horas 

a temperatura ambiente y anti ICAM-1, anti VCAM-1 (dilución 1:200) toda la noche 

a 4°C con agitación suave. Luego se lavaron con TBS-Tween e incubaron con el 

anticuerpo secundario anti conejo o anti ratón conjugado a la peroxidasa del 

rábano, según corresponda. Para la detección de la actividad enzimática 

proporcional a la cantidad de proteinas, las membranas, previamente lavadas, se 

incubaron durante 1 min en solución de ECL y se expusieron a la película de 

fotografía Kodak-Biomax o AGFA. Las películas se digitalizaron y las imágenes se 

cuantificaron por densitometría con ayuda del programa computacional Image J. 

Después de realizar los ensayos de Western blot, las membranas de nitrocelulosa 

se incubaron por 45 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 fueron reutilizadas para nuevos ensayos de Western 

blot. 
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4.8. Inmunocitofluorescencia 

 Los FC se sembraron a una densidad de 0,1x106 células/pocillo, sobre 

cubreobjetos de vidrio. Luego del estímulo, las células se lavaron con PBS frío y 

se fijaron a cubreobjetos de vidrio por 10 minutos con paraformaldehido al 4% en 

PBS, luego se permeabilizaron con tritón X-100 0,1% 15 min y se bloquearon con 

BSA 3% por 1 hora. Las preparaciones se incubaron con anticuerpos primarios 

anti TLR-4, anti α-SMA, anti NF-kB o anti-vimentina, durante toda la noche a 4°C y 

posteriormente con anticuerpos secundarios Alexa fluor 488 y/o 586, según 

correspondiera. La marcación nuclear se realizó con azul de Hoechst en una 

dilución de 1:1000 en solución de bloqueo. Finalmente, las células se montaron 

sobre DAKO en portaobjetos, para retardar el decaimiento de la fluorescencia y se 

observaron en un microscopio Karl-Zeiss confocal. El análisis de las imágenes se 

realizó con el software Image J. 

 

 

4.9. Diseño experimental  

 

4.9.1 Objetivo 1  

 Para la determinación del ensayo de viabilidad con LPS, los FC en pasaje 1 

se cultivaron en ausencia de suero con medio DMEM-F12 y se mantuvieron en 

presencia de LPS 1 µg/mL por 24 y 48 hrs. A continuación, la viabilidad celular fue 

determinada por conteo celular por exclusión de azul de Tripán. 

 

4.9.2 Objetivo 2 

 Para determinar el aumento en los niveles proteicos de ICAM-1 y VCAM-1, 

las células en pasaje 1 se cultivaron en ausencia de suero y se estimularon con 

LPS 1 µg/mL por 4, 8, 24 y 48 horas (estudio tiempo respuesta). Posteriormente 

se lisaron con tampón de lisis y los extractos proteicos fueron sometidos a WB, las 

bandas proteicas se detectaron con los anticuerpos primarios y secundarios 

correspondientes. 
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4.9.3 Objetivo 3  

 Para determinar la participación de la vía NF-κB  en el aumento en los 

niveles proteicos de ICAM-1 y VCAM-1 gatillada por TLR-4, primero se evaluó la 

activación de NF-κB por WB e inmunofluorescencia en donde los FC en pasaje 1 

mantenidos en cultivo celular privados de suero se estimularon con LPS 1μg/mL 

durante 5, 15, 30 y 60 min y  posteriormente se lisaron con tampón de lisis. Los 

extractos proteicos fueron sometidos a WB. Para la realización de 

inmunofluorescencia, las células se privaron de suero y se mantuvieron en DMEM-

F12 en presencia de LPS 1μg/mL durante  5, 15, 30 y 60 min, para luego ser 

fijadas en cubreobjetos. 

          A continuación los FC pasaje 1 privados de suero, se estimularon con LPS 1 

µg/mL durante 24 horas en presencia de los inhibidores de TLR-4 (TAK242) 4µM, 

y NF-κB (BAY117085) 0.2 µm,  posteriormente las células se lisaron con tampón 

de lisis y los extractos proteicos fueron sometidos a WB. Las bandas proteicas se 

detectaron con los anticuerpos primarios y secundarios correspondientes. 

