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RESUMEN 

 

El Precondicionamiento Isquémico Remoto (PIR) es un mecanismo fisiológico que protege 

al corazón contra eventos isquémicos prolongados, el cual consiste en aplicar breves periodos 

de isquemia seguidos de reperfusión en un órgano, tejido o miembro el cual disminuye el 

área infartada. Existen dos ventanas de cardioprotección la llamada primera ventana, ventana 

temprana o ventana aguda relacionada con la activación de proteínas cinasas, y la segunda 

ventana  llamada ventana tardía o crónica y que está relacionada con la síntesis de proteínas. 

El PIR  tiene aplicaciones terapéuticas no invasivas y con resultados promisorios. En un 

trabajo previo en nuestro laboratorio se demostró el papel fundamental que juegan los canales 

Cav 1.2 en la cardioproteccion producida mediante precondicionamiento farmacológico. Así, 

se encontró que la expresión de la subunidad α1c del canal Cav1.2 se regulaba a la baja, lo 

cual se tradujo en una disminución de las corrientes de calcio, así como en los transientes de 

calcio en cardiomiocitos tratados con diazóxido. El interés de este trabajo se centró en 

analizar el papel que juegan los canales Cav1.2 en la cardioproteccion en un modelo de PIR 

Se utilizaron corazones y miocitos cardiacos provenientes de ratas Wistar adulta tratadas y 

no tratadas con PIR dando 4 periodos de 5 minutos de isquemia seguidos de 5 minutos de 

reperfusión en los miembros inferiores de una rata a la altura de la arteria femoral con ayuda 

de un baumanómetro de uso pediátrico, Para cuantificar el área de infarto se hicieron cortes 

de tejido cardiaco, en diversas condiciones experimentales, que fueron teñidos y fijados. En 

los cardiomiocitos aislados se midieron las corrientes a través de los canales de calcio tipo L, 

los transitorios de calcio y se obtuvieron extractos totales para estudios de Western blot; estas 

técnicas experimentales se realizaron tanto para la ventana temprana y tardía de la 

cardioproteccion. 

Los resultados obtenidos indican que el PIR confiere cardioproteccion al disminuir el área de 

infarto en alrededor de un 52 % en la ventana temprana de cardioproteccion con respecto al 

grupo con isquemia reperfusión (I/R). En el caso del PIR en la ventana tardía el área de infarto 

disminuyó un 47 % con respecto al grupo I/R. El PIR disminuyó la amplitud de las corrientes 

de calcio ~30 % comparado con el grupo control en la ventana temprana de cardioproteccion, 

mas no así en la ventana tardía. La contractilidad no se vio afectada en la ventana temprana, 



pero presentó cambios en la ventana tardía, el tiempo al pico de contracción fue un 33 % más 

breve que el grupo control, el tiempo de relajación fue en cambio 14% % más largo que el 

grupo control. Estudios de Western blot mostraron una regulación a la baja de la subunidad 

α1c que es la formadora del canal.  

Estos resultados pueden indicar que los canales Cav1.2 juegan un papel en la protección del 

miocardio en la ventana temprana del precondicionamiento remoto, probablemente no así en 

la ventana tardía donde parece que otros factores serían responsables de la cardioprotección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMMARY 

 

Remote Ischemic Preconditioning (PIR) is a physiological mechanism that protects the heart 

against prolonged ischemic insults. It is achieved by applying brief periods of ischemia 

followed by reperfusion in an organ, tissue or limb which decreases the infarcted area. There 

are two cardioprotection windows called the first window, early window or acute window 

related to the activation of protein kinases and the second window called late or chronic 

window and that is related to protein synthesis. PIR is a non-invasive technique with 

therapeutic applications and promising results. In a previous work from our laboratory, the 

fundamental role played by Cav 1.2 channels in cardioprotection produced by 

pharmacological preconditioning was demonstrated. Thus, it was found that the expression 

of the 1c subunit of Cav1.2 channels was down-regulated resulting in a decrease in the 

amplitude of Ca2+ currents and Ca2+ transients in diazoxide-treated cardiomyocytes. The aim 

of this work focused on analyzing the role that Cav 1.2 channels play in cardioprotection in 

a PIR model. 

Hearts and cardiac myocytes from adult Wistar rats were used. Control experiments were 

done with no pretreatment to rats and PPC treated rats involved the following protocol:Brief 

periods of ischemia (4) lasting  5 minutesto each were applied to a preselected limb, using a 

blood pressure cuff, followed by 5 minutes of reperfusion. Thereafter, hearts from control 

and IPC rats were subjected to prolonged ischemia to produce infarction. To quantify the 

infarction area, hearts were transversely cut in several slices, which were stained and fixed. 

Ionic currents through the L-type Ca2+ channels and Ca2+ transients were measured in isolated 

cardiomyocytes and total extracts were obtained for Western blot analysisstudies. These 

experimental techniques were used to characterize  both the early and late cardioprotection 

windows of IPC. 

Results obtained indicate that RIP confers cardioprotection by decreasing the area of 

infarction by about 52% in the early cardioprotection window with respect to I / R group. 

During the late window of PIR the infarction area decreased by 46% with respect to I / R 

group. PIR decreased the amplitude of Ca2+ currents ~ 30% compared to the control group 

in the early cardioprotection window, but not in the late window. Contractility was not altered 



in the early window, but there were changes in the late window, time to peak was 33% faster 

than that of the control group and relaxation time was 13% slower.. Western blot analysis 

showed down-regulation of the α1c subunit, the main subunit of the Cav1.2 channel. 

These results demonstrate that Cav1.2 channels are down-regulated by IPC  in the early 

window of remote preconditioning, probably not in the late window where other factors 

would be responsible for cardioprotection. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de desórdenes del corazón y los vasos 

sanguíneos. Representan la primera causa de muerte a nivel mundial (OMS, 2018. 

(https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death). En 

México la cardiomiopatía isquémica y el infarto al miocardio ocupan los primeros sitios 

como causa de muerte (INEGI, 2017). La isquemia es la disminución parcial o total de 

flujo sanguíneo a un tejido con la consecuente disminución del aporte de oxígeno, 

nutrientes y remoción de metabolitos. Con respecto al corazón, el flujo sanguíneo 

puede ser afectado de manera aguda o crónica (Moreu-Burgos & Macaya-Miguel, 

2007), actualmente existen tratamientos farmacológicos y quirúrgicos para 

enfermedades coronarias como terapias para el restablecimiento del flujo sanguíneo, el 

éxito depende del tiempo en que se realice, por lo que es necesario implementar terapias 

que nos ayuden a proteger al corazón de eventos isquémicos prolongados.  

El corazón tiene mecanismos endógenos que lo protegen contra la isquemia, como lo 

demostró Murry et al., en 1986. Aplicando breves periodos de I/R en la arteria 

coronaria del corazón de un perro demostraron que había una clara disminución en las 

áreas de infarto confiriéndole protección cardiaca, a esto se le conoce como 

Precondicionamiento Isquémico (PI). El Precondicionamiento Farmacológico (PF) 

consiste en la administración de agentes farmacológicos que imitan al PI. Existe un 

tercer tipo de precondicionamiento el llamado Precondicionamiento Isquémico 

Remoto (PIR), éste consiste en dar breves periodos de isquemia reperfusión en un 

órgano, tejido o miembro diferente al que se pretende proteger, y ha demostrado ser de 

fácil aplicación, repetible e imita al PI. Algunos modelos de PIR, al ser no invasivos, 

se han probado en la clínica humana obteniéndose resultados controversiales (Le Page 

& Prunier, 2015). 

En células excitables, como son los cardiomiocitos, el Ca2+ cumple varias funciones 

celulares, una de ellas es en el acople excitación contracción. Ante una despolarización 

se abren los canales de Ca2+ dependientes del voltaje lo que permite la entrada de Ca2+ 
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que libera más Ca2+ del retículo sarcoplásmico (RS). Como resultado de la entrada y 

liberación del ión aumentan las concentraciones de Ca2+ citosólico, el cual es utilizado 

por los miofilamentos sensibles a Ca2+ para la la contracción. La amplitud y duración 

de los transitorios afectan la fuerza de contracción (Bers, 2013). Una vez terminada la 

sístole comienza la relajación del músculo cardiaco llamada diástole, durante la cual 

los cardiomiocitos deben disminuir la concentración de Ca2+, ya sea sacándolo de la 

célula a través de intercambiadores y bombas, o recapturándolo en sitios de 

almacenamiento como son el RS y la mitocondria. Ante un evento isquémico los 

mecanismos de regulación para este ion se ven alterados provocando una sobrecarga 

de Ca2+. Se sabe que agentes farmacológicos como el diltiazem, el verapamilo y las 

dihidropiridinas, que son bloqueadores de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, 

confieren cardioprotección, incluso a dosis bajas han demostrado protección durante la 

isquemia y la reperfusión (Becker. & Mobert., 1999), por lo que los canales de Ca2+ 

tienen una participación fundamental en la cardioproteccion. 

 

Aunque en nuestro laboratorio se ha analizado el papel que juegan los canales de Ca2+ 

Cav 1.2 en la cardioproteccion en un modelo de PF (González et al., 2010) aún no se 

sabe nada sobre el papel de los canales de calcio tipo L en un modelo de PIR, por lo 

que este trabajo tiene como objetivo analizar la participación de los canales Cav1.2 en 

la cardioprotección. 
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2. ANTECECENTES. 

 

2.1 Fisiopatología del daño al miocardio durante la isquemia y la reperfusión.  

 

La isquemia es la disminución parcial o total de sangre a un tejido y es por ello que la 

llegada de oxígeno, de nutrientes, así como la remoción de metabolitos no se dan de 

una manera adecuada. El daño al miocardio depende del tiempo que dure la isquemia, 

entre mayor tiempo de isquemia, mayor depleción energética, por lo que la célula 

cambia su metabolismo aeróbico por un metabolismo anaeróbico, se acumula ácido 

láctico, el aporte de ácido pirúvico al ciclo de Krebs y la producción de ATP se 

disminuyen además de bajar el pH celular (García-Dorado, & Ruiz-Meana, 2009). La 

fosfocreatinina que es la mayor reserva de energía también disminuye. El miocardio 

trata de generar energía a través de la utilización monofosfato de adenosina cíclico 

(cAMP) que es degradado a adenosina más fósforo inorgánico (Pi) (Moreu-Burgos & 

Macaya-Miguel, 2007). Las bombas como la Na+/ K+ ATPasa, Ca2+–ATPasa, que es la 

bomba de calcio de la membrana plasmática, y la bomba de Ca2+ del retículo 

sarcoplásmico (SERCA) no funcionan adecuadamente por falta de ATP. El pH ácido 

activa al intercambiador Na+/ H+ sacando protones y metiendo sodio el cual junto con 

el ácido láctico arrastran agua al interior de la célula provocando edema (Wu et al., 

2018). La célula trata de mantener las concentraciones adecuadas de sodio por lo que 

activa al intercambiador Na+/ Ca2+ en su forma inversa sacando sodio al medio 

extracelular y metiendo calcio aumentado así las concentraciones de calcio 

citoplasmáticas.(Férez et al., 2004). El fosforo inorgánico más el pH intracelular bajo 

disminuyen la sensibilidad de los miofilamentos al calcio provocando cambios en el en 

la contractilidad (Bers, 2013). 

