
 
 

1 

UNIVERSIDAD DE CHILE 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS Y FARMACÉUTICAS 

 
 
 

EFECTOS DE RESOLVINA D1 SOBRE LA RESPUESTA INFLAMATORIA 
INDUCIDA POR ANGIOTENSINA II Y LIPOPOLISACÁRIDO EN 

FIBROBLASTOS CARDÍACOS DE RATA ADULTA 
 
 

Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al grado de  

Doctor en Farmacología por : 

 
 
 

Aimeé Viviana Salas Hernández 
 
 
 

Director de Tesis:  Dr. Guillermo Díaz Araya 
 
 

 

 

Santiago-CHILE 

Diciembre 2020 



 
 

2 

UNIVERSIDAD DE CHILE 

FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS Y FARMACÉUTICAS 

 

 

INFORME DE APROBACIÓN DE TESIS DE DOCTORADO 

 

 

Se informa a la Dirección de la Escuela de Graduados de la Facultad de Ciencias Químicas y 

Farmacéuticas que la Tesis de Magíster y Memoria de Título  presentada por la candidata  

 

Aimeé Viviana Salas Hernández 

 

Ha sido aprobado por la Comisión Informante de Tesis como requisito para optar al grado de Doctor 

en Farmacología, en el examen público rendido el día ____________________. 

 

Directores de Tesis: 

Dr. Guillermo Díaz Araya                                    _________________________ 

 

Comisión Informante de Tesis: 

Dr. Juan Diego Maya (Presidente)                           _________________________ 

Dr. Ramón Rodrigo                                                  _________________________ 

Dr. Mauricio Boric                                                   _________________________ 

Dra. María Carmen Molina                                      _________________________ 

                              

 

 

 



 
 

3 

La presente tesis fue desarrollada en el Laboratorio de Farmacología Molecular, Departamento de 

Química Farmacológica y Toxicológica, Facultad de Ciencias y Químicas y Farmacéuticas, 

Universidad de Chile, bajo la Dirección del Dr. Guillermo Díaz Araya. 

 

FINANCIAMENTO 

 

Este trabajo contó con el apoyo y financiamiento de los siguientes proyectos: 

 

• Proyecto FONDECYT regular 1170425 (Dr. Guillermo Díaz Araya) 

 

• Beca OAICE-CAB-03-031-2015 de la Universidad de Costa Rica  

 

• Beca PED-118-2015-I del Ministerio de Ciencia, Tecnología y Telecomunicaciones de Costa 

Rica. 

 

Los resultados obtenidos durante la realización de la presente tesis, han sido publicados y presentados 

en publicaciones y congresos de la especialidad. 

 

PUBLICACIONES DERIVADAS DE LA TESIS 

 

Congresos 

Cayupi-Vivanco, J., Parra, V., Salas, A., Espinoza, C., Parra, P., Díaz-Araya, G. Intracellular signaling 

pathways activated by Resolvin D1 and E1 in cardiac fibroblast. XL Congreso Anual de la Sociedad de 

Farmacología de Chile. Santa Cruz, Chile. 2018. 

 

Espinoza, C.; Cayupi, J., Salas, A., Castro, E., Díaz-Araya, G. Resolvina D1 disminuye la secreción de 

citoquinas proinflamatorias inducidas por LPS en fibroblastos cardíacos de rata neonata. XL Congreso 

Anual de la Sociedad de Farmacología de Chile. Santa Cruz, Chile. 2018. 

 

Salas-Hernández, A., Ruz, F., Díaz-Araya, G. Expresión de los receptores ALX/FPR2 y ChemR23 

para las resolvinas D1 y E1 en fibroblastos cardiacos de rata. Congreso XXXIX de la Sociedad de 

Farmacología de Chile. Puerto Varas, Chile. 2017. 



 
 

4 

 

Ruz F., Salas-Hernández, A., Sepúlveda, P., Vivar, R., Díaz-Araya, G. En el fibroblasto cardíaco la 

Resolvina E1 previene el aumento de ICAM-1 inducido por Ang II. Congreso XXXIX de la Sociedad 

de Farmacología de Chile. Puerto Varas, Chile. 2017. 

 

Manuscritos 

Bolivar S, Espitia-Corredor JA, Olivares-Silva F, Valenzuela P, Humeres C, Anfossi R, Castro E, 

Vivar R, Salas-Hernández A, Pardo-Jiménez V, Díaz-Araya G. In cardiac fibroblasts, interferon-beta 

attenuates differentiation, collagen synthesis, and TGF-β1-induced collagen gel contraction. Cytokine. 

2020 Nov 4:155359. doi: 10.1016/j.cyto.2020.155359. Epub ahead of print. PMID: 33160814. 

 

Salas-Hernández Aimeé, Espinoza Claudio, Vivar Raúl, Espitia-Corredor Jenaro, Lillo Jose, Parra-

Flores Pablo, Sánchez Ferrer Carlos, Peiró Concepción, Díaz-Araya Guillermo. Resolvin D1 and E1 

promote resolution of inflammation in rat cardiac fibroblast in vitro. 2020. Molecular Biology Reports.  

(ACEPTADO) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

5 

“El verdadero viaje de descubrimiento  

no consiste en buscar nuevos paisajes 

 sino en tener nuevos ojos” 

 

Marcel Proust.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

6 

 

AGRADECIMIENTOS 

 

Primero que todo, quiero dar gracias infinitas a Dios.  

 

Gracias al Dr. Guillermo Díaz por la oportunidad de trabajar bajo su dirección, desarrollar esta tesis en 

su laboratorio y por su generosidad para compartir sus conocimientos conmigo.  

Gracias también a la comisión evaluadora por sus valiosos aportes.  

 

Gracias a la Universidad de Costa Rica (en especial a la Facultad de Farmacia), así como al Ministerio 

de Ciencia Tecnología y Telecomunicaciones de Costa Rica. Instituciones que confiaron en mí y me 

becaron para realizar mis estudios doctorales. 

 

Gracias a los compañeros de los distintos laboratorios en los que tuve la oportunidad de realizar 

experimentos de la tesis, gracias por la ayuda y las experiencias compartidas, en especial agradezco a 

Raúl Riquelme, mi amigo y compañero de estudio y Catalina Salinas por formarme en mis inicios en el 

trabajo del laboratorio y por su tremenda generosidad y apoyo en los momentos más oscuros de este 

proceso, además por ser el puente con mi coach Rodrigo Arévalo a quien también agradezco su poderoso 

acompañamiento.  

 

Al “fibros team” por caminar conmigo y apoyarme en el día a día, tanto en la realización de los 

experimentos como en la convivencia en el laboratorio, el trabajo en equipo fue fundamental. 

 Al Laboratorio de Carcinogénesis Química y Farmacogenética por recibirme por varios meses y 

permitirme desarrollar parte importante de esta investigación en su laboratorio.    

 

Además, quiero agradecer y dedicar este trabajo a mi familia, en especial a mis padres Eduardo y Flora, 

mis hermanos Arianne y Eduardo Alonso y a mi novio Luis Quiñones, sin ellos esto no habría sido 

posible.  

 

También a mis amigos de vida y especialmente a Greivin López, Julio Alfaro, Leonardo Steller y Rodbin 

Campos, gracias por confiar en mí de la forma en que lo hicieron.  

 

Agradezco también el apoyo de mis coaches mentores y compañeros de Newfield Network, en especial 

a Juan Pablo Contreras, Rosa María Kutscher y Sandra Quiroga; a mis mentores y compañeros de Gestalt 



 
 

7 

Empowerment, particularmente a mi grupo 7Kimün. Gracias también a mis compañeros de Alianza 

Pachamama, en especial a mi mentor Jorge Villegas. En estas 3 grandes comunidades he aprendido a 

conectar con el propósito de lo que emprenda en la vida, a encontrar la fuerza y la motivación necesaria 

para transitar el camino y a disfrutar en el proceso y celebrar los pequeños y grandes pasos. Los 

momentos y experiencias compartidos con cada uno de ustedes han sido vitales para cumplir esta meta 

y las que vengan, tanto personales como profesionales.  

 

Gracias a cada una de las personas que de una u otra forma aportaron en la realización de esta tesis y/o 

me brindaron su apoyo personal. Se qué son muchos.  

 

También quiero expresar mi gratitud y respeto por la vida de los animales de laboratorio.    

 

Finalmente, gracias a mí misma…por sostener.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

8 

ÍNDICE GENERAL  
 

AGRADECIMIENTOS ............................................................................................................................ 6 

ÍNDICE DE FIGURAS ........................................................................................................................... 10 

ÍNDICE DE TABLAS ............................................................................................................................ 13 

ABREVIATURAS .................................................................................................................................. 14 

RESUMEN .............................................................................................................................................. 17 

SUMMARY ............................................................................................................................................ 18 

1. INTRODUCCIÓN .............................................................................................................................. 19 

1.1 Inflamación cardiaca ..................................................................................................................... 19 

1.2 Respuesta inflamatoria aguda ....................................................................................................... 19 

1.3 Citoquinas ..................................................................................................................................... 21 

1.4 Proteínas de adhesión .................................................................................................................... 23 

1.5 Mediadores lipídicos especializados pro-resolutivos (SPM) ........................................................ 25 

1.6 Resolvinas ..................................................................................................................................... 26 

1.7 Fibroblastos cardiacos ................................................................................................................... 30 

1.8 Estímulos proinflamatorios y su efecto en FCs ............................................................................ 31 

2. HIPÓTESIS ......................................................................................................................................... 35 

3. OBJETIVO GENERAL ...................................................................................................................... 35 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS .............................................................................................................. 35 

5. MATERIALES Y MÉTODOS ........................................................................................................... 36 

5.1 Materiales ...................................................................................................................................... 36 

5.2 Animales ....................................................................................................................................... 37 

5.3 Aislamiento de fibroblastos cardiacos .......................................................................................... 37 

5.4 Western Blot ................................................................................................................................. 38 

5.5  Determinación de movimientos de Ca+2 intracelular ................................................................... 39 

5.6 Determinación de niveles de cAMP intracelular .......................................................................... 39 



 
 

9 

5.7 Determinación de los niveles de RNAm de proteínas de adhesión y citoquinas mediantes 

RTqPCR .............................................................................................................................................. 40 

5.8 Medición de citoquinas secretadas por luminex ........................................................................... 45 

5.9 Ensayo de adhesión de SMC a FCs (tinción con cristal violeta) .................................................. 45 

5.10 Análisis estadísticos .................................................................................................................... 46 

6. RESULTADOS ................................................................................................................................... 47 

6.1 Resultados del objetivo específico 1: Evaluar en FCs de rata los efectos de RvD1 sobre los 

segundos mensajeros cAMP y Ca+2 asociados a la activación de los receptores ALX/FPR2 ........... 47 

6.2. Resultados del objetivo específico 2: Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresión de 

proteínas de adhesión ICAM-1, VCAM-1, la expresión/secreción de las citoquinas IL-6, MCP-1 

TNF-a y la adhesión de monocitos inducidos por Ang II en FCs de rata. ......................................... 50 

6.3. Resultados del objetivo específico 3: Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresión de 

proteínas de adhesión ICAM-1, VCAM-1, la expresión/secreción de las citoquinas IL-6, MCP-1, 

TNF-a y la adhesión de monocitos inducidos por LPS en FCs. ......................................................... 64 

7. DISCUSIÓN ........................................................................................................................................ 71 

7.1 Receptores ALX/FPR2 en FCs  .................................................................................................... 71 

7.2 Efecto de la resolvina D1 sobre la respuesta inflamatoria gatillada por Ang II en FCs ............... 75 

7.3 Efecto de la resolvina D1 sobre la respuesta inflamatoria gatillada por LPS en FCs. de RvD1. . 79 

7.4 Limitaciones .................................................................................................................................. 83 

8. CONCLUSIONES .............................................................................................................................. 83 

9. REFERENCIAS .................................................................................................................................. 86 

10. ANEXOS ........................................................................................................................................... 98 

10.1 Certificado del CICUA ............................................................................................................... 98 

10.2 Resultados ensayo de Ca+2 con WRW4 ...................................................................................... 99 

11.MATERIAL SUPLEMENTARIO...………………………………………………………………..99 
 

 

 



 
 

10 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1. Eventos temporales coordinados de la inflamación aguda autolimitada………………….. 21 

Figura 2. Biosíntesis y estructuras de los SPM…………………………………………………... 27 

Figura 3. Expresión de receptores  ALX/FPR2 en fibroblastos cardíacos de rata adulta………... 47 

Figura 4. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de cAMP intracelular en FCs de rata adulta…….. 48 

Figura 5. Efecto de RvD1 en la liberación de Ca+2 citoplasmático en FCs de rata adulta……….. 49 

Figura 6. Efecto de RvD1 en la liberación de Ca+2 nuclear de FCs de rata adulta ……………… 50 

Figura 7. Niveles de mRNA de IL-6 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II 

durante 3 y 6 hrs………………………………………………………………………………….. 

 

51 

Figura 8. Niveles de mRNA de MCP-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II 

durante 3 y 6 hrs………………………………………………………………………………….. 
 

51 

Figura 9. Niveles de mRNA de TNF-a en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II 

durante 3 y 6 hrs………………………………………………………………………………….. 

 

52 

Figura 10. Niveles de mRNA de ICAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina 

II durante 3 y 6 hrs……………………………………………………………………………….. 
 

52 

Figura 11. Niveles de mRNA de VCAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con 

angiotensina II durante 3 y 6 hrs ….…………………………………………………………….. 
 

53 

Figura 12. Niveles de secreción de IL-6 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II 

durante 3 y 6 hrs …..…………………………………………………………………………... 
 

53 

Figura 13. Niveles de secreción de MCP-1 en FCs de ratas adultas estimulados con 

angiotensina II durante 3 y 6 hrs ……………………………………..………………………….. 
 

54 

Figura 14. Niveles de secreción de TNF-a en FCs de rata adulta estimulados con Ang II 

durante 24 hrs…..………………………………………………………………………………… 

 

54 

Figura 15. Niveles de proteína ICAM-1 determinados en lisados celuares de FCs de rata adulta 

estimulados con Ang II durante 24hrs…………………………………………………………... 
 

55 

Figura 16. Niveles de proteína VCAM-1 determinados en lisados celuares de FCs de rata adulta 

estimulados con Ang II durante 24hrs …………………………………………………………... 
 

56 

Figura 17. Efecto de Ang II sobre la adhesión de SMC a FCs de rata adulta…………………… 57 

Figura 18. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-6 en FCs de ratas adultas 

estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs………………………………………………………… 

 

58 

Figura 19. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de MCP-1 en FCs de ratas adultas 

estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs……………………………………………….. 

 

58 



 
 

11 

Figura 20.  Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de TNF-a en FCs de ratas adultas 

estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs……………………………………………….. 

 

59 

Figura 21. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de ICAM-1 en FCs de ratas adultas 

estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs……………………………………………….. 

 

59 

Figura 22. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de VCAM-1 en FCs de ratas adultas 

estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs……………………………………………….. 

 

60 

Figura 23. Efecto de RvD1 sobre lo niveles de secreción de IL-6 en FCs de rata adulta 

estimulados con Ang II durante 24 horas………………………………………………………… 

 

60 

Figura 24. Efecto de RvD1 sobre lo niveles de secreción de MCP-1 en FCs de rata adulta 

estimulados con Ang II durante 24 horas………………………………………………………… 

 

61 

Figura 25. Efecto de RvD1 sobre lo niveles de secreción de TNF-a en FCs de rata adulta 

estimulados con Ang II durante 24 horas………………………………………………………… 

 

61 

Figura 26. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteína ICAM-1 determinada en lisados 

celulares de FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24 y 48 horas ………………… 

 

62 

Figura 27. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteína VCAM-1 determinada en lisados 

celulares de FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24 y 48 horas ….……………… 

 

62 

Figura 28. Efecto de RvD1 sobre la adhesión de SMC a FCs de rata adulta gatillada por Ang II 

durante 24 horas………………………………………………………………………………….. 

 

63 

Figura 29. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-6 en FCs de ratas adultas 

estimulados con LPS durante 3 y 6 hrs…………………………………………………………... 

 

64 

Figura 30. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de MCP-1 en FCs de ratas adultas 

estimulados con LPS durante 3 y 6 hrs………………………………………………………… 

 

65 

Figura 31. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de TNF-a en FCs de ratas adultas 

estimulados con LPS durante 3 y 6 hrs…………………………………………………………... 

 

65 

Figura 32. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de ICAM-1 en FCs de ratas adultas 

estimulados con LPS durante 3 y 6 hrs ………………………………………………………….. 

 

66 

Figura 33. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de VCAM-1 en FCs de ratas adultas 

estimulados con LPS durante 3 y 6 hrs ………………………………………………………….. 
 

66 

Figura 34.  Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de IL-6 en FCs de rata adulta 

estimulados con LPS durante 24 horas ………………………………………………...………... 

 

67 

Figura 35. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de MCP-1 en FCs de rata adulta 

estimulados con LPS durante 24 horas ...…………………………………………………...…… 

 

67 



 
 

12 

Figura 36. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de TNF-a en FCs de rata adulta 

estimulados con LPS durante 24 horas ...…………………………………………………..…… 

 

68 

Figura 37. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteína ICAM-1 determinada en lisados 

celulares de FCs de rata adulta estimulados con LPS durante 24 horas ………………………… 
 

68 

Figura 38. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteína VCAM-1 determinada en lisados 

celulares de FCs de rata adulta estimulados con LPS durante 24 horas .……………………… 
 

69 

Figura 39. Efecto de RvD1 sobre la adhesión de SMC a FCs de rata adulta gatillada por LPS 

durante 24 horas ……………………… ………………………………………………………… 
 

70 

Figura 40. Efecto de WRW4 como antagonista del efecto de RvD1 sobre la liberación de Ca+2 

citoplasmático en FCs de rata adulta….. ………………………………………………………… 
 

99 

Figura S1. Niveles de mRNA de IL-10 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II 

durante 3 y 6 hrs. ………………………………………………………………………………… 
 

100 

Figura S2. Niveles de secreción de IL-10 en FCs de rata adulta estimulados con angiotensina II 

durante 24 horas.......................................................................................................................................................... 

 

100 

Figura S3. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-10 en FCs de ratas adultas 

estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs. ……..………………………………………………….. 
 

101 

Figura S4. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de IL-10 en FCs de rata adulta 

estimulados con Ang II durante 24 horas …………………………………..………………………………... 
 

101 

Figura S5. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-10 en FCs de ratas adultas 

estimulados con LPS durante 3 y 6 hrs.……………...…………………………………………... 
 

102 

Figura S6. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de IL-10 en FCs de rata adulta 

estimulados con LPS durante 24 horas.………………………………………….……...……….. 

 

102 

Figura S7. Niveles de mRNA de IL-1b en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II 

durante 3 y 6 hrs. ………………………………………………………………………………… 

 

103 

Figura S8. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-1b en FCs de ratas adultas 

estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs.  …………………….……………………….. 

 

103 

Figura S9. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-1b en FCs de ratas adultas 

estimulados con LPS durante 3 y 6 hrs………………………………………………………… 

 

104 

  

 

 



 
 

13 

 

 

INDICE DE TABLAS 

 

Tabla 1. Características y secuencias de los partidores para citoquinas y proteínas de adhesión ........... 42 

Tabla 2. Condiciones de amplificación para RTqPCR ........................................................................... 44 

Tabla 3. Resumen de resultados obtenidos sobre las proteínas estudiadas respecto a los estímulos 

proinflamatorios con  Ang II, LPS y el efecto de RvD1 previo a estos estímulos……………………..70 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

14 

 

ABREVIATURAS 

 

AA  :                 Acido araquidónico 

ALX/FPR2 : Receptor de lipoxina o receptor 2 del peptido N-formyl 

Ang II  : Angiotensina II 

ARA II  : Antagonistas del receptor de angiotensina II 

ATP  : Adenosín trifosfato 

AT-RvD1 : Resolvina D1 gatillada por aspirina 

AT1R  : Receptor-1 de angiotensina II 

AT2R  : Receptor-2 de angiotensina II 

°C  : Grados Celsius 

CaMKII : Calcio/Calmodulina proteína kinasa II 

cAMP  : Adenosín monofosfato cíclico 

cDNA  : Acido desoxirribonucleico complementario 

COX-2  : Ciclooxigenasa 2 

Ct  : Del inglés Threshold cicle 

D1  : Resolvina D1 

DAMPs : Patrones moleculares asociados a daño 

DHA  : Acido Docosahexaenoico 

DNA  : Acido desoxirribonucleico 

dNTPs  : Desoxirribonucleótidos trifosfato 

DMEM  : Medio de mantención modificado Dulbecco 

DPEC  : Dietilpirocarbonato 

ECL  : Quimioluminiscencia aumentada 

EPA  : Ácido eicosapentaenoico 

FBS  : Suero fetal bovino  

FC  : Fibroblastos Cardíacos 

GAPDH : Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

GPCR  : Receptor acoplado a proteína G 

HS  : Heparán sulfato 

HSP  : Proteína de estrés térmico 

HTA  : Hipertensión arterial 

ICAM-1 : Molécula de adhesión intercelular-1 



 
 

15 

iNOS  : Óxido nítrico sintasa inducible 

IgG  : Inmunoglobulina G 

IL  : Interleucina  

IM  : Infarto al miocardio 

ISO  : Isoproterenol 

kDa  : Kilo Dalton 

Kg  : Kilogramo 

LPS  : Lipopolisacárido 

LTB4  : Leucotrieno B4 

LX  : Lipoxina 

mA  : Miliampere 

MCP-1  : Proteína quimiotáctica de monocitos-1 

MEC  : Matriz extracelular  

MeOH  : Metanol 

MFC  : Miofibroblasto cardiaco 

mL  : Mililitro  

mm  : Milímetros 

mM  : Milimolar 

mg  : Miligramo 

NF-kB: Factor nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de células B activadas 

nM  : nano molar 

PAMPs  : Patrones moleculares asociados a patógenos  

PBS  : Buffer fosfato salino 

PCR  : Reacción en cadena de la polimerasa 

pg  : picogramos 

PLC  : Fosfolipasa C 

PMN  : Polimorfonucleares 

p/v  : Relación peso/volumen 

RAAS  : Sistema renina angiotensina aldosterona 

RIPA:   : Tampón de ensayo de radioinmunoprecipitación 

RNA  : Ácido ribonucleico 

RNAm  : Ácido ribonucleico mensajero 

rpm  : Revoluciones por minuto 

RT  : Retrotranscripción 



 
 

16 

RT-qPCR : Reacción en cadena de polimerasa cuantitativa en tiempo real 

Rv D1  : Resolvina D1 

SEM  : Error medio € 

SD  : Sprague Dawley 

SDS  : Dodecilsulfato sódico 

SPM  : Mediadores prorresolutivos especializados 

TAE  : Solución tamponada con Tris, acetato y EDTA. 

