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1. ABREVIATURAS  

 

SOCE Entrada de calcio operada por cisterna 

SOC Canales de calcio operados por cisterna 

NAC N-acetilcisteína 

BAPTA ácido tetraacético 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-

N,N,N′,N´ 

STIM Proteína de interacción estromal 

PPC Precondicionamiento farmacológico 

RS Retículo sarcoplásmico 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

HEPES Ácido ethanesulfónico 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-

yl] 

Dzx Diazóxido 

Tg Thapsigargina  

NMG N-metil-D-glucamina 

Fura-2 AM Éster acetoximetílico fluorescente 
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2. ABSTRACT 

Voltage-dependent Ca2+ channels and store-operated Ca2+ channels (SOCs) are the 

major routes of Ca2+ entry into mammalian cells. It has been previously reported that 

pharmacological preconditioning (PPC) leads to a decrease in the amplitude of 

Cav1.2 channel currents in the heart. In this study, we examined the changes in 

SOC function induced by PPC. We measured adult cardiomyocyte membrane 

currents using the whole-cell patch-clamp technique. In addition, we evaluated 

reactive oxygen species (ROS) production using fluorescent probes. Diazoxide was 

used to induce PPC, and depletion of internal stores of Ca2+ was achieved using 

thapsigargin. Store depletion generated inward currents with strong rectification, 

which were suppressed by the SOC blocker GSK-7975-A. These currents were 

completely abolished by PPC, an effect that was largely prevented by 5-

hydroxydecanoate, a selective mitochondrial ATP-sensitive K+ channel blocker, or 

an intracellular mitochondrial energizing solution. Buffering of ROS and intracellular 

Ca2+ with N-acetylcysteine and BAPTA-AM, respectively, also prevented the effects 

of PPC on SOC currents. These results indicate that influx of Ca2+ through SOCs is 

inhibited by their ROS and Ca2+-dependent inactivation during PPC and that 

downregulation of SOCs by PPC may play a role in cardioprotection following 

ischemia-reperfusion. 
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3. RESUMEN  

Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje y los canales de Ca2+ operados por 

cisterna (SOC) son las principales rutas de entrada de Ca2+ en las células de los 

mamíferos. Se ha descrito previamente que el precondicionamiento farmacológico 

(PPC) conduce a una disminución en la amplitud de las corrientes del canal Cav1.2 

en el corazón. En este estudio, examinamos los cambios en la función los SOC 

inducidos por el PPC. Medimos las corrientes de membrana de cardiomiocitos 

adultos usando la técnica de patch clamp en la configuración de célula completa. 

Además, evaluamos la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). 

Utilizamos diazóxido para inducir el PPC, y la depleción de las reservas internas de 

Ca2+ utilizando thapsigargina (Tg). La depleción del retículo sarcoplásmico (RS) 

generó corrientes internas con una fuerte rectificación, que fueron suprimidas por el 

GSK-7975-A un bloqueador de los SOC. Estas corrientes fueron completamente 

abolidas por el PPC, un efecto que se evitó en gran medida por el 5-

hidroxidecanoato, un bloqueador selectivo de canales K+ sensible al ATP 

mitocondrial (mitoKATP) o una solución intracelular que tiene un efecto energizante 

mitocondrial. La amortiguación de las ROS y el Ca2+ intracelular con N-acetilcisteína 

(NAC) y BAPTA-AM, respectivamente, también anuló los efectos del PPC en las 

corrientes de los SOC. Nuestros resultados indican que la entrada de Ca2+ a través 

de los SOC es inhibida por la inactivación dependiente de las ROS y el Ca2+ durante 

el PPC y que la regulación negativa de los SOC por el PPC puede desempeñar un 

papel en la cardioprotección después de la isquemia-reperfusión. 

4. INTRODUCCIÓN 

El daño severo al músculo cardíaco por isquemia y reperfusión está relacionado con 

la sobrecarga de Ca2+ durante la reperfusión (Murphy y Steenbergen 2008). La 

lesión puede mitigarse mediante el precondicionamiento isquémico, que se logra 

mediante el tratamiento previo con breves períodos de isquemia (Murry et al., 1986) 

o mediante el precondicionamiento farmacológico (PPC) utilizando agentes como el 

diazóxido (Dzx), que abre los canales de K+ sensibles a ATP mitocondriales 

(mitoKATPs) (Garlid et al., 1997; Pain et al., 2000). Ambas formas de 

precondicionamiento (isquémico y farmacológico) se pueden suprimir bloqueando 

los canales mitoKATP (Ardehali y O’Rourke 2005; Halestrap et al., 2007). Además 
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de los canales mitocondriales, los canales Cav1.2 juegan un papel en la PPC en los 

cardiomiocitos de ratas adultas (González et al., 2010). El PPC conduce a una 

disminución en la amplitud de las corrientes del canal Cav1.2 y a una disminución 

en la elevación de la concentración mioplásmica de Ca2+ asociada a los potenciales 

de acción, lo que lleva a un daño menor después de la isquemia (González et al., 

2010). Sin embargo, los cambios inducidos por el PPC en las funciones de otros 

canales involucrados en la homeostasis de Ca2+ permanecen en gran parte 

inexplorados. 

En las células no excitables, una fuente principal de influjo de Ca2+ es la familia de 

canales de Ca2+ (SOC) operados por cisterna. Los SOC se denominan así porque 

responden a la disminución en la concentración del Ca2+ intraluminal en el retículo 

endoplásmico. La molécula de interacción estromal (STIM) y las proteínas Orai se 

han identificado como sensores de Ca2+ y canales operados por la cisterna, 

respectivamente. Su función principal es reponer la concentración de calcio en las 

cisternas Ca2+ (Prakriya y Lewis 2015). En las células excitables, como los 

cardiomiocitos, la mayor parte del influjo de Ca2+ ocurre a través de canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje (Catterall 2011); sin embargo, también se ha descrito la 

entrada de Ca2+ por los SOC (Hunton et al., 2004). El papel de los SOC en el 

corazón adulto no está bien definido. Estudios previos bloqueando a los SOC 

demostraron una mejoría en la recuperación funcional del músculo cardiaco 

posterior a un evento de la isquemia-reperfusión (Liu et al., 2006; Collins et al., 

2013), lo que sugiere que los SOC pueden desempeñar un papel importante en la 

sobrecarga de Ca2+.  

5. MARCO TEÓRICO  

En 1986, Reimer estudió la contribución de la depleción de ATP en la génesis del 

daño miocárdico en un modelo experimental que implicaba la producción de una 

serie de breves episodios isquémicos porque suponía que con la realización de 

sucesivas isquemias observaría una disminución progresiva en el contenido de 

ATP. Contrariamente a la hipótesis, Reimer se encontró con el sorprendente 

resultado de que, si bien existía una disminución inicial del contenido de ATP 

durante el primer episodio isquémico, los episodios restantes no implicaban 

variación significativa en los niveles de ATP y que, por otra parte, en algunos de sus 
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animales no se observaba infarto (Reimer et al., 1981). Estos hallazgos 

experimentales desafiaron el concepto de que sucesivos episodios de isquemia 

conducían al infarto como consecuencia de un "daño acumulativo" (Ninomiya et al., 

2004). Posteriormente Murry et al., 1986, basándose en los resultados de Reimer, 

postuló que el mantenimiento de ATP en los experimentos anteriores podría 

deberse a que el miocito necesitaba menos energía como consecuencia del 

desarrollo de una rápida adaptación a la isquemia y comprobó esta hipótesis 

realizando una serie de 4 períodos de 5 minutos de isquemia y 5 minutos de 

reperfusión momentos previos al sometimiento del miocardio a una isquemia 

prolongada de 40 minutos de duración. Murry observó que estos breves períodos 

de isquemia y reperfusión protegían del daño isquémico reduciendo en un 30% el 

tamaño del infarto; así nació el concepto de precondicionamiento (isquémico) (Murry 

et al., 1986). 