Cuando se restablece el flujo sanguíneo a la zona isquémica, el hecho de que se 

recupere el equilibrio iónico y metabólico en la célula, depende en gran medida del 

tiempo en que se lleve a cabo. Una reperfusión tardía causa efectos deletéreos en el 

miocardio. La hipercontractilidad y destrucción de la membrana plasmática son 

consecuencias del daño por reperfusión (Garcia-Dorado et al., 1992), la 
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hipercontractilidad  se debe a un restablecimiento energético que promueve la 

producción de ATP y a un aumento en las concentraciones de calcio en la célula 

(García-Dorado & Ruiz-Meana, 2009), la destrucción de la membrana plasmática se 

debe a su vez a la fragilidad celular como consecuencia de la activación de proteasas 

dependientes del Ca2+, como las calpaínas que se encuentran inhibidas por la acidosis 

y se activan al restablecerse el pH celular inmediatamente después de la reperfusión 

(Heusch & Gersh, 2017), desempeñando un papel crítico en la muerte de las células 

cardiacas y a la activación de lipasas dependientes del Ca2+ como la fosfolipasa A2 

(PLA2) que tienen como sustratos los fosfolípidos de la membrana.(Agudelo & López, 

2010). Al restablecerse el flujo sanguíneo, el aporte de oxígeno aumenta (Moreno & 

del Portillo, 2017), las especies reactivas de oxígeno (ROS) se producen a nivel 

mitocondrial, el anión superóxido (O2
- ), el peróxido de hidrogeno (H2O2) y los 

radicales oxidrilo (OH-) producen daño en la célula por peroxidación lipídica, 

oxidación de proteínas y rotura del ADN. Los radicales libres son los causantes de la 

fragilidad celular (Férez et al., 2004). Las ROS oxidan los receptores de rianodina tipo 

2 (RYR2), los receptores de inositol trifosfato (IP3), y los canales de calcio lo que 

produce un incremento en las concentraciones de calcio citoplasmáticas (Görlach, et 

al., 2015), así como oscilaciones de calcio en la célula llevando a cambios en su 

potencial de membrana que se traducen en despolarizaciones precoces lo que lleva a 

las arritmias cardiacas por reperfusión (Ruiz-Meana et al.,2014) 

 

2.2 Mecanismos de cardioprotección  

 

Se sabe que el corazón tiene mecanismos endógenos que lo protegen de eventos 

isquémicos prolongados. Dando breves periodos subletales de isquemia seguidos de 

reperfusión se disminuye el área infartada del miocardio, lo que ha despertado el interés 

de muchos científicos en explicar cómo se establecen estos mecanismos de 

cardioprotección. 
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2.2.1 Precondicionamiento isquémico (PI) 

 

Murry et al (1986) describieron por primera vez lo que hoy conocemos como el PI o 

precondicionamiento clásico. En un modelo de corazón canino aplicaron breves 

periodos de isquemia seguidos de breves periodos de reperfusión en la arteria coronaria 

de un perro para luego dar una isquemia sostenida de 40 minutos. Hicieron cortes 

histológicos y mediciones del área de infarto y lo compararon con corazones de perros 

que no habían sido sometidos a este protocolo de isquemia-reperfusión (grupo testigo). 

Los resultados del grupo de investigación mostraron una clara disminución del área de 

infarto, el grupo sometido a PI tuvo sólo un 7 % de área de infarto comparada con el 

30% del grupo testigo (Murry et al., 1986). 

 

 

Fig.1 Protocolo experimental y medición del área de infarto. (tomado de Murry et al 

1986). 

2.2.2 Precondicionamiento Farmacológico (PF) 

 

A partir de los resultados  de Murry y colaboradores se desarrollaron y probaron 

fármacos que pudieran imitar al PI. Estos fármacos actúan como ligandos en receptores 
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de membrana que activan vías de señalización rio abajo, como son los agonistas de los 

receptores acoplados a proteínas G (GPCR) (bradicinina, opioides, catecolaminas, 

adenosinas); agonistas del canal mitocondrial de K+dependiente de ATP (mKATP) como 

son el diazóxido, el pinacidil (García-Rivas, 2006) y el nicoradil (Simonovic et al., 

2019); antagonistas del intercambiador Na+/H+ como son la amilorida (Kaur et al., 

1997) y el cariporide (Besse et al., 2004), o los que actúan sobre la bomba Na+/K+ 

ATPasa como es la digoxina (Lanna & Pelluci 2010) y que se ha visto que producen 

cardioproteccion. La ciclosporina, un fármaco ampliamente utilizado como 

inmunosupresor, actúa a través de la ciclofilina D inhibiendo el poro transitorio de 

permeabilidad mitocondrial (mPTP) y el cual ha demostrado tener efectos 

cardioprotectores (Rosenberg et al., 2018) Se están realizando estudios preclínicos 

sobre otras dianas, entre las que destacan las relacionadas con la vía de señalización de 

la insulina y el metabolismo energético. Entre las primeras, la aplicación precoz de 

soluciones con glucosa, insulina y potasio (soluciones GIK) que han mostrado 

cardioprotección en corazones caninos (Sodi-Pallares et al.,1963; De Micheli, 2000). 

La trimetazidina ha mostrado ser un inhibidor parcial de la oxidación de los ácidos 

grasos por lo que aumenta la oxidación de la glucosa en el miocardio mostrando tener 

efectos cardioprotectores (Ruiz-Meana et al., 2014). 

 

2.2.3 Precondicionamiento Isquémico Remoto (PIR) 

 

Actualmente se sabe que dando breves periodos de isquemia reperfusión en algún 

órgano, tejido o miembro diferente al que se pretende proteger se puede conferir 

cardioprotección a distancia; fue Przyklenk et al.,1993), quien por primera vez 

describió la cardioprotección remota, haciendo breves periodos de isquemia 

reperfusión en la arteria circunfleja y posteriormente hacer una isquemia sostenida en 

la arteria anterior descendente mostraron cardioprotección en otra área no 

precondicionada. El estímulo precondicionante como es el PIR libera sustancias 

químicas que son ligandos  y se unen de manera directa a receptores de membrana 

cardiacos; viajan por vía humoral  o por vía neurogénica (vías neurohumorales) dando 
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cardioprotección a distancia (Donato et al., 2016). Oxman et al., (1997) haciendo 

breves periodos de I/R en los miembros inferiores de una rata mostraron una reducción 

de la incidencia de taquiarritmias en la cual estaba implicada la norepinefrina, una 

catecolamina involucrada en el mecanismo humoral de la cardioproteccion. 

Posteriormente, Dickson et al., (1999)  encontraron una reducción del área de infarto 

posterior a una transfusión de sangre completa de un conejo sometido a PI a otro sin 

este precondicionamiento, lo que comprobó que la cardioproteccion se puede transferir 

por medio de un componente humoral, comprobaron también que los dializados de 

sangre provenientes de conejos con PI y transfundidos a conejos sin PI mejoraban 

significativamente la función mecánica (Dickson et al., 2000). En este fenómeno se 

encontró que estaban implicados la adenosina y los opioides (Tsibulnikov et al., 2019). 

En un estudio más reciente por Grau et al., (2016), produciendo 4 ciclos  de 5 minutos 

de isquemia seguidos de 5 minutos de reperfusión en el brazo derecho de personas 

comprobaron un aumento de sintasa de óxido nítricos (NOS), la cual permite que el 

eritrocito tenga esa capacidad de deformarse a su paso por los vasos sanguíneos y hacer 

el intercambio gaseoso, lo cual se relacionó con un efecto cardioprotector (Grau et 

al.,2016). En otro estudio (Arroyo-Martínez et al., 2016) al producir tres ciclos de 

breves periodos de oclusión y de reperfusión de la arteria braquial se comprobó un 

aumento de NO en las arterias coronarias lo cual se relacionó con la disminución de la 

troponina-1 (cTn_1) una proteína de daño cardiaco. Otros estudios del 

precondicionamieno remoto ocluyendo la arteria mesentérica y la rena, en ratas, l 

comprobaron también la participación de los mecanismos humorales (Kanoria et al 

2007). 

Existen estudios que muestra que la cardioprotección tiene un componente neuronal. 

La vía neurogénica permite la liberación de moléculas que activan los nervios aferentes 

y permiten liberar señales de los nervios eferentes que promueven la cardioproteccion.  

Donato et al., (2016) mostraron que al dar 3 ciclos de 5 minutos de isquemia seguidos 

de 5 minutos de reperfusión en la arteria femoral de una rata Wistar adulta se disminuía 

el área de infarto, pero este efecto se veía revertido si seccionaban el nervio vago 

diafragmático, también Donato et al (2017) mostraron que la resección del nervio vago 

derecho del corazón abolía la cardioproteccion conferida por el precondicionamiento 
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remoto, cabe señalar que la molécula liberada es la acetil colina (ACh) la cual activa la 

vía de señalización PI3K- Akt, cGMP/PKG, y como efector final se encontró al 

mKATP (Donato et al., 2017). Por otro parte, Ren et al., (2018) encontraron que 

produciendo electro estimulación en la región umbilical de una rata disminuía el 

tamaño del área infartada a través de la activación de la fibra nerviosa tipo C de la piel. 

El mecanismo involucrado incluye los receptores de bradicinina, PKCα. La 

denervación renal disminuyó la cardioprotección conferida por el precondicionamiento 

remoto disminuyendo la eritropoyetina (EPO), y el factor inducible de hipoxia (HIF1α) 

por la vía de JAK STAT (Oba et al., 2015). 

 

2.3 2.Ventanas de cardioprotección  

 

Actualmente se sabe que el PI, el PF y el PIR tienen dos ventanas de cardioprotección 

(Yellon & Downey, 2003), la primera ventana, fase aguda o clásica se evoca en minutos 

y dura hasta dos o tres horas de terminado el estímulo precondicionante. La primera 

fase está relacionada con la activación de proteínas cinasas y vías de señalización rio 

abajo, las cuales activan los mecanismos que protegen al corazón. Pasado este tiempo 

desaparece la cardioprotección durante un período de horas y reaparece de manera 

significativa a las 12 horas y puede durar de dos a tres días; esta reaparición de la 

cardioproteccion se le caracteriza por una menor reducción del tamaño del infarto 

comparada con la ventana temprana,  se le conoce también como segunda ventana de 

cardioprotección, fase tardía, ventana tardía o cardioprotección tardía, aunque protege 

contra el infarto también puede tener efectos  benéficos sobre la contractilidad del 

miocardio, la disfunción endotelial o las arritmias (Bolli, 2000). Otra característica de 

la segunda ventana de cardioprotección es la síntesis de proteínas como la sintasa 

inducible del óxido nítrico (iNOS), la aldosa reductasa (AldRed), la superóxido 

dismutasa (SOD), la cicloxigenasa 2 (COX-2), las proteínas de shock térmico 

(HSP27170) (Yellon & Downey, 2003), y la Heme oxigenasa 1(HO-1) (Yu et al 2017). 
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Fig.2 Diagrama representativo del curso temporal de la cardioprotección temprana y la 

tardía posteriores al estímulo precondicionante (basada y modificada de Yellon y 

Downey, 2003) 

 

2.4 Mecanismos generales del precondicionamiento 

 

Los estímulos precondicionantes tales como la hipoxia, la isquemia-reperfusión y otros 

(Heusch, 2015) liberan una serie de sustancias llamadas iniciadoras que transfieren la 

información a distancia por vía humoral o a través de la vía neurogénica, llegando a 

diferentes órganos, estas sustancias pueden actuar directamente o a través de receptores 

de membrana desencadenando procesos mediadores (vías de señalización) que son 

amplificados y llegan a los sitios efectores de la célula que son los responsables de la 

acción protectora llamados efectores finales de la cardioproteccion (Parra, 2016). 

