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ABREVIATURAS 
ACE: Enzima convertidora de angiontensina 
Ang I: Angiotensina I 
Ang II: Angiotensina II. 
AT1: Receptor tipo 1 de angiontensina II. 
AT2: Receptor tipo 2 de angiontensina II. 
bFGF: Factor básico de crecimiento de fibroblasto. 
CCR2: Receptor de quimiocina tipo 2. 
CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo 
Cx:Conexina 
ET-1: Endotelina-1. 
FGF: Factor de crecimiento de fibroblasto. 
IECAS: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. 
IL: Interleucina. 
MC: Mastocito 
MCP-1: Proteína quimioatrayente de monocitos 1. 
MEC: Matriz extracelular. 
MMPs: Metaloproteinasas de Matriz. 
NCX: Intercambiador Na+/Ca++  
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas. 
PMCA: Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática  
RAS: Sistema renina-angiontensina 
ROS: Especies reactivas de oxígeno 
SEN: Solución extracelular normal 
SERCA: Ca2+-ATPasa  del retículo sarco/endoplásmico  
SOCE: Entrada de Ca2+ operada por los almacenes intracelulares  
SOCs: Canales operados por reservas 
TGF-β1: Factor de Crecimiento Transformante Beta -1. 
TIMPs: Inhibidores tisulares de metaloproteinasas de matriz. 
TNF-α: Factor de Necrosis Tumoral Alfa. 
TβRII: Receptor tipo II de TGF-β. 
α-SMA: Actina del músculo liso alfa 
NO: Óxido nítrico  



RESUMEN 
La fibrosis cardiaca hace referencia a una excesiva acumulación de las proteínas que conforman a la 

matriz extracelular. Esta situación acompaña a diversas patologías cardiacas como el infarto, la 

hipertensión arterial y a la diabetes mellitus, entre otras. La fibrosis cardiaca es modulada por 

diversos factores dentro de los cuales se encuentra al calcio.  Actualmente no existe un medicamento 

eficaz contra la fibrosis cardiaca limitándose el tratamiento al uso de fármacos como el losartán que 

enlentecen su progreso. La pirfenidona es un fármaco que ha sido aprobado para el uso en humanos 

por la FDA para el tratamiento de fibrosis pulmonar idiopática. Estudios en animales también ha 

comprobado que su efecto antifibrótico se puede extrapolar a otro tipo de fibrosis como la cardiaca. 

Aunque diversos trabajos han demostrado que la pirfenidona modifica los niveles de diferentes 

moléculas asociadas a la fibrosis como el TNF-α o el TGF-β1, no existen aún trabajos que aborden el 

efecto de esta droga en los mecanismos de regulación del calcio en el fibroblasto cardiaco, 

protagonista de esta patología. Para determinar esto, se usaron cultivos primarios de fibroblastos 

cardiacos de rata de la cepa Long-Evans y mediante microfluorometría se estudió el efecto de la 

pirfenidona en los mecanismos reguladores de calcio. Los resultados obtenidos muestran que la Ang II 

100nM provoca en los fibroblastos cardiacos la expresión del marcador fibrótico α-SMA. Por otra 

parte, el tratamiento agudo con pirfenidona no muestra tener efectos en la homeostasis del calcio del 

fibroblasto cardiaco tanto en condiciones normales como en condiciones de fibrosis. Los efectos 

crónicos de la pirfenidona en los fibroblastos cardiacos en situación de fibrosis se dan principalmente 

por cambios en la actividad de NCX y PMCA, efectos que no se ven en los fibroblastos cardiacos en 

situaciones normales. Por otra parte, el losartán también mostró tener efectos en la regulación del 

calcio en los fibroblastos cardiacos en condiciones normales donde se observó que había una mayor 

entrada de calcio por los SOC y tanto en los fibroblastos cardiacos en condiciones normales como en 

condiciones fibróticas,  modificó la actividad de las proteínas extrusoras. 

En conclusión se puede decir que la Ang II promueve la diferenciación de fibroblastos a 

miofibroblastos. La aplicación aguda de pirfenidona no provoca cambio en los niveles intracelulares 

de calcio mientras que la aplicación crónica de pirfenidona modula la homeostasis de Ca2+ en los 

fibroblastos tratados con Ang II, aumentando la liberación de calcio, la entrada de calcio a través de 



los SOC y la extrusión del ion. El losartán aplicado de manera crónica modula la entrada de calcio y el 

proceso de extrusión del ion en los fibroblastos controles y tratados con Ang II. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN. 
El corazón es un órgano encargado de la distribución de la sangre hacia todo el cuerpo. Esto lo logra 

gracias al trabajo coordinado que tienen diversos tipos de células en el corazón como los miocitos 

cardiacos, las células endoteliales y los fibroblastos. Los miocitos cardiacos son células especializadas 

en la contracción muscular que ocupan el 75% del volumen de todo el corazón aunque, en relación a 

la cantidad, solo son un tercio del total de las células que existen en el corazón (Sabri, 2002). Las 

células endoteliales son otro tipo de células que se encuentran en la cara interna de los vasos 

sanguíneos y de las cavidades del corazón sirviendo como revestimiento. Los fibroblastos por otra 

parte, tienen un papel fundamental en la creación y manutención de la matriz extracelular y esta, 

cuando incrementa su extensión de manera anormal recibe el nombre de fibrosis cardiaca (Segura, 

Frazier, & Buja, 2012). Este estado puede ser provocado por diversos estados patológicos o 

actividades que demandan un gran actividad física o alteraciones metabólicas en el corazón, e.g. 

hipertensión arterial, diabetes mellitus o la práctica de la halterofilia. Las consecuencias funcionales 

que puede acarrear la fibrosis cardiaca pueden ser desde inexistentes si el grado de fibrosis es mínimo 

o bien llegar hasta la insuficiencia cardiaca y la muerte en los casos de fibrosis severa. 

 Actualmente no existe un tratamiento capaz de frenar o revertir este proceso, sin embargo, si se 

cuentan con fármacos que ayudan a que el progreso de la fibrosis sea más lento. Dentro de estas 

opciones terapéuticas se encuentran a los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina 

(IECAs), betabloqueadores o los bloqueadores del receptor de Angiotensina II. Estas propuestas de 

tratamiento actúan en la vía del Sistema Renina-Angiontensina (RAS) como el losartán o sobre la 

inhibición de moléculas profibróticas como el Factor de Crecimiento Transformante Beta -1 (TGF-β1) 

dentro de los cuales destaca la pirfenidona (Brilla, Funck, & Rupp, 2000; Edgley, Krum, & Kelly, 2012; 

Roubille et al., 2014). 

 La pirfenidona es un fármaco que fue aprobado para el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopática 

desde octubre del 2014. Este ha sido probado en animales mostrando una eficacia en la reducción de 

la fibrosis cardiaca y disminuyendo la rigidez diastólica (Edgley et al., 2012; Mullard, 2017) 

 

 

 



Fibroblasto 
 

El fibroblasto es una célula de origen mesenquimal que se encarga de la creación y manutención de la 

matriz extracelular. Morfológicamente son descritas como células que en general, carecen de una 

membrana basal y tienden a tener múltiples procesos o extensiones en forma de hoja. Contienen un 

núcleo oval (con 1 o 2 nucléolos), un retículo endoplasmático rugoso extensivo, un aparato de Golgi 

prominente y material granular citoplasmático abundante (figura 1). Tiene interacciones dinámicas 

con el cardiomiocito y mediante un trabajo coordinado, hacen funcionar al corazón como una bomba 

suministradora de sangre. Aunque los cardiomiocitos abarcan aproximadamente un 75% del volumen 

del tejido cardiaco, con respecto al número de células, solo representan el 30% mientras que los 

fibroblastos son el 70% del total aproximadamente (Vliegen, van der Laarse, Cornelisse, & Eulderink, 

1991). La función principal del fibroblasto es crear, mantener y ante ciertos estímulos, modificar la 

dirección y crecimiento de la matriz extracelular, proceso que se conoce como remodelación. Si bien, 

la principal función que se le ha atribuido ha sido la anteriormente descrita, existe evidencia que 

sugiere que también tiene un papel importante en la transmisión de señales entre las diferentes 

células que conforman al tejido cardiaco. Esta transmisión se logra mediante las conexinas que 

mantienen una unión física entre fibroblastos (Cx 40) o entre fibroblastos y cardiomiocitos (Cx 45) 

(Kohl, 2005) (Camelliti, 2004). . Los fibroblastos, mediante ciertos estímulos como el del TGF-β1 o la 

angiotensina II, pueden diferenciarse a miofibroblastos, un fenotipo con mayor capacidad de 

proliferación, migración, contracción (por la presencia de la actina de músculo liso α, α-SMA) y 

secreción de proteínas (colágeno tipo I). Esta forma del fibroblasto solo se encuentra en situaciones 

patológicas en donde existe la presencia de fibrosis.  



 

Figura 1. Fibroblasto cardiaco ventricular. Note que el  
fibroblasto cardiaco tiene un eje corto (S) y otro largo (L) 

(Burstein, Libby, Calderone, & Nattel, 2008). 
 

Matriz extracelular. 
 

La matriz extracelular es una red de proteínas que mantiene la integridad estructural del tejido 

cardíaco y juega un papel importante en la regulación directa e indirecta de las propiedades 

eléctricas, mecánicas y bioquímicas del corazón. Múltiples señales del ambiente extracelular son 

transportadas a través de la matriz extracelular las cuales pueden modificar la morfología, función y 

fenotipo de las células cardiacas. Los fibroblastos son las células responsables de mantener la 

estructura y organización de la matriz extracelular mediante la secreción y el depósito de diversas 

proteínas como el colágeno tipo I y III, laminina y fibronectina. Además, los fibroblastos secretan 

diversas sustancias como factores de crecimiento, citocinas y metaloproteasas que intervienen en la 

remodelación de la matriz extracelular. Cabe destacar que en situaciones no patológicas, los niveles 

de remodelación son bajos (Maclean & Pasumarthi, 2014; Segura, Frazier, & Buja, 2014). 

Debido básicamente a la capacidad que tienen los fibroblastos de poder remodelar a la matriz extracelular 

y de los cardiomiocitos para poder hipertrofiarse o hipotrofiarse, el corazón puede cambiar su estructura y 

su funcionamiento para adaptarse a nuevas situaciones, fenómeno llamado remodelación cardiaca. Estos 

cambios pueden ser benéficos como es el caso de la hipertrofia cardiaca provocada por ejercicio 

correctamente dosificado, mejorando la función sistólica y diastólica o pudiendo ser adversos como es el 



caso de la insuficiencia cardiaca (Baudino & Carver, 2006; De Luca, Stefani, Pedrizzetti, Pedri, & Galanti, 

2011; Karaahmet et al., 2010; Porter & Turner, 2009; Sun, Ma, Yong, & Lv, 2007). 

Fibrosis Cardiaca 
 

Como hemos mencionado antes, la fibrosis cardiaca es una patología que es subyacente a muchas 

patologías cardiacas resultando en una excesiva acumulación de las proteínas que conforman a la 

matriz extracelular. Los fibroblastos, en especial, el fenotipo diferenciado denominado 

miofibroblasto, es responsable de este desequilibrio en la remodelación cardiaca. 

 Los fibroblastos producen dos tipos de fibrosis, una reactiva y una reparativa. La fibrosis reparativa 

mantiene la integridad estructural después de la muerte de los cardiomiocitos, cubriendo el espacio 

dejado por estos, mientras que la fibrosis reactiva es una respuesta a la sobrecarga o la inflamación y 

provoca la expansión de la matriz extracelular entre el músculo (MacLean & Pasumarthi, 2014; Yue, 

Xie, & Nattel, 2010). Figura 2. 