TBS  : Solución salina tamponada con Tris 

TBST  : Solución salina tamponada con Tris y polisorbato 20 

TLR4  : Toll Like Receptor tipo 4 

TNF-α  : Factor de necrosis tumoral-alfa 

TGF-β1 : Factor de crecimiento transformante-beta1 

TLRs  : Receptores de tipo Toll 

Tm  : Temperatura de fusión 

vs  : Versus 

μg  : Microgramo 

μL  : Microlitro 

μM  : Micromolar 

V  : Volts 

VCAM-1 : Molécula de adhesión vascular celular-1 

WRW4  : Antagonista del receptor 2 del péptido N-formyl 

WB  : Western Blot 

5-LOX  : 5 Lipooxigenasa 

15-LOX : 15 Lipooxigenasa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 
 

17 

RESUMEN 

La inflamación en tejido cardíaco es mediadora importante del desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares. En ella, participan los fibroblastos cardíacos (FCs) expresando proteínas de adhesión 

como ICAM-1 y VCAM-1, secretando citoquinas como IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10, aumentando la 

adhesión de monocitos a los FCs y con ello la respuesta inflamatoria. La Angiotensina II (Ang II) 

desencadena una respuesta que induce remodelamiento del tejido cardíaco, caracterizado por fibrosis y 

es una de las principales causantes de hipertensión arterial, a través de un mecanismo que implica un 

proceso inflamatorio; sin embargo, sus efectos en FCs no están caracterizados. Por otra parte, LPS es un 

estímulo proinflamatorio asociado a patógeno cuya respuesta en FCs aumenta la expresión de dichas 

proteínas de adhesión y citoquinas, además de la adhesión de monocitos. Resolvina D1 (RvD1), 

mediador lipídico que ha mostrado favorecer la resolución de la inflamación en diferentes modelos 

experimentales, tanto in vivo como in vitro, no ha sido estudiada en cuanto a sus  efectos sobre la 

respuesta  proinflamatoria gatillada por Angiotensina II y LPS en FCs. El objetivo de esta investigación 

fue determinar los efectos in vitro de RvD1 vía ALX/FPR2 sobre la expresión de las moleculas de 

adhesion ICAM-1 y VCAM-1, de  las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a, y la adhesión de monocitos, en 

FCs de rata tratados con LPS y/o Ang II. Para esto se utilizaron cultivos primarios de FCs de ratas adultas. 

La presencia del receptor ALX/FPR2 se determinó mediante Western Blot (WB), y su funcionalidad a 

través de la medición de los niveles de cAMP por inmunodetección y los niveles intracelulares relativos 

de Ca+2 con sonda fluorescente.  Los niveles de las citoquinas MCP-1, IL-6, TNFa se cuantificaron por 

inmunodetección. Los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 se determinaron por WB. Los niveles de expresión 

(mRNA) de las proteínas de adhesión y citoquinas se determinaron mediante RTqPCR. Finalmente, se 

realizaron ensayos de adhesión celular de células mononucleares de bazo a FCs. Los resultados más 

relevantes de esta investigación son: i) detección de receptores ALX/FPR2; ii) RvD1 inhibe el aumento 

de Ca+2 intracelular gatillado por Ang II. iii) RvD1 por sí sola no modificó los niveles de mRNA y 

secreción de proteínas de adhesión y citoquinas; iv) Angiotensina II aumentó los niveles de mRNA de 

IL-6, MCP-1 y TNF-a, la secreción de IL-6 y MCP-1 y la adhesión celular, vía AT1R; v) RvD1 previno 

estos incrementos en todos los casos excepto para RNAm de TNF-a; vi) RvD1 previno el aumento en 

los niveles de secreción de IL-6, MCP-1, VCAM-1 y el aumento de la adhesión celular gatillado por 

LPS. En conclusión, podemos señalar que RvD1 mostró ser capaz de contrarrestar algunos efectos 

proinflamatorios de Ang II y LPS en FCs, aportando evidencia sobre el rol activo de FCs en el proceso 

inflamatorio, los que al responder a RvD1 previenen el aumento de proteínas proinflamatorias. 

Adicionalmente, se abre una posibilidad de evaluar el potencial terapéutico de RvD1 a nivel 

cardiovascular, debido a su contribución a la resolución de la inflamación e inicio de la reparación del 

tejido cardíaco dañado. 
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SUMMARY 

 

Inflammation in cardiac tissue is an important mediator of the development of cardiovascular diseases. 

Cardiac fibroblasts (CFs) participate in inflammation, expressing adhesion proteins such as ICAM-1 and 

VCAM-1 and secreting cytokines such as IL-6, MCP-1, TNF-a and IL-10. These actions allow monocyte 

adhesion to CFs and concomitantly activation of the inflammatory response.  On the other hand, 

Angiotensin II (Ang II) triggers a response that induces remodeling of heart tissue, characterized by 

fibrosis, which is one of the main causes of hypertension, through a mechanism involving an 

inflammatory process. However, the inflammatory effects on CFs are not well characterized. Besides, 

LPS, a pathogen-associated proinflammatory stimulus increases the expression of adhesion protein and 

cytokines, and to monocyte adhesion to CFs. Moreover, Resolvin D1 (RvD1), a lipid mediator that has 

been shown to promote resolution of inflammation in several experimental models, both in vivo and in 

vitro, has not been studied in terms of the proinflammatory effects triggered by Angiotensin II and LPS 

on CFs. The main goal of this research was to determine the in vitro effects of RvD1 via ALX/FPR2 on 

adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 expression, the cytokines IL-6, MCP-1, TNF-a expression, 

and the adhesion of monocytes, in rat CFs treated with LPS and/or Ang II. In order to do that, CFs 

cultures of adult rats from primary cultures were used. The presence of the ALX / FPR2 receptor was 

determined by Western Blot (WB) and its functionality both, by measuring cAMP levels through 

immunodetection and relative intracellular levels of Ca+2 with a fluorescent probe. The levels of MCP-

1, IL-6, TNF-a, IL-10 were quantified by immunodetection. ICAM-1 and VCAM-1 levels were 

determined by WB. The expression levels (mRNA) of the adhesion proteins and cytokines were 

determined by RT-qPCR. Finally, cell adhesion tests of spleen mononuclear cells to CFs were performed. 

Most relevant results of this research are: i) detection of ALX / FPR2 receptors, ii) RvD1 inhibits the 

intracellular Ca+ 2 increase triggered by Ang II. iii) RvD1 by itself did not modify levels of mRNA, and 

secretion of adhesion proteins and cytokines iv) Angiotensin II increases IL-6, MCP-1 and TNF-a 

mRNA levels, as well as IL-6 and MCP-1 secretion and cell adhesion, via AT1R v) RvD1 prevented 

these increases in all cases, except for TNF- a mRNA vi) RvD1 prevented increased levels of IL-6, 

MCP-1, VCAM-1 secretion, and increased LPS-triggered cell adhesion. In conclusion, our results 

suggest that RvD1 may be able to counteract some proinflammatory effects of Ang II and LPS in CFs, 

providing evidence on the active role of CFs in the inflammatory process, which when responding to 

RvD1, prevent the increase of proinflammatory proteins. Additionally, these results bring us the 

possibility of evaluating the cardiovascular therapeutic potential of RvD1, due to its contribution to the 

resolution of inflammation and the initiation of repairing of the damaged cardiac tissue. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1  Inflamación cardiaca 

 

Las enfermedades cardiovasculares son un conjunto de trastornos del corazón y de los vasos sanguíneos 

[1]. A nivel mundial, son la mayor causa de muerte y una de las principales causas de discapacidad. Un 

30% de todas las muertes que se producen en el mundo cada año son atribuibles a este tipo de  

enfermedades [2].  

Uno de los factores implicados en las enfermedades cardiovasculares es la inflamación, la cual en el 

tejido cardíaco es causada principalmente por: i) patógenos externos (virus, bacterias, etc.), ii) estrés 

endógeno como infarto al miocardio (IM) o hipertensión arterial (HTA), iii) agentes químicos, y iv) 

enfermedades autoinmunes [3]. Aunque cada uno de estos estados patológicos tiene su propia etiología 

característica, patogénesis y progresión de la enfermedad, comparten el componente inflamatorio y sus 

mecanismos. 

La inflamación a nivel cardíaco se activa para limitar el daño tisular, eliminar los desechos y las células 

muertas e iniciar el proceso de cicatrización. La respuesta inflamatoria puede ser aguda, como respuesta 

necesaria a la infección o IM, o crónica, como en patologías como HTA, aterosclerosis, secuelas remotas 

de IM o enfermedades autoinmunes [4]. 

Inicialmente, se pensó que los procesos inflamatorios eran exclusivamente atribuibles a las células 

inmunitarias, como los neutrófilos, monocitos y los macrófagos. Sin embargo, las células residentes del 

tejido en el sitio de la inflamación, tales como fibroblastos cardíacos (FCs), ahora se reconocen como 

participantes importantes en la inflamación cardíaca [5]. Los FCs secretan citoquinas capaces de activar 

la transcripción de moléculas de adhesión celular, aumentando los niveles de éstas y perpetuando el 

reclutamiento y transmigración de células de la inmunidad [6].  

 

1.2  Respuesta inflamatoria aguda 

 

La inflamación se define como la reacción de defensa del organismo en respuesta al daño en el tejido o 

a una infección, y consiste en una serie de cambios celulares y moleculares que ocurren en el sitio de la 

lesión [7]. Los tejidos y células de los organismos reconocen el daño y se induce una respuesta inmune 

innata y luego adaptativa. Las señales de daño pueden ser de dos tipos: i) Patrones moleculares asociados 

a patógenos (PAMPs) y ii) patrones moleculares asociadas al daño (DAMPs).  
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Los PAMPs se presentan en el contexto de una infección microbiana, es decir, están presentes en diversos 

organismos pero ausentes en el huésped y proporcionan señales exógenas que alertan al sistema 

inmunitario de la presencia de patógenos, promoviendo así la inmunidad. Un ejemplo de PAMP es el 

lipopolisacárido (LPS) que es una endotoxina de la que está compuesta mayoritariamente la membrana 

externa de las bacterias Gram negativas [8]. 

Los DAMPs por su parte, son liberados por las células como señales de peligro endógeno que alertan al 

sistema inmune innato de la muerte celular no programada y en respuesta al estrés. Se ha demostrado 

que DAMPs liberados en la zona del daño cardíaco aumentan los niveles de moléculas de adhesión 

celular y actúan de manera similar a citoquinas proinflamatorias [9]. Ejemplos de DAMPs son: el 

adenosín trifosfato (ATP), componentes de la matriz extracelular (MEC), las mismas citoquinas, entre 

otros [10].  

La respuesta inflamatoria, según su duración, puede clasificarse en aguda o crónica. Cuando la respuesta 

es autolimitada e idealmente permanece solo mientras se elimina el daño y ocurre la reparación, esto es 

lo que se conoce como inflamación aguda [11]. Sin embargo, si la reacción es descontrolada podría llegar 

a ser persistente y transformarse en inflamación crónica, ocasionando disfunción o fibrosis tisular [12].  

La respuesta inflamatoria aguda se divide en dos fases llamadas iniciación y resolución (Ver figura 1), 

las que se traslapan [11].  

La fase de iniciación se caracteriza por edema del tejido resultado del aumento en el flujo sanguíneo y 

del aumento en la permeabilidad de la vasculatura. En esta fase participan principalmente mediadores 

lipídicos como los cisteinil-leucotrienos, prostaglandinas, histamina y bradicinina. En esta etapa se 

liberan al medio gran cantidad de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa 

(TNF-a), la interleucina 6 (IL-6), la proteína quimioatractante de monocitos 1 (MCP-1), la interleucina 

1 (IL-1), entre otras. También participan moléculas de adhesión como ICAM-1 (molécula de adhesión 

intercelular 1) y VCAM-1 (molécula de adhesión vascular 1) que permiten la adhesión de los leucocitos 

al endotelio [13].  En esta fase, las células polimorfonucleares (PMN) migran al área del daño para 

generar la defensa contra la invasión microbiana o el agente dañino. La migración de los PMN es 

conducida por la presencia del leucotrieno B4 (LTB4) y citoquinas presentes en el exudado. Los PMN 

tienen la función de fagocitar y degradar patógenos [11].  

La llegada de los PMN empieza la etapa de resolución. Estas células llegan en número suficiente para 

eliminar los patógenos y posteriormente irán desapareciendo por apoptosis. En la etapa de resolución 

también hay secreción de citoquinas, como la interleucina 10 (IL-10) y otros factores, como por ejemplo 

el factor de crecimiento transformante beta (TGF-b) [14] y recientemente se ha descubierto que, en la 

transición de una etapa a otra se requiere de la síntesis de mediadores lipídicos especializados pro-

resolutivos (SPM) [15, 16]. Otras células que participan son los monocitos, los que se infiltran a la zona 



 
 

21 

de la lesión y al llegar se diferencian en macrófagos. Los macrófagos responden a los PAMPs y DAMPs 

y, por lo tanto, captan las células apoptóticas y con esto favorecen la disminución de los mediadores 

inflamatorios. Los macrófagos además de eliminar a los PMN, eliminan microbios y desechos celulares. 

El aclaramiento activo de las células apoptóticas es un evento clave para la resolución de la inflamación 

[15]. Un aclaramiento fallido puede llevar a necrosis celular y exacerbar la respuesta inflamatoria [11].  

 

 

Figura 1. Eventos temporales coordinados de la inflamación aguda autolimitada. La respuesta inflamatoria se puede dividir 
en 2 fases generales: iniciación y resolución. El cambio temporal en los mediadores de lípidos que son biosintetizados por 
leucocitos en el tejido es crítico para avanzar desde el inicio hasta la resolución, un proceso conocido como cambio de clase de 
mediadores lipídicos [11]. 

 
1.3  Citoquinas  

 

Las citoquinas son pqueñas glicoproteínas producidas predominantemente por los leucocitos y su 

función es regular una gran cantidad de funciones fisiológicas y patológicas incluyendo la inmunidad 

innata, la inmunidad adquirida y un sin número de respuestas inflamatorias [17].  

Las citoquinas constituyen una compleja red de interacciones que conecta distintos tipos celulares y  en  

la cual cada una actúa al inducir o suprimir su propia síntesis o la de otras citoquinas o sus receptores.  

A  la  vez,  las  citoquinas  favorecen  de  manera sinérgica  la  acción  de  otras  citoquinas  o  bien  

actúan como  verdaderos  antagonistas  de  sus  efectos  biológicos  y  se  caracterizan  por  su  efecto  

redundante,  hecho que  subraya  la  importancia  de  su  función  reguladora. Sus propiedades biológicas 

sugieren un papel clave en la hematopoyesis, la inmunidad, las enfermedades infecciosas, la 

tumorigénesis, la homeostasis, la reparación de tejidos y el desarrollo y crecimiento celular. 
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Generalmente actúan como moléculas de señalización al unirse a sus propios receptores de glucoproteína 

en las membranas celulares [18].  

Las citoquinas pueden clasificarse en grupos según sus funciones comunes. De esta forma tenemos 

citoquinas de las siguientes familias: interferones, factor de necrosis, interleucinas, factores de 

crecimiento, quimioquinas y moléculas de adhesión [18]. 

Dada la gran cantidad y diversidad de citoquinas que existen, se hará una breve referencia a aquellas 

cuyas funciones están ligadas de forma directa al proceso inflamatorio y que están incluidas en la 

presente investigación: 

 

• TNF-a: Es una glicoproteína de 185 aminoácidos, la cual es producida principalmente por 

macrófagos y también puede ser producida por células endoteliales tras daño tisular, células T, 

células asesinas naturales (NK) activadas y fibroblastos. Posee dos receptores TNF-R1 y TNF-

R2, ambos involucrados en procesos inflamatorios; TNF-R1 posee un dominio intracelular de 

muerte mientras que TNF-R2 no lo posee. La activación de dichos receptores por TNF-α induce 

dos vías de señalización intracelulares, una de ellas conduce a  apoptosis, mientras que la otra 

lleva a la transcripción génica, siendo el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa 

de las células B activadas (NF-κB) uno de los principales factores de transcripción activados, lo 

que induce la expresión de moléculas de adhesión, interleucina 1 beta (IL-1β), IL-6, la enzima 

ciclooxigenasa 2 (COX-2) y el mismo TNF-α [19-21]. 

 

• IL-1b: Es una citoquina pro-inflamatoria potente que es crucial para las respuestas de defensa 

del huésped a la infección y la lesión. Pesa 17 KDa y es producida y secretada por varios tipos 

de células, como los monocitos, macrófagos, células dendríticas y fibroblastos. Se produce como 

un precursor inactivo denominado pro-IL-1β de 31 KDa en respuesta a PAMPs o DAMPs [22]. 

Este precursor es clivado por la caspasa-1 para producir la forma madura y activa de la citoquina 

[23]. La unión de la IL-1β al receptor de interleucina I de tipo I (IL-1R1), desencadena una 

compleja secuencia de fosforilaciones y ubiquitinaciones río abajo, resultando en la activación 

de la señalización de NF-kB, y las vías de señalización de la quinasa c-Jun n-terminal (JNK) y 

p38 de la proteína kinasa activada por mitógenos (MAPK), las cuales, cooperativamente, 

inducen la expresión de otras citoquinas: interleucina 8 (IL-8), IL-6, MCP-1, e IL-1β [24, 25].  

 

• IL-6: es una citoquina pleiotrópica de 20 KDa, conocida por sus efectos proinflamatorios en 

células del sistema inmune como macrófagos o monocitos y por sus efectos duales pro y 

antiinflamatorios en la musculatura esquelética [26]. Esta citoquina se destaca por inducir la 
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producción de proteínas de fase aguda, y su participación es crucial en inflamación crónica al 

ejercer efectos en linfocitos T y B [27]. Esta citoquina se une al receptor IL-6R, lo que genera la 

activación de variadas cascadas de señalización como gp130/JAK/STAT y fosfatidilinositol 3-

kinasa (PI3K) [28]. La actividad de STAT conduce al aumento en la transcripción de variados 

genes, como los que codifican para las enzimas óxido nítrico sintasa (iNOS) y la COX-2 [29].  

 

• MCP-1: Es una citoquina de 13 KDa, que está implicada en la quimiotaxis y en la activación de 

los distintos tipos celulares que participan en la inflamación. Es clave en la regulación de la 

migración e infiltración de monocitos, proceso requerido para las respuestas inflamatorias. El 

receptor de MCP-1, CCR2, es un receptor acoplado a proteína G (GPCR), y su activación induce 

movilización de Ca+2 y la inhibición de la Adenilato Ciclasa, regulando así la quimiotaxis [30]. 

 

• IL-10: Es una citoquina de 37 KDa, inmunoreguladora y antiinflamatoria que protege al 

hospedero de la inmunopatología asociada a infecciones, alergia y reacciones autoinmunes. 

Puede ser expresada por células del sistema inmune como células dendríticas, macrófagos, 

neutrófilos y células NK, así como por otros tipos celulares como fibroblastos [31]. El receptor 

de IL-10 (IL-10R), es un complejo tetramérico consistente en dos subunidades idénticas para 

unión del ligando, IL-10R1, y dos subunidades señalizadoras idénticas, IL-10R2 [32]. La 

activación del receptor gatilla la actividad de las tirosina kinasa JAK1 y TYK2, lo que río abajo 

activa factores de transcripción como STAT3, STAT1 y STAT5 [32]. Otra vía de señalización 

modulada por IL-10 es la activación de NF-kB, la cual es inhibida por esta citoquina, 

disminuyendo la producción de citoquinas proinflamatorias como IL-1β, IL-6 y TNF-α [32]. 

 

• TGF-b: Es una proteína de 25 KDa que regula diferentes funciones celulares como proliferación, 

apoptosis, diferenciación, migración, síntesis de MEC y tiene un papel clave en el desarrollo del 

organismo. La activación del receptor del TGF-b propicia su fosforilación en residuos de 

serina/treonina y dispara la fosforilación de proteínas efectoras intracelulares (smad), que una 

vez activas, se translocan al núcleo para regular la transcripción de genes y llevar a cabo sus 

funciones biológicas [33]. 

 

1.4 Proteínas de adhesión 

 

En los tejidos animales la adhesión se realiza por medio de las denominadas proteínas de adhesión, las 

cuales se encuentran ancladas a la membrana plasmática. La adhesión sirve para anclar y situar a las 
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células para formar andamiajes tridimensionales, como una forma de comunicación celular y para que 

las células se puedan mover por el tejido o entre tejidos. Es decir, el grado de adhesión y a quién se 

adhieren las células es un tipo de información útil para la célula. Hay que tener en cuenta que las células 

no se desplazan nadando sino reptando. Por tanto, para moverse las células necesitan primero perder la 

adhesión que las mantiene fija y posteriormente exponer otras moléculas que permitan crear puntos de 

anclaje y arrastrar el citoplasma en la dirección del movimiento [34, 35] . 

Las proteínas de adhesión se disponen en la superficie celular, pudiendo difundir lateralmente por la 

membrana. Cuando se unen a una molécula extracelular, quedan ancladas. Individualmente, la fuerza 

con la que se adhieren no es muy grande pero al ser muchas moléculas generan una fuerte adhesión 

actuando a modo de velcro. Algunas de las moléculas de adhesión pueden interactuar lateralmente entre 

sí y con otras proteínas, para formar grupos que aumentan la fuerza de adhesión en puntos determinados 

de la superficie celular formando uniones focales y complejos de unión. Pueden variar el tipo y la 

cantidad de moléculas de adhesión que exponen en su membrana plasmática mediante el control de su 

síntesis y degradación, o secuestrándolas temporalmente en compartimentos internos mediante 

endocitosis y exocitosis. Otro mecanismo es mediante la activación o inactivación temporal de las 

moléculas que están en la membrana [34, 35] . 

Hay dos tipos de moléculas de adhesión, aquellas que unen la célula con la MEC y aquellas que 

establecen uniones directas entre dos células contiguas. Dentro de estos dos tipos, las moléculas de 

adhesión se subdividen en 4 tipos: cadherinas, inmunoglobulinas, selectinas y algunos tipos de integrinas 

[36]. 

Dentro de las inmunoglobulinas (IgSF) se encuentran ICAM-1 y VCAM-1, moléculas que tienen 

implicancia crítica en el reclutamiento e infiltración de células del sistema inmune al sitio de daño a nivel 

cardiovascular. 

 

• ICAM-1: Es una glucoproteína transmembrana de 532 aminoácidos, que tiene una masa 

molecular que oscila entre 75 y 115 KDa. También es llamada CD54. Es el contrarreceptor para 

integrinas β2, como LFA-1 y Mac-1 [37]. Se expresa en varias células tanto hematopoyéticas 

como no hematopoyéticas, incluidas las células endoteliales, leucocitos que no sean 

granulocitos, basófilos, células T, células B, fibroblastos y células cancerosas. ICAM-1 se une a 

dos integrinas que pertenecen a la subfamilia beta2 CD11a / CD18 (LFA-1) y CD11b / CD18 

(Mac-1) en la superficie de los leucocitos. Es una molécula clave en procesos inflamatorios e 

inmunomediados y funciona como una señal co-estimuladora que es importante para la 

migración transendotelial de los leucocitos y la activación de las células T. ICAM-1 puede ser 

inducida en condiciones inflamatorias por TNF-a en un proceso que involucra a IKK-beta. 
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ICAM-1 participa en la transducción de señales transmembrana en el proceso regulador de la 

proliferación celular a través de la ruta de la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK) y, 

finalmente, la ruta AP-1 [36]. 

