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INTRODUCCIÓN  

 

En el presente trabajo se estudió el rol de la kinasa dependiente de Ca+2 y Calmodulina II 

(CaMKII) en las vías de señales que conducen a la apoptosis inducidas por Angiotensina 

II (AngII). 

Se realizará en primer término una breve revisión de tres temas que constituyen la base 

del presente estudio:  

1. AngII 

2. CaMKII 

3. Muerte celular 

 

Angiotensina II 
 

Conceptos generales 

La AngII es un octapéptido circulante que genera un potente efecto vasoconstrictor a nivel 

sistémico. Clásicamente se describió a la AngII como un componente del sistema hormonal 

Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) del organismo, encargado de regular distintas 

funciones tales como el tono vascular o la filtración glomerular y la reabsorción de Na+ y agua 

a nivel renal, constituyendo así un sistema principal en la regulación del equilibrio hidrosalino. 

Actualmente se conoce que existen SRAA localizados, capaces de ejercer su función 

modulatoria a nivel de tejidos incluyendo al miocardio[1, 2]. 

En 1940 se describió la formación de AngII[3-5] a partir de un péptido circulante (el 

angiotensinógeno), en respuesta a la caída de la presión arterial[6] y a la disminución sistémica 

de Na+ por liberación de renina desde el complejo yuxtaglomerular a nivel renal[7]. El 
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angiotensinógeno, un péptido de 14 aminoácidos de longitud perteneciente a la familia de la 2-

α-globulina, es sintetizado principalmente en el hígado. El clivaje de este péptido por la renina 

genera un decapéptido denominado angiotensina I (AngI). La enzima convertidora de 

angiotensina (ECA), presente principalmente en pulmón, (aunque como se mencionó 

anteriormente también se han descrito sistemas locales), cliva a la AngI produciendo el 

octapéptido, AngII. Este tiene una vida media muy breve (aproximadamente 1 hora), ya que es 

degradado por distintas aminopeptidasas presentes en los tejidos, dando como producto la 

angiotensina III, un producto de menor actividad[8] (Figura I1) que induce la secreción de 

aldostenona por parte de las glándulas suprarrenales, sin modificar los parámetros de presión 

sanguínea. 

 

 

 

 

Figura I1: Esquema que representa la cascada por la que el angiotensinógeno origina distintos 
derivados activos hasta la generación de angiotensina III. Las flechas rojas representan el sitio de 
corte de las proteasas involucradas en este proceso. 
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Existe un producto de degradación de la AngII y de la AngI (a través de un intermediario de 

hidrólisis, la Ang1-9), cuya producción está catalizada por una enzima análoga a la ECA, 

denominada ECA2, responsable de la generación de la angiotensina (1-7) [Ang(1-7)]. La Ang(1-7) 

actuaría en miocitos a través de un receptor endógeno asociado a proteína G y Mas[9], el 

receptor AT(1-7) Mas[10]. La función biológica de la Ang(1-7) ha sido vinculada con la 

vasodilatación y la potenciación del efecto que induce la bradikinina, regulando negativamente 

los efectos y niveles plasmáticos de la AngII en numerosas especies[10-14]. 

Distinto tipo de evidencia experimental ha demostrado la expresión cadíaca del mRNA de 

angiotensinógeno, ECA y receptores de angiotensina (AT en sus isoformas 1 y 2). Esta 

evidencia apoya fuertemente la teoría de producción local del SRAA[15]. Es así que se ha 

descrito también en el intersticio del miocardio niveles incrementados hasta 100 veces de AngI 

y AngII en comparación a los niveles plasmáticos circulantes[15]. 

 

Cascadas de señalización a través de las cuales la AngII ejerce efectos en el músculo 

cardiaco 

La AngII puede unirse a dos tipos de receptores (receptores AT), los AT1 sensibles al bloqueo 

farmacológico con Losartan y los AT2 sensibles al bloqueo por PD123.319. La hormona puede 

actuar de modo endócrino, parácrino y/o autócrino[16]. 

El receptor de AngII AT1, está presente en diversos tejidos entre los que se encuentra el 

corazón[17, 18]. Está compuesto por 359 aminoácidos con un peso aproximado de 40 kDa con 

siete segmentos de transmembrana y presenta un 30% de homología con el receptor AT2, 

hecho que posibilita su dimerización y activación entre los receptores homólogos[19, 20]. Esto 

también puede ocurrir con otros receptores de la misma familia, con quien comparten 

homología, como los β2-adrenérgicos y de Dopamina D2, entre otros[19, 20].  
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Tanto los receptores AT1 como los AT2 son miembros de una familia de receptores acoplados 

a proteínas regulatorias G (GPCR). Estas reciben su nombre por la capacidad de fijar 

nucleótidos de guanina, en este caso específicamente a la proteína G de tipo Gq[21]. Los 

receptores acoplados a proteína Gq, están compuestos por tres subunidades: α, β y γ. Este 

trímero inactivo está constitutivamente asociado al receptor. Cuando el receptor asociado a 

proteína Gq se activa por unión de su ligando, se produce un cambio conformacional a nivel de 

la subunidad α que causa la liberación del GDP que estaba unido en estado basal. Como la 

concentración de GTP citosólico es mucho mayor que la de GDP, el sitio vacante para el 

nucleótido es ocupado por el GTP, lo que induce a la subunidad α a disociarse del receptor y 

de las subunidades βγ, acarreando al GTP. Tanto el monómero α como el dímero βγ, pueden 

actuar sobre proteínas blanco, generalmente asociadas con la membrana, las cuales actuarán 

sobre otros blancos en el citoplasma. La subunidad α tiene actividad GTPasa, por lo que al 

hidrolizar el GTP a GDP puede reasociarse con el dímero βγ y de esta manera reiniciar el ciclo. 

Las proteínas G traducen señales de una gran cantidad de receptores y a su vez hay una gran 

variedad de proteínas G (tabla 1).  

Proteína G Función sobre el efector Segundo mensajero Ejemplo de 
receptor 

s + adenilato cilasa ↑ AMPc β-adrenérgico 
Olf + adenilato ciclasa ↑ AMPc Olfativo 

i - adenilato ciclasa 
abre canales de K+ 

↓ AMPc 
↓potencial de membrana 

Somatostatina 

o Cierra canales de Ca+2 ↓ potencial de membrana M2 colinérgico 
t + fosfodiesterasas del GMPC ↓ GMPC Rodopsina 
q + fosfolipasa C ↑IP3 y DAG Angiotensina II 

 

Tabla 1: Se enumeran algunos de los tipos de proteína G, su activación, sus efectos y sus segundos 
mensajeros. Los símbolos + ó - representan estimulación positiva y negativa respectivamente. Modificado del 
libro de Lewin, 2000. 

Las subunidad α de la proteína Gq activa a la isoforma β de la fosfolipasa C (PLCβ). La PLCβ 

es una enzima que hidroliza fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP2) presente en la cara interna 

de la membrana celular para generar inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El 
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IP3 puede inducir la liberación de Ca+2 al citosol desde depósitos intracelulares, tales como la 

envoltura nuclear[22] o el retículo sarcoplasmático (RS)[23], mecanismo preponderante en la 

contracción de las células musculares lisas[24]. 

El DAG, que permanece unido a la membrana, es un activador de la proteína quinasa C (PKC), 

de la cual existen 11 isoformas dependientes de fosfolípidos, con actividad serina/treonina 

kinasa. Se clasifican en convencionales (α, β1, β2, γ), cuya activación es dependiente tanto de 

Ca+2 como de DAG; nóveles (δ, ε, η, θ), que no presentan dependencia del ion, pero sí del 

DAG para su activación; y las atípicas (ζ, λ/ί) independientes de Ca+2 y del DAG, pero 

sensibles a otros fosfolípidos para su activación[25-27] (Figura I2). Miembros de la familia PKC, 

fueron asociados clásicamente a la modulación del inotropismo[28] y del cronotropismo[28, 29] 

que induce la AngII, y también con la muerte celular[30]. Brevemente, el efecto cronotrópico 

que induce la hormona es directo sobre las células nodales cadíacas. Principalmente es 

asociado con el incremento de la conductividad de las corrientes de Na+ (If) y las de Ca+2 (ICa), 

generando un potencial de membrana más cercano al umbral, y favoreciendo así 

despolarizaciones más frecuente[28, 29, 31]. 

Sin embargo, la cascada de señales que puede inducir la AngII no es tan simple ni lineal. 

Además de producir sus efectos celulares mediados por PKC, puede concomitantemente 

activar otras familias de proteínas como las JAK-STAT y las MAPKs que mediarían algunos 

otros efectos, independientes de la activación de PKC. Por ejemplo, distintos trabajos vinculan 

a la AngII con la activación de fosfolipasa A2 y la producción de óxido nítrico en tejido 

vascular de rata[32, 33].  
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Efectos de la AngII a nivel del miocardio 

Como se mencionó anteriormente, además de sus acciones sistémicas, la AngII afecta la 

contractilidad miocárdica. Aunque los cambios en la contractilidad que produce la AngII en el 

corazón no son motivo de esta tesis, nos vamos a referir someramente a ellos. Esto es debido a 

que previamente se ha descripto que la AngII produce efectos diferentes en la contractilidad, 

dependiendo de la especie. Estos efectos diferentes involucran distintas cascadas de 

señalización, hecho que resulta relevante para el presente trabajo de tesis (ver más adelante). 

Describiremos brevemente 1. Los pasos fundamentales que van desde la despolarización de la 

membrana celular a la contracción y que constituyen lo que se denomina acoplamiento éxcito–

contráctil (AEC) y 2. La respuesta inotrópica a la AngII. 

1. Durante el AEC (Ver Figura I3), la despolarización de la membrana plasmática produce 

entrada de Ca+2 a través de los canales de Ca+2 de la membrana tipo L (que son 

dependientes del voltaje de la membrana), e induce la liberación de Ca+2 desde el retículo 

sarcoplasmático (RS) (fenómeno denominado liberación de Ca+2 inducida por Ca+2), a 

través del canal de rianodina (RyR)[34]. El aumento de Ca+2 citosólico produce la 

contracción. La relajación sobreviene por el re-secuestro de Ca+2 que ocurre a través de la 

Ca+2-ATPasa del RS o SERCA, - que es regulada por el estado de fosforilación de otra 

Figura I2: Clasificación de las 
subfamilias de la PKC, donde 
se esquematiza la dependencia 
de cada subfamilia a diversos 
factores. Figura modificada 
Newton el al, J BIOL CHEM, 
1995. 
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pequeña proteína llamada fosfolamban (PLB). Cuando la PLB está fosforilada se separa de 

la SERCA y esta última aumenta su actividad incrementando el secuesto de Ca+2 hacia el 

interior del RS[35, 36], lo que incrementa la carga de Ca+2 del mismo y acelera la relajación. 

La fosforilación de PLB por CaMKII en el sitio Thr17 al igual que la fosforilación por la 

proteína kinasa A (PKA) en el sitio Ser16, contribuyen al secuestro de Ca+2 por el RS[37]. 

Figura I3: Acoplamiento 
éxito-contráctil. El esquema 
representa el conjunto de 
eventos que se suceden luego 
de la apertura de los canales 
tipo L de Ca+2 (LTCC) por 
despolarización de la 
mebrana plasmática, y 
entrada de Ca+2 que induce la 
liberación del ion desde el 
retículo sarcoplasmático (RS) 
a través de los canales de 
rianodina (RyR) del mismo. 
Esto genera un aumento 
transitorio del Ca+2 
intracelular (Ca+2

i) y como 
consecuencia una contracción 
a nivel de los miofilamentos. 
El Ca+2 es luego es despejado 
del espacio citosólico, 
principalmente por su retoma 
a través de la ATPasa 
dependiente de Ca+2 del RS 
(SERCA, que es controlada 
por fosfolamban, PLB), y 
también por su extrusión a 
través del el intercambiador 
de Na+ y Ca+2 (NCX). Figura 
modicficada de Couchonnal1 
& Anderson, PHYSIOLOGY, 
2008.  

2. La respuesta inotrópica del miocardio a la AngII depende de la concentración de la 

hormona en este tejido, de la duración del estímulo y de la especie. Así, se describe que la 

hormona puede producir un aumento de la contractilidad[38, 39], una disminución de la 

misma[40] o no causar alteraciones en el inotropismo[41]. 

Estos efectos variables parecen ser dependientes de la especie y la condición 

experimental[41].  
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Es conocido que las variaciones en el inotropismo, inducidos por una intervención dada pueden 

deberse tanto a cambios en la concentración del Ca+2
i como a alteraciones en la respuesta de las 

proteínas contráctiles al Ca+2[42]. Un incremento del Ca+2
i por AngII podría ocurrir por aumento 

de la corriente de Ca+2 (ICa) a través de los canales de Ca+2 tipo L[43] y/o por la activación del 

modo revertido del NCX[44] o el enlentecimiento de su modo directo[45]. Un aumento del Ca+2 

por estimulación de ICa se ha observado a concentraciones altas de AngII (1μM), en miocitos 

adultos de gato, sin cambios en la respuesta al Ca+2 de las proteínas contráctiles[39]. El aumento 

de la ICa es mediado por PKC[46, 47]. Por otro lado, en miocitos de rata adulta, la AngII a altas 

concentraciones produce un efecto inotrópico negativo[40]. Este efecto puede ser mediado por 

una disminución de ICa, de acuerdo a lo descrito[48] y/o por una disminución en la respuesta al 

Ca+2 de la proteínas contráctiles, dependiente de p38 MAPK[40]. Respaldando esta posibilidad, 

se ha descripto que la p38 MAPK activaría la proteína de shock térmico 27 (HSP 27) que la 

traslocaría a las líneas Z del sarcómero[49]. La HSP 27 causaría una disminución de la 

activación de la ATPasa de la actomiosina, produciendo por este mecanismo una menor 

respuesta al Ca+2 de las proteínas contráctiles y una depresión de la contractilidad[49, 50].  

Concentraciones bajas de AngII (≤1 nM) producen un aumento del inotropismo por incremento 

del Ca+2
i, a través de un mecanismo mediado por una compleja cadena de eventos, que 

involucra a la endotelina, liberación de especies reactivas del oxígeno (ROS), activación del 

intercambiador Na+/H+ (NHE-1) y del NCX. Es interesante que esta cadena de eventos 

explique la fase lenta del aumento de la fuerza que se produce luego del estiramiento del 

músculo cardíaco (Ley de Starling del corazón). La misma cadena de eventos ha sido 

relacionada también con mecanismos involucrados en el desarrollo de hipertrofia cardíaca[51]. 

Es pues entonces, que la hormona induce no sólo variaciones de la contractilidad sino que 

también, y dependiendo de la duración del estímulo, activaría señales que involucran la 
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expresión de genes que llevan a la expresión de proteínas involucradas en el remodelamiento e 

hipertrofia del corazón[51, 52].  

AngII y apoptosis miocárdica 

Es conocido que la desregulación del SRAA y el incremento de la AngII circulante en distintos 

modelos animales concursan con incrementos en los eventos apoptóticos durante el desarrollo 

de insuficiencia cardiaca[53, 54]. 

Desde hace ya más de una década se ha comenzado a relacionar la AngII con la apoptosis. Uno 

de los primeros trabajos referidos al tema fue el publicado por el grupo de Anversa, donde se 

relacionó la inducción a la muerte celular que genera la AngII en cardiomiocitos de rata, con la 

activación de la cascada apoptótica y fragmentación del DNA[30, 55]. En este y otros trabajos se 

propone que la activación del receptor AT1 sería el desencadenante de la apoptosis producida 

por la hormona en cardiomiocitos de rata[56]. Hasta donde nosotros conocemos, no se han 

documentado alteraciones que involucren muerte celular mediada por el receptor AT2 de 

AngII en cadiomiocitos, aunque sí se ha vinculado a este receptor con la muerte por apoptosis 

de líneas celulares neuronales[57].  

Como se mencionó antes, la AngII produce activación de la PKC. Si bien no es conocido 

específicamente el rol de la activación de PKC en la apoptosis, esta kinasa ha sido vinculada 

con el incremento de Ca+2
i y la consecuente activación de endonucleasas Ca+2-dependientes[30]. 

Más aun, se ha vinculado la sobreexpreción de PKC en cardiomiocitos con moléculas 

involucradas en la apoptosis tales como el citocromo c mitocondrial y la caspasa3[58] (Ver más 

adelante, muerte celular por apoptosis). Es así que la apoptosis que induce la AngII podría ser 

mediada por PKC y generarse de manera Ca+2-dependiente[30]. 