 

Figura 2. Diagrama esquemático de la fibrogénesis cardiaca. En respuesta a una variedad de 
estímulos, los fibroblastos cardíacos proliferan, se diferencian, sintetizan las proteínas de la matriz 
extracelular y producen citocinas inflamatorias que a su vez retroalimentan de manera positiva al 
sistema regenerando el proceso de fibrogénesis. La acumulación de matriz extracelular causa la 



fibrosis cardíaca que puede ser reparativa o bien reactiva. Tomado y modificado de (Yue, Xie, & 
Nattel, 2011). 
 

En general, la fibrosis en el miocardio es generada por uno o varios de los siguientes factores: una 

perfusión anormal el tejido cardiaco, aumento del volumen y presión de las cavidades del corazón y 

una predisposición genética. Estos factores inician vías de señalización comandadas por las 

catecolaminas, la aldosterona, los péptidos natriuréticos y el sistema renina-angiotensina que activan 

a enzimas como la colagenasa, la elastasa o las metaloproteasas que inician el proceso de 

remodelación cardiaca, generando la fibrosis. La fibrosis favorece a la disfunción tanto sistólica como 

diastólica y a la aparición de arritmias; esto es debido al incremento de la rigidez del tejido, 

desacoplamiento contráctil, una perfusión alterada y un desacomplamiento eléctrico que conllevan a 

una insuficiencia cardiaca y eventos cardiacos adversos provocando la muerte del individuo (Broberg 

& Burchill, 2015; López Salazar et al., 2006; Salazar, Miqueo, López, Iraola, & Martínez, 2006)Figura 3. 



 

Figura 3. Esquema simplificado de la insuficiencia cardiaca. La fibrosis miocárdica es generada por la 
actividad de algunas enzimas como la colagenasa, la elastasa  y las metaloproteinasas 2 y 9 que 
degradan a la matriz extracelular y permiten una mayor migración de los fibroblastos cardiacos los 
cuales secretan una cantidad anormal de proteínas que generan una disfunción en el miocardio, 
desarrollando de esta manera, diferentes manifestaciones clínicas que terminan en la muerte 
(Broberg & Burchill, 2015). 
 
Diversas señales moleculares son generadas por los fibroblastos, los cardiomiocitos o también 

aquellas que intervienen en el proceso de reparación como los macrófagos o monocitos, para activar 

vías que desencadenan el proceso de la fibrosis cardiaca. (Kong, Christia, & Frangogiannis, 2014; 



Maclean & Pasumarthi, 2014). En la siguiente tabla se resumen a los factores más importantes que 

promueven a la fibrosis cardiaca. 

 

Tabla 1. Factores promotores de la fibrosis cardiaca. 
 Modificado de (Segura et al., 2014) 

 

 

 

El Ca2+ y su papel en la fibrosis cardiaca. 

El Ca2+ es un ion al cual, en las últimas décadas, se le ha dado un papel importante como segundo 

mensajero puesto que interviene como transductor de señales en procesos tan variados como la 

excitabilidad, exocitosis, motilidad, apoptosis o transcripción de proteínas. La diferencia de 

concentración del Ca2+ entre el interior (100nm) y el exterior (1-2mM) es grande, de 10,000 a 20,000 

veces mayor en el exterior que en el interior por lo cual se requiere de sistemas eficaces para 

mantener el equilibrio de este ion. Con respecto a su papel en el desarrollo de la fibrosis cardiaca, se 

ha demostrado que tiene capacidad para modular la expresión de proteínas que componen a la 

matriz extracelular. En un estudio in vivo, el mibefradil , un bloqueador mixto de canales de Ca2+tipo L 

y T redujo la producción de colágeno así como la diferenciación de fibroblastos en las ratas que 



recibieron angiontensina II (Ang II) o aldosterona (Ramires, Sun, & Weber, 1998). En otros trabajos, se 

ha visto que la proliferación inducida por Ang II se ve reducida por la quelación del Ca2+ citosólico en 

conjunto con una disminución de la actividad de la PKC (Olson, Shamhart, Naugle, & Meszaros, 2008)  

aunque también se ha visto que solo la quelación externa de Ca2+ por EGTA impide la proliferación 

inducida por sustancia P de los fibroblastos cardiacos de la rata (Kumaran & Shivakumar, 2002).   

En otro estudio se observó que la Ang II puede incrementar la cantidad de Ca2+intracelular en el 

fibroblasto cardiaco siendo relevante esto en el desarrollo de la fibrosis cardiaca ya que la Ang II está 

involucrada en muchos procesos de esta patología como lo es la síntesis de proteínas, la proliferación 

de los fibroblastos y la expresión de otras moléculas profibróticas como el TGF-β1 (Dobaczewski, 

Chen, & Frangogiannis, 2012; Villarreal, Kim, Ungab, Printz, & Dillman, 1993). 

También se ha visto involucrados los sistemas que regulan las concentraciones de Ca2+ como lo es el 

caso del intercambiador Na+/Ca++ (NCX). Usando KB-R7943 como bloqueador de NCX se vio 

disminuida la movilidad, contracción y proliferación de los miofibroblastos cardiacos (Raizman et al., 

2007). 

 

Mecanismos de regulación del Ca2+ en el fibroblasto. 

Existen diversas proteínas tanto en la membrana externa de la célula como en las membranas 

internas que funcionan como bombas, canales e intercambiadores para el Ca2+ sin contar a las 

proteínas que se encuentran en el citosol funcionando como buffer para el Ca2+ como la calmodulina. 

Como se mencionó antes, es de vital importancia mantener la homeostasis del ion debido a que este 

juega un papel importante en todos los procesos fisiológicos de la célula, homeostasis que se logra 

por la presencia de estas proteínas. Debido al papel que juega el Ca2+ en el proceso de contracción 

muscular, existen muchos estudios que abordan como es que se regula este ion en el cardiomiocito, 

célula efectora del proceso de contracción, sin embargo, no existen muchos trabajos que aborden a 

los sistemas que regulan al Ca2+ en el fibroblasto cardiaco. Chen y col. en el 2009 usaron a una línea 

celular de fibroblastos cardiacos auriculares para su estudio sobre los mecanismos de regulación de 

Ca2+ en estas células, describiendo a los canales de Ca2+ tipo L, los receptores a IP3 y los canales 

operados por las reservas de Ca2+ internas  (SOC, por su siglas en inglés: Store Operated Channels) 

como los mecanismos que generan un incremento de la concentración de Ca2+en la célula, mientras 



que los mecanismos que se encargan de la remoción del Ca2+involucran a la bomba Ca2+-ATPasa de la 

membrana plasmática (PMCA), la bomba Ca2+-ATPasa  del retículo sarco/endoplásmico (SERCA) y NCX 

(Chen et al., 2009). 

 

Pirfenidona. 

 

La pirfenidona (5-metil-1-fenil-2(1H)-piridona) es una droga sintética aprobada en varios países para el 

tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopática  Inicialmente el interés por esta droga fue por su efecto 

antiinflamatorio, sin embargo, su importante efecto antifibrótico redefinió los intereses por este 

compuesto (Avila, Osornio-Garduño, Ríos-Pérez, & Ramos-Mondragón, 2014; Fisher et al., 2017; Kim 

& Keating, 2015; Schaefer, Ruhrmund, Pan, Seiwert, & Kossen, 2011). Diversos estudios como los de 

han demostrado que la pirfenidona puede tener un efecto potencial en el tratamiento de la fibrosis 

en diferentes órganos como lo puede ser la fibrosis renal, hepática y pulmonar (Cho & Kopp, 2010; 

Kakugawa et al., 2004; Komiya et al., 2017). Específicamente en el corazón, en un estudio se observó que 

la pirfenidona reduce la fibrosis auricular izquierda inducida por la insuficiencia cardíaca congestiva y la 

susceptibilidad a desarrollar fibrilación auricular (Lee et al., 2006). En otro estudio, se evaluó la capacidad 

de la pirfenidona para limitar la fibrosis posterior a un infarto de miocardio en un modelo de rata con 

reperfusión posterior a la isquemia. El tratamiento con pirfenidona se inició 1 semana después de la 

reperfusión isquémica y continuó durante 4 semanas. Esto resultó en una reducción del porcentaje del 

área de infarto en los tejidos adyacentes. Este resultado se asoció con una preservación de la función 

cardiaca (fracción de eyección ventricular izquierda) y una reducción en la susceptibilidad a las arritmias 

ventriculares (Nguyen, Ding, Wilson, Marcus, & Olgin, 2010). Con relación al Ca2+, en un estudio hecho en 

cardiomiocitos adultos de la rata, se encontró que la pirfenidona aumenta la conductancia de los canales 

de Ca2+
 tipo L en el cardiomiocitos sin afectar su expresión (Ramos-Mondragón et al., 2012). 

Su efecto antifibrótico parece estar dado por una disminución de la expresión de TGF-β1, la más 

prominente citoquina profibrótica, sin embargo, la vía exacta aún no está esclarecida, por lo cual 

resulta relevante saber cómo es que lo logra, lo cual nos lleva  a hacer esta investigación. 



JUSTIFICACIÓN 
La fibrosis cardiaca es una complicación de numerosas patologías cardiacas. Se ha demostrado que la 

fibrosis intersticial y perivascular provoca una disfunción sistólica y diastólica, además de que puede 

estar implicada en la generación de arritmias (Salazar et al., 2006). Estas disfunciones miocardiales 

pueden generar diversas manifestaciones clínicas que en el último de los casos provocarían la muerte 

del individuo. El Ca2+ ocupa un papel determinante en la generación de la fibrosis cardiaca. Los 

estudios demuestran que la proliferación, diferenciación, migración y secreción de proteínas por 

parte del fibroblasto cardiaco son mediadas por el Ca2+ citosólico. Se ha observado en modelos “in 

vitro” que el bloqueo de los canales de Ca2+ tipo L disminuye la producción de colágeno y la 

diferenciación mientras que el bloqueo de los extrusores del Ca2+ como el NCX inhiben la 

proliferación, la migración y la contracción de proteínas (Dobaczewski et al., 2012; Kumaran & 

Shivakumar, 2002; Olson et al., 2008; Raizman et al., 2007; Ramires et al., 1998; Villarreal et al., 1993). 

La pirfenidona es un fármaco antifibrótico usado el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopática, sin 

embargo, en ensayos experimentales, también se ha demostrado su potencial terapéutico para el 

tratamiento de la fibrosis en diversos órganos dentro de los que se incluye al corazón. Se sabe que es 

capaz de inhibir la expresión de varias citocinas inflamatorias como la IL-6, IL-12, TNF-α, interferon-γ, 

al TGF-β1 y puede eliminar especies de oxígeno reactivas en cultivos de fibroblastos de corazón y 

pulmón de rata. También ha demostrado potenciar la actividad de los canales de Ca2+ tipo L de los 

cardiomiocitos (Avila et al., 2014; Ramos-Mondragón et al., 2012). 

Tomando en cuenta estos datos, es evidente el protagonismo del Ca2+ en la fibrosis cardiaca y el 

potencial antifibrótico de la pirfenidona en el corazón, por esta razón, en este trabajo queremos 

determinar si los mecanismos regulación del calcio intracelular en los fibroblastos cardiacos pueden 

ser modulados por la presencia de la pirfenidona. 

  



HIPÓTESIS 
La pirfenidona modula los niveles intracelulares de Ca2+ en los fibroblastos cardiacos. 