 

4.10. Expresión de resultados y análisis estadístico 

 Los resultados se expresaron como el promedio ± D.S. (n=3 preparaciones 

celulares independientes). Las comparaciones entre los distintos grupos 

experimentales se realizó utilizando t-Student de dos colas o análisis de ANOVA y 

postest estadístico de Bonferroni o Dunnet según correspondiera. El nivel de 

significancia establecido fue de un p<0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. LPS no produce muerte celular en el fibroblasto cardiaco 

 En la literatura hay una gran cantidad de trabajos que reportan el uso de 

LPS en distintos tipos celulares, incluyendo el FC (Wong y cols., 2004, Voss y 

cols., 2014, Tomita y cols., 2015), lo que indica una seguridad en su uso a nivel 

celular. Sin embargo, para demostrar el objetivo 1 de esta memoria, los FC se 

estimularon con LPS 1 µg/mL durante 24 y 48 horas, ya que esta concentracion y 

tiempo serán los utilizados en los distintos experimentos a lo largo de este trabajo 

y se determinó la viabilidad del FC por conteo celular por exclusión con azul de 

Tripán. Los resultados mostraron que LPS no produjo muerte celular a ningun 

tiempo, como se muestra en la Figura 5. Además, se realizó un experimento con 

LPS concentración dependiente, desde 0,1 hasta 50 µg/mL usando el mismo 

ensayo de viabilidad celular y se observó que LPS no produce muerte celular, 

incluso a la concentración mayor de 50 µg/mL (datos no mostrados). 

 

 

 

Figura 5. Viabilidad de fibroblastos cardiacos estimulados con LPS. Fibroblastos 
cardíacos estimulados con LPS 1µg/mL  a los tiempos indicados. La viabilidad celular fue 
determinada por conteo celular por exclusión de azul de Tripán. 
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5.2. LPS induce un aumento en los niveles de ICAM-1 a traves de TLR4. 

 Dado que no existe evidencia que indique el rol de TLR4 en la expresión de 

proteínas de adhesión en el FC, nuestro objetivo fue determinar si este receptor 

era capaz de inducir un aumento en los niveles de ICAM-1. Para este fin, se 

estimularon FC con LPS, durante 48 hrs y se observó un aumento significativo en 

los niveles proteicos de ICAM-1, de una manera tiempo dependiente, a partir de 

las 24 hrs, como lo muestra la Figura 6.  

 

 

 

Figura 6. LPS induce un aumento en los niveles de ICAM-1: Fibroblastos cardiacos de 
ratas adultas fueron estimulados con LPS (1 µg/ml) por los tiempos indicados y se 
determinó la expresión de ICAM-1, mediante WB. Se utilizó GAPDH como control de 
carga. Los resultados muestran la media ± SEM. n=3. * p<0.05 y  ** p <0.01 v/s  control. 
 

 

 

5.3. LPS activa la vía NF-κB a través de TLR-4.  

 En los últimos años se han llevado a cabo una gran cantidad de estudios 

acerca del papel de NF-κB en procesos inflamatorios (Kurpios-Piec y cols., 2015, 

Hebeda y cols., 2011, Binion y cols., 2009). Del mismo modo está bastante 

reportado que LPS a través de TLR-4 activa la vía NF-κB (Menghini y cols., 2014). 

Para confirmar este efecto en nuestro modelo celular, en conjunto con Pedro 

Ayala, se trataron FC con LPS 1μg/mL y se observaron cambios en el estado de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kurpios-Piec%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25752435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hebeda%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21645265
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fosforilación y translocación nuclear de la subunidad p65 de NF-κB, la cual es 

fosforilada a partir de los 5 min teniendo un máximo a los 15 min (Figura 7 panel 

A). La translocación nuclear de NF-κB (Figura 7 panel B) ocurre más tardíamente 

teniendo un pick a los 60 min. 

