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GLOSARIO DE ABREVIATURAS 
 

AAR Área en riesgo (en inglés, área at risk) 

AEC Acoplamiento excitación-contracción o excito-contráctil 

ANT Translocasa de nucleótidos de adenina 

BDM 2,3-butanediona monoxima 

CaM Calmodulina 

CaMKII Calcio Calmodulina Quinasa tipo II 

CaMKs Quinasas dependientes de Ca2+ y CaM 

CAT Constricción de la aorta transversa 

CICR Liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (en inglés: Calcium induced Calcium 
release) 

Cter Extremo COOH terminal de la proteína 

CTL Control o ratón wild type (WT) 

CypD Ciclofilina D 

DAPI 4 ',6-diamino-2-fenilindol 

GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

HRC Proteína unidora de Ca2+ rica en histidina (Histidine Rich Calcium binding 
protein) 

hs Horas 

I/R Isquemia y Reperfusión 

IAM Infarto agudo de miocardio 

Iso Isoproterenol 

jRS Retículo sarcoplasmático de la unión (en inglés, juntional RS) 

LDH Lactato deshidrogenasa 

LTCC Canales de Ca2+ lentos (del inglés L-type Calcium Channels) 

min Minuto/minutos 
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mm Milímetro/milímetros 

MME Membrana mitocondrial externa 

MMI Membrana mitocondrial interna 

mPTP Poro de permeabilidad transitoria mitocondrial 

mseg Milisegundos 

mV Milivoltios 

NAD+ Nicotinamida adenina dinucleótido forma oxidada 

NADH Nicotinamida adenina dinucleótido forma reducida 

NCX Intercambiador Na+/Ca2+ 

NHE Intercambiador Na+/H+ 

NRMI Registro Nacional de Infarto del Miocardio de EE.UU.  

Nter Extremo NH3 terminal de la proteína 

O2•- Radical superóxido 

ON Óxido nítrico 

PA Potencial de acción  

PDFVI Presión diastólica final del ventrículo izquierdo 

PDVI Presión desarrollada por el ventrículo izquierdo 

PKA Proteína Quinasa A 

PKC Proteína Quinasa C 

PLN Fosfolamban 

PLNDM Cepa doble mutante de PLN (ambos sitios de fosforilación mutados a alanina) 

PNA Péptido natriurérico auricular 

Po Probabilidad de apertura 

Pre-Isq. Preisquemia/Grupo de corazones preisquémicos.  

R Reperfusión 

RE Retículo endoplásmico 
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RIP-3 Receptor-interacting protein-3 

RNS Especies reactivas del N2 

ROS Especies reactivas del oxígeno (en inglés, reactive oxygen species ) 

RS Retículo sarcoplasmático 

RyR2 Receptor de Rianodina tipo 2 

S16 Sitio de fosforilación de fosfolamban en el aminoácido serina en posición 16 

S2814A Cepa mutante del RyR2 (el sitio Ser2814 fue reemplazado por alanina) 

S2814D Cepa mutante del RyR2 (el sitio Ser2814 fue reemplazado por un residuo de 
aspartato) 

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio 

SERCA2a Ca2+-ATPasa del RS (en inglés, Sarco-Endoplasmic-Reticulum Ca2+ATPase tipo 
2) 

SOICR En inglés, Store Overload-Induced Calcium Release 

SR-AIP Cepa mutante que expresa un inhibidor de la CaMKII dirigido específicamente 
al retículo sarcoplasmático.  

STAL Sistema Tubular Axial-Longitudinal 

T17 Sitio de fosforilación de fosfolamban en el aminoácido treonina en posición 
17  

Tm Tropomiosina 

Tn Troponina 

TT Túbulos T 

TUNEL En inglés, Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 

V Voltios 

VDAC Canal de aniones dependiente de voltaje 

VDCCs Canales de Ca2+ dependientes de voltaje (en inglés, voltaje dependent calcium 
channels) 

VI Ventrículo izquierdo 
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La palabra isquemia hace referencia a un riego sanguíneo insuficiente de 

los tejidos provocado por obstrucción del flujo arterial. La aterosclerosis coronaria 

es el substrato patológico subyacente en la mayoría de los casos de isquemia 

miocárdica [Gimbrone MA, 2013]. La reducción o el cese del suministro de sangre 

al corazón, conduce a la depleción de oxígeno y sustratos metabólicos alterando 

la homeostasis celular. Si el tiempo de isquemia se prolonga y en ausencia de 

circulación colateral significativa, la totalidad del área afectada se convierte en 

tejido necrótico dando lugar a un infarto agudo de miocardio establecido (IAM) La 

restauración del flujo o reperfusión terapéutica del lecho afectado, si bien 

necesaria, da origen a una serie de procesos capaces de sumar nuevas 

alteraciones celulares. La entidad fisiopatológica resultante de ambos eventos 

(isquemia y reperfusión) se denomina injuria irreversible por isquemia y 

reperfusión (I/R). 

Para el conjunto de la población mundial la enfermedad cardiovascular 

representa la principal causa de muerte y esta situación persistirá mientras no 

haya un cambio en la incidencia de los factores de riesgo (obesidad, hipertensión, 

sedentarismo, diabetes, etc.) [Mathers CD, 2006]. A pesar de los adelantos en el 

tratamiento de la cardiopatía isquémica al haberse mejorado los procedimientos 

de reperfusión, avanzado la tecnología de los stent [Palmaz JC, 1997] y generado 

nuevos y más eficientes fármacos, un tercio de las muertes en el mundo aún es 

producida por esta patología [Mendis S, 2011]. Al igual que sucede con otras 

enfermedades, el IAM tiene un alto impacto social no solo por la elevada 

mortalidad, sino también por la pérdida de calidad de vida, la discapacidad, y la 

disminución de la actividad productiva de los pacientes, lo cual implica elevados 

costos económicos [Blanco P, 2008].  

En EE.UU. se estima que aproximadamente cada 42 segundos se produce 

un IAM y el 34% de las personas que presentan un evento coronario terminarán 

falleciendo a causa del mismo [Mozaffarian D, 2016].  

En Argentina, unas 40.000 internaciones anuales son debidas a IAM 

[Piombo AC, 2011] y una de cada tres muertes es producto de esta patología [Allín 
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JG, 2010]. La relevancia del problema ha conducido a que las autoridades 

sanitarias nacionales promulguen la Ley 25.501 de Control y Prevención de las 

Enfermedades Cardiovasculares (2009).  

Actualmente, el objetivo terapéutico en el abordaje del IAM, es lograr una 

optimización de las estrategias de restablecimiento del flujo sanguíneo 

permitiendo minimizar los efectos adversos que esta maniobra desencadena.  

Para actuar sobre el daño que produce la reperfusión, es fundamental 

conocer los procesos fisiopatológicos que tienen lugar durante la misma.  

El presente trabajo de tesis tuvo como finalidad profundizar en los 

mecanismos y las consecuencias funcionales de la injuria por I/R miocárdica 

centrándonos en el rol que cumple la isoforma II de la proteína quinasa 

dependiente de Ca2+ y calmodulina (CaMKII).  

 

CONSIDERACIONES SOBRE LA FISIOLOGÍA CARDÍACA 
 

LA ESTRUCTURA DEL CORAZÓN 

El corazón es una bomba muscular de cuatro cámaras, cuya función 

primordial consiste en llevar a cabo ciclos de contracción y relajación en forma 

regular y coordinada, favoreciendo el movimiento de la sangre en el interior del 

sistema circulatorio. Dicha función depende en forma crítica de los miocitos 

cardíacos (Figura 1). Estas células, predominantemente mononucledas, de un 

tamaño que oscila entre 15 a 20 µm de diámetro y 80 a 120 µm de longitud, 

conforman el parénquima del corazón [Scholdz D, 1994]. Ellas funcionan como 

una estructura sincitial altamente coordinada, producto de la existencia de los 

discos intercalares que las relacionan. En estos residen las proteínas llamadas 

conexinas las cuales forman canales de baja resistencia (conexones), que 

constituyen la base funcional del acoplamiento eléctrico entre los miocitos [Kleber 

AG, 2014].  
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Los miocitos 

representan 

aproximadamente el 

30% de la celularidad 

cardíaca [Nag AC, 

1980], pero dado su 

gran tamaño, 

constituyen cerca del 

90% de la masa 

miocárdica total. El 

10% restante está 

formado por tejido 

intersticial [Eghbali M, 

1991] compuesto por 

células no miocíticas y por la matriz extracelular (MEC). Este tejido constituye el 

andamiaje que sustenta a los miocitos y es un elemento con influencia directa en 

la función diastólica y sistólica [Weber KT, 1999].  

Las células no miocíticas son fibroblastos (95%), [Eghbali M, 1991], 

macrófagos residentes, células plasmáticas, neuronas y células relacionadas con 

la vasculatura cardíaca (células endoteliales, células musculares lisas y pericitos) 

[Jugdutt BI, 2003].  

La matriz extracelular está constituida por colágeno fibrilar como principal 

proteína estructural, y por otros componentes que incluyen glucosaminoglucanos 

y proteoglucanos, integrinas, fibronectina y laminina [Jugdutt BI, 2003]. El 

colágeno tipo I es el más abundante en el corazón, encontrándose también 

colágeno tipo III en una relación aproximada de 1,6 a 1 [Bonow RO, 2013].  

Se utiliza la denominación de fibra muscular cardíaca para hacer referencia 

a la estructura constituida por un grupo de cardiomiocitos que se mantienen 

unidos por la acción del tejido conjuntivo circundante.  
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EL APARATO CONTRÁCTIL DEL MIOCARDIO 

El músculo cardíaco al 

igual que el esquelético, al ser 

observado en el microscopio 

óptico, presenta un aspecto 

estriado resultado de la 

presencia de estructuras 

repetidas en serie denominadas 

sarcómeros (Figura 2 y Figura 3 

A). El sarcómero está 

constituído a su vez por miofilamentos, delgados y gruesos, componentes básicos 

del aparato contráctil cuyo deslizamiento genera la contracción muscular [Moss 

RL, 2004]. La disposición de los miofilamentos, determina la formación de bandas 

claras (o bandas I, de Isotrópicas) formadas únicamente por filamentos finos y 

bandas oscuras (también llamadas A, de Anisotrópicas) donde se superponen 

filamentos finos y gruesos (Figura 3 A). El sarcómero comprende dos zonas I y una 

zona A y está delimitado por las líneas Z, lugar de unión de los filamentos 

delgados adyacentes. Los filamentos delgados están compuestos principalmente 

por actina, acompañada por un complejo proteico regulador: la troponina (Tn) y la 

tropomiosina (Tm). La Tn se compone a su vez de tres subunidades: la TnC que se 

une al Ca2+, la TnI que inhibe la actividad ATPasa del complejo actina-miosina, y la 

TnT que interactúa con Tm (Figura 3 B) [Takeda S, 2003]. 

 El filamento grueso está formado principalmente por miosina, una proteína 

de gran tamaño que consiste en dos cadenas pesadas idénticas y dos pares de 

cadenas ligeras: la cadena ligera esencial (MLC1) y la cadena ligera reguladora 

(MLC2) [Trahair T, 1993; Moss RL, 2006]. Cada cadena pesada de miosina 

consiste en una región globular o cabeza (S1) y una cola larga α-helicoidal (S2). 

Las cabezas globulares se unen a la actina, formando puentes cruzados entre los 

dos tipos de filamentos (Figura 3 B) [Moss RL, 2004]. 
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La interacción 

entre filamentos finos y 

gruesos para producir la 

contracción, es 

precedida por un 

aumento del Ca2+ 

citosólico (ver luego). 

Este ión se une 

entonces a la TnC, 

dando lugar a cambios 

conformacionales en el 

complejo Tn-Tm que 

liberan el bloqueo sobre 

la actina y permiten la 

formación de enlaces 

cruzados actina-miosina, 

la hidrólisis de ATP y la 

producción de fuerza 

[Jin W, 2008]. Durante 

la relajación o diástole, 

el Ca2+ se disocia de la 

TnC y es secuestrado 

por el retículo 

sarcoplasmático (RS). El 

complejo Tn-Tm 

entonces adopta una 

conformación que vuelve a bloquear la interacción actina-miosina [Bers DM, 

2002].  
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ACOPLAMIENTO EXCITACIÓN-CONTRACCIÓN  

La concepción de que la dinámica muscular estaba impulsada por actividad 

eléctrica tiene sus orígenes en las observaciones de Luigi Galvani quien demostró, 

hace unos 200 años, que la estimulación eléctrica del músculo esquelético del 

miembro inferior de sapo conducía a su contracción [Galvani LA, 1791].   

Recién casi 80 años más tarde, Bernstein registra el primer potencial de 

acción (PA) en el nervio [Bernstein J, 1868] determinando, con posterioridad, que 

el PA precede al inicio de la contracción en el músculo esquelético [Bernstein J, 

1871]. Estas observaciones son las que dieron lugar al paradigma que sustenta el 

ciclo de funcionamiento muscular y que hoy conocemos como el acoplamiento 

excitación-contracción o excito-contráctil (AEC). Cerca de una década más tarde, 

tendría lugar otro hito fundamental entre los descubrimientos científicos que nos 

llevarían a comprender la naturaleza del funcionamiento cardíaco, surgido del 

hallazgo accidental realizado por Sydney Ringer [Ringer S, 1883]. Este fisiólogo 

cardiovascular se encontraba estudiando los efectos de distintas soluciones 

salinas conteniendo ClNa, K+ y un buffer bicarbonato, sobre la contractilidad 

miocárdica. En este medio el corazón aislado dejaba de latir en poco tiempo. 

Afortunadamente un día, ante la falta de agua destilada, sus soluciones 

experimentales fueron preparadas con agua procedente de la canilla lo cual se 

tradujo en la contracción vigorosa del corazón por varias horas. Ringer consideró 

como un factor importante y causal la proporción substancial de Ca2+ presente en 

esa agua concluyendo lo siguiente: “el óxido de calcio o calcio bicarbonato, o 

cloruro de calcio, añadido a la solución salina, puede prevenir el debilitamiento y 

la detención del ventrículo que se produce con solución salina sola”. Como 

podemos observar en la descripción de Ringer, el Ca2+ es el elemento clave para 

el AEC. 
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La denominación 

de AEC se utiliza para 

describir al conjunto de 

fenómenos que se inician 

con la despolarización de 

la membrana plasmática 

y se continúan con la 

contracción y posterior 

relajación cardíaca. El 

potencial de acción 

originado en el nódulo 

sinusal se propaga por 

todo el corazón 

determinando finalmente 

la contracción del 

miocardio a una 

frecuencia aproximada 

de 70 latidos por minuto. 

 La despolarización 

del sarcolema es 

producida por la apertura 

de los canales rápidos de 

Na+ y el consecuente 

ingreso de éstos iones, 

llevando en un miocito 

ventricular, el potencial 

de membrana desde -80 mV (potencial de reposo) hasta aproximadamente +35 

mV. Este fenómeno induce una entrada de Ca2+ a la célula por los llamados 

canales de Ca2+ lentos (del inglés L-type Calcium Channels, LTCC) cuya apertura 

depende del voltaje de la membrana (-20mV). Esta etapa es clave en la 

contracción cardíaca, ya que determina el acople entre el estímulo eléctrico y la 

 

16 

 



Mariano Nahuel Di Carlo                                                                                         Tesis Doctoral  
 

 

respuesta contráctil. Luego, el Ca2+ que ingresa interacciona con los canales 

liberadores de Ca2+ del retículo sarcoplasmático (RS) llamados receptores de 

rianodina tipo 2, (RyR2), provocando la salida de más Ca2+ desde el RS hacia el 

citoplasma. La liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (en inglés: Calcium induced 

Calcium release –CICR), es la responsable de la contracción del cardiomiocito 

[Fabiato A, 1983].  

A continuación, como fue ya descripto, el aumento de Ca2+ citoplasmático a 

través de su interacción con la Troponina C (Tn-C) produce el acortamiento del 

sarcómero. El concepto de AEC también comprende los fenómenos relacionados 

con la relajación de los miocitos, lo cual implica la disminución del Ca2+ citosólico. 

Este descenso en la [Ca2+]i se produce por: a) su recaptación hacia el RS a través 

de la bomba de Ca2+ denominada SERCA2a (Sarco-Endoplasmic-Reticulum 

Ca2+ATPase type 2a) regulada por la proteína fosfolamban (PLN), b) la extrusión 

hacia el exterior de la célula por intermedio del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) o 

c) por la bomba de Ca2+sarcolemal y d) la captación mitocondrial (Figura 4).  

Como consecuencia de los mecanismos descriptos la concentración intracelular 

de Ca2+ oscila normalmente entre 100nM y 1 µM con cada latido. 

 
 

LA MEMBRANA PLASMÁTICA Y LOS TÚBULOS TRANSVERSOS  

Como cualquier otro 

tipo celular, los miocitos 

cardíacos están rodeados 

de una bicapa lipídica en 

la que se encuentran 

inmersas gran diversidad 

de proteínas con variadas 

funciones biológicas. Esta 

membrana constituye el 

límite celular y conforma una barrera de permeabilidad selectiva entre citosol y 

espacio extracelular.  
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El sarcolema presenta profundas invaginaciones perpendiculares a la 

superficie celular cuya integridad es de gran relevancia para el AEC normal: los 

túbulos transversos o Túbulos T (TT). Las primeras evidencias de estas estructuras 

tienen más de un siglo y fueron reveladas por un estudio pionero llevado a cabo 

por Nyström en 1897. Utilizando microscopía de luz blanca [Nyström G, 1897] y 

valiéndose de tinta de la India para marcar el espacio extracelular, pudo observar 

líneas oscuras que cruzaban las fibras cardíacas con un intervalo regular (Figura 5 

A). Análisis ultra estructurales muestran que la mayor parte del volumen de los 

túbulos T (60%) se encuentra a nivel de la línea Z del sarcómero y el 40% restante 

en otros sitios a lo largo de las miofibrillas [Soeller C, 1999] (Figura 5 B). También 

han sido reconocidos túbulos longitudinales que relacionan unos 5 túbulos 

transversos contiguos [Ferrantini C, 2013]. La presencia del componente 

longitudinal, ha dado lugar a la denominación moderna de Sistema Tubular Axial-

Longitudinal (STAL). El STAL corresponde aproximadamente a la tercera parte del 

total de la superficie de la membrana [Stewart JM, 1978]. En conjunto estas 

invaginaciones permiten la rápida propagación del potencial de acción desde la 

superficie, al interior de la célula en menos de 40 mseg [Hill AV, 1949]. En el 

presente texto se utilizará de forma indistinta la denominación TT y STAL.  