OBJETIVOS 

Objetivo General 
Determinar el efecto de la pirfenidona sobre los mecanismos de regulación del Ca2+ citosólico del 

fibroblasto cardiaco en un modelo de fibrosis “in vitro”. 

Objetivos Particulares 
 

1. Generar un modelo de fibrosis “in vitro”. 

2. Caracterizar los mecanismos de regulación de Ca2+ citosólico en los fibroblastos cardiacos en el 

grupo control y con fibrosis 

a. Identificar los mecanismos que generan aumento del Ca2+ citosólico. 

i. Determinar la SOCE mediante el vaciamiento pasivo del retículo endoplásmico 

al bloquear la actividad de la SERCA. 

ii. Determinar la liberación de calcio del RE por la activación de los receptores de 

IP3 mediante la estimulación con Ang II. 

b. Identificar los mecanismos de remoción de Ca2+ citosólico. 

i. Bloquear la actividad de SERCA y PMCA para determinar la participación del 

NCX en la extrusión del calcio citosólico.  

ii. Bloquear la actividad de SERCA y NCX para determinar la participación de PMCA 

en la extrusión del calcio citosólico.  

3. Evaluar el efecto de la pirfenidona sobre los mecanismos de regulación de Ca2+ citosólico en 

los fibroblastos cardiacos 

a. Caracterizar el efecto agudo que tiene la aplicación de pirfenidona sobre los niveles 

intracelulares de Ca2+ en los fibroblastos cardiacos provenientes de la cepa Long-Evans 

en el grupo control y con fibrosis. 

b. Caracterizar el efecto de la pirfenidona sobre los mecanismos que aumentan el Ca2+ 

citosólico en los fibroblastos cardiacos en el grupo control y con fibrosis. 



i. Determinar la SOCE mediante el vaciamiento pasivo del retículo endoplásmico 

al bloquear la actividad de la SERCA. 

ii. Determinar la liberación de calcio del RE por la activación de los receptores de 

IP3 mediante la estimulación con Ang II. 

 

c. Caracterizar el efecto de la pirfenidona sobre los mecanismos de remoción del Ca2+ 

citosólico en los fibroblastos cardiacos en el grupo control y con fibrosis. 

i. Bloquear la actividad de SERCA y PMCA para determinar la participación del 

NCX en la extrusión del calcio citosólico.  

ii. Bloquear la actividad de SERCA y NCX para determinar la participación de PMCA 

en la extrusión del calcio citosólico.  
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MATERIAL Y MÉTODOS. 

Animales 
Se utilizaron ratas Long-Evans macho de 13 a 14 semanas de edad con un peso entre 250 y 300 

gramos. Los animales fueron obtenidos del bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad 

Autónoma de Puebla. El cuidado, manejo y uso de los animales fue de acuerdo con la NORMA oficial 

mexicana NOM-062-ZOO-1999.  

Cultivo de fibroblastos cardiacos 
Para el cultivo, cada rata se anestesió con sevofluorano para la extracción del corazón. Una vez 

extraído, el corazón fue perfundido en un sistema de Langendorff con solución tirode normal para 

remover la sangre del órgano; mientras tanto, se retiraron los pulmones y el tejido conectivo 

circundante del corazón. Luego se colocó al corazón en solución tirode sin Ca2+ y se lavó 4 veces con 

solución tirode libre de Ca2+ en condiciones de esterilidad para luego retirar las aurículas y cortar en 

trozos de aproximadamente 1 mm3 los ventrículos cardiacos. La suspensión celular que se obtuvo fue 

incubada a 37°C en solución de tirode suplementada con colagenasa (1mg/ml) y proteasa (0.1mg/ml). 

A los 35 minutos de incubación en agitación constante es donde se obtiene la mayor cantidad posible 

de fibroblastos y  en ese momento se detuvo la acción enzimática agregando suero fetal bovino a una 

concentración final de 10%. Posteriormente el sobrenadante fue recuperado y centrifugado a 400 G 

durante 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla de células fue resuspendida en 8ml de 

DMEM, suplementado con suero al 10% para luego ser sembrado en 4 cajas Petri de 35mm. Después 

de 3 horas se cambió el medio de cultivo para eliminar a las células que no se adhirieron al fondo de 

la caja petri. Las células se mantuvieron en DMEM-FBS 10% a 36°C, CO₂ 5% hasta el momento de su 

uso. 

Tratamientos. 
Una vez que el cultivo primario alcanzó el 100% de confluencia, los fibroblastos fueron resembrados 

en cajas petri con fondo de vidrio de un grosor de 0.18mm y con un área de cultivo de 0.81cm2 a una 

densidad de 20,000 células/cm². Un día después, el cultivo se mantuvo en medio libre de suero por 24 

horas para homogenizar la fase celular y posteriormente se trataron a los fibroblastos con los 

respectivos fármacos de cada grupo como se describe a continuación. 



 

Tratamiento con Angiontensina II 
Para tratar a los fibroblastos cardiacos con Angiontensina II, se usó DMEM-FBS 10% y A/A al 1% con 

una concentración de Angiontensina II al 100nm por 48 horas para inducir la condición de fibrosis 

(Neub, et.al, 1994; Cheng-Chin, et.al, 2004). 

Tratamiento con Pirfenidona 
Las células tratadas con pirfenidona fueron puestas bajo la acción de este fármaco en DMEM-FBS 10% 

y A/A al 1%  a una concentración de 300µM por 48 horas para estudiar los efectos que tiene sobre los 

mecanismos de regulación del Ca2+ citosólico del fibroblasto cardiaco basados en las dosis 

recomendadas por la FDA y diversos estudios que usan a la pirfenidona (Takashi, et.al., 2014; Hilberg, 

et.al., 2007; Rubino, et.al., 2009).  

Tratamiento con Losartán. 
El losartán es un medicamento usado para el tratamiento de la fibrosis cardiaca por lo cual se usó 

como control positivo. Las células fueron tratadas con losartán  en DMEM-FBS 10% y A/A al 1% a una 

concentración de 1mM por 48 horas (Buford, et.al., 2007) 

Tratamiento con Angiontensina II y Pirfenidona. 
Para ver el efecto que tiene la pirfenidona en los fibroblastos cardiacos en estado de fibrosis, se 

trataron a las células con Angiotensina II al 100nM y Pirfenidona al 300nM en DMEM-FBS 10% y A/A al 

1%.(Neub, et.al, 1994; Cheng-Chin, et.al, 2004; Takashi, et.al., 2014; Hilberg, et.al., 2007; Rubino, 

et.al., 2009).  

Tratamiento con Angiontensina II y Losartán. 
Para comparar el efecto que tiene la pirfenidona en los fibroblastos cardiacos en estado de fibrosis 

con el efecto que tiene el losartán sobre estas mismas células, los fibroblastos cardiacos fueron 

tratados con Angiontensina II al 100nM y losartán al 1mM por 48 horas. (Neub, et.al, 1994; Cheng-

Chin, et.al, 2004; Buford, et.al., 2007). 

Tratamiento con Angiontensina II, Pirfenidona y Losartán. 
Para determinar si hay un efecto potenciado por el uso de ambos fármacos en los fibroblastos 

cardiacos en estado de fibrosis se usó Angiotensina II al 100nM, Pirfenidona al 300µM y losartán al 

1mM  en DMEM-FBS 10% y A/A al 1% por 48 horas. (Neub, et.al, 1994; Cheng-Chin, et.al, 2004; 

Takashi, et.al., 2014; Hilberg, et.al., 2007; Rubino, et.al., 2009; Buford, et.al., 2007). 



Medición de la concentración intracelular del Ca2+. 
Las células tratadas fueron lavadas con PBS estéril y luego cargadas con Fluo 4 AM a una 

concentración de 2µM durante 90 minutos a 37ºC. Después del tiempo de incubación, los fibroblastos 

cardiacos fueron mantenidos en solución extracelular normal en un incubador húmedo hasta el 

momento de su uso.  La medición se hizo con el microscopio invertido Nikon Eclipse-TiU  y con el 

equipo de medición de Ca2+ PTI Delta Ram 814- Photon Technology el cual emite un haz de luz con 

una longitud de onda de 480nm, misma que excita al Fluo 4 AM acoplado al Ca2+ y que al ser 

estimulado, emite un haz de luz con una longitud de onda de 510nm. El equipo capta y transforma las 

señales luminosas a eléctricas que, traducidas por un convertidor análogo-digital, se convierten en 

señales digitales que forman a las imágenes captadas por el microscopio.  

Inmunofluorescencia 
Para determinar el cambio de fenotipo en los fibroblastos se analizó la expresión de la α-SMA, una 

proteína que, de acuerdo a la literatura, puede ser usada como marcador de fibrosis (Ramires, Sun, & 

Weber, 1998; Yu et al., 2014). Inicialmente, habíamos considerado utilizar la técnica de RT-PCR para 

determinar los cambios en los niveles de expresión del mensajero que codificaba tanto para la α-SMA 

como para el colágeno, sin embardo, decidimos usar la inmunofluorescencia ya que esta nos permite 

analizar los cambios en la expresión final de la proteína, además de corroborar su organización en 

fibras de estrés. Para esto se sembraron fibroblastos cardiacos obtenidos de los cultivos primarios en 

cubreobjetos previamente tratados con gelatina al 2%. Posteriormente, se realizó el tratamiento 

correspondiente a los fibroblastos cardiacos con Ang II de la misma manera que con los fibroblastos 

usados en el registro de las señales de Ca2+ con microfluorescencia. Una vez hecho esto, las células se 

fijaron con Metanol/Acetona 50/50 por 5 minutos a -20°C. Posteriormente se lavó 3 veces cada 

cubreobjeto con PBS frio cada 5 minutos. Luego, los cubreobjetos con los fibroblastos fueron 

incubados en BSA al 1% por 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente fueron incubados 

con el anticuerpo de α-SMA policlonal de conejo (1:100) en BSA al 1% por 1 hora a temperatura 

ambiente. Pasado esto, se lavaron los cubreobjetos 3 veces con PBS cada 5 minutos y en seguida, se 

incubaron nuevamente a los cubreobjetos con  el anticuerpo secundario Anti-conejo asociado a 

Alexa-Fluor 488 (1:200). Después se lavaron nuevamente a los cubreobjetos con PBS 3 veces cada 5 

minutos y se tiñeron y montaron en portaobjetos. Los núcleos celulares fueron contrateñidos con 

DAPI.  



Soluciones 
Para la disección del corazón se empleó solución tirode con NaCl 140mM, KCl 5.4mM, MgCl2 1mM, 

Na2HPO4 1mM, HEPES 10mM, Glucosa 10mM y CaCl2 1.8mM en agua desionizada ajustado a un pH de 

7.38. Esta misma solución pero sin CaCl2 1.8mM  se empleó para hacer la digestión enzimática. 

Para llevar a cabo los protocolos de medición del Ca2+ se usó SEN con NaCl 136mM, KCl 4mM, MgCl2 

1mM, HEPES 10mM, CaCl2 1.8mM y glucosa 11mM en agua desionizada ajustado a un pH de 7.4 y en 

el caso de los protocolos donde se requería SEN sin Ca2+ se agregó EGTA 0.5mM si suplementar con 

CaCl2. 

Análisis estadístico. 
Los resultados son presentados mediante el valor de la media ± error estándar de la media. Para 

comprobar la existencia de diferencias entre dos grupos se realizó la prueba T de Student no pareada. 