Este hallazgo fue el pionero para el desarrollo de líneas de experimentación 

encaminadas a estudiar los mecanismos que participan en el precondicionamiento 

cardíaco, éste ha sido descrito en una amplia variedad de modelos experimentales 

como, corazón aislado (Simkhovich et al.,1998; Garnier et al.,1996), animales 

anestesiados a tórax abierto (Baxter et al.,1994; Schwartz et al., 2001), animales 

conscientes (Müllenheim et al., 2001)  y cultivos de cardiomiocitos (Armstrong et al., 

1997)  y en diferentes especies como  perro, rata,  conejo, ratón, cerdo, cobayo, 

oveja y humanos (Ghosh et al., 2000; Arstall et al., 1998). 

Asimismo, el concepto de precondicionamiento se extendió a: 

1) Consecuencias adversas de la isquemia diferentes al infarto, tales como 

arritmias, (Sakamoto et al., 1999) apoptosis (Piot et al. 1997), disfunción endotelial 

(Dayton et al., 2002) y disfunción contráctil postisquémica (Negroni et al., 2002); 

2) Estímulos protectores diferentes de la isquemia, por ejemplo, hipoxia (Cohen et 

al.,1995), marcapaso cardíaco acelerado (Vegh et al., 1991), estiramiento celular 

(stretching)  (Ovize et al., 1994) y varios agentes farmacológicos (Laghi et al., 1997; 

Batthish et al., 2002). 
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Originalmente se describió al precondicionamineto como una forma "inmediata" de 

adaptación a la isquemia, posteriormente se descubrió que respondía a las 

características de un fenómeno bifásico, con una primera fase (precondicionamiento 

clásico, temprano o primera ventana de protección) que se desarrolla pocos minutos 

después de los breves estímulos isquémicos y desaparece dentro de las 2 a 3 

primeras horas (Van Winkle et al., 1991; Murry et al., 1991) y una segunda fase 

(Marber et al., 1993) (precondicionamiento tardío o segunda ventana de protección) 

que comienza a desarrollarse dentro de las 12 a 24 horas siguientes al estímulo y 

que puede durar hasta 3 o 4 días (Marber et al., 1993; Kuzuya et al., 1993). 

5.1 PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO CLÁSICO  

El precondicionamiento isquémico clásico o temprano ha sido intensamente 

estudiado para determinar las condiciones necesarias para su desarrollo y se sabe 

que: 

1. En cuanto a la protección que brinda: 

a) Protege contra el infarto; 

b) Existe controversia respecto de sus propiedades para proteger contra las 

arritmias;  

c) El desarrollo de la protección no guarda relación alguna con la presencia y la 

extensión del flujo colateral. 

2. En lo que respecta a los límites temporales del fenómeno: 

a) se debe sobrepasar un umbral para que se desarrolle la protección;  

b) sus efectos son efímeros y no se extienden más allá de las 2 o 3 horas. 

3. En cuanto a su particular biología: 

a) se desarrolla en todas las especies animales en las que ha sido estudiado;  

b) existen metabolitos gatilladores, mediadores y efectores finales responsables de 

su desarrollo;  

c) es controvertida su existencia en miocardios patológicos (diabetes, hipertrofia); 
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5.2 PROTECCIÓN POR EL PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO 

CLÁSICO  

Aunque clásicamente el precondicionamiento fue estudiado en el contexto de la 

necrosis miocárdica (infarto), la isquemia y la reperfusión pueden ocasionar otras 

situaciones indeseables tales como la depresión de la función contráctil y la 

precipitación de episodios arrítmicos. Luego de la primera descripción de la 

protección contra el infarto (Murry et al., 1986; Murry et al., 1991; Kuzuya et al., 

1993) muchos autores encontraron que el precondicionamiento parecía proteger, 

en algunos modelos, contra la disminución de la fuerza contráctil (Mullenheim et al., 

2001; Lascano et al. 1999; Negroni et al., 2002; Del Valle et al., 2002) y las arritmias 

(Sakamoto et al., 1999; Shiki et al., 2001). Esto resultó de interés clínico debido a 

que las arritmias son la principal causa de mortalidad temprana en pacientes que 

sufren de infarto agudo (Bigger et al., 1984) y porque la función contráctil residual 

es determinante del pronóstico a corto y mediano plazo de quienes logran sobrevivir 

(Poulsen et al., 1997). 

Debemos destacar que la protección contra el infarto ha sido constatada en todas 

las especies estudiadas hasta el momento y constituye el punto final de la protección 

por precondicionamiento. Los primeros trabajos en perros demostraron que el 

infarto disminuía con isquemias de 40 y 60 minutos, pero no protegía cuando el 

tiempo se extendía a 90 minutos (Murry et al., 1986; Nao et al., 1990). En estos 

experimentos aparecía evidencia de necrosis a los 20 minutos de isquemia en los 

corazones normales en tanto que en el miocardio de los animales protegidos la 

necrosis se observaba a los 40 minutos de isquemia; parece que el 

precondicionamiento ofrece un tiempo extra de 20 minutos. Posteriormente Lawson 

et al., 1993 encontró una relación similar en conejos. De esta observación se 

desprende un concepto fundamental: el precondicionamiento protege contra el 

infarto "retardando" pero no "evitando" la muerte celular. 

Respecto de la protección contra la disfunción contráctil postisquémica es 

interesante destacar que dos años antes del descubrimiento del 

precondicionamiento, Neely, et al., 1984 comprobaron, en ratas, que la función 

contráctil mejoraba luego de una isquemia si previamente se realizaba un período 
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de hipoxia de 10 a 15 minutos. Asimakis, et al., 1992 fueron los primeros en 

comprobar que, además de proteger contra el infarto, el precondicionamiento 

mejoraba la función contráctil postisquémica luego de someter al corazón a una 

isquemia global de 40 minutos. Estudios posteriores (Cohen et al., 1991; Gelpi et 

al., 2002; Mosca et al., 1994) coincidieron en que el precondicionamiento en 

corazones aislados mejoraba algunos índices mecánicos, como la presión 

ventricular y el producto presión/frecuencia, aunque otros autores no encontraron 

resultados similares (Yang et al., 1994; Jenkins et al., 1995) en el mismo modelo 

experimental. 

En contraste con estos resultados obtenidos en corazones aislados, existe un 

consenso generalizado acerca de que in vivo no existe protección contra la 

disminución de la función contráctil tal y como fuera demostrado en cerdos (Miyame 

et al., 1993; Jahania et al., 1999) en perros anestesiados (Ovize et al., 1992) y en 

conejos conscientes (Bolli et al., 2001). Estas diferencias en los resultados pueden 

deberse al método experimental, a la especie utilizada o al tiempo utilizado en el 

protocolo de isquemia. Este último punto parece ser de fundamental importancia, 

en general, los estudios de precondicionamiento han utilizado isquemias con 

duración superior a los 30 minutos, con lo cual existen áreas de necrosis con áreas 

de tejido viable y, por lo tanto, es posible postular que cuanto más extensa sea el 

área infartada menor será la posibilidad de recuperación funcional. Esto ha sido 

demostrado (Jenkins et al., 1995; Walker et al., 1993) y en consecuencia, muchos 

autores consideran que la recuperación contráctil luego del precondicionamiento es 

un efecto secundario propio de la capacidad del fenómeno de retardar la muerte 

celular. Las observaciones en ovinos conscientes contrasta con esta apreciación 

(Del Valle et al., 2002; Del Valle et al., 2000) y sugiere que el precondicionamiento 

sí protege contra la disminución de la función contráctil, y que ello es un efecto neto 

y primario del fenómeno y no una consecuencia secundaria a la disminución del 

infarto debido a que se utilizó una isquemia totalmente reversible de 12 minutos de 

duración. Es probable que las discrepancias mencionadas se deban a la utilización 

de tiempos de isquemia prolongados no compatibles con el estudio. La función 

contráctil debe ser estudiada pura y exclusivamente bajo condiciones de total 
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reversibilidad (Bolli et al., 1999) y la mayor parte de los estudios han utilizado 

períodos que generan necrosis. 