Como veremos más adelante, es la despolarización a través del STAL, la 

que conduce a la liberación de Ca2+ a partir del RS desencadenando la 

contracción del miocito cardíaco. La relación estructural entre STAL y RS, fue 

propuesta alrededor de los ´60s a partir de un trabajo llevado a cabo por Franzini-

Armstrong y Porter en músculo esquelético. Sus estudios determinaron que el 

STAL era una continuidad de la membrana plasmática independiente del RS pero 

estrechamente relacionada con el mismo [Franzini-Armstrong C, 1964]. 

En los miocitos ventriculares de mamífero aproximadamente el 80% de los 

canales de Ca2+ regulados por voltaje y el 63% de la proteína que conforma el NCX 

se encuentran en los TT [Despa S, 2003, Brette F, 2004;]. Estos túbulos 

establecen una estrecha relación con el RS permitiendo el CICR. 

 

 

18 

 



Mariano Nahuel Di Carlo                                                                                         Tesis Doctoral  
 

 

CANALES DE Ca2+ OPERADOS POR VOLTAJE  

El estudio de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje (voltage 

dependent calcium channels, VDCCs) se desarrolló tempranamente durante la 

década de los ’50 y se 

considera a Bernard 

Katz, Susumu Hagiwara 

y Harald Reuter como los 

pioneros en este campo 

[Dolphin AC, 2006]. La 

caracterización 

molecular de estos 

canales se produjo tres 

décadas más tarde como 

resultado de los estudios 

de Campbell KP (1988).  

Los VDCCs son 

complejos proteicos de 

múltiples subunidades 

que forman en su 

conjunto un canal 

funcional (Figura 6). La subunidad principal se denomina Cavα1 y consiste en 

cuatro dominios compuesto por seis segmentos transmembrana (S1 a S6). A lo 

largo del canal se reconocen múltiples sitios de unión para diferentes 

subunidades auxiliares (β, α2δ y γ) responsables de su modulación y regulación 

(Figura 6).  

En la subunidad Cavα1 los segmentos S5 y S6 de cada dominio son 

responsables de la constitución del poro, mientras que los bucles de unión entre 

dichos segmentos poseen residuos de ácido glutámico que le confieren la gran 

selectividad al Ca2+ [Yang J, 1993]. Los segmentos S4 contienen lisinas y 

argininas cargadas positivamente y de ellos depende la regulación del canal por 
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voltaje [Bezanilla F, 2002]. Finalmente, el segmento S6 también participa en la 

inactivación del canal [Stotz SC, 2004]. 

Al menos diez tipos de Cavα1 han sido identificados [Catterall WA, 2000] y 

depende del tipo de subunidad presente la intensidad de corriente que atraviesa 

el canal y el valor del voltaje en que éste se activa. Desde el punto de vista 

electrofisiológico, los VDCCs cardíacos pertenecen a dos grandes familias: canales 

tipo-T (cinética de activación transitoria rápida) y tipo-L (por “Long lasting”, cinética 

de activación lenta).  

Los canales de Ca2+ tipo-T han sido localizados predominantemente en las 

regiones cardíacas con propiedades de marcapaso, como el nódulo sino-auricular, 

el auriculoventricular y el sistema de fibras de Purkinje. Su ubicación indica que la 

corriente que los atraviesa participa en la génesis de la despolarización diastólica 

espontánea presente en la fase 4 del potencial de acción de las células 

marcapaso [Mesirca P, 2015]. En acuerdo con esto, estudios en ratones 

transgénicos que presentan inactivación genética del canal de Ca2+ tipo-T Cav3.1 

evidencian bradicardia moderada y disminución de la conducción 

auriculoventricular [Mangoni ME, 2006].  

Los canales de Ca+2 tipo-L (LTCC), son llamados también receptores de 

dihidropiridinas por su sensibilidad a las 1,4 dihidropiridinas, como la nifedipina. 

Estos canales están asociados al transporte de Ca2+ a través de la membrana 

plasmática y del STAL en proximidad del RS y por lo tanto, participan en el 

mecanismo que lleva a la contracción de los miocitos. Sin embargo, los canales de 

Ca+2 tipo-L también se encuentran implicados en el automatismo cardíaco, como 

lo demostró la aparición de bradicardia inducida por el uso de dihidropiridinas en 

el ratón anestesiado [Lande G, 2001].   

En el miocito ventricular adulto, el principal canal tipo-L expresado es el 

Cav1.2α1c. Los extremos N y C terminal son citoplasmáticos, siendo el C 

fundamental para determinar la localización del canal en la membrana plasmática 

[Fang K, 2011], y la interacción con proteínas moduladoras tales como la 

calmodulina (CaM), CaMKII y PKA [Anderson ME, 2007; Harvey RD, 2013]. La 

 

20 

 



Mariano Nahuel Di Carlo                                                                                         Tesis Doctoral  
 

 

pérdida de dicho segmento determina una reducción importante de la corriente a 

través del canal [Fu Y, 2011].  

La apertura de estos canales acontece cuando el potencial de membrana 

se despolariza y alcanza aproximadamente los -20 mV. Una vez abiertos, 

muestran una elevada conductancia para luego sufrir una lenta inactivación 

dependiente de voltaje y de Ca2+ [Treinys R, 2008; Best JM, 2012]. Esto, limita la 

cantidad de Ca2+ que ingresa en cada potencial de acción para inducir el CICR. Se 

ha descripto también una facilitación mediada por Ca2+ y una inactivación 

dependiente de la unión del Ca2+ a CaM [Halling DB, 2005].  

Raramente los LTCC tienen aperturas espontáneas, y cuando lo hacen, 

provocan aumentos locales de Ca2+ subsarcolemal que constituyen lo que se ha 

denominado "Ca2+ sparklets". Las áreas con Ca2+ sparklets persistentes son 

producto de la apertura de al menos 6 LTCC adyacentes [Navedo MF, 2010]. 

Aunque se requieren más investigaciones para determinar su verdadero rol 

fisiológico, estarían vinculados a mecanismos de señalización celular que 

requieren incrementos localizados de la [Ca2+] subsarcolemal.  

Estos canales tienen además otras funciones que incluyen: el control de la 

duración del PA, la regulación humoral (participando en la liberación de péptido 

natriurético auricular, PNA) y la regulación de la expresión génica [Best JM, 2012; 

Shaw RM, 2013].  

 

RETÍCULO ENDOPLÁSMICO (RE) Y RETÍCULO SARCOPLASMÁTICO (RS) 

El RE es una organela de importancia crítica para todas las células 

eucariotas. Consiste en un sistema continuo de membranas que puede ser 

dividido en al menos tres dominios que desarrollan distintas funciones [Voeltz GK, 

2002]:  

1.- El RE rugoso, sitio donde las proteínas integrales de membrana y de 

secreción, son sintetizadas. Esto constituye aproximadamente el 30% de las 

proteínas de la célula [Minamino T, 2010]. 
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2.- El RE de 

transición, lugar desde 

donde los polipéptidos 

recién sintetizados 

inician su camino a 

través de la vía secretora. 

3.- El RE liso, 

región especializada en 

determinadas vías 

metabólicas como la 

biosíntesis de lípidos y 

zona donde se almacena 

la mayor parte del Ca2+ 

intracelular, alcanzando 

concentraciones entre 50 

a 250 μM [Bers DM, 

2001].  

El RS, se describe habitualmente como una forma especializada del RE liso, 

que alcanza su máxima expresión en las células musculares, y cuya función es el 

secuestro y la liberación de Ca2+. En el RS pueden ser reconocidas diferentes 

zonas (Figura 7):  

El RS reticular (network RS) está formado por túbulos interconectados que 

cruzan entre los TT rodeando a las miofibrillas y a las mitocondrias. 

RS corbular (fr.Corbeille, canasto) es una protrusión del RS reticular que 

expresa RyR2 pero que no interacciona con el sarcolema. Algunos autores se 

refieren al conjunto del reticular y el corbular como RS Longitudinal (LRS) 

caracterizándose éste por un claro predominio de SERCA2a [Drago GA, 1998]. 

El RS de la unión o jRS (juntional RS) se encuentra en íntima aposición con 

los TT. El compartimiento delimitado por ambas estructuras (≈ 12 a 15 nm), es la 

hendidura diádica y corresponde al sitio donde interactúan los LTCC localizados 

en el TT y los RyR2 del jSR produciendo el CICR [Bers DM, 2002]. Las hendiduras 
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diádicas se hallan en grupos a intervalos irregulares a lo largo de las líneas-Z y su 

tamaño y número es variable [Vega AL, 2011]. 

 

Ca2+-ATPasa DEL RS (SERCA2a) 

Una vez ocurrida la contracción del miocito cardíaco, el Ca2+ debe ser 

removido del citosol para dar comienzo a la relajación muscular. En los mamíferos 

el mecanismo más importante en este proceso es la recaptura del Ca2+ al interior 

del RS, por la bomba de Ca2+ llamada SERCA [Bers DM, 2002], flujo que se realiza 

en contra del gradiente de concentración del ión. Actualmente se conocen 3 

genes que codifican las bombas dando lugar a los subtipos SERCA 1, 2 y 3, a 

partir de las cuales, por splicing alternativo se generan al menos 10 isoformas 

[Periasamy M, 2008]. SERCA pertenece a la familia de ATPasas tipo P [Sweadner 

KJ, 2001], llamada así por dar lugar a un intermediario fosforilado durante el ciclo 

de transporte.  

Estructuralmente es una proteína transmembrana que posee una masa 

molecular de 110 

kDa de la cual el 

70% se localiza 

del lado 

citosólico de la 

membrana. Se 

reconocen tres 

regiones distintas 

en esta proteína: 

una cabeza 

citoplasmática, la porción de hélices transmembrana (donde se encuentran los 

sitios de unión al Ca2+) y los bucles luminales (Figura 8). A su vez, la porción 

citoplasmática reconoce 3 dominios: un dominio de unión de nucleótidos (N) al 

que se une el ATP, un dominio de fosforilación (P) donde se localiza un residuo 
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altamente conservado de ácido aspártico que es fosforilado durante los ciclos de 

transporte y el dominio actuador A (o accionador) (Olesen C, 2007) (Figura 8).  

En corazón se expresan los subtipos SERCA2a, SERCA2b y SERCA2c 

[Vangheluwe P, 2006; Periasamy M, 2008; Kranias EG, 2012] diferenciados por el 

extremo C terminal, siendo el primero el más abundante en miocardio. A través de 

herramientas genéticas se ha confirmado la crucial importancia de SERCA2a, en 

el manejo del Ca2+ cardíaco. En primer lugar la ausencia absoluta de expresión de 

esta proteína (SERCA2-/-) conduce a la muerte temprana durante el desarrollo 

[Periasamy M, 1999], mientras su sobreexpresión en ratones aumenta la 

contractilidad y la relajación sin causar otras alteraciones significativas [Baker DL, 

1998]. La deficiencia heterocigota (ratones SERCA2+/-) permite obtener animales 

viables que tienen menor contractilidad y carga de Ca2+ del RS. La función 

cardíaca de estos ratones es normal en condiciones basales, pero presentan un 

deterioro significativo cuando se los expone a situaciones de sobrecarga 

hemodinámica [Schultz J, 2004].  

Finalmente, la inhibición 

específica del mecanismo de 

splicing que da lugar a la 

producción de SERCA2a, sin 

modificación de la producción de 

otras isoformas, conduce a mayor 

mortalidad embrionaria (40%) y 

los animales que sobreviven 

evidencian moderada hipertrofia 

cardíaca concéntrica y deterioro 

en la función diastólica y sistólica. 

Por lo tanto, la función de 

SERCA2a es crucial para el 

miocito cardíaco y sólo puede ser 

parcialmente compensada por 

otras isoformas [Hexen M, 2001].  
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El proceso de transporte del Ca2+ por parte de SERCA se basa en cambios 

cíclicos entre dos estados conformacionales principales que se denominan E1 y 

E2. Este mecanismo consta de múltiples pasos que se resumen en la Figura 9.  

La cantidad de iones Ca2+ que remueve la SERCA2a del citosol durante el 

proceso de relajación varía en distintas especies [Bers DM, 2002]. Así, en el 

miocardio de conejo (similar al humano), SERCA2a es responsable de recapturar 

aproximadamente el 70% del Ca2+ utilizado en el proceso de la contracción 

mientras que, en el miocardio de rata y ratón, la retoma es del 92% debido a que 

presentan mayor número de bombas. La abundancia de SERCA2a permite una 

mayor velocidad de relajación, de modo tal que la recaptación dura pocos 

milisegundos. Esto explica las frecuencias cardíacas superiores a 500 

latidos/minuto presentes por ejemplo en los ratones. 

Al igual que la mayoría de las proteínas que intervienen en el manejo del 

Ca2+ intracelular, la función de SERCA2a se haya estrictamente regulada. Entre las 

proteínas descriptas que cumplen esta función se encuentran: a) del lado luminal, 

la proteína unidora de Ca2+ rica en histidina (HRC) y la calreticulina. b) del lado 

citosólico, fosfolamban (PLN), S100A y sarcolipina las cuales interaccionan con los 

dominios transmembrana o la porción citosólica de la SERCA2a. [Kranias EG, 

2012].  

En los siguientes párrafos se describirá detalladamente la proteína 

fosfolamban (PLN) estrechamente relacionada con nuestro objeto de estudio. 

 

FOSFOLAMBAN (PLN) 

 Como se mencionó previamente, la actividad de la SERCA2a se encuentra 

modulada por múltiples proteínas. Sin embargo PLN, es la que ejerce un control 

más significativo. Su nombre deriva del griego “fosfato” y “lambano” que significa 

“que recibe fosfatos” [Katz AM, 1998]. Esta proteína puede hallarse en forma de 

monómero o bien constituyendo estructuras oligoméricas.  
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El monómero de PLN (Figura 10) 

está constituido por 52 aminoácidos; 

su secuencia y estructura ya han sido 

determinadas y posee un peso 

molecular de 6080 Da. 

Estructuralmente puede dividirse en 

dos dominios: A) un dominio I 

(hidrofílico) que abarca los aminoácidos 

1 al 30 y que se divide a su vez en dos 

subdominios: Ia (1-20) y Ib (21-30). El 

Ia es una hélice alfa que presenta tres 

sitios fosforilables: Serina10 fosforilado 

por la proteína quinasa C (PKC) sin 

relevancia fisiológica conocida, 

Serina16 (S16) fosforilado por la proteína quinasa A (PKA) y Treonina17 (T17) 

fosforilado por CaMKII [Simmerman HK, 1986; Drago GA, 1994]. Si bien se ha 

demostrado indirectamente la fosforilación del sitio S16 por la proteína quinasa G 

(PKG) su relevancia fisiológica in vivo aún debe ser esclarecida [Huggins JP, 

1989]. El subdominio Ib corresponde al pie o tallo. B) El dominio II (hidrofóbico) 

comprende los aminoácidos 31 a 52 conformando una hélice alfa transmembrana 

que ancla esta proteína a la membrana del RS. Dentro de esta región han sido 

identificados residuos de cisteína, leucina e isoleucina que son críticos para la 

formación del homopentámero (ver luego) [MacLennan DH, 1998]. Esta zona 

participa además, en el efecto inhibitorio de PLN sobre la SERCA, [Kimura Y, 

1997].   

Una característica destacada de PLN es que tiene una tendencia natural a 

formar homopentámeros, resistentes a la acción del detergente dodecil sulfato 

sódico (SDS) a temperatura ambiente. De este modo, cuando se estudia esta 

proteína a través de electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, 

habitualmente se encuentra en esa conformación (80-90%) [MacLennan DH, 

2003] de aproximadamente 25 kDa.  
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La PLN 

desfosforilada se 

presenta 

fundamentalmente 

bajo la forma de 

monómero y es la 

que tiene capacidad 

de interaccionar en 

forma directa con la SERCA2a reduciendo su actividad. Esto ha sido comprobado 

a través de experimentos de mutagénesis, los cuales mostraron que aquellas 

mutaciones que favorecen el estado monomérico sobre el oligomérico se asocian 

a una mayor inhibición de la SERCA2a [Kimura Y, 1997]. Se ha estimado que en 

condiciones normales in-vivo, aproximadamente un 40% del total de las SERCA2a 

se encuentra regulado por PLN (Brittsan AG, 2000). 

La principal consecuencia de la formación del heterodímero SERCA2a/PLN 

es disminuir la afinidad de SERCA2a por el ion Ca2+ [Cantilina T, 1993; Mattiazzi A, 

2014], siendo esta inhibición de tipo no competitivo. PLN ejerce su efecto 

inhibitorio uniéndose a SERCA2a en su conformación E2 (estado de baja afinidad 

por el Ca2+) prolongando su permanencia en ese estado [Cantilina T, 1993] 

(Figura 11). Algunos estudios sugieren que los sitios de interacción del Ca2+ y PLN 

con la SERCA2a serían mutuamente excluyentes y por lo tanto la inhibición de la 

bomba estaría mediada directamente por impedir la unión de este ion a la misma. 

[Chen Z, 2003]. 

La fosforilación de fosfolamban por PKA o CaMKII libera a la SERCA2a de su 

inhibición lo cual incrementa 2 a 3 veces la actividad de esta bomba. El aumento 

resultante de la actividad de la SERCA2a incrementa la retoma de Ca2+ hacia el 

RS y por lo tanto la velocidad de relajación. Esto conduce a un aumento en la 

carga del RS que se traduce en una mayor contractilidad. Estos fenómenos 

explican la respuesta inotrópica y lusitrópica positiva frente a la estimulación beta 

adrenérgica [Mattiazzi A, 2014]. 
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Nuestro conocimiento sobre la participación de PLN en la regulación del 

AEC en situaciones fisiopatológicas se ha visto nutrido por el desarrollo de 

múltiples modelos genéticos de ablación, sobreexpresión y mutaciones de esta 

proteína. La sobreexpresión de PLN en ratones, se asocia a una menor actividad 

de la SERCA2a, menor carga del RS y disminución de la contractilidad con 

enlentecimiento de la relajación [Kadambi VJ, 1996]. Por el contrario, la 

eliminación completa de PLN, (ratones PLN knock-out), produce un aumento de la 

afinidad de la SERCA2a por el Ca2+, asociado a un incremento de la actividad 

contráctil y de la velocidad de relajación [Luo W, 1994].  

La disponibilidad de ratones que presentan mutaciones puntuales en los 

distintos sitios de fosforilación, ha permitido clarificar la participación de cada uno 

de ellos en la regulación de la actividad de la SERCA2a. Cuando el sitio S16 es 

mutado a alanina (S16A) y por lo tanto no puede ser fosforilado por PKA, se 

reduce significativamente la respuesta máxima a la estimulación β-adrenérgica 

[Chu G, 2000]. En estos ratones, se pierde además la fosforilación del sitio T17 de 

PLN que ocurre habitualmente en respuesta a la estimulación por catecolaminas. 