Para comprobar la existencia de diferencias de  dos grupos con respecto a un control se usó un 

ANOVA. Se consideró una diferencia significativa cuando el valor de p <0.05. En los gráficos se denota 

el número de animales utilizados como “N” y el número de células registradas como “n”. El software 

Imagemaster, Image J y GraphPad se usaron para el análisis de los datos.  

 

 

 

 

 

 
 

 

 



RESULTADOS. 
 

Para determinar si el tratamiento con Ang II 100nM producía la diferenciación del fibroblasto hacia 

miofibroblasto, fenotipo fibrótico del fibroblasto, usamos la técnica de inmunofluorescencia para 

evaluar cualitativamente la presencia de α-SMA, proteína usada como marcador fibrótico. En la 

siguiente figura se puede observar la presencia de las fibras de α-SMA en las células tratadas con Ang 

II a diferencia de los fibroblastos control donde no existe presencia de estas fibras. 

 

 

 

Figura 4. α-SMA evaluada por inmunofluorescencia. En los fibroblastos cardiacos control (paneles superiores) 
se puede observar una inmunoreactividad inespecífica para la α-SMA (color verde alrededor de los núcleos 
teñidos en color azul). En los fibroblastos cardiacos tratados con Ang II 100nM (paneles intermedios) se hace 
evidente la presencia de las fibras de estrés de α-SMA. En los fibroblastos cardiacos tratados con Ang II 100nM 
y Pirfenidona 300µM (panales inferiores) se observa nuevamente la ausencia de α-SMA. 

 



Efecto agudo de la pirfenidona sobre los niveles intracelulares de Ca2+  de los fibroblastos 
cardiacos. 
Para averiguar si la pirfenidona tenía un efecto inmediato sobre los niveles intracelulares de Ca2+, 

aplicamos el fármaco de manera aguda en los fibroblastos del grupo control y del grupo fibrótico. El 

protocolo consistió en  aplicar después de un periodo de registro basal en solución extracelular 

normal (SEN), el fármaco durante 300 segundos y luego lavar. Las concentraciones usadas de 

pirfenidona fueron: 0.3µM, 1µM, 3µM, 10 µM, 30µM, 100 µM y 300µM (Takashi,2010; Hilberg et.al., 

2012; Rubino et.al., 2009, Hilberg et.al., 2007).   

En los siguientes gráficos se puede observar que las diferentes concentraciones de pirfenidona 

aplicadas de manera aguda no afectan los niveles intracelulares de Ca2+ en los fibroblastos cardiacos 

de la condición control (Figura 5).  

 

Figura 5. Efecto agudo de la pirfenidona en fibroblastos cardiacos del grupo control. Se muestra el promedio de 
los trazos obtenidos por el efecto agudo de la pirfenidona a 0.3µM (A), 1µM (B), 3µM (C), 10µM (D), 30µM (E), 
100µM (F) y 300µM (G). La aplicación del fármaco no indujo cambios en la concentración intracelular de Ca2+  
en ninguna de las condiciones experimentales probadas. N=3, n=11. 
 

 

 

 

 



En los cultivos de fibroblastos que fueron tratados durante 48 horas con Ang II para inducir la fibrosis 

se realizó también la aplicación aguda de pirfenidona y podemos observar en los gráficos de la figura 

6 que en estas condiciones el fármaco tampoco afecto los niveles basales de Ca2+ intracelular (Figura 

6).  

 

 

Figura 6. Efecto agudo de la pirfenidona en fibroblastos cardiacos tratados con Ang II. Se muestra el promedio 
de los trazos obtenidos por el efecto agudo de la pirfenidona a 0.3µM (A), 1µM (B), 3µM (C), 10µM (D), 30µM 
(E), 100µM (F) y 300µM (G). La aplicación de pirfenidona no cambió la concentración del Ca2+  citosólico. N=3, 
n=7. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Efecto crónico de la pirfenidona en los mecanismos de regulación de calcio de los 
fibroblastos cardiacos. 
 

Los mecanismos de regulación del calcio en los fibroblastos cardiacos han sido poco estudiados, sin 

embargo, existen trabajos que describen a los principales actores en este proceso homeostático. Chen 

et.al. propone como principales mecanismos que generan un aumento en la concentración del calcio 

citosólico en los fibroblastos cardiacos a los receptores de IP3 mientras como principales mecanismos 

de eliminación del calcio citosólico propone a la SERCA, PMCA y NCX.  

En este proyecto, nuestro interés es determinar si el tratamiento crónico con pirfenidona es capaz de 

alterar el funcionamiento de estos mecanismos de regulación del calcio como una posible explicación 

por la cual la droga ejerce su efecto antifibrótico. Los protocolos usados así como los resultados 

obtenidos son mencionados a continuación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Transitorios de calcio inducidos por la fuga de calcio del retículo endoplásmico y por la entrada de 
calcio operada por los almacenes intracelulares  
 El protocolo para determinar la capacidad de almacenamiento del retículo endoplásmico y la entrada 
de calcio operada por los almacenes intracelulares (SOCE por sus siglas en inglés: Store Operated 
Calcium Entry) fue de la siguiente manera: 

 

Figura 7. Protocolo CPA 10µM. En el trazo se observan dos picos, el primero corresponde a la fuga de calcio del 

retículo endoplásmico y el segundo a la entrada de calcio operada por los almacenes intracelulares de calcio. 

Se considera al retículo endoplásmico como el principal almacén de calcio. Para determinar si los 

fibroblastos con los diferentes tratamientos alteraban su capacidad para almacenar dicho ión en el 

retículo endoplásmico, se utilizó CPA 10 µM por 30 minutos en SEN sin presencia de  Ca2+ para lograr 

una inhibición temporal de la SERCA en los fibroblastos estudiados. El CPA 10 µM  impide  la recaptura 

de Ca2+ y al estar en un ambiente sin presencia de Ca2+ extracelular, existe un aumento en la 

fluorescencia provocado por la liberación de calcio de los almacenes intracelulares hacia el citosol. En 

el caso de los próximos 30 minutos, las células estudiadas se mantuvieron con CPA 10 µM en SEN con 

presencia de Ca2+, donde se registró otro aumento de la fluorescencia debido a SOCE activada por el 

previo vaciamiento del retículo. Este mecanismo fue estudiado para discernir si los diferentes 

tratamientos modificaron los parámetros medidos en SOCE. (Chen et al, 2009). En la siguiente figura 

se puede observar el valor promedio obtenido en los registros con este protocolo. 

 

 



 

Figura 8. Media de los trazos en el registro de la señal de Ca2+ citosólico obtenida por la fuga del retículo 
endoplásmico y SOCE en las diferentes condiciones. 
 

Los parámetros analizados en cada uno de los trazos registrados fueron los siguientes: 

• Amplitud: informa de la concentración máxima de calcio alcanzada ya sea por la fuga del 
retículo endoplásmico o por SOCE 

• Integral: otorga información sobre la cantidad total de calcio liberado por la fuga del retículo 
endoplásmico o de la cantidad total de calcio entrante por SOCE 

• Tiempo al pico: funciona como un indicador de la velocidad de los mecanismos de fuga de 
calcio del retículo endoplásmico o de SOCE para llegar a la máxima concentración del ion 
calcio. 

• Tau de decaimiento al 63%: funciona como indicador de la velocidad de los mecanismos de 
extrusión del calcio citosólico, NCX y PMCA,  al 63%. 

• Tau de decaimiento al 50%: funciona como indicador de la velocidad de los mecanismos de 
extrusión del calcio citosólico, NCX y PMCA, al 50%. 

 



Efecto de la fibrosis sobre la liberación y entrada de calcio. 

 

 

 

Figura 9. Ca2+ liberado por la fuga de calcio del retículo en los fibroblastos en condición fibrótica. Existe un 
aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentración de Ca2+ citosólico por efecto del 
bloqueo de SERCA por el CPA (A). Los fibroblastos en condición fibrótica (rojo) requirieron un mayor tiempo 
para alcanzar la concentración pico de Ca2+ (D)  y un menor tiempo para retornar al estado basal (E). N=4 
ncontrol=15 nangII=11. 
 
 
 

 

 



Para el caso de los fibroblastos tratados con Ang II 100nM, se puede observar en la imagen A de la 

Figura 9, un aumento del tiempo requerido para alcanzar la máxima concentración de calcio por la 

fuga desde el retículo endoplásmico y una disminución del tiempo necesario para alcanzar 

nuevamente el valor basal de calcio. Esta información pone en evidencia que en los fibroblastos en 

situación de fibrosis disminuye la velocidad a la que se fuga el calcio del retículo endoplásmico y 

aumenta la velocidad de extrusión del calcio citosólico (p<0.05). Ver Figura 9, gráficos D y E. 

 

Figura 10. Entrada de calcio en los fibroblastos de la condición fibrótica. No encontramos cambios en la 
velocidad de entrada del calcio (D), en la concentración máxima de calcio (B) ni en la cantidad total de calcio (C) 
que entró cuando se activaron los SOC.  Solo la velocidad de extrusión de calcio disminuyó en casi un 50% (E). 
N=4 ncontrol=15 nangII=11. * p<0.05 

 



 
 
Para el caso de SOCE, los fibroblastos en condición de fibrosis únicamente mostraron una mayor 

velocidad por parte de PMCA y NCX para extruir al calcio citosólico medida al 50% del retorno a la 

basal; esto puede observarse en la imagen A de la Figura 10 corroborado con el gráfico E con una 

*p<0.05. 

Efecto de la pirfenidona sobre la liberación y entrada de calcio. 

 

 
Figura 11. Calcio liberado por la fuga del retículo endoplásmico en los fibroblastos tratados con pirfenidona. 
Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentración de calcio citosólico por 
efecto del bloqueo de SERCA por el CPA (A). Los fibroblastos tratados con pirfenidona requirieron un mayor 
tiempo para alcanzar la concentración máxima de calcio (D). N=3 ncontrol=15 npirf=7. 
 
 



Para el caso de los fibroblastos del grupo control que fueron trata tratados con Pirfenidona, podemos 

observar en la Figura 11A y 11D que el tiempo para alcanzar la concentración máxima de calcio 

aumento de manera significativa (p<0.05) y que existe una tendencia a disminuir la cantidad de calcio 

liberado (11B y 11C). 

Cuando analizamos el efecto de la pirfenidona sobre la entrada de calcio, no encontramos diferencias 

significativas ni en la amplitud de la respuesta, el tiempo en llegar a la concentración máxima o en la 

velocidad de extrusión del calcio. 

 

 

Figura 12. SOCE en los fibroblastos tratados con pirfenidona. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a 
un aumento de la concentración de calcio citosólico por efecto del bloqueo de SERCA por el CPA y a la SOCE 
(A). No hubo efectos de la pirfenidona sobre los parámetros medidos en SOCE en los  fibroblastos. N=3 
ncontrol=15 npirf=7 



Efecto del losartán sobre la liberación y entrada de calcio. 
A petición del comité tutorial, decidimos incluir un grupo experimental en el cual tratamos a los 

fibroblastos con losartán, otro antifibrótico antagonista de los receptores de angiotensina AT1. El 

tratamiento con losartán a la concentración de 1mM tuvo un efecto claro sobre la liberación de calcio 

del RE y a pesar de que se aprecia un aumento en la cantidad de calcio liberado y en la amplitud de la 

respuesta, solo la velocidad de liberación fue menor y estadísticamente significativa (p<0.001) (Figura 

13A-D). No encontramos diferencias significativas en la velocidad de extrusión del ion. 