 

• VCAM-1: También llamada CD106, es una glicoproteína de 90 KDa que se expresa 

predominantemente en células endoteliales donde es inducible por las citoquinas. Facilita la 

adhesión de los leucocitos al endotelio vascular a través de su interacción con su contrarreceptor 

de integrina (VLA-4), importante en la mediación de la adhesión selectiva de leucocitos 

mononucleares. También se expresa en la superficie de otras células, incluyendo macrófagos de 

tejidos, células dendríticas, fibroblastos de médula ósea, mioblastos, ovocitos, células de 

Kupffer, células de Sertoli y células cancerosas. La regulación de VCAM-1 en las células 

endoteliales por las citoquinas se produce como resultado de una mayor transcripción génica, 

por ejemplo en respuesta al TNF-α e IL-1. La región promotora del gen VCAM-1 contiene sitios 

funcionales para NF-kB en tándem [38]. 

 

1.5 Mediadores lípidicos especializados pro-resolutivos (SPM)  

 

Hoy en día, se reconoce que la resolución de la inflamación es un proceso dinámico, programado y 

autolimitado, cuya regulación se logra mediante varios mecanismos fisiológicos que actúan tanto a nivel 

sistémico como local, proporcionando control sobre las acciones reguladoras específicas de tejido 

necesarias para limitar la lesión inflamatoria y restaurar la homeostasis [39]. Esto mediante mecanismos 

de acción basados en agonistas endógenos antiinflamatorios y/o pro-resolutivos, denominados SPM [39]. 

Los SPM son moléculas de señalización que fueron identificados en exudados inflamatorios e incluyen 

cuatro diferentes familias: lipoxinas (LX), resolvinas (Rv), protectinas (PD) y maresinas (MaR). Estas 

moléculas se generan de forma rápida de manera transcelular, actúan y se inactivan localmente, e inhiben 

las acciones del factor de transcripción NF-kB, el cual regula la expresión de genes de moléculas 

proinflamatorias, y contrarregulan la infiltración de leucocitos PMN [39].  

El descubrimiento de los SPM ofrece nuevas posibilidades para tratar los desórdenes inflamatorios, ya 

que hasta ahora los esfuerzos se han orientado hacia eliminar o contrarrestar a los causantes de la 

inflamación y poco se ha estudiado sobre los efectos de favorecer o potenciar la resolución del proceso 

inflamatorio. Todos los SPM identificados hasta la fecha parecen estar involucrados en la resolución de 

la inflamación aguda, actuando como potentes agonistas que pueden controlar la duración y la magnitud 

de la inflamación [2]. Particularmente, las Rv han mostrado ser una novedosa herramienta farmacológica 

pues han mostrado resultados favorables en diferentes modelos de inflamación [15].  
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1.6 Resolvinas 

 

1.6.1 Generalidades 

 

Las Rv son moléculas pequeñas, estereoespecíficas, que fueron identificadas por análisis basados en 

sistemas lipidómicos de exudados murinos generados tras inflamación aguda. Se producen a través de 

una interacción célula-célula entre células endoteliales/leucocitos y células endoteliales/neutrófilos 

durante la inflamación aguda y se han categorizado en series D y E, debido a que derivan de los ácidos 

docosahexaenoico (DHA) y el eicosapentaenoico (EPA) respectivamente [15, 40] (Ver Figura 2). DHA 

y EPA a su vez son derivados del ácido graso esencial w3 y son importantes componentes estructurales 

de los fosfolípidos, a los que se les atribuyen efectos antiinflamatorios y citoprotectores [41].  

El nombre Rv es debido a su rol en la fase de resolución de la inflamación, la cual favorecen sin causar 

inmunosupresión al actuar como potentes agonistas que pueden controlar la duración y magnitud de la 

inflamación. Existe una gran cantidad de evidencia que indica que las Rv poseen poderosas acciones 

antiinflamatorias e inmuno-reguladoras que incluyen el bloqueo de la producción de mediadores 

proinflamatorios y la regulación del tráfico de leucocitos. En este sentido, se ha observado in vivo que 

las Rv detienen la infiltración y transmigración de PMN, además de reducir la expresión de citoquinas 

[41]. Investigaciones recientes, demuestran que las Rv no solo son más potentes que los tratamientos 

actuales con antiinflamatorios, sino que, además, su utilidad se extiende a diversos tejidos y/o patologías 

incluyendo: vascular, respiratorio, dérmico, renal, ocular, cáncer, fibrosis y cicatrización [42]. Sin 

embargo, poco se ha estudiado sobre sus efectos a nivel del tejido cardiaco. 

  



 
 

27 

 

                

Figura 2. Biosíntesis y estructuras de los SPM. Se ilustran las vías biosintéticas que conducen a (A) lipoxinas, (B) resolvinas de la serie E, (C) SPM derivadas del DPA, (D) resolvinas, 
protectinas y maresinas de la serie D. Se muestran las estructuras y estereoquímicas de algunos miembros de cada familia de SPM. AA, ácido araquidónico; EPA, ácido eicosapentaenoico; 
DPA, ácido docosapentaenoico; DHA, ácido docosahexaenoico; LO, lipoxigenasa; COX-2, ciclooxigenasa 2. MCTR, conjugado de maresina en la regeneración de tejidos; RCTR, 
conjugado de resolvina en la regeneración de tejidos; PCTR, conjugado de 27roteína en la regeneración de tejidos [15]. 
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1.6.2 Resolvina D1 

 

1.6.2.1 Características Generales 

 

La RvD1 es un derivado del ácido docosahexaenoico (DHA) y es considerada un producto de biosíntesis 

trans-celular entre leucocitos y células endoteliales. Su presencia se ha detectado in vivo en exudados 

resolutivos. La síntesis de la RvD1 implica la acción de las enzimas 15-lipooxigenasa (15-LOX) y 5-

lipoxigenasa (5-LOX) [43]. Otra vía para la biosíntesis de RvD1 es activada por aspirina que acetila a la 

enzima COX-2 que convierte DHA a 17R-HDHA. Luego, esta molécula es convertida por la 5-LOX 

para dar como producto AT-RvD1 (RvD1 derivada de la inhibición de la COX-2 por aspirina). En cuanto 

a su degradación, la rápida conversión de RvD1 por la enzima eicosanoide oxidoreductasa a 8-oxo y 17-

oxo-RvD1 disminuye en gran medida su bioactividad [44]. 

La RvD1 se une a dos GPCR: GPR32 (presente solo en humanos) y ALX/FPR2 (presente en humanos y 

roedores como rata y ratón) [45]. En neutrófilos humanos y células hl-60 humanas, los receptores 

ALX/FPR2 están asociados a la proteína G de tipo Gi/o y tienen como efector la inhibición de las enzimas 

Adenilato ciclasa, Fosfolipasas C, A2 y D [46] [47]. Como mecanismo de transducción secundario en 

neutrófilos se han asociado a la activación de proteína Gq/G11 llevando de igual forma a la estimulación 

de Fosfolipasa C, A2 y D [48]. Esto lleva a inhibir la fosforilación de ERK1/2 y a inhibir al factor NF-

kB [49].  

Los receptores para RvD1 pueden selectivamente mediar las acciones de esta resolvina bajo diferentes 

condiciones. Las acciones pro-resolutivas se atribuyen principalmente a la activación de los receptores 

ALX/FPR2. En humanos este receptor está altamente expresado en células inmunes, fibroblastos 

sinoviales, células mesangiales, células endoteliales y células epiteliales [42].  

 

1.6.2.2 Evidencia de los efectos de RvD1 en la respuesta inflamatoria 

 

Sobre los efectos de RvD1 sobre la respuesta inflamatoria existe gran cantidad de evidencia publicada 

tanto en modelos experimentales en animales como en modelos humanos. Algunos de los efectos que se 

han encontrado y que se atribuyen a la acción de RvD1 son los siguientes: detener el reclutamiento de 

neutrófilos, regular la producción de citoquinas, promover la remoción linfocítica de fagocitos, regular 

la migración de células T, inhibir la inducción de NF-kB y COX-2, ejercer efecto protector en isquemia 

reperfusión, fibrosis y neovascularización [39]. 
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Dentro de los posibles ejemplos de lo anterior, en ensayos in vivo se ha encontrado que RvD1 limitó la 

infiltración de PMN de una manera dependiente de la dosis en un modelo de peritonitis en ratones [50]. 

La administración de RvD1 antes o después de isquemia-reperfusión inducida resultó en una reducción 

de la lesión renal funcional y morfológica. Además, RvD1 redujo los niveles séricos de interferón gamma 

(IFN-γ), TNF-α e IL-6 en ratones con isquemia reperfusión inducida y daño agudo al riñón [51]. 

A nivel renal, RvD1 inhibió la proliferación de fibroblastos en ensayos in vivo e in vitro realizados en 

ratones [52].  

En ensayos in vitro se encontró que: RvD1 en tejido pulmonar humano inhibe la fosforilación de TAK1 

una proteína efectora que regula tanto las vías MAP-quinasa como NF-kB, inhibiendo así la fosforilación 

de ERK1/2 y la translocación de p65- NF-kB, lo que lleva a una disminución de la expresión de las 

citoquinas IL-6 e IL-8 [53]. Por otro lado, en fibroblastos pulmonares humanos y cepas de células 

epiteliales tratadas con IL-1β o poli (I: C), la RvD1 bloquea la fosforilación de ERK1/2 y también la 

translocación de NF-kB p65 [53], también en este mismo tipo celular RvD1 inhibió el peak de expresión 

de la COX-2, disminuyendo los niveles de prostaglandina E2 (PGE2) estimulados por LPS. Los autores 

señalan que dicho efecto está mediado parcialmente por las vías de señalización PI3K/Akt y ERK2  [54]. 

Además, RvD1 demostró ser un potente regulador de PMN humanos y murinos y detuvo la migración 

transendotelial de neutrófilos [55]. Además, se ha evidenciado el efecto de la RvD1 en fibroblastos 

gingivales humanos en cultivo, en el contexto de periodontitis. Los resultados mostraron que el 

tratamiento de los fibroblastos gingivales con RvD1 disminuye significativamente los niveles de IL-6 y 

MCP-1 [56]. En FCs de ratón se encontró que RvD1 disminuye la expresión de la enzima COX-2 y 

aumenta los niveles de la enzima 5-LOX que es la encargada de mediar en la síntesis de las resolvinas 

[57].  

Con relación a la temática de la presente investigación, cabe mencionar que, acerca de las acciones de 

RvD1 sobre la expresión de proteínas de adhesión y sobre la expresión/secreción de citoquinas en FCs 

no hay información publicada hasta el momento. Interesantemente, a pesar de que RvD1 ha demostrado 

efectos antiinflamatorios en diferentes modelos de inflamación [15], hasta la fecha, comparativamente 

se ha publicado poco sobre los efectos de la RvD1 a nivel de inflamación cardíaca y como ya mencionó, 

menos aún específicamente en FCs. Los fibroblastos poseen identidad posicional, es decir, su morfología 

y función se relaciona con el órgano del cual provienen y la ubicación en la que se encuentran en ese 

órgano en particular, debido a requerimientos biofísicos diversos que hace que sean diferentes en 

términos de proliferación, síntesis de colágeno, expresión de metaloproteinasas (enzimas que pueden 

descomponer colágeno), contractilidad y función inmunomoduladora [58, 59]. Por lo tanto, lo que ocurre 

en otros fibroblastos no necesariamente ocurrirá en los FC y esto hace necesario responder a la pregunta 
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de si a nivel cardíaco y particularmente en células como los FCs se expresan los receptores para las Rv 

y si éstas podrían ejercer algún efecto para favorecer la resolución de la inflamación. 

 

1.7 Fibroblastos cardiacos 

 

Los FCs son células estromales, que constituyen el tejido de sostén del corazón desde su desarrollo 

embrionario, y aunque no son las células más numerosas, su rol es clave en la mantención de la 

homeostasis no sólo de la estructura tisular, sino que también en la homeostasis de la respuesta 

inflamatoria. Morfológicamente, se caracterizan por su forma de huso plana. Los FCs son reconocidos 

por su rol estructural en la síntesis de MEC la cual está compuesta principalmente por diferentes tipos 

de colágeno, formando una red tridimensional que cubre agrupaciones de miocitos proporcionando 

soporte al estrés mecánico [60].  Se cree que la comunicación intercelular entre FCs y cardiomiocitos 

contribuyen en el mantenimiento del funcionamiento eléctrico y mecánico del corazón [5].   

Los FCs poseen diferentes clases de receptores, los que dan cuenta de la respuesta de estas células frente 

a los estímulos proinflamatorios. Entre los más importantes en la regulación de sus funciones celulares 

están: a) los receptores de cininas B1 y B2, su estimulación mediante los respectivos agonistas activan 

vías de señalización comunes que disminuyen la síntesis y secreción de colágeno a través de óxido nítrico 

y secreción de prostaciclina I2; b) el receptor β2 adrenérgico (β2-AR) cuya estimulación activa a la 

proteína kinasa A (PKA) y proteínas de intercambio activadas directamente por cAMP (EPAC), 

promoviendo efectos diferenciales asociados a disminución de la secreción de colágeno, proliferación y 

autofagia; c) los receptores de angiotensina II (AT1R y AT2R); y su activación aumenta la síntesis de 

colágeno y estimula la proliferación celular; mientras que su sobreexpresión activa apoptosis; d) 

receptores asociados a células inmunes como Toll like receptor 4 (TLR4), NLRP3 y el receptor de 

interferón, cuya activación le permite a los FCs participar en la respuesta inflamatoria de la reparación 

cardiaca a través de la modulación de las funciones celulares descritas y la liberación de citoquinas [5]. 

En condiciones de daño cardíaco, los FCs desempeñan un rol relevante en el proceso de cicatrización y 

remodelamiento del tejido cardíaco, y han sido denominados células centinelas de la inflamación por su 

capacidad de responder de forma eficiente a los PAMPS,  y a los DAMPS [5, 61]; a través de la secreción 

de citoquinas (IL-6, IL-10, TNF-a, IL-1b, MCP-1, IL-8), factores de crecimiento (TGF-β1), 

metaloproteasas y moléculas de adhesión celular (ICAM-1, VCAM-1). Así, de esta forma, pueden 

interactuar y modificar la función no sólo de las células cardíacas residentes como los cardiomiocitos, 

células del músculo liso vascular y células endoteliales, sino que también, la de las células circundantes 

como las células inmunes (linfocitos, monocitos, macrófagos) [5, 62, 63] y de esta forma modular la 
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proliferación celular, muerte celular, autofagia, adhesión, migración, expresión de citoquinas, 

quimioquinas, factores de crecimiento y diferenciación a miofibroblastos cardiacos (MFCs) [5]. 

En FCs, la liberación de MCP-1, proteína inflamatoria de macrófagos (MIP) -1 y RANTES, permite el 

reclutamiento de leucocitos [64]. También se ha demostrado que los FCs al expresar ICAM-1 y VCAM-

1 permiten la adhesión de leucocitos a los mismos FCs [65]. Los neutrófilos y los linfocitos B también 

se adhieren a los FCs [66]. Estos descubrimientos respaldan la idea de los FCs actúan como reclutadores 

no especializados de células inmunes, una función que anteriormente se pensaba que era exclusiva de las 

células endoteliales. Una vez reclutados, los leucocitos infiltrados están en contacto directo con las 

células cardíacas en el sitio de la lesión. Es ampliamente conocido que los leucocitos pueden modular el 

comportamiento fenotípico de los FCs a través de la liberación de diferentes citoquinas inflamatorias / 

antiinflamatorias, como el TGF-b1 de los neutrófilos o el TNF-a de los monocitos [67]. Así, se sabe 

entonces que los FCs, participan activamente en el proceso de adhesión y migración de células de la 

inmunidad a los mismos FCs, procesos que en conjunto se conocen como reclutamiento celular [65].  

La respuesta inflamatoria de los FCs se ha empezado a conocer y caracterizar por su respuesta frente a 

estímulos proinflamatorios como el LPS y Ang II entre otros, por lo que a continuación se hará referencia 

a esta respuesta.  

 
1.8 Estímulos proinflamatorios y su efecto en FCs 

 

1.8.1 LPS 

 

El LPS, es uno de los componentes principales de la membrana de las bacterias Gram-negativas, consta 

de tres secciones: Lípido A, un núcleo de oligosacáridos y una cadena O-lateral, siendo el Lípido A, el 

principal PAMP del LPS [68, 69]. 

El LPS es un ligando capaz de activar específicamente el receptor tipo Toll 4 (TLR4), lo que conduce a 

la producción de citoquinas /quimioquinas pleiotrópicas que a su vez regulan las respuestas inmunitarias 

inflamatorias innata y adaptativa [70]. El TLR4 es uno de los receptores más estudiados, y la evidencia 

encontrada describe su activación como un elemento clave en la iniciación y resolución de respuestas 

inflamatorias. Con relación a la inflamación cardíaca, el TLR4 puede ser activado por ligandos 

endógenos liberados tras una lesión cardíaca por proteínas de shock térmico (HSP), hialuronato, 

fibronectina y heparán sulfato, los cuales promueven una potente respuesta proinflamatoria mediante la 

activación de vías de señalización intracelular, las cuales conducen a la secreción de citoquinas y 

expresión de moléculas de adhesión celular [5]. 

El TLR4 es expresado en los FCs y su estimulación conduce a la activación de 2 vías señalizadoras: i) la 

vía independiente de MYD88, la cual activa IRF3 y guía a la producción del Interferón de tipo I (IFN 
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R); ii) la vía dependiente de MYD88, que a su vez activa ERK1/2, PI3K/Akt, y al factor de transcripción 

NF-kB induciendo la expresión de citoquinas proinflamatorias [5, 71, 72] como pro-IL-1β [23], TNF-α, 

IL-6 y MCP-1, IL-10 [65], y moléculas de adhesión celular como ICAM-1 y VCAM-1 [73]. 

Considerando lo anteriormente dicho, resulta evidente el rol del TLR4 en la inflamación, fibrosis y 

remodelado cardíaco. 

 

1.8.2 Angiotensina II 

 

La angiotensina II (Ang II), es un péptido bioactivo considerado el producto principal del sistema 

Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS) [74]. El RAAS es un sistema hormonal que regula la presión 

sanguínea, el volumen extracelular corporal y el balance de sodio y potasio [75].  

La elevación crónica de Ang II estimula varios mecanismos fisiopatológicos incluyendo la generación 

de estrés oxidativo, estimulación del sistema nervioso, alteraciones en la hemodinámica renal y 

activación del sistema inmune. En particular, se ha demostrado que un sistema inmunitario activado 

contribuye al desarrollo de hipertensión, la cual es considerada un importante factor de riesgo de 

mortalidad y morbilidad cardiovascular [76]. Así, la Ang II es uno de los principales factores implicados 

en el daño tisular causantes de la hipertensión. Este péptido regula el proceso inflamatorio, actuando 

como agente pro-inflamatorio, y promueve efectos pro-fibróticos [77]. Además, activa las células 

circulantes y participa en su adhesión al endotelio activado y la posterior transmigración a través del 

aumento en la síntesis de moléculas de adhesión y citoquinas. Además, Ang II promueve la infiltración 

de células inmunes hacia el miocardio y causa desbalance de la secreción de citoquinas pro-inflamatorias 

versus anti-inflamatorias y activación de cascadas transduccionales pro-inflamatorias [78]. También, 

Ang II conduce a la producción excesiva de especies reactivas de oxígeno y a la hipertrofia, proliferación, 

migración, senescencia, apoptosis de las células vasculares y deposición de la MEC [79]. 

Para realizar sus efectos fisiológicos, Ang II se une a dos tipos de receptores transmembrana acoplados 

a proteína G, denominados AT1R y AT2R. Estos receptores poseen un 30% de homología en su 

secuencia y funcionalmente son distintos [80]. La mayoría de los efectos de la Ang II, como la 

vasoconstricción, proliferación celular, deposición de la MEC y migración son mediados por la 

activación del receptor AT1.  

La unión específica de Ang II al AT1R activa varias vías de señalización intracelular, donde la vía de la 

proteína Gq/11 activa a la fosfolipasa C (PLC) [81] , y por cascada de señalización a la proteína kinasa C 

(PKC), además de aumentar el Ca+2 intracelular citosólico [5]. El AT1R promueve la activación de la vía 

de señalización MAPK, que induce la proliferación de FCs y la expresión de factores profibróticos. 

También, Ang II a través de AT1R incrementa la síntesis y secreción de TGF-β1, lo que se ha asociado 
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a fibrosis cardiaca y efectos antiinflamatorios. Esto último, a pesar de que el AT1R promueve la 

inflamación en tejido cardiaco a través de síntesis y secreción de TNF-α [5, 82]. Entre las señales 

intracelulares involucradas en la inflamación inducida por Ang II tras la activación del receptor AT1R 

están la producción de especies reactivas de oxígeno y la activación del factor NF-kB como las más 

conocidas [83]. 

Para inhibir los efectos provocados por la activación del receptor AT1, se utilizan los antagonistas del 

receptor de Ang II (ARA II), entre los cuales se encuentra Losartán. Este fármaco posee 10.000 veces 

más selectividad por el AT1R que por el AT2R, y se caracteriza por ser el ARA II con más antigüedad 

en el mercado para el tratamiento de la hipertensión [84].  

Por otra parte, la unión de Ang II a los AT2R ejerce, generalmente, acciones opuestas a las de AT1R a 

través de la producción de óxido nítrico y la activación de fosfatasas que inhiben las funciones de la vía 

MAPK y provoca fundamentalmente vasodilatación, apoptosis y actividad antiproliferativa [85]. 

Además, se ha reportado que su activación resulta beneficioso en ratas hipertensas, disminuyendo la 

fibrosis y disfunción cardiaca [5, 82]. Para antagonizar al AT2R se utiliza, entre otros, el fármaco 

PD123319, el cual es además considerado un agente vasoconstrictor [86].  

Con relación a la presencia de los receptores de Ang II en FCs, se sabe que tanto el AT1R como el AT2R 

están presentes en el tejido cardíaco y eso incluye específicamente a MFCs y FCs [5, 87]. La hipertensión 

o infarto cardiaco promueve la expresión de AT1R en FCs asociado a fibrosis. La activación del AT1R 

induce proliferación celular e incrementa la síntesis de proteínas de la MEC.  