Esto sugiere que, en presencia de estimulación β-adrenérgica la fosforilación del 

sitio S16 es un prerrequisito para la fosforilación de T17 [Chu G, 2000; Said M, 

2002]. Cuando solamente el sitio T17de PLN (T17), es mutado a alanina (T17A) 

no se  afecta la respuesta máxima a la estimulación β-adrenérgica confirmando 

que ella depende fundamentalmente de S16 [Luo W, 1998]. El residuo T17 puede 

sin embargo, fosforilarse independientemente de S16 ante incrementos de Ca2+ 

intracelular e inhibición de fosfatasas por acidosis, condiciones ambas que 

caracterizan a la injuria por isquemia y reperfusión [Vittone L, 1998; Vittone L, 

2002].  

 

RECEPTOR DE RIANODINA (RyR) 

Los receptores de rianodina (RyR) son los canales iónicos más grandes que 

se han identificado hasta el momento y se encuentran localizados 

predominantemente en la membrana del RS. El nombre de RyR guarda relación 
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con la elevada afinidad del canal por un alcaloide vegetal llamado rianodina, que 

se obtiene de la planta Ryania speciosa [Inui M, 1987]. La importancia de estos 

canales en la fisiología y el desarrollo del corazón, se pone de manifiesto en 

experimentos en los cuales se realiza la ablación completa de la proteína, 

intervención que conduce a la muerte en etapas tempranas del desarrollo 

embrionario [Takeshima H, 1998]. En los mamíferos han sido descriptas hasta la 

fecha tres isoformas de RyR cuya denominación, RyR1, RyR2 y RyR3 se debe al 

orden en el cual fueron descubiertas [Lanner JT, 2012]. Clásicamente se acepta 

que RyR1 se expresa predominantemente en el músculo esquelético, siendo el 

RyR2 la forma mayoritariamente cardíaca, en tanto que RyR3 fue aislado de 

cerebro, más específicamente de neuronas corticales e hipocampales. Cabe 

aclarar, sin embargo, que ninguna de las isoformas es tejido específica [Lanner, 

2012]. 

El RyR2 cardíaco es un gran complejo macromolecular que consiste en un 

homo-tetrámero conformado por subunidades que poseen aproximadamente 

5000 aminoácidos y una masa molecular de 565 kDa [Bers, 2001, 2004]. Este 

complejo tiene una pequeña porción transmembrana que corresponde al extremo 

Cter de los monómeros (10% del total) y atraviesa la membrana entre 4 y 10 veces, 

según los distintos modelos, conformando un poro que permite la salida de Ca2+ 

del RS [Tinker A, 1995]. El 90% restante del RyR2 protruye dentro del citosol, 

observándose en las imágenes de microscopía electrónica, un aspecto similar al 

de un hongo. El dominio Nter citoplasmático, tiene la capacidad de regular el 

mecanismo de compuerta de la porción Cter y actúa como anclaje para múltiples 

proteínas reguladoras que contribuyen a crear un verdadero “complejo de 

señalización macromolecular” [Zalk R, 2007]. Se incluyen en este complejo las 

siguientes proteínas: FK-506 (calstabina o FKBP12.6), homer, S100A1, sorcina, 

PKA y su proteína de anclaje mAKAP, calmodulina (CaM), CaMKII, fosfatasas 1 y 

2A y fosfodiesterasa 4D3. El lado luminal del RyR2 se encuentra asociado a otras 

proteínas con clara influencia en el funcionamiento del canal: juntina, triadina, 

calsecuestrina y la proteína rica en histidina (HRP) [Camors E, 2014] (Figura 12). 
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Los RyR2 están 

organizados en el miocito 

formando grupos 

(racimos o "clusters") que 

representan la unidad 

elemental de liberación 

de Ca2+ [Hiess F, 2015]. 

Cuando el RyR2 es 

aislado y posteriormente 

restituido en bicapas 

lipídicas, se observa que, 

al ser expuesto a 

concentraciones de Ca2+ 

del lado citoplasmático 

(cis) de la bicapa, 

equivalentes a las que se encuentran 

en diástole (100nM), la probabilidad de 

apertura del canal (Po) es cercana a 

cero [Meissner G, 2004]. Si bien se 

considera que el canal se encuentra 

cerrado en este período, pequeños 

eventos de liberación de Ca2+ se 

presentan de manera estocástica en 

ausencia de influjo de Ca2+ por los 

LTCC, originando las denominadas 

chispas de Ca2+ o sparks (en inglés) 

[Cheng H, 1993] (Figura 13). Para la 

génesis de las mismas se requiere al menos la apertura sincronizada de 6 RyR2 

[Rueda A, 2014].   

Los canales de RyR2 se abren a concentraciones de Ca2+ citoplasmáticas 

entre 1 y 10 μM y son inhibidos por concentraciones más elevadas de 1 a 10 mM 
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[Fill M, 2002]. Esta respuesta al Ca2+ sugiere la presencia de un sitio activador 

con alta afinidad y un sitio inhibidor con baja afinidad para el ión que estarían 

localizados en la faz citoplasmática del RyR2 [Meissner G, 2004].  

Siendo el Ca2+ el agonista endógeno principal del RyR2, la liberación de 

Ca2+ durante el CICR determinaría en principio, la liberación de más Ca2+ y un 

mecanismo de retroalimentación positiva que podría mantener al canal abierto 

indefinidamente y vaciar las reservas de Ca2+ del RS [Stern MD, 2004]. Sin 

embargo los depósitos de Ca2+ luminales, también parecen desempeñar un rol 

modulador de la apertura o cierre de los RyR2. En primer lugar, el agotamiento de 

las reservas de Ca2+ luminal del RS induce la desactivación del RyR2 habiéndose 

propuesto que este mecanismo funcionaría como un freno a la mencionada 

naturaleza auto-regenerativa del CICR [Rueda A, 2014; Kunitomo Y, 2011]. Por 

otra parte, cuando las reservas de Ca2+ dentro del RS se elevan por encima de un 

nivel crítico, los canales de RyR2 comienzan a abrirse y se incrementa la pérdida 

diastólica de Ca2+, mecanismo que ha sido llamado Store Overload-Induced 

Calcium Release (SOICR) [Chen W, 2014]. La base biológica de este fenómeno es 

poco clara, pero se acepta la existencia de un sitio luminal sensible al Ca2+ que 

aumenta su probabilidad de apertura (Po). Dos hallazgos experimentales 

sustentan esta afirmación: en primer lugar el RyR2 responde al aumento del Ca2+ 

luminal aún en ratones carentes de calsecuestrina (considerada hasta entonces el 

único mecanismo sensor del Ca2+ presente en el interior del RS) [Chen W, 2014]. 

En segundo lugar, la descripción de una mutación del RyR2 (A4860G) que provoca 

una disminución de la respuesta del canal al Ca2+ luminal, sin afectar la 

estimulación por Ca2+ a nivel citosólico [Jiang D, 2007].   

Además de la modulación ejercida por el Ca2+ y las proteínas accesorias, el 

RyR2 puede ser blanco de múltiples modificaciones post-traduccionales entre las 

que podemos mencionar las oxidaciones reversibles e irreversibles del canal 

capaces de modificar su función [Donoso P, 2013]. El RyR2 también es 

susceptible a sufrir fosforilación, como revelaron los estudios de Takasago et al. 

(1989) y el estudio de este mecanismo de regulación es uno de los objetivos 

fundamentales del presente trabajo de tesis.  
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Análisis de simulación computacional, basados en las secuencias consenso 

de fosforilación conocidas, muestran que el RyR2 puede ser fosforilado por lo 

menos en 100 residuos por la acción combinada de la PKA, CaMKII, PKG, y PKC, 

entre otras quinasas [George CH, 2008]. 

Experimentalmente se han identificado al día de hoy, tres sitios de 

fosforilación en el canal de RyR2. El primero en ser descripto fue el residuo Serina 

2808 (S2808) en el ratón y el humano (S2809 en la rata y el conejo) reportado 

por Witcher en 1991. Es considerado un sitio mayormente dependiente de PKA 

[Camors E, 2014]. Una particularidad de este sitio es su elevada fosforilación 

constitutiva basal (50 al 75%) [Huke S, 2008] lo que ha conducido a dudar del 

papel regulador que pudiera cumplir la variación en su fosforilación.  

El segundo sitio de fosforilación fue descripto por X. Wehrens en 2004: el 

Serina 2814 (S2814) en el humano y el ratón (S2815 en la rata y el conejo), 

fosforilado por CaMKII. A diferencia del sitio 2808, el sitio S2814 presenta bajos 

niveles de fosforilación basal. Actualmente se dispone de ratones transgénicos 

con este residuo mutado a Alanina (ratones S2814A) en los cuales la posibilidad 

de fosforilación se encuentra abolida [Chelu, 2009] y ratones en los que este 

residuo está sustituido por Ácido Glutámico simulando una fosforilación 

constitutiva [van Ortt, 2010]. Estos animales serán determinantes en la 

comprobación de la hipótesis del presente trabajo de Tesis. 

Por último, el residuo Serina 2030 (S2030) en roedores (S2031 en conejos 

y humanos) fue descripto en 2005 por Xiao B. Este sitio es blanco de la proteína 

quinasa A (PKA) al menos in vitro [Camors E, 2014].  

¿Cuáles son las consecuencias funcionales de la fosforilación de dichos 

residuos? En primer lugar nos centraremos en el rol desempeñado por la 

fosforilación del sitio S2808 que hasta el día de hoy, continúa siendo 

controvertido [Backx PH, 2014].  

Marx y colaboradores demostraron que la hiperfosforilación del RyR2 

mediada por PKA en el residuo S2808 incrementaba la probabilidad de apertura 

del canal, producto del desplazamiento de una proteína estabilizante, la 

calbindina (o FKBP12.6) [Marx SO, 2000]. La disociación de calbindina 
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favorecería la pérdida diastólica de Ca2+ (calcium leak) dando lugar a chispas y a 

otros eventos no regulados de liberación de Ca2+ desde el RS. Este mecanismo 

podría explicar por qué durante la insuficiencia cardíaca, el aumento 

compensador del tono simpático y la activación de PKA, producen depleción de 

Ca2+ del RS, deterioro contráctil y arritmias. [Wehrens XHT, 2005]. Sin embargo, la 

generación de un ratón con una mutación en el sitio 2808 que reemplaza la 

Serina por Alanina, impidiendo así su fosforilación (S2808A), no confirmó esa 

suposición ya que, en estos ratones, la ausencia de fosforilación no los protegió 

de la disfunción post-infarto. Esto llevó a concluir que la fosforilación del S2808  

sería irrelevante en el desarrollo de esa patología [Zhang H, 2012]. En un modelo 

transgénico de cardiomiopatía en ratones S2808A, la falta de fosforilación del 

sitio no mejoró sino por el contrario aceleró el deterioro estructural y funcional en 

estos animales [Liu B, 2014]. Este hallazgo también apoya la hipótesis de la  

ausencia de participación de la hiperfosforilación del RyR2 en la progresión hacia 

la insuficiencia cardíaca. 

Adicionalmente Shan J, y col. demostraron que la fosforilación del RyR2 por 

PKA en S2808 incrementaba el inotropismo y el cronotropismo en respuesta al 

isoproterenol sugiriendo que esta fosforilación tendría un papel en la respuesta 

simpática al estrés (“fight or flight response”). [Shan J, 2010]. Estos resultados no 

fueron sin embargo, validados por otros autores [MacDonell SM, 2008] 

Por otro lado, la desfosforilación de este sitio por fosfatasas exógenas 

resultó en una mayor actividad del canal con aumento en la liberación diastólica 

de Ca2+ [Terentyev D, 2003].  

De lo expuesto se desprende que aún se necesitan más estudios para 

establecer el verdadero rol de la fosforilación/desfosforilación del sitio S2808 en 

situaciones tanto fisiológicas como patológicas.   

Consideraremos a continuación los aspectos más relevantes relacionados 

con la fosforilación del sitio S2814 del receptor de RyR2, blanco de la CaMKII. 

Las primeras evidencias directas de la influencia de esta quinasa sobre el 

RyR2, provienen de experimentos realizados utilizando canales reconstituidos en 

bicapas lipídicas [Witcher DR, 1991]. Estos revelaron que el agregado de CaMKII 
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producía aumento de la Po e incremento del tiempo de apertura. La 

sobreexpresión de CaMKIIδc (la principal isoforma cardíaca) daba lugar a 

manifestaciones funcionales y bioquímicas típicas de la insuficiencia cardíaca. Se 

observó una disminución de la carga de Ca2+ del RS y un aumento en la 

frecuencia de chispas producto de la existencia de una pérdida de Ca2+ diastólica 

incrementada, que pudo ser bloqueado utilizando un inhibidor de la CaMKII, el 

KN-93 [Maier LS, 2002].  

En el año 2004 se realiza la inmunodetección del sitio S2815 y se 

establece que su fosforilación activa el canal, por un mecanismo de 

sensibilización dependiente de Ca2+ [Wehrens XH, 2004].  

La obtención de ratones transgénicos en los que se había sustituido el 

residuo Serina por Alanina impidiendo su fosforilación (S2814A) [Chelu MG, 2009] 

revelaría, años más tarde, que, tanto in-vivo como in-vitro, se bloqueaba el 

denominado efecto Bowditch, también llamado relación fuerza frecuencia. Por lo 

tanto, en estos animales se pierde el ascenso del Ca2+ citosólico característico de 

la respuesta al incremento de la frecuencia, no pudiendo adaptar el volumen 

minuto cardíaco a la demanda del ejercicio [Kushnir A, 2010].  

Los datos obtenidos a partir de biopsias cardíacas humanas, también 

sustentan un papel activador de la CaMKII sobre el RyR2. En pacientes con 

miocardiopatía dilatada no isquémica, aumenta la fosforilación del sitio S2815. Lo 

mismo ocurre en los ratones sometidos a sobrecarga hemodinámica por 

constricción de la aorta transversa (CAT) sugiriendo que la fosforilación del sitio 

S2815 participa en la pérdida espontánea de Ca2+ en diástole y en el desarrollo 

de insuficiencia cardíaca de origen no-isquémico [Respress JL, 2012]. Cuando los 

experimentos de CAT fueron realizados en ratones S2814A se observó una menor 

frecuencia de chispas semejante a la disminución observada bloqueando 

farmacológicamente la CaMKII. Resultados similares se obtuvieron en ratones que 

presentaban ablación de la CaMKII, cuando fueron sometidos a CAT [Ling H, 

2009]. 

La seudofosforilación constitutiva del RyR2 por sustitución de la Serina por 

un Acido glutámico en la posición 2814 (S2814D), no produce grandes 
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alteraciones en condiciones basales, aunque los animales desarrollan 

miocardiopatía dilatada aproximadamente al año [van Oort RJ, 2010]. Estos 

ratones presentan una mayor incidencia de chispas de Ca2+ y una reducción 

esperable de la carga de Ca2+ del RS, sin embargo mantienen una contractilidad 

similar a los ratones controles gracias a una mayor liberación fraccional de Ca2+ 

que les permite alcanzar un transitorio de Ca2+ normal en cada latido  [van Oort 

RJ, 2010]. 

En base a las evidencias presentadas y a modo de resumen, podemos 

concluir que la fosforilación del residuo S2814 por CaMKII aumenta la liberación 

de Ca2+ por el RyR2, existiendo, en principio, un consenso significativo entre los 

grupos de investigación respecto a su función.  

El sitio S2030 (o 2031 según la especie), dependiente de PKA, es el más 

recientemente descripto. A diferencia del sitio S2808, éste presenta un bajo nivel 

de fosforilación basal. El aumento de su fosforilación incrementaría la sensibilidad 

del RyR2 al Ca2+ luminal [Xiao B, 2006]. Sin embargo, algunos trabajos no han 

podido demostrar un efecto funcional medible de tal modificación. Será necesario 

un mayor número de estudios para determinar su significado fisiológico in-vivo. 

Los mecanismos activados o inhibidos por las fosforilación descriptas 

finalizan por acción de distintas fosfatasas Se acepta actualmente que la 

fosfatasa PP1 desfosforila los residuos S2808 y S2814, mientras que la PP2A 

sólo actúa sobre el S2814 [Huke S, 2008]. Ambas enzimas están formando parte 

del “mega complejo” que constituye el canal de RyR2 (Figura 12). 

 

CALMODULINA   

La Calmodulina (CaM, del inglés Calcium modulatory protein) es una 

proteína con alta afinidad y especificidad por el Ca2+ que se activa en respuesta a 

incrementos intracelulares de este ión, regulando la actividad de numerosos 

sustratos, entre ellos la CaMKII [Clapham DE, 2007]. 

La CaM es una proteína que se expresa en forma ubicua en todas las 

células eucariotas. Posee una estructura semejante a una mancuerna, con dos 
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dominios globulares en los extremos (Figura 14). Cada uno de los dominios cuenta 

con dos sitios de unión para el Ca2+ [Vetter SW, 2003]. 

La gran 

flexibilidad de la 

que se encuentra 

dotada la región 

central de unión, 

permite a CaM 

unirse a más de 

300 proteínas 

[Yamniuk AP, 2004].  

 

PROPIEDADES Y FUNCIONES DE LA CaMKII 

Como se desprende 

de lo dicho anteriormente, 

el Ca2+ constituye un 

importante segundo 

mensajero en el contexto de 

la fisiología y fisiopatología 

cardiovascular. El aumento 

de su concentración 

intracelular determina, 

entre otros efectos, la activación de una familia de quinasas dependientes de Ca2+ 

y CaM (CaMKs) que incluye al menos 81 proteínas del proteoma humano 

[Manning G, 2002]. Tres de ellas son las quinasas multifuncionales: CaMKI, 

CaMKII, y CaMKIV.  

Las CaMKs son enzimas que catalizan la fosforilación de otras proteínas en 

residuos de serina y treonina. Por medio de este mecanismo de regulación 

reversible participan de diversos aspectos de la señalización celular: la liberación 
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de neurotransmisores, el AEC del músculo, el metabolismo y la expresión génica 

[Tokumitsu H, 1999].   

En el corazón se han detectado la CaMKI y la CaMKII. La CaMKI es 

monomérica, se encuentra en el citoplasma y su rol en miocardio aún no ha sido 

dilucidado [Uemura A, 1998; Colomer JM, 2003]. La CaMKII fue la primera 

descripta entre aquellas cuya actividad depende del complejo Ca2+-CaM 

[Schulman H, 1978]. Es una proteína multimérica (homo- o heteromultimérica) 

constituida por 6 a 12 subunidades, siendo esta última conformación la más 

frecuentemente observada en condiciones fisiológicas [Hoelz A, 2003]. El 

dodecámero se organiza en dos anillos hexaméricos que se apilan uno encima del 

otro [Gaertner TR, 2004] (Figura 15).  