 

                                A                                                                 B 

 

Figura 7. LPS activa a NF-κB. (A) Fibroblastos cardiacos de ratas adultas fueron 
estimulados con LPS 1μg/mL por 5, 15, 30 y 60  minutos y se determinó el nivel de 
fosforilación de la proteína NF-κB. (B) Translocación nuclear de NF-κB. Los fibroblastos 
fueron estimulados con LPS 1 μg/mL por  15, 30, 60 min para ser sometidos a 
inmunofluorescencia para NF-κB (verde) y vimentina (rojo). Imagen pertenece a 
experimento de Pedro Ayala. Las fotografías fueron obtenidas por microscopia confocal 
con un aumento de 40x (B). ** p<0,05 vs Control. 

 
 
                                   

5.4. Participacion de TLR-4 y NF-κB en el aumento en los nivles de ICAM-1. 

           Si bien es cierto hay reportes que indican que ciertos LPS activa a mas de 

un tipo de TLR (Means y cols., 2000), en esta memoria se utilizó LPS-EB, que 

según indicaciones del fabricante es especifico para TLR-4. No obstante, para 

descartar que LPS induce un aumento en los niveles de ICAM-1 de manera 

independiente de TLR-4, los FC se trataron con LPS, en presencia de TAK-242 
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(un inhibidor intracelular de TLR4), observándose una reversión del efecto de LPS, 

comparable al nivel del control (Figura 8).  

          Luego de determinar que TLR-4 activa la vía NF-κB, hipotetizamos que la 

inducción en ICAM-1 y VCAM-1 gatillada por LPS, ocurre a través de esta vía. 

Para este fin, se escogió el tiempo 24 hrs porque en este tiempo se observó el 

aumento máximo en los niveles de ICAM-1, y se estimularon FC en presencia del 

inhibidor de la vía NF-κB (BAY117085). Nuestros resultados revelaron que NF-κB 

no participa en la induccion de los niveles de ICAM-1 gatillados por TLR-4 (Figura 

8), lo cual fue inesperado debido a lo reportado en la literatura (Menghini y cols., 

2014). 

 

 

Figura 8. Participacion de TLR-4 y NF-κB en el aumento de los niveles de ICAM-1 
inducido por LPS. Fibroblastos cardiacos de ratas adultas fueron estimulados con LPS 1 
µg/mL durante 24 horas en presencia de TAK242 (4µM), BAY117085 (0.2 µm) y se 
determinaron los  niveles de ICAM-1, mediante Western Blot. Se utilizó GAPDH como 
control de carga. Todos los inhibidores fueron agregados una hora antes del estimulo con 
LPS. Los resultados muestran la media ± SEM. *** < 0.001 v/s control. ## p <0.01, y  ### 
< 0.001 v/s LPS. 
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5.5. Activación de ERK 1/2, JNK, p38 y Akt por LPS. 

           Luego de comprobar que NF-κB no participa en la inducción de ICAM-1, se 

procedió a evaluar tanto la MAPK, como Akt en busca de dilucidar cuál de estas 

vías era(n) la(s) responsable(s) del aumento de los niveles de ICAM-1. En la 

Figura 9 (A-D) se puede observar que LPS 1μg/mL es capaz de inducir en forma 

diferencial cambios en el estado de fosforilación de las proteínas ERK1/2, donde la 

fosforilación ocurre a partir de los 15 min teniendo un pick a los 30 min (panel A); 

JNK, de igual forma, es fosforilada a partir de los 15 min con un máximo a los 30 

min (panel B); p38 muestra una tendencia a aumentar a partir de los 5 min (panel 

C) y Akt , al igual que p38, muestra una tendencia a aumentar tempranamente 

(panel D). 

 

5.6. TLR-4 induce un aumento en los niveles de ICAM-1, via ERK1/2 y JNK. 

 Posteriormente se estimularon FC con LPS durante 24 horas, en presencia 

de los inhibidores de Akt (LY294002), p38 (SB202190), ERK1/2 (PD98059) y JNK 

(SP600125) agregados una hora previo al tratamiento con LPS. Tanto ERK1/2, 

como JNK participan en el aumento en los niveles de ICAM-1, como se puede 

observar en la Figura 10 (panel B), ya que la inhibicion de estas vías contrarrestó 

el aumento en ICAM-1, incluso, en el caso de JNK, por debajo de los niveles del 

control, mientras que ni el inhibidor de Akt ni el de p38 fueron capaces de revertir 

este efecto. (Figura 10 panel A). 