Además, los núcleos de los FCs poseen sitios de unión AT1R y AT2R que están acoplados a la 

movilización de Ca+2 intranuclear, lo cual produce incremento en la transcripción, y la liberación de 

óxido nítrico, respectivamente [88]. 

 

1.8.2.1 Angiotensina II y Ca+2 

 

La Ang II vía receptor AT1R estimula la liberación de Ca+2, llevando a un aumento de este ión a nivel 

intracelular. Esto hasta ahora se ha explicado por la activación de diferentes mecanismos: i) A través de 

la participación de las proteínas ORAI 1 y STIM1. Tras la activación de la fosfolipasa C, se forma IP3 

que lleva a la liberación de Ca+2 del retículo endoplásmico. La disminución de la concentración de este 

ión en el retículo endoplásmico es detectada por la proteína STIM1. STIM1 entonces se reubica cerca de 

la membrana plasmática y activa a ORAI 1 a través de la interacción proteína-proteína y favorece la 

entrada de Ca+2 a la célula. ii) Inducción de los canales de Ca+2 denominados TPRC y LTCC, que al 

activarse incrementan la entrada del ión calcio a la célula. iii) Inducción de la proteína transmembrana  
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ANO1 y de los canales de Ca+2 voltaje dependientes VDCC, los cuales se activan con el aumento de Ca+2 

y llevan a un aumento aún mayor de la entrada de este ión [81]. 

 

En resumen, a partir de los antecedentes presentados, las enfermedades cardiovasculares representan una 

de las principales causas de muerte y discapacidad a nivel mundial. Un factor fisiopatológico común en 

muchas de estas enfermedades es la inflamación aguda, la cual si no se resuelve adecuadamente se 

transforma en inflamación crónica llevando a desarrollar fibrosis en el tejido cardiaco. En la respuesta 

inflamatoria cardíaca participan de forma activa los FCs, secretando citoquinas, expresando proteínas de 

adhesión y aumentando así la interacción con las células de la inmunidad. En la regulación de la respuesta 

inflamatoria aguda participan diferentes mediadores, y recientemente se ha reconocido la participación 

de los SPM, entre los cuales están las resolvinas, las que hasta ahora mostrado favorecer la resolución 

en diferentes modelos de inflamación tanto in vivo como in vitro,  y poco se ha estudiado sobre su posible 

efecto en la resolución de la inflamación a nivel cardiaco, menos aún se conoce su efecto sobre la 

respuesta inflamatoria de los FCs. Siendo que la participación de los FCs se ha empezado a caracterizar 

por su respuesta frente a estímulos como el LPS y Ang II, estos estímulos se han elegido para en la 

presente investigación. 

Hasta la fecha no hay publicaciones que evidencien el efecto de las Rv sobre la respuesta inflamatoria 

en FCs. Particularmente no hay información sobre los efectos de la RvD1 sobre estas células en cuanto 

a los efectos sobre la expresión de proteínas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1, la secreción/expresión de 

IL-6, MCP-1, TNF-a y la adhesión de monocitos a los FCs. 

Dado lo anterior, este investigación busca determinar los efectos sobre la respuesta anti-inflamatoria de 

la RvD1 en cuanto a la expresión de proteínas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1, la expresión/secreción 

de citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a y la adhesión de monocitos a los FCs, inducidas ya sea por Ang II o 

LPS.  
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2. HIPÓTESIS 
 

RvD1, vía receptor ALX/FPR2, disminuye la expresión de ICAM-1, VCAM-1, de las citoquinas IL-6, 

MCP-1,TNF-a y la adhesión de monocitos, en los procesos pro-inflamatorios gatillados por Ang II y/o 

LPS en FCs de rata. 

 

 

3. OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar los efectos in vitro de RvD1 vía ALX/FPR2 sobre la expresión de las moleculas de adhesion 

ICAM-1 y VCAM-1, de  las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a, y la adhesión de monocitos, en FCs de 

rata tratados con LPS y/o Ang II. 

 
4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS   

 

1. Evaluar en FCs de rata los efectos de RvD1 sobre los segundos mensajeros cAMP y Ca+2 

asociados a la activación de los receptores ALX/FPR2.  

 

2. Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresión de proteínas de adhesión ICAM-1, VCAM-1, 

la expresión/secreción de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a y la adhesión de monocitos 

inducidos por Ang II en FCs de rata. 

 

3. Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresión de proteínas de adhesión ICAM-1, VCAM-1 

y la expresión/secreción de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a y la adhesión de monocitos 

inducidos por LPS en FCs de rata. 
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5.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1 Materiales 

 

El DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium); No 12500062), el suero bovino fetal (FBS; N° 

04-001-1ª), la tripsina (EDTA; 0.5%), EDTA 0.2% (Solución 10X (No 03-051-5B), la solución de 

penicilina-estreptomicina-anfotericina B (N° 03- 033-1B) y la solución de azul de trypán (0,5%) (N° 03-

102-1B) se obtuvieron de Biological Industries (Cromwell, CT, EE. UU.) La colagenasa, tipo II, polvo 

(N° 17101015), el inhibidor de fosfatasa y la sonda FLUO4-AM (F14201) se obtuvo de Thermo Fisher 

Scientific (Waltham, MA, EEUU.). Todas las sales inorgánicas, metanol (N° 106035) y el inhibidor de 

proteasa se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). El estándar de peso molecular de proteínas 

(10–245 kDa; N° Ab116028) y el anticuerpo primario para ICAM-1 se adquirió de Abcam (Cambridge, 

MA). Los anticuerpos primarios para ALX/FPR2, b-tubulina y el buffer Tris Acetate-EDTA (TAE) 50x 

se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EE. UU.), los anticuerpos primarios para 

VCAM-1 y GAPDH y los anticuerpos secundarios para IgG anti-conejo (N° 7074) e IgG anti-ratón (N° 

7076) conjugados con peroxidasa de rábano (HRP) se adquirieron de Cell Signaling Technology 

(Danvers, MA, EE. UU.). Todo el material plástico se obtuvo de Corning Incorporated (Corning, NY, 

EE. UU.). Reactivos para quimioluminiscencia (ECL) fueron comprados en PerkinElmer Life Sciences 

(Boston, MA). Angiotensina II humana, Isoproterenol clorhidrato (ISO) (I-5627), Bradford Reagent, 

Losartán potásico, agua calidad PCR y Ficoll Histopaque-1083 fueron adquiridos de Sigma-Aldrich 

(Missouri, USA). LPS-EB Ultrapure (E. Coli O111:B4), fue comprado en InvivoGen (San Diego, CA). 

Se adquirió membrana de nitrocelulosa de 0,45 mm tamaño de poro en Bio-Rad (CA, EE. UU.). El kit 

multiplex (RECYTMAG-65 K / MILLIPLEX MAP Rat Cytokine / Chemokine Magnetic Bead Panel) 

se adquirió de Merck-Millipore (Temecula, CA). RvD1 (CAS 872993-05-0) y  el kit ELISA para 

cuantificar cAMP fue adquirido a Cayman Chemical Company (MI, USA).  

De Omega-Biotek (Norcross, GA, USA) se obtuvo Total RNA Kit I, E.Z.N.A. De Applied Biological 

Materials (Richmond, BC, Canadá) se obtuvo 5X All-in-one RT Master Mix. De Eurogentec (Seraing, 

Bélgica) se obtuvo Takyon Rox SYBR Master Mix dTTP blue y los partidores de los genes en estudio. 

De New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) se obtuvo DNAse I. De Fermelo Biotec (Santiago, Chile) 

fue adquirida agarosa Lafken grado analítico. De  Biotium  Inc  (Hayward,  CA,  USA) se obtuvo: 

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10.000 x en DMSO. USA).  
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5.2 Animales 

 

Se obtuvieron ratas macho adultas Sprague-Dawley (SD) de 250-350g (de 6-8 semanas de edad) de las 

instalaciones del bioterio de animales de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la 

Universidad de Chile, Santiago, Chile. Todos los estudios siguieron la Guía para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio [89] y los Principios Rectores Internacionales para la Investigación Biomédica 

de Animales, según lo publicado por el Consejo para las Organizaciones Internacionales de Ciencias 

Médicas [90]. Los protocolos experimentales (CBE2017-08 CYQ-UCH y CBE2017-13 CYQ-UCH) 

fueron aprobados por el Comité de Bioética para la Investigación Animal de la Facultad de Ciencias 

Químicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile (Ver Anexo 1). 

 

5.3 Aislamiento de fibroblastos cardiacos 

 

Se realizaron los protocolos de aislamiento y cultivo de FCs de rata adulta, implementados y 

estandarizados previamente en el laboratorio [23].  

De manera breve, ratas macho adultas Sprague-Dawley fueron anestesiadas con una inyección 

intraperitoneal de ketamina/xilaxina (66/10 mg/Kg peso), se esperó el tiempo suficiente hasta alcanzar 

sedación profunda, y luego se extrajeron sus corazones bajo condiciones de asepsia. Los corazones (por 

separado) se cortaron en pequeños trozos (1-2 mm) para posteriormente pasar el tejido a digestión en 

solución de colagenasa II por 1 hora y 15 minutos bajo condiciones de incubación a 37°C y agitación a 

125 rpm.  

El producto de la digestión fue centrifugado a 500 rpm por 2 min, tras lo cual el sobrenadante se separó 

y se centrifugó a 1000 rpm por 10 min. El pellet resultante se resuspendió en 4 mL de medio DMEM-

F12 + 10% FBS/ antibióticos (estreptomicina 100 µg/mL y penicilina 100 unidades/mL). Este volumen 

de 4 mL se repartió en 2 placas de cultivo que se incubaron durante 24 h (37°C, 5% CO2, 95% O2). Luego 

de este tiempo, las células adheridas a la placa (FCs) se lavaron 2 veces con 5 mL de PBS para eliminar 

debris y células no adheridas (cardiomiocitos).  

Los fibroblastos adheridos a las placas de cultivo, se dejaron proliferar hasta confluencia (5 días) en 

medio de cultivo DMEM-F12 + 10% FBS. Una vez alcanzada la confluencia se realizó el pasaje 

mediante tripsinización (1 pasaje como máximo) y las células fueron sembradas en DMEM-F12 + 10% 

FBS. La cantidad de FCs sembrados dependió de la densidad de células que se requirió en cada 

experimento.  
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Pasadas 24 horas de haberse realizado el pasaje de las células, los FCs fueron privados de suero por 18-

24 h y cultivados con medio de mantención DMEM-F12, antes de ser utilizados en las distintas 

condiciones experimentales.  

La pureza de la población de FCs fue confirmada mediante el uso de diversos marcadores celulares. Los 

FC mostraron marcaje positivo para vimentina (Santa Cruz Biotechnology, California, EEUU) y 

negativos contra actina sarcomérica y desmina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU). 

 
5.4 Western Blot 

 

FCs se sembraron en placas de 60 mm a una densidad de 3,5 x105 células/placa y permanecieron en 

incubación por 24 h. Pasado este tiempo se les privó de suero, quedando en medio DMEMF12 por 24 

horas. Transcurrido este tiempo se les cambió el medio y se les colocó medio DMEMF12 fresco 1 hora 

antes de los estímulo estudiados: LPS, Ang II, TGF-b, RvD1, losartán, PD1233319, Losartán + Ag II (1 

hora después), PD123319 + Ang II (1 hora después), RvD1+ Ang II (1 hora después), Ang II + RvD1 (1 

hora después). Los estímulos fueron por 24 h para los ensayos para determinación de la proteína 

ALX/FPR2 y por 24 y 48 horas h para la determinación de los niveles de ICAM-1 y VCAM-1.  

Una vez finalizado el tiempo de estímulo, las células se lavaron con PBS frío y luego para obtener los 

extractos de proteínas totales, los FCs se lisaron con tampón de lisis RIPA (Tris-HCl 10 mM pH 7,2; 

EDTA 5mM; NaCl 150 mM; Tritón X-100 1%(v/v); SDS 0,1% (v/v); deoxicolato 1%; aprotinina 20 

mg/mL; leupeptina 1 mg/mL; PMSF 1 mM y Na3VO4 1 mM) junto con inhibidores de fosfatasa y 

proteasa. El lisado se sonicó por 5 min y luego se centrifugó a 10 000 rpm durante 15 min a 4°C. El 

extracto de proteínas (sobrenadante) se recuperó en un tubo Eppendorf nuevo, se determinó la 

concentración de proteínas por el método de Bradford y se combinó en una razón de 3: 1 con tampón de 

carga Laemli (glicerol 20%, β-mercaptoetanol 20%, SDS 5%, 125 mM Tris y 0,01% azul de bromofenol, 

pH 6,8), para ser almacenado (el extracto) a –20°C. 

La separación y resolución de las proteínas de acuerdo a su masa se realizó mediante electroforesis en 

geles de poliacrilamida preparados a partir de una solución 29:1 de acrilamida: bisacrilamida. Los geles 

concentradores (stacking) y separadores (running) se prepararon respectivamente al 5% y 12% para las 

determinaciones de los niveles de ALX/FPR2 y al 5% y 10% para las determinaciones de ICAM-1 y 

VCAM-1. Los geles se cargaron con 25 μg de extracto proteico de cada una de las condiciones 

experimentales. La electroforesis se realizó a voltaje constante de 70V por 30 minutos y luego se pasó a 

100V durante 60 minutos. Una vez realizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron desde el gel 

de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 µm de poro durante 90 min a una corriente 

constante de 350 mA. Una vez transferidas las proteínas a las membranas, estas se bloquearon durante 1 
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h a temperatura ambiente con solución de leche descremada en TBST al 5%(p/v) y posteriormente, se 

incubaron con los respectivos anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C. Las diluciones de los 

anticuerpos para FPR2, ICAM-1, VCAM-1 y GAPDH (control de carga) fueron 1:1000, 1:5000, 1:2000, 

1:1000 respectivamente.  

Posterior a la incubación, las membranas se lavaron 3 veces con TBST por 15 min y luego se incubaron 

durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-IgG respectivo (dilución 1:1000), 

en tampón de bloqueo TBST.  

Para detectar las proteínas, las membranas, previamente lavadas, se incubaron durante 3 min con el 

reactivo quimioluminiscente ECL y se visualizaron con el equipo digital LICOR® y el programa Image 

StudioDigits®.  Los valores de proteínas se cuantificaron y normalizaron de acuerdo con los niveles de 

GAPDH. 

 

5.5  Determinación de movimientos de Ca+2 intracelular 

 

FCs se sembraron sobre cubreobjetos de 25mm en placas de 35 mm a una densidad de 50 000 

células/placa y permanecieron en incubación por 24 h. Pasado este tiempo se les privó de suero, 

quedando en medio DMEMF12 por 24 horas. Transcurrido este tiempo se les cambió el medio y se les 

colocó medio DMEM/F12 fresco 1 hora antes del ensayo para determinar los niveles de calcio. Pasado 

este tiempo, se retiró el medio de cultivo y las células se lavaron 2 veces con 1mL de medio Krebs (NaCl 

145 mM, KCl 5mM, CaCl2 2,6 mM, MgCl2 1 mM, Hepes-Na 10 mM, glucosa 5,6 mM, pH 7.4). Luego, 

se cargaron con una sonda sensible a Ca+2, Fluo-4AM (4,4 μM), durante 30 minutos a 37ºC. Transcurrido 

este tiempo, las células se lavaron con solución Krebs para sacar el exceso de sonda y se conservaron en 

500 μL de esta solución y se estimularon con 25 μL de vehículo, Ang II, RvD1, RvD1 + Ang II (1 

minutos después), WRW4 + RvD1 (1 minuto después) + Ang II (1 minuto después) a las concentraciones 

correspondientes. A través de microscopia confocal 40x se observaron cambios en la fluorescencia de la 

sonda debido a movilización de Ca+2 intracelular a longitudes de onda de Excitación/Emisión de 494/506 

nm. Las imágenes fueron analizadas utilizando el programa Image J (Bethesda, MD).  

 

5.6 Determinación de niveles de cAMP intracelular 

FCs se sembraron 60 mm a una densidad de 200000 células/placa y permanecieron en incubación por 24 

h. Pasado este tiempo se les privó de suero, quedándo en medio DMEM/F12 por 24 h. Transcurrido este 

tiempo se les cambió el medio y se les colocó medio DMEM/F12 fresco 1 h antes del ensayo para 

determinar los niveles de cAMP intracelular. 
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Los niveles de cAMP se determinaron mediante el kit ELISA desarrollado por Cayman Chemical 

Company. Los FCs fueron estimulados con vehículo, ISO, RvD1, RvD1+ISO por 10 min. Todos los 

ensayos se llevaron a cabo por duplicado.  

Transcurrido el tiempo, se eliminó el medio de las células y se agregó 80 μL de HCl 0,1 N cuidando de 

cubrir toda la placa. Luego de 20 min a temperatura ambiente, se rasparon las placas para despegar las 

células, se llevaron las muestras a tubos plásticos y  se centrifugó (1000g) a 4° C. El sobrenadante se 

recuperó en un tubo plástico y se determinó la concentración de proteínas por el método de Bradford 

[91]. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso. Para usar el kit, se utilizó el procedimiento 

descrito por el fabricante para lisados celulares [92]. 

  
5.7 Determinación de los niveles de RNAm de proteínas de adhesión y citoquinas mediantes RTqPCR 

 
FCs se sembraron en placas de 60 mm a una densidad de 3,5 x105 células/placa y permanecieron en 

incubación por 24 h. Pasado este tiempo se les privó de suero, quedando en medio DMEM/F12 por 24 

h. Transcurrido este tiempo se les cambió el medio y se les colocó medio DMEM/F12 fresco 1 h antes 

de los estímulo estudiados: LPS, Ang II, losartán, PD1233319, losartán + Ag II (1 h después), PD123319 

+ Ang II (1 h después), RvD1, RvD1 + Ang II (1 h después), RvD1 + LPS (1 h después). Los estímulos 

fueron por 3 y 6 h. 

 

5.7.1 Extracción de RNA total 

 

Finalizado el tiempo de estimulación se extrajo el RNA total de FCs mediante el método de extracción 

por afinidad en columnas de sílica-gel. Para ello, se adquirió el kit comercial E.Z.N.A.® Total RNA Kit 

I, de la empresa Omega-Biotek y se siguieron las instrucciones del fabricante. Primero se desechó el 

medio de cultivo celular y  se agregaron  350 µL de buffer de lisis TRK a cada placa. Inmediatamente, 

se procedió a raspar y recolectar el producto de lisis en un Eppendorf  libre de RNAsa. Para lograr una 

óptima homogenización se succionó 10 veces con una jeringa desechable de 1mL (tuberculina). Luego 

se agregaron  350 µL de etanol al 70% y se vortexeó por 10 segundos. En seguida, se transfirió la mezcla 

a una mini columna RNA HiBind® que ya estaba insertada en un tubo colector de 2mL y se centrifugó 

durante 1 min a 10.000 rcf. El RNA unido a la membrana de sílica se lavó con 500µL de  RNA wash 

buffer I y se centrifugó a 10.000rcf por 1 min. Seguidamente, se realizaron dos lavados consecutivos 

utilizando 500µL de RNA wash buffer II con las mismas condiciones del primer lavado. Cuando el 

proceso de lavado culminó, se centrifugó la mini columna a velocidad máxima durante 2 min con el 

propósito de secarla completamente. Una vez seca, se trasfirió a un nuevo tubo colector libre de RNAsa 
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y se eluyó el RNA en dos pasos consecutivos utilizando 40 y 30 µL de H2O tratada con 

dietilpirocarbonato (DEPC). En cada elución se centrifugó a velocidad máxima por 1 min.  

 

5.7.2 Purificación del RNAm 

 

El proceso de digestión estuvo constituido por dos etapas. En la primera de ellas, 5µg de cada muestra 

de RNA, fueron incubadas a 37°C por 50 minutos con 2 µL DNAsa,  5µL Buffer 10x y suficiente agua 

calidad PCR a fin de completar un volumen de 50 µL. En la segunda etapa, se agregaron  2 µL de EDTA 

0,5M y se incubó a 75°C por 10 min con la finalidad de detener la acción de la enzima.  

Una vez terminado el proceso de digestión, se determinó la pureza del RNA total midiendo la absorbancia 

de cada muestra a distintas longitudes de onda (260/280 y 260/230) en un espectrofotómetro Nanodrop 

DeNovix DS-11. La razón 260/280 se utilizó para determinar una posible contaminación con proteínas 

y se consideró como aceptable un valor mayor a 1,7. El índice 260/230 se utilizó para determinar 

contaminación con sales y compuestos fenólicos, y para un RNA puro su valor óptimo debería ser menor 

a 1,5. Por lo tanto, las muestras fueron aceptadas cuando cumplían ambos criterios. 

 
5.7.3 Electroforesis de RNA en gel de agarosa 

 

Con la finalidad de verificar la integridad del RNA total en las muestras post digestión y descartar 

aquellas que presentaran degradación, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). En 

cada carril se cargaron 2,5 µL de muestra más 1 µL de buffer de carga para RNA. En seguida, se realizó 

la separación electroforética a 100V por 15 minutos, empleando como buffer de corrida TAE (Tris, 

acetato y EDTA). Una vez terminada la separación, los geles fueron sumergidos en una solución 

reveladora compuesta por 100 mL de TAE y 10 µL de  Gel Red 10.000x  a temperatura ambiente por 25 

minutos. Luego los geles fueron fotografiados sobre un transluminador UV Dyna Light utilizando una 

cámara Olympus modelo NOC-5060. Las muestras fueron  almacenadas  a -80°C a la espera de su 

siguiente procesamiento. 

 

5.7.4. Síntesis de cDNA 

 

Se realizó la reacción de transcripción reversa a cada una de las muestras para obtener cDNA utilizando 

el kit comercial 5X All-in-one RT Master Mix, de la empresa Applied Biological Materials. La reacción 

se llevó a cabo en presencia de 0,5µg del RNA total, 4µL de Master Mix, 1,6 µL 50mM de MgCl2 y 

suficiente agua calidad PCR  para un volumen final de 20µL. Una  vez  preparada cada reacción, se 
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colocaron en el termociclador G-Storm Modelo GS00482 y se incubaron a 25°C durante 10 min. Luego 

se realizó la reacción de transcripción reversa a 42°C por 15 min y finalmente, para detener la reacción, 

la enzima fue desnaturada incubando el producto de la reacción a 85°C durante 5 min. El cDNA obtenido 

se almacenó a -20°C hasta su uso en los ensayos de qPCR. 

 

5.7.5 Diseño de partidores específicos 

 

Para las reacciones de PCR en tiempo real, previamente se diseñaron partidores específicos para cada 

gen en estudio a partir de las secuencias de genes disponibles en GenBank (NCBI, NIH). La fabricación 

de cada par de partidores (tabla 1) fue solicitada a la empresa Eurogentec (Seraing, Bélgica). 