 

 
 

Figura 13. Calcio liberado del retículo endoplásmico en los fibroblastos tratados con losartán. Existe un 
aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentración de calcio citosólico por efecto del 
bloqueo de SERCA por el CPA (A). Los fibroblastos tratados con losartán requirieron un mayor tiempo para 
alcanzar la concentración pico de calcio (D). NO hubo cambios en la amplitud de la señal regis



trada (B), en la integral (C) o en las velocidades de decaimiento (E y F). N=3 ncontrol=15 nlos=10. 
 

En el caso de SOCE, el tratamiento con losartán aumentó la concentración máxima de calcio alcanzada 

por este mecanismo y duplicó la cantidad total de calcio entrante (Figuras 14A-D; p<0.001) a pesar de 

que el tiempo medio de extrusión se redujo en un 50% (Figura 14E).  

 



 

Figura 14. SOCE en los fibroblastos tratados con losartán. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un 
aumento de la concentración de calcio citosólico por efecto de la SOCE(A). El losartán aumento la cantidad de 
calcio entrante (C), alcanzando una mayor concentración de calcio citosólico (B), no obstante, la velocidad de 
extrusión, medida como la tau de decaimiento al 50% aumentó al doble (E). N=3 ncontrol=15 nlos=10 

 

Efecto la pirfenidona sobre la liberación y entrada de calcio en los fibroblastos tratados con Ang II. 
En la Figura 15 podemos observar que en la condición fibrótica, la liberación del calcio de RE en los 

fibroblastos tratados con pirfenidona, aumentó en un 90%, sin cambio significativos  en el tiempo al 

pico ni en la cantidad total de calcio liberado (Figura 15A-D).  Además, hubo un aumento en la 

velocidad de extrusión de calcio medido, disminuyendo el valor de la Tau0.5 y de la Tau0.63, en un 30 y 

60%, respectivamente (Figura 15E y F; p<0.001). 



 

 
Figura 15. Calcio liberado del retículo endoplásmico en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con 
pirfenidona. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentración de calcio 
citosólico por efecto del bloqueo de SERCA por el CPA (A). El tratamiento con pirfenidona aumentó la 
concentración pico de calcio que se alcanza con la fuga del retículo (B) y disminuyó el tiempo para retornar a la 
basal de calcio (E y F). N=3 ncontrol=15 nangII+pirf=9. 
Por lo que respecta a la entrada de calcio, observamos un aumento al doble en la cantidad total de 

calcio entrante y más de dos veces la concentración máxima, sin encontrar cambios significativos en el 

tiempo al pico de la respuesta o en la velocidad de extrusión del calcio. (Figura 16). 



 

 

Figura 16. SOCE en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con pirfenidona. Existe un aumento de la 
fluorescencia asociada a un aumento de la concentración de calcio citosólico por efecto de la SOCE (A). El 
tratamiento aumento la cantidad de calcio liberado por la fuga del retículo (C), alcanzando una mayor 
concentración de calcio citosólico (B) sin modificar de manera significativa los tiempos al pico (D) y de extrusión 
de calcio (E) (F). N=3 ncontrol=15 nangII+pirf=9. 
 

 

Efecto del losartán sobre la liberación y entrada de calcio en los fibroblastos tratados con Ang II 
El tratamiento con losartán a una concentración de 1 mM, aumentó en aproximadamente un 20% la 

liberación (Figura 17A) y la entrada de calcio (Figura 18A), sin embargo, en ambos casos el efecto no 



fue estadísticamente significativo. Tampoco encontramos diferencias en los otros parámetros 

estudiados.  

 

 

Figura 17. Calcio liberado del retículo endoplásmico en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con 
losartán. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentración de calcio citosólico 
por efecto del bloqueo de SERCA por el CPA (A). El tratamiento con losartán no modificó de manera 
significativa los parámetros medidos de la fuga de calcio. N=3 ncontrol=15 nangII+los=10 
 



 

 

Figura 18. SOCE en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con losartán. Existe un aumento de la 
fluorescencia asociada a un aumento de la concentración de calcio citosólico por efecto de la SOCE (A). El 
tratamiento con losartán no modificó de manera significativa los parámetros medidos en SOCE. N=3 ncontrol=15 
nangII+los=10. 

 

 

 



Efecto de la co-aplicación de losartán y pirfenidona sobre la liberación y entrada de calcio en los 
fibroblastos tratados con Ang II. 
La liberación de calcio del RE aumentó al doble de la condición control en los fibroblastos fibróticos 
tratados de manera conjunta con pirfenidona y losartán (p<0.05). Este efecto se vio acompañado de 
una tendencia  a incrementar la cantidad total de calcio liberado (Figura 19A-C); ambas respuestas 
son muy similares a las encontradas al tratar los fibroblastos fibróticos solo con la pirfenidona.  

 

 

Figura 19. Calcio liberado del retículo en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con pirfenidona y 
losartán. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentración de calcio citosólico 
por efecto del bloqueo de SERCA por el CPA (A). El tratamiento con pirfenidona y losartán aumentó la 
concentración máxima alcanzada por la fuga de calcio (B). N= 3 ncontrol=15 nangII+pirf+los=11 

 



Para el caso de la entrada de calcio a través de los SOC, el tratamiento con ambos fármacos en la 

condición fibrótica aumentó la concentración máxima de calcio alcanzada y  disminuyó a la mitad el 

tiempo de extrusión del calcio al 50% (Figura 20A, B y E). Aunque la concentración de calcio total 

entrante aumentó a prácticamente el doble de la condición control, el efecto no fue estadísticamente 

significativo. 

 

 

Figura 20. SOCE en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con pirfenidona y losartán. Existe un 
aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentración de calcio citosólico por efecto de la 
SOCE (A). El tratamiento aumentó la cantidad de calcio pico alcanzada por SOCE (B) y disminuyó el tiempo para 
regresar a la basal calcio al 50% (E). N=3 ncontrol=15 nangII+pirf+los=11 

 



Efecto de la inhibición de NCX y PMCA. 
PMCA y NCX son descritos en la literatura como dos de los principales mecanismos de extrusión de 

Ca2+ por lo que para estudiar el efecto de los diversos tratamientos en estos mecanismos se realizó lo 

siguiente: 

Para estudiar la contribución de PMCA sobre la extrusión de calcio, utilizamos el protocolo que a 

continuación se describe: 

 
Figura 21. Protocolo Benzamil 20µM. El pico observado en el trazo corresponde a la fuga de calcio del retículo 
endoplásmico bajo el efecto del Benzamil, bloqueador de NCX.  

 

 

En este protocolo se co-aplicaron dos drogas: el CPA para bloquear la actividad de la SERCA y el 

Benzamil para bloquear el NCX. Ambas drogas se co-aplicaron durante 25min en ausencia de calcio y 

el aumento resultante en la concentración de Ca2+ intracelular sería debido a la fuga de calcio del RE y 

a la extrusión del ion por un mecanismo diferente del NCX, muy probablemente por la actividad de la 

PMCA, qué de acuerdo a la literatura, es uno de los principales mecanismos de extrusión de calcio 

junto con el NCX (Brini & Carafoli, 2011). 



 
Figura 22. Trazos promedio de la señal de calcio evocada por fuga de calcio desde el RE. En cada una de las 
condiciones de co-aplicó benzamil 20µM para bloquear la actividad del NCX. 
 

Para estudiar la contribución de NCX en la extrusión de calcio, utilizamos el protocolo que a 

continuación se describe: 

 
Figura 23. Protocolo Ortovanadato 20µM. El pico observado en el trazo corresponde a la fuga de calcio del 
retículo endoplásmico bajo el efecto del Ortovanadato, un bloqueador de la PMCA. 

 

 



Para este registro seguimos bloqueando a SERCA para permitir un aumento de la concentración de 

Ca2+ citosólico por la fuga del retículo endoplásmico pero siendo modulada por NCX. Para lograr esto, 

se usó CPA al 10µM como bloqueador de SERCA y al Ortovanadato 20µM para bloquear a PMCA 

durante 25 minutos en SEN sin presencia de Ca2+.  Al final del protocolo, las células son  mantenidas en 

SEN sin presencia de Ca2+ para no evocar a SOCE. En la siguiente Figura se puede observar el trazo de 

las medias obtenido en los registros con este protocolo. 

 
Figura 24. Trazos promedio de la señal de calcio evocada por fuga de calcio desde el RE. En cada una de las 
condiciones de co-aplicó orthovanadato 20µM para bloquear la actividad del NCX. 
 

Los parámetros que evaluamos en las respuestas evocadas fueron los mismos que describimos 

anteriormente: amplitud, área bajo la curva, tiempo al pico y tau de extrusión. 

En la siguiente figura se muestran las diferencias encontradas usando CPA en cada una de las 

condiciones y el efecto del Ortovanadato y Benzamil como bloqueadores de PMCA y NCX 

respectivamente. 
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Figura 25. Efecto del 
Ortovanadato y Benzamil en 
la extrusión de calcio 
liberado desde el RE. El uso 
de CPA y Ortovanadato o 
CPA y Benzamil tuvo efectos 
distintos en las diferentes 
condiciones.  
 



En la figura 25A observamos que en los fibroblastos controles, al bloquear la actividad del NCX con el 

benzamil, el transitorio de calcio aumenta en amplitud y en duración, enlenteciéndose la fase de 

decaimiento (Figura 27 y 29). Cuando bloqueamos la actividad de la PMCA, el efecto sobre la amplitud 

del transitorio fue muy similar al observado con el benzamil, lo cual denota una participación 

equitativa de ambos mecanismos sobre la extrusión del calcio intracelular (Ver condición control en 

las figuras 26-29).  

Cuando evaluamos el efecto del bloqueo de ambos mecanismos en los fibroblastos tratados con 

pirfenidona, en fibroblastos fibróticos y en los fibróticos tratados con losartán, encontramos que al 

usar el benzamil, el transitorio de calcio aumento en amplitud y en duración, sin embargo, al aplicar el 

ortovanadato, solo encontramos un ligero incremento en la amplitud, pero sin cambios en el resto del 

transitorio de calcio (Figura 25 B, C y F). En estos experimentos encontramos también una 

disminución en el tiempo al pico al usar ambas drogas (Figura 28). Esto denota qué en estas 

condiciones experimentales, la PMCA y no el NCX tiene el papel preponderante en la extrusión del 

calcio. (Figura 26-29) 

Por lo que respecta a las condiciones de fibroblastos tratados con losartán, fibroblastos fibróticos 

tratados con pirfenidona o co-tratados con pirfenidona y losartán, del bloqueo del intercambiador 

tuvo un efecto no esperado: la amplitud del transitorio de calcio y su duración, disminuyeron de 

manera drástica a pesar de que se enlenteció la velocidad de extrusión (Figura 25). Este efecto podría 

deberse a que en el pirfenidona como el losartán podrían estar activando mecanismos 

compensatorios (una sobreactivación de PMCA o NCX) o sobreactivando mecanismos de remoción de 

calcio, que normalmente tienen un papel menor en el tamponamiento de calcio, un ejemplo sería el 

MCU en la mitocondria (Figura 26-29).  El bloqueo de la PMCA, no afectó de manera significativa la 

amplitud del transitorio de calcio en los fibroblastos fibróticos tratados con pirfenidona pero 

disminuyo la velocidad de extrusión al punto que la el valor final de la concentración de calcio es 

mayor que la condición sin bloqueador (Figura 25-29). 

 

A continuación mostramos los gráficos del análisis cuantitativo, mediante los cocientes de cambio en 

los diferentes parámetros del transitorio de calcio, al aplicar los fármacos benzamil u ortovanadato 

(fármaco/ sin fármaco). 