 

2.4.1 Iniciadores del precondicionamiento 

 

Breves periodos de isquemias subletales seguidos de reperfusión directamente en el 

corazón, órgano, tejido o miembro liberan sustancias que viajan a través de la sangre y 
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son ligandos para receptores de membrana acoplados a proteínas G como son la 

adenosina (A1, A3), agonistas alfa adrenérgicos (Oxman et al., 1997), bradicinina 

(Schoemaker & van Heijningen, 2017), endotelinas (ET1) (Houde et al., 2016), 

angiotensinas, opioides,(Randhawa & Jaggi, 2017) y la acetilcolina (M2) (Donato et 

al., 2017).  

El precondicionamiento también se puede iniciar sin tener que estar acoplado al 

receptor; estas sustancias pueden atravesar la membrana plasmática cuando provienen 

de otros sitios o producirse en la misma célula y tener efectos directos sobre la proteína 

cinasa C (PKC) (Yellon & Downey, 2003). Metabolitos como el óxido nítrico (NO) 

mostraron tener efectos benéficos sobre el miocardio, (Arroyo-Martínez et al., 2016; 

Kiss et al., 2014); las ROS también mostraron tener relación con la disminución del 

daño al miocardio al activar a PKC, sin embargo una concentración alta provoca efectos 

deletéreos a la célula cardiaca (Heusch, 2015). 

Otro mecanismo de cardioproteccion no acoplado a receptor fue el que demostraron 

Miyawaki & Ashraf, (1997) en un modelo aislado de corazón, al perfundir una solución 

sin calcio para luego perfundirla con una solución rica en calcio  durante 5 minutos 

activando la PKC. También el ejercicio ha mostrado tener efectos en el 

precondicionamiento miocárdico iniciado por la entrada de Ca2+ a la célula, y su acción 

sobre NADPH oxidasa y sus efectos sobre el canal de mKATP (Parra, 2016). 

 

2.5 Mediadores del precondicionamiento (Vías de señalización) 

 

 Los receptores unidos a su ligando activan proteínas cinasas que promueven vías de 

señalización rio abajo, estas cinasas incluyen proteínas cinasa C (PKC), proteína cinasa 

G (PKG), proteínas de tirosina cinasa (PTK), las proteínas cinasas activadas por 

mitógeno (MAPKs), fosfoinositol 3 cianasa (PI3K)-Akt, y la vía de la JAK–STAT. 

Estas proteínas también son llamadas proteínas cinasas de sobrevivencia las cuales 

promueven cardioprotección cuando son activadas por breves periodos de isquemia 
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reperfusión o inmediatamente después del daño por reperfusión (Rossello & Yellon, 

2018; Bell et al., 2016). 

 

2.5.1 Proteínas cinasa C (PKC) 

 

Fue el primer mediador citosólico identificado en el precondicionamiento, y muchos 

iniciadores del mismo convergen en la activación de PKC, así mismo, los receptores 

acoplados a proteínas Gi (GPCRi) y también Gq/11, estos últimos pueden activar 

fosfolipasa C y D la cual lleva a la hidrólisis de fosfoinositol 4, 5-bifosfato (PIP2), para 

generar 1, 3 y 4- trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Yellon & Downey, 2003). El 

IP3 activa los receptores IP3 del retículo sarcoplásmico liberando más calcio y junto 

con el DAG activan a la PKC. Se ha comprobado que PKCϵ se transloca a la 

mitocondria (Heinen et al., 2011) activando el canal mKATP y promoviendo la 

producción de ROS las cuales pueden a su vez activar a la PKC, también se sabe que 

la PKC actúa sobre el poro transitorio de permeabilidad mitocondrial (mPTP) para 

impedir la liberación de citocromo c que activa a las caspasas (Rossello & Yellon, 

2018). PKCα es la isoforma más importante en mamíferos superiores y se encuentra 

interactuando con conexina 43 (Cx 43)  (Heusch, 2015). En un estudio publicado por 

Wang et al., (2002) produciendo periodos de 25 minutos de isquemia en la arteria 

mesentérica seguidos de 15 de reperfusión, mostraron que la cardioprotección se abolía 

cuando se le aplicaba queleritrina que es un inhibidor de la PKC. Sin embargo, Heinen 

et al., (2011) en un modelo de PIR en ratas anestesiadas con pentobarbital sódico 

mostro que PKC ϵ no mostraba cambios significativos comparados con el control por 

lo que concluyeron que el PIR muestra patrones diferentes de señalización al PI.  

Las ROS, producidas en su mayoría durante la reperfusión, promueven la activación 

de la PKC en la fase temprana de la cardioproteccion como lo sugieren Donato et al., 

(2016) quienes comprobaron un incremento de peróxido de hidrogeno, efecto que fue 

inhibido por 5 hidroxidecanoato (5 HD) un bloqueador del mKATP, esto en un modelo 

de PIR. 



12 

 

2.5.2 Proteína cinasa G (PKG) 

 

Es una proteína cinasa que depende de las concentraciones de monofosfato de 

guanosina cíclico (cGMP). La PKG está involucrada en la vía de cardioprotección 

neurogénica, al activar a PI3K, NOS y PKG que actúa a nivel del mPTP y del canal 

mKATP (Donato et al., 2017; Mastitskaya et al., 2016). También se ha comprobado su 

participación a nivel endotelial provocando vasodilatación y cardioprotección (Heusch, 

2015). La vía de la PKG está involucrada en la reducción de las corrientes de calcio a 

través de la fosforilación de la serina 533 del canal de Ca2+ tipo L ( Ziolo et al.,2008) 

sin embargo, también se ha comprobado que hay un aumento de las corrientes de calcio 

en células atriales de conejo con un aumento de la PKG (Wang et al., 2000; Bae et al., 

2019). 

  

2.5.3 Proteínas Tirosina cinasa (PTK)  

 

Hay dos grupos principales de proteínas tirosinas cinasas, las unidas a receptores de 

membrana y las tirosinas cinasas citosólicas. La activación de las PTK está relacionada 

con la vía de PI3K y MAPK pudiendo estar corriente arriba o corriente debajo de PKC 

(Cohen & Downey 2000). Las MEK son tirosinas cinasas que dependen de PKC y 

activan las MAPK promoviendo la formación de factores de transcripción para la 

formación de síntesis de proteínas en la cardioprotección tardía.(Cohen & Downey 

2000). 

 

2.5.4 Proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPK) 

 

Estas proteínas pueden ser activadas por la PKC y por tirosina cinasas acopladas a 

receptores, dentro del grupo están las cinasas reguladas por señales extracelulares 

(ERK 1/2), la proteína cinasa activada por estrés (JNK), la proteína cinasa activada por 
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mitógeno (MAPK) p38.  Se ha encontrado que la MAPK p38  interviene en la 

protección al miocardio (Cohen & Downey 2000). La isoforma p38α se activa 

posteriormente a la producción de ciclos de precondicionamiento (Sicard et al., 2010), 

mientras que la isoforma p38β lo hace durante la isquemia sostenida (Schulz et al., 

2003), las dos tienen efectos en la cardioprotección y en el PIR la actividad de p38 no 

muestra cambios, sin embargo, su inhibición abroga la cardioprotección (Heusch, 

2015). ERK 1/2 parece participar en la cardioprotección en ratas con PI, sin embargo, 

no parece actuar de la misma manera en el PIR (Heinen et al., 2011). En un trabajo 

publicado por Vicencio et al., (2015) demuestran que ERK es una vía de señalización 

importante en la cardioproteccion a distancia por exosomas que se acoplan a receptores 

tipo Toll (TLR4) activando HSP27. También ERK 1/2 activa factores de transcripción 

como el factor inducido por hipoxia 1α (HIF 1α), en este sentido Oba et al., (2015), en 

un modelo de PIR en la arteria renal, mostraron que la activación de HIF-1α y la 

expresión de eritropoyetina disminuían las áreas de infarto. ERK1/2 activa a la proteína 

activada 1 (AP-1), también el factor NF-κβ, el cual está implicado en la expresión de 

moléculas de adhesión celular en el endotelio vascular (Yang et al., 2016) provocando 

disfunción. Manchurov et al., ( 2014) encontraron que el PIR mejoraba la función 

endotelial al medir la dilatación del flujo arterial y este mecanismo se producía al 

activar al factor de transcripción Nrf2. Yellon & Downey (2003) mencionan que JNK 

es activada después de la isquemia y esta activación se ha relacionado con la PKC, 

otros estudios en cambio muestran una disminución en la fosforilación de PKC (Yellon 

& Downey, 2003), en el PIR en cambio no muestran diferencias significativas (Heinen 

et al., 2011). 

 

2.6 Mediadores del precondicionamiento tardío 

 

Hay un incremento en la síntesis de proteínas como resultado de la activación de las 

cinasas sobre factores de transcripción 24 horas después del estímulo precondicionante, 

estas proteínas tienen efectos sobre la protección cardiaca tardía, entre ellas están: 

iNOS, COX-2, AldRed y la HO-1 (Zhou et al., 2014). 
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Uno de los factores de transcripción más estudiados es el NF-κβ al cual se le relaciona 

con la modulación de genes como los de la iNOS, la AldRed, la COX-2 que se 

encuentran aumentados en el PIR tardío (Stein et al., 2004). Recientemente se ha 

encontrado la participación del factor nuclear eritroide 2- relacionado con el factor 2 

(Nrf2), el cual modula la expresión de la HO-1 y se le relaciona con la protección tardía 

del corazón (Zhou et al., 2014). 

 

Un aumento en la iNOS en el precondicionamiento isquémico tardío promueve la 

síntesis del óxido nítrico que puede actuar sobre la PKC, o directamente sobre el 

mKATP (Cohen et al., 2000). Por otro lado, Gres et al., (2002) encontraron que una 

inhibición de la COX-2  aumenta el tamaño del infarto, lo que implica que un fuerte 

estimulo precondicionante aumenta la síntesis de esta enzima que está relacionada con 

la cardioprotección Otras enzimas involucradas en la cardioprotección tardía son la 

SOD, la superoxido dismutasa Mn (Mn SOD), la NADPH oxidasa, la proteína de shock 

térmico (HSP 70) (Vicencio et al., 2015), HIF-1α y EPO (Oba et al., 2015). 

 

2.7 Efectores finales del precondicionamiento 

 

La mitocondria es con mucho el organelo donde convergen la gran mayoría de las vías 

de señalización que detonan los tres tipos de precondicionamiento, PI, PF, PIR, a través 

de la activación de las cinasas que actúan sobre el mPTP o sobre el canal mKATP los 

cuales son considerados los efectores finales de la cardioprotección (Rosenberg et al., 

2018), no por esto se debe restar importancia a las proteínas que conforman los canales, 

receptores, intercambiadores, cinasas y factores de transcripción  que se ha 

comprobado participan en la cardioproteccion 
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2.7.1 Poro transitorio de permeabilidad mitocondrial (mPTP). 

 

Está conformado por complejos proteicos mitocondriales que interaccionan para 

formar el poro. En  la membrana interna se encuentra la adenina nucleótido translocasa 

(ANT) y en la externa la proteína del canal aniónico dependiente de voltaje de (VDAC), 

esta interacción de proteinas permite el paso de solutos desde la matriz mitocondrial 

como son el calcio, el citocromo c, ADP/ATP, los nucleótidos de piridina, el glutatión 

reducido (GSH), alterando el potencial de membrana mitocondrial (∆ψm) (Feissner et 

al., 2009). El poro transitorio mitocondrial se abre cuando hay una disminución de 

estos solutos o cuando hay una sobrecarga de calcio y alta producción de ROS lo que 

libera el citocromo c que se une a las caspasas y lleva a la muerte celular (Costa & 

Garlid, 2008). 