 
 

Tabla 1. Características y secuencias de los partidores para citoquinas y proteínas de adhesión  
 

   GEN  N° DE 

ACCESO       

(GenBank) 

ORIENTACIÓN SECUENCIA DE PARTIDORES  TAMAÑO  

DEL 

PRODUCTO 

β-tubulina NM_173102.2 Sentido     5’ -ACC-GTA-GCC-ATG-AGG-GAA-AT- 3` 180pb 
Antisentido     5’ -GCC-ACC-TGT-AGC-TTC-ATT-GT-  3` 

IL-1β NM_031512.2 Sentido     5` -TCC-CAT-TAG-ACA-GCT-GCA-CT- 3` 174pb 
Antisentido     5` -GCC-ACA-GGG-ATT-TTG-TCG-TT- 3` 

IL-6 NM_012589.2 Sentido     5` -AGC-CAG-AGT-CAT-TCA-GAG-CA- 3` 161pb 
Antisentido     5` -GTT-GGA-TGG-TCT-TGG-TCC-TT- 3` 

TNF-α NM_012675.3 Sentido     5` -AGC-TGT-CTT-CAG-GCC-AAC-AT- 3` 174pb 
Antisentido     5` -ACA-GCC-TGG-TCA-CCA-AAT-CA- 3` 

IL-10 NM_012854.2 Sentido     5` -AGC-AAA-GGC-CAT-TCC-ATC-CG- 3` 194pb 
Antisentido     5` -AAG-GCT-TGG-CAA-CCC-AAG-TA- 3` 

  MCP-1 NM_031530.1 Sentido     5` -ACC-ACT-ATG-CAG-GTC-TCT-GT- 3` 157pb 
Antisentido     5` -AGT-TCT-CCA-GCC-GAC-TCA-TT- 3` 

ICAM-1 NM_012967.1 Sentido     5` -ATC-GGG-ATG-GTG-AAG-TCT-GT- 3` 168pb 

Antisentido     5` -GAA-GCC-CGC-AAT-GAT-CAG-TA- 3`   
VCAM-1 NM_012889.1 Sentido     5` -TTG-AGC-AGG-TCA-GGT-TCA-CA- 3`   180pb 

Antisentido     5` -ACA-CCG-GGA-AAG-CTC-TTG-TT- 3`   

 

 

Una  vez  adquiridos,  los partidores  liofilizados fueron reconstituidos para obtener una concentración 

100µM y diluyeron para su uso a una concentración de 4µM. La concentración de partidores utilizada 

para los ensayos posteriores de qPCR fue 1µM, según las recomendaciones del fabricante. 

Cabe señalar que aunque IL-1b no estaba dentro de lo propuesto inicialmente en esta tesis, igualmente 

se incorporó a las citoquinas analizadas. 

 

5.7.6. Estandarización de partidores mediante curva de fusión 

 

A continuación, se procedió a realizar una curva de disociación (curva de fusión) para cada par de 
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partidores, con el objetivo de comprobar la amplificación específica del producto de interés y descartar 

la existencia de dímeros de partidores o uniones a sitios inespecíficos. Para ello, se hicieron ensayos 

qPCR a distintas temperaturas de alineamiento 55, 58, 60 y 65°C. El análisis del punto de fusión (del 

inglés melting point) deriva de la observación de la temperatura a la que la doble cadena de DNA se 

desnaturaliza, lo que es dependiente de su longitud y composición de nucleótidos, lo cual producirá un 

único peak si la amplificación genera solo un producto durante la qPCR [93]. 

 
5.7.7. Eficiencia de amplificación 

 

Para obtener comparaciones válidas entre diferentes muestras evaluadas en este ensayo, es importante 

determinar la eficiencia de amplificación. Esta eficiencia se estableció a partir de una curva estándar, 

utilizando diluciones seriadas de cDNA obtenido de una muestra control. Se realizaron diluciones 

seriadas de esta muestra por un factor de 10 en KCl al 0,001% (p/v) y se sometieron a qPCR en tiempo 

real, del cual se obtuvieron los valores de Ct que permiten calcular la eficiencia € de la reacción. Ct (del 

inglés threshold cicle) corresponde al número de ciclos en el cual la fluorescencia detectada es 

significativamente mayor al nivel umbral, es decir, supera la fluorescencia basal. Esquematizando los 

valores Ct por el logaritmo de cada dilución, se generará un gráfico cuya pendiente está relacionada con 

la eficiencia de la reacción. La pendiente de esta línea y la eficiencia de amplificación pueden 

relacionarse por la ecuación E = 10(-1/pendiente) donde E es la eficiencia de la reacción; y pendiente se 

refiere a la pendiente del gráfico de valores de Ct versus el logaritmo de la cantidad de templado inicial. 

Una pendiente entre -3,6 y -3,1 corresponde a una eficiencia entre 90% a 110% [93] [94]. 

 

5.7.8. PCR en tiempo real (qPCR) 

 

La reacción de PCR se realizó a un volumen final de 20µL, de los cuales 10µL correspondieron a Takyon 

Rox SYBR-Green Master Mix dTTP blue de la empresa Eurogentec, el cual está constituido por la 

enzima Takyon™ DNA polimerasa, SYBR-Green®, MgCl2  2,5mM y dNTPs. A la anterior mezcla se le 

agregó 1µL de cada partidor (sentido y antisentido), 5,5µL de agua calidad PCR y 2,5µL de cDNA 

diluido (1:20). El procesamiento de las muestras se realizó en un termociclador modelo MxPro-Mx 

3000P (Stratagene, USA). Cada condición experimental se analizó en triplicado tanto para el gen de 

expresión constitutiva β-Tubulina como para el gen de interés.  Con el objeto de descartar una posible 

contaminación externa en la mezcla de reacción que pudiese aumentar inespecíficamente la fluorescencia 

registrada por el equipo, se utilizó un control negativo sin templado (NTC: No Template Control) y para 

descartar contaminación del mRNA con DNA genómico se utilizó un control con RNA como templado 
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(No RT: No Reverse Transcription Control). 
Para el proceso de amplificación se empleó un protocolo de temperaturas recomendado por el fabricante, 

con 3 min de denaturación inicial a 95°C para activar la enzima, luego 40 ciclos consecutivos de 10 

segundos de denaturación a 95°C seguido de 1 min de alineamiento a la temperatura óptima de los 

partidores (60°C) y 20 seg a 72°C para la extensión (tabla 2).  

 
 

Tabla 2. Condiciones de amplificación para RTqPCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
La intensidad de fluorescencia emitida debido a la unión entre la doble hebra formada y el reactivo 

SYBR-Green al final de cada ciclo de extensión (segmento 2), refleja la cantidad de productos formados. 

Para determinar la especificidad de estos productos, se agregó al final de la reacción de PCR un ciclo 

adicional llamado curva de fusión o de melting en donde las muestras se denaturaron durante 30 seg a 

95°C, se hibridaron a 60°C durante 30 seg y durante 10 minutos se realizó un aumento gradual de la 

temperatura (0,02°C por segundo) hasta alcanzar 95°C por 30 seg. La finalidad de la aplicación de un 

gradiente de temperatura creciente, es evaluar la cinética de disociación de los fragmentos amplificados 

y determinar la Tm (temperatura de melting) de los amplicones con el objetivo de comprobar su 

especificidad. Esta Tm debe corresponder a una curva con un único máximo, que es específico para cada 

producto génico [94]. 

 

5.7.9. Análisis de los cambios en los niveles de mRNA  

 

Las cuantificaciones de cada gen se llevaron a cabo utilizando el método matemático de cuantificación 

relativa normalizada. Este método se basa en el modelo delta-delta Ct desarrollado por PE Applied 

Biosystems. Para ello, los valores obtenidos de Ct para cada gen de interés se normalizaron con los 

valores de Ct  obtenidos para el gen constitutivo (β-Tubulina) mediante la siguiente ecuación: 

!"#ó%	'(	()*+(,-ó% = 			 	/	0(%	'(	-%1(+é,∆"!	(	%̄	'()*+(,	–	%̄	./*í12,(/)			
						/	0(%	'(	+(3(+(%4-"	∆"!	(%̄	'()*+(,	–	%̄	./*í12,(/)									 

 

La eficiencia de la reacción se consideró como máxima (100%) si todo el cDNA blanco disponible se 

       

SEGMENTO 

     

  CICLOS 

 

PROCESO 

 

TEMPERATURA – TIEMPO 

1 1 Activación 95°C – 3 minutos 
2 40 Denaturación 95°C – 10 segundos 

Alineamiento 60°C – 1 minuto  
Extensión 72°C – 20 segundos 

3 1 Curva de Fusión 95°C – 30 segundos 
60°C – 30 segundos 
95°C – 30 segundos 
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duplica en un ciclo de amplificación, en cuyo caso se presume que el valor exponencial de E es 2,0 [95]. 

Cuando la razón de expresión es igual a uno, significa que no existen cambios en la expresión del gen 

de interés en las condiciones con estímulo farmacológico versus a la condición control. Un valor por 

encima de uno, refleja sobre-expresión y por debajo del mismo indica disminución en la expresión 

relativa del gen de interés.  

 

5.8 Medición de citoquinas secretadas por luminex 

 

FCs se sembraron en placas de 60 mm a una densidad de 3,5 x105 células/placa y permanecieron en 

incubación por 24 h. Pasado este tiempo se les privó de suero, quedando en medio DMEM/F12 por 24 

h. Transcurrido este tiempo se les cambió el medio y se les colocó medio DMEM/F12 fresco 1 h antes 

de los estímulo estudiados: LPS, Ang II, RvD1, losartán, PD1233319, losartán + Ag II (1 h después), 

PD123319 + Ang II (1 hora después), RvD1+ Ang II (1 hora después), Ang II + RvD1 (1 h después), 

RvD1 + LPS (1 h después). Los estímulos fueron por 24 h y pasado este tiempo, los medios de cultivo 

de cada placa fueron recolectados en tubos eppendorf y centrigufados a 10 000 rpm durante 15 min. Los 

sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron a -80ºC hasta su análisis. 

El perfil de citoquinas secretados por FCs fue medido mediante ensayo LUMINEX del medio de cultivo 

utilizando el kit multiplex (RECYTMAG-65K/MILLIPLEX MAP Rat Cytokine/Chemokine Magnetic 

Bead Panel) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El kit fue diseñado para medir un perfil de 

citoquinas en las que se incluyen IL-6, IL-10, MCP-1 y TNF-α. Los niveles de citoquinas se midieron 

en el equipo Luminex 200 system, Multiplex Bio-Assay. La cuantificación se realizó basándose en 

curvas estándar para cada citoquina: IL-6: 73.2-300000 pg/mL, IL-10: 7.3-30000 pg/mL, MCP-1: 29.3-

120000 pg/mL y TNF-α: 2.4-10000 pg/mL. Los valores se normalizaron respecto a la cantidad de 

proteína total y fueron expresados en pg/µg proteína.   

 
5.9 Ensayo de adhesión de SMC a FCs (tinción con cristal violeta) 

 

FCs se sembraron en placas de 35 mm a una densidad de 50 000 células/placa y permanecieron en 

incubación por 24 h. Pasado este tiempo se les privó de suero, quedando en medio DMEM/F12 por 24 

h. Transcurrido este tiempo se les cambió el medio y se les colocó medio DMEM/F12 fresco 1 h antes 

de los estímulo estudiados: LPS, Ang II, RvD1, losartán + Ag II (1 h después), PD123319 + Ang II (1 h 

después), RvD1+ Ang II (1 h después), Ang II + RvD1 (1 h después), RvD1 + LPS (1 hora después). 

Los estímulos fueron por 24 h. 
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5.9.1 Aislamiento de monocitos desde bazo  

 

Para obtener células mononucleares de bazo (SMC), principalmente linfocitos y monocitos), se 

diseccionaron bazos de ratas Sprague Dawley de la cavidad abdominal y se recibieron en una placa con 

4 mL de PBS estéril y luego se trituraron y filtraron a través de un tamiz de disociación celular (tamaño 

de poro: 380 μm) hasta obtener una suspensión homogénea. Para separar y poder eliminar los 

granulocitos y los eritrocitos, se usó Ficoll-Histopaque® 1083 en una proporción 1: 1 respecto de la 

solución obtenida en la suspensión celular, y luego se centrifugó en una centrífuga basculante con un 

rotor a 180 ° a temperatura ambiente durante 30 min y 400 g. La interfaz rica en SMC se recibió y se 

lavó dos veces con PBS. Finalmente, los SMC purificados se centrifugaron y se resuspendieron en PBS 

/ FBS al 3%, para el experimento posterior. 

 

5.9.2 Co-cultivo y tinción con cristal violeta 

 

Los FCs después del estímulo correspondiente por 24 h, se les retiró el medio de cultivó y se lavaron una 

vez con PBS estéril. Luego se les colocó 1mL de medio DMEM-F12. Se añadieron SMC a las placas en 

una proporción de 5: 1 (SMC: FCs) y se incubaron durante dos h. Los medios se eliminaron y las placas 

se lavaron suavemente dos veces con PBS estéril. Se añadió 500 µl de cristal violeta (5 mg / ml, MeOH 

al 20%) y se dejó actuar durante 20 min. Pasado el tiempo, las placas se lavaron con agua destilada y se 

dejaron secar a temperatura ambiente hasta que se analizaron por microscopía óptica. 

Con las imágenes obtenidas, se contaron tanto los FCs observados en cada una de ellas como los SMC 

adheridos a los FCs.  

 

5.10 Análisis estadísticos 

 

Todos los datos se presentan como la media ± SEM de al menos cinco experimentos. Cada réplica se 

consideró como un experimento biológico independiente pues en cada una de estas los FCs provinieron 

de un animal diferente. Las diferencias entre los grupos analizados se analizaron con un ANOVA 

unidireccional seguido de una prueba de Tukey para comparar los efectos de las condiciones en estos 

parámetros. La significancia fue aceptada en p<0.05. Se utilizó GraphPad Prism Software 6.0 para los 

cálculos estadísticos y realizar las representaciones gráficas de los resultados. 
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6. RESULTADOS 

 
6.1 Resultados del objetivo específico 1: Evaluar en FCs de rata los efectos de RvD1 sobre los segundos 

mensajeros cAMP y Ca+2 asociados a la activación de los receptores ALX/FPR2.  

 

6.1.1 Presencia del receptor ALX/FPR2 

 

Se determinó la presencia de receptores ALX/FPR2 en FCs de rata adulta en muestras de proteínas 

obtenidas tras lisado celular. La detección se llevó a cabo mediante WB. Además, se determinó si los 

niveles del receptor se modificaban por efecto de la RvD1 misma o frente a estímulos proinflamatorios 

(LPS y Ang II) o profibróticos (Ang II y TGF-b). 

Los resultados obtenidos (Figura 3), muestran que en FCs de rata adulta se detectó la presencia de la 

proteína ALX/FPR2 y que Ang II y TGF-b inducen un aumento significativo en sus niveles de expresión. 

El estímulo con LPS mostró una tendencia al aumento en la expresión del receptor; sin embargo, esta no 

llegó a ser estadísticamente significativa.  

 

                                   
Figura 3. Expresión de receptores  ALX/FPR2 en fibroblastos cardíacos de rata adulta. FCs se estimularon con LPS (1 

µg/mL), Ang II  (1μM), TGF-b (10ng/mL) y RvD1 (D1; 0,1 µM) durante 24 horas y se determinaron los niveles proteicos de 

ALX/FPR2 mediante Western Blot. En la parte superior se muestra una imagen representativa de las bandas y en la parte inferior 

el análisis gráfico. Los resultados se expresan como promedio (± SEM) de 5 experimentos independientes.* p<0,05. 
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6.1.2 Funcionalidad del receptor 

 

6.1.2.1 Efecto sobre los niveles de cAMP intracelular 

 

Se determinó el efecto de RvD1 sobre los niveles intracelulares de cAMP. FCs fueron incubados 10 

minutos con RvD1 (0,1 µM) en presencia/ausencia de ISO 10 µM (usado como control positivo). Los 

resultados obtenidos (Figura 4) muestran que, por sí sola, la RvD1 no produjo cambio de los niveles de 

cAMP intracelular. Además, RvD1 mostró una tendencia a potenciar la respuesta inducida por ISO.  

 

                                
 
Figura 4. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de cAMP intracelular en FCs de rata adulta. FCs privados de suero fueron 

incubados 10 minutos en diferentes condiciones: control (vehículo de la solución de RvD1(D1), isoproterenol (ISO) 10µM, RvD1 

0,1µM, RvD1 + ISO (10 minutos después). Se midieron los niveles de cAMP por inmunoensayo kit ELISA.  Los resultados 

representan 5 experimentos independientes expresados como la media ± SEM, **p< 0,01, ***p<0,001. 

 
 

6.1.2.2 Efecto sobre los niveles de Ca+2 intracelular 

 

Para evaluar el efecto de RvD1 sobre los niveles de Ca2+ citoplasmático y nuclear se utilizó microscopía 

confocal, preincubando las células con sonda FLUO-4AM (4,4 μM), sonda sensible a Ca+2 que permite 

identificar movimientos o incrementos relativos del Ca+2 intracelular. Se estimuló con control (vehículo 

de la RvD1), RvD1, Ang II (como control positivo) y RvD1, 1 minuto previo al estímulo con Ang II. 

A nivel citoplasmático y nuclear (Figuras 5 y 6) respectivamente, la RvD1 por sí sola no produjo cambios 

significativos en la fluorescencia relativa correspondiente a una señal de Ca+2, lo que se refleja en que 

no hubo cambios respecto al control en los parámetros de área bajo la curva y amplitud de la señal.  
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Ang II produjo, respecto al control, un aumento significativo en la fluorescencia relativa de la señal de 

Ca+2, lo que a su vez se vio reflejado en aumento significativo en la amplitud y área bajo la curva. Esto 

tanto a nivel citoplasmático como nuclear. 

Por otra parte, al estimular con RvD1 y un minuto después agregar Ang II, se obtuvo una disminución 

de la señal de Ca2+ intracelular citoplasmática y nuclear inducida por Ang II, e igualmente disminución 

en la amplitud de la señal y del área bajo la curva con respecto al estímulo de Ang II.   

Además, se realizaron ensayos utilizando el WRW4, antagonista del receptor ALX/FPR2, con el objetivo 

de comprobar que los efectos de la RvD1 sobre los niveles de Ca+2 citoplasmático y nuclear estaban 

mediados por acción de la RvD1 sobre su receptor. Los resultados obtenidos (Anexo 2, Figura 40) no 

permitieron dilucidar esto, pues el WRW4 por sí mismo aumentó los niveles de Ca+2. 

 

 
 
Figura 5. Efecto de RvD1 en la liberación de Ca+2 citoplasmático en FCs de rata adulta. FCs fueron incubados por 30 

minutos con sonda FLUO-4AM y luego estimulados con vehículo, Ang II (0,1 µM), RvD1 (D1; 0,1 µM), RvD1 1 min antes 

de Ang II. A) Imágenes representativas de las cinéticas de Ca+2 B) Análisis gráfico de los datos de amplitud (izquierda) y área 

bajo la curva (derecho) de la curva de fluorescencia relativa. Los resultados son representativos de 5 experimentos 

independientes (n=5), donde 2 células fueron analizadas en cada n. Los datos están expresados como promedio ± SEM. 

****p<0,0001. 
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Figura 6. Efecto de RvD1 en la liberación de Ca+2 nuclear de fibroblastos cardíacos de rata adulta. FCs fueron incubados 

por 30 minutos con sonda FLUO-4AM y luego estimulados con vehículo, Ang II (0,1 µM), RvD1 (D1; 0,1 µM), RvD1 1 min 

antes de Ang II. A) Imágenes representativas de las cinéticas de Ca+2 B) Análisis gráfico de los datos de amplitud (izquierda) 

y área bajo la curva (derecho) de la curva de fluorescencia relativa. Los resultados son representativos de 5 experimentos 

independientes (n=5), donde 2 células fueron analizadas en cada n. Los datos están expresados como promedio ± SEM.  

* p<0,05 **p<0,01.  

 
 
6.2. Resultados del objetivo específico 2: Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresión de proteínas 

de adhesión ICAM-1, VCAM-1, la expresión/secreción de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a y la 

adhesión de monocitos inducidos por Ang II en FCs de rata. 

 
6.2.1. Efecto de Ang II sobre niveles de RNAm de citoquinas y proteínas de adhesión: 

 

Los FCs fueron tratados con diferentes estímulos durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, se extrajo el 

RNA para posteriormente llevar a cabo una retrotranscripción y obtener el cDNA a partir del cual se 

llevó a cabo la RTqPCR, la cual permitió determinar Los niveles de mRNA de los genes de interés, en 

este caso, los genes de las citoquinas y proteínas de adhesión en estudio. 

En los resultados obtenidos se observa que Ang II aumentó significativamente los niveles de mRNA de 

IL-6 (Figura 7), MCP-1 (Figura 8), TNF- a  (Figura 9), tanto a las 3 como a las 6 horas; y el 

pretratamiento con losartán previno este efecto. Por otra parte, Ang II no modificó los niveles de mRNA 

de ICAM-1 y VCAM-1 (Figuras 10 y 11) ni de IL-10, IL-1b (Figura S1 y S7). 
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Figura 7. Niveles de mRNA de IL-6 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs 

cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), Losartán (1µM), Losartán (1µM)  + Ang II (1µM) 

una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces sobre el 

control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos 

están expresados como promedio ± SEM. *p<0,05,**p<0,01 y ***p<0,001. 

 
 
 

 
Figura 8. Niveles de mRNA de MCP-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs 

cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), Losartán (1µM), Losartán (1µM)  + Ang II (1µM) 

una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces sobre el 

control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos 

están expresados como promedio ± SEM. * p<0,05 y **p<0,01. 
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Figura 9. Niveles de mRNA de TNF-a en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs 

cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), Losartán (1µM), Losartán (1µM)  + Ang II (1µM) 

una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces sobre el 

control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos 

están expresados como promedio ± SEM. *p<0,05 vs control; **p<0,01. 
 
 
        

 
Figura 10. Niveles de mRNA de ICAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs.  
FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), Losartán (1µM), Losartán (1µM)  + Ang II 

(1µM) una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces sobre 

el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos 

están expresados como promedio ± SEM.  
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Figura 11. Niveles de mRNA de VCAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs en 
FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), Losartán (1µM), Losartán (1µM)  + Ang II 

(1µM) una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces sobre 

el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos 

están expresados como promedio ± SEM.  

 

 
6.2.2 Efecto de Ang II sobre la secreción de citoquinas: 

 

Los FCs fueron tratados con diferentes estímulos durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, se recuperó 

el medio de cultivo y se midió el perfil de citoquinas secretadas mediante LUMINEX ELISA. 

En los resultados obtenidos se observa que Ang II aumentó significativamente los niveles secretados de 

IL-6 (Figura 12) y MCP-1 (Figura 13), y no modificó los niveles de TNF-a (Figura 14) e IL-10 (Figura 

S2), respecto al control. Además, se puede ver que el aumento que indujo Ang II sobre IL-6 y MCP-1 

fue disminuido de forma significativa al tratar con losartán previo al estímulo con Ang II, y no hubo 

disminución con el pretratamiento con PD123319 (antagonista AT2R).  