 

Figura 26. Efecto del benzamil y el ortovanadato sobre la amplitud del transitorio de calcio liberado del RE. Se 
muestran los cocientes de cambio al aplicar el benzamil, un bloqueador del NCX o el ortovanadato, un inhibidor 
de la PMCA, en las diferentes condiciones experimentales. N=3 ncontrol=15 nangII=11 npirf=7 nlos=10 nangII+pirf=9 
nangII+los=10 nangII+pirf+los=11. 

 

 

Figura 27. Efecto del benzamil y el ortovanadato sobre el calcio total del RE. Se muestran los cocientes de 
cambio al aplicar el benzamil, un bloqueador del NCX o el ortovanadato, un inhibidor de la PMCA, en las 
diferentes condiciones experimentales. N=3 ncontrol=15 nangII=11 npirf=7 nlos=10 nangII+pirf=9 nangII+los=10 
nangII+pirf+los=11. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Figura 28. Efecto del benzamil y el ortovanadato sobre el tiempo al pico del transitorio evocado por la 
liberación de calcio de RE. Se muestran los cocientes de cambio al aplicar el benzamil, un bloqueador del NCX o 
el ortovanadato, un inhibidor de la PMCA, en las diferentes condiciones experimentales. N=3 ncontrol=15 
nangII=11 npirf=7 nlos=10 nangII+pirf=9 nangII+los=10 nangII+pirf+los=11. 
 
 
 
 
 

 
Figura 29. Efecto del benzamil y el ortovanadato sobre la velocidad de decaimiento del transitorio evocado por 
la liberación de calcio de RE. Se muestran los cocientes de cambio al aplicar el benzamil, un bloqueador del NCX 
o el ortovanadato, un inhibidor de la PMCA, en las diferentes condiciones experimentales. N=3 ncontrol=15 
nangII=11 npirf=7 nlos=10 nangII+pirf=9 nangII+los=10 nangII+pirf+los=11. 
 

 

 

 

 

 



Liberación de calcio del RE inducida por la activación del receptor a IP3 
 

El protocolo empleado para estimular los receptores IP3 y provocar la liberación de calcio de retículo 

endoplásmico fue el siguiente: 

 
Figura 30. Protocolo Ang II 100nM. El pico en el trazo corresponde a la liberación de calcio del retículo 
mediante los receptores de IP3. 

 

El protocolo consiste en aplicar Ang II la cual se une a los receptores AT1 y activa la vía de la PLC, 

generando a partir de la descomposición del PIP2
  el DAG y el IP3. Este último activa a su receptor en 

el retículo endoplásmico y provoca la liberación de calcio hacia el citosol. De acuerdo a la literatura, la 

liberación de calcio inducido por la activación de los receptores a IP3 es el principal mecanismo de 

liberación de calcio en células no excitables eléctricamente.  La concentración usada de Ang II fue de 

100nM en solución libre de Ca2+ durante 10 minutos, esto para asegurar que el aumento intracelular 

de calcio se deba solo a la liberación y no a la entrada del ion. En la siguiente Figura se puede observar 

los trazos de las medias obtenidas para cada una de las condiciones experimentales. 

 

 

 

 



 
Figura 31. Trazos promedio de la liberación de calcio evocada por la estimulación de los receptores a IP3 
mediante la aplicación de ANGII. 

 

Los parámetros analizados en cada uno de los gráficos son la amplitud, el área bajo la curva, el tiempo al pico y 
la tau de extrusión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Liberación de calcio del RE por activación de los receptores a IP3 en los fibroblastos tratados con Ang 
II 
 

La aplicación aguda de la Ang II provoca un aumento transitorio en la concentración intracelular de 

calcio. Tanto en la condición control como en la condición fibrótica, la Ang II provocó señales 

prácticamente idénticas, aumentando solo el tiempo al pico para alcanzar la concentración máxima 

de calcio en los FiC’s fibróticos. Esta respuesta es muy similar a la encontrada en los experimentos 

donde evaluamos la liberación pasiva de calcio desde el RE bloqueando a la SERCA con el CPA (Figura 

32). 

 

 
Figura 32. Estimulación de los receptores a IP3 en los fibroblastos en condiciones de fibrosis. Los fibroblastos 
fueron expuestos a Ang II con lo que se provocó un aumento en la fluorescencia asociada a un aumento en la 
concentración de calcio citosólico (A). No hubo cambios significativos en la amplitud (B), calcio liberado (C) o en 
la tau de decaimiento (E). En los fibroblastos fibróticos aumentó el tiempo al pico para alcanzar la 
concentración máxima de calcio (D). N=5. ncontrol=22 nAng II=20 

 

 



Efecto del tratamiento con pirfenidona sobre la liberación de calcio inducida por la activación de los 
receptores a IP3. 
El tratamiento durante 48 horas con pirfenidona de los fibroblastos del grupo control indujo cambios 

en la respuesta evocada por la aplicación de la ANGII: la liberación de calcio del RE disminuyó en un 

30% y la cantidad total de calcio liberado fue de solo un 15% del valor control (Figura 36A-C). Esta 

disminución tan drástica se explica por un enlentecimiento de la velocidad de liberación y por un 

aumento de la velocidad de extrusión del ion (Figura 33D y E). 

 

 

Figura 33. Estimulación de los receptores a IP3 en los fibroblastos tratados con pirfenidona. Los 
fibroblastos fueron expuestos a Ang II con lo que se provocó un aumento en la fluorescencia asociada 
a un aumento en la concentración de calcio citosólico (A). Los fibroblastos tratados con pirfenidona 
presentan una menor cantidad de calcio liberada por la activación de los receptores a IP3 (C) 
disminuyendo también la concentración máxima alcanzada (B) y requiriendo un mayor tiempo para 
lograr dicha concentración (D) y un menor tiempo  para regresar al estado basal (E). N=4. ncontrol=22 
npirf=14. 
 

 



Efecto del losartán sobre la liberación de calcio del RE inducida por la activación de los receptores a 
IP3. 
Al igual que en los experimentos con CPA, el tratamiento con losartán durante 48h, no tuvo efectos 

significativos sobre la liberación de calcio del retículo endoplasmático inducida por la aplicación en 

este caso de ANG II (Figura 34). 

 

 

 
 

Figura 34. Estimulación de los receptores a IP3 en los fibroblastos tratados con losartán. Los fibroblastos fueron 
expuestos a Ang II con lo que se provocó un aumento en la fluorescencia asociada a un aumento en la 
concentración de calcio citosólico (A). Los fibroblastos tratados con losartán requieren un menor tiempo para 
regresar a las condiciones basales (E). No encontramos diferencias significativas en la amplitud (B), liberación 
total de calcio (C) ni en el tiempo al pico (D). N=5. ncontrol=22 nlos=24 



 

 

Efecto de la pirfenidona sobre la liberación de calcio del RE estimulado por la activación de los 
receptores a IP3 en los fibroblastos tratados con Ang II. 
El tratamiento de los fibroblastos en la condición fibrótica con la pirfenidona, restablece la amplitud 

del transitorio de calcio, la cantidad total de calcio liberado y la velocidad de liberación a valores 

similares a los encontrados en la condición control (Figura 35A-D), y aunque la velocidad de extrusión 

es mayor (Figura 35E), el balance final no afecta la cantidad total de calcio liberada. 

 

 
Figura 35. Estimulación de los receptores a IP3 en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con 
pirfenidona. Los fibroblastos fueron expuestos a Ang II con lo que se provocó un aumento en la fluorescencia 
asociada a un aumento en la concentración de calcio citosólico (A). Los fibroblastos en condiciones de fibrosis 
tratados con pirfenidona requieren un menor tiempo para regresar a las condiciones basales (E). No 
encontramos diferencias en la amplitud (B), calcio liberado (C) ni en el tiempo al pico (D).N=4. ncontrol=22 nang 

II+pirf=11 

 

 

 



Efecto del losartán sobre la liberación de calcio inducida por la activación del receptor a IP3 en los 
fibroblastos fibróticos. 
Cuando analizamos el efecto del losartán sobre la liberación pasiva de calcio del RE no obtuvimos 

diferencias significativas en presencia de este fármaco. Al estimular la liberación de calcio por la 

activación de los IP3-R, la respuesta evocada fue muy variable (en algunas células de un mismo vidrio 

se observaba como algunas disminuían la concentración de manera más rápida que otras) y aunque el 

valor promedio (Figura 36A) del transitorio de calcio es netamente diferente en la fase de 

decaimiento, el análisis estadístico no mostró diferencias significativas entre ambas condiciones 

(Figura 36B-E). 

 

 

Figura 36. Estimulación de los R´sIP3 en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con losartán. Los 
fibroblastos fueron expuestos a Ang II con lo que se provocó un aumento en la fluorescencia asociada a un 
aumento en la concentración de calcio citosólico (A) Los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con 
losartán no mostraron tener diferencias en los parámetros medidos en la liberación de calcio (C), la amplitud 
(B) o en  el tiempo al pico (D).  N=4. ncontrol=22 nang II+pirf=10. 

 



Efecto del cotratamiento con pirfenidona y losartán sobre  la liberación de calcio inducida por la 
activación de los receptores a IP3. 
El trazo de la figura 37A muestra el efecto obtenido en los fibroblastos en condición de fibrosis 

tratados con pirfenidona y losartán al estimularlos de manera aguda con Ang II 100nM.  Se puede 

apreciar que existe una menor cantidad de calcio liberada por los receptores IP3 (C) *p<0.05 y una 

mayor velocidad en la remoción del calcio citosólico (E) *p<0.05. Pareciera que aunque la pirfenidona 

y el losartán son fármacos antifibróticos, los efectos que tienen sobre la liberación de calcio son 

antagónicos, ya que la presencia de losartán, parciamente restablece la señal evocada por ANG II en 

los fibroblastos tratados con pirfenidona (Figura 33 y 37). 

 

 

 
Figura 37. Estimulación de los receptores a IP3 en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con 
pirfenidona y losartán. Los fibroblastos fueron expuestos a Ang II con lo que se provocó un aumento en la 
fluorescencia asociada a un aumento en la concentración de calcio citosólico (A). Los fibroblastos en 
condiciones de fibrosis tratados con pirfenidona y losartán tuvieron una menor cantidad de calcio liberada por 
los receptores IP3 (C) así como un menor tiempo en regresar a su estado basal (E). Aunque la amplitud de la 
respuesta fue menor (B), no fue estadísticamente significativo al igual que el tiempo al pico (D). N=5. ncontrol=22 
nang II+pirf=16. 