 

2.7.2 Los canales de potasio dependientes de ATP, mitocondrial (mKATP) y del 

sarcolema (sKATP) 

Los canales de potasio dependientes de ATP se denominan así porque son sensibles a 

las concentraciones de ATP, siendo inhibidos por este nucleótido. Se les relaciona con 

la cardioprotección en la fase temprana y tardía y son canales rectificadores Kir, que al 

abrirse permiten la entrada de potasio para hacer más hiperpolarizada a la membrana 

plasmática, y en el caso de la mitocondria su apertura produce una despolarización del 

potencial mitocondrial. Están asociados con receptores a las sulfonilureas (Yellon & 

Downey, 2003) por lo que medicamentos como la glibenclamida y antibióticos como 

las sulfas pueden afectar su función (Kanoria et al., 2007). 

El canal sKATP está relacionado con el acortamiento del potencial de acción 

disminuyendo la fase dos del potencial evitando la sobrecarga de calcio al 

cardiomiocito, los primeros estudios de patch clamp en células cardiacas estuvieron 

relacionadoscon el canal sKATP (Heusch, 2015). La caracterización molecular del 

mKATP no está clara aún, pero parece que constan de un receptor a sulfonilurea y un 
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canal unitario de potasio, difiere del canal sKATP por sus características 

farmacológicas, así el mKATP es 1000 veces más sensible al diaxózido y también más 

sensiblea el 5 hidroxidecanoato (5 HD) que lo inhibe en concentraciones nanomolares 

(Yellon & Downey, 2003). 

Se sabe que ante un evento isquémico hay una disminución de ATP lo que provoca la 

apertura del canal mKATP permitiendo la entrada de iones de K+, lo cual activa al 

intercambiador K+/H+ disminuyendo el ∆ψm en cerca de 10 mV lo que provoca un 

desacople en el complejo respiratorio V afectando la función de F1-F0 ATPasa y 

aumenta la producción de ROS disminuyendo la entrada de calcio a la mitocondria 

(Holmuhamedov et al., 1999). En condiciones normales el gradiente electroquímico en 

el complejo V sirve para fosforilar ADP a ATP y mantener el potencial de membrana 

mitocondrial (Li et al., 2013) La apertura del canal mKATP disminuye el área de 

infarto en la ventana temprana  y tardía de la cardioprotección (Kanoria et al., 2007). 

El canal mKATP puede ser activado por el NO (Sasaki et al., 2000), la PKC, la PKG 

(Donato et al., 2016) y las ROS, que a su vez activan a la PKC, produciendo un ciclo 

de retroalimentación.(Costa & Garlid, 2008). 

 

2.7.3 Conexina 43.  

 

Es una proteína transmembrana que se localiza en el sarcoplasma y en la membrana 

mitocondrial, está muy relacionada con el canal mKATP. Su activación promueve la 

entrada del ion K+ a la matriz mitocondrial aumentado el consumo de oxígeno y la 

síntesis de ATP (Heusch, 2015). En el PI su fosforilación promueve la protección 

cardiaca a través de STAT3 (Bell et al., 2016). El daño por reperfusión y la consecuente 

hipercontractura se transmite de célula a célula por las uniones estrechas, el mecanismo 

por el cual se da la extensión del daño se basa en el paso de sodio a través de las uniones 

estrechas del miocito hipercontraido a miocitos adyacentes y esta sobrecarga de Na+ 

promueve la activación del intercambiador Na+/Ca2+ aumentando la sobrecarga de 

calcio y daño, de esta forma se determina la extensión del infarto (Garcia-Dorado et 

al., 1997). 
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2.7.4 Hipercontractura y ruptura del sarcolema. 

 

Minutos después de la reperfusión se restaura la cadena respiratoria, aumenta la 

producción de ATP lo que disminuye el fósforo inorgánico y por ende aumenta la 

sensibilidad de las miofibrillas al ion Ca2+ que se encuentra en concentraciones altas lo 

que  promueve una hipercontractura que daña el sarcoplasma, este fenómeno es 

conocido como daño por reperfusión (García-dorado & Ruiz-meana, 2009). En 

corazones sometidos a PI o a PIR existe una disminución de esta hipercontractura dada 

por la acción que ejercen las proteínas cinasas en diferentes blancos lo que ayuda a 

estabilizar el citoesqueleto o a tener un mejor manejo del calcio (Moreno & Portillo, 

2016). 

 

2.7.5 Estabilización del citoesqueleto. 

 

Una disminución de la estabilidad del citoesqueleto y un aumento en el volumen celular 

por edema contribuyen a la fragilidad y ruptura del sarcoplasma. En la red de 

microtúbulos está involucrada la vía de activación y translocación de PKCϵ y p38 lo 

que promueve una mejor resistencia al daño (Nakamura et al., 2004). En el PI la 

activación de la proteína p38 y de su isoforma αβ cristalina así como de HSP 27 está 

relacionada con el ensamble de miofilamentos de actina. (Heusch, 2015). Tanto en el 

PI como en PIR la conexina 43 es fosforilada evitando así la entrada de iones Na+ de 

células vecinas y por ende el edema celular (Wang et al., 2013). 

. 
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2.7.6 Apoptosis. 

 

La muerte celular programada es activada por el daño provocado durante la isquemia/ 

reperfusión al abrirse el mPTP y liberar citocromo c que a su vez activa las caspasas 

llevando a la apoptosis. El PI y el PIR reducen la proteína proapoptótica BAX (Yellon 

& Downey, 2003), también disminuyen la apoptosis en el tejido auricular (Hu et al., 

2016). Se ha relacionado la activación de las MAPKs con la disminución de la 

apoptosis (Chen et al., 2017). También la inactivación p38 reduce la apoptosis 

inhibiendo la activación de la caspasa 3 (Zuo et al., 2019). La activación del NO y de 

las ROS activa a la PKC que finalmente actúa sobre el mPTP disminuyendo la 

liberación de citocromo c produciendo cardioprotección (Cohen & Downey 2000). 
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Fig.3 Esquema representativo de las vías de señalización involucradas en la cardioproteccion 

temprana y tardía donde el calcio juega un papel fundamental en ambas fases. 

 

2.8 El Ca2+ y su participación en la isquemia/reperfusión. 

 

Zimmerman & Htilsmaun (1966) probaron que en corazones aislados perfundidos con 

soluciones sin calcio no presentaban enzimas de daño pero si estos corazones eran 

vueltos a perfundir con soluciones ricas en calcio la permeabilidad de la membrana se 

veía afectada presentado enzimas de daño celular, el hecho de que el Ca2+, un ion 

indispensable para el funcionamiento cardiaco, pueda producir daño lo llamaron 

paradoja del calcio, posteriormente se supo que esta alteración en la permeabilidad de 

la membrana es a causa de una hipercontractura y destrucción del sarcoplasma 

(Isenberg & Klockner, 1982). 

El calcio tiene un papel importante en el precondicionamiento como lo demostraron 

(Miyawaki & Ashraf, 1997) al perfundir corazones aislados con una solución con alta 

concentración de calcio seguido de una perfusión con baja concentración de calcio en 

un sistema de Langendorff. Esto disminuyó el daño miocárdico comparado con el 

grupo control, también encontraron que se produce activación y translocación de la 

PKC a la membrana del cardiomiocito. (Miyawaki & Ashraf, 1997). En corazones de 

perro se ha encontrado algo similar con este procedimiento, así como utilizando un 

agonista α adrenérgico, la metoxamina (Node et al., 1997). En este sentido los agonistas 

α-adrenérgicos promueven la formación de cAMP que fosforila a la PKA. La PKA 

actúa en sitios de interacción con el canal de calcio tipo L y con el RyR2 lo que 

promueve que entre más calcio a través de los canales y se libere más calcio del RS 

(Bers, 2013). El incremento de calcio intracelular puede activar a la PKC y ésta a su 

vez al canal mKATP produciendo cardioprotección , o activando a las ROS y la síntesis 

de adenina que activan también a la PKC. Al ser activada la PKC puede a su vez activar 

a PI3K-AKT y su vez fosforilar a ERK1/2 (Salie et al., 2012) del grupo de las MAPKs 

promoviendo factores de transcripción rio abajo o activando proteínas como αβ-

cristalina o p38 para estabilizar el citoesqueleto. 
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2.9 El canal de Ca2+ tipo L.  

 

El calcio es fundamental para varios procesos fisiológicos y existen muy pocos trabajos 

sobre el papel que juegan los canales de Cav 1.2 en la cardioprotección. El canal de 

Ca2+ tipo L es un canal que depende del voltaje y es activado ante una despolarización 

de membrana. Está compuesto de varias subunidades: α 1c, α2, β, y δ (Bodi et al., 

2005). La subunidad α1c es la que forma el poro y contiene al sensor de voltaje, la 

selectividad al ion Ca2+ y la gran mayoría de sitos de interacción con segundos 

mensajeros y fármacos (Hool & Corry, 2007) La subunidad β se encuentra en la cara 

citoplasmática del cardiomiocito, se le considera una unidad auxiliar. Las subunidades 

α2-δ interactúan y se les relaciona con la expresión del canal en la membrana así como 

con su activación (Spedding & Paoletti, 1994). 

 

 

 

Fig.4  Esquema de la estructura del canal de Ca2+ tipo L (modificado de Bodi et al 2005). 
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2.9.1  El canal de Ca2+ tipo L en el acople excitación contracción. 

 

Al despolarizarse la membrana del cardiomiocito a un nivel que genere un potencial de 

acción, se abrirán los canales de calcio dependientes de voltaje en la fase dos, o de 

meseta de dicho potencial. Esta entrada de calcio libera más calcio del retículo 

sarcoplásmico aumentando las [Ca2+]i para que milisegundos después el ion Ca2+ sea 

empleado por las miofibrillas en la contracción o sístole cardiaca (Bers & Guo, 2005). 

Posteriormente viene la relajación en la cual las concentraciones de calcio disminuyen 

como consecuencia de la activación de las bombas SERCA, la PMCA y el canal 

uniporter de la mitocondria (Bers, 2013). 

 

 

Fig.5 Acople excitación-contracción. Se esquematiza a la célula muscular cardiaca con las 

principales proteínas que participan en el manejo del calcio intracelular durante la contracción 

y en la relajación. En el recuadro se representa el curso temporal desde la producción del 

potencial de acción (negro), el transitorio de Ca2+ (azul), y la contracción (línea punteada roja), 

(tomado de Bers, 2013). 
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2.9.2 Regulación del canal de Ca2+ tipo L. 

 

El canal de calcio tiene varios sitos de interacción en el extremo COOH terminal para 

proteínas y fármacos, estos sitios de interacción regulan su actividad. Las proteínas 

cinasas involucradas son PKA, PKC (Puri et al.,1997) y PKG (Keef et al.,2001). Su 

regulación es compleja y depende de las condiciones del canal, la temporalidad, etc. 

La vía cAMP/PKA fosforila al canal en la región del carboxilo terminal en la serina 

1928 y a nivel de la subunidad β en los residuos 143 y 145. La fosforilación en la serina 

1928 en la subunidad α 1c aumenta las corrientes de calcio (Hofmann et al.,2014). 