Cada subunidad 

posee un peso cercano a 50 

kDa y aproximadamente 

480 aminoácidos 

pudiéndose reconocer en 

ellas 3 dominios: un 

dominio de asociación en el 

extremo Cter, un dominio 

catalítico, serina/treonina 

quinasa que corresponde al 

extremo Nter y un dominio regulador (Figura 16). Entre este último y el dominio Cter 

de asociación se encuentra una región conectora de longitud variable (específica 

según la isoforma). La longitud de esta región es importante debido a que cuanto 

más extensa es, mejor accede a ella el complejo Ca2+/CaM [Chao LH, 2010]. Este 

hecho podría explicar la diferente sensibilidad de las isoformas a iguales 

concentraciones de Ca2+ intracelulares [De Koninck P, 1998]. 

Los monómeros constituyentes se encuentran relacionados entre sí a 

través del dominio Cter de asociación, dando lugar al auto ensamblaje incluso en 

ausencia de los otros dominios de la enzima [Hoelz A, 2003]. Este dominio podría 

además participar en la interacción con otras proteínas [Hoch B, 1999]. 
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El multímero puede estar constituido por subunidades 

α, β, δ, y γ codificadas cada una por distintos genes [Braun AP, 1995; Kanaseki T, 

1991]. De las 4 subunidades mencionadas, la α y la β son de localización 

preferentemente nerviosa mientras que las demás se encuentran ampliamente 

distribuidas en múltiples tejidos [Tobimatsu T, 1989]. Algunas de ellas presentan 

variantes de corte y empalme alternativos (splicing) y varias de ellas, como la δB 

contienen señales que las dirigen al núcleo. En el corazón ha sido demostrada por 

Northern blot la presencia de subunidades  δ  y  γ  [Tobimatsu T, 1989]. La 

subunidad  γ se encuentra en escasa cuantía, siendo la isoforma δ  la 

predominante en mamíferos incluido el humano [Hoch B, 1999; Maier LS, 2002]. 

La isoforma δ presenta dos variantes principales de splicing reconocidas hasta la 

fecha: la δB que modula la expresión de genes pro-hipertróficos y la señalización 

nuclear de Ca2+ [Mishra S, 2011] y la δC, asociada con la fosforilación de proteínas 

involucradas en el manejo del Ca2+ intracelular a nivel del RS como PLN y RyR2. 

En condiciones basales, en ausencia del complejo Ca2+-CaM, el dominio catalítico 

se encuentra inactivo por su unión al dominio regulatorio (auto-inhibición) En este 

último se halla presente un aminoácido importante en el funcionamiento de la 

CaMKII, el residuo Treonina 287 (T287). La unión del complejo Ca2+-CaM al 

dominio regulatorio, determina un cambio conformacional que interrumpe la 

interacción auto-inhibitoria, permitiendo que el sitio catalítico se despliegue 

dejando libre los sitios de unión para el ATP y el sustrato. La subunidad ahora 

activa, puede auto-fosforilar el residuo T287 antes mencionado (Figura 17). Esta 

fosforilación tiene dos consecuencias fundamentales: en primer lugar, aumenta 

unas 1000 veces la afinidad por el complejo Ca2+-CaM [Meyer T, 1992] debido a 

un cambio conformacional que estabiliza la interacción entre la CaMKII y la CaM, 

[Anderson ME, 2007]. En segundo lugar, aunque el complejo Ca2+-CaM se disocie 

al descender los niveles de Ca2+, la enzima se mantiene activa (en un 20-50%) por 

auto- fosforilación [Griffith LC, 2004]. 
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La disociación 

del complejo Ca2+-

CaM permite la auto-

fosforilación de sitios 

adicionales dentro del 

dominio regulador: los 

residuos T306 y T307. 

Estas fosforilaciones 

impiden que vuelva a 

unirse el complejo 

Ca2+-CaM en un 

proceso denominado 

“sellado” que limita la 

activación máxima 

persistente de esta 

quinasa [Hudmon A, 2002]. A su vez la actividad de la enzima se ve limitada 

cuando el fosfato en T287 es removido por acción de fosfatasas tales como PP1, 

PP2A, PP2C y la CaMKP, proteína fosfatasa con especificidad para la familia de 

CaMK , [Ishida A, 2003].  

Las formas descriptas de activación a través del complejo Ca2+-CaM y la 

auto-fosforilación del residuo T287 se conocen hace más de dos décadas, sin 

embargo, en los últimos años, nuevos modos de regulación de la actividad de 

CaMKII por modificaciones post-traduccionales han sido identificados.  

En primer lugar la CaMKII podría mantenerse activa en forma autónoma 

(aún tras la disociación del complejo Ca2+-CaM) por modificaciones producidas por 

incremento en las especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen 

Species). Los ROS oxidan los aminoácidos metionina en posición 281 y 282 (para 

la CaMKIIδ) ubicados en el dominio regulador y muy próximos al sitio de 

fosforilación T287 [Erickson JR, 2008]. El análisis cristalográfico de la proteína 

sugiere que la oxidación de la metionina en posición 282 mantiene activa a la 

CaMKII impidiendo la re-asociación entre los dominio catalítico y regulador [Rellos 
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P, 2010]. La metionina sulfóxido reductasa A (MsrA) es la enzima responsable de 

reducir los residuos de metionina oxidados, lo cual permite dar fin a la 

señalización persistente de CaMKII inducida por ROS [Erickson JR, 2008]. 

Hallazgos más recientes, describen otro potencial mecanismo para la 

activación de CaMKII. Las evidencias sugieren que el óxido nítrico (ON) podría 

mediar la S-nitrosilación de la quinasa en residuos cisteína del dominio regulatorio 

[Gutierrez DA, 2013]. Sin embargo aún son controvertidas las consecuencia de 

dicha modificación sobre la actividad de la enzima [Erickson JR, 2014].  

Se ha descripto que, en condiciones de hiperglucemia, la O-N-

acetilglicosilación (O-GlcNAc) del residuo S280 catalizada por la enzima O-GlcNAc-

transferasa, conduce a la activación persistente de esta quinasa [Erickson JR, 

2014]. Este modo de activación no canónica de la CaMKII cobraría relevancia en 

el contexto de la diabetes. La O-GlcNAc de CaMKII podría desempeñar un papel 

crítico en el remodelamiento estructural y eléctrico del corazón del paciente 

diabético. Todos los mecanismos de activación mencionados se han resumido en 

la Figura 17. 

 

EL DAÑO MIOCÁRDICO POR ISQUEMIA Y REPERFUSIÓN 
 

El corazón de un adulto sano posee un tamaño relativamente pequeño 

(≈300 gr), a pesar de lo cual requiere para su funcionamiento normal unos 30 Kg. 

de ATP [Ferrari R, 2003], de los 50 Kg totales que se producen a diario 

[Kühlbrandt W, 2015]. Debido a su gran demanda energética el corazón depende 

críticamente del constante aporte de nutrientes y oxígeno.  

Cuando una arteria coronaria se obstruye, el territorio miocárdico cuyo riego 

dependía de la misma se encuentra en peligro constituyendo lo que conocemos 

como área en riesgo (AAR, del inglés area at risk). Si la duración del período 

isquémico es breve y no supera los 15-20 minutos se logra prevenir la muerte 

celular en forma completa [Braunwald E, 1982; Buja LM, 2013]. Por el contrario si 

el tiempo de isquemia se prolonga la totalidad del AAR se transformará en tejido 
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necrótico dando lugar a un infarto de miocardio establecido. La base de la 

patología derivada del infarto agudo de miocardio (IAM) es la muerte de los 

cardiomiocitos [Ruiz Meana M, 2009]. El tamaño final del infarto determinará el 

grado de remodelado adverso del ventrículo izquierdo, la posible progresión a 

insuficiencia cardíaca y consecuentemente el pronóstico del paciente [Heusch G, 

2014].  

Cuando la obstrucción coronaria es diagnosticada en un paciente, 

difícilmente la reperfusión del tejido se instaure antes de haber ocurrido muerte 

celular. Grandes ensayos clínicos han demostrado que la reperfusión a través de 

la terapia trombolítica precoz luego del IAM, se asocia con una mejor función 

ventricular y mayor sobrevida [Hasche ET, 1995]. En respuesta a la restauración 

del flujo habrá células que son capaces de recuperar el control de la homeostasis 

y sobrevivir, mientras que otras no logran corregir el desequilibrio, sino que lo 

empeoran y mueren. Con el término injuria por reperfusión se hace referencia a 

los efectos deletéreos que se encuentran ligados a la reperfusión, que no fueron 

productos del período de isquemia anterior y que pueden ser revertidos por una 

intervención aplicada en el 

momento de la reperfusión [Piper 

HM, 1998]. Clásicamente se 

incluyen dentro de la injuria por 

reperfusión: la disfunción mecánica 

del ventrículo izquierdo, las 

arritmias de reperfusión y la muerte 

celular [Braunwald E, 1982; 

Valverde C.A., 2006; Said M, 2011]. 

Se estima que la injuria por 

reperfusión es responsable de 

aproximadamente el 50% de la 

superficie final del infarto [Yetgin T, 

2010], hecho por el cual Braunwald 

E. hace referencia a la misma como una “espada de doble filo” [Braunwald E, 
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1985] (Figura 18). La pérdida de células irreversiblemente dañadas como 

consecuencia de ambos eventos, isquemia y reperfusión es lo que se conoce 

como injuria irreversible por I/R.  

Los siguientes son los mecanismos descriptos que conducen a la muerte 

del miocito cardíaco como consecuencia de la I/R. 

a) Sobrecarga de Ca2+  
Como detallamos previamente, la interrupción en el flujo sanguíneo 

conduce al cese de la fosforilación oxidativa por falta de oxígeno, causando 

disminución de ATP y fosfato de creatina. Consecuentemente, se activa la 

glucólisis anaeróbica, en un intento por satisfacer la demanda energética pero 

ésta es incapaz de producir el nivel requerido de ATP. Este hecho se combina con 

la disminución del pH intracelular e intersticial producto de la acumulación de 

ácido láctico generado por la vía glucolítica [Kalogeris T, 2012]. En el corazón 

aislado de rata, al producirse la isquemia, el pH intracelular que normalmente es 

de 7.2, comienza a declinar alcanzando a los 20 minutos, valores cercanos a 6.4 

[Hendrikx M, 1994]. 

La reperfusión restaura rápidamente el pH intersticial induciendo la 

activación del intercambiador Na+/H+ (NHE) que, al expulsar los protones en un 

intercambio con Na+ incrementa la concentración intracelular de este ión. En este 

contexto el aumento de [Na+]i puede agravarse debido a la alteración estructural 

de la Na+/K+ ATPasa por oxidación o degradación proteolítica afectando el 

funcionamiento de la bomba [Garcia-Dorado D, 2012]. El aumento de [Na+]i 

induce la despolarización de la membrana y la activación del intercambiador 

Na+/Ca2+ (NCX) en su modo reverso provocando un ingreso neto de Ca2+ durante 

la reperfusión que puede contribuir directa o indirectamente a la muerte celular 

(Figura 19). El aumento de [Na+]i intracelular determina también, el hinchamiento 

celular y este estrés osmótico puede contribuir a la muerte del miocito 

predisponiendo a la ruptura del sarcolema.  
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Durante la isquemia 

se puede observar una 

contractura debida al 

ciclado lento de los 

puentes cruzados de 

actina-miosina, por la 

presencia de bajos niveles 

de ATP citosólico (menores 

a 100 μM) [Nichols CG, 

1990]. Dicha contracción 

tiene una intensidad 

moderada y no causa en 

principio daño estructural. 

Por el contrario la 

reperfusión ejerce efectos 

drásticos sobre la 

maquinaria contráctil del 

miocito (hipercontractura), 

provocando un marcado 

acortamiento miofibrilar y 

daño del citoesqueleto. Esto se traduce funcionalmente en un aumento de la 

presión diastólica final y rigidez parietal producto del simultáneo incremento en la 

producción de ATP y los altos niveles de Ca2+ intracelular [Piper HM, 2004]. Las 

fuerzas mecánicas que resultan de la hipercontractura de las células adyacentes 

producen la ruptura de la membrana celular y conducen a la necrosis [Piper HM, 

1998]. El uso experimental de 2,3-butanediona monoxima (BDM), un inhibidor de 

la actividad de la miosina, en los corazones sometidos a I/R reduce el tamaño del 

infarto y la liberación de la enzima intracelular láctico-deshidrogenasa [García-

Dorado D, 1992].  

Otra consecuencia de la sobrecarga de Ca2+ intracelular es la activación de 

una familia de tiol proteasas no lisosomales dependientes de Ca2+ llamadas 
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calpaínas [Inserte J, 2012]. Varias son las alteraciones que la activación de estas 

enzimas produce en la I/R. En primer lugar, clivan componentes del citoesqueleto 

como la α-fodrina y la ankirina, conduciendo a un aumento de la fragilidad de la 

membrana plasmática y por lo tanto a una reducción en la tolerancia a la 

hipercontractura celular y al estrés osmótico [Inserte J, 2004]. Además la 

proteólisis de otros componentes celulares como la Troponina C, la Troponina I y 

la desmina contribuyen a la disfunción contráctil característica de la reperfusión. 

Múltiples dianas adicionales han sido descriptas como blancos de las calpaínas 

activadas por la I/R [Inserte J, 2012]. 

Parte del exceso de Ca2+ citosólico puede ser internalizado por las 

mitocondrias a través del uniporter mitocondrial, permitiendo la llegada de estos 

iones a la matriz mitocondrial, donde contribuyen a la apertura del llamado poro 

de permeabilidad transitoria mitocondrial (mPTP, en inglés) (Figura 19). En la 

formación de este poro participan principalmente tres proteínas: el canal de 

aniones dependiente de voltaje (VDAC) en la MME, la translocasa de nucleótidos 

de adenina (ANT) en la MMI y la ciclofilina (CypD) en la matriz [Baines CP, 2009]. 

El mPTP es un canal de elevada conductancia, que une directamente el 

citoplasma con la matriz mitocondrial permitiendo el pasaje libre de iones, agua y 

moléculas de hasta 1,5 kDa [Zoratti M, 1995].  

La apertura del mPTP determina el colapso del gradiente de protones lo que 

conduce a un desacople de la fosforilación oxidativa y al bloqueo de la síntesis de 

ATP, comprometiendo la supervivencia de los cardiomiocitos. La gran cantidad de 

solutos presentes en la mitocondria provoca el influjo de agua hacia la matriz y la 

consecuente edematización de la misma que, al sobrepasar la escasa capacidad 

de estiramiento de la MME, lleva finalmente a la rotura mitocondrial [Gustafsson 

AB, 2008]. Si bien la ruptura mitocondrial puede determinar la liberación del 

citocromo c y otras proteínas pro-apoptóticas en el citosol, se cree que la apertura 

del mPTP conduce a la muerte celular, principalmente por necrosis [Halestrap AP, 

2006; Walters AM, 2012].  
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b) Aumento en la producción de ROS/RNS  
Aunque en condiciones normales, pequeños niveles de radical superóxido 

(O2•-) son generados por las células, el restablecimiento del flujo sanguíneo al 

tejido isquémico no sólo permite la reanudación de la fosforilación oxidativa y la 

producción de ATP, sino que también da lugar a un aumento en la generación de 

ROS y especies reactivas del N2 (RNS). Estas moléculas son capaces de 

interaccionar con constituyentes celulares tales como lípidos de membrana, 

proteínas y ADN, dañándolos [Mozaffari MS, 2013]. Este fenómeno ha sido 

denominado la “paradoja del oxígeno” [Hearse DJ, 1973].  

En el corazón aislado y perfundido de rata sometido a una isquemia global 

de 40 min se demostró un incremento de más de 4 veces en la generación de 

O2•- al principio de la reperfusión [Koyama T, 2013]. Durante la I/R: existen 

múltiples fuentes potenciales de ROS: la actividad del citocromo P450, el 

desacople y daño de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, la 

xantina oxidasa, la NAD(P)H oxidasa y la actividad de las óxido nítrico sintasas 

desacopladas [Kalogeris T, 2012]. Entre los diferentes tipos de ROS, el papel 

deletéreo del O2•- ha sido claramente demostrado al evidenciarse una 

disminución del daño en ratones sometidos a I/R que sobreexpresan la 

superóxido dismutasa (SOD) [Horie Y, 2001]  

Debido a que el O2•- tiene una vida media extremadamente corta sólo 

sería capaz de afectar a aquellos componentes celulares que se encuentran muy 

próximos al sitio de producción. Por el contrario, el H2O2 es menos reactivo pero 

puede cruzar membranas y actuar como segundo mensajero [Bretón-Romero R, 

2014] formando además otras especies altamente reactivas como el radical 

hidroxilo (•OH) [Fenton JHJ, 1894].  

Las RNS, derivan del óxido nítrico (ON) y también desempeñan un papel en 

la injuria por I/R. De hecho la interacción entre ROS y RNS puede extender la 

lesión a través de la formación de nuevas especies con gran poder pro-oxidante 

como el peroxinitrito [Kalogeris T, 2012]. Este mecanismo puede llevar a la 

disminución de la biodisponibilidad de ON, el cual, en bajos niveles, tiene función 

señalizadora y cardioprotectora [Pacher P, 2007; Lima B, 2010].   

 

45 

 



Mariano Nahuel Di Carlo                                                                                         Tesis Doctoral  
 

 

c) Muerte celular  
En el corazón, producto de la 

incapacidad de una replicación 

celularcompensadora significativa, 

la muerte celular se convierte en el 

eje central que subyace a gran 

parte de la fisiopatología 

cardiovascular.  

La descripción de la muerte 

celular adolece de un serio 

problema y es que la comunidad 

científica todavía no ha adoptado 

un sistema de clasificación que 

esté basado más en los parámetros 

bioquímicos que en el aspecto 

morfológico. En el presente trabajo 

se utilizará la terminología y 

lineamientos establecidos por el 

Comité de Nomenclatura de Muerte 

Celular [Galluzzi L, 2012]. 