 



DISCUSIÓN 

Diferenciación de los fibroblastos cardiacos. 
La fibrosis cardiaca es una enfermedad caracterizada por un exceso en la cantidad de las proteínas 

que componen a la matriz extracelular teniendo como consecuencia alteraciones en la función 

cardiaca. Las investigaciones que abordan a esta patología atribuyen al fibroblasto el papel 

protagonista debido a que se le considera como la principal fuente de secreción de las proteínas que 

conforman a la MEC (Kamimura et al., 2012; Porter & Turner, 2009; Segura et al., 2014). Esta célula es 

susceptible de ser estimulada por una variada cantidad de factores hormonales dentro de los que 

destaca la Ang II, un péptido vasoactivo que favorece el aumento de presión arterial. Con relación a la 

fibrosis cardiaca, se ha visto que la Ang II es capaz de inducir la secreción de diversas proteínas y 

sustancias relacionadas con la fibrosis como el colágeno tipo I y el TGF-β1. También se ha demostrado 

que interviene en el proceso de diferenciación del fibroblasto hacia miofibroblasto, un estadio celular 

caracterizado por la presencia de α-SMA y una mayor capacidad tanto contráctil como secretoria. Esto 

lo logra debido a que al unirse con el receptor AT-1, genera una cascada de señalización que involucra 

a las MAPKs (JNK, p38 y ERK) las cuales fosforilan a Smad2 y Smad3 y forman un complejo junto con 

Smad4 que puede internalizarse en el núcleo, donde promueve la transcripción de los genes 

asociados con TGF-B1, colágeno tipo I, colágeno tipo III y fibronectina, entre otros. También el 

receptor AT-1 es capaz de activar a la vía de señalización JAK-STAT y promover la transcripción del  

TGF-β1 (Dobaczewski et al., 2012; Furukawa et al., 2003; Gabriel, 2009; Schiller, Javelaud, & Mauviel, 

2004). La estimulación del receptor AT-2 también activa a las MPAKs promoviendo la síntesis de las 

proteínas y factores antes mencionados (Murphy et.al, 2015; Schnee et.al., 2000).  

Diversos autores han estudiado el fenómeno de la fibrosis utilizando fibroblastos cardiacos y la 

estimulación con diversos factores para generar un ambiente pro-fibrótico y un modelo in vitro. 

Dentro de los factores utilizados destaca la Ang II. En este trabajo utilizamos Ang II a una 

concentración de 100nM, ya que de acuerdo a trabajos previos, esta concentración es suficiente para 

inducir la activación de los fibroblastos y la conversión hacia miofibroblastos.  La presencia de este 

fenotipo se hace evidente por la aparición de la fibras de α-SMA (figura 4) (Chung, Kao, Liou, & Chen, 

2014; Kawano et al., 2000; Neuss, Regitz-Zagrosek, Hildebrandt, & Fleck, 1994).  

Es importante señalar que a diferencia de otros trabajos donde utilizan fibroblastos cardiacos que al 

ser cultivados adquieren el fenotipo de miofibroblastos, en nuestro trabajo los fibroblastos utilizados 



fueron siempre del pasaje 1 y como observamos en las imágenes de la inmunofluroescencia (Figura 

4), en la condición control no fueron inmunoreactivos para la presencia de la α-SMA, lo cual nos indica 

que los FiC’s no se encontraban en estado activado. Este efecto pudiera deberse a que nosotros 

utilizamos solo el primer pasaje de cultivo y en otros trabajos utilizan también pasajes posteriores 

hasta llegar incluso al sexto (Twardowski & Black, 2014; Zhu et al., 2013). 

Con el antecedente de un trabajo realizado por Ramos-Mondragón en el 2012 donde se observó que 

la pirfenidona aumentaba la conductancia de los canales de Ca2+ tipo L en los cardiomiocitos, surgió la 

curiosidad por ver el efecto que tenía esta droga en los mecanismos de regulación del Ca2+ descritos 

en el fibroblasto cardiaco, célula a la que se le atribuye el protagonismo del desarrollo de la fibrosis 

cardiaca. Chen et.al han identificado diversos mecanismos reguladores de la concentración de 

Ca2+intracelular, mismos que hemos estudiado en este proyecto como posibles vías por las cuales la 

pirfenidona pudiera tener el efecto antifibrótico que lo caracteriza. 

Efecto agudo de la pirfenidona en los niveles basales de Ca2+. 
Para el caso del efecto agudo, los resultados mostrados en la figura 5 evidencian que ante la 

aplicación de la pirfenidona, la concentración intracelular de calcio en los fibroblastos no cambia por 

lo cual se puede deducir que en condiciones controles, el tratamiento con pirfenidona no es capaz por 

si solo de modular la [Ca2+]i. De la misma manera, los fibroblastos en condición de fibrosis inducida 

por la aplicación durante 48 horas de Ang II (100nM) tampoco mostraron cambios en la concentración 

citosólica de Ca2+ durante la aplicación aguda de pirfenidona (figura 6) por lo cual podemos concluir 

que la pirfenidona no tiene una acción inmediata que involucre al Ca2+ para reducir o revertir a la 

fibrosis cardiaca. Existen diversos trabajos que abordan a la problemática de la fibrosis cardiaca 

usando a la pirfenidona como tratamiento donde se puede observar el efecto antifibrótico que tiene 

la droga cuando se aplica en periodos que van desde días a semanas, lo que hace constatar que es 

necesario un período de tiempo largo para poder apreciar los efectos de la droga (Lee et al., 2006; 

Miric et al., 2001; Mirkovic et al., 2002; Yamazaki et al., 2012). En tiempos de tratamiento más cortos, 

existe un trabajo donde se aplicó pirfenidona por 3 horas a una concentración de 178µM con el 

objetivo de valorar los cambios en los niveles de TNF-α sin obtener alguna diferencia importante y 

teniéndose que triplicar la concentración de este fármaco para lograr una respuesta significativa 

(Grattendick, Nakashima, Feng, Giri, & Margolin, 2008). Por todo esto no es de extrañarse que no se 



vea un efecto agudo de esta droga en la concentración citosólica de Ca2+ tanto en los fibroblastos en 

condiciones normales como en los que están en una situación de fibrosis. 

Efecto crónico de la pirfenidona en los mecanismos homeostáticos de Ca2+. 
Posteriormente, se quiso valorar si los mecanismos descritos en la literatura como los principales 

reguladores de Ca2+ en el fibroblasto cardiaco pudieran ver afectado su funcionamiento por efecto del 

tratamiento crónico con pirfenidona. 

Fibroblastos cardiacos en condiciones no fibróticas. 
 

Para las condiciones en los fibroblastos cardiacos en condiciones normales, es decir,  sin tratamiento 

con Ang II existieron cambios bajo el tratamiento, tanto con losartán como con pirfenidona. 

El tratamiento con pirfenidona en los fibroblastos en condiciones normales tuvo importantes 

repercusiones en los mecanismos de regulación del Ca2+. Como se vio, existe un aumento del tiempo 

al pico en la fuga de Ca2+ (fig. 11) posiblemente provocado por un aumento de la capacidad de 

extrusión del Ca2+ por parte de NCX y PMCA y una disminución de la eficacia de los receptores de IP3 

para aumentar la concentración de Ca2+ citosólico. Estos hechos, sin embargo varían si se analiza a los 

extrusores de manera individual donde se observa que la modulación de la fuga de calcio por PMCA y 

NCX generan un mayor porcentaje de concentración de Ca2+ (fig. 26) y un mayor porcentaje de la 

cantidad total de Ca2+ liberada por la fuga del retículo endoplásmico cuando es modulada por NCX 

(fig. 27) en comparación con los fibroblastos control donde el porcentaje de estos parámetros es 

mayor, lo cual sugiere que NCX y PMCA ven aumentada su función cuando trabajan de manera 

conjunta y se ve disminuida cuando lo hacen de manera individual. Con respecto a la estimulación de 

los receptores IP3, hay una menor cantidad de Ca2+ liberada por  la activación de estos receptores con 

la aplicación aguda de Ang II (fig. 33), lo que sugiere que existe una menor intervención de estos 

receptores, ya sea por su función,  su expresión o el grado de activación a través de la vía de la PLC.  

Sumado a esto, con el aumento de la eficacia de NCX y PMCA de manera conjunta como extrusores, 

se puede explicar el mayor tiempo al pico y la mayor velocidad a la hora de regresar a la 

concentración de Ca2+ basal (fig. 33). Estos resultados son importantes ya que no existen trabajos en 

la literatura que aborden los efectos de la pirfenidona en estos mecanismos en ningún tipo celular lo 

cual pudiera servir de guía para otros trabajos como lo de Walter en el 2014 donde se estudian los 

efectos adversos de esta droga (Walter et al., 2014). 



Por otra parte, en los fibroblastos tratados con losartán se observa que el tratamiento crónico 

provoca una mayor concentración y cantidad de Ca2+ entrante a través de los SOC (fig. 14). A su vez, 

se observa que al bloquear la actividad de la PMCA y favorecer solo la extrusión a través del NCX, 

existe un porcentaje menor de la cantidad total de Ca2+ presente en el citosol por la fuga del retículo 

endoplásmico lo que indicaría que NCX desaloja al Ca2+ de manera más eficaz bajo el tratamiento 

crónico con losartán (fig 27). Por otra parte, PMCA también ve aumentada su función bajo este 

tratamiento debido a que disminuye la concentración de Ca2+ alcanzada por la fuga del retículo 

endoplásmico (fig. 27). Estos resultados demuestran que el losartán tiene efectos en la homeostasis 

de Ca2+ en el fibroblasto cardiaco en condiciones normales sobre la actividad de NCX y PMCA. Si bien 

existen cambios significativos, en estudios referentes a la viabilidad celular como el de Öztürk en el 

2011, el losartán parece no tener un efecto apoptótico en los fibroblastos en condiciones normales y 

sus efectos van más encaminados a una disminución de la proliferación de estas células (Ozturk, 

Tezel, & Yalcin, 2011). 

Fibroblastos cardiacos en condiciones fibróticas. 
Para el caso de los fibroblastos cardiacos bajo condiciones de fibrosis, observamos que la Ang II 

modifica la actividad de algunos de los mecanismos homeostáticos del Ca2+.En primera instancia, los 

resultados observados muestran que la Ang II tiene un efecto en la fuga de Ca2+ del retículo 

endoplásmico aumentando el tiempo para alcanzar la concentración máxima y aumentando la 

velocidad de extrusión (fig. 9). Esto también coincide con el aumento en la velocidad de extrusión del 

Ca2+ durante la entrada del ion a través de los canales de Ca2+ activados por el vaciamiento del RE, los 

SOC (fig.10). Con esto podemos deducir que la actividad del NCX y de PMCA como extrusores del Ca2+ 

se ve aumentada en los fibroblastos cardiacos en estado fibrótico. Otro punto importante a notar es 

que existe una menor activación de los receptores de IP3 como generadores del aumento de la 

concentración de Ca2+ citosólico debido a que el tiempo al pico se ve aumentado lo cual quiere decir 

que los fibroblastos cardiacos en situación de fibrosis presentan una menor actividad  de sus 

receptores IP3 (fig. 32). Esto, combinado con el aumento de la función que presentan NCX y PMCA 

como extrusores de Ca2+ puede explicar parte del mayor tiempo al pico requerido en la fuga de calcio 

(fig.9). Con respecto a SOCE, el tratamiento con Ang II no ejerció cambios significativos en los 

parámetros medidos a excepción de la velocidad de extrusión del Ca2+ que se ve aumentada como lo 

fue en el caso de la fuga de Ca2+ del retículo endoplásmico (fig. 10). Por otra parte se puede observar 

que existe una disminución de la cantidad de calcio liberada por la fuga del retículo endoplásmico 



bajo los efectos del Benzamil y Ortovanadatoen comparación con el control (fig 27) lo que confirma 

que tanto PMCA como NCX tienen su actividad aumentada en el proceso de fibrosis. 

Existe una limitada información de los procesos homeostáticos del Ca2+ bajo el efecto de moléculas 

precursoras de la fibrosis cardiaca como lo es la Ang II en el fibroblasto cardiaco, sin embargo si se ha 

visto esto en otras células como los cardiomiocitos donde la actividad de NCX se vio aumentada en las 

ratas que se sometieron a la colocación de una banda aórtica con el objetivo de generar en ellas una 

hipertrofia ventricular izquierda la cual vieron acompañada con un incremento del colágeno 

extracelular, una característica de la fibrosis cardiaca (Røe et al., 2017). Este hecho coincide con 

nuestros resultados donde se observa un aumento en la extrusión de Ca2+ por este mecanismo. 