 

5.7. LPS induce un aumento en los niveles de VCAM-1 a traves de TLR4. 

 De igual manera que con ICAM-1, se procedió a determinar el rol de TLR4 

en los niveles proteicos de VCAM-1 en fibroblastos. Para esto, se estimularon FC 

con LPS, durante 48 hrs y se observó que LPS aumentó significativamente los 

niveles proteicos de VCAM-1 a partir de las 4 horas, con un pic a las 24 horas 

(Figura 11). Para confirmar que el aumento en los niveles de VCAM-1 ocurre por 

activación de TLR4, los FC se trataron con LPS en presencia de TAK-242, 

revirtiéndose el efecto de LPS, a los niveles del control (Figura 12, panel A). 
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                                A                                                             B 

                                                                                           

                                 C                                                             D 

 

 

Figura 9. LPS activa a JNK, ERK1/2, p38 y AKT. (A) Fibroblastos cardiacos de ratas 
adultas fueron estimulados con LPS 1μg/mL por 5, 15, 30 y 60  minutos y se determinó el 
nivel de fosforilación de JNK (A), ERK1/2 (B), p38 (C) y AKT (D). Se utilizó GAPDH como 
control de carga. Los resultados muestran la media ± SEM. * p<0.05,  ** p <0.01 v/s  
control. 
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                              A                                                          B 

 

Figura 10. Señalización involucrada en el aumento de los niveles de ICAM-1 
inducida por LPS. Fibroblastos cardiacos de ratas adultas fueron estimulados con LPS 1 
µg/mL durante 24 horas en presencia de, LY294002 (1µM), SB202190 (10µM), PD98059 
(20µM), SP600125 (5µM), y se determinaron los  niveles de ICAM-1, mediante Western 
Blot. Se utilizó GAPDH como control de carga. Todos los inhibidores fueron agregados 
una hora antes del estimulo con LPS. Los resultados muestran la media ± SEM. * p<0.05,  
** p <0.01, y **** <0,0001 v/s control. ## p <0.01, ### < 0.001 y #### <0,0001 v/s LPS. 

 

 

5.8. LPS induce un aumento en los niveles de VCAM-1, vía  JNK. 

 A continuación se determinó la señalización que gatillaba este aumento. 

Con este fin, los FC se trataron durante una hora con los inhibidores de las vías 

NF-κB (BAY117085), Akt (LY294002), p38 (SB202190), ERK1/2 (PD98059) y JNK 

(SP600125) y a continuacion se estimularon 24 horas con LPS, por ser éste el 

tiempo donde se vió el máximo aumento en los niveles de VCAM-1. Los resultados 

mostraron que sólo JNK participa en el aumento en los niveles de VCAM-1, 

(Figura 12, panel B), revirtiendo el aumento aún por debajo de los niveles del 

control, mientras que ni el inhibidor de Akt ni el de ERK1/2, , fueron capaces de 

revertir este efecto. (Figura 12, panel A y B). 
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Figura 11. LPS induce un aumento en los niveles de VCAM-1: Fibroblastos cardiacos de ratas 
adultas fueron estimulados con LPS (1 µg/ml) por los tiempos indicados y se determinó la 
expresión de VCAM-1, mediante Western Blot. Se utilizó GAPDH como control de carga. Los 
resultados muestran la media ± SEM. n=3. * p<0.05,  ** p <0.01 y *** < 0.001v/s control. 
 

                            A                                                                       B 

          

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 12. Señalización involucrada en el aumento de los niveles de VCAM-1 inducida por 
LPS. Fibroblastos cardiacos de ratas adultas fueron estimulados con LPS 1 µg/mL durante 24 
horas en presencia de TAK242 (4µM), BAY117085 (0.2 µm), LY294002 (1µM), PD98059 (20µM), 
SP600125 (5µM) y se determinaron los  niveles de VCAM-1, mediante Western Blot. Se utilizó 
GAPDH como control de carga. Todos los inhibidores fueron agregados una hora antes del 
estimulo con LPS. Los resultados muestran la media ± SEM. * p<0.05 v/s control.  # p<0.05 v/s 
LPS. 