Tres formas principales de 

muerte celular han sido 

clásicamente descriptas en la 

injuria por I/R miocárdica: la necrosis, la apoptosis y la autofagia [McCully JD, 

2004] (Figura 20 y 22). Sin embargo, actualmente se han descripto al menos 13 

tipos diferentes de muerte celular (catástrofe mitótica, anoikis, entosis, pyroptosis, 

necroptosis, etc) [Galluzzi L, 2012].  

c.i) Necrosis 
Las características fundamentales de la necrosis desde el punto de vista 

morfológico incluyen: la edematización de las células y sus organelas, la 
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disociación de los ribosomas del RE rugoso, la pérdida de la integridad estructural 

de la membrana plasmática, y tardíamente desintegración y condensación nuclear 

de la cromatina. La ruptura de la membrana plasmática conduce a la liberación 

masiva del contenido de la célula al espacio intersticial lo que genera una 

respuesta inflamatoria secundaria [Ziegler U, 2004]. Es de destacar que esta 

liberación del contenido celular tiene valor diagnóstico en la práctica clínica y es 

un marcador de la presencia de necrosis miocárdica. El grado de necrosis puede 

evaluarse a través de la medición de enzimas liberadas como la 

lacticodeshidrogenasa (LDH), la creatinfosfoquinasa (CK) y sus isoenzimas y 

proteínas no enzimáticas como las troponinas cardíacas [Dos Santos A, 1999; Bel 

MS, 2003].  

 Dadas sus características morfológicas, clásicamente la necrosis se ha 

considerado un proceso de muerte pasivo, accidental y no regulado, consecuencia 

directa de un estrés abrumador para la célula. Por lo tanto se creyó  que no podía 

ejercerse ningún control sobre ella. [Kalogeris T, 2012, Kung G, 2011]. Sin 

embargo, en la última década distintas líneas de investigación han puesto en 

evidencia que este tipo de muerte es un proceso que también puede ser regulado 

[Whelan RS, 2010, Jouan-Lanhouet S, 2014] y esta forma de “necrosis 

programada” ha recibido el nombre de Necroptosis [Degterev A, 2005]. Esta vía se 

inicia con la activación de receptores por parte de serina/treonina quinasas 

denominadas “proteínas que interactúan con el receptor” (del inglés, receptor 

interacting proteins, RIPs) [Smith CC, 2011], aumentando la producción de ROS 

los cuales contribuyen a la apertura del poro de transición mitocondrial (mPTP) 

dañando irreversiblemente las mitocondrias. [Morgan MJ, 2008, Vandenabeele P, 

2010, Marshall KD, 2014]. 

 Actualmente no se conoce la contribución relativa de la forma no regulada 

frente a la necrosis programada, pero esta última ha sido demostrada en el infarto 

de miocardio y otras entidades como la insuficiencia cardíaca y el accidente 

cerebrovascular [Whelan RS, 2010].  
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c.ii) Apoptosis 
Los hallazgos morfológicos más característicos de la apoptosis son la 

condensación de la cromatina (picnosis) y la fragmentación nuclear en las fases 

más tardías (cariorrexis). Los cambios nucleares se acompañan de una 

degradación internucleosomal del material genético, generando fragmentos de 

ADN de doble cadena de 180 a 200 pares de bases. Las células apoptóticas 

presentan encogimiento celular con pérdida del contacto con sus vecinas y 

aparición de protrusiones en la superficie de la membrana plasmática 

denominadas vesículas o ampollas. La membrana plasmática y organoides 

celulares incluyendo las mitocondrias, se preservan, al menos, durante las fases 

iniciales. Finalmente las vesículas se desprenden de la superficie celular 

llevándose consigo parte del citoplasma, organelas y/o fragmentos nucleares 

dando origen a los cuerpos apoptóticos, que serán capturados por fagocitos o 

células vecinas. Como los componentes celulares no escapan de la célula, no se 

produce respuesta inflamatoria. Sin embargo, si los cuerpos apoptóticos no son 

fagocitados, sufren cambios similares a la necrosis, con liberación de su 

contenido al exterior, lo que ha sido llamado “necrosis secundaria” [Ziegler U, 

2004; Kroemer G, 2008]. 

En la producción de apoptosis han sido descriptas principalmente dos vías 

de señalización: una vía extrínseca (también conocida como "vía del receptor de 

muerte"), en la que la apoptosis se desencadena por la activación inducida por un 

ligando (Fas, TNF, etc.) interactuando con el llamado “receptor de muerte” en la 

superficie celular; y una vía intrínseca (también llamada "vía mitocondrial"), 

resultante de una cascada intracelular de eventos entre los cuales se destaca la 

permeabilización de la MME que determina la salida al citosol de una serie de 

componentes pro-apoptóticos que normalmente se encuentran confinados al 

espacio intermembrana [Crow MT, 2004; Kalogeris T, 2012]. Las proteínas 

liberadas incluyen entre otras al citocromo c, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, y la 

endonucleasa-G (EndoG). La permeabilidad de la mitocondria se encuentra 

estrechamente regulada por una familia de proteínas denominada Bcl-2, dentro 
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de la cual están incluídos miembros antiapoptóticos como Bcl-2, Bcl-xL y 

proapoptóticos: Bax, Bak, Bad, Bim, Bik, Blk, Puma y Noxa [Broughton BR, 2009].  

Bax y Bak son necesarios para iniciar la activación de la vía intrínseca, ya 

que los animales deficientes en estas proteínas son resistentes a la apoptosis por 

ese  mecanismo [Wei MC, 2001]. A través de un proceso no totalmente 

establecido los estímulos apoptóticos activan Bax y Bak. La activación de Bax 

conlleva su translocación desde el citosol a la mitocondria, y su inserción en la 

MME, facilitando la salida del citocromo c entre otros componentes [Suzuki M, 

2000]. En el caso de Bak, ya está anclado en la MME, interaccionando con la 

proteína llamada VDAC 

2 (del inglés, voltage-

dependent anion 

channel 2), integrante 

del mPTP que lo 

mantiene inactivo. Esta 

inhibición desaparece 

al activarse otras 

proteínas como Bim, 

Bad y Bid las cuales 

separan al VDAC2, 

permitiendo la 

oligomerización de Bak 

en la MME y la 

consecuente liberación 

de componentes 

proapoptóticos [Crow MT, 2004] (Figura 21).  

En cuanto a los principales miembros antiapoptóticos, Bcl-2 se encuentra 

constitutivamente en la MME, el RS y la envoltura nuclear [Krajewski S, 1993]. Se 

acepta que la relación Bcl-2 o Bcl-xL / Bax o Bak es determinante para que la 

célula inicie o no la cascada apoptótica [Oltvai ZN, 1993].  
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Las dos vías de apoptosis requieren de la activación posterior de un grupo 

de enzimas denominadas caspasas, que se encuentran normalmente en la célula 

como zimógenos inactivos (procaspasas). Las caspasas se pueden dividir en dos 

subgrupos en función de su estructura y de la secuencia temporal de activación 

durante la muerte celular [Fink SL, 2005]: las caspasas iniciadoras 2, 8, 9 y 10 

que activan a su vez al otro grupo de caspasas, las efectoras 3, 6, y 7. 

Para activar las caspasas el citocromo c liberado al citoplasma, interacciona 

con una proteína denominada APAF-1 (del inglés, apoptotic protease activating 

factor-1) que al unirlo se oligomeriza y recluta a la procaspasa-9 para dar lugar a 

la formación de una estructura denominada apoptosoma [Jiang X, 2000; Acehan 

D, 2002] con la consecuente activación de la caspasa-9. Una vez activada, la 

caspasa-9 cliva a la procaspasa-3 [Slee EA, 1999]. La caspasa 3 es la encargada 

de llevar a su fin el programa de muerte celular a través de la escisión de al 

menos 45 proteínas diferentes:  proteínas citoplasmáticas, del citoesqueleto y de 

unión celular, nucleares, del metabolismo, de reparación del DNA, quinasas, 

involucradas en la señalización celular, proteínas reguladoras del ciclo celular, y 

proteínas de la propia apoptosis (Bcl-2 y Bcl-xL,) [Earnshaw WC, 1999].  

  Un segundo grupo de proteínas pro-apoptóticas son liberadas por la 

mitocondria permeabilizada: AIF (del inglés, Apoptosis-inducing factor), la 

endonucleasa G y la CAD (del inglés, Caspase-Activated DNase) que necesita ser 

activada por la caspasa 3. Todas ellas se translocan al núcleo causando la 

fragmentación del ADN en segmentos de 50-300 kb [Joza N, 2001] y la 

condensación de la cromatina característica de la apoptosis [Elmore S, 2007]. 

Normalmente las células se encuentran protegidas de la apoptosis por medio de 

un grupo de proteínas denominadas “inhibidores de la apoptosis” que incluyen a 

XIAP (del inglés, X-linked inhibitor of apoptosis) y a cIAP 1 y 2 (del inglés, cellular 

inhibitor of apoptosis 1 and 2) capaces de inhibir a la caspasa 3, 7 y 9 [Deveraux 

QL, 1998]. 
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c.iii) Autofagia 
La “muerte celular autofágica” se 

define morfológicamente como la muerte 

que se produce en ausencia de 

condensación de la cromatina, pero 

acompañada por vacuolización autofágica 

masiva del citoplasma (Figura 22) 

[Galluzzi L, 2012].  

La autofagia es un proceso 

fisiológico por el cual la célula a través de 

la formación de un “autofagosoma” 

secuestra componentes citoplasmáticos 

dañados o en exceso para su eliminación [Gustafsson AG, 2008]. La autofagia 

proporciona a la célula una herramienta para afrontar condiciones adversas, 

(privación de nutrientes, la hipoxia, etc.), proveyéndole de aminoácidos y ácidos 

grasos que le permiten mantener la homeostasis. [Kalogeris T, 2012]. La 

deficiencia de este mecanismo en los miocitos puede conducir al desarrollo de 

cardiomiopatía (enfermedad de Danon) [Gustafsson AG, 2008]. Por lo antes 

expuesto, la autofagia es un mecanismo de supervivencia más que de muerte 

celular. Sin embargo, la autofagia no controlada podría contribuir a la lesión por 

I/R [Kalogeris T, 2012]. Se ha descripto que este proceso tendría un rol dual 

siendo beneficioso en la isquemia, pero deletéreo en la reperfusión [Matsui Y, 

2007]. La participación de la autofagia en la lesión por isquemia y reperfusión es 

actualmente objeto de investigación siendo los resultados aún contradictorios. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 

Trabajos previos desarrollados en nuestro laboratorio demostraron que 

CaMKII desempeña un papel clave en la lesión por isquemia y reperfusión (I/R) 

[Vila Petroff M, 2007] y que las fosforilaciones dependientes de esta quinasa a 

nivel del retículo sarcoplasmático (RS) son relevantes en el mecanismo de muerte 

celular y disfunción contráctil que este proceso origina [Salas MA, 2010]. 

Considerando que CaMKII presenta dos sitios blanco a ese nivel, T17 de PLN y 

S2814 del RyR2, planteamos como hipótesis en este trabajo lo siguiente: 

 El efecto deletéreo de la activación de CaMKII en la injuria por I/R se debe 

a las consecuencias funcionales de la fosforilación de su o sus sustratos a nivel 

del RS. 

OBJETIVOS 

General: 
 

• Establecer el papel desempeñado por las fosforilaciones dependientes de 

CaMKII a nivel del RS en el daño por I/R: 

 

Particulares:  
 

En un protocolo de I/R:  

• Determinar el patrón de expresión y fosforilación de CaMKII y sus sustratos a 

nivel del RS: PLN y RyR2. 

• Analizar a través del uso de ratones transgénicos, las consecuencias que. sobre 

la actividad contráctil y la viabilidad celular, produce el bloqueo simultáneo de las 

fosforilaciones de CaMKII a nivel del RS.  

• Discriminar el rol particular que cumple en el proceso de daño miocárdico, cada 

una de las fosforilaciones dependientes de CaMKII en PLN y RyR2, a través de 

ratones con mutaciones específicas.  
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Para estudiar las hipótesis propuestas en este trabajo de Tesis Doctoral, se 

combinaron medidas de parámetros mecánicos, determinaciones de viabilidad 

por microscopía de fluorescencia, estudios de corrientes de Ca2+, 

caracterizaciones  histológicas y determinaciones bioquímicas. Se usaron 

herramientas farmacológicas y ratones transgénicos para la disección de los 

distintos mecanismos propuestos.  

Los experimentos con animales fueron realizados de acuerdo con las 

normas de la Guía de Mantenimiento y Uso de Animales de Laboratorio (NIH, 

2011). Los protocolos experimentales que se desarrollaron fueron aprobados por 

el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) 

de la Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata (Nro. 

T05022014). 

 

ANIMALES  
Los experimentos presentados se realizaron en los siguientes ratones 

knock-in machos, de 3-4 meses de edad y de un peso entre 25-30 gramos: 

 

a) Ratones SR-AIP: expresan un inhibidor selectivo de la actividad de CaMKII (AIP) 

dirigido al RS. Esta cepa fue provista por el Dr. J. Dedman con quien mantenemos 

una cooperación científica [Ji Y, 2003]. 

b) Ratones PLNDM: expresan una forma mutada de fosfolamban (PLN) en la que 

los residuos fosforilables por PKA y CaMKII, S16 y T17 respectivamente, fueron 

sustituidos por alanina (PLNDM) para impedir su fosforilación [Brittsan AG, 2000] 

(obtenidos de la Universidad de Missouri / Harlan, Mouse Regional Resource 

Center, NIH).  

c) Ratones Ser2814A: expresan una forma mutada del RyR2 en la que el residuo 

Serina en la posición 2814 fue sustituido por alanina para impedir su fosforilación 

por CaMKII Estos ratones fueron provistos por el Dr. Xander Wehrens con quien ya 

hemos publicado trabajos en colaboración [Chelu MG, 2009]  
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d) Ratones Ser2814D: expresan una forma mutada del RyR2 en la que el residuo 

Serina en la posición 2814 fue sustituido por ácido aspártico para imitar la 

fosforilación constitutiva por CaMKII. Esta cepa fue provista también por el Dr. 

Xander Wehrens [van Oort RJ, 2010].  

 

Como controles (CTL) fueron utilizados los siguientes ratones: Wild Type (WT) de la 

misma cepa que los S2814A y S2814D, BALB/c para los SR-AIP y C57BL/6 para 

los PLNDM. 

PERFUSIÓN DE CORAZONES DE RATÓN. TÉCNICA DE LANGENDORFF. 
Los animales fueron anestesiados con 

una inyección intraperitoneal de pentobarbital 

sódico a una dosis de 50 mg/kg comprobándose 

el arribo al plano profundo de anestesia a través 

de la pérdida del reflejo podal y corneal. 

 Una vez realizada la toracotomía, se 

canuló la aorta y el corazón aislado fue 

perfundido por la técnica de Langendorff [Liao R, 

2012] a temperatura (37°C) y flujo coronario 

constante (3-4 ml/min) hasta alcanzar una 

presión de perfusión coronaria entre 80 y 

100mmHg. Luego del pinzamiento del nódulo A-

V, se fijó la frecuencia cardíaca en 300 

latidos/min mediante electrodos punzados en el 

ventrículo derecho. Para perfundir, se empleó 

una solución tampón de bicarbonato con la 

siguiente composición (en mM): 128,3 ClNa; 4,7 ClK; 2,5 ClCa2; 20,2 HCO3Na; 0,4 

H2PO4Na; 1,1 MgSO4; 11,1 glucosa y 0,04 EDTANa2. Esta solución se equilibró con 

95% O2 -5% de CO2 hasta lograr un pH de 7,4. 

La actividad mecánica se registró digitalmente, mediante la introducción en 

el ventrículo izquierdo (VI) de un balón de látex conectado a un transductor de 
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presión (ADInstruments MLT 0380, CO, EE.UU.). El balón se llenó con solución 

acuosa hasta conseguir una presión diastólica final (PDFVI) de aproximadamente 

5-10 mmHg. La contractilidad del VI se evaluó midiendo la presión desarrollada 

(PDVI).  

Una vez montados en el equipo de Langendorff (Figura 23), los corazones 

fueron  perfundidos y estabilizados durante 10 minutos (Pre-Isquemia, Pre-Isq) 

sometiéndolos a continuación, a la interrupción total del flujo coronario (isquemia 

global normotérmica, Isq.) durante un período de 45 minutos. En este lapso el 

corazón dejó de ser estimulado eléctricamente. Finalizada la isquemia, se 

restauró la perfusión coronaria (reperfusión, R) por 120 minutos, 

simultáneamente con la estimulación eléctrica (Figura 24).  

 
Al final de la reperfusión o a distintos tiempos durante la misma y 

dependiendo del estudio a realizarse, los corazones fueron:  

a) Teñidos para determinar el área de infarto (tinción con TTC)  

b) Preservados en una solución de formol tamponado (pH 7) y 

posteriormente procesados para estudios histológicos con microscopía óptica de 

fluorescencia (TUNEL).  

c) Congelados en N2 líquido y conservados a -80º C para realizar las 

determinaciones bioquímicas de expresión y fosforilación de las proteínas de 

interés (PLN, RyR2, Bax/Bcl-2, CaMKII). 

Se recolectó además el efluente de los primeros 10 min de reperfusión 

para determinar la actividad de la enzima láctico deshidrogenasa. 

 

 Cabe señalar que la utilización de la perfusión ex-vivo de los corazones por 

medio de la técnica de Langendorff, tiene la ventaja de evitar la variabilidad del 

modelo in-vivo debida a factores tales como la influencia neurohumoral, del 

sistema de coagulación, inmunitario, etc. [Bernal DR, 2004].  
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DETERMINACIÓN DEL ÁREA DE INFARTO 
Al finalizar los 120 

min de  reperfusión, el 

corazón fue perfundido 

durante 7 min más, con 

una solución fosfato (pH 

7,4) conteniendo 1% de 

cloruro de trifeniltetrazolio 

(TTC). Con esta tinción, en 

el tejido viable el 

colorante es convertido 

por las deshidrogenasas 

intracelulares en un 

precipitado de color rojo. 

Por el contrario el tejido 

no viable permanece de color blanco. Estando aún el corazón en el sistema de 

Langendorff, se lo sumergió en una cámara conteniendo la misma solución de TTC 

durante otros 7 min. Al finalizar la tinción, el corazón aislado del sistema de 

perfusión, fue mantenido a -20°C durante 1 hora con el fin de dar firmeza al tejido 

para luego ser cortado transversalmente en seis secciones (de aproximadamente 

1 mm de espesor) a lo largo del eje longitudinal del VI, desde el vértice a la base. 

Para visualizar mejor las áreas de infarto las secciones fueron almacenadas en 

solución de formaldehído al 10% durante 48 horas (Figura 25). Pasado este 

tiempo las secciones fueron escaneadas y el área de infarto calculada mediante 

planimetría utilizando el software ScionImage (ScionCorp, EE.UU.). El grado de 

infarto se expresó como porcentaje del área de riesgo, que en nuestra 

preparación, al ser un isquemia global, corresponde al área total del corazón 

[Suzuki M, 2002].  