Estudios hechos en fibroblastos cardiacos hablan de la importancia de NCX en el desarrollo de la 

fibrosis. Kamimura y colaboradores en el 2012 encontraron que al inhibir a NCX, desaparecieron los 

efectos producidos por la administración continua de Ouabaína durante 14 semanas la cual desarrollo 

fibrosis del ventrículo izquierdo en ratas Sprague-Dawley (Kamimura et al., 2012). Ikeda en el 2013 

observó que la Ang II y el TGF-B1 promovieron la proliferación de los fibroblastos cardiacos pero al 

usar KB-R7943 como inhibidor NCX, esto no sucedió (Ikeda et al., 2013). El mismo bloqueador fue 

usado por Raizman en el 2007 en ratas Sprague–Dawley donde vio que la motilidad y proliferación de 

los miofibroblastos fue disminuida (Raizman et al., 2007). Por otra parte, el efecto de la Ang II, como 

molécula profibrótica, en PMCA no ha sido reportado en fibroblastos cardiacos sin embargo, Axelband 

en el 2009 encontraron  que la Ang II a concentraciones bajas (10-10 mol / l) inhibía la actividad de 

PMCA en un 50% y que al aplicar posteriormente una concentración alta de Ang II (5 × 10-7mol / L), la 

función de PMCA se recuperaba, esto en células del túbulo proximal del riñón de oveja (Axelband et 

al., 2009). En el fenómeno de hipertrofia se ve presente el desarrollo de la fibrosis cardiaca 

ocasionada, entre otras causas, por la diabetes. Liang en el 2014, comparó la eliminación de Ca2+ a 

través de múltiples mecanismos en células beta de ratones diabéticos db / db y encontró un aumento 

de la actividad de PMCA y NCX, misma situación que pudiera extrapolarse con nuestros resultados 

obtenidos en los fibroblastos cardiacos (Liang et al., 2014). Con respecto a los receptores IP3, Bokkala 

1997 vio que la estimulación crónica con Ang II dio como resultado una disminución de la expresión 

de los receptores de IP3 tipo I y III en las células epiteliales del hígado de la rata WB (Bokkala & 

Joseph, 1997). Si bien, las células son diferentes a las estudiadas en este trabajo, el tipo de receptores 

coincide con los encontrados en los fibroblastos cardiacos (Chen y cols en el 2009). Zhang en el 2017 



encontró en los fibroblastos ventriculares un aumento en la expresión de STIM1 y ORAI1, dos 

participantes clave en SOCE, tras la exposición a la Ang II (Zhang et al., 2016). Si bien, se ha visto que 

SOCE está implicada en la expresión de ciertas proteínas relacionadas con el desarrollo de la fibrosis 

(Ross et al., 2017), en nuestros resultados no encontramos un efecto significativo de la Ang II en los 

parámetros medidos de este mecanismo. Esto puede deberse a la cepa usada, que en nuestro caso, 

fue Long-Evans mientras que en los otros trabajos se usaron ratas de la cepa Sprague-Dawley, así 

también como el tiempo de cultivo, los pasajes celulares usados,  la duración del tratamiento y la 

concentración de la droga.  

El tratamiento con pirfenidona en los fibroblastos en situación de fibrosis parece revertir algunos de 

los efectos generados por la Ang II. Se puede observar que el tratamiento en la condición fibrótica 

genera una mayor concentración de Ca2+ alcanzada por la fuga del retículo y un mayor tiempo 

requerido en la remoción del Ca2+ respectivamente así como la normalización del tiempo al pico (fig. 

15), parámetro afectado por la Ang II. Con esto se pude decir que los sistemas de extrusión del Ca2+ 

citosólico ven disminuida su actividad, efecto opuesto en el caso de los fibroblastos cardiacos tratados 

con Ang II. Esto también explicaría lo mostrado en la estimulación de los receptores de IP3 donde se 

observa que también se normalizó el tiempo al pico (fig. 35). Si analizamos el efecto del tratamiento 

de manera individual en PMCA y NCX, encontramos que existe un menor porcentaje en la amplitud 

(fig. 26) y en la concentración generada por la fuga de Ca2+ (fig. 27) lo cual indicaría que la actividad 

individual de estos sistemas estaría aumentada por efecto de la pirfenidona. Esto puede deberse a 

que una subida abrupta de calcio por la inhibición de los otros sistemas de remoción de calcio 

permitiría una mayor activación de PMCA por parte de la calmodulina. Así mismo, NCX se ha visto que 

aumenta su capacidad de extrusión conforme aumenta la concentración de calcio. Ambos hechos 

explicarían porque hay mayor actividad extrusora si trabajan de manera individual que cuando 

trabajan de manera conjunta. Esto demuestra que el efecto antifibrótico de la pirfenidona con 

relación al Ca2+ esta mediado principalmente por la actividad de los extrusores que como ya hemos 

descrito antes, se les cataloga como un importante mecanismo en el desarrollo de la fibrosis cardiaca 

ocasionada por diversas patologías y  factores fibróticos (Axelband et al., 2009; Kamimura et al., 2012; 

Liang et al., 2014; Raizman et al., 2007; Røe et al., 2017). 

Para el caso de los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con losartán se observa que en los 

parámetros medidos tanto en la fuga de Ca2+ del retículo endoplásmico como en SOCE (fig. 17-18), no 



existe una diferencia significativa con respecto al control lo cual habla del efecto antifibrótico que 

tiene usando como mediador  al Ca2+.Al analizar a NCX y PMCA de manera independiente, se observa 

que ambos sistemas al trabajar de manera individual bajo el efecto del losartán aumentaron aún más 

la concentración de calcio por efecto de la Ang II (fig. 26) y en el caso de PMCA, se observa una mayor 

cantidad de Ca2+ liberada por la fuga del retículo endoplásmico (fig. 27) cuando actúa como extrusor 

principal lo cual está asociado al menor tiempo al pico que presenta (fig. 28), mostrando de esta 

manera que el losartán tiene un importante efecto en ambos sistemas de extrusión, sin embargo, 

parece que invierte el efecto ocasionado por la Ang II, disminuyendo la actividad de estos 

mecanismos, cuando trabajan en conjunto. Ya en la literatura existen trabajos que abordan el efecto 

del losartán sobre los mecanismos de regulación del calcio en diferentes células. Axelband encontró 

que el losartán no tiene efectos en la actividad PMCA cuando esta se ve aumentada por efecto de la 

Ang II en las células del tubo proximal del riñón (Axelband et al., 2009). Con respecto a NCX, su 

expresión podría disminuir por efecto del tratamiento con losartán ya que se ha visto una 

sobreexpresión bajo los efectos de Ang II (Liu et al., 2016). En los trabajos anteriormente 

mencionados, se ha demostrado que losartán es un importante agente anti-fibrótico debido a la 

capacidad bloqueadora del receptor AT-1 y que los efectos que pudiera tener en los mecanismos de 

regulación del calcio en el fibroblasto cardiaco estarían dados por este bloqueo. 

Por último, se puede observar que el tratamiento combinado para revertir el efecto de la fibrosis en 

los fibroblastos cardiacos presenta características de los efectos encontrados con el uso de la 

pirfenidona y losartán. Se observa que el co-tratramiento aumenta la concentración de Ca2+ por la 

fuga del retículo endoplásmico y por SOCE (fig. 19-20), cosa que sucede en el tratamiento con 

pirfenidona en los fibroblastos en condiciones de fibrosis que como ya se explicó anteriormente, es 

consecuencia de la disminución de la actividad de PMCA y NCX en conjunto. Por otra parte, se nota 

una disminución en la cantidad de Ca2+ liberada por los receptores IP3 provocada por la aplicación de 

la  Ang II (fig. 37). Todo esto habla de un efecto potenciado por el uso de ambos fármacos. 

En nuestros resultados se observa que, con respecto al Ca2+, pirfenidona y losartán actúan 

disminuyendo la actividad de NCX y PMCA cuando trabajan de manera conjunta y aumentándola 

cuando lo hacen de manera individual lo cual podríamos asociarlo al efecto antifibrótico que ejercen. 

No se puede afirmar si los efectos sobre los mecanismos moduladores del calcio se vean afectados 

más por un fármaco con respecto al otro con los resultados obtenidos en este trabajo debido a que 



cada uno afecta de manera diferente a los diferentes sistemas. Li y cols 2017 evaluó el efecto de 

ambas drogas en diversos marcadores fibróticos como el α-SMA, el colágeno, entre otros y concluyó 

que tanto la pirfenidona como el losartán tienen un similar efecto cardioprotectivo (Li et al., 2017).    

Por último, como se ha mencionado anteriormente, NCX juega un papel importante en la capacidad 

de los fibroblastos para desarrollar fibrosis. Existen más trabajos que establecen esta relación a parte 

de los ya descritos como lo son los trabajos de Nakamura y cols en 1998 o el de Sakamoto y cols en el 

2009 (Ebashi & Sciences, 1998; Sakamoto et al., 2009). Sin embargo, es importante darle una mención 

especial al trabajo de Romero donde se observa que el bloqueo de NCX con Benzamil disminuyó los 

niveles de TGF-B1, una molécula potencialmente fibrótica (Romero et al., 2005). En la literatura 

muchos investigadores han concluido que el efecto más importante de la pirfenidona como molécula 

anti-fibrótica es la disminución de los efectos y expresión de TGF-B1 (Lee et al., 2006; Oku et al., 2008; 

Shimizu et al., 1998), sin embargo, el mecanismo por el cual logra esto es desconocido. Con base a los 

resultados obtenidos en este proyecto y estableciendo una relación con el trabajo de Romero, NCX 

puede estar relacionado con el efecto inhibitorio de TGF-B1 por parte de la pirfenidona  y secundario 

a esto, el efecto antifibrótico que se le atribuye. Con respecto a PMCA, se sabe que la presencia de 

TGF-B1 aumenta la expresión de PMCA. El hecho de que la pirfenidona disminuya a TGF-B1 

disminuiría la expresión de PMCA y por ende, disminuiría la actividad de PMCA que, como muestran 

nuestros resultados, se ve aumentada por Ang  II (Kuo et al., 1997). 

Si bien también se ha mencionado la participación de los canales TPR como un mecanismo regulador 

del Ca2+, el TRPM7 que es el que se expresa en la fibroblastos , tiene un papel preponderante en la 

regulación del magnecio intracelular por sobre la del calcio. Su activación incrementa con la 

disminución del pH extracelular y por tal motivo, su presencia adquiere relevancia en proceso 

fisiopatológicos como la isquemia.  

  



CONCLUSIONES. 
 

• La Ang II promueve la aparición de fibras de estrés de α-SMA, un marcador característico de 

los miofibroblastos. 

• Los fibroblastos cardiacos expresan de manera funcional a la SERCA, la PMCA y NCX, como 

principales mecanismos de extrusión de calcio, y a los receptores a IP3 y los SOC’s como 

proteínas que permiten el aumento de calcio citosólico.   

• La aplicación aguda de pirfenidona no provoca cambio en los niveles intracelulares de calcio. 

• La aplicación crónica de pirfenidona modula la homeostasis de Ca2+ solo en los fibroblastos 

tratados con ANG II, aumentando la liberación de calcio, la entrada de calcio a través de los 

SOC y la extrusión del ion. 

• El losartan aplicado de manera crónica modula la entrada de calcio y el proceso de extrusión 

del ión en los fibroblastos controles y tratados con ANG II. 
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