Las corrientes de calcio son reguladas por cGMP/PKG (Méry et at., 1991) y por lo 

tanto NO/cGMP se vería involucrado en la regulación del canal al disminuir las 

corrientes por fosforilación (Hofmann et al., 2014). Estos efectos de PKA y PKG son 

opuestos y se continua analizando como estas proteínas cinasa interactúan en la 

subunidad α1c aumentado o disminuyendo su actividad (Vandael et al 2013; Zhao et 

al 2018). 

Estudios in vitro han demostrado que la PKC fosforila tanto a la subunidad α1c en el 

extremo amino terminal en los residuos 27 y 31 (McHugh et al., 2000), así como a la 

subunidad β2 en el amino terminal (Hofmann et al., 2014), y puede activar o inhibir al 

canal dependiendo de las diferentes isoformas de la PKC (Keef et al., 2001). 

La CaMKII  es una cinasa dependiente de la calmodulina muy abundante en el corazón 

que tiene sitios de interacción en la región del carboxilo terminal de la subunidad α1c 

a la cual puede fosforilar, teniendo como consecuencia la inactivación o la facilitación 

del canal (Maier & Bers, 2007). 

El canal de Ca2+ tipo L tiene varios residuos de cisteína que están expuestos a los 

efectos de las especies reactivas de oxígeno provocando glutationilación del canal y 

aumentando así las corrientes de calcio (Tang et al.,2011). El NO puede modular al 

canal via cGMP/PKG disminuyendo las corrientes del canal o aumentándolas  por 

acción directa sobre grupos tiol (–SH ) (Hool & Corry, 2007). 
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2.9.3 Antecedentes inmediatos 

 

En un estudio publicado por González et al., (2010) se demostró el papel fundamental 

de los canales Cav1.2 en la protección al miocardio en un modelo de PF. Gonzalez et 

al (2010) encontraron una disminución del área de infarto en corazones de rata Wistar 

adulta, así como una disminución de la amplitud de las corrientes de calcio en 

cardiomiocitos precondicionados farmacológicamente con diazóxido (abridor del 

mKATP) en comparación con el grupo control (ver Figura 6). La incubación previa con 

5-hidroxidecanoato (5-HD), bloqueador del canal mKATP, evitó los efectos del 

diazóxido en las corrientes de Ca2+ del canal. 

 

 

Fig. 6.  A) curva I-V con los promedios de las corrientes al pico obtenidas a diferentes 

potenciales de membrana. En círculos claros se muestran los datos obtenidos en miocitos 

control, y en círculos negros los valores de miocitos tratados con diazóxido. Los triángulos 

muestran los datos obtenidos al pre incubar los miocitos con 5-HD, bloqueador de los canales 

mKATP. B) Los diagramas representan los protocolos experimentales utilizados. En la parte 

inferior se muestran registros representativos de las corrientes de Ca2+  tipo L (abajo) obtenidas 

a 0 mV en las diferentes condiciones experimentales. (Gonzalez et al., 2010). 
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Al disminuir las corrientes de calcio se esperaría que la liberación de calcio del RS 

también sea menor. Efectivamente, en cardiomiocitos enzimáticamente disociados 

provenientes de rata Wistar adulta y con PF con diazóxido se demostró (Gonzalez et 

al., 2010) una disminución de la amplitud de los transitorios de calcio comparados con 

el grupo control y este efecto se evitaba cuando los cardiomiocitos eran incubados con 

5-HD, o, con N-acetil-cisteína (NAC) que es un amortiguador de especies reactivas de 

oxígeno, lo cual demuestra un papel de las ROS en el PF (ver Figura 7A). En ese mismo 

trabajo se encontró por estudios de Western blot una expresión a la baja de la subunidad 

α1c en miocitos cardiacos sometidos a PF, lo cual indica que la expresión del canal a 

la baja es la causante de la disminución de las corrientes en esas condiciones (ver Figura 

7B).  

 

Fig. 7. El PF reduce las señales de calcio y la expresión de la subunidad 1c. A) en la parte 

superior se representan los protocolos y en la parte inferior se muestran registros 

representativos de los transitorios de calcio en las diferentes condiciones experimentales. B) 

Blots representativos de la subunidad α1c en condiciones control y con diazóxido, así como de 

actina, proteína utilizada para la normalización. (tomado de Gonzalez et al., 2010). 

En nuestro laboratorio nos hemos interesado por analizar el papel que juegan los 

canales de calcio en la cardioprotección, y ante la escasez en la literatura de datos en 

este sentido en las diferentes fases del PIR, nos dimos a la tarea de su estudio en este 

modelo de precondicionamiento 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Las enfermedades cardiovasculares son la mayor causa de muerte a nivel mundial, su 

relación con el sedentarismo, la diabetes, la obesidad y el síndrome metabólico agravan 

más este problema. En México también son la primera causa de muerte a nivel nacional 

afectando niños, adolescentes y por supuesto adultos. 

El PIR podría ser una terapia novedosa con aplicaciones clínicas, por lo que el estudio 

de los mecanismos por los cuales promueve la protección del corazón deben ser 

estudiados e investigados para promover terapias efectivas que lleven a resultados 

exitosos. 

El calcio está implicado en varios procesos biológicos. En el acople excitación-

contracción la célula debe tener un manejo de calcio adecuado. Durante la isquemia-

reperfusión los mecanismos que lo controlan se ven alterados provocando 

concentraciones altas a nivel intracelular que llevan a la muerte celular por 

hipercontractilidad, o a procesos apoptóticos de las células cardiacas que tendrán como 

resultado un mal funcionamiento cardiaco.  

El interés de este trabajo es analizar si el canal de Ca2+ tipo L está involucrado en la 

cardioprotección producida por el PIR, modelo de cardioprotección con posibles 

aplicaciones terapéuticas. 
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4. HIPÓTESIS.  

 

En un modelo de precondicionamiento isquémico remoto el tejido cardiaco  disminuye 

la actividad de los canales Cav 1.2 

5. OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar la actividad del canal de Cav 1.2 en miocitos cardiacos de rata adulta después 

del   precondicionamiento isquémico remoto.  

6. OBJETIVOS PARTICULARES. 

1.- Implementar el modelo de precondicionamiento isquémico remoto y su validación 

a través de la medición de las áreas de infarto     

2.- Registrar por la técnica de patch clamp las corrientes de calcio en miocitos cardiacos 

obtenidos de ratas previamente sometidas al precondicionamiento a distancia  y 

analizar los posibles cambios en relación con miocitos de ratas testigo. 

3.- Analizar los posibles cambios en los transientes de calcio mediante su registro con 

técnicas ópticas en cardiomiocitos obtenidos de ratas sometidas al 

precondicionamiento remoto.  

4.- Estudiar si la contractilidad de los miocitos en las condiciones antes mencionadas 

se ve alterada. 

5.- Evaluar por medio de técnicas de Western blot los posibles cambios en la expresión 

de la subunidad α1c en extractos totales de cardiomiocitos obtenidos de ratas sometidas 

a precondicionamiento isquémico remoto.  

6- Analizar los posibles cambios en la protección obtenida con el modelo de PIR a las 

24 horas posteriores al procedimiento (ventana tardía o PR tardío) a través de la 

medición de las áreas de infarto     

7.- Registrar por la técnica de patch clamp las corrientes de calcio en miocitos cardiacos 

obtenidos de ratas previamente sometidas a PR tardío para analizar sus posibles 

cambios en esa etapa. 
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8.- Medir la contractilidad de los miocitos en las condiciones de precondicionamiento 

remoto durante la ventana tardía. 

 

7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1 Protocolo anestésico. 

 

 Se utilizaron ratas Wistar macho de 250 a 300 g. Las ratas se colocaron en una cámara 

de inducción anestésica con isoflurano al 4% con una mezcla de oxígeno al 95% y CO2 

al 5% a un flujo de 0.5 a 1 l/min, posteriormente el mantenimiento anestésico se hizo 

con una mascarilla a una saturación de 2% de isoflurano (Sociedad Española de 

Anestesia (S.E.A.) animalario, 2005), una vez comprobada la profundidad de la 

anestesia por pinzamiento interdigital (ausencia de dolor) se procedió a realizar una 

incisión quirúrgica que abarca la región ventral del cuello iniciando caudalmente en el 

comienzo del tórax y terminando a la altura del ángulo mandibular. Se separan el tejido 

subcutáneo y los músculos braquiocefálicos exponiendo los anillos traqueales. Se 

introduce un catéter de 16G en la luz traqueal para posteriormente sacar la aguja y sólo 

dejar el catéter, una vez comprobado que el catéter está bien colocado se retira la 

mascarilla y se coloca el ventilador mecánico (Ugo Basile, modelo 7025, Italy), a una 

frecuencia de 76 respiraciones por minuto. 
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A)                                   

              

    

   B) 

              

 

Fig. 8. Fotografías que muestran al animal anestesiado (A), y durante la aplicación del 

protocolo de PIR (B) en donde se muestra el registro simultáneo del EKG, frecuencia cardiaca, 

pulso, saturación de oxígeno, temperatura rectal, plestinografía.y frecuencia respiratori. En los 

miembros inferiores se observa el baumanómetro pediátrico. 
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7.2 Protocolo de Precondicionamiento Isquémico Remoto (PIR). 

 

Las ratas se seleccionaron aleatoriamente. Durante el periodo de estabilización 

anestésica se rasuró y desinfectó la zona quirúrgica lateral izquierda (región del tórax). 

En el grupo utilizado como referencia del daño producido por un período prolongado 

de isquemia (grupo de I/R), la anestesia se continuó durante 40 minutos, posteriormente 

se realizó una incisión quirúrgica en el cuarto espacio intercostal exponiendo la cavidad 

torácica y el corazón. Se localizó la arteria anterior descendente (AAD) y con una 

sutura absorbible de 5-0 de ácido poliglicólico (Surgeasy) se ocluyó la arteria durante 

30 minutos con un punto simple. Pasado este tiempo se retiró el punto de sutura para 

permitir el flujo sanguíneo durante 90 minutos, y acto seguido se extirpó 

quirúrgicamente el corazón. En el grupo PIR+ I/R se produjo isquemia en los miembros 

inferiores obliterando la arteria femoral, con ayuda de un baumanómetro pediátrico a 

una presión de 200 mmHg, durante 5 minutos seguidos de 5 minutos de reperfusión de 

manera alternada hasta completar 40 minutos, los siguientes pasos fueron iguales a los 

del grupo I/R. hasta la extirpación quirúrgica. 

 

Fig.9 Esquema de los protocolos para la validación del PIR.  
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Protocolo de PIR Tardío. 

Los animales en los que se analizó el grado de protección producido en la etapa tardía 

del PIR se dividieron en dos grupos, a uno de ellos se le aplicó anestesia durante 40 

min y acto seguido se mantuvo a la rata por un periodo de 24 horas. Posteriormente, y 

bajo anestesia, se procedió a realizar el protocolo de I/R (grupo de I/R tardía), es decir, 

30 minutos de isquemia seguidos de 90 minutos de reperfusión. El otro grupo, grupo 

de PIR tardío, se sometió al protocolo de 4 ciclos de isquemia y reperfusión descrito 

previamente, y 24 horas después se sometió a los períodos más prolongados de 

isquemia y reperfusión (ver Figura 10). 

 

 

Fig.10 Esquema de los protocolos para la validación del PIR tardío.  