                                                                                                                            

   
VCAM-1 

90kDa 

35kDa 



 

36 

 

6. DISCUSIÓN 

 

 Los FC son reconocidos como el principal tipo celular responsable del 

mantenimiento homeostático de la MEC en el corazón normal. Sin embargo, en 

condiciones patológicas se comportan como mediadores inflamatorios y fibróticos 

en el remodelamiento del miocardio (Brown y cols., 2005). Aunque no pertenece a 

las células inmunes, como macrófagos y linfocitos, la capacidad de los fibroblastos 

para producir citocinas, quimiocinas, y otros mediadores proinflamatorios 

localmente en los tejidos, indica firmemente que los fibroblastos participan 

activamente en la inflamación. 

 El ensayo de viabilidad demostró que LPS, ya sea de manera tiempo-

dependiente o concentración-dependiente, no produce muerte celular en el FC, 

Este hallazgo está de acuerdo a lo demostrado en la literatura (Wong y cols., 

2004, Voss y cols., 2014, Tomita y cols., 2015).  

 Si bien LPS aparece como un estímulo asociado a la inflamacion no estéril, 

la importancia en esta memoria se centró en el receptor TLR-4, el cual es activado 

indistintamente por DAMPs o PAMPs. Por otro lado, se ha descrito que LPS a una 

concentración de 1 µg/mL es específico para TLR-4. Lo anterior, sumado a que el 

LPS es ultrapuro, permite asegurar que la activacion especifica de TLR4 en el 

modelo celular utilizado en este trabajo. 

 En el presente estudio se estimularon FC de ratas adultas con LPS para 

estudiar el rol de TLR-4 en la inducción de las moléculas de adhesión VCAM-1 e 

ICAM-1. Lo resultados revelaron que LPS fue capaz de inducir un aumento en los 

niveles de ICAM-1 y VCAM-1 durante 48 horas. Este hallazgo coincide con lo 

descrito por Kacimi y cols. (1998), donde se describió en FC de rata que LPS 

aumentó la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 por 6 a 12 horas. Si bien en este 

trabajo no se exploraron tiempos mayores, en base a nuestros resultados, 

podemos esperar que lo niveles aumentaran aún más a tiempos más largos. 

Cuando se utilizó un inhibidor específico del TLR-4 (TAK-242), observamos que se 

revertía la inducción de los niveles de ICAM-1/VCAM-1. Esto confirmó la 
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especificidad de nuestro estímulo y está de acuerdo a lo observado por Rajamani 

y cols., 2014. 

 Por otro lado, en la literatura existe bastante evidencia indicando que 

citoquinas proinflamatorias, tales como IL-1β y TNF-α son capaces de aumentar la 

expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en fibroblastos de diversos orígenes. (Song y 

cols., 2011, Spoelstra y cols., 2000) Particularmente, en FC dos trabajos 

independientes, demostraron que IL-1β y TNF-α aumentan la expresión de ICAM-

1 a partir de las 6 horas (Neil y cols., 2011, Kacimi y cols., 1998). Además, 

resultados de nuestro laboratorio indican que FC estimulados con LPS aumentan 

la expresión y síntesis, tanto de TNF-α, como de IL-1β y para el caso de TNF-α, 

aumentan igualmente su secreción (la secreción de IL-1β requiere el 

fraccionamiento de la forma pro-IL-1β previo a su secreción, realizado por el 

inflamasoma. El ensamblado del inflamasoma necesita ATP como sustrato y en 

condiciones in vitro no está presente, por lo que en este trabajo no se detectaron 

niveles de IL-1β secretados al medio). En base a todos estos antecedentes 

sugerimos que  la activación de TLR-4 por LPS, induce la expresión de ICAM-1 y 

VCAM-1 a tiempos tempranos, juntamente con la síntesis y secreción de IL-1β y 

TNF-α, quienes de manera autocrina promueven un aumento más pronunciado en 

la expresión de dichas proteínas a los tiempos más tardíos. 