El análisis de los efectos del precondicionamiento sobre las arritmias inducidas por 

isquemia/reperfusión es más controvertido que la protección contra la disfunción 

contráctil. Shiki et al., 2001 fueron los primeros en estudiar la capacidad 

antiarrítmica del precondicionamiento y determinaron su existencia, aun cuando los 

períodos utilizados resultaban arritmogénicos en sí mismos. Posteriormente, otros 

autores (Vegh et al., 1992; Lawson et al., 1993) coincidieron con estos resultados, 

por lo cual existe evidencia respecto de que el precondicionamiento, reduce la 

incidencia de extrasístoles, taquicardia y fibrilación ventricular en el modelo de rata. 

En perros los hallazgos son contradictorios; mientras que Vegh et al., 1992 encontró 

una baja incidencia de taquicardia y fibrilación ventriculares durante la isquemia y la 

reperfusión, Pryzklenk y Kloner 1995 observaron que no variaba la incidencia de 

fibrilación ventricular ni la distribución temporal o el número de extrasístoles durante 

la reperfusión. En corazones aislados de ratones (Botsford et al., 1998), conejos 

(Zhu et al., 1998) y cobayos (Lascano et al., 2001) así como en ovinos conscientes 

(Negroni et al., 2002; Lascano et al., 2001) se encontró protección antiarrítmica. Con 

los cerdos ocurre algo particularmente interesante; si bien algunos autores han 

señalado que existe cardioprotección contra las arritmias (Wainwright et al., 1990; 

Figueras et al., 1996), la mayor parte de los estudios coinciden en señalar que el 

precondicionamiento no sólo no protege sino que resulta incluso proarrítmico 

(aumenta la incidencia de arritmias, acelera el inicio de la fibrilación y disminuye el 

umbral fibrilatorio durante la isquemia prolongada) (Ovize et al., 1995; Frund et al., 

1997). Un aspecto para destacar es que el efecto antiarrítmico del fenómeno no 

parece estar ligado a la capacidad de retardar la muerte celular, por cuanto el 

precondicionamiento no altera la relación entre la severidad de la arritmia y la 

duración de la isquemia precedente (Lawson et al., 1993). Esto significa que el 

precondicionamiento realmente disminuye la incidencia y severidad del episodio 

arrítmico, pero no retrasa su producción. 

Históricamente, todos los trabajos de investigación se abocaron a dilucidar los 

mecanismos por los cuales existía una protección endógena contra el infarto, las 

arritmias y la disminución contráctil. Sin embargo, Figueras, et al., 1996 y Hata et 
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al., 1998 describieron las propiedades antiapoptótica y antiagregante plaquetario 

del precondicionamiento que se suman así a una característica no demasiado 

explorada como lo es la capacidad de preservación de la función del endotelio 

vascular, descrita por primera vez por DeFily et al., 1993.  

5.3 BIOLOGÍA DEL PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO CLÁSICO 

¿Cómo es que un episodio de isquemia breve y reversible genera una serie de 

eventos celulares que hace al cardiomiocito más resistente a un subsecuente y más 

prolongado episodio isquémico? 

Una amplia variedad de estudios ha evaluado y descartado la posibilidad de que el 

precondicionamiento fuese una simple protección resultante del mantenimiento del 

balance entre la oferta y la demanda de oxígeno durante el episodio isquémico 

prolongado. El precondicionamiento isquémico no depende ni del flujo colateral ni 

del grado de extensión de éste (Murry et al., 1986; Przyklenk et al., 1998). 

Más bien, los estudios sobre precondicionamiento sugieren que en su desarrollo 

están involucrados fenómenos de unión ligando-receptor. En términos simples, la 

isquemia precondicionante genera la liberación de una sustancia (gatillador) que 

actúa sobre un receptor, el que a su vez desencadena una serie de eventos 

intracelulares (mediadores) que finalmente generan la síntesis o translocación de 

una proteína responsable de la protección (efector final). Sin embargo, la 

identificación definitiva del receptor, del efector final y en particular de las vías 

intermediarias demostró no ser sencilla, aunque como se han realizado 

considerables avances al respecto. 

5.4 EFECTORES FINALES DE LA CARDIOPROTECCIÓN POR 

PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO CLÁSICO 

Una vez descrito el precondicionamiento isquémico fueron postuladas, y 

sucesivamente descartadas, varias explicaciones probables, de manera que aún 

hoy, a pesar del grado de adelanto en el conocimiento del fenómeno, no se sabe 

con certeza qué es lo que precondiciona. La mayor parte de los autores coinciden 

en señalar que el efector final es el canal de potasio dependiente de ATP 

mitocondrial (mitoKATP). Sin embargo, otras alternativas, tales como los efectos 
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sobre el metabolismo del glucógeno y el balance energético, la participación del 

intercambiador Na+/H+, la síntesis de proteínas protectoras, la acción de las heat 

shock proteins sobre el citoesquleto y la down regulation del factor de necrosis 

tumoral alfa (TNFα) podrían participar del efecto cardioprotector por 

precondicionamiento isquémico clásico. 

5.5 METABOLISMO DEL ATP, LACTATO Y GLUCÓGENO 

Los primeros trabajos demostraron que el precondicionamiento no sólo disminuía el 

tamaño del infarto, sino que además reducía la demanda energética, en términos 

de consumo de ATP (Murry et al., 1990) y fosfato de creatina (Kida et al., 1991), 

durante la isquemia prolongada. Esta observación fue realizada por primera vez por 

Murry (Murry et al., 1990) en corazones de perro y fue confirmada en trabajos 

posteriores con cerdos (Mullenheim et al., 2001) mediante técnicas de resonancia 

magnética nuclear. Sin embargo, algunos estudios realizados en miocardio de rata 

arrojaron resultados contradictorios en los que el precondicionamiento disminuía 

(Vourinen et al., 1995), aumentaba (Kollocassides et al., 1996) o no modificaba 

(Cave et al., 1992) el contenido de metabolitos energéticos. Probablemente esto 

pueda deberse a diferencias entre especies o al protocolo de precondicionamiento 

utilizado. Sin embargo, debe destacarse que independientemente de los efectos del 

precondicionamiento sobre el consumo de ATP, la recuperación funcional siempre 

fue superior en los miocardios precondicionados respecto de los controles. Este 

dato sugiere que la preservación de los fosfatos de alta energía no es un 

prerrequisito para el logro de la cardioprotección por precondicionamiento 

isquémico. 

El miocardio precondicionado también ha mostrado una menor acumulación de 

metabolitos isquémicos, tales como el lactato (Murry et al., 1990; Kobara et al., 

1996), al mismo tiempo que los niveles de glucógeno se encuentran disminuidos. 

Tales modificaciones metabólicas fueron propuestas como mecanismo de 

cardiopretección (Wolfe et al., 1993; McNulty et al., 1996). Sin embargo, otros 

autores encontraron en distintas especies, que al disminuir el contenido de lactato 

no se obtenía protección durante la isquemia (Weinbrenner et al., 1996; Schafer et 
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al., 1995) y que era posible obtener protección sin depleción de glucógeno 

(Weinbrenner et al., 1996). 

Otros efectos, como la reducción de la acidificación intracelular y la disminución en 

el contenido de sodio y calcio, podrían intervenir en la protección contra el infarto 

por cuanto la activación de enzimas potencialmente deletéreas depende del pH y 

de la concentración intracelular de calcio (Schulz et al., 2001; Steenbergen et al., 

1993). 

Si bien es probable que estos efectos sobre el metabolismo y el balance energético 

contribuyan con la acción cardioprotectora del precondicionamiento, lo más 

probable es que sólo formen parte de un mecanismo de cooperación en el desarrollo 

de la protección (Yelon et al., 1998). 