Por otro lado, existen vías apoptóticas de señalización independientes del Ca+2 que involucran 

PKC[58], ROS[59] y p38 MAPKs[60]. Estas tres moléculas por separado han sido vinculadas con 

eventos apoptóticos. Como se verá despues, tanto el Ca+2 como los ROS y  la   PKC   podrían    
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activar otras moléculas mediadoras de apoptosis entre las cuales se encuentra la CaMKII, que 

ha sido descrita como mediadora de múltiples vías que culminan en apoptosis[59] y que vamos a 

estudiar luego en detalle.  

Bajo los conceptos ya enunciados, planteamos que no sólo la actividad del SRAA posee 

relevancia fisiológica de vital importancia, sino que la activación de este sistema, bajo 

condiciones especiales (patológicas) puede generar respuestas que se tornan perjudiciales para 

el organismo. En este escenario, el presente trabajo se propone dilucidar la cascada de señales 

por las que la AngII induce efectos deletéreos (apoptosis) en el corazón.  
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CaMKII 

Isoformas, localización y características estructurales 

El Ca+2 se encuentra formando parte de numerosas vías de señalización en distintos tipos 

celulares actuando como segundo mensajero. En algunos tipos celulares el Ca+2 induce la 

modulación de las kinasas dependientes de Ca+2 y calmodulina (CaMKs) que pueden asociarse 

reversiblemente al ión. Dentro de esta familia de kinasas se presentan la CaMKI, la CaMKIV y 

la CaMKII[61]. Esta última es una serina/treonina kinasa de amplia distribución, codificada por 

cuatro genes separados (α, β, γ y δ). Las isoformas α y β predominan en tejido nervioso, en 

tanto que la isoforma β se presenta preponderante en el tejido muscular esquelético y las 

isoformas γ y δ se distribuyen en el resto de los tejidos[61]. En el tejido cardiaco predomina la 

isoforma δ[61]. La isoforma δ presenta dos variantes de splicing: La δC que es 

predominantemente citosólica y la δB, que es predominantementre nuclear[62, 63]. En la mayoría 

de los tejidos, la CaMKII existe como un olígomero de entre 8-12 subunidades. Cada uno de 

estos monómeros posee un peso de 50kD con 480 aminoácidos de extensión aproximadamente. 

Cada monómero está compuesto por tres dominios con funciones específicas (figura I4): un 

dominio con función catalítica, cercano al extremo N-terminal, uno con función regulatoria en 

la región media, en donde se encuentra el sitio de unión al complejo Ca+2/calmodulina 

(Ca+2/CaM) y donde se encuentran los sitios suceptibles de fosforilación y oxidación, de gran 

importancia para el mantenimiento de la actividad de la kinasa[64, 65], y un tercer dominio 

cercano al extremo C-terminal, que es un dominio de asociación variable, que permite a los 

monómeros de la CaMKII asociarse entre sí o formar diversos complejos moleculares[66]. 
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Figura I4: Esquema lineal que representa la molécula de CaMKII (consenso de las isoformas 
mencionadas). Separados por colores, el dominios catalítico en azul, el regulatorio en rojo y el de 
asociación en verde. También se representan con una P el sitio fosforilable, con O, el sitio oxidable y con 
un pequeño rectángulo en negro, las regiones variables por splicing. 

 
El dominio catalítico se encuentra reprimido por el dominio regulatorio ya que se asocian por 

plegamiento de la molécula sobre sí misma (Figura I5), impidiendo que el complejo Ca+2/CaM 

se una al sitio regulatorio.  

 

Activación de la CaMKII. Mecanismos moleculares 

La manera en que se activa la CaMKII es la siguiente (Figura I5): Cuatro iones de Ca+2
i unidos 

a la CaM se fijan al dominio regulatorio, provocando la “apertura” o despliegue de la molécula 

y la liberación del sitio catalítico, que queda expuesto así al ATP y los sustratos. La CaMKII 

activada puede fosforilar distintos sustratos y además a los monómeros contiguos 

(autofosforilación). La autofosforilación tiene lugar en los residuos Thr286/287 (la numeración 

precisa es dependiente de la isoforma). La fosforilación de este residuo no es esencial para la 

activación de la quinasa, pero tiene importantes consecuencias. La autofosforilacion del 

residuo Thr286 aumenta la afinidad del complejo Ca+2/CaM por la CaMKII, 105 veces[67]; y 

además dicha fosforilación impide la reasociación con el dominio catalítico. Como resultado de 

esto la fosforilación del residuo Thr286 permite una actividad persistente de la CaMKII aun 

después de la disociación del complejo Ca+2/CaM[66] (figura I5.A). Esta es la forma canónica 

de regulación de la kinasa, por activación por Ca+2, autofosforilación y defosforilación por 

fosfatasas[61, 66], fundamentalmente la fosfatasa tipo 1 (PP1). Esta liberación del grupo fosfato 

Tesis Doctoral Lic. Jorge Omar Velez Rueda 



 
15 

en la posición Thr286 permite volver a la kinasa a su estado inactivo inicial por autoinhibición 

(figura I5.A).  

 

Figura I5: A. El esquema representa la forma de activación canónica de un dimero de CaMKII. Luego 
de la unión del complejo Ca+2-CaM, se produce la activación de la kinasa dependiente de Ca+2/CaM (1º). 
Esta activación puede ser sostenida por autofosforilación, luego de la cual no es requerida la asociación de 
Ca+2/CaM (2º y 3º). B. Esquema que representa el mantenimiento de la activación de CaMKII en 
prescencia de niveles altos de ROS. La oxidación de los residuos Metionina281/282, previa activación por 
Ca+2-CaM (1º), mantiene desplegada a la kinasa y sostiene así su activación, de la misma manera que lo 
hace la fosforilación del sitio Thr286/287 (2º y 3º). Figura modificada de Couchonnal1 & Anderson, 
PHYSIOLOGY, 2008.

 

Otras formas de activación de la CaMKII 

Un hallazgo importante respecto a la activación de la CaMKII, fue el realizado por el grupo de 

Anderson (Universidad de Iowa, Iowa, IA, USA) quienes describieron la activación sostenida 

de la CaMKII por ROS[65]. Niveles elevados de ROS causan una modificacion oxidativa del 

par de residuos Met281/282 en el dominio regulatorio de la CaMKII, bloqueando la reasociación 

con el dominio catalítico y preservando de esta manera la actividad de la kinasa a través de un 

mecanismo similar y paralelo al de autofosforilación del sitio Thr286; para ello es necesario 

previamente la presencia del complejo Ca+2/CaM que permita el despliegue de la molécula 

(Figura I5.B). 
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Experimentos in vitro en diferentes tipos celulares demostraron la posibilidad de activación de 

CaMKII mediada por PKC[68], TNFα
 y radiación ultravioleta[69]. El significado funcional de 

estos hallazgos y su posible vinculación con el miocardio no han sido explorados.  

 

CaMKII en condiciones fisiológicas 

Los requerimientos fisiológicos de la CaMKII en condiciones basales resultan difíciles de 

discernir ya que ratones transgénicos que carecen de la isoforma más importante de CaMKII en 

el corazón (CaMKIIδ)[70] y ratones con expresión de un péptido inhibitorio de la CaMKII a 

nivel del miocardio, no presentan alteraciones significativas en la función ventricular basal y 

en los diferentes parámetros del AEC[71]. Estos hallazgos no indican sin embargo la ausencia de 

efectos de la CaMKII en condiciones basales, ya que en dichas condiciones es posible detectar 

activación de la kinasa (fosforilación del residuo Thr286, ver Resultados). En cambio es posible 

visualizar claramente el efecto de la CaMKII sobre distintos parámetros del AEC, una vez que 

la kinasa ha sido activada. La CaMKII se activa en respuesta a señales generadas a través de 

los receptores acoplados a proteína-G (GPCR): 1. Receptores α1-adrenérgicos, receptores de 

endotelina y AngII, que inducen el acoplamiento de los GPCR a la proteína Gq. 

Mecanísticamente, este efecto podría ocurrir a través de la liberación de Ca+2 de los depósitos 

perinucleares sensibles a IP3
[22] o por aumento del Ca+2

i a través de los canales de Ca+2 o el 

NCX[45]. 2. Receptores β-adrenérgicos (β-AR) acoplados a GPCR estimulatoria, Gs. La 

activación de estos receptores forman AMP cíclico (AMPc), activan a la PKA con un 

concomitante aumento del Ca+2
i que activa a la CaMKII[37, 72]. La estimulación β (ej. 

Isoproterenol), produce además la activación de la CaMKII indirectamente, a través del factor 

de intercambio de nucleótido de guanina, (Epac), una proteína directamente activada por 

AMPc[73].  
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La activación de CaMKII modula a través de la fosforilación, varias proteínas involucradas en 

el manejo del Ca+2
i  y el AEC, incluyendo a los RyR[74], la PLB[37, 72, 75], y los canales de Ca+2 

tipo L[76], con múltiples consecuencias funcionales (Figura I3). El RyR, es directamentamente 

fosforilado por CaMKII fundamentalmente en el sitio Ser2814[74, 77]. Aunque el significado 

funcional de este sitio es discutido, experimentos de nuestro laboratorio demostraron que la 

fosforilación del sitio Ser2814 por CaMKII durante la estimulación ß-adrenérgica favorece la 

liberación de Ca+2 por el RS, contribuyendo por lo tanto al efecto inotrópico positivo de esta 

estimulación[74]. Por otra parte, la fosforilación de PLB por CaMKII en el sitio Thr17 contribuye 

al efecto relajante de la estimulación ß-adrenérgica y por lo tanto al aumento de Ca+2 en el RS 

y al efecto inotrópico positivo de la estimulación simpática[37]. Respecto a los canales de Ca+2 

tipo L, la CaMKII activa a la ICa (facilitación de la ICa). Funcionalmente esta facilitación 

consiste en una escalera positiva de ICa, en la que la amplitud de la misma aumenta y la 

inactivación se enlentece a lo largo de una serie de pulsos de estimulación[76, 78]. Es decir, la 

actividad de la CaMKII es importante en la regulación de actividades fisiológicas mediadas por 

Ca+2, como por ejemplo la respuesta de lucha y huida frente a la estimulación simpática. 

Además de los ya mencionados canales de Ca+2, la CaMKII puede fosforilar otros canales tales 

como los canales de Na+[79] y de K+[80]. El impacto integrado de estas acciones de la CaMKII 

sobre las propiedades del potencial de acción (tales como configuración, duración, etc), resulta 

complejo. Por ejemplo, la activación de la CaMKII aumenta la ICa y la corriente tardía de Na+, 

acciones que tienden a prolongar la duración del potencial de acción; pero además también 

aumenta ciertas corrientes de K+ que tienden a acortar la duración del mismo. Aunque lo dicho 

es una sobresimplificación, resulta útil para apreciar que estos cambios dependientes de 

CaMKII pueden impactar en las características regionales de los potenciales de acción y 

producir arritmias (ver más adelante). 

Tesis Doctoral Lic. Jorge Omar Velez Rueda 



 
18 

La activación de la CaMKII en las cercanías del núcleo es importante en la modulación del 

acoplamiento excitación-transcripción (AET). Aunque no vamos a detallar esta función, es 

importante mencionar que la actividad aumentada de la CaMKII, puede provocar alteraciones 

del AET que llevan a la hipertrofia (ver más adelante).  

 

La CaMKII en situaciones patológicas 

En condiciones patológicas la CaMKII aparece como una importante señal de enfermedad. La 

actividad de la CaMKII está aumentada en la enfermedad cardiaca donde puede contribuir, a 

través de un AEC y AET defectuosos, a las arritmias, la hipertrofia patológica y la 

apoptosis/necrosis en diferentes situaciones tales como la insuficiencia cardiaca, la 

isquemia/reperfusión y la estimulación con AngII[81], como lo analizaremos en Resultados. 

Por ejemplo, el aumento en la fosforilación por CaMKII de los canales de RyR del RS aumenta 

la liberación de Ca+2 durante la diástole (Ca+2 sparks o “chispas” de Ca+2) que, además de 

deplecionar al RS, puede inducir una liberación de Ca+2 desde los canales vecinos generando 

una onda de Ca+2. Este Ca+2 se extruye por el NCX aumentando la entrada de Na+ y originando 

una despolarización de la membrana celular (despolarización tardía, por ocurrir luego de que 

termina el potencial de acción, DADs), que si llega al umbral, provoca un latido prematuro[66, 

81, 82] (Figura I6). El aumento de la pérdida de Ca+2 en diástole puede ser responsable no sólo de 

arritmias sino, al menos en parte, de la pérdida en la contractilidad, como ocurre en la 

insuficiencia cardiaca y de apoptosis/necrosis, ya que el Ca+2 perdido podría producir 

sobrecarga de Ca+2 a nivel mitocondrial. Se ha relacionado también la hiperactividad de la 

CaMKII, con un aumento en la hiperfosforilación de los canales de LTCC, en la subunidad β 

específicamente. Este cambio sobre los LTCC genera un incremento en la ICa lo que 

predispone a una temprana despolarización de la membrana, EADs[66].  
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Figura I6: Efecto de la sobreactivación de la CaMKII en condiciones patológicas. El esquema representa los 
efectos de la mayor activación de la CaMKII, sobre las proteínas blanco de la kinasa. Las consiguientes 
alteraciones en el manejo del Ca+2 pueden generar EADs y DADs, entre otras modificaciones. Figura 
modificada de Couchonna1 & Anderson PHYSIOLOGY, 2008. 
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MUERTE CELULAR. 

 

Desde que una célula se divide hasta que culmina con su especialización en un tejido 

particular, pasa por numerosos eventos de control que le permiten generar un patrón de 

diferenciación propio del tejido que le dio origen, a través del cual podrá desempeñar una 

función fisiológica determinada. Cuando una célula no puede desempeñar sus funciones 

fisiológicas en el tejido en el cual está circunscrita, se la considera disfuncional y su existencia 

en el tejido perjudica al entorno celular. Una célula disfuncional, ya sea por pérdida de su 

integridad genómica o por incapacidad para responder ante las demandas de su entorno, debe 

morir. 

Conjuntamente con la inducción de muerte celular, existe un gran número de mecanismos que 

tratan de rescatar a la célula, reparando o eliminando complejos moleculares y hasta organelas 

defectuosas enteras, por autofagia. En caso de no poder solventar el daño, la célula entra en una 

vía de muerte donde se pone en juego el comienzo de una cascada de señalización de muerte 

que puede ocurrir por necrosis o apoptosis. Describiremos en más detalle la vía apoptótica que 

es el tipo de muerte celular que estudiamos en este trabajo de tesis.  

 

APOPTOSIS 

La apoptosis es un mecanismo fisiológico de control que ocurre tanto durante el desarrollo 

embrionario como en tejidos adultos, en eventos de remodelación o regeneración de los 

mismos. Este mecanismo está implicado en la homeostasis de la masa tisular al controlar el 

número de células en los eventos proliferativos, en la selección de unidades funcionales en el 

desarrollo de tejidos, en el desarrollo del sistema inmune y en la eliminación de células 

infectadas por un patógeno intracelular. Podemos dar como ejemplos de apoptosis fisiológicas 

en cordados superiores, la selección en el sistema inmune durante el desarrollo: es el caso de la 

eliminación de los linfocitos inoperantes o autorreactivos a receptores propios. Los linfocitos T 
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citotóxicos y natural killer inducen apoptosis en distintos blancos celulares en la respuesta 

inmune innata y adquirida en respuesta a patógenos intracelulares, células tumorales o células 

trasplantadas.  

Asimismo, la apoptosis puede iniciarse intracelularmente de forma “altruista”, en distintos 

tejidos adultos en respuesta a una injuria o estrés celular, errores genéticos, o activaciones de 

vías apoptóticas intracelulares por pérdida de la integridad genómica, lo cual constituye un 

importante mecanismo para la prevención de oncogénesis. En condiciones patológicas, la 

inducción de la apoptosis puede ser generada por factores externos o internos al entorno 

celular. Entre los factores externos podemos mencionar la estimulación de los receptores de 

muerte, como por ejemplo el factor de necrosis tumoral α (TNFα), implicado en numerosas 

patologías tales como arterioesclerosis, isquemia-reperfusión e infartos de numerosos tejidos[83] 

y en la diabetes mellitus (muerte de los endotelios de microvasculaturas)[84], entre otras. 

Entre los factores internos que pueden inducir apoptosis se pueden mencionar las infecciones 

por patógenos, el incremento de Ca+2
i o de los ROS[85] o la deposición de sustancias tóxicas 

para la célula, como ocurre en la enfermedad de Alzheimer[86].  