 

                               
Figura 12. Niveles de secreción de IL-6 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24 horas. FCs fueron 

estimulados con Ang II 1µM en presencia y ausencia de Losartán 1µM y PD123319 1µM). Los antagonistas fueron agregados 1 

hora antes del estímulo con Ang II. Los valores de IL-6 se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los resultados 

representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. * p<0,05. 
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Figura 13. Niveles de secreción de MCP-1 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24 horas. FCs fueron 

estimulados con Ang II 1µM en presencia y ausencia de Losartán 1µM  y PD123319 1µM (. Los antagonistas fueron agregados 

1 hora antes del estímulo con Ang II. Los valores de MCP-1 se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los resultados 

representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. * p<0,05. 

 

                                  
Figura 14. Niveles de secreción de TNF-a en FCs de rata adulta estimulados durante 24 horas. FCs fueron estimulados con 

Ang II 1µM en presencia y ausencia de Losartán 1µM y PD123319 1µM. Los antagonistas fueron agregados 1 hora antes del 

estímulo con Ang II. Los valores de TNF-a  se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los resultados representan 

el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. 
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6.2.3 Efecto de Ang II sobre niveles de proteínas de adhesión: 

 

Los FCs fueron tratados con diferentes estímulos durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, se lisaron las 

células y se recuperaron las proteínas, las cuales se separaron mediante electroforesis y su detección se 

llevó a cabo mediante inmunoblot. 

En los resultados obtenidos se observa que Ang II no modificó los niveles de ICAM-1 (Figura 15) y 

VCAM-1 (Figura 16). Tanto losartán como PD 123319, no mostraron efectos.  

 

                   
 
Figura 15. Niveles de proteína ICAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta estimulados con Ang II en 
presencia y ausencia de losartán y PD123319 durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1µM en presencia y 

ausencia de Losartán 1µM  y PD123319 1µM. Los antagonistas fueron agregados 1 hora antes del estímulo con Ang II. Los 

valores de ICAM-1 fueron determinados mediante Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los 

resultados representan el promedio ± SEM de 5 experimentos independientes.  
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Figura 16. Niveles de proteína VCAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta estimulados con Ang II 
en presencia y ausencia de losartán y PD123319 durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1µM en presencia 

y ausencia de Losartán 1µM  y PD123319 1µM. Los antagonistas fueron agregados 1 hora antes del estímulo con Ang II. Los 

valores de VCAM-1 fueron determinados mediante Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los 

resultados representan el promedio ± SEM de 4 experimentos independientes.  

 
 

6.2.4 Efecto de Ang II sobre la adhesión de SMC a FCs: 

 

Los FCs fueron estimulados con Ang II 1μM durante 24 horas en presencia y ausencia de losartán o 

PD123319. Posteriormente se retiró el estímulo y los FCs se incubaron durante 2 horas con SMC en una 

relación 5 SMC: 1 FC. Los resultados obtenidos (Figura 17) muestran que Ang II aumenta 

significativamente la adhesión de SMC a los FCs. El efecto producido por Ang II fue contrarrestado 

significativamente con el pretratamiento con losartán y también con el pretratamiento con PD123319.  
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Figura 17.  Efecto de Ang II sobre la adhesión de SMC a FCs de rata adulta. FCs de rata fueron estimulados con Ang II 

1μM en presencia y ausencia de Losartán 1µM  y PD123319 1µM. Los antagonistas fueron agregados 1 hora antes del estímulo 

con Ang II. A. Imágenes representativas de la adhesión de SMC a FCs con cada uno de los estímulos. Las flechas negras señalan 

SMC adheridos a FCs.  B. Análisis gráfico de la razón de adhesión de SMC/FCs. Los resultados muestran la media ± SEM para 

tres experimentos independientes. * p<0,05; ** p< 0,01.  

 

6.2.5 Efecto de RvD1 sobre los niveles de mRNA de citoquinas y proteínas de adhesión gatillados por 

Ang II en FCs: 

 

En los resultados obtenidos se observa que RvD1 previene el aumento del mRNA de IL-6 (Figura 18) y 

MCP-1 (Figura 19) a las 6 horas post estímulo. Por otra parte, RvD1 no previno el aumento de mRNA 

de TNF-a en ninguno de los tiempos observados (Figura 20). Con respecto a IL-10 (Figura S3), IL-1b 

(Figura S8), ICAM-1 (Figura 21) y VCAM-1 (Figura 22), se puede observar que Ang II no produjo 

cambios significativos en los niveles de mensajeros de estas citoquinas y proteínas de adhesión y RvD1 

no ejerce ningún cambio significativo sobre lo observado con Ang II. Además, RvD1 por sí misma no 

modifica los niveles de mRNA de ninguna de las citoquinas o proteínas de adhesión en estudio. 
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Figura 18. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-6 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina 
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), RvD1 (100nM), RvD1 

(D1; 100nM) + Ang II (1µM) una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como 

números de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para 

ambos tiempos. Los datos están expresados como promedio ± SEM. **p<0,01; ***p<0,001 y ****p<0,0001. 

 
 

        
Figura 19. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de MCP-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina 
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), RvD1 (100nM), RvD1 

(D1; 100nM) + Ang II (1µM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números 

de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5)  para ambos 

tiempos. Los datos están expresados como promedio ± SEM *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001. 
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Figura 20. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de TNF-a en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina 
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), RvD1 (100nM), RvD1 

(DS1; 100nM) + Ang II (1µM) una hora después. Posteriormente se midieron los niveles de mRNA de TNF-a 1 mediante 

RTqPCR. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces sobre el control sin tratar. Los 

resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos están expresados como 

promedio ± SEM. *p<0,05. 

 
 
 

 
Figura 21. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de ICAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con 
angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), RvD1 (D1; 

100nM), RvD1 (100nM) + Ang II (1µM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como 

números de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) tanto 

para ambos tiempos. Los datos están expresados como promedio ± SEM.  
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Figura 22. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de VCAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con 
angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), RvD1 

(100nM), RvD1 (D1; 100nM) + Ang II (1µM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron 

como números de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) 

tanto para ambos tiempos. Los datos están expresados como promedio ± SEM.  

 

6.2.6 Efecto de RvD1 sobre la secreción de citoquinas  

 

Los resultados obtenidos muestran que Ang II aumenta significativamente la secreción de IL-6 (Figura 

23) y MCP-1 (Figura 24) vs el control, y este efecto es prevenido de forma significativa tanto con el 

pretratamiento con RvD1 1 hora antes del estímulo con Ang II, como con el tratamiento con RvD1 1 

hora después al estímulo con Ang II. Por otra parte, Ang II no modificó los niveles de TNF-a (Figura 

25) e IL-10 (Figura S4)  vs el control y el estímulo con RvD1 no generó ningún cambio sobre este efecto 

de Ang II.  Además, la RvD1 por sí sola no produjo cambios en la secreción de IL-6, MCP-1, IL-10 y 

TNF-a con relación al control.  

                                       
Figura 23. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de IL-6 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24 
horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1µM en presencia y ausencia de RvD1 100nM. La RvD1 (D1) fue agregada 1 hora 

antes o 1 hora después del estímulo con Ang II. Los valores de IL-6 se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los 

resultados representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. * p<0,05; **p<0,01. 
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Figura 24. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de MCP-1 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 
24 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1µM en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora 

antes o 1 hora después del estímulo con Ang II. Los valores de MCP-1 se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. 

Los resultados representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. * p<0,05; **p<0,01. 

 

 
 

                                         
 
Figura 25. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de TNF-a en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 
24 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1µM en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora 

antes o 1 hora después del estímulo con Ang II. Los valores de TNF-a se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. 

Los resultados representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes.  

 

 
 

6.2.7 Efecto de RvD1 sobre los niveles de proteínas de adhesión  

 

En los resultados obtenidos se observa que Ang II no modificó los niveles de ICAM-1 (Figura 26) y 

VCAM-1 (Figura 27) tal y como ya se había visto en resultados anteriores de esta misma tesis. Además, 
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se observó que la RvD1 por sí misma no modificó los niveles de las proteínas de adhesión ICAM-1 y 

VCAM-1 en FCs de rata adulta tanto a las 24 como a las 48 horas.  

 

                     
Figura 26. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteína ICAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata 
adulta estimulados con Ang II durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1µM en presencia y ausencia de 

RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora antes o 1 hora después del estímulo con Ang II. Los valores de ICAM-1 

fueron determindos mediante Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los resultados representan 

el promedio ± SEM de 4 experimentos independientes.  

 

               
Figura 27. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteína VCAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta 
estimulados con Ang II durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1µM en presencia y ausencia de RvD1 (D1;  

100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora antes o 1 hora después del estímulo con Ang II. Los valores de VCAM-1 fueron 

determindos mediante Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los resultados representan el promedio 

± SEM de 4 experimentos independientes.  
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6.2.8 Efecto de RvD1 sobre la adhesión de SMC a FCs mediada por Ang II 

 

Los FCs fueron estimulados durante 24 horas con Ang II 1μM, RvD1 0,1 µM, una hora antes y una hora 

después del estímulo con Ang II. Posteriormente se retiró el estímulo y los FCs se incubaron durante 2 

horas con SMC en una relación 5 SMC: 1 FC. Los resultados obtenidos (Figura 28) muestra que Ang II 

aumenta significativamente la adhesión de SMC a los FCs y que este efecto fue contrarrestado 

significativamente al estimular con RvD1 antes o después del estímulo con Ang II. La RvD1 por sí sola 

no produjo ningún cambio. 

 
                                  

    
Figura 28.  Efecto de RvD1 sobre la adhesión de SMC a FCs de rata adulta gatillada por Ang II durante 24 horas.  FCs 

fueron estimulados con Ang II 1μM en presencia y ausencia de RvD1 100 nM. LA RvD1 fueron agregados 1 hora antes o 1 

hora después del estímulo con Ang II. A. Imágenes representativas de la adhesión de SMC a FCs con cada uno de los estímulos. 

Las flechas negras señalan SMC adheridos a FCs.  B. Análisis gráfico de la razón de adhesión de SMC/FCs. Los resultados 

muestran la media ± SEM para tres experimentos independientes. ***p<0,001. 
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6.3. Resultados del objetivo específico 3:Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresión de proteínas 

de adhesión ICAM-1, VCAM-1 y la expresión/secreción de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a y la 

adhesión de monocitos inducidos por LPS en FCs de rata. 

 

6.3.1 Efecto de RvD1 sobre los niveles de mRNA de citoquinas y proteínas de adhesión gatillados por 

LPS en FCs: 

 

En los resultados obtenidos se observa que LPS aumenta significativamente los niveles de mRNA de IL-

6 (Figura 29), MCP-1 (Figura 30), TNF-a (Figura 31), IL-10 (Figura S5), IL-1b (Figura S9), ICAM-1 

(Figura 32) y VCAM-1 (Figura 33) en FCs tanto a las 3 como a las 6 horas. Por otra parte, RvD1 no 

previno el aumento del mRNA de IL-6, MCP-1, TNF-a, IL-10, ICAM-1 y VCAM-1 gatillado por LPS 

en FCs tanto a las 3 como a las 6 horas post estímulo.  

 

       
Figura 29. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-6 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante 
3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 µg/mL), RvD1 (D1, 100nM), RvD1 (100nM) 

+ LPS (1 µg/mL) una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de 

veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. 

Los datos están expresados como promedio ± SEM. **p<0,01 y ****p<0,0001. 
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Figura 30. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de MCP-1 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante 
3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 µg/mL), RvD1 (100nM), RvD1 (D1; 100nM) 

+ LPS (1 µg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces 

sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los 

datos están expresados como promedio ± SEM. *p<0,05 y **p<0,01. 

 

 
 
 

  
Figura 31. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de TNF-a en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante 
3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 µg/mL), RvD1 (100nM), RvD1 (100nM) + 

LPS (1 µg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces sobre 

el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos 

están expresados como promedio ± SEM. * p<0,05, **p<0,01. 
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Figura 32. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de ICAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS 
durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 µg/mL), RvD1 (D1; 100nM), RvD1 

(100nM) + LPS (1 µg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de 

veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. 

Los datos están expresados como promedio ± SEM. * p<0,05 ***p<0,001 ****p<0,0001. 

 
 
 
 

   
Figura 33. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de VCAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS 
durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 µg/mL), RvD1 (D1; 100nM), RvD1 

(100nM) + LPS (1 µg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de 

veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) tanto para ambos 

tiempos. Los datos están expresados como promedio ± SEM. * p<0,05 **p<0,01 y ***p<0,001. 

 

6.3.2 Efecto de RvD1 sobre la secreción de citoquinas gatillada por LPS en FCs.  

 

Los resultados obtenidos muestran que LPS aumenta significativamente la secreción de IL-6 (Figura 34), 

MCP-1 (Figura 35), TNF-a (Figura 36) e IL-10 (Figura S6) vs el control. RvD1 previno el aumento de 

IL-6 y MCP-1. La RvD1 por sí sola no produjo cambios en la secreción de IL-6, MCP-1, IL-10 y TNF-

a con relación al control. 
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Figura 34. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de IL-6 en FCs de rata adulta estimulados con LPS durante 24 
horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 µg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora 

antes del estímulo con LPS. Los valores de IL-6 se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los resultados 

representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. *p<0,05; *** p<0,001. 

 
 

                               
Figura 35. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de MCP-1 en FCs de rata adulta estimulados con LPS durante 
24 horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 µg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1;100nM). La RvD1 fue agregada 1 

hora antes del estímulo con LPS. Los valores de MCP-1 se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los resultados 

representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. *p<0,05;  ** p<0,01. 
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Figura 36. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de TNF-a en FCs de rata adulta estimulados con LPS durante 24 
horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 µg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora 

antes del estímulo con LPS. Los valores de TNF-a se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los resultados 

representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. **** p<0,0001. 

 
 
 
6.3.3 Efecto de RvD1 sobre los niveles de proteínas de adhesión gatilladas por LPS en FCs.  

 

En los resultados obtenidos se observa que LPS aumentó significativamente los niveles de ICAM-1 

(Figura 37) y VCAM-1 (Figura 38). Por otra parte, RvD1 previno el aumento de VCAM-1 inducido por 

LPS a las 24 horas post-estímulo. Además, se observó que la RvD1 por sí misma no modificó los niveles 

de las proteínas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 en FCs de rata adulta a las 24 horas.  
  

                                 
Figura 37. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteína ICAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta 
estimulados con LPS durante 24 horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 µg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1;  

100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora antes del estímulo con LPS. Los valores de ICAM-1 fueron determindos mediante Western 

Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los resultados representan el promedio ± SEM de 4 experimentos 

independientes. * p<0,05. 
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Figura 38. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteína VCAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta 
estimulados con LPS durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 µg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 

100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora antes del estímulo con LPS. Los valores de VCAM-1 fueron determindos mediante 

Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los resultados representan el promedio ± SEM de 4 

experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01. 

 

 

 
6.3.4 Efecto de RvD1 sobre la adhesión mediada por LPS 

 

Los FCs fueron estimulados durante 24 horas con LPS y RvD1 0,1 µM una hora antes de LPS. Luego se 

retiró el estímulo y los FC fueron incubados por 2 horas con SMC en una relación 5 SMC : 1 FC.  Los 

resultados obtenidos (Figura 39) muestran que LPS aumentó significativamente la adhesión de SMC y 

este efecto fue prevenido con el pretratamiento con RvD1. La RvD1 por sí sola no produjo cambios sobre 

la adhesión de SMC a FCs. 
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Figura 39.  Efecto de RvD1 sobre la adhesión de SMC a FCs de rata adulta gatillada por LPS durante 24 horas. FCs 

fueron estimulados con LPS (1 µg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora antes del 

estímulo con LPS. A. Imágenes representativas de la adhesión de SMC a FCs con cada uno de los estímulos. Las flechas negras 

señalan SMC adheridos a FCs.  B. Análisis gráfico de la razón de adhesión de SMC/FCs. Los resultados muestran la media ± 

SEM para tres experimentos independientes. **p<0,01; *** p<0,001.  

 
 

A continuación un resumen comparativo de los principales resultados obtenidos con relación a los 

objetivos 2 y 3: 

 
Tabla 3. Resumen de resultados obtenidos sobre las proteínas estudiadas respecto a los estímulos 
proinflamatorios con  Ang II, LPS y el efecto de RvD1 previo a estos estímulos.  
 

 Efecto de Ang II  
vs 

 Control 

Efecto de  
RvD1+ Ang II 

 vs Ang II 

Efecto de LPS  
vs  

Control 

Efecto de 
RvD1+LPS 

 vs LPS 
IL-6 mRNA ­ ¯ ­ Sin cambio 

Proteína ­ ¯ ­ ¯ 
MCP-1 mRNA ­ ¯ ­ Sin cambio 

Proteína ­ ¯ ­ ¯ 
TNF-a mRNA ­ Sin cambio ­ Sin cambio 

Proteína Sin cambio Sin cambio ­ Sin cambio 
ICAM-1 mRNA Sin cambio Sin cambio ­ Sin cambio 

Proteína Sin cambio Sin cambio ­ Sin cambio 
VCAM-1 mRNA Sin cambio Sin cambio ­ Sin cambio 

Proteína Sin cambio Sin cambio ­ ¯ 
Adhesión SMC a FCs ­ ¯ ­ ¯ 

 
IL-6: interleucina 6; MCP-1: proteína quimioatractante de monocitos 1; TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa; ICAM-1: molécula de 
adhesión intercelular 1; VCAM-1: molécula de adhesión vascular 1; SMC: células mononucleares de bazo; FCs: Fibroblastos cardíacos; ­: 
aumento; ¯: disminuye 
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7. DISCUSIÓN 
 

7.1 Receptores ALX/FPR2 en FCs 

 

Hasta la fecha, no existe evidencia publicada sobre la expresión de los receptores de la RvD1 ni sobre 

sus vías de señalización en FCs. Por ello, se investigó su presencia en FCs de rata adulta y se evaluó la 

expresión de estos en presencia de estímulos proinflamatorios como LPS, Ang II y en presencia de 

estímulos profibróticos como Ang II y TGF-β. Además, para determinar la vía de señalización 

intracelular activada por RvD1 en FCs, se midieron los niveles de cAMP en presencia/ausencia de ISO 

y los niveles intracelulares de señales de Ca+2 en presencia/ausencia de Ang II.  

Resultados previos y aún no publicados de nuestro laboratorio, han mostrado que, la RvD1 es  capaz de 

prevenir efectos proinflamatorios en FCs de ratas SD neonatas [96]; sin embargo, la expresión de los 

receptores ALX/FPR2 no se conocía y menos aún hay referencias que relacionen la expresión de estos 

receptores con alguno de los estímulos utilizados: Ang II, LPS y TGF-b.  

Con relación a Ang II, además no hay evidencia publicada sobre los efectos de este péptido sobre la 

expresión de ALX/FPR2 en otros tipos celulares. En ese sentido nuestros hallazgos son novedosos en 

cuanto a que muestran que Ang II incrementa los niveles de ALX/FPR2 en FCs de rata SD adulta.   

Con respecto al estímulo con LPS,  en otros tipos celulares se ha visto que LPS aumenta la expresión de 

ALX/FPR2; por ejemplo, en un estudio realizado en monocitos humanos se demostró que los niveles del 

receptor ALX/FPR2 disminuyeron drásticamente tras su diferenciación a macrófagos; sin embargo, esos 

mismos macrófagos estimulados con LPS presentaron un gran aumento de la expresión del mRNA de 

dicho receptor, aunque ese cambio no fue traducido en un aumento en los niveles proteicos del mismo, 

mostrando una inhibición postranscripcional en la síntesis del receptor [97]. En  células de microglía 

humana [98] y células de microglía murinas [99], LPS aumentó los niveles de proteína de ALX/FPR2. 

Además, en células endoteliales vasculares de ratón LPS mostró incrementar tanto los niveles de mRNA 

como de proteína [100]. Cabe mencionar, que en enterocitos humanos, el estímulo con LPS e IL-1b 

incrementaron solo un poco la expresión de ALX/FPR2 en comparación con el que se observó con el 

estímulo directo con otras citoquinas proinflamatorias tales como IL-6 e interferón gamma (INF-g) [101]. 

Nuestros resultados no mostraron frente al estímulo con LPS un aumento significativo de los receptores 

ALX/FPR2,  aunque si observamos una tendencia al aumento, que quizás con un aumento en el tamaño 

de la muestra podría  llegar a ser significativo; sin embargo, esto tendría que ser comprobado. En cuanto 

a los efectos de TGF-β1, se encontró en células microgliales murinas [102] que este estímulo a  través 

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

por LPS; igualmente en otro estudio, también en microglía murina, se encontró que TGF-β1 disminuyó 
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los niveles de FPR2 [103]. Cabe mencionar que tanto el estímulo AngII como TGF-b se han asociado 

aumentar la diferenciación de FCs a miofibroblastos, por lo que el aumento de receptores ALX/FPR2 

encontrado en la presente investigación podría eventualmente estar asociado a que en miofibroblastos 

haya mayor cantidad de receptores que en FCs, lo cual tendría que ser comprobado en futuras 

investigaciones. 

Para RvD1 no se encontró evidencia que la relacionara con aumentar la expresión del receptor 

ALX/FPR2; sin embargo, es importante destacar que estos antecedentes y el resultado encontrado 

sugieren que la RvD1 no autoregula la expresión  de su receptor ni hacia la alza ni hacia la baja.  

Por lo tanto, con esta evidencia y  resultados en su conjunto se puede concluir que los cambios inducidos 

en la expresión del receptor ALX/FPR2 son dependientes tanto del tipo celular como del estímulo 

utilizado, y que estos cambios pueden manifestarse en diferentes niveles del proceso de síntesis de los 

receptores. A la vez, es claro y coincidente con nuestros hallazgos que el receptor sí puede variar su 

expresión, ante distintos estímulos y procesos [104].  

Con relación a los efectos de RvD1 sobre los niveles de cAMP intracelular en FCs de ratas SD adultas, 

los resultados obtenidos son discordantes de lo reportando en la literatura, pues se esperaba que RvD1 

disminuyera los niveles de cAMP como se ha visto en neutrófilos humanos [47] y esto no ocurrió, lo que 

aporta evidencia de que los receptores ALX/FPR2 en FCs de ratas adultas no estarían acoplados a este 

tipo de proteína Gi.  