5.6 INTERCAMBIADOR Na+/H+ 

Lazdunski et al., 1985 publicaron la primera evidencia de la participación del 

intercambiador Na+/H+ en el daño causado por la isquemia. Desde entonces una 

amplia variedad de fármacos inhibidores del intercambiador Na+/H+ (HOE-694, 

Cariporide, EMD-85131) demostraron una capacidad cardioprotectora en diferentes 

modelos animales (Cave et al., 1992). La acidosis intracelular es el estímulo más 

potente para la activación del intercambiador Na+/H+ y el grado de acidosis que 

generan los episodios de isquemia que, a su vez, generan precondicionamiento, es 

suficiente para activarlo (Avkiran et al., 1999). Al mismo tiempo, es probable que el 

precondicionamiento inicie una serie de mecanismos de regulación postraduccional 

(fosforilación del intercambiador y/o de sus proteínas reguladoras) que incrementen 

la sensibilidad del intercambiador Na+/H+ al H+ (Avkiran et al., 1999). En este 

sentido, se ha descrito que el precondicionamiento disminuye el grado de acidosis 

intracelular.  

Independientemente de la influencia del precondicionamiento sobre la actividad del 

intercambiador Na+/H+, no está del todo claro si su actividad es indispensable para 

el desarrollo de la cardioprotección. Varios estudios utilizaron diferentes fármacos 

para inhibir el intercambiador en diferentes tiempos experimentales: durante breves 

episodios de isquemia/reperfusión (Shipolini et al., 1997; Przyklenk et al., 1997), 

durante la isquemia prolongada (Shipolini et al., 1997; Ramasamy et al., 1995) o en 
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ambos tiempos (Bugge et al., 1995). La mayor parte de estos trabajos coinciden en 

señalar que el efecto cardioprotector del precondicionamiento no es atenuado 

mediante la inhibición del intercambiador Na+/H+ (Avkiran et al., 1999; Shipolini et 

al., 1997; Bugge et al., 1995; Munch-Ellingsen et al., 1998). Sorprendentemente, 

otros trabajos han demostrado que la inhibición del intercambiador conjuntamente 

con la realización de precondicionamiento ofrecía un beneficio adicional en términos 

de reducción del infarto y de recuperación de la función contráctil (Shipolini et al., 

1997; Bugge et al., 1995). Este efecto aditivo de la combinación entre la inhibición 

Na+/H+ el precondicionamiento fue demostrado en ratas (Shipolini et al., 1997; 

Bugge et al., 1995) y en perros (Gumina et al., 1999) la inhibición del intercambiador 

parece ofrecer beneficios superiores a los del precondicionamiento cuanto más 

prolongada es la isquemia.  

5.7 CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE ATP 

Desde que fueran descritos por primera vez por Noma, en 1983 en la membrana de 

cardiomiocitos de cobayo (Noma et al., 1983), los canales de potasio dependientes 

de ATP (KATP) han adquirido creciente relevancia como estructuras involucradas en 

los fenómenos de cardioprotección (Grover et al., 2000; Gomma et al., 2001) contra 

el infarto. En el miocardio existen dos tipos de canales diferentes: los canales KATP 

sarcolemales y los canales KATP mitocondriales que, a su vez, presentan 

características y propiedades muy diferentes. Por ejemplo, el pinacidil y la 

glibenclamida actúan sobre ambos subtipos en tanto que el diazóxido y el 5-

hidroxidecanoato (5HD) actúan sobre los canales mitocondriales, y el HMR 1098 y 

1883 bloquea únicamente las estructuras sarcolemales. La utilización de estas 

drogas ha permitido determinar, en parte, el papel correspondiente a cada uno de 

los dos canales en la cardioprotección por precondicionamiento isquémico (Grover 

et al., 2000; O'Rourke et al., 2000; Gomma et al., 2001; Lascano et al., 2002). 

Los autores que han estudiado el infarto coinciden en señalar que es el canal KATP 

mitocondrial el que está involucrado en la protección contra el infarto (Grover et al., 

2000; Gomma et al., 2001), en tanto que otros autores consideran que el canal 

sarcolemal es el responsable de la protección contra la disfunción contráctil 

postisquémica y las arritmias (Del Valle et al., 2001; Lascano et al., 2002; Toyoda 
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et al., 2000). Sin embargo, en el perro ambos canales parecen complementarse y 

participar del precondicionamiento isquémico contra el infarto (Sanada et al., 2001; 

Pagel et al., 2002). Esta última observación podría estar agregando un componente 

interespecie debido a que los trabajos más controvertidos acerca de la participación 

de uno y otro canal provienen de estudios en ratas y conejos. Un factor adicional 

que podría agregar confusión es la supuesta especificidad de las drogas utilizadas 

para el estudio de los KATP. La glibenclamida, un conocido bloqueante de los canales 

KATP, fue la primera droga utilizada para determinar la participación de estos canales 

en la protección contra el daño por isquemia y reperfusión, tal como lo señalan los 

trabajos con perros anestesiados realizados por el grupo de Auchampach 

(Auchampach et al., 1991; Auchampach et al., 1992). Posteriormente, este grupo 

sería el primero en mencionar la participación de los canales KATP en el 

precondicionamiento isquémico (Gross et al., 1992).  

Otro tema que ha encendido el debate respecto de la participación de los canales 

KATP en el precondicionamiento es el de la acción de estas estructuras en el 

mecanismo de cardioprotección: ¿son verdaderamente efectores o podrían también 

ser gatilladores? (Das et al., 1999; Tillay et al., 2000; Gros et al., 2000). Por ejemplo, 

en el miocardio de conejo el 5HD sólo bloquea la protección cuando es administrado 

durante el período de precondicionamiento y no cuando se lo administra durante la 

isquemia; cuando se administra genisteína se bloquea la cardioprotección por 

diazóxido, lo cual sugiere que la apertura del canal KATP es parte integral de una 

señal de transducción o gatillamiento antes que su efector final (Gros et al., 2000; 

Pain et al., 2000). Esa última afirmación parece estar reforzada por el resultado 

obtenido en ratas en las que la administración de diazóxido incrementa la 

producción de radicales libres (Gros et al., 2000) y la administración de antagonistas 

de la PKC bloquea la protección conferida por los activadores de los canales KATP 

(Forbes et al., 2001).   

Respecto de los mecanismos involucrados en la cardioprotección como 

consecuencia de la activación de los canales KATP, los primeros trabajos postularon 

que la activación de estos canales llevaba a un mayor acortamiento en la duración 

del potencial de acción (Nichols et al., 1991; Schulz et al.,  1994) lo cual 

necesariamente determinaba un menor ingreso de calcio al interior celular, 



19 
 

atenuando el riesgo de sobrecarga de este ion y el consumo excesivo de energía 

(Cole et al., 1991; Shigematsu et al., 1995), todo lo cual favorecía la sobrevida 

celular luego de un episodio isquémico sostenido y mediante el 

precondicionamiento isquémico (Grover, et al., 2000; O'Rourke et al., 2000; Yao et 

al., 1994; Grover et al., 1995). 

Los canales KATP mitocondriales participan en el precondicionamiento, mediante 

tres mecanismos fisiológicos distintos:  

a) el volumen mitocondrial, determinado por el balance entre el influjo y el eflujo 

de iones desde la matriz, sería ajustado o estabilizado por la activación del canal 

para optimizar la producción de energía (o quizás disminuir la pérdida energética) 

durante episodios de isquemia y reperfusión (Garlid et al., 1996; Beavis et al., 1992). 

b) La activación del canal KATP enlentecería la entrada de Ca2+ durante la isquemia 

y la reperfusión merced a la despolarización del potencial de membrana 

mitocondrial, evitando así el daño por sobrecarga del ion (Holmuhamedov et al., 

1995). 

c) la activación del canal podría determinar la generación de radicales libres 

mitocondriales, los cuales contribuirían con los eventos iniciales de la 

cardioprotección (Das et al., 1999; Tillay et al., 2000; Vanden Hoek et al., 1998). 