 

Descripción morfológica de una célula apoptótica 

En 1972 Kerr[87] mostró que en la vía apoptótica se suscitan cambios morfológicos tales como 

el encogimiento celular, el burbujeado de la membrana plasmática, la condensación y 

fragmentación del núcleo y finalmente la formación de vesículas llamadas cuerpos 

apoptóticos[88] (figura I7[89]). Estos cuerpos apoptóticos, tienen intacta la membrana, hecho que 

permite asegurar a la noxa y favorecer su eliminación por el sistema inmune.  
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Podemos dividir esta serie de sucesos en eventos 

citosólicos y nucleares, según el espacio subcelular 

donde éstos ocurren.  

 

Eventos citosólicos  

Dentro de los eventos citosólicos podemos diferenciar 

dos grandes grupos, de acuerdo a donde se originen las 

señales: la vía apoptótica Tipo I o extrínseca, mediada 

inicialmente por la superfamilia de los receptores de muerte, y la Tipo II o intrínseca, mediada 

por las mitocondrias[90]. Cada una de ellas posee una cascada de señalización propia aunque 

pueden entrecruzarse entre sí a lo largo de sus respectivos segundos mensajeros (Figura I8). 

Figura I7: En la parte superior de la figura se puede 
observar la morfología típica de una célula de la línea 
HL60 en condiciones normales. Tras una ligera 
exposición a la luz ultravioleta la célula comienza un 
proceso de apoptosis. En el centro de la fotografía se 
muestra la retracción celular acompañada por burbujeo 
de la membrana, marcadores típicos de la muerte por 
apoptosis. En la parte inferior de la fotografía 
observamos la fragmentación de la membrana y la 
generación de los cuerpos apoptóticos.  
A partir de aquí los cuerpos apoptóticos deberían 
continuar siendo fagocitados por macrófagos 
específicos de tejidos, de forma tal de no exponer los 
antígenos al medio celular circundante. Figura tomada 
del libro Gremm, GENETIC OF APOPTOSIS, 2003. 

Desde el espacio extracelular, la célula recibe un conjunto de señales y factores que 

desencadenan una respuesta intracelular. Algunas de estas respuestas son referidas al 

crecimiento y a la división, otras, a la muerte. Dentro de la célula existe un conjunto de 

moléculas que generan una respuesta apoptótica y otras que la previenen, siendo el equilibrio 

entre estos factores lo que determina la viavilidad de la célula. 
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Figura I8: Esquema resumido de las vías apoptóticas extrínseca o intrínseca mediada por receptores de 
muerte o mitocondrias, respectivamente. Para ambas vías la molécula efectora final es la caspasa3 y las 
endonucleasas, que median el clivaje de elementos funcionales de la célular. 

La vía apoptótica extrínseca o Tipo I (Figura I8) es un sistema mediado por receptor, que 

prototípicamente está activado por dos superfamilias de receptores: los del factor de necrosis 

tumoral (TNF-R1) y los receptores Fas. La unión del ligando a estos receptores induce su 

trimerización y el reclutamiento de las llamadas moléculas adaptadoras al dominio de muerte, 

por ejemplo FADD, TRADD, TRAF y RIP, que son las encargadas de generar la traducción de 

señales del receptor activado[91], formando el complejo de señalización inductor de muerte o 
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DISC[92]. La formación de este complejo recluta al iniciador de la vía de las caspasas en la vía 

extrínseca, la caspasa8. Subsecuentemente, caspasa8 por autoproteólisis se activa, quien 

entonces cliva y activa al efector final de la vía de las caspasas, la caspasa3. Luego de la 

activación de los receptores, se induce la activación de moléculas efectoras y de segundos 

mensajeros, tales como las familias de las Proteínas Kinasas Activadoras Mitogénicas 

(MAPK), los factores nucleares kappa de cadena liviana activadores de células B (NF-κB) y las 

kinasas de la familia Akt. Estos segundos mensajeros son los encargados de activar la 

expresión y/o fosforilar a las proteínas efectoras pertenecientes a las familias de proteínas pro o 

anti-apoptóticas. Estos dos grupos de proteínas generan el mayor control de la vía apoptótica 

inducida por receptores de muerte. El mecanismo apoptótico mediado por receptores de muerte 

se hace presente en el miocardio y es significativo, en los procesos donde se exacerba la 

respuesta inflamatoria del mismo[92].  

La vía apoptótica intrínseca o Tipo II está mediada por las mitocondrias. Hasta casi el final del 

siglo XX, se consideraba que la función exclusiva de las mitocondrias, era la de proveer la 

energía a la célula, maximizando la producción de la misma a través de la fosforilación 

oxidativa. Alrededor de 1995 se entendió, sin embargo, que las mitocondrias tenían una 

segunda función crucial: el control de la muerte celular. El concepto de que la ocurrencia de 

muerte celular, tanto en su forma fisiológica como patológica, está íntimamente ligado a la 

mitocondria, resulta contraintuitivo (¿Cómo puede explicarse que la función de la 

mitocondrias, fuentes de energía y de vida se pervierta para servir a propósitos letales?) y fue 

inicialmente controvertido. Sin embargo en la actualidad dicho concepto está sustentado por 

infinidad de evidencias experimentales y es incuestionablemente aceptado.  

La vía intrínseca es la preponderante en miocitos cardíacos y es iniciada por estímulos como la 

isquemia y reperfusión[93], hipoxia[94] y estrés oxidativo[59]. Los estímulos pro-apoptóticos 

estimulan la permeabilidad del poro de transición mitocondrial, provocando la pérdida de 
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potencial entre las membranas, junto con el extravasado de factores intramitocondriales hacia 

el citosol[95]. La permeabilización de la mitocondria se produce por la formación de un poro 

entre las membranas propias de la organela, evento mediado por el canal aniónico dependiente 

de voltaje (VDAC) en la membrana externa, la adenosina nucleótido translocasa (ANT) en la 

membrana interna y la ciclofilina–D perteneciente a la matriz mitocondrial de la organela[95, 96]. 

La permeabilización de la mitocondria libera un notable número de proteínas que facilitan la 

señal apoptótica, como citocromo-C (CitC), Smac/DIABLO, endonucleasa G (EndoG) y factor 

inductor de apoptosis (IAPs), entre otros (figura I8). La liberación de CitC se une con la 

proteína citoplasmática cofactor-1 apoptótico activador de proteasa (Apaf1) y reclutan a la 

caspasa9, induciendo su activación (complejo denominado Apoptosoma[90, 97]). El apoptosoma 

induce la activación de la caspasa3, el efector final de la vía de las caspasas. El complejo 

Smac/DIABLO facilita esta activación de caspasas[98] ya que secuestra proteínas inhibitorias de 

caspasas; mientras que EndoG y AiF liberadas desde la mitocondria son translocadas al núcleo, 

y son ellas directa o indirectamente quienes facilitan la degradación del DNA[99]. Por su parte, 

la caspasa3 activada como efectora final de la vía intrínseca o extrínseca actuará clivando o 

facilitando la degradación del aparato contráctil, todo contenido citosólico y la degradación del 

material nucleico como se detallará más adelante. 

 
Existen un conjunto de familias proteicas que regulan la apoptosis. Miembros de las mismas 

son los que interactúan en las distintas vías y, hasta a veces, su interacción entrecruza las vías 

que median la apoptosis. Citaremos algunas características de ellas, a fin de comprender su 

función en la regulación de la apoptosis. La primera de ellas, es la familia de proteínas BCL-2, 

con al menos 15 miembros identificados, subdividida en tres sub-familias: la subfamilia 

formada por Bcl2, Bcl-XL, Bcl-W, NR-13 (antiapoptótica); la subfamilia que comprende Bak, 

Bax, Bak, Bcl-Xs (proapoptótica)[100]; y la subfamilia formada por Bim, Bid, Bad 

(proapoptótica)[101]. Las proteínas pro-apoptóticas son las que activan (a veces no 
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directamente) y modulan a las proteasas de la familia de las calpaínas, las caspasas y las 

catepsinas. El entrecruzamiento entre la vía Tipo I y la Tipo II pueden generarse a varios 

niveles como por ejemplo la estimulación de Bax por JNK[102] o Bid por la caspasa8 quien 

también activa a la caspasa3. La activación de la caspasa3 (mediante la caspasa8 activada por 

TRAF-2) genera la activación de Bid. 

Por otro lado, la asociación Bax/Bad puede formar un poro, induciendo la liberación del CitC 

como evento iniciador de la cascada apoptótica mediada por la mitocondria, e incrementar los 

niveles de ROS[103] que son liberados desde la misma.  

La familia MAPKs cumple un rol importante en la regulación de la apoptosis mediada por las 

mitocondrias. En esta familia se incluyen las proteínas kinasas de regulación extracelular 

(ERK), JNK y p38 MAPK, entre otras. Algunas de las MAPKs interaccionan con miembros de 

la familia de proteínas BCL2 en los eventos apoptóticos mediados por mitocondrias. Como 

inductor de la apoptosis, las MAPKs pueden inducir la activación de Bax mediada por JNK, y 

como respuesta anti-apoptótica ERK puede activar Akt quien inhibe a Bad y estimula ARC 

(dominio de reclutamiento de caspasas) e IAPs (péptido inhibidor de la apoptosis)[90]. 

 
Las caspasas comprenden una familia de proteasas multigénicas que están relacionadas con la 

ejecución de la apoptosis, tanto para la vía Tipo I como para la Tipo II[104]. La familia de las 

caspasas presentan dos características fundamentales, son sintetizadas como pro-enzimas y una 

vez activas reconocen una secuencia de clivaje tras un residuo aspartato[104]. La familia de las 

caspasas está compuesta por 10 miembros de los cuales la gran mayoría son componentes de la 

vía de señalización y sólo algunos miembros son efectores[88]. Entre los sustratos, se pueden 

destacar componentes del citoesqueleto, citoesqueleto contráctil, proteínas de reparación del 

DNA y factores reguladores de la trascripción así como factores de traducción, entre otros[104].  

Otra de las familias efectoras son las calpaínas, proteasas en cisteína presentes en todos los 

tipos celulares de mamíferos y activadas por influjos importantes de Ca+2. Se diferencian en 
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dos grandes familias que difieren en su secuencia, las µ-calpaína o calpaína I y las m-calpaínas 

asociadas al RS o calpaínas II, ambas relacionadas con la apoptosis[105]. 

 
Durante la apoptosis ocurre un gran número de reacciones enzimáticas, digestión de proteínas 

y eventos de oxidaciones locales, que producen focos de acidificación. En estos focos se 

produce la permeabilización local de lisosomas sosteniendo la acidez alcanzada, haciendo 

activas en parte, a las enzimas lisosomales quienes también terminan degradando los 

componentes del citosol. La acumulación de protones genera un descenso del pH a valores 6.6-

6.9. Durante este proceso de acidificación celular se produce la activación de DNasas ácidas 

(ver más adelante), activadas a este rango de pH. Durante el proceso apoptótico, los lisosomas 

pueden permeabilizase y liberar un gran número de hidrolasas ácidas (fofatasas, nucleasas, 

proteasas, glicosilasas, peptidasas sulfatasas, lipasas, catepsinas, entre otras), capaces de digerir 

una enorme cantidad de macromoléculas. Algunos autores proponen este evento de 

permeabilización de la membrana lisosomal (LMP) como el disparador de apoptosis[106, 107]. 

 
Con la activación de la caspasa3 se sucede un conjunto de clivajes mediados por la proteasa 

activa. El último de los eventos apoptóticos que se produce en el citosol es la degradación del 

citoesqueleto dirigida por caspasa3 y otras proteasas inespecíficas[108]. Las Rho GTPasas rigen 

la cinética del citoesqueleto, sobre todo de la actina. Estas GTPasas son reguladas  por las 

kinasas de Rho GTPasas (ROCK), que presentan dos isoformas la I y la II. Las ROCK II son 

clivadas por la caspasa3 en tanto que esta proteasa activaría a las ROCK I durante la 

apoptosis[109]. Se responsabiliza a las ROCK I del burbujeo de la membrana, y conjuntamente 

con ROCK II de generar los cuerpos apoptóticos[110]. El fenómeno antes descrito junto con la 

degradación del resto del citoesqueleto genera un fenotipo propio de la apoptosis, el burbujeo 

de la membrana, que representa la formación de vesículas con el contenido intracelular 

parcialmente digerido.  
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Eventos nucleares 

Durante la apoptosis, con la activación de proteasas, son clivados sustratos específicos entre los 

cuales se encuentran múltiples componentes estructurales de los compartimientos subcelulares 

como ya hemos mencionado, y también son clivados represores de factores de transcripción 

pro-apoptóticos y represores de DNasas. Dentro de los eventos de clivaje de represores de 

DNasas podemos mencionar los dirigidos por caspasas. A las DNasas inducidas por caspasas 

se las denomina CAD. Su estructura es similar a la de una chaperona y median la respuesta de 

degradación del DNA en la vía apoptótica. A las CAD DNasas se las encuentran normalmente 

reprimidas por una familia inhibidora de CAD (ICAD), que las arrestan en el citosol. La 

modificación de las ICAD por la caspasa3 promueve la liberación y activación de las CAD 

DNasas[111]. Por otro lado, también se encuentra presente una gran familia de DNasas 

endonucleasas no dirigidas por caspasas. Este grupo de DNasas son activadas por la granzima 

A, las GAAD, y las L-DNasa II[112, 113]. 

Como ya hemos mencionado durante el desarrollo de los eventos citosólicos de la apoptosis se 

produce una disminución del pH. Este descenso de pH determina la activación de una familia 

de DNAsas llamada DNasas II. Toda la familia se caracteriza por ser endonucleasas DNasas de 

doble cadena que corta oligonucleótidos por los puentes 3´P y por su marcado incremento de 

actividad durante la acidosis celular[111]. 

Existen también otras endonucleasas activadas, no mediadas por caspasas, de las que no está 

aún en claro su vía de activación. Podemos mencionar a las Mg-endonucleasas o endonuclasas 

G (endoG) liberadas desde la mitocondria una vez abierto el mPTP, que son las encargadas de 

la degradación del DNA de esta organela[99]. Todas las DNasas luego de su activación y 

translocación del citosol al núcleo tendrán como blanco el DNA. Las DNAsas producen una 

fragmentación específica del material genético en fragmentos de entre 180-200 pares de bases 

(pb), contribuyendo a  la  condensación  del  material  intranuclear.  Esto  es  evidenciable  en  
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ensayos en geles de agarosa generando un patrón de fragmentación en escalera denominado 

DNA Laddering, donde los fragmentos de igual peso molecular se agrupan[89] (figura I10A). 

Por otro lado se genera un patrón de dispersión de estos pequeños fragmentos tras la tinción 

intercalar del bromuro de etidio en un ensayo denominado cola de cometas en agarosa[89] 

(figura I10B). Estos ensayos permiten diferenciar eventos de fragmentación del DNA tras la 

acción de DNAsas inespecíficas por una injuria que provoque un daño irreversible para la 

célula. Basados en este principio de fragmentación del material genético, existe un ensayo muy 

utilizado para denotar el evento apoptótico, denominado el ensayo de marcado in situ por 

dUTP marcado en los extremos del DNA fragmentado (del inglés Terminal Transferase dUTP 

Nick End Labeling, TUNEL). Este método, detecta el DNA fragmentado de la célula 

apoptótica al incorporar a través de la transferasa terminal dUTPs marcados en los sitios 3’-

hidroxilo-terminales de todos los fragmentos de cromatina, lo que permite elongar la cadena 

3’OH. El marcado puede ser por fluorescencia, por la asociación de una enzima que catalice 

una reacción química con la formación de solutos no disociables (figura I10C) o bien por 

análogos de bases como la 5-bromo 2’-deoxiuridina-trifofosfato y la subsecuente detección con 

anticuerpos por inmunohistoquímica. El DNA marcado en las células sanas posee sólo dos 

extremos terminales por cromosoma, por lo que incorpora menor cantidad relativa de 

nucleótidos marcados. Esto genera un fondo de marcación que puede o no ser visualizable. 

A su vez se puede utilizar conjuntamente el marcado de los núcleos totales, dependiendo de la  

microscopía utilizada, para destacar los núcleos negativos para esta tinción de TUNEL[114]. 
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Figura I10: Indicadores de fragmentación del material genética. A DNA laddering; se observa la aparición de 
la fragmentación del DNA por inducción apoptótica tras la exposición a luz UV en la tercera calle del gel. B 
Cola de Cometas, se observa en la parte inferior la migración de los fragmentos de DNA como “chorreado” 
formando una cola de cometa. Estas células fueron expuestas a períodos crecientes de luz UV (de izquierda a 
derecha) y se las hizo correr a través de un campo magnético separándose en la parte superior los núcleos, y en 
la inferior las fragmentos del DNA generados por la ionización. Figura modificada del libro GENETIC OF 
APOPTOSIS, Greem, 2003. C TUNEL, se puede observar en este panel las células cardiacas de rata marcadas 
(con el núcleo de color naranja) positivamente para la técnica de TUNEL señaladas por las flechas, en contraste 
con la tinción de hematoxilina para núcleos. Foto de Salas et al. J Mol Cell Cardio,l 2010. 
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 OBJETIVO 
 

El presente trabajo propone conocer el rol de la CaMKII en la vía de 

señalización que conduce a la apoptosis inducida por AngII. 