 

DETERMINACIÓN DE LA LIBERACIÓN DE LÁCTICO DESHIDROGENASA (LDH) 
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Para evaluar la muerte 

de las células miocárdicas se 

midió por espectrofotometría 

la actividad de la LDH en el 

efluente coronario. Esta 

enzima intracelular se libera 

en la necrosis. Se tomaron 

muestras a diferentes 

tiempos durante el protocolo: 

Preisquemia y a 1, 5 y 10 

minutos de Reperfusión.  

La LDH cataliza la reducción del piruvato por NADH, obteniéndose lactato y 

NAD+. La concentración de la enzima puede ser determinada a partir de la 

velocidad de desaparición del NADH, medido a 340 nm de longitud de onda. En 

estas determinaciones se utilizó un kit comercial (Wiener lab, Germany)  

 Durante el procedimiento, la muestra tratada según las especificaciones del 

kit fue vertida en una cubeta plástica adecuada para el espectrofotómetro 

(Shimadzu UV 300, Figura 26), leyéndose la absorbancia cada 30 segundos por 

un período de 3 min. Con los datos obtenidos se realizó el cálculo de los 

resultados según las especificaciones del fabricante. Todas las reacciones fueron 

llevadas a cabo a temperatura ambiente. 

 

DETERMINACIÓN DE APOPTOSIS  
Con el fin de identificar los núcleos de las células apoptóticas se utilizó la 

técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated X-dUTP nick 

end labeling). Corazones fijados e incluidos en parafina fueron cortados con un 

micrótomo en secciones de 5 µm de espesor. Se procedió luego a desparafinizar e 

hidratar los cortes a través del pasaje por xilol (x2), alcohol 100 (x2), alcohol 96, 

alcohol 50 y finalmente agua destilada.  
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Los extremos terminales del ADN fragmentado por las caspasas, fueron 

detectados utilizando un kit comercial (In situ Cell Death Detection kit, Roche, 

Suiza). En esta reacción la deoxi-nucleotidil-transferasa fija a los extremos del ADN 

el nucleótido dUTP conjugado con un marcador fluorescente. Se realizó además la 

tinción del ADN de todos los núcleos con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Las 

secciones teñidas fueron capturadas con una cámara de vídeo RGB digital 

(Evolution VF, QImaging, Canadá) conectada a un microscopio (Olympus BX-50, 

Tokio). Veinte áreas de gran aumento (objetivo 40X) fueron elegidas al azar y 

fotografiadas analizándose aproximadamente 500 miocitos por sección. Las 

imágenes fueron procesadas con un programa digital analizador de imágenes 

(Image-Pro Plus V6.O, Silver Spring, MA) y el porcentaje de núcleos TUNEL-

positivos respecto al total de núcleos fue calculado por dos investigadores 

independientes (estudio doble ciego). Se identificaron los miocitos cardíacos en 

base a sus características morfológicas (núcleos con forma elíptica y citoplasma 

estriado) y parámetros morfométricos [Gerdes AM, 1991]. 

 

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNAS  
Los corazones congelados a distintos tiempos de reperfusión (3, 15 y/o 

120 min) fueron utilizados para evaluar la expresión de las siguientes proteínas: 

CaMKII, PLN, RyR2, Bax, Bcl-2 y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), 

siendo esta última empleada como control de carga de las proteína sembradas. 

Simultáneamente se estudió la fosforilación de los siguientes sitios: residuos S16 

(sitio PKA) y T17 (sitio CaMKII) de PLN, residuos S2808 (sitio PKA) y S2814 (sitio 

CaMKII) del RyR2 y el residuo fosforilable T286 de CaMKII (p-CaMKII).  

Preparación de homogenatos 
El tejido ventricular pulverizado de ratón resuspendido en 4 volúmenes de 

un medio buffer (ver tabla I) fue disgregado utilizando un homogenizador 

(Polytron, Brinkman Instruments).  
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Componente Concentración  

KH2PO4 30 mM 

NaF 25 mM 

EDTA  5 mM 

Sacarosa 0,3 M 

Pepstatina 1 μM 

Tabletas de cocktail inhibidor de proteasas 

Complete (Roche) 

 

Tabla I. Composición del medio buffer utilizado en la homogeneización. 

 

Todo el procedimiento se realizó a 4ºC. Luego de homogeneizadas las 

muestras se transvasaron a tubos Eppendorff de 1500 μl para su centrifugación a 

12000g durante 10 min. Se descartó el pellet y en el sobrenadante se determinó 

la concentración de proteínas por el método de Bradford (Bio-Rad Laboratorios, 

Inc. USA) utilizando albúmina bovina como estándar [Bradford MM, 1976]. 

A partir de las proteínas obtenidas se procedió del siguiente modo:  

Para la valoración de pCaMKII, PLN total y sus formas fosforiladas, 30 µg de 

proteína se combinaron con un volumen apropiado de buffer de la muestra (SDS 

sample buffer) siendo resueltos mediante electroforesis utilizando geles de 

poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) siguiendo la técnica descripta 

por Porzio y Pearson [Porzio MA, 1977]. La composición del gel de resolución fue: 

acrilamida 10% (con una relación acrilamida:bisacrilamida 30:1); Tris/Glicina 400 

mM (1:3) pH: 8,8; Glicerol 5%; SDS 0,1 % y EDTA 0,2 mM. La composición del gel 

de apilamiento fue: acrilamida 4%; Tris-HCl 125mM pH 6,8 y SDS 0,1%. Las 

corridas electroforéticas se realizaron a voltaje constante (120 V) en buffer 

conteniendo: Tris 50 mM, Glicina 150 mM, SDS 0,1% (pH: 8,3). La transferencia 

semiseca de las proteínas a la membrana PVDF (membrana de polivinilo 

Immobilon-P, Millipore) se realizó en presencia del siguiente buffer: Tris 25 mM, 

Glicina 192 mM, Metanol 10%, a voltaje constante (12 V) durante una hora. 
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Terminada la transferencia, las membranas se bloquearon con buffer Tris-salino 

TBS: (Tris 50 mM - ClNa150 mM, pH 7,4) con 5% de leche descremada durante 1 

hora, sin o con el agregado de 0,1% Tween según los distintos anticuerpos. 

Posteriormente las membranas se incubaron a 4ºC, de 5 a 15 hs dependiendo del 

anticuerpo primario utilizado, con las siguientes diluciones de los mismos: para 

PLN fosforilada en su residuo T17 (pT17 PLN) y en su residuo Ser16 (pS16 PLN) 

(Badrilla) 1:5000 en TBS-5% leche, para la detección de PLN total 

(AffinityBioReagents) 1:2000 en TBS-1% leche, en el caso de pCaMKII (Abcam) 

1:1000 en TBS-0,1% Tween-1% albúmina.  

Para la inmunodetección de Bax, Bcl-2 y GAPDH, 40 µg de proteínas se 

resolvieron en geles de poliacrilamida-SDS preparados de acuerdo a la técnica 

Laemmli [Laemmli UK, 1970]. El gel separador contenía: acrilamida 7,5%; Tris 1,5 

M pH: 8 y SDS 1% con un porcentaje de acrilamida de 15%. La corrida 

electroforética se desarrolló a voltaje constante (120 V) (Figura 28) en buffer 

conteniendo: Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1% (pH 8,3). Los geles se 

transfirieron a membranas de PVDF y se bloquearon como se indicó más arriba. 

Posteriormente las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios. Para 

la detección de Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology) se utilizó una dilución 1:1000 

preparada en TBS-0,1% Tween-1% leche, para la de Bax (Santa Cruz 

Biotechnology) se empleó una dilución 1:2000 en TBS-0,1% Tween-1% leche y 

para GAPDH (Millipore) 1:5000 en TBS-0,1% Tween-1% leche. 

La detección de RyR2 y sus formas fosforiladas (S2814 y S2808) se llevó a 

cabo del siguiente modo: 100 µg de proteínas con un volumen apropiado de 

buffer de la muestra se separaron en geles de poliacrilamida-SDS preparados 

según la técnica de Laemmli utilizando un porcentaje de acrilamida de 3% para el 

gel apilador y 6% para el gel separador. La corrida electroforética transcurrió a 

voltaje constante de 120 V. Los geles se transfirieron a membranas de PVDF 

(transferencia húmeda a voltaje constante de 25 V, a 4ºC durante 15 hs); luego 

las membranas se bloquearon con buffer TBS-5% leche-0,1% Tween durante 1 h. 

Posteriormente se incubaron 5 hs a 4ºC con los anticuerpos primarios en dilución 
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1:5000 en TBS-0,1% Tween-1% leche para RyR2 (Affinity Bioreagents), RyR2 

fosforilado en Ser2808 (pS2808, Badrilla) y en Ser2814 (pS2814, Badrilla). 

En todos los casos se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a 

peroxidasa. La inmunorreactividad se visualizó mediante el kit de detección de 

quimioluminiscencia basado en peroxidasa, ECL Plus (AmershamBiosciences, 

Pittsburgh, PA, EE.UU.). La intensidad de señal de las bandas en las 

inmunotransferencias se cuantificó por densitometría utilizando el software Image 

J (NIH, EE.UU.) 

 

AISLAMIENTO DE MIOCITOS 
 Para la determinación de las corrientes de Ca2+ a nivel celular, corazones 

aislados y montados en un sistema Langendorff fueron perfundidos a 37°C con 

una solución de buffer HEPES conteniendo (en mM): 146.2 ClNa, 4,69 ClK, 1 

Cl2Ca, 10 HEPES, 0.35 H2PO4Na, 1,05 SO4Mg, 11 Glucosa). La solución fue 

gaseada constantemente con O2 al 100% (al igual que el resto de las soluciones 

utilizadas) [Vila-Petroff, 2007]. Después de un período de 4 min de perfusión, la 

solución fue reemplazada por otra libre de Ca2+ durante 6 min. Transcurrido este 

tiempo, se adicionó a la solución de HEPES, 50 µM de Cl2Ca, colagenasa (300 

U/ml), proteasa (0,1 mg/ml) y albúmina de suero bovino al 1% (BSA), con el 

objetivo de iniciar la separación de los miocitos. La perfusión se mantuvo hasta 

que se evidenció flaccidez en el tejido miocárdico (14-18 min). Luego, se separó el 

tejido ventricular realizando un corte a nivel de la unión aurículo-ventricular y los 

ventrículos fueron cortados en pequeñas piezas. El tejido fue posteriormente 

inmerso en la solución de enzimas proteolíticas descripta, en constante agitación 

a 37ºC entre 5 a 10 min dependiendo del grado de digestión evaluado por 

microscopía. Los miocitos libres fueron lavados sucesivas veces con solución de 

HEPES al 1% de BSA y a concentraciones crecientes de Cl2Ca hasta llegar a una 

concentración final de 1 mM. Las células fueron mantenidas en estas 

condiciones, a temperatura ambiente hasta su utilización.  
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MEDICIÓN DE LA CORRIENTE DE Ca2+ (ICa2+) EN MIOCITOS AISLADOS  
Los miocitos ventriculares aislados se 

colocaron en una cámara de perfusión 

conteniendo la solución de HEPES ya 

descripta para el aislamiento. Se utilizó la 

técnica llamada patch-clamp en configuración 

whole-cell. Básicamente, se accede a la 

membrana celular con una micropipeta de 

vidrio y se forma un sello de alta resistencia y 

estabilidad mecánica. Luego el sello se 

rompe por succión accediéndose al interior 

de toda la célula. Esto permite el intercambio 

de moléculas entre el citoplasma y la solución 

interna con la cual se llena la pipeta y realizar 

los registros de corriente macroscópica 

(voltage-clamp) con un amplificador de patch-

clamp (Axopatch 200A, Axon Instruments) 

[Aiello EA, 2001] (Figura 27). La punta de la 

pipeta se posicionó encima de la célula conteniendo una solución similar al 

citoplasma compuesta por (en mM): 140CsCl, 1Cl2Mg, 5Na2ATP, 5EGTA, 10Hepes, 

pH ajustado a 7.2 con OHNa. Se utilizó como electrodo de referencia un alambre 

de Ag/AgCl en contacto con la solución extracelular. 

Las corrientes (filtradas a 1 kHz) se registraron directamente a través de un 

convertidor analógico-digital (Digidata 1200, Axon Instruments) que permite enviar 

las señales de potencial adecuadas al amplificador y digitalizar las señales de 

corriente recibidas de éste. El control de instrumentos y registro de señales se 

realiza mediante el software pClamp y Axotape (Axon Instruments).  
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Para llevar a cabo 

estas determinaciones, 

se generaron pulsos 

despolarizantes (250 

mseg) fijando el voltaje 

a 0,2 Hz. El potencial de 

mantenimiento utilizado 

fue de -80 mV para prevenir la inactivación lenta y minimizar la caída de corriente. 

Se empleó un prepulso de 50 mseg a -40 mV, para inactivar los canales de Na+ y 

el potencial de los canales tipo T de Ca2+. Se utilizaron 2 protocolos involucrando 

el pulso de prueba (Figura 28 y 29), el primero consistió en un único pulso a 0 mV 

con el objetivo de evaluar la 

corriente pico de Ca2+. El 

segundo protocolo se 

confeccionó con escalones 

de 10 mV, comenzando en  -

80 mV y finalizando en +60 

mV, con el objetivo de 

visualizar la dependencia de 

la corriente al voltaje. Las 

corrientes evocadas por los pulsos de prueba mostraron una cinética de 

activación e inactivación consistentes con las corrientes de Ca2+ tipo L. Para cada 

célula, se registró la corriente capacitiva de la membrana, normalizando las 

corrientes por la capacitancia de la célula. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, se presentan de acuerdo 

a los objetivos planteados: 

DETERMINACIÓN DE LA PARTICIPACIÓN DE LAS FOSFORILACIONES 
DEL RS DEPENDIENTES DE CAMKII EN LA INJURIA POR I/R 

 

Para llevar a cabo 

este primer objetivo, 

realizamos 

experimentos con el fin 

de examinar la 

existencia de cambios 

en el patrón de 

fosforilación del residuo 

T287 de CaMKII, índice 

de su activación. 

Corazones aislados de 

ratones C57BL/6 fueron 

sometidos a un protocolo de I/R (I45 minutos/R3 minutos). La elección del tiempo 

de reperfusión se basó en resultados de experimentos previos, realizados en rata, 

donde se comprobó que la máxima fosforilación del sitio T17 de PLN, sustrato 

específico de CaMKII, se producía a los 3 minutos del comienzo de la R [Vila 

Petroff M, 2007]. En la Figura 30 se pueden observar los resultados obtenidos. Un 

incremento significativo en los niveles de autofosforilación de CaMKII respecto a 

los niveles pre-isquémicos fue evidente a los 3 minutos de R.  

Habiendo demostrado que CaMKII está activada al comienzo de la R, 

decidimos caracterizar la expresión y fosforilación de sus proteínas blanco en el 

RS, (T17 de PLN y S2814 del RyR2), a distintos tiempos durante la R. Para valorar 

la posible activación adrenérgica en nuestro modelo, también evaluamos la 

presencia de fosforilaciones de los sitios dependientes de PKA, S16 de PLN y 

S2808 del RyR2.  
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Con el fin descripto, corazones de ratones C57BL/6 fueron congelados al 

final de la pre-isquemia y al cumplirse los 3 y 15 minutos de R. 

Esta serie de 

experimentos permitió 

detectar un incremento 

significativo, en la 

fosforilación del sitio 

T17 de PLN a los 

tiempos estudiados de 

R sin cambios en los 

niveles de expresión de 

PLN (Figura 31). 

El aumento 

observado en la 

fosforilación de T17 se 

correspondió 

temporalmente con un 

incremento significativo 

de la fosforilación del 

residuo S2814 del 

RyR2 a los 3 minutos 

de reperfusión que persistió a los 15 minutos aunque sin alcanzar diferencias 

estadísticas. La expresión de la proteína RyR2 presentó un descenso significativo 

a los tiempos estudiados, dato que coincide con resultados previos de nuestro 

grupo y otros [Salas MA, 2010; Pedrozo Z, 2010] (Figura 32). 

Al examinar la fosforilación en los sitios PKA dependientes, S16 de PLN y 

S2808 del RyR2, no se detectaron cambios respecto a los niveles pre-isquémicos 

(Figuras 31 y 32). En base a estos resultados descartamos en nuestro protocolo la 

participación de una vía dependiente de PKA, que pudiera estar influyendo en el 

efecto deletéreo.  
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Una vez comprobado que durante la I/R se producía activación de CaMKII y 

fosforilación de sus sustratos en el RS, decidimos establecer el grado de 

participación de estas fosforilaciones en la producción del daño.  

 

 

 

Realizamos experimentos de I/R en ratones de la cepa SR-AIP. Estos 

ratones, como ya fue descripto, expresan un inhibidor específico de la CaMKII 

(AIP) limitado al RS. Se examinó la fosforilación de T17 de PLN al inicio de la 

reperfusión, evaluándose además, la recuperación contráctil, el tamaño del 

infarto, la liberación de LDH y la presencia de apoptosis una vez finalizado el 

protocolo. 

Como era esperable, la inmunodetección de la fosforilación de T17 en 

ratones SR-AIP, no mostró cambios respecto a los valores pre-isquémicos. Sin 
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embargo se detectó un aumento en la fosforilación de este sitio en los ratones 

controles (CTL) al inicio de la reperfusión (Figura 33).  

Comprobada la ausencia de actividad de la quinasa en estos ratones, y con 

los antecedentes del rol deletéreo de CaMKII en la I/R, esperábamos que los 

ratones SR-AIP, mostraran mayor tolerancia al protocolo experimental. 

El análisis de la función ventricular 

durante la reperfusión, reveló una mejor 

recuperación de la presión desarrollada 

por el ventrículo izquierdo (PDVI) y un 

descenso en los valores de la presión 

diastólica final (PDFVI), en los SR-AIP 

respecto a los controles (Figura 34 A y B). 

El área de infarto medida por la tinción 

con TTC, fue menor en los ratones SR-AIP 

(Figura 34 C y D) y esto se correspondió 

con una disminución en la liberación de la 

enzima LDH en el efluente de reperfusión, 

indicando atenuación de la necrosis.  

La evaluación del grado de 

apoptosis por medio de Western Blot 

(cociente Bax/Bcl-2) y de microscopia de fluorescencia (TUNEL) demostró menor 

incidencia de este tipo de muerte celular en los ratones con inhibición de las 

fosforilaciones dependientes de CaMKII en el RS (Figura 34 E, F y G). 
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En la Figura 35 se esquematizan los resultados obtenidos en los 

experimentos hasta aquí presentados. El diagrama pone de relieve que la 

activación de CaMKII en corazones sometidos a I/R, ejerce un efecto deletéreo a 

través de la fosforilación de sus proteínas blanco a nivel del RS. 
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DISECCIÓN DEL ROL DESEMPEÑADO POR CADA UNA DE LAS 
FOSFORILACIONES DEPENDIENTES DE CAMKII A NIVEL DEL RS 

 

 El siguiente objetivo fue dilucidar qué nivel de participación tenía cada una 

de las proteínas blanco de CaMKII en el RS, PLN y RyR2, en la producción del 

daño miocárdico producido durante la I/R.  