 Independiente, de si el aumento en la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 es 

gatillado únicamente por LPS, o es mantenido por otro estímulo, el aumento en los 

niveles de CAMs en la superficie de los fibroblastos gatillaría la movilización e 

infiltración de leucocitos al tejido cardiaco, dando como resultado la exacerbación 

de la respuesta inflamatoria en el tejido. En este sentido, Couture y cols., (2009) 

demostraron que los leucocitos se adhieren a los FC, particularmente los 

neutrófilos y linfocitos B. Además, observaron que los FC eran capaces de 

fagocitar a los leucocitos, lo que equivale a la migración transcelular de los 

leucocitos a través de los fibroblastos. Este paso fue dependiente principalmente 

de las interacciones  moléculas de adhesión-receptor; ICAM-1 / integrina β2 y 

VCAM-1 / integrina α4. Además, algunas evidencias indican que la unión de 
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neutrófilos a FC a través de ICAM-1 podría tener efectos moduladores directos 

sobre la función del FC. Hao y cols., por ejemplo, demostraron que el contacto 

célula-célula entre leucocitos y fibroblastos renales estimula la secreción de la 

proteína quimiotáctica de monocitos-1 (MCP-1) por los fibroblastos, un efecto que 

puede ser inhibido por un anticuerpo neutralizante contra ICAM-1 (Hao y cols., 

2003). De acuerdo a nuestros resultados, la activación de TLR-4 contribuiría a una 

mayor adhesión leucocitaria al tejido cardiaco, efecto que podría ser revertido por 

un inhibidor del TLR-4. Esta hipótesis estaría en concordancia a un estudio 

realizado en células endoteliales de la microvasculatura retiniana humanas 

(HMVRECs), donde TAK-242 atenuó los niveles de ICAM-1/VCAM-1 y disminuyó 

la adhesión de monocitos (Rajamani y cols., 2014) 

 Con el objetivo de dilucidar nuevos blancos farmacológicos en el proceso 

inflamatorio del tejido cardiaco, se estudiaron las vías transduccionales que 

conducían al aumento de las CAMs. En la literatura, hasta ahora, no había 

evidencia que indicara las vías transduccionales involucradas en el aumento de 

las CAMs por TLR-4 en FC, siendo nuestro trabajo el primero en demostrar que, 

tanto JNK como ERK-1/2, participan en el aumento en los niveles de ICAM-1 y 

VCAM-1 gatillado por TLR-4 en FC de ratas. No obstante, este resultado estaría 

de acuerdo con otros estudios realizados en modelos celulares intersticiales de 

válvula aortica y endoteliales (Song y cols., 2014, Shan y cols., 2012), indicando 

que las vías ERK1/2 y JNK, parecen ser esenciales en la expresión de ICAM-

1/VCAM-1. 

 Si bien es cierto, en esta memoria nos hemos enfocado sólo en las 

proteínas de adhesión, la activación de las MAPK por TLR-4, conduce a una gran 

diversidad de efectos pro-inflamatorios, y a los tiempos aquí evaluados se han 

llevado a cabo la mayoría de éstos eventos, por lo que no es posible descartar que 

la expresión de ICAM-1/VCAM-1 sea el resultado de algún otro intermediario 

intracelular e incluso un receptor activado posterior a la activación de TLR-4. En 

este sentido, el estudio de receptores, tales como el R-TNF-α y el R-IL-1β, 

confirma aún más el papel de estas MAPK en la expresión de proteínas de 



 

39 

 

adhesión. Así, tanto ERK1/2 como JNK se han destacado como vías esenciales 

para la expresión de TNF-α, así demostrado por dos autores que observaron en 

macrófagos hepáticos murinos, que LPS indujo la activación de ERK1/2 y la 

subsecuente transcripción de Egr-1 contribuyendo a la expresión (Shi y cols., 

2002) y secreción de TNF-α (Kishore y cols., 2002) a partir de 1 y 4 horas 

respectivamente. Además Scaldaferri y cols., (2009) demostraron que ERK1/2 

participaba en la expresión de ICAM-1 gatillada por TNF-α, por lo que ERK1/2 

sería importante tanto en la expresión-secreción como en la señalización de TNF-

α. Por  otro lado, Yao y cols., (1997) demostraron que LPS activaba la vía JNK 

conduciendo a la fosforilación de c-jun y la consiguiente interacción de c-jun con la 

región enhancer CRE/AP-1  en el promotor de TNF-α, en monocitos humanos. 