 

Hipótesis de Trabajo 

 

• Nuestra hipótesis de trabajo es que la CaMKII está involucrada en la muerte celular por 

apoptosis inducida por AngII en el miocardio. 

  
Objetivos específicos 

PARTE 1 
• Ratificar la inducción de apoptosis por AngII en nuestros preparados experimentales, a 

través de parámetros morfológicos, inmunohistoquímicos y bioquímicos. 

 

PARTE 2 
• Determinar si la CaMKII participa en la vía apoptótica inducida por AngII y en ese 

caso, investigar la cascada de señales intracelulares involucradas en su activación, realizando 

ensayos con inhibidores farmacológicos específicos de los posibles mediadores intracelulares, 

en combinación con medidas de Ca+2 intracelular y ROS. 

 

PARTE 3 
• Determinar los blancos moleculares de la CaMKII, a través de los cuales la vía 

apoptótica se hace efectiva. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Modelos biológicos 

Como modelos biológicos se utilizaron tres especies distintas: el gato, la rata y el ratón. La 

razón del uso de cada una de estas especies se detalla brevemente a continuación. Como hemos 

descrito previamente, el gato y la rata presentan una respuesta contráctil diferente ante la 

estimulación aguda con AngII: En el gato la respuesta inotrópica a la AngII es positiva[39], en 

tanto que en la rata es negativa[40]. Estos resultados plantean rutas de señalización distintas para 

cada especie, como ha sido en parte demostrado por nuestro y otros laboratorios (ver 

Introducción). En este trabajo nos interesó establecer la posible mediación de CaMKII en el 

efecto apoptótico de la AngII y, si dicha mediación ocurre, la forma en que la CaMKII es 

activada en esta cascada apoptótica, utilizando especies donde la hormona regula respuestas 

contráctiles dependientes del Ca+2 (gato) o independientes del ion (rata). 

Los ratones que se utilizaron en este trabajo constituyen una cepa de ratones transgénicos, los 

AC3[115, 116]. Esta línea comprende los ratones AC3I, que expresan un péptido inhibidor de la 

CaMKII de manera constitutiva (bajo el control de un promotor cardíaco), y sus pares 

controles, que expresan un péptido de igual longitud y cuya secuencia aminoacídica original ha 

sido cambiada para generar un péptido inactivo, los AC3-C. Una pareja de cada uno de estos 

ratones fue gentilmente donada por el Dr. Mark Anderson, de la Universidad de Iowa, Iowa, 

USA, y la línea se continuó en el bioterio de nuestra facultad. Las características de los ratones 

permitieron evaluar el efecto de la AngII sobre la viabilidad celular en presencia y ausencia de 

inhibición constitutiva de la actividad de la CaMKII.  

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo con la guía para el cuidado y uso de 

animales de laboratorio, publicado por el Instituto Nacional de la Salud (NIH) de Estados 

Unidos (publicación nro. 85-23, revisada en el año 1996). 

Tesis Doctoral Lic. Jorge Omar Velez Rueda 



 
33 

Aislamiento y cultivo de miocitos  

Los miocitos fueron aislados según la técnica descrita previamente[39, 40], con algunas 

modificaciones. Brevemente, los gatos, las ratas y los ratones fueron anestesiados con una 

inyección intraperitoneal de pentobarbital sódico (35 mg/kg). Los corazones fueron removidos 

del animal y unidos por la aorta a un aparato de perfusión tipo Langendorff, a través de una 

cánula. Los mismos fueron perfundidos retrógradamente a 37°C, a una presión constante de 

perfusión de 70-80 mmHg con una solución de HEPES con el Ca+2 correspondiente a cada 

especie (ver apéndice). Todas las soluciones fueron burbujeadas continuamente con O2 al 

100%. Después de un período de estabilización de 4 min, la solución de perfusión fue 

cambiada por una libre de Ca+2 por 6 min. Este período de perfusión es de crucial importancia, 

ya que la integridad de los discos intercalares y la adhesión entre las células es altamente 

dependiente de la concentración de Ca+2 del medio y se ha descrito que bajos niveles del ion 

reducen la adhesión entre las células[117]. Los corazones se perfundieron luego con una 

solución de HEPES con 50 µM CaCl2 y colagenasa (300 U/ml), proteasa 0,1 mg/ml y albúmina 

del suero bovino al 1% (BSA). Estas enzimas, en conjunción con la BSA, permiten una 

digestión suave de la matriz proteica celular para poder extraer los miocitos. La perfusión 

continuó hasta que los corazones presentaron flaccidez (14-18 min). Luego, los corazones 

fueron separados del aparato de perfusión mediante un corte en la unión atrioventricular; el 

tejido ventricular fue disgregado y separado del tejido aún no digerido. El tejido disgregado se 

lavó varias veces con soluciones de HEPES al 1% de BSA y a concentraciones crecientes de 

CaCl2. Después de cada lavado, los miocitos se dejaron sedimentar por 10 min. Este proceso 

permitió la recalcificación paulatina de los mismos. Las células se mantuvieron en la solución 

de HEPES con el Ca+2 correspondiente a cada especie y a temperatura ambiente (20-22°C), 

hasta el momento de ser usados. Los miocitos fueron “plaqueados” a una densidad de ~2 x 104 

células/ml en placas para cultivo previamente tratadas con laminina por 1 h para favorecer la 
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adherencia de las células a la base de las mismas. Una vez adheridas las células, se procedió a 

cambiar la solución de HEPES por medio de cultivo fresco (DMEM, ver apéndice), con el 

agregado o no de AngII (1µM), y de los compuestos farmacológicos y/o vectores virales, de 

acuerdo a los distintos protocolos que se detallan en Resultados. Las células fueron incubadas 

en una estufa con una atmósfera de CO2 al 5% por un período de 24 hs. Trasncurrido este 

tiempo, los miocitos se destinaron a los diferentes estudios.  

 

Evaluación morfológica de la viabilidad celular  

Luego de 24 hs de cultivo, se evaluó la viabilidad celular a través de la morfología, de acuerdo 

a la relación largo/ancho de la células (una célula con una relación mayor a 3 fue considerada 

viable), como fue previamente descrito[93]. En la figura M1 se puede observar la estructura de 

un miocito viable, con sus estriaciones propias y bordes definidos, y por el otro, miocitos 

muertos que han perdido la relación de área y las típicas estriaciones. En muchos de ellos se 

observa además la membrana “burbujeada”, una característica típica de apoptosis como ya se 

ha descrito en la Introducción. 

Figura M1: Se muestran imágenes representativas de miocitos de gato vivos (derecha) y muertos 
(izquierda), a 40X de aumento. 

 

Para el recuento de los miocitos se tomaron fotos en un microscopio Olympus Bx51 con una 

cámara de carga acoplada (CCD) Olympus DP70 cooled digital color y un objetivo Uplan FLN 

de 20X. Se fotografiaron 20 campos al azar por cada posillo de la placa de cultivo. Los datos 
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fueron almacenados con formato JPG y el recuento se realizó de manera manual sobre cada 

foto. Todos los datos de viabilidad celular se expresaron como porcentaje del número total de 

células.  

 

Medidas de Ca+2
i  y contractilidad en miocitos cultivados  

Indicadores de Ca+2
i  

Los indicadores actualmente disponibles para las medidas de Ca+2
i (Quin-2, Fura2, Indo1, 

Fluo3, Rhod2), han sido diseñados en base al ácido etilen-glicotetracético (EGTA), un quelante 

selectivo de Ca+2[118, 119]. Las modificaciones químicas que han sufrido estos indicadores, 

sumado al uso de la microscopía de fluorescencia (y a la posibilidad de registrar a dos 

longitudes de onda distintas, ya sea para la excitación, Fura2, como para la emisión, Indo1), 

permiten estimar el Ca+2
i libre a través de la proporción de indicador unido al Ca+2 y de 

indicador libre de Ca+2, cuando el indicador está en equilibrio con la concentración de Ca+2 

libre. Esta característica permite manejar los datos de fluorescencia como la relación entre la 

intensidad de fluorescencia obtenida a dos longitudes de onda (método del cociente). Con este 

método, variables que pueden alterar la exactitud de las mediciones pueden ser eliminadas; 

como por ejemplo, factores independientes de los iones que afectan la intensidad de la señal, 

tales como la concentración intracelular no uniforme del indicador, pérdida del indicador, 

inactivación a lo largo del tiempo cuando entra en contacto con la luz de excitación, espesor de 

la célula o artefactos de movimiento. Tanto el Indo1 como el Fura2, son los apropiados para 

realizar medidas de Ca+2 en células aisladas. Si bien el Indo1 es más susceptible a la 

inactivación por contacto con la luz de excitación que el Fura2, el primero presenta menos 

problemas de hidrólisis incompleta y compartamentalización[119]. En el caso del Fura2 la doble-

excitación/simple-emisión dificulta el monitoreo de cambios rápidos de Ca+2
i ya que no hay 

una verdadera simultaneidad en el registro de las dos longitudes de onda utilizadas para 
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obtener el cociente. Tanto el Indo1 como el Fura2 en su forma permeable de ester de 

acetometilo (AM), se comportan como una molécula hidrofóbica y sin carga; estas propiedades 

le permiten atravesar las membranas celulares. Una vez en el interior celular, las estearasas 

endógenas “activan” al indicador transformándolo en su forma ácida, la cual es impermeable al 

sarcolema, lo que impide que el indicador se “escape” de la célula. Una propiedad importante 

de los indicadores de Ca+2 es su selectividad por el Ca+2 sobre el Mg+2. Tanto el Indo1 como el 

Fura2 tiene un Kd para el Ca+2 de aproximadamente 350 nM, por lo que son muy específicos 

para la medición del Ca+2
i. Otro ion que puede competir por los sitios de unión para el Ca+2 del 

Indo1 es el H+[119].  

Los problemas que pueden citarse respecto al manejo de estos indicadores son: 1) la 

amortiguación que producen sobre la [Ca+2]i, lo que puede alterar los cambios cinéticos del 

Ca+2 y por lo tanto influenciar las respuestas transitorias de Ca+2; 2) la compartamentalización 

en las organelas (especialmente en mitocondrias), que en el caso del Indo1 alcanza un 50% en 

miocitos cardíacos; 3) la incompleta desesterificación, que resulta en una contribución de 

fluorescencia insensible al Ca+2[118] y 4) la contribución de fluorescencia dada por la 

autofluorescencia celular, debida a la producción de NAD(P)H mitocondrial[118]. Debido a que 

cuando los miocitos aislados son cargados con Indo1-AM, hay una compartamentalización 

significativa del indicador en las mitocondrias, cuyo grado varía de célula a célula, los 

resultados no se expresaron como valores absolutos de [Ca+2]i sino como relación de 

fluorescencia. Este cociente de fluorescencia del Indo1 se considera, entonces, como una 

estimación del Ca+2
i. 

La longitud de onda de excitación para el Indo1 se centra a 350 nm, mientras que la 

fluorescencia emitida se recoge a 410 nm y a 490 nm. En la figura M2 se grafica la intensidad 

de emisión (Indo1) y de excitación (Fura2) en función de la longitud de onda y a diferentes 

concentraciones de Ca+2. Para el Indo1, se observa que la fluorescencia emitida a 410 nm en 
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una solución libre de Ca+2 es prácticamente nula, mientras que la emitida a 490 nm en la 

misma solución, es virtualmente máxima. Al contrario, cuando la concentración de Ca+2 satura 

al indicador, la máxima emisión se observa a 410 nm en tanto que a 490 nm, la emisión es casi 

mínima. Esta emisión dual del Indo1 a las longitudes de onda de 490 nm (para el indicador sin 

Ca+2) y de 410 nm (para el indicador unido al Ca+2), permite, como ya se ha mencionado, 

calcular la relación o cociente (ratio) de las fluorescencias emitidas a las dos longitudes de 

onda (410/490). La estimación del Ca+2 a través del cálculo de dicho cociente, posibilita 

independizarse de las pérdidas del indicador que normalmente ocurren durante un experimento, 

y que distorsionarían las medidas de Ca+2 si éstas se realizaran a una sola longitud de onda.   

El Fura2 también posee una alta afinidad para el Ca+2. En este caso la longitud de onda de 

exitación se centra en 363 nm (para indicador sin Ca+2) y 325 nm (con maximo Ca+2; doble 

exitación), generando una única emisión máxima centrada en 525 nm. Aunque con 

caracteristicas similares al Indo1, el Fura2 es más resistente a foto-blanqueo (photo-bleaching) 

tras la estimulación prolongada a la longitud de onda de exitación.  

 

Figura M2: Espectros de excitación y emisión del Indo1 y Fura2, respectivamente, y su relación con  la 
concentración de Ca+2. Para ambos indicadores se representan la curva de emisión (Indo-1, izquierda) y de 
excitación (Fura2, derecha) a diferentes concentraciones (μM) de Ca+2 libre. Figura modificada de Haugland, 
R.P., Molecular Probes: 1994, Orlando, Florida: Molecular Probes. 421.  
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Procedimiento de carga de los indicadores  

Luego del período de cultivo, los miocitos fueron removidos y lavados con una solución de 

HEPES a la concentración de Ca+2 adecuada para cada especie. Los miocitos se incubaron con 

Indo1-AM o Fura2-AM, en solución con dimetilsulfóxido (DMSO) y ácido plurónico, para 

incrementar la incorporación del indicador a las células. El indicador se incubó durante 9 min 

con Indo1, a una concentración de 17 µM[118] o durante 15 min con Fura2-AM (1 µM), a 

temperatura ambiente. Luego del período de carga del indicador, las células fueron lavadas y 

dejadas en HEPES durante 45 min para su desesterificación. Ese lapso se considera suficiente 

para la hidrólisis de la mayoría de los ésteres AM[119].  

Registros de Ca+2
i y acortamiento de los miocitos 

Una vez cargadas con el indicador de Ca+2, las células fueron colocadas sobre la platina de un 

microscopio invertido (Nikon Diaphot 200) adaptado para epifluorescencia y perfundidas  

continuamente con HEPES (pH 7,4) a un flujo constante de 1 ml/min. Los miocitos fueron 

estimulados a través de dos electrodos de platino colocados a cada lado de la cámara de 

perfusión (ondas cuadradas de 2 ms de duración y de una intensidad de 20% por encima del 

umbral), a una frecuencia de 30 pulsos/min. Las células fueron iluminadas por un haz de luz 

centrado a las longitudes de onda correspondientes para cada indicador y la fluorescencia 

emitida fue adquirida por dos fotomultiplicadores. La fluorescencia inespecífica (fondo) se 

sustrajo de cada señal, antes de obtener el cociente de fluorescencia. Para obtener el cociente 

de fluorescencia diastólico se consideró el valor promedio de dichas fluorescencias en un 

período de 100 ms luego de que la contracción se completara. El cociente de fluorescencia 

sistólico fue determinado directamente en el pico del cociente de la fluorescencia registrada.  

La platina del microscopio fue iluminada con luz roja (640-750 nm) a través de su sistema 

óptico para luz visible, con el fin de permitir mediciones simultáneas de fluorescencia y 

acortamiento  celular  (figura M3).  La longitud  del  miocito en  reposo y  el  acortamiento  del 
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mismo fueron medidos por un detector de movimiento de bordes (Crescent electronics, UT, 

SA) y los datos almacenados por medio de un software adecuado para su posterior análisis. El 

acortamiento de los miocitos fue expresado como porcentaje de su longitud total.  

En los experimentos se evaluó la amplitud de cada contracción individual y los transitorios del 

Ca+2
i asociadas a dichas contracciones (CaT). El contenido de Ca+2 del RS fue evaluado a 

través de la exposición de las células a una solución con 25 mM de cafeína (caff), en ausencia 

de estimulación eléctrica. La caff induce la apertura de los canales de RyR y bloquea la 

actividad de la SERCA2a del RS, lo que genera la liberacion de Ca+2 del RS e impide su 

recaptura, respectivamente.  
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Medida del grado de apoptosis 

Se utilizó la técnica histoquímica de TUNEL, que denota la fragmentación del DNA por 

DNAasas endógenas in situ, evento característico de la apoptosis, como se mencionó en la 

Introducción. Luego del período de cultivo, las células fueron fijadas en ρ-formaldehído al 4%, 

permeabilizadas con etanol y ácido acético y conservadas en alcohol 70% a -20°C hasta ser 

coloreadas. Se utilizó un kit comercial (ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, 

Chemicon), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.  