 

Para estudiar la relevancia que en el proceso deletéreo pudiera tener la 

fosforilación de PLN dependiente de CaMKII, realizamos experimentos en ratones 

transgénicos doble mutantes de PLN. En ellos, tanto el sitio dependiente de PKA 

(S16) como el de CaMKII (T17) han sido mutados a alanina impidiendo su 

fosforilación (PLNDM). La incapacidad de PLN de ser fosforilada determina un 

efecto inhibitorio permanente sobre la actividad de la SERCA2a  

En primer lugar y para comprobar la presencia de la mutación, se estudió la 

fosforilación de T17 de PLN en presencia del agonista β-adrenérgico Isoproterenol 

(Iso) a una dosis que induce la máxima fosforilación de esta proteína (300nM) 

[Said M, 2002]. Como se observa en la Figura 36, los corazones provenientes de 

ratones controles (CTL) tratados con Iso, presentaron un aumento del 80% en la 

fosforilación de T17, en tanto que no hubo niveles detectables de fosforilación en 

los corazones de ratones PLDM.  
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En la Figura 31 ya se mostró que, a diferencia de lo que ocurre con T17, la 

fosforilación de S16 de PLN no presenta cambios durante el protocolo de I/R. Por 

lo tanto el efecto que observemos en estos ratones podrá ser atribuido a la falta 

de fosforilación de T17.  

En experimentos posteriores, corazones aislados de ratones controles y 

transgénicos fueron sometidos al protocolo de I/R, evaluándose parámetros 

contráctiles y de viabilidad celular (Figura 37).  

En los corazones de PLNDM se observó un mayor deterioro mecánico que 

en los de ratones controles manifestado por una menor PDVI y un incremento en 

la PDFVI (Figura 37 A y B) durante la reperfusión.  

Los resultados indican que los ratones PLNDM muestran una disminución 

de la viabilidad celular evidenciada por una mayor extensión del área de infarto 

respecto al grupo control, lo cual se correlacionó con un aumento en los niveles de 

LDH en el efluente de reperfusión (Figura 37 C y D). Llamativamente, al analizar la 

relación entre proteínas pro y antiapoptóticas (Bax/Bcl-2 respectivamente) y 

cuantificar los núcleos apoptóticos por la técnica de TUNEL, no se encontraron 

diferencias en el grado de apoptosis entre las dos cepas de ratones (Figura 37 E, 

F y G). 

Una característica presente en estos ratones transgénicos que debimos 

tener en cuenta al momento de sacar conclusiones de los experimentos 
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realizados, es la presencia de un aumento del 20% en la corriente de Ca2+ a través 

de los canales tipo L (LTCC) [Brittsan AG, 2003]. Esta mayor entrada de Ca2+ ha 

sido interpretada como un mecanismo compensador que les permite mantener 

una contractilidad basal similar a la de los ratones controles. Se decidió explorar 

entonces si este aumento de la corriente de Ca2+ contribuía al aumento del daño 

observado en los ratones PLNDM expuestos a I/R.  
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Experimentos 

utilizando la técnica de 

patch-clamp realizados 

en miocitos cardíacos 

aislados de ratones 

PLNDM y CTL, 

permitieron detectar en 

los primeros, el aumento 

en la corriente de Ca2+ 

descripto. Esto se 

muestra en la relación 

corriente–voltaje de la 

Figura 38 A. Se realizaron 

luego experimentos en 

miocitos de ratones 

PLNDM registrando la 

corriente de Ca2+ por los 

LTCC en presencia de 

distintas dosis de 

nifedipina (bloqueante de 

estos canales), hasta 

alcanzar aquella que 

anulara el aumento 

descripto (10nM). En la 

Figura 38 B se muestran 

los resultados promedio 

de la corriente de Ca2+ al pico registrada en miocitos de PLDM antes y después de 

agregar la dosis señalada de nifedipina observándose la disminución de 

aproximadamente 20% en la densidad de la misma.  

Una vez establecida la dosis de nifedipina efectiva, corazones aislados de 

ratones PLNDM fueron sometidos a I/R en presencia o ausencia del bloqueante 
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evaluándose la viabilidad celular y la contractilidad. La Figura 38 C y D muestra 

que, en presencia o ausencia de nifedipina, la recuperación contráctil al final de la 

reperfusión fue similar (PDVI y PDFVI). El tamaño del infarto y la liberación de LDH 

tampoco difirieron por la administración del inhibidor (Figura 38 E y F). Es de 

destacar que la concentración empleada de nifedipina provocó una ligera 

disminución de la PDVI durante el período de estabilización, aunque ésta no 

alcanzó niveles significativos. Estos experimentos permiten afirmar que el 

deterioro contráctil y la menor sobrevida celular presentes en los ratones PLNDM 

sometidos a I/R, no es debido al aumento compensador de la corriente de Ca2+ 

tipo L.  

 

 

En conjunto, los experimentos realizados en ratones PLDM sugieren que la 

fosforilación del sitio T17 de PLN, no es responsable del efecto deletéreo 

producido por la activación de CaMKII al inicio de la reperfusión. Por el contrario, 

esa fosforilación parece cumplir un rol beneficioso, limitando el tamaño del 

infarto. 

 

A continuación evaluamos el grado de participación que, en el daño por I/R, 

pudiera tener el otro blanco de CaMKII a nivel de RS, el RyR2 (S2814). Una de las 

estrategias empleadas para cumplir con este objetivo fue realizar experimentos en 

ratones knock-in, en los que el sitio de fosforilación S2814 del RyR2 está mutado 

a alanina y por lo tanto no puede fosforilarse (S2814A) [Chelu, 2009]. Utilizar 

ratones con ésta modificación genética, nos permitiría corroborar lo descripto por 

otros investigadores en cuanto a que el aumento en la fosforilación del RyR2, por 

conducir a la pérdida diastólica de Ca2+, es un factor determinante en la patogenia 

de diversas enfermedades cardiovasculares [Ling H, 2013; Sossalla S, 2010]. 

Los resultados obtenidos aplicando nuestro protocolo experimental se 

observan en la Figura 39.  
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La prevención de la fosforilación del RyR2 en los corazones de ratones 

S2814A se tradujo en una mejor recuperación contráctil evidenciada por un 

aumento de la PDVI acompañado de disminución de la PDFVI respecto a los 

corazones controles. Cabe señalar que no hubo diferencias en la contractilidad 

basal entre ambas cepas. 

 Al evaluarse la viabilidad celular, se observó que los corazones de ratones 

S2814A presentaban un menor tamaño de infarto que los CTL (12,6 ± 1,2% y 

24,6 ± 2,2% respectivamente) (Figura 39 C). Coincidentemente, hubo una 

reducción significativa de los niveles de LDH en el efluente coronario durante los 

primeros 10 minutos de reperfusión (Figura 39 D). Para evaluar si, impedir la 

fosforilación del RyR2 afectaba también el grado de apoptosis, se examinó por 

Western Blot la relación Bax/Bcl-2 y el número de núcleos apoptóticos (TUNEL). 

Ambos parámetros resultaron significativamente menores en el grupo S2814A 

respecto a los corazones CTL (Figura 39 E, F y G). 

 

 

Los resultados de este grupo de experimentos sugieren que la fosforilación 

del residuo S2814 del RyR2 sería responsable de las acciones deletéreas 

producidas por la activación de CaMKII durante las fases tempranas de la 

reperfusión.  

 

Con la finalidad de dar mayor sustento a estos hallazgos, realizamos 

experimentos en ratones transgénicos donde el sitio de RyR2 fosforilable por 

CaMKII, S2814, estaba mutado de forma tal de imitar una fosforilación 

constitutiva del mismo (S2814D) [van Oort, 2010]. Los resultados obtenidos se 

observan en la Figura 40. 
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Estos ratones transgénicos presentaron una contractilidad basal similar al 

grupo CTL y la recuperación mecánica post-isquémica evaluada a través de la 
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PDVI y la PDFVI no difirió de los CTL (Figura 40 A y B). Sin embargo, el tamaño del 

infarto medido al final deI protocolo de I/R fue significativamente mayor en los 

ratones transgénicos, como se muestra en la figura Figura 40 C. Un hallazgo 

interesante fue que la liberación de LDH en los S2814D ya en el período 

preisquémico, superó significativamente a la de los controles, y esa diferencia 

continuó hasta los 5 minutos de reperfusión, desapareciendo en las muestras 

obtenidas a los 10 minutos de R (Figura 40 D). Coincidentemente, la muerte de 

las células por apoptosis evaluada por la relación Bax/Bcl2 y el número de 

núcleos TUNEL positivos estuvo también incrementada en los ratones S2814D, 

como se observa en la Figura 40 E, F y G. 

 

 

Analizados en conjunto, los resultados obtenidos en los experimentos 

realizados con los ratones transgénicos S2814A y S2814D muestran que la 

fosforilación dependiente de CaMKII en el residuo S2814 del RyR2 es un evento 

crucial en la señalización celular que determina el daño cardiaco resultante de la 

I/R. 

 

Con el fin de descartar que los resultados obtenidos en los ratones con 

mutaciones en el RyR2 fueran debidos a un diferente nivel de activación de 

CaMKII en las distintas cepas, se evaluó en ellas, la autofosforilación de la 

quinasa en el sitio T287 (autoactivación) y la fosforilación de su sustrato, T17 de 

PLN. 

En la Figura 41 se puede observar que las tres cepas presentaron un nivel 

similar de autofosforilación de CaMKII y del sitio T17 de PLN, a los 3 minutos de 

reperfusión Esto confirma que las diferencias observadas entre ratones 

Ser2814A, Ser2814D y CTL, no pueden ser explicadas, por cambios en la 

activación de la CaMKII ni por mayor o menor actividad de la SERCA2a. 
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Ante la posibilidad de que isquemias y/o reperfusiones tan prolongadas, 

pudieran provocar un deterioro contráctil tal, que nos impidiera evidenciar 

mayores diferencias mecánicas entre los grupos, se realizó una nueva serie de 

experimentos a tiempos de I/R más cortos.  

Corazones aislados de ratones CTL, S2814A y S2814D fueron sometidos a 

un protocolo de 20 minutos de isquemia seguidos de 60 minutos de reperfusión 

evaluándose la recuperación mecánica post-isquémica. En la Figura 42 se 

observa que el patrón de recuperación contráctil en las cepas estudiadas, es 

análogo al observado tras 45 minutos de isquemia y 120 minutos de R. 

Comparado con los corazones de ratones controles, la recuperación contráctil de 

la PDVI es similar en los S2814D y significativamente mayor en los S2814A. 
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Los resultados de este trabajo de tesis muestran por primera vez que la 

fosforilación de S2814 de RyR2 juega un papel preponderante en el efecto 

perjudicial resultante de la activación de la CaMKII en el contexto de la injuria 

irreversible por I/R. Se demuestra además que la fosforilación de PLN 

dependiente de CaMKII no participa de los efectos adversos de la I/R, sino que 

por el contrario se opone a ellos.  
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Breve resumen de los resultados presentados 
 

Los resultados de este trabajo de Tesis muestran que, la activación de la 

CaMKII durante la injuria irreversible por I/R, ejerce sus efectos deletéreos a 

través de la fosforilación del sitio S2814 del RyR2. La imposibilidad de 

fosforilación en este sitio (ratones S2814A) se asoció a una reducción en la 

extensión de la necrosis, en el número de núcleos apoptóticos y a una mejor 

recuperación contráctil respecto a los controles. 

La fosforilación del sitio T17 de PLN parece representar un mecanismo 

protector frente a la injuria por I/R oponiéndose a los efectos deletéreos 

producidos por la activación de la CaMKII. La falta de la fosforilación de PLN en 

los ratones PLNDM sometidos a I/R, resultó en una sobrevida significativamente 

menor del tejido miocárdico. 

 

Elección del protocolo de I/R empleado en los experimentos 
 

El preparado de corazón aislado y perfundido por la técnica de Langendorff 

es una herramienta experimental de valor indiscutible para el estudio del 

metabolismo, la reactividad vascular y las terapias farmacológicas en el corazón. 

Con el advenimiento de la era genómica, esta preparación ha ganado importancia 

como herramienta de investigación ex-vivo, para estudiar el impacto de la 

modificación genética en el corazón intacto. Probablemente, esta preparación 

seguirá siendo relevante en el futuro como puente entre los ensayos in-vitro e in-

vivo [Laio R, 2012]. 

El protocolo empleado para la mayor parte de los experimentos de este 

trabajo (I45min/R120min) estuvo fundamentado en evidencias experimentales 

previas de nuestro laboratorio que demostraron la activación de CaMKII a esos 

tiempos [Villa Petroff M, 2007] estableciendo además un nexo entre esta enzima, 

sus fosforilaciones en el RS y el efecto deletéreo resultante de la I/R [Salas MA, 
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2010]. El presente trabajo es una continuación de esa línea de investigación por 

lo cual decidimos completar el estudio utilizando el mismo protocolo.  

Aunque los tiempos de I/R empleados implicaron un importante deterioro 

contráctil durante la reperfusión, esto no fue un impedimento para detectar las 

diferencias entre los distintos grupos experimentales. Más aún, estas pudieron ser 

reproducidas aplicando protocolos con menores tiempos de isquemia y 

reperfusión (Figura 42). Varios autores han usado protocolos idénticos [Qian J, 

2009] o similares [Martínez Demaría DR, 2003; Lam CK, 2013] a los empleados 

en este trabajo de Tesis.  

A pesar de las diferencias existentes entre una isquemia global, como la 

que se utilizó en nuestro protocolo y una regional como suele ser la isquemia que 

se presenta frecuentemente en la clínica, el tiempo elegido es compatible con una 

situación médica real. Datos del Registro Nacional de Infarto del Miocardio (NRMI) 

de Estados Unidos señalan que solamente el 20% de los pacientes acude al 

hospital dentro de la hora de inicio de los síntomas [Weaver WD, 1992]. Datos 

similares han sido publicados recientemente en España [Alconero-Camarero AR, 

2013].  

 

La activación de CaMKII y sus consecuencias en el contexto de la injuria por 
I/R 

 

Modelos animales de I/R cardíaca como el desarrollado en la presente 

Tesis, han mostrado directa o indirectamente la activación de la CaMKII en 

respuesta a la isquemia seguida de reperfusión. Dicha activación, medida a través 

de la fosforilación de T17 se produjo tanto en protocolos de I/R capaces de 

provocar atontamiento miocárdico [Vittone L, 2002, Said M, 2003] como en 

aquellos que llevaban a la muerte celular [Villa Petroff M, 2007; Salas MA, 2010; 

Di Carlo, 2014]. Como fue ya explicado, la activación de CaMKII, se produce al 

inicio de la reperfusión por el incremento en el Ca2+ citosólico debido al NCX 

actuando en su modo reverso ya que puede ser anulada reperfundiendo con 0 
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Ca2+ mas EGTA o con el bloqueante del modo reverso del NCX, KBR-7943 [Vittone 

L, 2002; Salas MA, 2010].  

En esta Tesis, la activación de la quinasa se detectó no solo través de su 

sustrato pT17 sino también por la autofosforilación de la misma en el sitio T287. 

En coincidencia con nuestros resultados, otros investigadores empleando 

un modelo murino de isquemia regional in-vivo, observaron un aumento de la 

actividad de CaMKII y/o de la fosforilación de sus sustratos a tiempos tempranos 

de reperfusión pero, en contradicción con nuestros hallazgos, los valores 

permanecieron elevados hasta los 120 min de reperfusión. Es posible que en este 

preparado, los mecanismos neurohumorales (catecolaminas, angiotensina II, etc) 

puedan haber contribuido al sostenimiento de dichas fosforilaciones [Ling H, 

2013].   

Por otro lado, en un trabajo recientemente publicado utilizando un modelo 

de isquemia global (I30/R40) se observó una disminución de los niveles de la 

forma autofosforilada (T287-CaMKII) y de la oxidada (Ox-CaMKII) respecto al grupo 

control no isquémico, en la reperfusión tardía [Rajtik T, 2016]. La cinética de 

activación de CaMKII por fosforilación ya había sido demostrada por nuestro grupo 

(Salas y col, 2010) y estos hallazgos sugieren que la activación de CaMKII por 

oxidación sigue el mismo patrón. 

A pesar de que la mayor parte de las investigaciones sobre el tema, 

muestran que la CaMKII está involucrada en el contexto de la injuria por I/R, los 

resultados informados son diversos. Esta discordancia se debe entre otras 

razones, a que la quinasa ejerce un rol dual, beneficioso o detrimental 

dependiendo de la duración de la isquemia y de la reperfusión.  

La activación de CaMKII en la injuria por I/R reversible tiene un efecto 

beneficioso sobre la función contráctil que ha sido atribuido a la mejora en el 

manejo del Ca2+ intracelular debida a la fosforilación de T17 de PLN [Said, 2003]. 

Por otro lado, varios trabajos indican que durante la injuria por I/R irreversible la 

activación de CaMKII favorece el daño miocárdico. Este efecto ha sido confirmado 

por experimentos de I/R utilizando un inhibidor de la enzima como el KN-93 que 
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muestran una mayor viabilidad celular y mejoramiento de la función contráctil 

[Zhang R et al., 2005; Vila-Petroff et al., 2007; Salas et al., 2010; Rajtik T, 2016]. 

Sin embargo, recientemente Weinreuter y col, utilizando ratones 

transgénicos knock-out para CaMKIIδ sometidos a un protocolo de I/R in-vivo (1 h 

I/24 hs R) no encontró diferencias significativas con los ratones controles en 

cuanto al tamaño de infarto, la liberación de LDH y el recuento de núcleos 

apoptóticos. Los autores concluyeron que CaMKIIδ no desempeña ningún papel 

en el daño miocárdico agudo aunque señalan que al examinar los corazones a las 

5 semanas de realizada la I/R fue evidente, en los ratones transgénicos, una 

reducción en el remodelamiento adverso post-infarto [Weinreuter M, 2014]. Una 

posible explicación para la discrepancia con los resultados aquí presentados y con 

los de otros grupos, es la utilización de un protocolo diferente de I/R aunque 

podría influir también el perfil genético de las cepas utilizadas [Reichelt ME 2009; 

Barnabei MS, 2010] 

Recientemente se ha descripto una nueva vía que confirma la acción 

deletérea de CaMKII. En este trabajo, experimentos de I/R in-vivo evidenciaron la 

activación de CaMKII por RIP-3, una proteína quinasa cuya expresión se ha 

asociado a muerte celular [Sun X, 1999]. La activación de CaMKII se produce por 

fosforilación directa llevada a cabo por RIP-3 en el sitio T287 y por oxidación 

debida al incremento en la producción de ROS. Los autores sugieren que CaMKII 

sería la mediadora del daño miocárdico atribuido a RIP-3. [Zhang T, 2016]. 