Independientemente de las controversias respecto del papel gatillador y/o efector 

de los canales KATP se debe destacar que la mayor parte de las publicaciones 

sostienen que estos canales son las estructuras últimas y responsables efectores 

de la acción cardioprotectora del precondicionamiento (Baines et al., 1999; Grover 

et al., 2000; Lascano et al., 2002; Toyoda et al., 2000; Van Winkle et al., 1995). 

5.8 ENTRADA DE CALCIO OPERADA POR CISTERNA SOCE  

El laboratorio de Putney fue el primero en introducir el concepto de SOCE en 1986 

con una serie de experimentos en los que se demostró que el agotamiento de las 

reservas internas de calcio (Ca2+) controlaba el grado de entrada de Ca2+ en las 

células no excitables (Putney 1986). Este mecanismo de entrada de Ca2+ sirvió 

como enlace entre el Ca2+ extracelular y las reservas internas de Ca2+ (Ríos 2010). 

Cuando las reservas internas estaban llenas, no se detectó afluencia de Ca2+, pero 
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cuando las reservas se vaciaron, se desarrolló la entrada de Ca2+. Ahora se 

reconoce la SOCE como una vía ubicua que funciona para mantener la homeostasis 

de Ca2+ en respuesta al agotamiento de las reservas internas de Ca2+ en el RE 

(Putney 1986; Kwan et al., 1990). 

Una amplia investigación en la última década ha definido aspectos clave de la 

SOCE, incluida una proteína capaz de sensar las concentraciones de calcio en el 

RE y el canal de entrada de Ca2+. La molécula de interacción estromal 1 (STIM1) es 

una proteína de transmembrana (en el RE) que actúa como un sensor de Ca2+ 

mediante la activación de los canales de calcio operados por cisterna (SOC) 

después del agotamiento de Ca2+ de la cisterna (Liou et al., 2005; Zhang et al., 

2005). 

Los SOC son canales de Ca2+ altamente selectivos en la membrana plasmática 

compuestos por multímeros del canal Orai (Feske et al., 2006; Vig et al., 2006). En 

presencia de reservas adecuadas de Ca2+ en el RE, los iones Ca2+ se unen a un 

motivo (EF) en el dominio luminal de STIM1 para mantener una forma monomérica 

(Liou et al., 2005; Zhang et al., 2005). El agotamiento de las reservas intracelulares 

de Ca2+ reduce el Ca2+ unido a STIM1 y se conduce a la agregación y la posterior 

activación alostérica de los SOC (Vig et al. 2006; Chen et al. 2006; (Yuan et al., 

2009). 

Las proteínas Orai se expresan en una gran variedad de organismos desde los 

nematodos hasta los primates (Cai 2007). Los invertebrados expresan una sola 

isoforma de Orai (Cai 2007; Collins et al. 2011). La primera aparición de dos 

homólogos de Orai se asocia con vertebrados, y Orai3 aparece incluso más tarde, 

solo en mamíferos, y parece haber evolucionado de Orai1 a partir de un evento de 

duplicación de genes. Por lo tanto, en términos evolutivos, Orai1 es el miembro más 

antiguo de la familia y Orai3 el más nuevo (Shuttleworth 2012).  

La evidencia de una variedad de técnicas (transferencia Northern, transferencia 

Western, rtPCR, inmunohistoquímica) indica una amplia expresión Orai en diversos 

tejidos de los mamíferos (Gross et al., 2007; Guzman et al., 2014; Gwack 2007; 

Wissenbach et al., 2007). Además de las células inmunes como los macrófagos y 

los linfocitos, hay una expresión significativa de Orai1 en el cerebro, el páncreas, 
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los riñones y la piel. Los estudios genéticos en humanos y los estudios genéticos en 

ratones complementan estos perfiles de expresión y confirman un papel importante 

para Orai1 en una variedad de células inmunes (células T, mastocitos, células B, 

células NK), así como células no inmunes (fibroblastos, músculo esquelético, 

plaquetas, microglia, células endoteliales, músculo liso, hepatocitos y células madre 

neurales) (Baba et al., 2008; Braun et al., 2009; Feske et al., 2006; Gwack 2007; 

McCarl et al. 2010; Oh-Hora et al. 2008; Somasundaram et al. 2014; Stiber et al. 

2008; Varga-Szabo et al. 2008). 

El proceso de activación de los SOC es muy inusual, ya que implica el contacto 

entre proteínas de membrana ubicadas en dos compartimentos celulares diferentes, 

el RE y la membrana plasmática (MP). En la mayoría de las células, el 75-85% de 

STIM1 expresado endógenamente reside en la membrana del RE, y el resto en la 

MP (Manji et al. 2000). 

La activación de la SOCE por depleción del retículo es un proceso altamente 

dinámico que requiere la redistribución de STIM y Orai en la célula. En las células 

en reposo con reservas de Ca2+ completa, se ha reportado en estudios de 

fluorescencia que STIM1 y Orai1 son móviles y se distribuyen difusamente por la 

membrana del retículo endoplásmico y la membrana plasmática, respectivamente 

(Baba et al. 2006; Covington et al. 2010; Fukushima et al. 2012; Liou et al. 2007; 

Liou et al. 2005; Park et al. 2009; Wu et al. 2014; Zhang et al. 2005). Después del 

agotamiento de Ca2+ del RE, STIM1 y Orai1 se redistribuyen dentro de sus 

membranas respectivas (Zhang et al. 2005). La activación de la SOCE se favorece 

por la coacumulación de proteínas STIM y Orai en el RE y la MP, respectivamente 

(Orci et al. 2009) donde el RE se mantiene lo suficientemente cerca de la MP que 

STIM1 puede unirse a Orai1, abriendo el canal para activar la entrada de Ca2+, la 

cual termina después de la recaptación de Ca2+ la SERCA en el RE. Una vez que 

se ha rellenado el RE, STIM1 y Orai1 vuelven a sus distribuciones difusas (Baba et 

al. 2008; Malli et al. 2008; Sampieri et al. 2009; Smyth et al. 2008). 
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5.9 REQUISITOS ESTEQUIOMÉTRICOS PARA LA ACTIVACIÓN DE ORAI 

La activación de los canales de Orai parece ser altamente sensible al número de 

STIMs unidos. Hoover y col. 2011 cuantificaron estos efectos y descubrieron que la 

activación era una función en forma de campana altamente no lineal de la relación 

STIM a Orai. La activación máxima del canal Orai1 se produjo en una relación 

STIM1-Orai1 de ∼2: 1 (Hoover et al. 2011). Sin embargo, se necesitan nuevos 

enfoques experimentales para resolver estas importantes preguntas sobre la 

estequiometría STIM1-Orai1, la estructura del estado unido y su relación con el 

gating. 

La activación del canal Orai parece ser más compleja que el mecanismo de dos 

estados, uno abierto y otro cerrado. La activación lenta de la corriente SOCE por 

depleción del RE se produce mediante el reclutamiento gradual de canales 

individuales desde un estado "silencioso" a un estado de alta probabilidad de 

apertura (Po) (∼0.8) (Prakriya 2006). Sin embargo, la capacidad del 2-APB (a dosis 

bajas) para aumentar la SOCE en más de tres veces implica que la Po en realidad 

es mucho más baja, <0.3. Una forma de conciliar estos resultados es que los 

canales Orai exhiben una activación modal, es decir, el canal alterna entre estados 

silenciosos y de alta Po a una frecuencia suficientemente baja que las transiciones 

evaden la detección breves períodos de medición. De acuerdo con dicho esquema, 

la unión de STIM1 a Orai1 podría activar los canales al aumentar la cantidad de 

tiempo que se pasa en el modo de alta Po (Hoover et al. 2011; Zhang et al. 1995). 