Figura M3: Esquema que muestra la disposición del instrumental utilizado para la determinación del 
Ca+2

i por epifluorescencia y el acortamiento celular. Para la determinación del Ca+2
i, se utiliza como fuente 

una lámpara de xenón cuyo haz de luz es centrado a la longitud de onda correcta a través del filtro adecuado 
para excitar apropiadamente a cada indicador (F1). Este haz de luz es reflejado por un espejo dicroico que 
concentra la luz en el miocito seleccionado. La fluorescencia emitida por la célula es recolectada por un 
fotomultiplicador (P) a través de los filtros adecuados (F2 y F3), según la emisión del indicador, y por medio 
de un conversor analógico/digital la señal puede ser analizada posteriormente. La computadora posee un 
sofware que archiva y permite el análisis ulterior. Simultáneamente, se detecta la variación de longitud 
celular a través de un monitor y un detector de bordes que emiten una señal también digitalizada y 
almacenada en la computadora. A la derecha del instrumental se observa un registro de fluorescencia 
(transitorio de Ca+2

i) y uno de longitud celular, en donde aparecen indicados los parámetros que se midieron 
en este trabajo.  
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El 4′,6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloridrato (DAPI) es un colorante de ácidos nucleicos, 

preponderantemente de doble cadena, que tiene una alta afinidad para asociarse a los pares de 

bases Adenina-Timina (AT) presentes en el DNA, mientras que presenta menor afinidad por el 

RNA por poseer Uracilo (AU)[120]. Este colorante fluorescente presenta un espectro de 

absorción y emisión en la gama de la luz azul (máxima excitación a los 358 nm, y una emisión 

a los 461 nm) y es utilizado para visualizar los núcleos celulares. Luego de la tinción por la 

técnica de TUNEL, las células fueron tratadas con una solución acuosa del colorante DAPI 

(Invitrogen) de 5 mg/ml, por 5 min a temperatura ambiente, lavadas varias veces con PBS (ver 

apéndice) y luego deshidratadas y montadas con el medio de montaje comercial, bálsamo de 

Canadá. Se tomaron fotos al azar de al menos 20 campos por preparado con ambos filtros 

(TUNEL/DAPI) en un microscopio de fluorescencia Olympus Bx51 con una cámara de carga 

acoplada (CCD) Olympus DP70 cooled digital color y objetivos Uplan FLN de 20X. La doble 

tinción permitió establecer el grado de apoptosis evaluando la relación del número de células 

TUNEL positivas con respecto al número total de núcleos determinados por la coloración de 

DAPI para cada campo.  

Por otro lado, como se describió en la Introducción, otro marcador de la vía apoptótica es la 

activación de caspasas, y entre ellas el efector final común de las vías apoptóticas, la caspasa3. 

El clivaje, que comprende la activación de la procaspasa3 en caspasa3, deja libre un fragmento 

de 17 kDa detectable por la técnica de western blot. La activación de la caspasa3 fue detectada 

por dos métodos distintos: el primero, por un kit comercial fluorescente que utiliza la actividad 

proteasa para inducir fluorescencia in situ (Phiphilux de OncoImmunin; Gaithersburg, 

MD)[121]. Para realizar esta técnica se incubaron a los miocitos cultivados en presencia de 2,5 

μmol/L de Phiphilux por 1 h a 37ºC. Luego se lavaron y epiiluminaron en un microscopio de 

fluorescencia a fin de detectar el colorante. Luego las imágenes fueron procesadas por un 

software (IMAGE PRO PLUS) que permitió comparar la intensidad de fluorescencia. El 
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segundo método evaluó el grado de apoptosis a través de la inmunodetección por western blot 

de la proteína pro-apoptótica caspasa3[93, 122]. 

 

Inmunodetección por Western Blot 

Luego de las 24 horas de incubación con el tratamiento correspondiente, los miocitos fueron 

removidos y concentrados por centrifugación suave en un pellet o botón celular para ser 

lisados, con un buffer de lisis (ver apéndice). Los miocitos colocados en el buffer de lisis se 

mantuvieron refrigerados a 4ºC por al menos 30 min, agitándolos cada 10 min para favorecer el 

proceso de lisis celular. Luego de este período, fueron centrifugados a 4ºC por 15 min a 13000 

r.p.m., recuperándose el sobrenadante, que es el que posee las proteínas en suspensión, el cual 

fue guardado a -80ºC hasta su uso. 

La concentración de proteínas se determinó por el método colorimétrico de Bradford 

(BIORAD) por espectrofotometría a 595 nm[123]. Esta determinación permitió estandardizar la 

cantidad de proteína a sembrar. Las muestras fueron mezcladas con un buffer de carga 

desnaturalizante (ver apéndice) para facilitar la siembra en los geles de poliacrilamida. Los 

geles de poliacrilamida se utilizaron al 10 y 15%[124], para lograr una adecuada separación de 

las proteínas dentro del rango del peso molecular de interes (entre los 5 a 55 kDa), y se les 

aplicó una corriente eléctrica constante de 100 mV por 1 h. Esto permitió la separación por 

tamaño y carga eléctrica de las proteínas contenidas en la siembra. Conjuntamente con las 

muestras, se sembró un marcador de peso molecular (Dual Color BIORAD) para poder 

reconocer luego el peso de la fracción proteica de interés. Las proteínas, ahora separadas en la 

matriz del gel de poliacrilamida, se trasfirieron a una membrana de polivinilidenofluoruro 

(PVDF, Inmobilon Millipore), aplicando para ello un campo eléctrico de 60 mV durante 1 h. 

Las proteínas, asociadas a la membrana de PVDF por uniones electrostáticas, fueron incubadas 

con una solución de proteína conocida (como albúmina o caseína) a modo de bloqueo, a fin de 
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impedir la unión electrostática inespecífica del anticuerpo primario con la superficie cargada de 

la membrana, para poder detectar posteriormente la proteína de interés. 

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario monoclonal específico, que 

reconoce el antígeno específico en la membrana: contra el estado fosforilado del residuo Thr286 

de CaMKII, Thr17 de PLB y Tyr189 de p38 MAPK, la fracción activada de caspasa3, la p38 

MAPK total, la actina y la GAPDH. Las fracciones proteicas de interés con el anticuerpo 

específico unido, fueron detectadas con un anticuerpo secundario específico de especie, 

conjugado con la peroxidasa de rábano (horseradish peroxidase, HRP) para así visualizarlas 

por quimioluminiscencia. Para esto se utilizó un sistema de detección comercial (ECL Plus, 

Amersham) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La detección se realizó mediante la 

cámara CCD de un equipo Chemidoc XRS (BIORAD), que captura y digitaliza las imágenes. 

Estas imágenes procesadas permitieron una cuantificación en unidades arbitrarias (UA) la 

densidad de las bandas por densitometría de imagen utilizando el programa Scion Image y 

normalizadas por una proteína de expresión constitutiva (actina o GAPDH) y expresadas en 

porcentaje del control.  

 

Medida de las especies reactivas del O2 (ROS) 

Para evaluar la producción intracelular de ROS se utilizó un indicador fluorescente sensible a 

éstos, el 5-(6)-clorometil-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetatometilo (CM-H2DCFDA). 

Este indicador en su forma AM, es permeable a la membrana celular y es activado por las 

estearasas que además le confieren carga, confinándolo al interior celular. Las células fueron 

cargadas con 1μM de CM-H2DCFDA por un período de 30 min a 37ºC y luego lavadas del 

indicador con una solución de HEPES.  

El CM-H2DCFDA tiene un pico de excitación a los 485 nm y una emisión máxima a los 530 

nm. Estos parámetros fueron visualizados en el microscopio invertido de fluorescencia en el 

que se tomaron las fotos. La señal de fluorescencia se cuantificó a través de un Software 
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especializado (Image Pro Plus). Como control positivo del incremento de ROS se utilizó el 

agregado de 200 μM de H2O2 al medio de cultivo.  

 

Actividad de CaMKII y p38 MAPK 

La actividad de la CaMKII se evaluó por un lado, a través de la detección inmunofluorescente 

in situ de la fosforilación del sitio Thr286 de la kinasa, usando anticuerpos específicos de 

especie conjugados con fluoresceína. Para ello las células cultivadas fueron fijadas en ρ-

formaldehído al 4%, permeabilizadas con etanol y ácido acético, y conservadas en alcohol 70% 

a -20°C. Se bloqueó con suero de cabra al 5% por 1 h y se las incubó con anti-pCaMKII 

(1:400) durante toda la noche. Tras esta incubación y lavados con PBS (ver apéndice), se 

incubó con un anticuerpo contra conejo conjugado con fluoresceína y luego se observó y 

fotografió en microscopio de fluorescencia a 630 nm. 

Por otro lado, se confirmó la activación de CaMKII por western blot, como se ha descrito 

previamente. Se evaluó el estado fosforilado del residuo Thr286 de CaMKII y la fosforilación de 

su sustrato específico, el residuo Thr17 de PLB, por medio de anticuerpos específicos. Del 

mismo modo, se evaluó la activación (por fosforilación de Tyr189) de la p38 MAPK.   

Se utilizó también la línea de ratones que expresan constitutivamente un péptido inhibidor de la 

CaMKII (AC3-I)[115] y sus pares controles AC3-C. En ellos se evaluó la viabilidad celular en 

presencia de AngII durante 24 hs. 

 

Infección adenoviral  

Se usaron adenovirus recombinantes gentilmente donados por el grupo del Dr Hajjar (Centro 

de Investigación Cardiovascular, Hospital General Massachusetts, Escuela de Medicina de 

Harvard, Boston, USA), portadores del gen de la p38 MAPK y de la β-galactosidasa (β-Gal), 

conjuntamente con el gen para la proteína fluorescente verde, GFP. Brevemente, la 

Tesis Doctoral Lic. Jorge Omar Velez Rueda 



 
45 

construcción de los adenovirus fue realizada por dicho grupo sobre un vector adenoviral (Adv) 

que contenía gran parte del genoma viral, apto para el clonado en Eschericchia coli (los pAdv 

EASY1). A estos adenovirus recombinantes se les eliminó el gen de la polimerasa temprana E1 

(que sí existe en el tipo salvaje), para evitar la propagación a cualquier tipo celular. Esto 

permite que la amplificación se produzca sólo en la línea de células embrionarias de riñón 

humanos 293 (HEK-239) que posee este grupo de genes virales tempranos en su genoma. El 

cDNA de la p38 MAPK, o como control, el cDNA del gen LacZ que codifica para la β-gal se 

subclonaron y recombinaron con el gen de GFP, (como proteína reportera de la expresión) bajo 

el control del promotor del citomegalovirus para inducir una exacerbada expresión. En la línea 

celular HEK-293, fueron amplificados los adenovirus y purificados por el método de 

separación de partículas de gradiente de ClCs. El título utilizado en este trabajo fué obtenido 

por ensayos de unidades formadoras de placa por mililitro (pfu/ml), estimado en 

aproximadamente 2-4 x 109 pfu/ml. Las unidades formadoras de placa (pfu) son una medida 

del número de partículas virales infecciosas presentes en una suspención. A partír de estas pfu 

se calculó el múltiplo de infección (MOI), que representa el número medio de partículas de 

virus que infecta a cada célula. 

MOI = pfu / número de células 

Para realizar la infección en miocitos adultos, luego de plaqueados a una densidad de 2 x 104 

células/ml, los miocitos fueron infectados con un MOI de aproximadamente 100, agregando 

los virus junto con el medio de cultivo y el tratamiento a realizarse (ejmplo AngII+SB). Luego 

de 24 hs se evaluó por microscopía de fluorescencia la eficiencia de infección por detección de 

la fluorescencia de GFP (excitación a 480 nm), que resulta equivalente a la expresión de los 

genes de interés (Lac Z o p38 MAPK).  
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Fosforilación in Vitro 

A partir de los corazones aislados se homogeneizó un volumen de tejido con 4 volúmenes de 

buffer de lisis (ver apéndice). Luego de la homogenización, se centrifugó a 12500 r.p.m. 

durante 10 min a 4ºC y el sobrenadante fue utilizado para la reacción de fosforilación. La 

determinación de la concentración protéica se realizó por el método de Bradford por 

espectrofotometría, según las recomendaciones del fabricante (BIORAD), como ya fue 

descrito. 

En la reacción de fosforilación in vitro, se tomaron 50 μg del homogenato anteriormente 

obtenido y se lo colocó en el buffer de fosforilación (libre de Ca+2 nominal, ver apéndice) y en 

presencia o ausencia del inhibidor específico de CaM (W7, 10 μM). El agregado exógeno de 

CaM se realizó sólo en los protocolos donde no estaba inhibida la misma.  

Luego de preincubar la solución durante 3 min a 30ºC, se dio inicio a la reacción de 

fosforilación con el agregado de ATP (0,1 mM) en las mezclas, en ausencia o presencia de 0,2 

mM de H2O2. Luego de 10 min, la reacción se detuvo con el agregado de un buffer de siembra 

desnaturalizante. 

Se evaluó el estado de fosforilación de la CaMKII en los ensayos in vitro por western blot.  

 

Análisis Estadístico 

Los datos se presentan como media ± error estándar (ES). Para comparar dos grupos de datos 

se utilizó test de t de Student para muestras independientes. Para comparar más de dos grupos 

se utilizó ANOVA de una vía para muestras independientes seguido de un test de Student-

Newman-Keuls. Un valor de p<0.05 se consideró como estadísticamente significativo. 
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RESULTADOS 

 

Inducción de apoptosis por AngII: Rol de los ROS y de la CaMKII 

Viabilidad celular  

En una primera serie experimental se verificó el efecto ya descrito de la AngII en la 

disminución de la viabilidad celular, en miocitos cultivados de rata y gato adultos quiescentes y 

expuestos a la hormona por 24 hs. La AngII redujo el número de células viables en miocitos de 

rata y gato significativamente con respecto al control desde 62,28±2,4% y 65,7±3,1% a 

38,9±2,6% y 43,7±3,0%, (n=12-15) respectivamente en los distintos grupos, luego de 24 hs de 

cultivo (Figura R1 y R2A).  

Como se describió en la Introducción, la AngII puede unirse a dos tipos de receptores, 

los receptores tipo 1 (AT1), sensibles al bloqueo farmacológico con Losartán (Los), y los AT2, 

sensibles al bloqueo con PD123.319 (PD). Por otra parte, ha sido descrito previamente que la 

muerte celular inducida por AngII en la rata, es mediada por los receptores AT1[30]. Se 

desconoce, sin embargo, si en la muerte celular inducida por AngII en el gato están 

involucrados los mismos receptores. En la figura R1 se muestra que el efecto de la AngII sobre 

la viabilidad celular pudo prevenirse en miocitos de gato por el bloqueo de los receptores AT1 

con AngII+Los, pero no por PD. En presencia de AngII+Los, el número de células viables fue 

60,3 ± 4,6% (NS respecto al control), en tanto que en presencia de AngII+PD fue de 41,9 ± 

2,9% (p<0,05 versus el control, n=4).  
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Figura R1: La AngII induce muerte celular a través del receptor AT1. En la parte superior, se muestran 
fotos representativas de los miocitos de gato luego de 24 hs de cultivo. Debajo, se grafican los valores 
promedio de viabilidad celular de las células tratadas (AngII, AngII+Los y AngII+PD). * p<0,05 vs Control.  

Los resultados indican entonces que efectivamente, la AngII produce muerte celular en 

nuestros cultivos quiescentes de rata y gato y confirman que este efecto se produce a través de 

los receptores AT1. 

Apoptosis 

A fin de corroborar si la muerte celular que induce la AngII se debía, al menos en parte, a 

eventos apoptóticos, se utilizaron dos métodos de marcación de apoptosis. 1. La marcación por 

la técnica de  TUNEL, que  denota la  fragmentación  propia del material  genómico  en  este  
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proceso de muerte. 2. La detección de la activación de caspasa3, un marcador molecular de 

apoptosis, a través de la técnica de western blot. La figura R2A muestra nuevamente la 

disminución de la viabilidad celular producida por la AngII tanto en miocitos de rata como de 

gato, en tanto que las Figuras R2B y R2C muestran cómo la disminución en la viabilidad 

celular se correlaciona con la mayor actividad de la caspasa3 y el aumento en el número de 

núcleos TUNEL positivos, respectivamente, que induce la AngII. En promedio, las células 

TUNEL positivas aumentaron de 3,9 ± 0,2% (control) a 10,1± 0,1% (AngII) (p<0,05). Estos 

resultados confirman el efecto apoptótico de la AngII para ambas especies. 
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Figura R2: La AngII induce apoptosis en miocitos aislados. A, como se observó previamente, se muestran 
los resultados promedio de viabilidad en miocitos adultos que fueron incubados durante 24 hs en presencia de 
1 μM de AngII (n=12 para gato y n=16 para rata). B, se muestran blots típicos del incremento en la activación 
de caspasa3 inducido por AngII y debajo los valores promedio normalizados por actina (n=6). C, se muestran 
fotos representativas de la técnica de TUNEL y DAPI, donde se observa que la AngII induce un incremento de 
los núcleos TUNEL positivos (núcleos coloreados de amarillo), respecto de los núcleos totales. A la derecha se 
muestran los resultados promedio (n=6). *p<0,05 vs Control. 