 

Participación del RS en el efecto deletéreo de la activación de CaMKII 

  

La participación del RS en la injuria por I/R había sido previamente 

demostrada. El uso de herramientas farmacológicas, como el bloqueo de 

SERCA2a con tapsigarguina o del RyR2 con el alcaloide rianodina, logró reducir el 

infarto y la apoptosis en corazones de rata perfundidos ex-vivo y sometidos al 

mismo protocolo presentado en este trabajo [Salas MA, 2010]. Idéntico 
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tratamiento aplicado a miocitos bajo isquemia simulada y reoxigenación, mostró 

resultados similares [Villa Petroff M, 2007].  

Los experimentos que mostramos aquí, en ratones SR-AIP en los cuales las 

fosforilaciones de CaMKII a nivel del RS están genéticamente inhibidas mostraron, 

una resistencia mayor al efecto deletéreo de la I/R. 

Una posible limitación a tener en cuenta en esta cepa es que los SR-AIP 

presentan una inhibición de la facilitación de la corriente de Ca2+ a través de los 

LTCC, normalmente mediada por CaMKII, [Picht E, 2007] lo que podría inducirnos 

a sobrevalorar la participación del RS en la cardioprotección observada. No 

obstante, esta característica funcional no contradice lo expresado respecto al 

modo de activación de CaMKII ya que, se ha comprobado que el bloqueo de estos 

canales con nifedipina no afecta los niveles de activación de la enzima [Salas MA, 

2010]. 

Es posible, sin embargo, que este efecto sobre los LTCC, adicionado a la 

falta de fosforilación de PLN y RyR2 por CaMKII pudiera afectar el nivel de carga 

del RS en condiciones basales. La ausencia de diferencias significativas en la 

contractilidad basal respecto al grupo control no avala esa hipótesis. Más aún, el 

estudio del contenido de Ca2+ en miocitos aislados, evaluado a través de un pulso 

de cafeína, a distintas frecuencias de estimulación, si bien mostró una tendencia 

a disminuir en los SR-AIP respecto a los CTL (a frecuencias altas), la carga de Ca2+ 

del RS nunca fue significativamente diferente [Picht E, 2007]. 

No podemos descartar que en los SR-AIP, el menor ingreso de Ca2+ cause 

una alteración en los niveles de Ca2+ citosólico durante el inicio de la reperfusión. 

Experimentos que permitan la medición de Ca2+ en el citoplasma y el RS en el 

corazón entero por técnicas como la microscopía de fluorescencia serían 

necesarios para echar luz sobre esta cuestión. A pesar de ello, como se verá más 

adelante no necesariamente una baja carga del RS implica protección frente a la 

injuria por I/R. Así, los ratones S2814D a pesar de tener un RS con menor carga 

de Ca2+ evidencian una susceptibilidad aumentada a la muerte celular por I/R (Di 

Carlo MN, 2014). 
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Expresión y fosforilación de las proteínas del RS blanco de CaMKII 
 

El aumento de Ca2+ citosólico es un evento crucial en el daño por I/R. El 

nivel intracelular de este ion depende fundamentalmente del balance entre la 

retoma de Ca2+ hacia el RS por la SERCA2a y su liberación por el RyR2. 

Considerando que CaMKII fosforila tanto T17 de PLN, modulando la actividad de 

SERCA2A como el residuo S2814 del RyR2 influenciando la función de este canal, 

era factible que el efecto deletéreo descripto estuviera relacionado al accionar de 

alguno de estos sustratos. 

Analizados los niveles de expresión de las proteínas blanco de CaMKII en el 

RS observamos que PLN no presentaba variaciones significativas durante el 

protocolo, Sin embargo, la expresión de RyR2 se redujo significativamente a los 

tiempos de reperfusión investigados. Estos hallazgos coinciden con resultados 

previos de nuestro y otros laboratorios [Salas, MA, 2010; Pedrozo Z, 2010]. La 

disminución en la expresión del RyR2, podría deberse a la activación de una vía 

proteolítica dependiente de las calpaínas y del proteosoma activadas en I/R, 

[Pedrozo Z, 2010]. Algunos autores proponen que este descenso en la expresión 

podría cumplir un rol cardioprotector ya que la reducción del RyR2 a través de un 

ARN de interferencia (siARN) mostró un incremento en la supervivencia de 

cardiomiocitos sometidos a I/R simulada [Guo Z, 2010].   

 

La fosforilación del sitio T17 de PLN por CaMKII brinda cardioprotección 
frente a la injuria por I/R 

 

En los experimentos realizados en ratones PLNDM, impedir la fosforilación 

de T17 dependiente de CaMKII al inicio de la reperfusión, incrementó 

significativamente el tamaño del infarto y produjo un marcado deterioro contráctil. 

Sorpresivamente no hubo diferencias significativas en el grado de apoptosis entre 

los ratones transgénicos y sus CTL. Creemos como una posible explicación para 

estos hallazgos, los altos niveles de Ca2+ presentes en estos ratones al inicio de la 
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reperfusión [Valverde CA, 2006]. Como ha sido señalado en la introducción, esto 

podría derivar en dos importantes consecuencias: en primer lugar una mayor 

actividad de las calpaínas [Inserte J, 2012] con lesión del citoesqueleto y por lo 

tanto propensión a la ruptura del sarcolema en la reperfusión y en segundo lugar, 

a nivel mitocondrial: una sobrecarga de Ca2+ y apertura del poro de transición 

(mPTP), con pérdida del potencial de membrana mitocondrial, deterioro en la 

síntesis de ATP, producción de ROS y necrosis [Abdallah Y, 2011]. Como la 

apoptosis es un proceso que requiere integridad de la membrana plasmática y 

mínimos niveles de ATP, la muerte por necrosis podría explicar los infartos más 

extensos presentes en los ratones PLNDM. De hecho la injuria persistente puede 

convertir a la muerte celular apoptótica en una necrótica, lo que se conoce como 

necrosis secundaria [Slater AF, 1995]. 

Como fue descripto, los ratones PLDM también presentan un mecanismo 

compensador relacionado con el manejo del Ca2+ intracelular: un aumento de 

aproximadamente el 20% en la corriente de los canales LTCC. Se ha demostrado 

que el aumento de la corriente de Ca2+ a través de estos canales por 

sobreexpresión de la subunidad β  se asocia a menor viabilidad celular y muerte 

por apoptosis [Chen X, 2005] o a necrosis y cardiomiopatía [Nakayama H, 2007] 

dependiendo de la especie utilizada. En nuestros experimentos descartamos que 

este mecanismo compensador pudiera estar condicionando las conclusiones 

obtenidas. La utilización de una dosis de nifedipina capaz de anular el incremento 

en la corriente de Ca2+ presente en los ratones PLNDM, no logró revertir el 

importante infarto que presentaban al final de la I/R. Tampoco redujo la liberación 

de LDH, ni mejoró la recuperación contráctil. Nuestros resultados dan así sustento 

experimental a la hipótesis de que la fosforilación de PLN por CaMKII tiene un 

efecto beneficioso en el contexto de la injuria por I/R. 

Sin embargo, el papel que cumple la fosforilación de PLN en la I/R 

despierta controversias y se han publicado resultados contradictorios. Parte de la 

discusión se basa en atribuirle un efecto beneficioso o perjudicial al aumento en 

la retoma de Ca2+ que implica la fosforilación de PLN.  
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Por un lado, se sostiene que, como la fosforilación de PLN incrementa la 

retoma de Ca2+ al interior del RS, esto contribuye a disminuir la elevación 

citoplasmática de este ion característica de los primeros minutos de reperfusión 

[Valverde Ca, 2006]. Se evita de este modo la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial 

[Hausenloy DJ, 2012] y se favorece la recuperación contráctil. Nuestros resultados 

están en coincidencia con este argumento. 

Otros autores por el contrario, afirman que el incremento en la retoma de 

Ca2+ por parte de SERCA2a, aumentaría la carga de Ca2+ del RS, conduciendo a la 

aparición de pérdidas diastólicas espontáneas (Ca2+ leak) mediante el mecanismo 

denominado SOICR (store overload-induced calcium release), sobrecargando al 

citosol y agravando la injuria por I/R [Chen W, 2014]. Apoyando esta última 

afirmación Yang y col demostraron que los ratones AC3-I que expresan en forma 

transgénica el péptido inhibidor de la CaMKII, AIP, presentaban menor incidencia 

de apoptosis luego de un IAM que sus controles (AC3-C) [Yang Y, 2006]. Pero ese 

efecto se perdía cuando los AC3-I eran cruzados con ratones carentes de PLN 

(PLN-KO). La falta de fosforilación de PLN en los AC3-I deriva en una menor carga 

de Ca2+ del RS. Al cruzarlos con los PLNKO aumenta la actividad de la SERCA2a, la 

carga se normaliza y la apoptosis se incrementa.  

En favor del rol deletéreo cumplido por la fosforilación de PLN en IR se 

suma la descripción del efecto cardioprotector ejercido por el complejo HAX-

1/hsp90 a través de potenciar la inhibición de PLN sobre la SERCA2a evitando así 

la sobrecarga del RS [Lam CK, 2013]. 

A pesar de lo expuesto, atribuirle un rol perjudicial a la fosforilación de PLN 

va en contra de los mecanismos de cardioprotección propuestos por múltiples 

estrategias terapéuticas que han llegado a la fase de estudios clínicos en 

humanos, en las cuales se sugiere la participación de PLN en el efecto beneficioso 

[Abdallah Y, 2006; García-Dorado D, 2014].  

Cabe mencionar que se ha descripto también, desfosforilación de PLN 

durante la isquemia a través de una vía iniciada por activación de calcineurina 

que lleva a un mayor deterioro estructural [Shintani-Ishida K, 2011]. Esto 

determinaría sobrecarga de Ca2+ durante la reperfusión y como consecuencia 
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muerte celular. A pesar de que este mecanismo es diferente al que hemos 

propuesto podemos destacar la coincidencia en el hecho de que la reducción en 

los niveles de fosforilación de PLN se asocia a un resultado más sombrío tras la 

I/R.  

 

La fosforilación del sitio S2814 del RyR2 por CaMKII es la responsable de 
los efectos perjudiciales durante la I/R 

 

En este trabajo demostramos que durante los primeros minutos de la 

reperfusión, el RyR2 es fosforilado por CaMKII en el residuo 2814 y que prevenir 

esta fosforilación (ratones S2814A) reduce el daño irreversible asociado a la I/R 

(necrosis y apoptosis) y la disfunción contráctil (Figura 39).  

Los resultados anteriores se vieron fortalecidos por los experimentos 

realizados en los ratones con pseudofosforilación constitutiva de ese mismo 

residuo (S2814D), en los cuales se evidenció una mayor susceptibilidad al daño 

miocárdico post-isquémico, (Figura 40). A pesar de que el tamaño del infarto fue 

significativamente mayor en esta cepa, la recuperación mecánica fue semejante a 

la del grupo CTL. Dos explicaciones son posibles para este hallazgo: 1) estos 

ratones poseen una menor carga de Ca2+en el RS causada por una mayor pérdida 

diastólica [van Oort RJ, 2010] y a pesar de ello, mantienen un transitorio normal. 

Esto se explica porque poseen una mayor liberación fraccional de Ca2+ medida 

como la relación entre la amplitud del transitorio de Ca2+ y de la liberación 

inducida por cafeína. Este fenómeno sugiere que la fosforilación del sitio 2814 

incrementa la activación del RyR2 tanto en sístole como en diástole [van Oort RJ, 

2010] y 2) Varios trabajos muestran que, dependiendo de los tiempos de I/R 

utilizados, no siempre existe una buena correlación entre la actividad mecánica y 

el tamaño del infarto. La depresión contráctil después de un período de isquemia 

prolongado se debe no solo a la pérdida de tejido viable, sino también a la 

existencia de áreas de miocardio aturdido (stunning) en las zonas peri-infarto, las 

cuales pueden llegar con el tiempo a recuperar su función normal una vez 
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reperfundidos (Williamson BD, 1990). Se requerirían tiempos de reperfusión más 

prolongados, para definir la recuperación contráctil definitiva. [Lochner A, 2003; 

Minicucci MF, 2014]. 

Los ratones S2814D presentaron en la preisquemia una liberación de LDH 

significativamente mayor que la del grupo CTL. Tanto en los ratones transgénicos 

como en los controles se produjo un aumento significativo de LDH en los primeros 

minutos de reperfusión, pero ese incremento desapareció en los ratones S2814D 

transcurridos 10 minutos. Esto sugiere que en ellos el proceso de necrosis fue 

intenso y concentrado en los primeros minutos del restablecimiento del flujo. 

Basados en los efectos funcionales descriptos de la fosforilación del RyR2 por la 

CaMKII en otras situaciones [Said M, 2008; Respress JL, 2012], es posible que la 

fosforilación constitutiva del canal, al producir un aumento de la fuga de Ca2+ en 

diástole pueda favorecer la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial y consecuentemente 

el daño miocárdico por apoptosis y necrosis aún en condiciones basales o de 

mínimo estrés como puede ser el aislamiento del corazón [Chen X, 2005].  

 

El papel de la apoptosis en la injuria por I/R 
 

Aún es motivo de discusión en la bibliografía, la contribución que tienen los 

principales mecanismos de muerte celular, necrosis y apoptosis al área total del 

infarto. Si bien la necrosis se considera el principal contribuyente [McCully JD, 

2004], la presencia de apoptosis ha sido demostrada en la zona central [Kajstura 

J, 1996], periférica y remota del infarto [Olivetti G 1996, Palojoki E, 2001]. 

Dependiendo del protocolo de I/R utilizado y de los inhibidores de caspasas 

empleados, se han informado valores de apoptosis que varían entre ~ 7% y 14% 

del área total del infarto correspondiendo el resto a necrosis [Yaoita H, 1998; 

McCully JD, 2004]. Este proceso puede involucrar tanto a células miocíticas como 

no miocíticas (endoteliales, fibroblastos, macrófagos, etc) [Frangogiannis NG, 

2008]. 

 

95 

 

javascript:void(0);
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frangogiannis%20NG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18620057


Mariano Nahuel Di Carlo                                                                                         Tesis Doctoral  
 

 

La importancia de la apoptosis como proceso de muerte en la injuria por I/R 

no es universalmente aceptada. Algunos autores han sugerido que en el miocito 

adulto se produce el silenciamiento de genes clave de la apoptosis como por 

ejemplo APAF-1 [Sanchis D, 2003], bloqueando así la vía mitocondrial, a pesar de 

la liberación del citocromo c al citosol. Se argumenta que esta resistencia a la 

apoptosis podría constituir un mecanismo que favorezca la supervivencia de 

aquellas células con diferenciación terminal y períodos de vida prolongados, 

incluso ante estímulos potencialmente letales [Sanchis D, 2008].  

Los experimentos presentados en este trabajo de Tesis revelan que la 

apoptosis está presente durante la injuria por I/R y que, estrategias que modulan 

las fosforilaciones dependientes de CaMKII en el RS, pueden determinar un 

incremento o disminución en sus niveles. 

Nuestros experimentos mostraron valores de apoptosis dentro del rango 

informado en la literatura [Yaoita H, 1998; Crow MT, 2004].  

Intervenciones específicas sobre la vía de apoptosis, han mostrado efecto 

cardioprotector reduciendo el área de infarto. Chen Z, y col. sobreexpresando la 

proteína antiapoptótica Bcl-2, logró una reducción significativa del tamaño de 

infarto (~ 50%) [Chen Z, 2001]. Similar efecto sobre el área de infarto y el grado 

de apoptosis se logró con la administración de un inhibidor general de caspasas 

(ZVAD-fmk) [Yaoita H, 1998]. Es decir que, estrategias cardioprotectoras que 

actúan a nivel mitocondrial, reducen la apoptosis y también la necrosis. Nuestros 

resultados son coincidentes con estas observaciones y proponen un comienzo de 

la cascada apoptótica en el RS por acción de la CaMKII [Salas MA, 2010]. 

En los infartos regionales que ocurren en el contexto clínico, también ha 

sido detectada la presencia de apoptosis en áreas alejadas del mismo [Olivetti G, 

1996]. La apoptosis tiene por lo tanto transcendencia en la clínica en cuanto a 

que participa en el remodelamiento ventricular adverso que sigue al evento 

isquémico, especialmente en un infarto de miocardio extenso [Kim NH, 2010].   
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CONCLUSIÓN FINAL 
 

En resumen, este trabajo de Tesis demuestra por primera vez que la 

fosforilación del sitio S2814 del RyR2 es un acontecimiento clave en la cascada 

de eventos iniciados por la activación de CaMKII en el contexto de la injuria 

irreversible por I/R. Nuestros resultados indican que la inhibición de la 

fosforilación del RyR2 por CaMKII es necesaria y suficiente para minimizar el daño 

cardíaco. La fosforilación de PLN dependiente de CaMKII por el contrario, no 

contribuye a la lesión, sino más bien se opone a ella.  

Estudios como el realizado en esta Tesis Doctoral ayudarán a conocer mejor 

los mecanismos subcelulares que conducen al infarto de miocardio, paso 

indispensable para plantear un tratamiento eficaz. Sin duda, además del 

conocimiento de la patología, se necesitan políticas sanitarias estratégicas 

tendientes a reducir los factores de riesgo, disminuyendo así, la alta incidencia de 

esta entidad fisiopatológica, al día de hoy, primera causa de muerte en Argentina.  

Perspectivas futuras 
 

Los resultados obtenidos en esta Tesis, abren nuevos interrogantes que 

esperamos sean aclarados en futuros experimentos. Sería importante dilucidar en 

qué grado, la activación de CaMKII al inicio de la reperfusión favoreciendo la 

pérdida de Ca2+ desde el RS, depleciona este reservorio. En ese contexto, las 

condiciones de trabajo del retículo endoplasmático encargado de realizar el 

correcto plegamiento de las proteínas, serían desfavorables. Se ha descripto que, 

la acumulación de polipéptidos mal plegados, inicia una señalización celular 

denominada estrés del RE, intentando rescatar de la apoptosis, a las células 

afectadas. Caracterizar la producción de estrés del RE en nuestro modelo 

experimental y determinar si CaMKII participa en su modulación son los objetivos 

que orientarán nuestros próximos experimentos.  
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