 Mohammed y cols., (2014) demostraron que la fosforilación de ERK1 

gatillada por el TLR-4 era necesaria para la formación del complejo inflamasoma, 

observándose secreción de IL-1β, a partir de los 60 min, en monocitos humanos, 

mientras que Su y cols., (2014), encontraron un rol similar tanto para ERK1/2 

como JNK, en células dendríticas derivadas de medula ósea. 

 Antecedentes de nuestro laboratorio, indican que la activación del TLR-4 en 

el FC indujo la expresión tanto de TNF-α, como de IL-1β, a partir de las 3 horas y 

la consiguiente secreción de TNF-α a las 24 horas. En estos ensayos no fueron 

explorados tiempos más tempranos, por lo que en base a los trabajos de Kishore y 

cols., (2002) y Mohammed y cols., (2014), la expresión y secreción de estas 

citoquinas en el FC podrían gatillarse incluso, más tempranamente. 

  Esto parece indicarnos que tanto la fosforilación de ERK1/2 como de JNK 

gatillada por TLR-4, participan activamente en la expresión y secreción de TNF-α e 

IL-1β y la consiguiente activación de su receptor de manera autocrina conllevaría 

una expresión de ICAM-1/VCAM-1 a tiempos más tardíos.  

 Con respecto a la vía p38 activada por el TLR-4, las evidencias son 

contradictorias, indicando por un lado que contribuye a la estabilidad del mRNA de 

TNF-α (Mahtani y cols., 2001) y por otro, un efecto anti-inflamatorio que cursa con 

expresión de IL-10 (Drechsler y cols., 2006). No obstante, algunos trabajos 
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reportan un rol protagónico de p38 en la expresión de ICAM-1/VCAM-1 gatillada 

por TNF-α (Scaldaferri y cols., 2009)  e IL-1β (Kacimi y cols., 1998). Nuestros 

resultados revelaron que p38 no es esencial para el aumento en los niveles de  

ICAM-1/VCAM-1 y esto al parecer estaría dado porque p38 es más bien requerida 

para la expresión de ICAM-1/VCAM-1 gatillada por IL-1β, y a pesar de estar 

demostrado que el FC secreta IL-1β, la razón por la que no observamos este 

efecto es debido a que los FC de ratas en condiciones experimentales no son 

capaces de secretar IL-1β (por lo explicado más arriba), por ende bajo estas 

condiciones, no habría activación del receptor. 

 Contrario a lo encontrado en la literatura (Menghini y cols., 2014), nuestros 

resultados indicaron que la activación de TLR-4 por LPS inducía un aumento en 

los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 independiente de la activación de NF-κB. Este 

hallazgo fue inesperado, ya que NF-κB está ampliamente reportado como un vía 

pro-inflamatoria (Kurpios-Piec y cols., 2015, Hebeda y cols., 2011, Binion y cols., 

2009). Esta discrepancia  podría deberse a los distintos tipos celulares estudiados 

(células endoteliales coronarias vs FC) o ser relativa a la especie (humana vs 

rata). Sin embargo, a pesar de que NF-κB parece no ser esencial en la 

señalización del TLR-4 para la inducción de las proteínas de adhesión, si lo es 

para R-TNF-α (Hosokawa y cols., 2006) y R-IL-1 (Turner y cols., 2011), por lo que 

su inhibición debería contribuir a disminuir los niveles de ICAM-1/VCAM-1. La 

explicación de porqué no observamos este efecto podría deberse; por un lado a 

que R-TNF-α gatillaría la expresión de ICAM-1/VCAM-1 a través de dos o más 

vías independientes, de manera que frente a la inhibición de NF-κB, las otras vías 

se encargarían de mantener la expresión de las CAMs, y por otro, a la incapacidad 

del FC secretar IL-1β, ya que nuestros medios de cultivo no tenían ATP.  