ROS 

Como se mencionó en la Introducción, la AngII induce producción de ROS a partir del 

incremento de la actividad de la NADPH oxidasa. Para evidenciar si esto ocurría en nuestras 

condiciones  experimentales,  los  miocitos  se cargaron  con  DM-H2DCFDA,  un indicador  
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fluorescente sensible a ROS, luego de 24 hs de cultivo quiescente, en presencia de AngII y en 

presencia y ausencia de un inhibidor de la NADPH oxidasa, el inhibidor de flavoproteínas 

DPI[125, 126].  

En la Figura R3.A se muestran imágenes típicas de estos experimentos y los resultados 

promedio. Se puede observar que la AngII indujo un incremento en la producción de ROS en 

miocitos de rata. Este efecto pudo prevenirse en presencia de 10 µM de DPI. Estos 

experimentos indican que la estimulación con AngII induce la producción de ROS mediada por 

la actividad de la NADPH oxidasa.  

A fin de dilucidar una posible relación entre el aumento de ROS y la muerte celular inducida 

por AngII, se cultivaron las células (miocitos de gato y rata) en presencia de la hormona y en 

presencia y ausencia de DPI o de un “atrapante” de ROS, el 2-mercaptopropionilglicina 

(MPG). Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura R3.B donde se observa 

que tanto el DPI como el MPG previenen la muerte celular inducida por AngII.  
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Figura R3: La AngII induce muerte celular a través de un incremento de los ROS. A, a la izquierda, 
imágenes representativas y a la derecha los resultados promedio de miocitos tratados con el indicador 
fluorescente de ROS, DM-H2DCFDA. Se puede observar que los miocitos expuestos a AngII durante 24 hs 
producen un incremento de la fluorescencia que es prevenido con DPI (* p<0,05 vs Control, DPI y 
AngII+DPI). B, resultados promedio de la viabilidad celular luego de las 24 hs de cultivo en presencia de 
AngII, AngII+DPI y AngII+MPG (* p<0,05 vs AngII), para rata y para gato. Tanto el inhibidor de la 
NADPH oxidasa como el atrapante de ROS previenen la disminución en la viabilidad celular inducida por 
An

 

gII.  

Estos resultados indican que la AngII induce un incremento en la actividad de la NADPH 

oxidasa (sensible a DPI), con la concomitante producción de ROS y que la prevención del 

incremento de los ROS se asocia a una reducción de la muerte celular inducida por la AngII. 

Este hecho sugiere un nexo causal entre el incremento de ROS y la disminución de la 

viabilidad celular inducidos por AngII.  
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CaMKII 

En la siguiente serie experimental investigamos la posibilidad de que la CaMKII estuviera 

involucrada en la vía apoptótica inducida por la AngII. Para estudiar la actividad de CaMKII se 

utilizaron dos técnicas. La primera de ellas consistió en la detección por inmunohistoquímica 

de la fosforilación del residuo Thr286 de la CaMKII in situ. La segunda, en la detección por 

western blot tanto del residuo Thr286 de la kinasa, como la de su sustrato específico, el residuo 

Thr17 de PLB. Estas determinaciones se realizaron luego del período de cultivo en ausencia 

(control) y presencia de AngII y en presencia de AngII y de un inhibidor de la CaMKII (KN93) 

o un análogo inactivo (KN92, ver apéndice). 

En la figura R4.A se muestran imágenes de los experimentos de inmunohistoquímica por 

microscopía de fluorescencia en miocitos de gato. Estas denotan la fosforilación de la CaMKII 

(P-CaMKII) inducida por AngII, fenómeno que se previno con 1 µM de KN93, pero no con su 

análogo inactivo, KN92. Resultados similares se obtuvieron en otros dos experimentos 

independientes. En forma similar, el KN93 previno el aumento de P-CaMKII y de P-Thr17 de 

PLB inducido por AngII, cuando esta fosforilación se evaluó por western blots (Figura R4.B). 

La administración de KN93 en ausencia de AngII, no afectó significativamente la fosforilación 

de Thr17, usada esta última como indicador de la actividad basal de la CaMKII.  
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Figura R4: La CaMKII es activada luego de la estimulación con AngII. A, se puede observar en las fotos 
representativas de inmunohistoquímica (anticuerpo contra P-CaMKII), que la AngII induce un incremento 
de la fluorescencia (IF), lo que indica un aumento en la actividad de la CaMKII. Este incremento puede ser 
prevenido en presencia de KN93, pero no así de KN92. B, se muestran blots típicos, con sus valores 
promedio, donde la AngII induce un incremento en la fosforilación de CaMKII (P-CaMKII), así como de su 
sustrato la Thr17 de PLB (P-Thr17). Este incremento en las fosforilaciones puede ser prevenido en presencia 
de KN93 (n=9). (* p<0,05 vs AngII).  

 

Estos resultados vinculan a la activación de la CaMKII con la estimulación por AngII.  

Como se mencionó en la Introducción, experimentos de otros laboratorios establecieron que los 

ROS pueden mantener la actividad de la CaMKII, como lo hace su autofosforilación, luego de 

ser activada por Ca+2/Cam[65]. Para establecer el posible papel de los ROS en la activación de 

CaMKII producida por AngII, se realizaron experimentos en los se midió la fluorescencia 

producida por el DM-H2DCFCA por incremento de los ROS en presencia de AngII con o sin el 

inhibidor de CaMKII, KN93. La base racional de estos experimentos fue determinar si los ROS 
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activan a la CaMKII en la cascada de señales inducida por AngII, o si la producción de ROS 

ocurre posteriormente a la activación de la CaMKII.  

 

En la figura R5.A se muestran imágenes representativas de los cultivos de miocitos de rata 

tratados con DM-H2DCFCA, en presencia de AngII o AngII más el inhibidor de la CaMKII. 

Los resultados muestran que la inhibición de la CaMKII por KN93 fué incapaz de prevenir el 

aumento de ROS generado por AngII en miocitos de rata, indicando que la formación de ROS 

inducida por AngII se encuentra precediendo la activación de la CaMKII en la cascada de 

señales que induce la hormona.  

 

En breve resumen, los resultados indican hasta este punto que 1. La AngII induce muerte 

celular por apoptosis a través de los receptores AT1 y mediada por ROS; 2. La AngII activa a 

la CaMKII y esta activación es precedida por el aumento de ROS. Sin embargo, aún no 

sabemos qué rol cumple la kinasa en la inducción de apoptosis por AngII y cómo es posible la 

activación de la CaMKII en miocitos quiescentes, en donde no se producen aumentos de Ca+2 

como en los que se estimulan.  

Para establecer el posible rol de la CaMKII en la apoptosis inducida por AngII, se cultivaron 

miocitos en presencia de AngII durante 24 hs en presencia y ausencia de dos inhibidores de la 

kinasa químicamente no relacionados: KN93, que compite con el sitio de unión de CaMKII a 

Ca+2-CaM, y AIP, un péptido inhibitorio de mayor especificidad que el KN93 (ver apéndice) 

que actuaría a través de un mecanismo diferente, posiblemente por unión al dominio 

catalítico[127]. 
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Figura R5: La inhibición de CaMKII no previene la producción de ROS pero sí la apoptosis inducida por 
AngII. A, se muestran fotos ejemplificadoras y valores promedio de fluorescencia donde el KN93 no 
previno el incremento de los ROS que genera el tratamiento con AngII (n=4). B, resultados promedio de 
viabilidad en miocitos cultivados de gato, rata y ratones transgénicos. La AngII induce una disminución de 
la misma que es prevenida en presencia de KN93, AIP o en la línea de ratones transgénicos que 
sobreexpresan el péptido inhibidor de la CaMKII, AC3-I (n=3 a 7 según el grupo). A la derecha se observan 
blots representativos que muestran la prevención por KN93 del aumento en la activación de caspasa3 
(arriba) y de las células TUNEL positivas (núcleos amarillos/anaranjados) (debajo) inducidos por la 
exposición a AngII. (*p<0,05 vs Ang II). 
. 

En estos experimentos se evaluaron parámetros de viabilidad celular y marcadores apoptóticos. 

Se utilizaron además los ratones transgénicos previamente descritos, que expresan el péptido 

inhibidor, AC3-I y sus controles, AC3-C (ver apéndice). En los miocitos de estas líneas se 

analizó el efecto de la AngII sobre la viabilidad celular. 

En la figura R5.B se muestran los resultados promedio de viabilidad celular luego de la 

estimulación con AngII, en los ratones transgénicos, y con AngII en ausencia y presencia de 

KN93 o AIP, en gato y rata. Tanto el tratamiento con los inhibidores de la CaMKII en miocitos 

de gato y de rata, como en la línea de ratones AC3-I se observó una prevención de la muerte 

celular inducida por AngII. En el panel derecho de la Figura R5.B se muestran imágenes 
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representativas de los experimentos donde se estudió apoptosis. Se observa que la inhibición de 

CaMKII previene la apoptosis, demostrada por el aumento de la actividad de caspasa3 (por 

western blot) y de las células TUNEL positivas. En promedio, los núcleos TUNEL positivos 

disminuyeron desde 10,1 ± 0,1% a 5,73 ± 0,5% y la actividad de caspasa3 desde 57,9 ± 17,9% 

a 27,5 ± 13,9% (AngII versus AngII+KN93, p< 0,05).  

 

En su conjunto, estos resultados indican que tanto los ROS como la CaMKII son pasos 

necesarios en la cascada apoptótica que induce la AngII aplicada en forma sostenida.   

 

La activación de CaMKII es inducida por la producción de ROS y ocurre sin cambios 

detectables en el Ca+2
i  

 

Como se mencionó anteriormente, la activación de la CaMKII es precedida por su 

unión a Ca+2 y CaM. Sin embargo, no es claro el origen del aumento de Ca+2 que pueda 

explicar la activación de CaMKII en miocitos cultivados sin estímulo eléctrico, ya que en estos 

miocitos no se produce el aumento de Ca+2 citosólico (transitorio de Ca+2) que sigue al 

estímulo y genera el ACE. Además, como vimos antes, la activación de CaMKII por AngII se 

observó tanto en miocitos de gato, en los que la administración aguda de la hormona produce 

un aumento del Ca+2
i
[39], como en los de rata, en donde la administración aguda de AngII no 

modifica los niveles de Ca+2
i
[40]. 

A fin de dilucidar este punto, se evaluó el Ca+2 diastólico y la amplitud del transitorio 

de Ca+2
i (CaT) en miocitos de rata y gato cultivados en presencia y ausencia de AngII o del 

agente β-adrenérgico, isoproterenol por 24 hs, y luego cargados con los indicadores 

fluorescentes Indo1-AM ó Fura2-AM y eléctricamente estimulados (0,5 Hz). La presencia de 

AngII en los cultivos de miocitos de gato no modificó el Ca+2 diastólico ni la amplitud del CaT 

cuando los miocitos de ambas especies fueron estimulados, como así tampoco el contenido de 
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Ca+2 del RS estimado por la aplicación de un pulso de cafeína (caff) que, como ya se 

mencionó, induce el vaciamiento de Ca+2 del RS y bloquea la SERCA. En contraste, en 

miocitos cultivados durante 24 hs con isoproterenol, una intervención que promueve apoptosis 

dependiente del aumento de Ca+2, se encontró un aumento significativo de la amplitud del CaT 

y del contenido de Ca+2 del RS. La Figura R6 muestra ejemplos típicos y resultados totales de 

estos experimentos. 

 

Figura R6: La estimulación con AngII no modificó el manejo del Ca+2
i. Se muestran los registros típicos del 

CaT y de los pulsos de cafeína (caff) en miocitos de gato adulto en condiciones control (A), tratados con AngII 
(B) o tratados con isoproterenol (Iso, C). Debajo se observan los valores promedio de estas intervenciones. * 
p<0,05 vs los otros grupos (n=12 células de 4 corazones diferentes).  

 

Por otro lado, se evaluó el Ca+2 basal en sístole y en diástole y la amplitud de los CaT en 

miocitos de rata. Los resultados demostraron que la AngII no modificó ni el Ca+2 diastólico, ni 

la amplitud del CaT, (la fluorescencia diastólica del Indo1 fue de 0,72 ± 0,05 y 0,70 ± 0,05 y la 

fluorescencia pico fue de 1,34 ± 0,04 y 1,35 ± 0,05, control versus AngII, NS en ambos casos). 
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Estos resultados concuerdan con resultados previos de nuestro laboratorio como lo 

mencionamos previamente[40].  

Estos datos permiten concluir que no existen diferencias detectables en el  manejo del Ca+2
i en 

miocitos de gato o rata, luego de 24 hs de cultivo en presencia de AngII. 

Si bien no observamos alteraciones en el manejo del Ca+2
i luego de la incubación con AngII, 

insistimos en estudiar otras posibles fuentes de Ca+2 que pudieran activar a la CaMKII de 

manera canónica. En primer término se realizaron experimentos con la finalidad de investigar 

la posibilidad de que un aumento transitorio de Ca+2 al comienzo del período de incubación 

con AngII, no detectable luego de 24 hs de incubación, pudiera ser responsable de la activación 

de la CaMKII inducida por AngII. En estos experimentos se midió el Ca+2 diastólico a 

intervalos de 10 min durante la primera hora de incubación con AngII y luego cada hora 

durante las 4 hs siguientes. Nuevamente no se detectaron aumentos en el Ca+2
i en células 

tratadas con AngII comparadas con los controles en 4 experimentos en los que por lo menos se 

examinaron 20 células por cada tiempo observado (Figura R7.A). Estos experimentos 

indicaron que no hubo aumentos significativos de Ca+2
i en miocitos no estimulados 

eléctricamente en la primeras horas de incubacion sostenida con AngII.  

Por otra parte y debido a que la AngII aumenta el inositol trifosfato (IP3), es concebible que el 

péptido pueda producir un aumento compartamentalizado de Ca+2 a través de los receptores de 

IP3
[22, 24], no detectable cuando se determina el Ca+2 citosólico total. Para explorar esta 

posibilidad, se cultivaron miocitos de rata en presencia y ausencia de 25 µM de 2-APB (2-

aminoetoxidifenil borato), un inhibidor de los receptores de IP3
[47, 128]. El 2-APB fue incapaz de 

prevenir la muerte celular inducida por AngII: la viabilidad celular fue 38,9 ± 2,6% (AngII) 

versus 36,0 ± 3,2% (2-APB+AngII, n=4). Estos resultados indicarían que un aumento 

compartamentalizado de Ca+2 producido a partir de los receptores de IP3 no es la fuente de la 

activación de la CaMKII (Figura R7.B) en la vía de señalización de muerte celular estudiada. 
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Figura R7: A, la AngII no produce alteraciones del Ca+2 diastólico. Se muestran los valores promedio de 
Ca+2 diastólico en miocitos de rata en las primeras horas de cultivo en ausencia y presencia de AngII. No se 
observan variaciones significativas del Ca+2 basal o diastólico en ninguna de las dos situaciones. B, la 
activación de la CaMKII por AngII no depende del Ca+2 liberado por el receptor de IP3. Se pueden observar 
los valores promedio de viabilidad celular en presencia de un inhibidor de los reseptores de IP3, el 2 APB. *p< 
0,05 vs 2APB. 
 

Los resultados de estos experimentos, en donde se exploraron posibles aumentos de Ca+2
i 

producidos por AngII en miocitos quiescentes, apoyan la conclusión que la activación de 

CaMKII por AngII puede ocurrir en ausencia de un aumento detectable del Ca+2
i. 

A fin de profundizar este punto, se realizaron experimentos en los que se investigó la 

posibilidad de que la AngII fuera capaz de aumentar la actividad de CaMKII y producir 

apoptosis en presencia de 1 µM de BAPTA-AM (un quelante intracelular de Ca+2). Para la 

realización de estos experimentos, se agregó BAPTA-AM al cultivo celular. Luego de 1 h, el 

medio de cultivo fue cambiado por uno fresco con 1 µM de BAPTA-AM y AngII±KN-93. En 

experimentos controles se demostró que esa concentración de BAPTA-AM prevenía la muerte 

celular y el aumento en los niveles de Ca+2 inducido por exposición de las células al ionóforo 

de Ca+2, A23128 (Figura R8.A). Además, el BAPTA previno la contracción y el CaT asociado 

y disminuyó la fluorescencia basal del Indo1 a valores menores a los diastólicos en miocitos de 

gato estimulados con AngII. Estos experimentos controles indican que el BAPTA fue 
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incorporado a la célula en forma apropiada y que los niveles de Ca+2
i en presencia de BAPTA 

alcanzaron niveles subdiastólicos. 