 

7.3 Medición del área de infarto. 

 

Después de los 90 minutos finales de la reperfusión, tanto para los animales sometidos 

al PIR o al PIR tardío los corazones fueron  extirpados quirúrgicamente, previo lavado 

con PBS que contiene (en mM) 137 NaCl, 2.7 KCl, 10.56 Na2HP04, 1.45 KH2 PO4. Los 

corazones se congelaron durante dos horas a -20 oC, se realizaron cortes histológicos a 
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la altura del ápice y tercio medio y se incubaron 20 min en una solución de 2,3,5 cloruro 

de Trifeniltetrazolium (TTC) (Sigma-Aldrich) al 1% a 37 °C. Posteriormente, se 

pasaron a solución de formaldehido al 10 % y se refrigeraron por 24 h. El TTC tiene la 

ventaja de reaccionar con la enzima deshidrogenasa y cofactores como NADH, 

presentes en las células viables, produciendo un color rojo, mientras que el tejido 

necrótico no se colorea (Downey, 2019). La medición del área de infarto se hizo 

utilizando el softwere image J y los resultados se expresaron en porcentaje en relación 

al área total (Cho et al., 2019). 

 

Fig. 11 Esquema de la metodología para la validación de los modelos de PIR (A, en amarillo) 

y de PIR tardío (B, en rosa), desde el respectivo protocolo hasta la medición del área de infarto.  

7.4 Disociación de los cardiomiocitos. 

Para el estudio de los diversos mecanismos fisiológicos de protección que se inducen 

con el PIR, se utilizaron cardiomiocitos aislados enzimáticamente. En los grupos 

utilizados para estudiar la fase temprana del PIR se procedió de la siguiente manera. 

En el grupo control, después de 40 min. de anestesia se procedió a extirpar el corazón 

y se montó en el sistema de Langendorff para la disociación de los cardiomiocitos. En 

el grupo correspondiente al PIR, bajo anestesia, se realizaron periodos de 5 min de 
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isquemia en los miembros inferiores, seguidos de 5 min de reperfusión hasta completar 

40 min y posteriormente se extirpó el corazón para colocarlo en el sistema de 

Langendorff y proceder a la disociación enzimática de los miocitos (ver Figura 11 A). 

En el caso del PIR tardío, el grupo control se anestesió por 40 min y se dejaron transcurrir 24 

hs antes de la disociación. En el grupo de PIR tardío los animales se sometieron al protocolo y 

después de 24 hs se extirpó el corazón para proceder a la disociación de los cardiomiocitos (ver 

Figura 11 B). 

 

Fig.12 Esquemas de los protocolos para el estudio de los mecanismos de protección generados 

por el PIR y el PIR tardío, con sus respectivos controles. Al finalizar los protocolos se extirpó 

el corazón y se procedió a la disociación enzimática de los cardiomiocitos. 

Los corazones fueron rápidamente canulados por la aorta y colocados en un sistema de 

Langendorff, perfundidos durante 5 min con una solución de Tyrode a 37 oC que 

contiene (en mM) 137 NaCl (Merck), 5.4 KCl (Merck), 1 MgCl 2 (Sigma), 10 HEPES 

(Sigma), 10 Glucosa (Merck). Pasado este tiempo la solución de perfusión se cambió 

por una solución de Tyrode a la que se le añadieron 18 mg de colagenasa (Worthington 

A)

B)
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Biochemical Corporation) y 3 mg de proteasa (Sigma) para 100 ml, durante ~50 min. 

para permitir la digestión de la matriz extracelular. Se desmontó el corazón, las 

aurículas se separaron y los ventrículos se cortaron en trozos más pequeños para 

facilitar el desprendimiento de los miocitos, los cuales fueron centrifugados a 2 g 

(Zentrifugen D-78532 Tuttlingen) durante 2 min. Las células fueron resuspendidas en 

una solución de de Tyrode con albúmina de suero bovino (BSA, Sigma) al 0.1% y en 

la cual se fue incrementando gradualmente la concentración de calcio (0.1, 0.5 y 1 mM 

de CaCl2, períodos de 2 minutos para las dos primeras concentraciones) con el fin de 

evitar una sobrecarga de calcio y la consiguiente muerte celular. 

Los trozos restantes de los ventrículos fueron incubados a 37 oC (Water Bath Precisión) 

por 5 min en la misma solución con enzimas, y se repitieron los pasos antes 

mencionados. 

Las células enzimáticamente disociadas tanto del grupo control como del grupo con 

PIR fueron utilizadas para las técnicas que se describen a continuación.  

 

7.5 Medición de los transitorios de Ca2+. 

 

Los miocitos ya disociados se incubaron en solución Tyrode que contenía 5 mM de 

Fluo-3 AM (Molecular Probes) durante una hora, en la oscuridad. Pasado este tiempo 

se lavó el indicador con Tyrode y se incubó durante 30 minutos más. La forma AM del 

indicador fluorescente Fluo-3 tiene la ventaja de atravesar la membrana plasmática y  

las esterasas de la célula hidrolizan el indicador haciéndolo sensible al calcio. Este 

indicador genera poca compartamentalización y ha sido utilizado en miocitos cardiacos 

ampliamente (González et al., 2010). 

Una vez terminado el periodo de incubación las células se colocaron en un portaobjetos 

y se observaron a través de un microscopio de fluorescencia (Nikon). La excitación fue 

a 485 nm y la emisión se filtró a 535 nm, la cual fue captada por un fotodiodo acoplado 

al microscopio y a través de una interfaz la señal análoga se convirtió a una señal digital 

(Digidata 1322, 16 bits). Los miocitos se estimularon eléctricamente de forma 



35 

 

extracelular para generar potenciales de acción a una frecuencia de 0.2 Hz. La 

fluorescencia emitida se registró cada 60 µs por 40 s. La fluorescencia basal (F) se 

tomó del promedio de los 300 ms previos al transiente de calcio y la amplitud se midió 

de manera relativa como ∆F/F. Los datos fueron analizados utilizando el software 

pCLAMP 8.0 (Axon Instruments) y SigmaPlot 10 (Systat Software Inc). 

 

7.6 Registro electrofisiológico de las corrientes de calcio. 

 

Las corrientes de calcio se midieron mediante la técnica de patch clamp en la 

configuración de célula completa (whole cell) (Hamill et al.,1981). Se aplicó un 

protocolo de pulsos que consistió de dos pulsos consecutivos hiperpolarizantes de -10 

mV con una duración de 150 ms, seguidos de una secuencia de pulsos que iban desde 

-40 mV hasta +60 mV en pasos de 10 mV y con una duración de 150 ms. Los pulsos 

hiperpolarizantes permiten cuantificar las corrientes capacitivas y las corrientes 

lineales las cuales se restaron para obtener exclusivamente las corrientes de Ca2+. El 

potencial de “holding” se escoge cercano al potencial en el cual la mayoría de los 

canales de Ca2+ tipo L están cerrados en una determinada célula (Molleman, 2003). 

 Las corrientes fueron registradas con un amplificador Axopatch 200-A (Axon 

Instruments) y fueron digitalizadas por una interfaz Digidata Interface (Axon 

Instruments, Foster City, USA) con una resolución de 16 bits. Los datos se analizaron 

con el software pCLAMP 8.0 (Axon Instruments). 

La solución en la pipeta contenía (en mM) 100 aspartato de cesio, 20 CsCl (Sigma), 20 

TEACl (Sigma), 2 MgATP (Sigma), 1.8 MgCl2 (Sigma) 0.05 EGTA (Sigma) y 5 

HEPES (Sigma), pH 7.2. La solución externa fue Tyrode con 1 mM de CaCl2. La 

solución interna permite bloquear los canales de potasio utilizando cesio, además de 

cloruro de tetraetilamonio (TEACl), un bloqueador de los canales de potasio 

inespecífico (Molleman, 2003). 

Los miocitos ya disociados fueron inmediatamente transferidos a la cámara de registro 

para realizar la técnica de patch clamp. 



36 

 

 

Fig. 13 Esquema del protocolo de pulsos utilizado para el registro de las corrientes de Ca2+.  

 

 

7.7 Registros de la actividad mecánica. 

 

Los miocitos aislados fueron estimulados eléctricamente con un estimulador Grass SD 

a una frecuencia de 1 Hz a través de electrodos de platino. El acortamiento de los 

cardiomiocitos se observó a través de un microscopio y se videograbó con una cámara 

Deiko (MSR, 350) y con el software Dvd Video Soft Free Studio se convirtió la imagen 

de video a imágenes en formato jpg con un intervalo entre cuadro y cuadro de 33.33 

ms. La medición se inició durante la relajación y se continuo cada 33.33 ms hasta el 

máximo acortamiento. Con el software  image J se analizó dicho acortamiento. Los 

valores de acortamiento se promediaron para el grupo control y para el sometido a PIR 

y fueron expresados en longitud relativa con respecto a la longitud de reposo. El 

período de contracción, o tiempo al pico, se midió como el tiempo entre el inicio de la 

contracción y el máximo acortamiento del cardiomiocito El periodo de relajación se 

midió desde el punto de máxima  contracción hasta la relajación completa de la célula 

(Paterek & Mackiewicz, 2016). 

 

-40mV 

150ms 150ms 
-10mV 

60mV 
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7.8 Medición de la expresión de la proteina α1c 

 

Se utilizaron extractos totales de  cardiomiocitos enzimáticamente disociados 

inmediatamente después de ser obtenidos, se colocaron en Buffer de lisis que contiene 

20 mM de Tris 100 mM NaCl, 1% Triton X 100, con inhibidores de proteasas y se 

congelaron a -70 0 C, posteriormete se sometieron a sonicación durante 5 ciclos y se 

centrifugaron a 13,000  g durante 10 min. a 4 0C, la fracción soluble fue utilizada para 

Western blot. La cuantificación  de proteína fue realizada con la técnica de Bradford y 

las muestras se llevaron a una concentración de 20 µg/µl. 

Se utilizaron geles de dodecil sulfato de sodio -poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10 %  

para la identificación de la proteína α1c y para la β tubulina y se corrió durante 2 horas 

a 180 mV, en una cámara de electroforesis modelo V16. Una vez que se corrieron los 

geles se trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa m (Bio-Rad). 

Posteriormente y para verificar que hubo una buena transferencia se hizo una tinción 

con Rojo de Ponceau, La membrana se bloqueó con PBS más 4.5% de leche en polvo 

libre de grasa, en agitación y a temperatura ambiente, con el fin de cubrir las zonas 

libres de proteína y que el anticuerpo primario no interactúe con la misma membrana.  

La membrana se incubó toda la noche con el anticuerpo primario Anti-Cav 1.2 

(CACNA 1C) de conejo a una dilución de 1:100, 000 a una temperatura de 4 0C. 

Posteriormente, se agregó el anticuerpo secundario AB 6528 de ratón  unido a 

peroxidasa en una dilución de 1:200. 

 El anticuerpo secundario unido a la peroxidasa al agregarle el sustrato produce una 

reacción de quimioluminiscencia que se registra con una placa de rayos X. 

Se cuantificó la densidad absoluta de la banda, se calculó el área y el promedio de la 

intensidad de la banda, el producto de estos dos parámetros nos da densidad absoluta 

de la banda. La normalización se hace dividiendo la densidad absoluta de α1c entre la 

densidad absoluta de β tubulina. 
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8. RESULTADOS. 