5.10 INACTIVACIÓN RÁPIDA DEPENDIENTE DE Ca2+ 

La entrada de Ca2+ a través de los canales Orai inhibe la actividad rápida del canal 

a través de un proceso llamado inactivación rápida dependiente de Ca2+, o 

inactivación dependiente de Ca2+ (CDI, por sus siglas en inglés) (Fierro et al. 1999). 

La CDI se observa típicamente como una disminución en corriente de los canales 

Orai durante decenas de milisegundos, además la CDI es específica para Ca2+ 

sobre Ba2+ o Sr2+ (Zweifach et al. 1995). Un tampón de Ca2+ intracelular rápido 

(BAPTA) puede reducir la CDI, mientras que un tampón más lento (EGTA) no 

puede, debido a que ocasiona una inhibición de la retroalimentación de la actividad 

del canal por la alta concentración de calcio a la vecindad del canal (Hoth et al. 
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1993). Un análisis cuantitativo de estos efectos amortiguadores sugirió que la CDI 

se evoca por la unión de al menos dos iones Ca2+ a un sitio ubicado a varios 

nanómetros del poro del canal o en proteínas muy cercanas a éste (Zweifach et al. 

1995). 

Los estudios de estructura y función han implicado a varias proteínas en el 

mecanismo de la CDI, incluidos STIM1, calmodulina (CaM) y Orai1 (Scrimgeour et 

al. 2009; Litjens et al. 2004). En el caso de STIM se descubrió que sirve como una 

parte integral del canal, permitiéndole responder a la inactivación mediada por Ca2+ 

(Mullins et al. 2009), además que la unión de STIM1 cambia la selectividad iónica 

del canal Orai (McNally et al. 2012). 

La CaM también se ha implicado como un sensor de Ca2+ para CDI (Litjens et al. 

2004; Mullins et al. 2009). La CaM se une a Orai de manera dependiente de Ca2 + 

(residuos 68-91) (Mullins et al. 2009). En estudios funcionales se observó que 

truncamientos dentro de la misma región en Orai3 produjeron una pérdida de la CDI 

y la unión de la CaM la porción del NH2-terminal de Orai (Bergsmann et al. 2011). 

Además de validar el papel de la CaM en la CDI, se confirmó mediante estudios de 

cristalografía que Orai1 se une fuertemente a la CaM (Liu et al. 2012). 

5.11 INACTIVACIÓN LENTA DEPENDIENTE DE Ca2+  

Durante elevaciones prolongadas en la [Ca2+]i, la corriente de Orai disminuye debido 

a un proceso llamado inactivación lenta dependiente de Ca2+. El rellenado de la 

cisterna desencadena la desactivación del canal a medida que STIM1 se une al 

Ca2+ luminal y vuelve a su estado de reposo. La inactivación lenta es 

mecánicamente distinta de la desactivación y puede observarse cuando los 

inhibidores de SERCA como la Thapsigargina (Tg) (Parekh 1998; Zweifach 1995) 

impiden el llenado de la cisterna. Esto se observa en registros electrofisiológicos de 

células completas como una disminución de la corriente a medida que la [Ca2+] 

aumenta a niveles superiores de ∼200 nM (Zweifach 1995). Por lo tanto, aunque no 

se conoce su mecanismo molecular, la inactivación lenta se distingue fácilmente de 

la CDI rápida por su cinética lenta y su dependencia de la [Ca2+]i global, y se 

distingue de la desactivación por su independencia del contenido de Ca2+ en el RE. 
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Curiosamente, las mitocondrias pueden modular la sensibilidad de los canales Orai 

a la inactivación lenta. Las condiciones que desenergizan a las mitocondrias 

también reducen la actividad del canal Orai (Zheng et al. 2008). En los registros de 

células completa, la inactivación lenta puede atribuirse a la despolarización 

mitocondrial, ya que puede prevenirse suministrando sustratos metabólicos a la 

célula y, en estas condiciones, restablecerse mediante inhibidores mitocondriales 

(Gilabert et al. 2000). La base molecular del mantenimiento mitocondrial de la 

actividad de los SOC no está del todo clara. Sin embargo, generalmente se cree 

que, al amortiguar eficientemente el Ca2+ (Rizzuto et al. 2009), las mitocondrias 

evitan la inactivación de la SOCE al competir con los sitios de inactivación lenta por 

Ca2+ intracelular (Hoth et al. 2000). Además, las mitocondrias también pueden 

facilitar la SOCE al liberar piruvato o ATP (Bakowski et al. 2007). 

La capacidad de las mitocondrias modular la SOCE puede depender de su 

proximidad a los SOC. Hoth y col. 2006 demostraron que durante períodos de 

entrada prolongada de Ca2+, las mitocondrias se acercan más a la MP. Las 

mitocondrias modulan la SOCE a través de múltiples vías de interacción, ninguna 

de las cuales se entiende bien mecánicamente (Demaurex et al. 2009). Además, las 

mitocondrias aumentan la SOCE al mejorar la depleción del RE mediado por el IP3 

(Gilabert et al. 2001), pero también pueden promover su reabastecimiento 

(Arnaudeau, et al. 2001), y la despolarización mitocondrial puede inhibir aún más la 

SOCE al dificultar la translocación de STIM1 a las uniones RE-MP (Singaravelu et 

al. 2011). Además, las mitocondrias pueden regular indirectamente la actividad de 

los SOC por su capacidad para producir especies reactivas de oxígeno.  

5.12 MODULACIÓN REDOX DE STIM Y FUNCIÓN DE ORAI 

Los grupos tiol de la cisteína se vuelven sensibles a STIM1 y Orai1 con múltiples 

modos de modulación redox (Bogeski et al. 2012). La modulación resultante tiene 

implicaciones para una amplia gama de funciones efectoras celulares, 

especialmente en condiciones patológicas como la hipoxia (Berna-Erro et al. 2009; 

Guzman et al. 2014). En un modo de regulación, se informa que la oxidación activa 

STIM1 y provoca la entrada de Ca2+ incluso cuando la cisterna está llena (Hawkins 

et al. 2010). Los mecanismos de modulación redox a menudo son complejos, ya 
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que reflejan el equilibrio entre los niveles de las ROS y antioxidantes (Reczek et al. 

2015), así como las posibles contribuciones de cisteínas reactivas adicionales 

ubicadas en otras partes de la proteína. 

En un segundo modo de regulación dependiente de redox, Mathes et al. 1998 

descubrieron que Orai1 se inhibe directamente por la oxidación de un residuo 

cisteína (C195 en Orai1). Este residuo está ausente en Orai3, lo que lo hace 

insensible a la inhibición inducida por H2O2 (Yan et al. 2006). 

5.13 pH 

La acidificación del medio extracelular ocurre comúnmente en tejidos normales 

durante episodios de actividad metabólica intensa, ataques hipóxicos e inflamación, 

así como durante la transformación neoplásica donde la disminución del pH se 

correlaciona con la agresividad del tumor (Lardner 2011). La acidificación del pH 

extracelular inhibe fuertemente la corriente de los SOC en macrófagos (Malayev et 

al. 1995). Los SOC también se inhiben por la acidificación intracelular con un pKa 

de 6.8, sin un cambio notable en la selectividad iónica (Kerschbaum et al. 1998). 

Curiosamente, el pKa de los efectos extracelulares e intracelulares del pH son muy 

similares a los informados para los canales de Ca2+ tipo L, lo que aumenta la 

posibilidad de que los mecanismos moleculares de la regulación del pH puedan ser 

similares en las dos clases de canales. En los canales de Ca2+ tipo L, se sugirió que 

los residuos de glutamato ubicados en el filtro de selectividad son un posible objetivo 

molecular de la regulación extracelular del pH (Chen et al. 1996). Aunque el 

glutamato tiene un pKa de ∼4.3 en solución, el enlace de hidrógeno de los carboxilos 

de las proteínas puede elevar el pKa hasta 8.8 (Fitch et al. 2002), lo que podría 

explicar la modulación de los SOC a un pH alto. La modulación del pH podría 

proporcionar un mecanismo regulador de retroalimentación para limitar la 

sobrecarga de Ca2+ durante la inflamación o la hipoxia y mantener estable a las 

células durante condiciones patológicas (Mancarella et al. 2011). 