 

 

 

 

En la Figura R8.B se puede observar que en presencia de BAPTA-AM, la AngII indujo una 

disminución en la viabilidad celular y un aumento en la actividad de la CaMKII y que dichos 

Figura R8: La AngII y el H2O2 inducen activación de CaMKII y disminución de la viabilidad celular 
en ausencia de Ca+2 nominal. A, se muestran los valores promedio de viabilidad celular y Ca+2 diastólico 
(fluorescencia de Indo1). B, se muestran los valores promedio de viabilidad celular y activación de la 
CaMKII (P-CaMKII), en miocitos de gato en presencia y ausencia de BAPTA-AM luego de la activación 
por AngII±KN93 C, valores promedio de fluorescencia por activación de CaMKII (P-CaMKII) y 
caspasa3 en presencia y ausencia de BAPTA-AM, tras la estimulación con H2O2±KN93. * p<0,05 vs otros 
grupos, n=4 por grupo. 
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efectos fueron prevenidos por KN93. Estos resultados confirman que la AngII estimula a la 

CaMKII en ausencia nominal de Ca+2 y que esta activación se asocia a una disminución en la 

viabilidad celular. 

Debido a que la AngII aumenta los niveles de ROS, (Figura R3), se estudió si éstos podrían 

promover la activación de CaMKII y la apoptosis en presencia de BAPTA-AM, en miocitos 

incubados con 200 μM de H2O2.  La Figura R8.C muestra, que tanto la proporción de P-

CaMKII como la actividad de caspasa3 aumentaron en presencia de H2O2, aún en ausencia 

nominal de Ca+2, y que dichos aumentos fueron prevenidos por el co-tratamiento con KN93. 

Estos resultados en conjunto indican que la producción de ROS inducida por AngII puede 

activar a la CaMKII aún a concentraciones subdiastólicas de Ca+2.  

 

La activación de CaMKII por ROS no puede atribuirse a un efecto de los ROS sobre la CaM 
 
Debido a que la calmodulina (CaM) es una proteína con muchos residuos metionina 

susceptibles de oxidación[129, 130], se exploró si el efecto de los ROS sobre la activación de la 

CaMKII podía ser atribuído a una acción directa de los ROS sobre la CaM[131]. Se realizaron 

experimentos en miocitos aislados y en homogenatos de corazón in vitro con el inhibidor de 

CaM, W7. En la figura R9 se puede observar que en miocitos en cultivo pre-tratados con 

BAPTA-AM, el W7 fue incapaz de afectar la muerte celular inducida por H2O2 y la actividad 

de CaMKII (P-CaMKII y P-Thr17). En cambio el inhibidor de CaMKII, KN93, previno ambos 

efectos. Es importante destacar que cuando el H2O2 fué administrada sola, produjo un aumento 

en la actividad de CaMKII (determinada por P-Thr17 de PLB), de 224 ± 51% (n=3), que se 

asoció con la disminución de la viabilidad celular mostrada en la figura R9.A. BAPTA-AM, 

KN93 y W7 no afectaron la actividad basal de CaMKII cuando estos compuestos se 

administraron solos. 
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Figura R9: El H2O2 induce activación de la CaMKII y la muerte celular aún en presencia de BAPTA-
AM y W7. A, promedios de la viabilidad celular de miocitos cultivados de gato en presencia de H2O2  El 
H2O2 disminuye la viabilidad celular a concentraciones de Ca2+ sub-diastólicas (BAPTA-AM) y en presencia 
de W7 administrado para producir la inhibición de CaM. B, blots típicos y resultados promedio de la 
activación de la CaMKII (P-CaMKII) y su sustrato, la P-Thr17 de PLB, tras la estimulación con H2O2 en 
presencia y ausencia de BAPTA-AM, W7 y KN93. * p<0,05 vs otros grupos. 

La Figura R10 muestra resultados similares a los que obtuvimos en miocitos, en ensayos de 

fosforilación in vitro a partir de homogenatos de corazones no estimulados y perfundidos con 

bajo Ca+2, nifedipina y EDTA, para favorecer la depleción celular de Ca+2
i, en ausencia y 

presencia de 1 a 10 mmol/L de EGTA en el buffer de fosforilación. En estos experimentos, el 

H2O2 incrementó la activación de la CaMKII (P-CaMKII) en un medio nominalmente libre de 

Ca+2 (0 Ca+2–EGTA) y sin el agregado exógeno de CaM, tanto en ausencia como en presencia 

de W7.  

El hecho de que el W7 no haya tenido efecto en el aumento de la actividad de CaMKII, podría 

atribuirse a que la CaM, al oxidarse, resista a los efectos inhibitorios del W7. Para estudiar esta 

posibilidad, realizamos otros experimentos in vitro en donde se pudo demostrar que el W7 
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efectivamente disminuyó en 60,8±9,9% el aumento de la P-CaMKII producido por adición de 

Ca+2 en presencia de H2O2.  

                         

Figura R10: El H2O2 induce 
activación in vitro de la 
CaMKII aún en presencia de 
EGTA y W7. Se muestran los 
resultados promedio de los 
ensayos de fosforilación in 
vitro de la CaMKII tras la 
estimulación con H2O2 en 
presencia de EGTA y W7 a 
partir de homogenatos de 
corazón entero.* p<0,05 vs 
Control 0Ca+2-EGTA. 

 

Estos resultados en su conjunto indican que el W7 es capaz de inhibir eficientemente a la CaM, 

aún en presencia de H2O2, evidenciando que los residuos metionina de CaM susceptibles de 

oxidación no están implicados en la actividad de la CaM. Los resultados sugieren además que 

la activación de la CaMKII podría ser mediada directamente por los ROS o que los ROS 

desplazarían la dependencia de la CaMKII a Ca+2–CaM, a niveles extremadamente bajos, 

subfisiológicos, de Ca+2.  

 

La activación de la p38 MAPK interviene en la muerte celular inducida por AngII 

Debido a que la p38 MAPK está vinculada con la muerte por apoptosis en diferentes modelos 

de injuria cardíaca[60, 132], quisimos evaluar el posible rol de la p38 MAPK en la apoptosis 

inducida por AngII. Para ello se siguieron dos estrategias diferentes: (A) Se cultivaron miocitos 

de rata y gato con AngII más el inhibidor de la p38 MAPK, el SB202190 (SB), para evaluar la   
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 viabilidad celular y luego la activación de la kinasa por western blot; (B), se sobreexpresó la 

p38 MAPK en miocitos de rata a través de transfección génica de adenovirus (Adv.p38). En 

estos últimos experimentos se sobreexpresó además a la βGal (Adv-βGal), la que fue utilizada 

como control. La evaluación de la viabilidad celular en el cultivo quiescente de miocitos de 

gato demostró que el incremento de la muerte celular que inducía la AngII fué prevenido con el 

inhibidor de la p38 MAPK, el SB (Figura R11.A). Resultados similares se obtuvieron en 

miocitos de rata. La figura R11.B muestra en miocitos de rata que, aunque la viabilidad de las 

células que sobreexpresan la p38 MAPK no fue diferente de las que sobreexpresan β-gal en 

condiciones controles, las células infectadas con Adv.p38 e incubadas con AngII mostraron 

una viabilidad significativamente reducida con respecto a las células que sobreexpresan la β-

gal. Se observa además en la Figura R11.B, que luego de 24 hs, las células infectadas con el 

adenovirus expresaron notoriamente el gen reportero de la proteína fluorescente verde (GFP), 

lo que indica que el gen de interés también se sobreexpresó en la misma proporción. 

Estos experimentos revelan que la p38 MAPK estaría implicada en la muerte celular inducida 

por AngII.  

Por otro lado la figura R11.C muestra además que el aumento de la actividad de p38 MAPK 

inducido por AngII, fué prevenido completamente por KN93. Sin embargo el SB no afectó la 

actividad de la CaMKII inducida por AngII (AngII: 194,1 ± 26,8% del control, AngII+SB: 

180,9 ± 21,5% del control, NS, n=6). 
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Figura R11: La p38 MAPK es activada por AngII y produce muerte celular mediada por la activación de 
CaMKII. A, se muestran imágenes representativas y los promedios de  viabilidad celular en presencia de 
AngII o AngII + SB (n=4 por grupo). B, se muestran fotos típicas y valores promedio (n=3), de miocitos de 
rata transfectados con adenovirus conteniendo p38 MAPK vs los genes de LacZ (βGal). Las fotos de 
fluorescencia demuestran un alto índice de transfección del gen reportero (GFP) lo que coincidiría con la 
expresión del gen de interés. Las células infectadas con Adv.p38 e incubadas con AngII muestran una 
viabilidad significativamente menor que las células que sobreexpresan la βGal. * p<0,05 vs Ad.βGal § 
p<0,05 vs Ad.p38. C, se muestran blots típicos de activación de la p38 MAPK (P-p38) que induce la AngII 
en relación a la proteína total, que es prevenida en presencia de KN93. Debajo los valores promedio de estos 
datos. * p< 0,05 vs otros grupos (n=6). 

Estos resultados permiten afirmar que la p38 MAPK está implicada en la vía apoptótica que 

induce la AngII. Además demuestran que la activación de la CaMKII es previa a la de p38 

MAPK en la cascada de señales de apoptosis que induce la hormona.  
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DISCUSIÓN  

Como se ha descrito a lo largo de este trabajo de tesis, la AngII se encuentra implicada en la 

regulación de distintos procesos fisiológicos y patológicos. En el corto plazo, se ha vinculado a 

la hormona con la modulación de la contractilidad y del AEC. Recientes experiencias de 

nuestro grupo de trabajo, demostraron que el péptido genera efectos inotrópicos positivos o  

negativos en diferentes especies por mecanismos subcelulares distintos. En el gato, produce un 

efecto inotrópico positivo causado por un incremento del Ca+2
i
[39, 47]. En la rata, un efecto 

inotrópico negativo, vinculado con la pérdida de la sensibilidad al Ca+2 de los miofilamentos y 

mediado por la actividad de la p38 MAPK[40]. En el largo plazo, la administración crónica de 

AngII ha sido relacionada con distintos procesos deletéreos incluyendo la apoptosis de 

miocitos cardiacos[30, 53, 133, 134]. 

Desde los estudios pioneros del grupo de Anversa el efecto apoptótico inducido por la hormona 

ha sido asociado con incrementos en el Ca+2
i
[30]. Kajstura et al evaluaron la relación entre la 

administración sostenida de AngII y el incremento en los eventos de muerte celular (evaluada 

morfológicamente y por degradación del DNA en miocitos aislados de rata). En este trabajo se 

demostró que la administración exógena de AngII induce un incremento de la muerte celular 

que puede ser prevenido quitando del medio intracelular gran parte del Ca+2 o bloqueando 

selectivamente el receptor AT1 de la hormona. Estos resultados indicaron que la señalización 

de la muerte celular inducida por AngII es mediada por este receptor. Desde entonces, 

diferentes moléculas han sido vinculadas a los efectos apoptóticos inducidos por la AngII. En 

fibroblastos cardíacos de rata se ha descrito que la administración de AngII induce apoptosis 

(fragmentación del DNA, activación de caspasas y alteración de la proporción de las proteínas 

Bax/bcl2), a través de la vía PLC/PKC[135]. Por otro lado, en distintos tipos celulares propios 

del tejido cardiaco, el incremento de la producción de ROS (mediada por la activación de la 

NADPH oxidasa)  por AngII,  ha sido  relacionado  con  apoptosis  mediada  por la  activación  
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de ASK1, JNK/p38 MAPK y PKC[53, 136]
. Si bien estos trabajos contribuyeron a la dilucidación 

de las vías de señalizacion intracelular que inducen la muerte del miocito luego de la 

administración de AngII, la cascada completa que se desencadena desde la activación del 

receptor AT1 y culmina en apoptosis, aún no es totalmente conocida. En el presente trabajo de 

tesis nos propusimos investigar la intervención de CaMKII, -una molécula reconocidamente 

apoptótica-, en esta cascada y el mecanismo por el que esta molécula podría ser activada en 

presencia de AngII.  

Los principales hallazgos obtenidos en busca de estos objetivos, fueron: 1. La AngII induce 

apoptosis a través de una secuencia concatenada de eventos que se inicia con la estimulación 

de los receptores AT1 y en la que intervienen los ROS, la CaMKII y la p38 MAPK (figura 

D1); 2. En presencia de AngII, la activación de CaMKII ocurre a concentraciones 

subdiastólicas de Ca+2; 3. La administración de AngII en miocitos de especies donde el efecto 

inotrópico de la hormona administrada en forma aguda es opuesto, induce muerte por apoptosis 

a través de una única vía común. Estos resultados indican que la diferencia entre especies en 

las vías involucradas en el efecto inotrópico de la AngII, parece estar ausente en el efecto 

apoptótico de la hormona y permiten sugerir la existencia de una única cascada apoptótica 

inducida por AngII, operativa en un amplio rango de especies, inclusive la humana. Se 

desconoce si la activación de p38 MAPK por CaMKII y la disminución de la viabilidad celular 

asociada a dicha activación involucran o no moléculas intermedias. La respuesta a este punto 

no surge de nuestros resultados y requiere nuevos experimentos que estudien específicamente 

en mayor profundidad estos pasos de la cascada de muerte celular iniciada por AngII y descrita 

en el presente trabajo.  
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Figura D1: Cascada de eventos que ocurren desde la estimulación del receptor AT1 de AngII hasta la 
inducción de apoptosis. Luego de la activación del receptor AT1, la AngII  induce un incremento de los ROS 
mediado, en parte, por la actividad de la NADPH oxidasa (prevenido con el tratamiento con DPI o inhibido 
con MPG), y emulado por H2O2. Los ROS alterarían la sensibilidad de la CaMKII por el Ca+2 permitiendo la 
activación de la kinasa en condiciones subdiastólicas del ion. La activación de p38 MAPK que ocurre luego de 
la activación de CaMKII desencadenaría la apoptosis mediada por Caspasa3.  
La rama derecha de la vía de señalización representa la manera canónica de activación de la kinasa. La línea 
punteada indica la disminución de la dependencia de Ca2+/CaM en la activación de CaMKII, a valores 
subdiastólicos de Ca+2

i. 
Las leyendas en celeste representan las intervenciones que permitieron inhibir (    ) ó estimular (   ) los 
distintos eventos de la cascada propuesta y que permitieron confirmar la participación de estas moléculas.  

 

La AngII induce muerte celular por apoptosis a través de la activación de CaMKII mediada por 

ROS. 

Los resultados obtenidos indican que la AngII indujo un incremento de la producción de ROS 

en asociación con la activación de la CaMKII. Tanto la inhibición de ROS como la prevención 

de la activación de CaMKII fueron capaces de inhibir la muerte celular inducida por AngII 
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(figuras R3 y R5). Por otra parte, el inhibidor de CaMKII, KN93, disminuyó tanto la 

fosforilación de la kinasa como la apoptosis, sin afectar la producción de ROS (figuras R4 y 

R5), indicando que el aumento en los radicales libres se produce previamente a la activación de 

la CaMKII. Estos resultados confirman la activación de la CaMKII por ROS, recientemente 

descrita en la cascada apoptótica que induce la AngII[65, 137]
.  

 

La CaMKII incrementó su actividad por medio de los ROS en condiciones libres de Ca+2 y 

luego de la inhibición de la CaM 

Recientemente se han publicado distintos trabajos que sugieren que la actividad de la CaMKII 

puede ser sostenida en forma no canónica a través de los ROS[65, 138]. Esto ocurriría por 

modificaciones redox de los residuos de metionina 281-282 de la kinasa[65]. Esta activación de 

la kinasa, propuesta por el grupo de Anderson, requeriría una apertura previa de la misma por 

Ca+2-CaM a fin de hacer accesibles los sitios metionina 281-282 para su oxidación (ver 

Introducción). En nuestros experimentos, los miocitos se encontraban en condiciones 

quiescentes, por lo que la fuente de Ca+2 necesaria para activar inicialmente a la kinasa no era 

obvia. De hecho, cuando en experimentos iniciales se midió el Ca+2
i en ambas especies luego 

de 24 hs de cultivo en presencia de AngII, no se detectaron aumentos ni en el Ca+2
i diastólico o 

sistólico ni en el contenido de Ca+2 del RS (figura R6).  