 Debido a que en esta memoria, no fue posible llevar a cabo un estudio 

exhaustivo para establecer cada una de las proposiciones aquí planteadas, 

sugerimos lo siguiente:  

1. Estimular FC de ratas con LPS y realizar una cinética, tanto de expresión 

como de secreción de TNF-α e IL-1β (agregando ATP al medio de cultivo) a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kurpios-Piec%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25752435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hebeda%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21645265
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partir de tiempos tempranos, para definir con mayor precisión los tiempos a 

los cuales habrían efectos  directos del TLR-4 y los tiempos a los que 

comenzarían a aparecer, más bien, los efectos de las citoquinas, mediante 

RT-PCR y ELISA. Para determinar que estos eventos ocurren vía ERK1/2 y 

JNK, se repite el experimento anterior en presencia de los inhibidores; 

PD98059 y SP600125 

2. A los tiempos obtenidos en el punto 1, estimular FC con LPS y determinar 

cuáles serían los niveles de ICAM-1/VCAM-1 inducidos por TLR-4 y cuales 

los niveles a los que posiblemente contribuirían las citoquinas, mediante 

Western blot.  

3. Para establecer que la expresión de ICAM-1/VCAM-1 gatillada por TNF-α 

ocurre a través de la activación de ERK1/2, p38 y NF-κB, los FC se 

estimulan con TNF-α en presencia de BAY117085 y se miden los niveles 

del mRNA y proteico de ICAM-1/VCAM-1 mediante RT-PCR y Western blot. 

Para establecer que la expresión de ICAM-1/VCAM-1 gatillada por IL-1β 

ocurre a través de la activación de p38 y NF-κB, los FC se estimulan con IL-

1β en presencia de BAY117085 y se miden los niveles del mRNA y proteico 

de ICAM-1/VCAM-1 mediante RT-PCR y Western blot. 

4. Para establecer si TNF-α e IL-1β, participan en la expresión de ICAM-

1/VCAM-1  gatillada por TLR-4, los FC se estimulan con LPS en presencia 

de los inhibidores del receptor de TNF-α e IL-1β (etanercept y anakinra, 

respectivamente) y se evalúa la expresión de  ICAM-1/VCAM-1, mediante 

RT-PCR y Western blot. Para establecer que la expresión de ICAM-

1/VCAM-1 ocurre por activación del TLR-4, vía ERK1/2 y JNK. Se repite el 

experimento anterior en presencia del inhibidor de cada vía.  

 

 En resumen, en base a todo lo discutido, podemos postular que en una 

condición patológica de daño al tejido cardiaco tal como el infarto agudo al 

miocardio, la activación del TLR-4 en el FC, aumenta de forma temprana la 

expresión de ICAM-1 y VCAM-1 a través de ERK1/2 y JNK, permitiendo el 

reclutamiento e infiltración inicial de leucocitos al sitio del daño. La activación de 
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estas vías, paralelamente aumentarían la expresión y secreción de IL-1β y TNF-α, 

las que de forma autocrina gatillarían (tal vez de forma sinérgica al TLR-4) un 

aumento de dichas CAMs en la superficie del FC, dando soporte a una respuesta 

inflamatoria sostenida. Paralelo a la secreción de las citoquinas, la interacción 

inicial fibroblasto-leucocitos aumentaría la producción local de quimioquinas 

aumentando así la afluencia de leucocitos lo que daría lugar a una respuesta 

inflamatoria exacerbada y sostenida en el tiempo, permitiendo coordinar la 

reparación cardiaca en sus distintas etapas. 

 Lo anterior presenta al TLR-4 como un blanco farmacológico promisorio, 

cuya inhibición permitiría atenuar la respuesta inflamatoria en las enfermedades 

cardiacas que cursan con daño y reparación patológica del tejido, permitiendo así 

una disminución de la fibrosis y la pérdida funcional del órgano. 
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7. CONCLUSIONES 

LPS a concentraciones entre 0,1-50 µg/ml no afecta la viabilidad del FC a las 24 y 

48 hrs. 

La activación de TLR-4 induce la fosforilación de las proteínas NF-κB, ERK1/2, 

JNK, p38 y Akt en el FC. 

En el FC la activación del TLR-4 induce un aumento en los niveles de ICAM-1 y 

VCAM-1. 

La inducción de ICAM-1/VCAM-1 por TLR-4 ocurre a través de la activación de las 

vías ERK1/2 y JNK en el FC. 
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