 

8.1 El protocolo de PIR produjo protección frente a la isquemia-reperfusión. 

 

Nuestro primer objetivo fue evaluar la efectividad de nuestro protocolo de PIR, para lo 

cual evaluamos el área de infarto después de aplicar una hipoxia prolongada. Con este 

propósito se utilizó la tinción con TTC y se midió el área de infarto por medio del 

software image J y los resultados se expresan en porcentaje de área infartada. La figura 

14 muestra en el panel A cortes histológicos representativos a diferentes niveles del 

corazón. PIR denota al corazón sometido al protocolo de precondicionamiento, I/R se 

refiere al corazón que sólo se sometió al protocolo de isquemia-reperfusión. Se puede 

apreciar una clara disminucion del área de infarto en corazones provenientes de ratas 

sometidas a PIR comparada con el grupo control. En el panel B de la figura 14 se 

resumen los resultados de varios experimentos en donde se expresa el área de infarto 

como porcentaje del área total. La protección fue de poco más del 40% en relación con 

el grupo que no se precondicionó, por lo tanto, nuestro modelo confiere 

cardioproteccion. 
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Fig. 14 El PIR disminuye el área de infarto. A) Ejemplo de cortes histológicos de dos 

corazones en dos regiones diferentes. Uno de los corazones fue sometido a PIR y 

posteriormente a I/R, y el otro únicamente a I/R. El TTC tiñe de rojo el tejido viable, las zonas 

infartadas se ven blanquecinas. B) La gráfica resume la cuantificación de las áreas de infarto a 

partir de cortes histológicos como los mostrados en A. n = 4 por grupo. *p < 0.05.   

  

8.2 El PIR produjo una disminución transitoria en la amplitud de las corrientes 

de Ca2+.  

 

Habiendo comprobado la efectividad de nuestro protocolo de PIR para producir la 

protección ante eventos de isquemia-reperfusión lo siguiente fue analizar si, como en 

el caso del PF, dicha protección se acompaña de una disminución de las corrientes de 

Ca2+. Como se observa en la gráfica de la figura 15 A la curva I-V de células 

provenientes de animales sometidos a PIR tiene valores menores de densidad de 

corriente a todos los voltajes probados. Sin embargo, este efecto no fue mantenido ya 

que las corrientes obtenidas a tiempos mayores de tres horas después de realizado el 

protocolo de PIR no son diferentes a las controles (figura 15 B). 

PIR reduce significativamente el tamaño 

del infarto

A) B)
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Fig. 15 El PIR disminuye las corrientes de Ca2+. A) Gráfica de la curva corriente-voltaje (I-

V) donde se promedian las amplitudes máximas obtenidas a diferentes potenciales de 

membrana. Se observa una clara disminución de las corrientes en las células tratadas con PIR 

(círculos rojos, n=19) comparadas con las células en condiciones control (círculos claros, 

n=19). Los registros se realizaron en un período de tiempo de 90 a 180 min después de realizado 

el PIR. * p < 0.05, **p < 0.001. B) Gráfica de la curva I-V de registros obtenidos entre 190 a 

240 min después de realizado el PIR. En este caso no existen diferencias significativas entre 

los grupos control y PIR (n= 13 para ambos grupos). En la parte superior derecha se muestran 

los esquemas de los protocolos experimentales para las células control y para los miocitos 

sometidos a PIR. 

 

8.3 El PIR no modificó los transitorios de Ca2+  

 

Como se mencionó previamente, la entrada de Ca2+ a través de los canales de Cav1.2 

es determinante para la liberación de Ca2+ desde el RS. Si las corrientes se vieron 

disminuidas después del PIR se podría esperar que los transientes de Ca2+ también se 

vieran reducidos ya sea en su amplitud y/o en su duración. En la figura 16 A se 
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muestran dos registros de transitorios de Ca2+ representativos, en negro está el 

proveniente de una célula proveniente de un animal control y en rojo, de un animal 

sometido a PIR. No se observan cambios evidentes ni en amplitud ni en duración. En 

el panel B se resumen los resultados de medir la amplitud, como ∆F/F, de varios 

experimentos, no se encontraron diferencias significativas. La gráfica del panel C 

resume los resultados de la medida de la anchura media en ambos grupos. Tampoco se 

observan cambios estadísticamente significativos. Estos registros se obtuvieron entre 3 

y 4 horas después de la aplicación del protocolo de PIR. 

A)                                              B)                                         C) 

 

Fig.16 El PIR no modifico las señales de Ca2+. A) Registros representativos de transitorios 

de calcio, expresados como ∆F/F para su normalización, en condiciones control (trazo en 

negro) y PIR (trazo en rojo). B) Gráfica de los promedios de la amplitud máxima de los 

transitorios de calcio de cardiomiocitos tratados con PIR (n=51) y en condiciones control 

(n=49). No se observan diferencias significativas. C) Gráfica que muestra el promedio de la 

anchura media de las señales obtenidas de células cardiacas de animales sometidos a PIR y de 

animales control. Los resultados no arrojan diferencias significativas. n= 49 para grupo control 

y 51 para PIR. Los insertos de los paneles B y C señalan los parámetros analizados en las 

gráficas correspondientes, la amplitud máxima en B, y la anchura media en C. 
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8.4 El PIR no modifica la contractilidad de los miocitos cardiacos 

 

La contractilidad de los cardiomiocitos depende en gran medida de la disponibilidad 

de Ca2+, el hecho de que la amplitud de las corrientes de Ca2+ se viera disminuida podía 

reflejarse en una menor capacidad de acortamiento. La gráfica de la figura 17 A 

muestra los promedios del acortamiento relativo tanto del grupo control (círculos 

claros), como del grupo sometido a PIR (círculos rojos) donde no se observan 

diferencias significativas. En los paneles B y C se muestran las gráficas de los 

promedios del tiempo al pico y del período de relajación para ambos grupos, 

respectivamente, sin que se hayan encontrado diferencias significativas 

 

Fig. 17 El PIR no modifica la contracción de las células cardiacas. A) Gráfica donde se 

expresa el acortamiento en forma relativa de los cardiomiocitos sometidos a condiciones de 

PIR (círculos rojos) comparado con el de miocitos cardiacos del grupo control (círculos claros). 

B) Gráfica de los promedios de los tiempos al pico para ambos grupos. C) gráfica de los 

promedios del período de relajación para ambos grupos. Las mediciones de contractilidad se 

hicieron cada 33 ms (n= 9 en todos los casos). 

A) B)

C)
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8.5 Efectos del PIR sobre la expresión de la subunidad α1c. 

 

La disminución de las corrientes de Ca2+ que se observó después de la aplicación del 

PIR podría deberse, a semejanza de lo obtenido en un modelo de PF por González et 

al., (2010), a una disminución en la expresión de la proteína. Como se muestra en la 

figura 18 A la densidad de la banda de la subunidad α1c es menor en el grupo 

precondicionado. Se muestran también las bandas de β tubulina proteína que se utilizó 

como normalizador. Los cardiomiocitos fueron obtenidos inmediatamente después de 

la disociación.  La figura 18 B muestra el promedio de la densidad relativa de la 

subunidad α1c proveniente de tres experimentos. Se observa una disminución de 

aproximadamente el 50% en el grupo sometido a PIR. 

 

A)                                                             B) 

 

Fig. 18 El PIR regula a la baja la expresión de la subunidad α1c. A) Blots representativos 

de la subunidad α1c y β tubulina, se observa una mayor intensidad en el blot del grupo control, 

comparado con la intensidad del grupo PIR. También se muestran los blots de  tubulina, 

utilizada como normalizador. B)  Gráfica de los promedios de las densidades relativas de α1c 

en el grupo control (barra blanca) y en el sometido a PIR (barra negra) (n = 3 para cada grupo). 

*p < 0.05. 
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8.6. La protección brindada por el PIR se mantiene después de 24 horas. 

 

Nuestros resultados comprobaron el efecto protector del PIR en un período inmediato 

posterior (Figura 14), fue por lo tanto de interés analizar si esa protección se mantenía 

por períodos más prolongados.  La figura 19 A muestra cortes histológicos 

representativos obtenidos a diferentes niveles. Uno de los corazones (PIR) se obtuvo 

de un animal que se sometió al estímulo precondicionante y 24 horas después se aplicó 

el protocolo de isquemia-reperfusión. El otro corazón se obtuvo de un animal al cual 

no se le precondicionó y sólo se sometió a la isquemia-reperfusión. Se midió el área de 

infarto y los resultados se muestran en la figura 19 B donde se grafican los promedios 

expresados como porcentaje de área infartada. Nuestros resultados demuestran una 

clara disminución del área de infarto del grupo PIR tardío con respecto al grupo control.  

A)                                                                          B) 

 

Fig.19 A las 24 horas de haber realizado el PIR continua la protección cardiaca A) Cortes 

histológicos de corazones de un animal sometido a PIR y su control, sometidos a isquemia 

reperfusión 24 horas después. B) La gráfica resume la cuantificación de las áreas de infarto 

expresadas en porcentaje para ambos grupos (n= 3). *p < 0.05. 
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8.7 Durante el PIR tardío no se producen cambios en las corrientes de Ca2+ 

 

Como vimos en los resultados obtenidos durante la ventana temprana del PIR, la 

reducción del área del infarto parece estar relacionada con la disminución de las 

corrientes Ca2+ a través de los canales Cav1.2, y por una disminución a su vez de la 

expresión de la subunidad α1c por lo que medimos las corrientes de estos canales en el 

PIR tardío. En la gráfica de la figura 20 se muestran las relaciones promedio I-V de 

miocitos precondicionados y controles registradas a las 24 horas sin que se observen 

diferencias significativas en ambas curvas. 

 

Fig. 20 Las corrientes de calcio no presentan diferencias en la ventana tardía del PIR. 

Gráfica de la curva corriente voltaje en donde se comparan las corrientes del grupo PIR tardío 

(círculos rojos) con las del grupo control (círculos blancos). n= 19 para cada grupo 
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8.8 Durante el PIR tardío se modifica el curso temporal de la contracción  

 

Como se mostró en la figura 17, durante la ventana temprana de cardioproteccion el 

PIR no tuvo efectos sobre la contractilidad del cardiomiocito, sin embargo, 24 horas 

después se ven cambios en la cinética de la contracción. La gráfica de la figura 21 A 

muestra los promedios de la contracción relativa para el grupo sometido a PIR (círculos 

rojos) y para el grupo control (círculos negros). Se puede observar que hay diferencias 

significativas de amplitud durante el período de relajación debidas en parte a cambios 

cinéticos. Esto se detalla en la figura 21 B en donde se muestran las gráficas con los 

valores promedio para ambos grupos, tanto del tiempo al pico como del período de 

relajación. El tiempo al pico se encontró disminuido, mientras que el período de 

relajación se encontró aumentado en el grupo sometido a PIR.  

Fig.21 Durante el PIR tardío hay cambios en la cinética desde la contracción. A) Gráfica 

del acortamiento promedio de los cardiomiocitos durante el PIR tardío en relación con la de 

los cardiomiocitos en condiciones control (círculos rojos y blancos, respectivamente). B) 

Gráficas de los promedios de los tiempos al pico de contracción y del período de relajación 

para ambos grupos. n=14 para ambos grupos. * p < 0.05, **p < 0.01. 
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9. DISCUSIÓN 

 

9.1 Efectos de PIR sobre la disminución del área de infarto (ventana temprana)  

 

Nuestros resultados confirman que el modelo de PIR confiere cardioprotección ante 

una isquemia prolongada ya que se obtuvo un área de infarto del 37.5 ± 9.8% en el 

grupo PIR comparado con el 71.9± 12.2% en el grupo control, es decir una reducción 

de poco más del 50%. Estos valores están acordes a los encontrados por Brandenburger 

et al., (2014). Ellos demostraron cardioproteccion produciendo ciclos de I/R en 

miembros inferiores de ratas Wistar macho, obteniendo un área de infarto del 

34.1±14% para el grupo de PIR comparado con un 72.6±5% del grupo control. Heinen 

et al., (2011) también obtuvieron resultados similares en la disminución del área del 

infarto en un modelo de PIR en ratas Wistar adultas, obteniendo 54±15% de área 

infartada para el grupo PIR y para el grupo control el 76±14%.  