Por otro lado, ensayos paralelos a esta investigación llevados a cabo en nuestro laboratorio en FCs de 

ratas SD neonatas, mostraron que el estímulo de RvD1 + ISO aumentó significativamente los valores de 

cAMP intracelular respecto a lo que lo aumentaría el estímulo con ISO solo. Además, en este mismo tipo 

celular se encontró que, al estimular con RvD1 e ISO en presencia de WRW4, que es un antagonista 

selectivo del receptor ALX/FPR2, los niveles de cAMP se incrementan a valores semejantes a los que 

se encontró con ISO solo, indicando así que la potenciación de la respuesta es gatillada por activación 

del receptor ALX/FPR2 [105].  

Con respecto a esto, en la literatura publicada hasta ahora, se indica que en FCs la co-estimulación de 

receptores asociados a las proteínas efectoras Gs-Gq lleva a un mayor aumento en los niveles de cAMP 

intracelular, pues al menos otros dos receptores acoplados a la vía Gq (P2Y y AT1R) son capaces de 

inducir una potenciación similar en los niveles de cAMP inducidos por ISO [106]. Antecedentes 

obtenidos en nuestro grupo de investigación mostraron otro caso similar, en el que la bradicinina (BK) 

por sí sola no modificó los niveles de cAMP intracelular; sin embargo, produjo un efecto potenciador 

sobre la señalización de ISO [107]. Además, se encontró que este resultado es gatillado vía Gq-PLC-

CaMKII y al utilizar un inhibidor de CaMK-II se previno el efecto, indicando que CaMKII juega un 
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papel preponderante en la potenciación en este caso [107], lo que podría deberse a que la CaMKII activa 

la adenilato ciclasa de tipo 5, la que al ser activada por Gs induciría un mayor aumento de cAMP. 

Resultados similares se han observado en FCs de rata adulta, causados por Ang II o UTP donde el efecto 

sinérgico sobre la respuesta inducida por ISO se eliminó al inhibir a la fosfolipasa C (PLC); además la 

sobreexpresión de la proteína Gq aumentó dicha potenciación [108]. En este mismo estudio se encontró 

que la quelación del Ca+2 intracelular atenuó la potenciación; y al utilizar agentes farmacológicos que 

aumentan directamente el Ca+2 intracelular, se vió potenciada la acumulación de cAMP inducida por 

ISO. También se encontró que utilizando inhibidores del complejo Ca+2-calmodulina el efecto sinérgico 

sobre cAMP disminuye de forma significativa [108]. Esta vía podría ser interesante de estudiar para el 

caso de la RvD1 e ISO. De acuerdo entonces a los resultados obtenidos en la presente investigación y a 

los antecedentes mencionados, una posible explicación es que los receptores ALX/FPR2 estuviesen 

acoplados a proteína del tipo G, que lleve a un aumento de calcio intracelular.  

Con respecto a esto, el estímulo con RvD1 por sí sola no produjo cambios significativos en los niveles 

de Ca+2 intracelular, tanto a nivel citoplasmático como nuclear, lo que indicaría que el receptor de RvD1 

no estaría acoplado a proteína Gq. Esto estaría en concordancia con el efecto que se ha visto en PMN 

humanos donde el estímulo con RvD1 no produjo cambios significativos en los niveles de Ca+2 [49]. Sin 

embargo, hay otras publicaciones donde se reporta que la RvD1 produjo aumento de Ca+2 intracelular, 

por ejemplo, en células goblets conjuntivales de rata en las la RvD1 incrementó la secreción de mucina 

por aumento del Ca+2 intracelular debido a que el receptor ALX/FPR2 en estas células estaría acoplado 

a proteínas Gq [109]. Además, se ha visto que la AT-RvD1 (RvD1 gatillada por Aspirina) en células de 

glándulas submandibulares de ratón aumenta Ca+2 intracelular [110]. 

Si bien es cierto la evidencia muestra la posibilidad de que  la RvD1 en FCs no modifique los niveles de 

Ca+2 intracelular, otra posibilidad es que no se hayan detectado cambios significativos en los niveles de 

este ión por el tipo de sonda empleado en el ensayo. La sonda utilizada, FLUO-4AM, tiene una constante 

de afinidad (Kd) de 345 nM [111]; y con esta se puede medir una elevación de Ca+2 más grande, como 

las observadas con Ang II, ya que presenta una saturación baja, pero se tendrían dificultades para medir 

cambios en los niveles de Ca+2 alrededor de los niveles en reposo [111]. Para enfrentar esto se podría 

usar una sonda más afín como la FURA-2, que tiene una Kd de 140 nM [112], lo que permitiría medir 

las variaciones de Ca+2 alrededor de la concentración basal siempre que el interés no esté especialmente 

en determinar grandes aumentos de este ion pues la sonda se podría saturar rápidamente. Si la RvD1 en 

FCs movilizara Ca+2, esto indicaría que los receptores ALX/FPR2 están acoplados a Gq, y esto podría 

explicar el efecto sinérgico de la RvD1 sobre la liberación de cAMP inducido por ISO, ya que, como se 

ha descrito anteriormente, podría ser un ejemplo más de coestimulación de proteínas Gq-Gs [107,108]. 
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Por lo tanto, nosotros no descartamos la posibilidad de que el receptor este acoplado a proteína Gq, 

aunque esta propuesta debiera ser evaluada posteriormente. 

Con respecto al estímulo con RvD1 previo al estímulo con Ang II y los efectos que sobre el Ca+2 

intracelular se observaron, no existen antecedentes previos publicados. Se ha descrito un caso similar en 

el que la estimulación de macrófagos de ratón con ácido araquidónico (AA) o ATP,  causó un incremento 

en los niveles de fosfo-CaMKII y el tratamiento con RvD1 disminuyó este efecto vía ALX/FPR2, 

suprimiendo el aumento de calcio citosólico y disminuyendo la activación de la CaMKII [113].  Sobre 

la CaMKII  se ha demostrado que esta media en otros procesos celulares en enfermedades en las que la 

inflamación crónica es importante, por ejemplo, CaMKII desencadena la apoptosis inducida por estrés 

del retículo endoplásmico en macrófagos [114], que podría ser importante en enfermedades en las que 

mecanismos como la apoptosis leucocitaria y la necrosis secundaria subyacen a la patología, tales como 

la aterosclerosis avanzada y ciertas enfermedades autoinmunes [115]. 

Además se ha reportado en células caliciformes de rata que la RvD1 es capaz de bloquear el aumento de 

Ca+2 intracelular estimulado por histamina a través del receptor H1, el cual está acoplado a proteína Gq 

[116]. Los receptores acoplados a proteína G (GPCR), incluidos los receptores de histamina, liberan Ca+2 

de las reservas intracelulares de este ión ubicadas en el retículo endoplásmico.  La liberación de Ca+2 a 

su vez activa la entrada de Ca+2 desde el medio extracelular. Las reservas de Ca+2 intracelulares se 

rellenan a través de una bomba ATPasa que bombea Ca+2 de vuelta al retículo endoplásmico [117]. Este 

antecedente sugiere RvD1 bloquean el aumento de Ca+2 intracelular estimulado por histamina ya sea 

alterando directamente el receptor de histamina o afectando un paso antes de la liberación de Ca+2 

intracelular y que su efecto no sería a nivel de afectar el depósito de calcio intracelular [116]. Este 

resultado tiene algunas similitudes con los ensayos realizados en la presente investigación, pues el 

receptor AT1R de Ang II también está acoplado a proteína Gq y es una posibilidad que los efectos 

preventivos encontrados con RvD1 sobre el aumento de Ca+2 causado por Ang II en FCs pudiera 

explicarse por un mecanismo que no esté asociado a afectar las reservas de Ca+2 intracelular. Se 

requerirán más estudios para poder tener conclusiones más certeras al respecto.  

Con esta evidencia podemos considerar además otro escenario. Se ha publicado que con relación a la 

proteína Gi/Go  que si bien es cierto la subunidad a inhibe a la enzima adenilato ciclasa, los efectos por 

la activación de la subunidad βγ también tiene otros efectos. El complejo βγ puede activar al canal de 

potasio rectificador hacia adentro regulado por proteína G (GIRK por sus siglas en inglés) y puede inhibir 

a los canales de Ca+2 tipo P/Q y N gatillados por voltaje, generando una serie de efectos fisiológicos 

según el tipo celular al que se refiera [118]. En este sentido, se ha demostrado que Ang II modula la 

actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje tipos L- y T-type, expresados en la membrana 

plasmática de células de la zona glomerulosa en muchas especies  [119]. Además, la subunidad βγ puede 
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activar a fosfolipasa C, y con eso activar el mecanismo efector asociado a esta enzima, en el que podría 

esperarse aumento de Ca+2 [118, 120].  

Es importante mencionar que el Ca+2 participa de manera importante en la respuesta inflamatoria. Con 

el incremento de Ca+2 intracelular, se activan otras vías de señalización y factores de trascripción que 

finalmente se unen al ADN y dan lugar a la producción de todas las proteínas, entre ellas las citoquinas, 

relacionadas con la cascada inflamatoria. Dentro de estas vías están: la vía de la calmodulina- 

calcineurina, la vía de la CaMKII, que tiene como factores de trascripción la proteína unida al elemento 

de respuesta al monofosfato de adenosina cíclico (CREB, del inglés cyclic-adenosine monophosphate-

responsive element binding protein) y el factor aumentador del miocito 2 (en inglés, myocite enhancer 

factor 2), la vía del factor nuclear κB (NF-κB) [121, 122]. Una vez en el núcleo, el factor se une a 

secuencias específicas en las regiones promotoras de los genes blancos y activa la transcripción [123]. 

Ang II al aumentar el Ca+2 estaría activando vías de señalización que llevan a la producción de proteínas 

de la inflamación y RvD1 al disminuir significativamente la señal de calcio, podría estar previniendo los 

estos efectos proinflamatorios.  

Colectivamente, estos resultados indican que en FCs están presentes los receptores ALX/FPR2 y la 

expresión de estos puede modificarse ante la presencia de estímulos proinflamatorios/profibróticos tales 

como Ang II y TGF-beta. Respecto al mecanismo efector de estos receptores en FCs,  lo observado con 

Ca+2 sugiere que estos receptores podrían estar acoplados a proteína Gi/o e impedir así la entrada de 

calcio desde el medio extracelular y lo observado con cAMP sugiere que los ALX/FPR2 podrían estar 

asociado a proteína Gq y activar así el sistema Gq-PLC-CaMKII-adenilato ciclasa de tipo 5 e inducir así 

un mayor aumento de cAMP. El acoplamiento a Gi/o y Gq, ambos mecanismos se han reportado como 

el mecanismo efector primario y secundario para los receptores ALX/FPR2 en neutrófilos humanos [45], 

por lo que quizás ambos podrían estar participando en la respuesta en FCs. Sin duda se requieren ensayos 

adicionales para dilucidar con mayor claridad que está ocurriendo, principalmente a nivel de los efectos 

sobre el Ca+2 intracelular.  

 

7.2 Efecto de la resolvina D1 sobre la respuesta inflamatoria gatillada por Ang II en FCs.  

 

Con respecto al estímulo con Ang II y los niveles de mRNA de las citoquinas en estudio: IL-6, MCP-1, 

TNF-a, IL-10, IL-1b, nuestros resultados coinciden parcialmente con lo encontrado en la literatura. Por 

ejemplo, en FCs de ratas neonatas Wistar se encontró mediante análisis de Northen blot, que el estímulo 

con Ang II provocó un aumento en los niveles mRNA de IL-6  y de MCP-1 en los primeros 30 minutos 

y continuó elevado aún a las 2 horas [124, 125]. La diferencia en los tiempos en que se consiguieron los 

máximos niveles de mRNA de estas citoquinas en nuestra investigación, pueden explicarse por 
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diferencias en la cepa de rata utilizada y diferencias en los protocolos de experimentación (distintas 

concentraciones de Ang II, por ejemplo). Además, nuestros resultados son similares a lo encontrado en 

la literatura respecto a TNF-a, donde también en ratas neonatas Wistar mediante análisis de Northen 

blot, el estímulo de FCs con Ang II en ratas provocó en las primeras 4 horas un aumento sustancial en 

los niveles de mRNA de esta citoquina [126]. Nuestros resultados dan cuenta de un aumento temprano 

sostenido en los niveles de mRNA de TNF-α. 

En el caso de la  IL-1β y la IL-10, el estímulo con Ang II no modificó los niveles de mRNA de estas 

citoquinas en ningunos de los tiempos experimentales. Sobre esto, se encontró en la literatura un reporte 

donde mediante análisis de RT-qPCR, se obtuvo un aumento significativo en los niveles de mRNA de 

IL-1b en respuesta al estímulo con Ang II en FCs de rata; sin embargo, el aumento observado fue leve y 

medido tras 12 horas de incubación [127]. Esto sugiere que en FCs de rata la IL-1β podría ser una 

proteína cuyo gen aumente la expresión de forma más tardía que otras proteínas inflamatorias como es 

el caso de IL-6 y MCP-1. Mientras que para IL-10 no hay datos publicados. 

Con respecto a los resultados de los niveles de secreción de las citoquinas, no hay antecedentes 

publicados en FCs sobre el efecto que Ang II causa sobre los niveles de IL-6, MCP-1, TNF-a, IL-10. En 

otros modelos se ha visto lo siguiente: En ratones, el estímulo con Ang II en riñón aumentó los niveles 

proteicos de IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10 [128]. También hay evidencia en células mensangiales de 

glomérulo de rata, donde Ang II aumentó los niveles de IL-6 y MCP-1 secretadas al medio de cultivo y 

no modificó los niveles secretados de TNF-a [129]. Esto último concuerda con los resultados obtenidos 

en la presente investigación, donde Ang II incrementó los niveles secretados de IL-6 y MCP-1 y no así 

de TNF-a y a la vez muestran evidencia de que el efecto de la Ang II sobre distintos tipos celulares en 

distintas especies animales en cuanto al perfil de secreción de citoquinas no siempre es el mismo. 

Respecto a los resultados obtenidos con las proteínas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1, hasta ahora no 

se han encontrado antecedentes que coincidan con los resultados obtenidos en esta investigación.  

En la literatura se reporta el aumento de mRNA de ICAM-1 durante las 2 primeras horas tras el estímulo 

con Ang II en fibroblastos vasculares adventicios de ratas Sprague Dawley [130]. Esta diferencia podría 

explicarse entonces considerando que el gen que codifica para ICAM-1 podría aumentar su expresión de 

forma más temprana tras el estímulo con Ang II de modo que ya en los tiempos analizados en nuestra 

investigación ese aumento ya no se pudo detectar de forma significativa. Además, se ha descrito que 

Ang II aumenta los niveles de estas proteínas (ICAM-1 y VCAM-1) en células endoteliales [63]. 

Con relación a los efectos de Ang II en la adhesión de SMC a FCs. Se ha demostrado en estudios in vivo 

que, las interacciones entre neutrófilos y FCs podrían exacerbar la respuesta inflamatoria conduciendo a 

un proceso inflamatorio crónico. Lo anterior ocurriría por el aumento en la producción local de 

quimioquinas y la incapacidad de los FCs de eliminar las células reclutadas [131]. Otros estímulos pro-
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inflamatorios (como LPS o HS) han mostrado aumentar los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 en FCs y 

aumentar la adhesión de SMC a FCs [65, 73] y se ha demostrado que el aumento de la adhesión causada 

por estos estímulos está en relación directa con el aumento de ambas proteínas de adhesión ICAM-1 y 

VCAM-1 [65]. Por lo anterior, dado que Ang II no produjo un aumento en los niveles de ICAM-1 o 

VCAM-1 tanto a nivel de mRNA como de proteína encontrada en los lisados celulares, no se esperaban 

cambios en la adhesión de SMC a FCs. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que Ang II aumenta 

significativamente la adhesión de SMC a FCs. Esto podría explicarse debido a que si bien es cierto 

ICAM-1 y VCAM-1 son proteínas que participan de forma importante en el proceso de adhesión celular, 

no son las únicas. Respecto a esto, se ha reportado previamente en la literatura que entre las proteínas de 

adhesión que desempeñan un rol importante en la función de los fibroblastos cardíacos están las 

integrinas, que permiten que los FCs interactuen con las proteínas de la ECM [132]. Por ejemplo, se ha 

encontrado que la estimulación de FCs de rata con Ang II aumentó la expresión de las integrinas α8 y β1 

[133-136]. La sobreexpresión de las integrinas puede aumentar la expresión y la activación de TGF-β, 

citoquina importante en la respuesta fibrótica a nivel cardíaco [137]  [138]. Por otra parte, se ha 

encontrado que la estimulación de fibroblastos por TGF-β aumenta la expresión de integrinas α5β1 [139]. 

 Esto nos hace pensar que quizás también en la adhesión de los SMC a los FCs gatillada por Ang II 

estén participando las integrinas. Esto, claro está, deberá ser comprobado en futuros estudios.  

Otra posible explicación es que el efecto de Ang II sobre las proteínas ICAM-1 y VCAM-1 no haya sido 

el aumento de los niveles de proteína total en los FCs sino más bien un aumento en los niveles de estas 

proteínas localizados en la superficie de la membrana de los FCs, donde finalmente estas moléculas 

ejercen su función. Esto también requerirá ser evaluado en futuras investigaciones.  

Por otra parte, en la presente investigación el pretratamiento con losartán previno el aumento en los 

niveles de mRNA y proteína secretada para todos los casos donde Ang II causó un incremento. Es decir 

losartán previno el aumento de mRNA y proteína secretada de IL-6 y MCP-1 y previno el aumento los 

niveles de mRNA de TNF-a. Además, losartán previno el aumento en la adhesión de SMC a FCs, 

aportando evidencia de que este efecto está mediado por el AT1R. Hasta la fecha, no existe en la  

literatura reportes que evidencien que estos efectos disminuyan con el uso de antagonistas del receptor 

AT1. Lo anterior estaría indicando que este efecto es mediado por la acción de la Ang II a través de su 

receptor AT1.  

Con estos resultados de manera colectiva  podemos afirmar entonces que Ang II aumenta los niveles de 

mRNA de IL-6, MCP-1 y TNF-a, aumenta los niveles de proteína secretada de IL-6 y MCP-1, aumenta 

la adhesión de SMC a FCs y todos estos efectos son ejercidos a través de su receptor AT1, lo que nos 

sugiere que los efectos proinflamatorios de Ang II vía AT1R ocurren tanto a nivel transcripcional como 
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de secreción de estas citoquinas, excepto para TNF-a donde el efecto solo fue observado a nivel 

transcripcional.  

Con respecto a los efectos de RvD1 sobre los efectos de Ang II es muy poco lo que se ha publicado hasta 

el momento, hasta ahora se reporta lo siguiente: en un modelo in vivo de aneurisma de aorta abdominal 

en ratones con infusión de Ang II, la RvD1 fue capaz de disminuir interferón γ, IL-1β, MCP-1, entre 

otros, al día 28 de tratamiento [140]. Estos resultados publicados coinciden con lo obtenido en la presente 

investigación con respecto a MCP-1, donde RvD1 previno con respecto a esta citoquina tanto el aumento 

de los niveles de mRNA como de proteína secretada. Dada la escasa información disponible, 

consideramos que nuestros hallazgos aportaran evidencia novedosa en este tema. MCP-1 es una de las 

quimioquinas mediadoras de la migración de monocitos y macrófagos al tejido dañado. Cuando este 

proceso es crónico se exacerba el daño local. Además, media el aumento de la expresión de IL-6 y TNF-

a en monocitos, y se ha asociado a producir efectos proapoptóticos, profibróticos, angiogénicos, entre 

otros [141]. Además en la presente investigación observamos que RvD1 previno el aumento de IL-6, 

tanto mRNA como proteína secretada. No hay antecedentes previamente publicados sobre este efecto en 

FCs. Se sabe que la IL-6 participa en la proliferación de fibroblastos y aumenta la diferenciación a 

miofibroblastos y el desarrollo de fibrosis. Esta citoquina además media mecanismos apoptóticos, al 

activar factores asociados a la apoptosis como la caspasa-3 y smad-3 y disminuir la expresión del factor 

antiapoptótico Bcl2 [142]. Por lo tanto, Ang II podría a través del aumento de MCP-1 e IL-6 estar 

favoreciendo mecanismos apoptóticos, profibróticos, angiogénicos, los cuales podrían prevenirse con 

RvD1. 

Sobre el efecto de RvD1 para prevenir el aumento de la adhesión de SMC a FCs, como se mencionó 

anteriormente se sabe que Ang II aumenta los niveles de las integrinas [132] [133] [134] y sugerimos 

que estas podrían ser las proteínas de adhesión que estarían participando en el aumento de la adhesión, 

pues además hay evidencia de que las resolvinas reducen la expresión de estas proteínas. Por ejemplo, 

las resolvinas, entre ellas las de la serie D, actúan directamente sobre los PMN y reducen la expresión 

superficial de los receptores de adhesión CD11b / CD18 (integrina) [11]. Se sabe que los fibroblastos 

cardíacos (CF) expresan integrinas, tales como α1β1, α2β1, α3β1, α4β1, α5β1, α6β1, así como αvβ1, 

αvβ3 y αvβ5 [143]. Estos pares de integrinas juegan papeles críticos en la remodelación cardíaca a través 

de la interacción ECM-integrina [143]. Hasta ahora no ha encontrado evidencia de que la RvD1 

disminuya los niveles de integrinas en FCs. Sin embargo, dado este efecto de la RvD1 de disminuir la 

expresión de integrinas en PMN [11], existe la probabilidad de que este mismo efecto podría estarse 

dando en FCs. Claro esta, se deben realizar más estudios para comprobar esto. 
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7.3 Efecto de la resolvina D1 sobre la respuesta inflamatoria gatillada por LPS en FCs.  

 
Con respecto a los efectos de LPS sobre los niveles de mRNA de las citoquinas en estudio, nuestros 

resultados coinciden con lo descrito en la literatura en FCs humanos, donde se evidenció mediante RT-

qPCR, que el tratamiento con LPS a distintos tiempos aumentó de manera significativa los niveles de 

mRNA de IL-6, MCP-1, TNF-α e IL-1β [144]. Hasta el momento, no se han encontrado reportes en la 

literatura que demuestren los efectos de LPS en FCs sobre los niveles de mRNA de IL-10. En otros tipos 

de fibroblastos también existe evidencia que coincide con nuestros hallazgos. Por ejemplo, en 

fibroblastos humanos pulmonares se observó que LPS aumentó los niveles de mRNA de MCP-1 e IL-6 

[145]. En fibroblastos duodenales humanos se vió que el estímulo con LPS aumentó los niveles de 

mRNA de IL-1β, IL-6 e IL-10 [146]. También, en fibroblastos gingivales humanos se encontró que el 

estímulo con LPS aumentó los niveles de mRNA de TNF-α, IL-6 e IL-1β [147]. 

Con relación a los niveles de mRNA de las proteínas de adhesión, en la literatura, no se encontró 

evidencia similar a estos resultados en FCs de rata Sprague Dawley. No obstante, se ha reportado en 

fibroblastos corneales de ratas Wistar  y de humanos, que el estímulo con LPS  provocó un aumento en 

los niveles de mRNA de ICAM-1 [148]. En el caso de VCAM-1, se encontró aumento en los niveles de 

mRNA de esta molécula de adhesión luego del estímulo con LPS a las 6 horas en fibroblastos sinoviales 

y duodenales de humano [146, 149]. Los resultados obtenidos en esta investigación condicen con estos 

reportes.  