Estos resultados nos llevaron a explorar en profundidad un posible aumento de Ca+2
i
 que 

justificase la activación de la kinasa, considerando diferentes hipótesis:  

(1) El aumento de la concentración de Ca+2
i podría ocurrir dentro de las primeras horas del 

período de cultivo. Esta posibilidad está avalada por experimentos que describen un 

incremento en el Ca+2 diastólico luego de la incubación con Ang II[30]. 

(2) Puede existir un aumento compartamentalizado de Ca+2
i, no detectable a través de las 

medidas por epifluorescencia del Ca+2 citosólico global, capaz de activar la CaMKII. Una 
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liberación de Ca+2 a través de receptores de IP3 es un posible mecanismo  por el cual la AngII 

puede producir un aumento restringido de Ca+2
i
[22]. 

(3) Los ROS puedan alterar la afinidad de la CaM por la CaMKII. Así por ejemplo, está 

descrito que la CaM puede asociarse débilmente a su dominio de unión a la quinasa, incluso 

antes de su unión al Ca+2 y que algunos procesos celulares están regulados por CaM libre de 

Ca+2[139]. 

(4) La AngII no afecta los niveles basales Ca+2 pero, a través del aumento de los ROS, produce 

una inhibición de las fosfatasas que permita mantener la fosforilación de CaMKII a 

concentraciones basales de Ca+2
i. Esta posibilidad ha sido sugerida en linfocitos[138].  

(5) Pueden existir condiciones en las que los ROS pueden activar directamente a la CaMKII, 

sin requerir del complejo Ca+2/CaM.  

(6) Los ROS puedan re-establecer el valor de Ca+2 requerido para la activación de la CaMKII a 

valores sub-fisiológicos. 

Las primeras dos hipótesis no son compatibles con los resultados obtenidos en el presente 

trabajo porque: (1) no se detectó un aumento significativo de los niveles de Ca+2 diastólicos 

durante las primeras 4 hs de incubación con AngII en relación a los controles (figura R7.A) y 

(2) la inhibición de los receptores de IP3 no pudo evitar la muerte celular inducida por AngII 

(figura R7.B). Más relevante aún, la incubación de los miocitos con AngII en presencia de 

BAPTA-AM no pudo prevenir ni el aumento en la fosforilación de CaMKII ni la muerte 

celular inducida por AngII (figura R8). La presencia de 0Ca-EGTA tampoco pudo prevenir la 

activación de CaMKII inducida por H2O2 in vitro (figura R10). Estos resultados indican que 

posibles aumentos compartamentalizados y no detectados de Ca+2 son candidatos poco 

probables para explicar la activación de CaMKII por AngII.  

El hallazgo de que la inhibición de CaM con W7 en presencia de BAPTA-AM no afectó la 

fosforilación (activación) de CaMKII inducida por H2O2 (Figura R10), permite excluir la 
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tercera posibilidad, es decir, una regulación directa de CaM por ROS. En línea con esta 

conclusión, trabajos recientes demostraron que la oxidación de la CaM no induce sino que 

disminuye la activación de la CaMKII[131]. 

La cuarta hipótesis, es decir, un aumento en la actividad de CaMKII causada por inhibición de 

fosfatasas por ROS, capaz de aumentar la fosforilación de la kinasa, es difícil de reconciliar 

con el hecho de que la autofosforilación de la misma requiere un previo despliegue del dominio 

inhibitorio de la CaMKII por Ca+2-CaM para ser activada. La inhibición de fosfatasas sólo 

sería capaz de aumentar la actividad de CaMKII, medida como fosforilación de la CaMKII, si 

la kinasa ha sido previamente activada para autofosforilarse.  

De acuerdo con esto, se podría sugerir a priori que la AngII induce una activación de la 

CaMKII en miocitos aislados de diferentes especies de manera independiente de Ca+2-CaM y 

mediada por ROS. Hasta lo que se conoce actualmente, existen al menos tres razones que 

atentan contra esta posibilidad. En primer lugar, los experimentos de Erickson et al han 

demostrado que la presencia de Ca+2
i es un requisito previo indispensable para desplegar la 

unidad regulatoria de la CaMKII[65]. En segundo lugar, a pesar de que utilizamos diferentes 

estrategias para disminuir el Ca+2
i, es conocido que la depleción completa de Ca+2

i en los 

sistemas vivos es prácticamente imposible. En tercer lugar, hemos podido prevenir la 

activación de CaMKII que induce la AngII con KN93, que inhibe a la CaMKII por compartir el 

sitio de unión de la kinasa con el complejo Ca+2-CaM. Por lo tanto, de las posibles hipótesis 

consideradas para explicar la activación de CaMKII por AngII en miocitos quiescentes, 

pensamos la que considera que luego de un incremento de los ROS, inducido por AngII, 

desplazaría la dependencia de Ca+2 de la CaMKII, a niveles extremadamente bajos (sub-

diastólicos) del ion. Esta hipótesis es la que más adecua a nuestros resultados. En estas 

condiciones, es posible que la inhibición de fosfatasas por ROS también haya contribuído a 

mantener la activación de la CaMKII[138]. Efectivamente, trabajos recientes indican la 
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necesidad de la inhibición de fosfatasas para la progresión de la autofosforilación de CaMKII. 

En este contexto, cabe mencionar que tanto en el buffer de fosforilación in vitro como en 

condiciones de cultivo ex vivo, donde se quela el Ca+2
i (por EGTA o BAPTA AM, figuras R9-

R10), la actividad de la fosfatasa PP2B puede disminuir (mediada por el aumento de la 

fosforilación del inhibidor 1) e inhibir a la PP1, una de las principales fosfatasas implicadas en 

la desfosforilación de la CaMKII[140]. En base a estas consideraciones la contribución de las 

fosfatasas a la activación de CaMKII por AngII en nuestros experimentos, no puede excluirse 

por completo. 

 

Rol de la p38 MAPK en la apoptosis 

Nuestros resultados muestran, tanto a través de los experimentos en que se inhibió a la p38 

MAPK como en los que se la sobreexpresó, que el rol de la p38 MAPK es crucial en la 

sucesión de los eventos por los que AngII induce muerte celular (Figura R11). Por otro lado, 

los resultados indican que la activación de la p38 MAPK es precedida por la de CaMKII en la 

vía de muerte celular por la AngII, lo que sugiere la posibilidad que la CaMKII active a la p38 

MAPK. Existen numerosos trabajos donde se describe la regulación de la p38 MAPK por 

CaMKII. Estos trabajos indican que en esta regulación están involucradas otras moléculas tales 

como la kinasa1 de regulación apoptótica[141], la Janus kinasa 2[142] y la proteína kinasa R[143], y 

avalan nuestros resultados respecto a la interrelación entre ambas moléculas. También se ha 

descrito que la p38 MAPK podría regular el balance entre las proteínas pro-apotóticas y anti-

apoptóticas que determina la vía mitocondrial de muerte celular, Bax y Bcl2[92]. Nuestros 

resultados vinculan a la p38 MAPK con la apoptosis que induce la estimulación con AngII y 

además permiten posicionarla en dicha cascada de señalización, luego de la activación de la 

CaMKII. 
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En resumen, los resultados presentados en este trabajo describen una secuencia de eventos por 

la cual la AngII induce apoptosis en células cardiacas. En la cascada que proponemos, la 

AngII, luego de su unión con el receptor AT1 induce la producción de ROS (a través de la 

NADPH oxidasa), lo que aparece como el disparador inicial para la activación de CaMKII y el 

inicio del proceso de apoptosis, con la activación de la p38 MAPK y la vía apoptótica de 

caspasas (figura D.1). Los resultados presentados demuestran además que el incremento de los 

ROS y la activación de CaMKII ocurren sin la necesidad de un aumento Ca+2
i y puede tener 

lugar a niveles extremadamente bajos, no detectables, del ion. Estos hechos revelan una 

novedosa forma de acción de los ROS en el mecanismo de activación de la CaMKII, es decir 

los ROS re-establecerían la dependencia Ca+2-CaM de la CaMKII a concentraciones de Ca+2 

por debajo de las disatólicas. Finalmente, nuestro trabajo demuestra que la administración 

sostenida de AngII induce apoptosis de los cardiomiocitos por una vía de señalización que se 

conserva en dos especies diferentes de mamíferos superiores, independientemente de las 

respuestas inotrópicas que suscite la hormona en condiciones de administración aguda.  

Por último, los resultados permiten especular que la vía descrita podría contribuir a la 

disfunción contráctil del corazón en la insuficiencia cardíaca, entidad en la que tanto la AngII, 

y los niveles de ROS como la actividad de la CaMKII y la p38 MAPK, se encuentran 

incrementados.  
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APÉNDICE  

Soluciones, medio de cultivo, drogas y anticuerpos. 

Buffer HEPES 

Compuesto Concentración en milimoles/l (mM) 
NaCl 146,2 
KCl 4,69 

Glucosa 11 
HEPES 10 

NaH2PO2 0,35 
SO4Mg 1,05 

 
Llevado a pH 7,4 con NaOH. 
Concentración de Ca+2 fisiológicos de cada especie:  Gato 1,35mM;  

 Rata 1mM   
  Ratón 2,5mM. 

 

Buffer de lisis para corazón entero 
 
Este buffer permite la lisis para corazón entero, para obtener una suspensión proteica protegida 
de la acción de proteasas y fosfatasas propias del tejido. 
 

Compuesto Concentración  
 

ClNa 150 mM 
Igepal 1 % 
EDTA 2 μM 
Tirón 0,01 % 
Tris 50 mM 
DTT 2 mM 

Cocktel de 
inhibidores de 
fosfatasas y 
proteasas 

1,6 % 

 
Se utilizaron 5 volúmenes de buffer por cada volumen de homogenato, se homogeneizaron y 
luego se centrifugaron las muestras a 13000 r.p.m durante 10 min para recuperar el 
sobrenadante con las proteínas en suspensión. 

 

Buffer de lisis de miocitos 
 
Este buffer permite la lisis de los miocitos aislados, para obtener una suspensión proteica 
protegida de la acción de proteasas y fosfatasas propias del tipo celular. 
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Compuesto Concentración  
 

Igepal 1 % 
NaGP 20 μM 
EGTA 1 μM 

VO3Na2 0,2 μM 
Ditiotreitol 2 μM 

Benzamidina 1 μM 
EDTA 2 μM 

Floruro de Na 20 μM 
Tritón 0,01 % 

PMSFD 1 μM 
Leupetina 0,4 % 
Peptastina 0,098 μM 

 
Para ello se colectan los miocitos, se los centrífuga suavemente y se colocan por cada parte del 
pellet de células, 5 partes del Buffer de lisis. Se mantiene a 4ºC durante 30 min, agitando cada 
10 min. Pasado este período de tiempo se centrifuga durante 15 min a 13000 r.p.m. y se 
recupera el sobrenadante. 
 

Buffer de siembra desnaturalizante para proteínas. 
 

Compuesto Concentración 
 

Glicerol 20% 
βMercaptoetanol 2% 

SDS 4% 
Tris  0,13 M  

Azul de Bromofenol 1 mg  
 
Llevado a pH 6,8 con HCl. Este buffer, le brinda a la muestra un medio desnaturalizante e 
incrementa su densisdad comparado con el buffer de corrida. 
 

Buffer de fosforilación 
 

Compuesto Concentración (mM) 

HEPES 50 
MgCl2 10 
EGTA 1-10 

Ácido Okadaico 0,1 
NaF 5 
PKI 1 

 
La reacción es descrita en Materiales y Métodos. 
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Buffer PBS  
 

Compuesto Concentración (mM) 

ClNa 2,6 
KCl  10 

Na2HPO4 1,44 
KH2PO4 0,24 

 
Este buffer permite mantener el equilibrio de iones cuando se lavan los cortes histológicos. 

Buffer TBS 
 
El buffer TBS esta compuesto por Tris-Base (19 mM) y NaCl (130 mM) a pH aproximado de 
7,6. Puede, dependiendo del consejo del fabricante, acompañarse con un detergente (tween20 
0,1%, Tw). Este buffer fue empleado en las soluciones de bloqueo, lavado y preparación de 
anticuerpos. 

Lista de anticuerpos 
 
Se utilizaron anticuerpos según las recomendaciones de los fabricantes; se detalla en la tabla la 
reactividad del anticuerpo, el animal de origen, la dilución utilizada y la marca del fabricante. 
Se utilizó como buffer el TBS ±Tw. 
 

Anticuerpo Animal de 
origen 

Dilución utilizada (anti: Bufer) Marca  

pThr17 PLB Rabbit (conejo) 1:5000 TBS leche 1% Badrilla 
pCaMKII Rabbit 1:1000 TBStw albúmina 1% Chemicon 
pCaMKII (IHQ) Rabbit 1:400 TBStw albúmina 1% Badrilla 
Caspasa3 Rabbit 1:500 TBStw albúmina 1% Chemicon 
GAPDH Rabbit 1:1000 TBStw leche 1% Chemicon 
pP38 MAPK Rabbit 1:1000 TBStw leche 1% Santa Cruz 
P38 MAPK Rabbit 1:1000 TBStw leche 1% Santa Cruz 
Actina Mouse (ratón) 1:1000 TBStw leche 1% Sigma 
Anti-Mouse Goat (cabra) 1:20000 (dependiendo del buffer) Santa Cruz 
Anti-Rabbit Goat (cabra) 1:20000 (dependiendo del buffer) Santa Cruz 
 

Medio de cultivos de miocitos  
 
El medio de cultivo es DMEM provisto por GIBCO (número de catalogo 10567-022). Fue 
preparado bajo las sugerencias del fabricante, con la adición de los siguientes componentes: 
 

Compuesto Concentración por  
litro de solución 

Ac. Ascórbico 0,9 mg 
BSA  100 mg 

L-carnitina 20 mg 
Creatina 33 mg 
Taurina 31 mg 

Penicilina/Streptomicina 500 µl 
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Llevado a pH 7,4 con NaOH. 
Una vez preparado y llevado a pH, se lo filtró con filtros de 0,2 μm de poro, fraccionado y 
congelado a -20ºC hasta su uso. 

Compuestos activos utilizados durante el período de cultivo. 
 
Se han descrito los pretratamientos con las drogas que interfieren en la cascada propuesta o 
emulan la aparición de un producto de la vía que se pretende demostrar (figura D.1). Los 
compuestos fueron agregados al medio de cultivo 10 min antes de la adición de AngII 1 μM. 
Cultivos controles, con el agregado solamente del compuesto, fueron realizados para verificar 
los efectos del compuesto per se sobre los miocitos. 
 

Compuesto Concentración en 
milimoles/litro (mM) 

Función 

PD 123.319 1 µM Bloqueante de los receptores AT2 
Losartán (Los) 1 µM Bloqueante de los receptores AT1 
BAPTA AM 1 µM Quelante intracelular de iones divalentes  

EGTA 10 mM Quelante extracelular de iones divalentes  
H2O2 0,2 mM Donante de ROS 

*KN93 1 µM Inhibidor de CaMKII 
φAIP 2,5 µM Péptido inhibidor de CaMKII 

Isoproterenol 10 µM Agonista β-adrenérgico  
DPI 10 µM Inhibidor de la NADPH oxidasa 

MPG 1 mM  Atrapante de ROS 
2APB 25 µM Bloqueante de los receptores IP3 

A23128 1 µM Ionóforo de cationes divalentes 
W7 10 µM Inhibidor de calmodulina 

 
*El grupo de Hidaka en 1990[144]diseñó y testeó una sulfonamida que generaba inhibición de la CaMKII 
en experiencias in vitro y en líneas celulares, el KN62. Un año después presentaron un derivado 
químico de la misma familia, la metoxibenzenosulfonamida o KN93. Este era un potente inhibidor de la 
kinasa en líneas celulares[145]. Endifeentes trabajos se sugiere que el KN93 competiría por el sitio de 
unión a Ca+2-CaM en varias kinasas de la misma familia[145, 146]. En el mismo trabajo proponen un 
analogo no activo como inhibidor, el KN92. 
 
φEl AIP es un péptido sintético que se une eficientemente al sito autoinhibitorio, siendo un potente 
inhibidor, y muy específico, de la CaMKII que no compite por el sitio de unión para el KN93[146].  
La línea de ratones transgénicos AC3-I del grupo de Anderson[116] expresa un péptido similar al AIP 
(nótese que solo varia una histidina en la quinta posición). Mientras que el péptido que expresa como 
control esta línea (AC3-C) de ratones es de una secuencia levemente diferente[115, 116]. 
 

AIP:   KKALRRQEAVDAL 
AC3-C:  KKALHAQERVDCL 
AC3-I:  KKALHRQEAVDAL 
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