La SOCE es una vía de señalización de Ca2+ descubierta hace décadas, pero su 

participación en la fisiología humana apenas está revelándose. La relevancia de 

esta vía para el músculo estriado aumentó con la descripción de las miopatías 

esqueléticas que resultan de mutaciones en STIM1 y Orai1.  
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La señalización de Ca2+ en los cardiomiocitos, es crítica para muchas funciones 

celulares que van desde la contracción muscular hasta la regulación de la expresión 

génica y el metabolismo oxidativo (Sobie et al. 2011). La coordinación de estos 

procesos dependientes de Ca2+ permite a las células musculares ajustar la 

producción celular a la carga de trabajo impuesta. Para los cardiomiocitos 

auriculares y ventriculares, la dinámica del Ca2+ es esencial para la contracción. En 

contraste, los cardiomiocitos marcapasos utilizan oscilaciones rítmicas de Ca2+ que 

impulsan cada latido en forma de un reloj Ca2+ (Wescott et al. 2016; Yaniv et al. 

2013).  

La función de la SOCE en los cardiomiocitos ha sido un tema de intenso debate, ya 

que está bien establecido que los cardiomiocitos tienen mecanismos muy eficientes 

para rellenar los depósitos intracelulares de calcio. Sin embargo, conciliar el papel 

de la SOCE en la fisiopatología cardíaca puede tener implicaciones importantes, ya 

que podría ofrecer nuevos objetivos terapéuticos para las arritmias cardíacas y el 

tratamiento de la insuficiencia cardíaca. 

5.14 EL PAPEL DE STIM1 Y SOCE EN LOS CARDIOMIOCITOS 

VENTRICULARES 

Tomando como referencia la descripción de STIM1 en el músculo esquelético y 

dadas las similitudes del manejo de Ca2+ en los músculos estriados, varios grupos 

propusieron un papel similar para la SOCE en el músculo cardíaco (Hulot et al. 

2011).  

Estas cuestiones se abordaron por primera vez en un estudio cuidadoso de la SOCE 

en miocitos de ratas neonatales y adultas realizado en el laboratorio de Hill (Luo et 

al. 2012). Estos estudios muestran que la SOCE es robusta en cardiomiocitos 

neonatales, y se presenta en el 100% de los cardiomiocitos. En contraste, la SOCE 

se presentó en el 10% de los cardiomiocitos adultos.  

Los canales Orai tienen características funcionales muy bien definidas, por lo tanto, 

es importante registrar la corriente de membrana producida tras la depleción del RE, 

mediante experimentos de electrofisiología. Además de la dependencia al RE, los 

canales de Orai muestran características específicas que incluyen: 1) un potencial 

de inversión muy positivo de una corriente altamente selectiva al Ca2+, 2) 
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inactivación dependiente de Ca2+, 3) monovalencia en condiciones libres iones 

divalentes. Hasta la fecha, las corrientes tradicionales de Orai que cumplen con 

todos estos criterios solo se han resuelto en células del nodo sino auricular pero se 

tiene reserva en incluir a los cardiomiocitos ventriculares aislados (Zhang et al. 

2015). Para estudiar a la SOCE se suele utilizar Tg un inhibidor de la bomba 

SERCA, que permite un agotamiento lento de los depósitos de calcio en el RE 

(Baudet et al. 1993). En algunos estudios se ha observado que la Tg activa una 

corriente no selectiva que es permeable a Ca2+ y Na+ con un potencial de inversión 

cercano a 0 mV y ~+20 lo que indica una corriente no selectiva en los cardiomiocitos 

(Hulot et al. 2011; Saliba et al. 2015), por esta razón se ha pensado que la corriente 

provocada por la Tg podría representar otros canales activados por STIM1, como el 

canal potencial de receptor transitorio (TRPC) (Zhao et al. 2015).  

Desde la descripción inicial de la SOCE hace décadas, se han propuesto varias 

moléculas pequeñas como inhibidores de los SOC. Para los cardiomiocitos, se han 

utilizado lantánidos y compuestos de pirazol como bloqueadores de la SOCE (Hulot 

et al. 2011). Los lantánidos son los primeros inhibidores de Orai, pero no son muy 

específicos, ya que pueden bloquear los canales TRPC y los canales Ca2+ de tipo L 

(Kerschbaum et al. 1999; Trebak et al. 2002). Los bis-(triflourmetil)-pirozoles (BTP) 

se identificaron por su capacidad para bloquear la translocación nuclear NFAT 

después de la activación de las células T (Zitt et al. 2004; Ohga et al. 2008), de ellos 

el BTP-2 se ha convertido en el inhibidor más utilizado para los SOC y se ofrece 

como evidencia de la participación del canal Orai1 en los cambios de potencial de 

acción y SOCE (Touchberry et al. 2011; Sabourin et al. 2016). El mecanismo por el 

cual el BTP-2 inhibe la SOCE fue cuestionado por estudios que muestran una 

interacción específica con los canales TRPM4 (Hof et al. 2017; (Simard et al. 2013). 

Otro agente farmacológico que afecta a la SOCE es el 2-aminoetildifenil borato (2-

ABP), bloquea las corrientes de los SOC con alta potencia en los cardiomiocitos 

(Wang et al. 2012; Peppiatt et al. 2003). Sin embargo, un aspecto curioso de 2-ABP 

es su capacidad de activar canales Orai3, independientemente de STIM1 o de la 

depleción del RE. Los canales Orai3 se encuentran solo en mamíferos y han sido 

implicados en la hipertrofia cardíaca en función de su perfil de expresión por varios 

grupos de investigación (Saliba et al. 2015; Zhang et al. 2014). Sería interesante 
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saber si el 2-ABP puede activar las corrientes Orai3 en los cardiomiocitos, como se 

ha demostrado en las células no excitables (Shuttleworth 2012). Sin embargo, 

cuando se mira en su conjunto, los numerosos estudios que evalúan la SOCE en 

cardiomiocitos en condiciones normales y después de lesiones patológicas 

requieren una interpretación cuidadosa basada en los resultados con estos nuevos 

agentes farmacológicos. Existen otro tipo de inhibidores que han demostrado tener 

mayor afinidad por los diferentes subtipos de Orai, se identifican como la serie GSK, 

de estos el GSK-7975A presenta mayor selectividad por ORAI1, aunque también 

puede inhibir a Orai3 de manera dependiente de la concentración (Derler et al., 

2013). 

5.15 EL PAPEL DE STIM1 Y SOCE EN LA HIPERTROFIA CARDÍACA 

Los cardiomiocitos responden a la sobrecarga de presión activando genes fetales 

que promueven la resistencia al estrés. Varios laboratorios han propuesto que la 

regulación a la alta de STIM1 y Orai durante la sobrecarga de presión forma parte 

de la activación de genes fetales, y permite a las células compensar los depósitos 

agotados Ca2+ en el RE durante la insuficiencia cardíaca (Troupes et al. 2017; 

Voelkers et al. 2010; Parks et al. 2016). Se ha sugerido que la regulación positiva 

de STIM1 y la SOCE son críticos para el desarrollo de insuficiencia cardíaca (Zhu-

Mauldin et al. 2012). STIM1 parece ser un evento primario en este proceso ya que 

la sobreexpresión transgénica en el corazón conduce a insuficiencia cardíaca 

(Correll et al. 2015). 