Con respecto a los niveles de citoquinas secretadas y de proteínas de adhesión expresadas, ambos por el 

estímulo con LPS, nuestros resultados coinciden con lo que previamente se ha reportado al respecto, es 

decir, que el tratamiento de FCs con LPS aumenta significativamente la secreción de TNF-α, MCP-1, 

IL-6 e IL-10, así como los niveles de proteínas ICAM-1 y VCAM-1 [65].  

En FC humanos tratados con LPS 1 µg/mL hay evidencia de que dicho tratamiento indujo un fuerte 

aumento en la secreción de TNF-α, IL-1β, IL-10, IL-6, IL-8 y MCP-1, demostrando así las características 

inmunocompetentes y la capacidad de producir respuestas inflamatorias por parte de los FC [150]. Estos 

resultados y antecedentes expuestos reafirman el hecho de que los FCs son capaces de responder ante 

una condición proinflamatoria. Además, en fibroblastos pulmonares humanos se demostró que LPS 

aumentó la secreción de MCP-1 e IL-6 [145]. Otro reporte de la literatura, mostró el aumento de IL-1β 

e IL-6 en fibroblastos humanos del ligamento periodontal tras su estimulación con LPS de 

Porphyromonas gingivalis en un contexto de periodontitis [151]. 

Por otra parte, en los FC las proteínas ICAM-1 y VCAM-1 están expresadas constitutivamente, pero 

durante un evento inflamatorio cardíaco se ha visto un aumento en los niveles de expresión, lo que se 

han asociado a la infiltración y activación de leucocitos al sitio de daño. Tal incremento de la adhesión 

de SMC a FCs se ha reportado al estimular células cardíacas con LPS, IL-1, TGF-β1, ésteres de forbol, 
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entre otros [73]. Con respecto a los resultados obtenidos en cuanto a la adhesión de SMC a FCs, nuestros 

hallazgos  concuerdan con antecedentes de nuestro laboratorio donde se observó en FCs de ratas neonatas 

estimulados con LPS y heparán sulfato un aumento en la expresión de ICAM-1 y VCAM-1, obteniendo 

máxima expresión de estas moléculas de adhesión a las 24 horas tras el estímulo proinflamatorio, lo que 

a su vez aumentó la adhesión de SMC a FCs [65, 73,152,153]. Estos resultados condicen con otros 

obtenidos en otros tipos celulares como fibroblastos corneales donde LPS aumentó la expresión de 

ICAM-1 [154], así como también, en células mesangiales de riñón humano donde la exposición a LPS 

incrementó la expresión de VCAM-1 [155].  

Con respecto al efecto de la RvD1 sobre los efectos de LPS de aumentar los niveles de mRNA de las 

citoquinas y proteínas de adhesión en estudio, nuestros  resultados no coinciden con hallazgos previos 

reportados en la literatura en otros modelos celulares. Ya que, en la literatura se reporta por ejemplo, que  

en cultivos de microglías murinas, el pretratamiento con la RvD1 disminuyó la síntesis del mRNA de 

TNF-α, IL-1β e IL-6 inducidas por LPS [15, 99] . Además, en un modelo in vivo de isquemia/reperfusión 

hepática en ratas, el tratamiento con RvD1 disminuyó significativamente la síntesis del mRNA de TNF-

α e IL-6, así como la infiltración de neutrófilos en el tejido hepático [156]. En un modelo de inflamación 

en células epiteliales de córnea humana, la RvD1 redujo los niveles de mRNA de TNF-α, IL-6, IL-1β 

and IL-8 [157]. Así mismo, la RvD1 disminuyó la síntesis del mRNA para ICAM-1 y VCAM-1 inducida 

por TNF-α en células de la musculatura lisa vascular de humanos, y esta disminución, a su vez, redujo 

drásticamente la adhesión de monocitos en este tipo celular [158]. También, en un modelo de colitis en 

ratones, la AT-RvD1 disminuyó la expresión del mRNA para ICAM-1 y VCAM-1 a través de la 

inhibición de la vía NF-κB [159]. Las diferencias obtenidas podrían explicarse debido al modelo 

utilizado en estas investigaciones y a que para LPS el efecto de RvD1 podría ser más tardío en cuanto a 

la disminución de los mensajeros y no alcanza a hacer frente al poderoso estímulo de LPS a tiempos 

tempranos (como los que acá observamos), pero si a tiempos más tardíos (tiempos en los cuales nosotros 

no evaluamos los niveles de mRNA). Además, cabe considerar que, en esta investigación la 

concentración de LPS utilizada es 1/5 de la concentración de Ang II  (0,2 µM LPS vs 1 µM Ang II) y 

aún con esto, los efectos de LPS sobre las citoquinas y proteínas de adhesión fueron más intensos que 

los que se observaron con AngII, por lo que sin duda la respuesta de LPS como proinflamatorio es mucho 

más potente. Para ambos estímulos, se utilizaron las concentraciones que previamente se han utilizado 

en otras investigaciones reportadas en la literatura.   

En cuanto a los niveles de citoquinas secretados, RvD1 si previno el aumento de los niveles de secreción 

de IL-6, MCP-1 y mostró una tendencia a prevenir el aumento de TNF-a. Hasta ahora, no se ha reportado 

evidencia acerca del efecto de la RvD1 sobre la secreción de citoquinas inducidas por estímulos 
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proinflamatorios en FC; sin embargo, hay literatura sobre otros modelos y tipos celulares, y se discutirán 

en los siguientes párrafos. 

Se ha reportado en monocitos humanos estimulados con LPS, que la RvD1 disminuyó la secreción de 

TNF-α e IL-1β, además de potenciar aún más la secreción de IL-10 inducida por LPS [160]. Se ha 

demostrado en modelos de isquemia/reperfusión hepática, donde células de Kupffer tratadas con RvD1 

secretan más IL-10 respecto al tratamiento con LPS, y que dicha secreción polariza su diferenciación 

hacia macrófagos M2 [161]. Por lo tanto, el efecto de RvD1 sobre la secreción de IL-10 parece estar 

influenciado por el tipo celular, encontrándose aumentada más aún respecto al estímulo inflamatorio en 

células inmunes como monocitos, y no así en FC.  

Por otra parte, se ha encontrado en modelos de retinopatía diabética en ratones que la RvD1 disminuye 

la secreción de IL-1β y TNF-α en el epitelio corneal [162]. También, en un contexto de inflamación 

pulmonar aguda inducida por tabaquismo, en cultivos de fibroblastos pulmonares humanos, la RvD1 

disminuyó la secreción de IL-8, IL-6 y MCP-1 inducidas por extractos acuosos de humo de cigarrillo 

[163].  

En síntesis, los resultados encontrados con RvD1 poseen un elevado grado de correlación respecto a lo 

que se ha reportado en literatura, realzando los efectos antiinflamatorios mediados por la RvD1, donde 

la disminución de la producción de mediadores proinflamatorios como  MCP-1 e IL-6 conduce a la 

resolución de la inflamación y el comienzo de la reparación del tejido cardíaco dañado.  

Además, nuestros resultados son similares a lo que se ha reportado para otra resolvina, la RvE1, con la 

que se observó que esta disminuyó el reclutamiento de PMN en modelos de piel [164], periodontitis 

[165], peritonitis, colitis [166], entre otros. 

Sobre los niveles de proteínas de adhesión, los resultados obtenidos coinciden parcialmente con lo 

reportado en la literatura, pues RvD1 solo previno el aumento de VCAM-1 y no así el de ICAM-1. En 

la literatura hay evidencia de los efectos de la RvD1 sobre la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en 

variados modelos de inflamación y daño tisular. Por ejemplo se ha visto que la RvD1 disminuye la 

expresión de ICAM-1 en un modelo de enfermedad pulmonar obstructiva crónica por tabaquismo en 

ratones [167]. Por otro lado, en un modelo de inflamación en células endoteliales de retina de macaco, 

la RvD1 disminuyó la expresión de VCAM-1 inducida por IL-1β. 

En FC, el aumento de los niveles de expresión de ICAM-1 y VCAM-1 está directamente ligado a la 

adhesión de leucocitos (SMC y PMN), y se ha encontrado que la disminución de alguna de estas 

proteínas, inhibe significativamente la adhesión de células del sistema inmune [65,73]. Dado que RvD1 

disminuyó los niveles de VCAM-1 era de esperarse que la adhesión de SMC a FCs también disminuyera. 

Estos resultados se complementan con resultados previos de nuestro laboratorio, donde RvD1 logró 
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disminuir la adhesión gatillada por LPS de SMC a FCs de ratas neonatas [96]; y también la adhesión de 

SMC a FCs de rata adulta gatillada por HS [153].  

Con respecto a los efectos de RvD1 de prevenir el aumento en la adhesión de SMC a FCs gatillada por 

LPS, estos resultados condicen con los observados para RvD1 respecto a la adhesión gatillada por LPS 

en FCs neonatos y por HS en FCs adultos, y en  ambos casos RvD1 previno el aumento de la adhesión.  

Además, se han observado efectos similares de RvD1 en otros estudios, donde ha mostrado reducir la 

adhesión de PMN a células endoteliales estimuladas con TNF-α y disminuir el reclutamiento de 

neutrófilos hacia el ventrículo izquierdo de ratas infartadas. Incluso, mostró modular el tráfico de 

monocitos y el aclaramiento de macrófagos [43]. Por otro lado, la AT-RvD1 ha mostrado disminuir la 

infiltración de leucocitos en un modelo de falla pulmonar aguda provocada por LPS, además de atenuar 

los niveles de moléculas de adhesión [130]. 

Las diferencias encontradas entre la respuesta inflamatoria gatillada por Ang II respecto a la de LPS, así 

como las diferencias en los efectos inhibitorios que RvD1 presentó sobre los efectos proinflamatorios de 

AngII y LPS pueden explicarse debido a que, si bien ambos son estímulos proinflamatorios, sus acciones 

farmacológicas ocurren por mecanismos distintos. Se ha reportado que, Ang II favorece la producción 

de diferentes moléculas consideradas DAMPs, tales como las especies reactivas de oxígeno (ROS), 

citoquinas como MCP-1, además de aumentar la expresión de los receptores TLR4 que reconocen estos 

DAMPS y otros [ 168]. Sin embargo, Ang II por sí misma no activa al receptor TLR4 sino que como es 

conocido y se ha mencionado ampliamente, sus efectos son ejercidos principalmente a través de los 

receptores AT1R y AT2R. LPS en cambio, es un PAMPs, es reconocido directamente por el receptor 

TLR4, desencadenando así su respuesta inflamatoria. Antecedentes publicados hacen referencia a que la 

respuesta inflamatoria de los PAMPs ha mostrado ser más robusta que la que desencadenan los DAMPs 

por ejemplo en cuanto a la inducción de citoquinas [169].  

 En su conjunto estos resultados refuerzan la idea de los FC como células especializadas en la adhesión 

de células inmunes, una función que solo era atribuida a células endoteliales. En ese sentido, la 

disminución en la adhesión provocada por RvD1, que se sustenta en el descenso de los niveles de 

VCAM-1, ofrece nuevas perspectivas en respuesta al daño, y por lo tanto, posiciona a este mediador 

lipídico como un importante agente terapéutico por sus efectos pro-resolutivos en daño cardiaco.  

Una vez más, en general, las diferencias encontradas pueden explicarse debido a los tipos celulares y de 

estímulo proinflamatorio utilizado, considerando además las diferencias en la potencia de la respuesta 

que cada estímulo puede desencadenar. Sin embargo, consideramos que nuestros hallazgos y la evidencia 

existente en la literatura, aportan evidencia para considerar que la RvD1 ejerce un importante efecto 

antiinflamatorio a nivel de la expresión de proteínas proinflamatorias en la etapa transcripcional y 

además que la respuesta de la RvD1 será particular para los diferentes tejidos. 
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7.4 Limitaciones 

 

Este trabajo se enfocó en los efectos proinflamatorios en FCs en cultivo que gatillaron Ang II y LPS, 

específicamente sobre la expresión /secreción de IL-6, MCP-1, TNF-a, IL-10, IL-1 b, ICAM-1 y 

VCAM-1  y el efecto sobre la adhesión de SMC a FCs. Además, se determinó el efecto que RvD1 causó 

al ser utilizado previo a estos estímulos. Lo anterior, se llevó a cabo en un sistema aislado bajo 

condiciones controladas tal como lo es el cultivo celular. El uso de un modelo in vitro como este, resulta 

útil para estudiar la respuesta inflamatoria de los FC y la interacción con otras células, como este caso 

los SMC. Sin embargo, nuestro modelo in vitro no considera el resto de células presentes en el tejido 

cardiaco, tales como cardiomiocitos, células vasculares, neutrófilos y linfocitos; los que pueden 

influenciar el comportamiento y actividad de monocitos y/o FCs. Tampoco este modelo considera las 

respuestas fisiológicas propias del organismo completo, las cuales es de esperar influyan las respuestas 

que ocurren en los diferentes tipos celulares del organismo, en este caso las ratas SD. Bajo estas 

condiciones, si bien es cierto nuestros resultados aportan evidencia valiosa para conocer y comprender 

más sobre la participación de los FCs y la RvD1 en la respuesta inflamatoria cardíaca en rata y pueden 

ofrecer indicios de lo que podría esperarse en seres humanos, lo cierto es que es indispensable realizar 

ensayos en modelos in vivo en animales y por supuesto en FCs humanos tanto in vitro como in vivo. 

Por otra parte, en esta investigación, los niveles de proteína ICAM-1 y VCAM-1 fueron determinados 

mediante inmunoblot, técnica que permite separar e identificar proteínas de acuerdo a su peso molecular 

y permite determinar niveles relativos de las proteínas, mas no permite establecer su localización celular 

o cambios en ese sentido. Este trabajo no contempló ensayos para evaluar posibles cambios en la 

localización celular de las proteínas estudiadas. Considerando el aumento observado con Ang II sobre la 

adhesión de SMC a FCs y la relevancia que tendrían los posibles efectos de Ang II sobre ICAM-1 y 

VCAM-1 se hace necesario considerar incluir este tipo de ensayos en futuras investigaciones.  

 

8. CONCLUSIONES 
 

Con respecto a la hipótesis planteada para esta investigación: RvD1, vía receptor ALX/FPR2, disminuye 

la expresión de ICAM-1, VCAM-1, de las citoquinas IL-6, MCP-1,TNF-a y la adhesión de monocitos, 

en los procesos pro-inflamatorios gatillados por Ang II y/o LPS en FCs de rata, se logro detectar la 

presencia de los receptores ALX/FPR2 en los FCs y se observó que la RvD1 no modificó los niveles 

basales de Ca+2 intracelular y si inhibió los niveles de Ca+2 frente al estímulo positivo con Ang II. RvD1 

disminuyó los niveles de proteína VCAM-1, la secreción de IL-6 y MCP-1 y la adhesión de SMC a FCs 
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gatillado por LPS, además, RvD1 disminuyó la expresión/secreción de IL-6, MCP-1, TNF-a (solo 

mRNA) y la adhesión de SMC a FCs gatillado por Ang II. Por otra parte, el estímulo con Ang II no 

aumentó la expresión de ICAM-1 y VCAM-1. Finalmente, cabe mencionar que RvD1 por sí misma no 

modificó la expresión de ninguna de las proteínas estudiadas, ni la adhesión de SMC a FCs, sus efectos 

se observaron solamente frente a la presencia de los estímulos proinflamatorios con Ang II y LPS.  

Los resultados obtenidos en esta investigación aportan la primera evidencia de la expresión de los 

receptores ALX/FPR2 en FCs de rata adulta, sugiriendo la capacidad de los FCs de responder a la acción 

de la RvD1. Esto se sumaría a los aportes que resaltan el rol de los FCs como participantes activos del 

proceso inflamatorio cardiaco así como también del proceso de reparación del tejido, más aún al tomar 

en cuenta que los niveles de los receptores se incrementan frente a estímulos proinflamatorios-

profibróticos. La RvD1 podría estar ejerciendo sus efectos a través del receptor ALX/FPR2 modificando 

los niveles de Ca+2 intracelular, ión que se sabe participamente de manera importante en diferentes vías 

de señalización que llevan a la producción de proteínas de la inflamación. RvD1 al disminuir 

significativamente la señal de calcio, podría estar previniendo los estos efectos proinflamatorios. 

Con respecto a los efectos de Ang II vía receptor AT1R sobre los fibroblastos cardíacos podemos afirmar 

entonces que Ang II aumenta los niveles de mRNA y proteína secretada de IL-6, MCP-1 y aumenta los 

niveles de mRNA de TNF-a en FCs de rata adulta lo que nos permite decir que los efectos 

proinflamatorios de Ang II repercuten tanto a nivel del proceso de transcripción como de secreción de 

estas proteínas y este efecto es ejercido a través de su receptor AT1. Lo que además corrobora la 

expresión de estos receptores en los FCs y de nuevo aporta evidencia de la capacidad de estas células de 

responder frente a estímulos proinflamatorios-profibróticos como la Ang II, que a través del aumento de 

MCP-1 e IL-6 podría estar favoreciendo mecanismos apoptóticos, profibróticos, angiogénicos y 

favorecer el daño cardíaco. 

La RvD1 mostró ser capaz de contrarrestar algunos de los efectos proinflamatorios de Ang II y LPS; y 

posee un elevado grado de correlación respecto a lo que se ha reportado en literatura en otros tipos de 

fibroblastos y otros tipos celulares, confirmando los efectos prorresolutivos de la inflamación que han 

reportado. En este caso, RvD1 disminuyó la producción de mediadores proinflamatorios como TNF-α, 

MCP-1, IL-6 y la adhesión de SMC a FCs, lo cual a nivel cardiovascular podría contribuir a la resolución 

de la inflamación y el comienzo de la reparación del tejido cardíaco dañado. 

En su conjunto estos resultados refuerzan la idea de los FC como células centinelas, participantes activos 

en la adhesión de células inmunes, una función que solo era atribuida a células endoteliales. En ese 

sentido, la disminución en la adhesión provocada por RvD1, que se sustenta en el descenso de los niveles 

de VCAM-1 (para el caso de LPS) y probablemente también de otras proteínas de adhesión, ofrece 
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nuevas perspectivas en respuesta al daño, y por lo tanto, posiciona a este mediador lipídico como un 

importante agente terapéutico por sus efectos pro-resolutivos en daño cardiaco 

Finalmente, es importante señalar que no se encontró en esta investigación diferencia significativa al 

utilizar RvD1 antes o después del estímulo con Ang II, esto aporta evidencia de que la RvD1 tiene efectos 

proresolutivos y además preventivos de la inflamación y esto hace que su utilidad en el tratamiento de 

procesos inflamatorios sea más amplia.  

Futuras investigaciones permitirán dilucidar con mayor claridad los mecanismos implicados en los 

efectos encontrados para RvD1 en FCs de rata, tanto en lo que respecta al mecanismo efector asociado 

a su receptor como a las vías de señalización implicadas en sus efectos proresolutivos frente a los efectos 

gatillados por Ang II y LPS. 

A su vez, los resultados obtenidos sugieren que los FCs cardíacos si bien tienen la capacidad de responder 

a distintos estímulos pro-inflamatorios, la respuesta no es la misma para todo tipo de estímulo, sino que 

tiene sus particularidades en cuanto a la intensidad de la respuesta y en cuanto a las moléculas que se 

incrementan, dado que por ejemplo la respuesta de Ang II y LPS mostró similitudes y también 

importantes diferencias.  
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10. ANEXOS 
 
10.1 Certificado del CICUA 
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10.2 Resultados ensayo de Ca+2 con WRW4 

 

 
 
 
 

Figura 40. Efecto de WRW4 como antagonista del efecto de RvD1 sobre la liberación de Ca+2 citoplasmático en FCs de 
rata adulta. FCs fueron incubados por 30 minutos con sonda FLUO-4AM y luego estimulados con WRW4,  WR4 + RvD1 (0,1 

µM) 1 min después + Ang II  (0,1 µM) 1 minuto después. A) y B) Imágenes representativas de las cinéticas de WRW4 para n=2, 

experimentos realizados en fechas diferentes.  C) ) Imagen representativa de las cinética de WRW4 + 1minutos después RvD1 + 

1 minuto después Ang II.  
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11. MATERIAL SUPLEMENTARIO 
 
 
 

 
Figura S1. Niveles de mRNA de IL-10 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs 

cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), Losartán (1µM), Losartán (1µM)  + Ang II (1µM) 

una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces sobre el 

control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos 

están expresados como promedio ± SEM. **p<0,01. 

 
 

                                    
Figura S2. Niveles de secreción de IL-10 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24 horas. FCs fueron 

estimulados con Ang II 1µM en presencia y ausencia de Losartán 1µM  y PD123319 1µM. Los antagonistas fueron agregados 1 

hora antes del estímulo con Ang II. Los valores de IL-10 se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los resultados 

representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes.  
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Figura S3. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-10 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina 
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), RvD1 (100nM), RvD1 

(D1; 100nM) + Ang II (1µM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números 

de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos 

tiempos. Los datos están expresados como promedio ± SEM.  

 

 

                                       
Figura S4. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de IL-10 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 
24 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1µM en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora 

antes o 1 hora después del estímulo con Ang II. Los valores de IL-10 se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los 

resultados representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. 
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Figura S5. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-10 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante 
3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 µg/mL), RvD1 (D1; 100nM), RvD1 (100nM) 

+ LPS (1 µg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces 

sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los 

datos están expresados como promedio ± SEM. * p<0,05. 

 

 

 

                             
Figura S6. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secreción de IL-10 en FCs de rata adulta estimulados con LPS durante 24 
horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 µg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora 

antes del estímulo con LPS. Los valores de IL-10 se obtuvieron en pg por µg de proteína de cada muestra. Los resultados 

representan el promedio ± SEM de 7 experimentos independientes. ** p<0,01, *** p<0,001. 
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Figura S7. Niveles de mRNA de IL-1b en FCs de ratas adultas estimulados con Angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs 

cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), Losartán (1µM), Losartán (1µM)  + Ang II (1µM) 

una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces sobre el 

control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos 

están expresados como promedio ± SEM.  
 
 
 

  
Figura S8. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-1b en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina 
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1µM), RvD1 (100nM), RvD1 

(D1; 100nM) + Ang II (1µM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números 

de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos 

tiempos. Los datos están expresados como promedio ± SEM.  
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Figura S9. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-1b en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante 
3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 µg/mL), RvD1 (D1; 100nM), RvD1 (100nM) 

+ LPS (1 µg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Ct y se expresaron como números de veces 

sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los 

datos están expresados como promedio ± SEM. * p<0,05, **p <0,01. 

 
 
 
 
 