En el modelo utilizado en esta tesis se usó el isoflurano como anestésico general. 

Existen trabajos en los que se menciona que el isoflurano por si solo tiene efectos 

cardioprotectores (Tritapepe et al., 2007) sin embargo Mila, (2007) demostró el efecto 

cardioprotector en rata Wistar solamente cuando son sometidas a breves periodos del 

agente anestésico (Mila, 2007). Behmenburg et al., (2018), utilizando ratas Wistar, 

compararon la cardioproteccion que produce el PIR utilizando diferentes agentes 

anestésicos incluido el sevoflorano, un anestésico inhalado de la familia de los 

halogenados y de la cual el isoflurano es un integrante. Con el sevoflorano ellos 

obtuvieron un área de infarto del 31± 6% en el grupo de PIR, comparado con un 61±8% 

del grupo control. Además en ese mismo trabajo no encontraron diferencias 

significativas en la medición del área de infarto entre los grupo control ya sea utilizando 

el sevoflorano, el pentobarbital sódico o el Propofol. Como dato interesante, 

Behmenburg y colaboradores (2018) demostraron que el Propofol inhibe la 

cardioprotección proporcionada por el PIR. 
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9.2 Efectos de PIR Tardío sobre la cardioprotección 

 

Nosotros también confirmamos la presencia de cardioprotección durante la ventana 

tardía del PIR. El área de infarto fue de un 24.23% ± 7.26% para el grupo PIR tardío 

comparado con el 53.50% ± 10.36% del grupo control. Así, nuestros resultados son 

similares a lo encontrado en trabajos previos. Zhou et al., (2014) demostraron una 

reducción del área de infarto en un modelo de PIR en la ventana tardía dando periodos 

de 5 min de isquemia seguidos de 5 min de reperfusión en los miembros inferiores de 

una rata Sprague- Dawley. El corazón del animal se extrajo 24 horas después, y en un 

sistema Langendorff produjeron isquemia durante 35 minutos, seguidos de 120 

minutos de reperfusión. Ellos obtuvieron un área de infarto del 10.2% ± 2.6% en el 

grupo de precondicionamiento remoto tardío comparado con un 35% ± 5.2% en el 

grupo control. Rohailla et al., (2014) en un modelo de PIR tardío similar al de Zhou et 

al. (2014) encontraron 36.6 ±5.1% de área infartada con el PIR tardío y 58.6 ± 5% en 

el control. Cabe señalar que nuestro modelo es en animal completo donde se pueden 

liberar una gran variedad de ligandos los cuales activan muchas vías de señalización 

por lo que consideramos es un modelo más completo que en corazón aislado. 

 

9.3 Efectos de PIR temprano y tardío sobre las corrientes de Ca2+  

 

Nuestros resultados muestran por primera vez los cambios en los canales Cav1.2 

durante la protección cardiaca durante la ventana temprana en un modelo de PIR. Se 

encontró una disminución significativa de la amplitud de las corrientes de calcio en 

~30% en el grupo PIR comparado con el grupo control. El único antecedente es en un 

modelo de PF en donde fueron se obtuvieron resultados similares (González et al., 

2010).  

Los efectos del PIR sobre las corrientes se vieron revertidos después de tres horas del 

estímulo precondicionante. Después de ese tiempo no se encontraron diferencias 

significativas en las corrientes de calcio entre el grupo PIR y el grupo control. Este 
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resultado concuerda con los resultados de González et al (2010) donde después de un 

precondicionamiento farmacológico, utilizando diazóxido por 90 minutos, las 

corrientes de Ca2+ tipo L mostraban una clara disminución y ese efecto se revirtió con 

un lavado de 60 minutos.  Los registros de las corrientes de Ca2+ realizados en el PIR 

tardío no mostraron diferencias estadísticamente significativas, sugiriendo que es en la 

cardioproteccion temprana en donde  los canales de Ca2+ pudiesen desempeñar un papel 

relevante pero no en la cardioproteccion tardía. 

 

9.4 Los transitorios de Ca2+ en el PIR 

 

Habiendo encontrado una disminución en las corrientes de Ca2+ durante el PIR 

temprano, era probable que como consecuencia hubiera una disminución en la 

liberación de Ca2+ del RS en respuesta a un potencial de acción. Sin embargo, los 

transitorios de Ca2+  no mostraron cambios significativos entre el grupo control y el del 

PIR. Una posibilidad para explicarlo es que debido a que los cambios en las corrientes 

de Ca2+ son evidentes sólo en la ventana temprana, los efectos del PIR en los 

transitorios de Ca2+ se vean disminuidos por el tiempo transcurrido durante el proceso 

de disociación de los miocitos, la incubación con el indicador fluorescente y el tiempo 

que debe pasar para que el indicador esté en la forma ácida, y así poder iniciar los 

registros del calcio intracelular, cayendo en el periodo interventana donde se ha 

demostrado no existe ya la cardioprotección (Moreno & Portillo, 2016). Trabajos 

realizados en el laboratorio en precondicionamiento farmacológico con diazóxido han 

demostrado una disminución en la amplitud de estos transitorios como resultado de la 

disminución en la amplitud de las corrientes de Ca2+, sin embargo, en esos 

experimentos el precondicionamiento se obtuvo por incubación de los miocitos con un 

fármaco lo cual permitía que los registros de las señales de Ca2+ fueran realizadas en 

tiempos mucho más breves (González et al., 2010). 

 



50 

 

9.5 El PIR y los efectos sobre la expresión de la subunidad α1c. 

 

Nuestros resultados muestran que la expresión de la subunidad α1c en extractos totales 

de cardiomiocitos de animales sometidos a PIR muestra una regulación a la baja 

comparada con miocitos cardiacos control en un porcentaje similar a los resultados de 

González et al (2010). En su tesis de doctorado González (2011) describió que esos 

efectos se revertían también después de una incubación con solución Krebs-Henseleit, 

es decir el efecto es temprano y transitorio. Todo esto parece indicar que el efecto 

protector de la disminución de las corrientes de Ca2+ se debe a una disminución en la 

expresión de la subunidad 1c transitoria, y que es común para diferentes formas de 

precondicionamiento.  

 

9.6 Efectos del PIR sobre la contractilidad de los cardiomiocitos en la ventana 

temprana de cardioprotección. 

 

La disminucion de la expresión del canal de Ca2+, y la consecuente disminución de las 

corrientes, nos harían suponer que habría una pérdida de la función contráctil (acople 

excitación-contracción) sin embargo, nuestros resultados muestran que los efectos 

sobre la contracción isotónica en las células sometidas a condiciones PIR con respecto 

al control no muestran diferencias significativas. Esto puede deberse a múltiples 

factores, por ejemplo, cambios en la ganancia entre la corriente de Ca2+ y la liberación 

de Ca2+ (Altamirano & Bers, 2007), cambios en la sensibilidad de las proteínas 

contráctiles al Ca2+ por moduladores de la fosforilación como PKC; PKG; CAMKII. 

(Lezcano, 2015) etc., y que requieren una futura investigación. 

 

9.7 Efectos de PIR tardío sobre la contractilidad de los cardiomiocitos. 

El flujo coronario se produce durante la relajación muscular o diástole, período en el 

cual el corazón puede tener ese intercambio de oxígeno y nutrientes. Se sabe que la 
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sístole o contracción del miocardio ocupa menos tiempo que la diástole (Guyton & 

Hall, 2011) por lo que una alteración en estos tiempos puede llevar al miocardio a 

adaptaciones metabólicas extremas.  

En nuestro modelo se observó una tendencia a la reducción en la amplitud del 

acortamiento de los cardiomiocitos durante el PIR y un tiempo al pico de la contracción 

más breve en los cardiomiocitos de animales preconcionados donde tuvo un promedio 

de  duración de 187± 6 ms que representa un 33% de disminución con respecto a los 

controles. El período de relajación también fue más prolongado, con 774±6 ms de 

duración en promedio, que representa un 14%  más prolongado comparado con el grupo 

control.  

  

Un aumento en el tiempo de relajación o diástole promueve un mejor aporte sanguíneo 

al miocardio y por ende una mejor nutrición y mejor remoción de metabolitos tóxicos, 

la homeostasis iónica, . Los cambios en ambos períodos, de contracción y de relajación 

podrían deberse a cambios en el manejo del Ca2+ por el RyR (Gonzalez, 2007) y/o por 

la SERCA, entre otras cosas. Se requeriría un análisis más detallado del manejo del 

Ca2+ intracelular, así como otros estudios posteriores para conocer las causas de dichas 

modificaciones. 
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10. CONCLUSIONES 

 

Con los resultados obtenidos podemos concluir que: 

● El modelo de Precondicionamiento Isquémico Remoto implementado en nuestro 

laboratorio confiere cardioprotección tanto en la fase temprana como en la tardía. 

● Se produce una clara disminución de las corrientes de Ca2+ en la ventana temprana 

de cardioprotección en el PIR 

● No se encontraron cambios significativos en los transitorios de Ca2+ después de 

aproximadamente tres horas de haber producido el PIR  

● Hay una regulación a la baja del canal de Ca2+ tipo L en la ventana temprana de 

cardioproteccion del PIR 

● El PIR no produjo cambios en la contractilidad del cardiomiocito en la ventana 

temprana de cardioprotección. 

● El PIR Tardío produjo un acortamiento del tiempo contracción y una prolongación 

del período de relajación  

 

Finalmente, en este trabajo se demostró que las corrientes de Ca2+ disminuyen con el 

precondicionamiento isquémico remoto (PIR), a semejanza de lo que se encontraron 

González et al (2010) en el precondicionamiento farmacológico (PF). Ellos 

demostraron que dicha disminución es un elemento fundamental en la protección que 

confiere el PF, por lo tanto, en el caso del PIR la disminución de las corrientes de Ca2+ 

que encontramos podría sugerir su participación en la protección del miocardio en la 

ventana temprana del precondicionamiento remoto, probablemente no así en la ventana 

tardía donde parece que otros factores serían responsables de la cardioprotección 
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11. PERSPECTIVAS 

 

● Analizar el posible papel de las ROS en los cambios encontrados con el PIR, en 

particular en la expresión de la subunidad Cav1.2 del canal de calcio. Para tal efecto 

puede medirse la producción de ROS mediante técnicas ópticas, así como utilizarse 

atrapadores de ROS, como el NAC. 

 

● Analizar el manejo del calcio intracelular en el PIR tanto en la fase temprana como 

en la tardía. Estudiar los posibles cambios en los RyR y en la bomba SERCA, tanto en 

su abundancia, mediante técnicas de Western blot, como en su actividad, con otras 

técnicas bioquímicas. 

 

● El modelo de PIR puede ser aplicado en animales hipertensos, obesos, o con diabetes, 

en los cuales hay una mayor propensión a patologías cardiacas y analizar su eficacia en 

esas condiciones. 
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