Un tema común presente en todos los estudios discutidos anteriormente es que 

STIM1 en los cardiomiocitos influye en las vías de transducción de señales 

asociadas con el crecimiento cardíaco. Se ha descrito que eliminar la señalización 

de STIM1 mediante diferentes técnicas (deleción genética, administración viral de 

silenciadores o inhibición farmacológica) altera el estado de activación de las vías 

de calcineurina, una serina-treonina fosfatasa regulada por la Ca2+ -calmodulina y la 

cinasa dependiente de calmodulina CamK (Hulot et al. 2011; Luo et al. 2012). Lo 

que puede cambiar los perfiles de expresión de genes asociado con el crecimiento 

cardíaco y la hipertrofia. 
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6. HIPÓTESIS  

La entrada de calcio operada por cisterna (SOCE) se regula negativamente durante 

el PPC. 

7. OBJETIVO GENERAL  

Estudiar la participación de los canales de calcio operados por cisterna en el 

precondicionamiento farmacológico.  

8. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN  

Se utilizaron ratas Wistar macho (300–350 g), el protocolo se ajusta a los 

lineamientos aprobados por la División de Unidades de Animales de Laboratorio del 

CINVESTAV-IPN, los cuales cumplen con la ley federal, el estatuto federal y los 

reglamentos del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT). Las ratas 

se anestesiaron con una dosis de 50 mg/kg de pentobarbital sódico inyectado por 

vía intraperitoneal. Además, se administró una dosis de 500 U/kg de heparina sódica 

por vía intraperitoneal. 

8.2 AISLAMIENTO DE MIOCITOS VENTRICULARES 

Para el aislamiento de cardiomiocitos ventriculares, los corazones se colocaron en 

un aparato Langendorff y se perfunden durante 5 minutos a 37 °C con la solución 

fisiológica Tyrode sin calcio, que contiene: 136 mM de NaCl, 5.4 mM de KCl, 1 mM 

de MgCl2, 10 mM de HEPES y 10 mM de glucosa. Los corazones se recirculan 

durante ~60 minutos usando la solución de Tyrode suplementada con 70 U/ml de 

colagenasa tipo II y 0.5 mg/100 ml de proteasa tipo XIV. Los ventrículos se cortan 

en pequeños fragmentos y se agitan de 2-3 veces a 50 rpm durante 5 minutos en la 

misma solución. Las células aisladas se filtran a través de un filtro celular de 100 

µm y se centrifugan a 500 rpm durante 2 minutos. El sedimento se resuspende en 

la solución de Tyrode sin enzimas. Los cardiomiocitos se usan inmediatamente en 

los registros electrofisiológicos.  
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8.2 MÉTODOS ELECTROFISIOLÓGICOS 

Se registrarón las corrientes de membrana en miocitos ventriculares utilizando la 

técnica de patch clamp utilizando un amplificador Axopatch 200-A (Axon 

Instruments, Foster City, CA, Estados Unidos). Para medir la capacitancia de la 

membrana, se utilizaron pulsos de despolarización de 10 mV. Estos registros 

tuvieron una duración entre 100 y 300 s y se digitalizaron a un intervalo de muestreo 

de 120 ms utilizando una interfaz Digidata (Axon Instruments, Foster City, CA, 

Estados Unidos) a una resolución de 16 bits. Para medir la dependencia de las 

corrientes de membrana al voltaje, se utilizaron rampas que van de +50 a -120 mV 

con una duración de 1 s y se registraron cada 10 s, las corrientes se muestrearon a 

intervalos de 1 ms, con un potencial de mantenimiento de -80 mV.  

Los canales iónicos son de suma importancia para la función celular. Sus 

propiedades funcionales se estudian comúnmente en condiciones de fijación de 

voltaje, lo que permite un análisis sistemático de las corrientes con respecto al 

voltaje. La relación entre corriente y voltaje (relación IV) proporciona información 

sobre la conductancia, propiedades de activación, selectividad iónica y/o las 

concentraciones de iones dependiendo de las condiciones y parámetros conocidos 

en un estudio particular (Hodgkin et al., 1952). 

El análisis de las relaciones IV obtenidas de las amplitudes de las corrientes iónicas 

a voltajes constantes, y después de aplicar protocolos de pulsos, se ha utilizado con 

frecuencia desde la introducción de la técnica de fijación de voltaje (Hodgkin et al., 

1952) para comprender las propiedades funcionales de varios tipos de canales 

iónicos, incluidos los activados por voltaje y los canales activados por ligando, así 

como otros tipos de canales (Zhang et al., 1998).  

Para registrar corrientes iónicas que dependen del tiempo y/o que tienen cinéticas 

de activación rápida, se suelen usar protocolos de pulsos, por ejemplo, corrientes 

de sodio y calcio. Además de los pulsos cuadrados, se pueden utilizar protocolos 

de rampa, para estudiar corrientes independientes del tiempo, donde el voltaje 

cambia gradualmente a una velocidad constante y la corriente se registra 

continuamente, se usan principalmente para registrar las corrientes que son 
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independientes del tiempo o que se activan lentamente (Reiner, et al. 2005), como 

los SOC.   

La solución de la pipeta contienía: 137 mM de aspartato de cesio, 2 mM de CsCl, 8 

mM de MgSO4, 1.8 mM de MgCl2, 10 mM de EGTA y 15 mM de HEPES, la solución 

se ajustó a un pH 7.2. La solución del baño contiene 137 mM de NaCl, 5.4 mM de 

KCl, 1 mM de MgCl2, 1,8 mM de CaCl2, 10 mM de glucosa, 10 µM de verapamilo, 

200 µM de ouabaína y 10 mM de HEPES, la solución se ajustó a un pH 7.4.  

Para depletar al retículo sarcoplásmico se utilizó Tg, la cual boquea la recaptación 

de calcio mediado por la SERCA (ATPasa de Ca2+) a una concentración de 2 µM. 

Para estudiar el papel de las especies reactivas de oxígeno (ROS) se utilizó N-

acetilcisteína (NAC) a una concentración de 2 mM. Además, se usó Ni2+ (5 mM) 

para bloquear al intercambiador de sodio-calcio (NCX). 

Para estudiar el papel del precondicionamiento sobre el desacople de la cadena 

respiratoria mitocondrial se utilizó una solución (cóctel) que mantiene las 

mitocondrias en un estado energizado (Gunter y Pfeiffer, 1990). Este cóctel contiene 

2 mM ácido pirúvico, 2 mM ácido málico, 1 mM NaH2PO4, 0,5 mM cAMP y 0,5 mM 

MgCl2. Para observar el efecto del Ca2+ intracelular en la inactivación de los SOC, 

se utilizó un quelante de Ca2+ que es permeable a través de la membrana celular, 

BAPTA-AM (30 µM) 30 minutos antes de los registros electrofisiológicos. 

El PPC se realizó mediante la incubación de cardiomiocitos en la solución de Tyrode 

suplementada con 100 µM Dzx. Se añadió Dzx a partir de una solución madre 0,1 

M en DMSO para lograr una concentración final de DMSO de menos del 0,01%. El 

inhibidor selectivo de los canales mitoKATP, 5-hidroxidecanoato (5-HD), se usó a 

una concentración de 100 µM. Para caracterizar los efectos de PPC en las 

corrientes de membrana, los cardiomiocitos se incubaron siguiendo los protocolos 

experimentales indicados en las figuras. Los experimentos se realizaron a 

temperatura ambiente (23 °C). 
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8.4 MEDICIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ROS 

Los niveles de las ROS se midieron utilizando la sonda fluorescente permeable a 

través de la membrana celular 5-(y 6)-clorometil-20,70 diacetato de 

diclorodihidrofluoresceína (CM-H2DCFDA). La fluorescencia (excitación de 505 nm 

y emisión de 545 nm) se midió (en unidades arbitrarias (AU) durante 30 ms en 

segmentos de cardiomiocitos definidos por el usuario. Las imágenes fueron 

adquiridas a intervalos de 5 min. Los cardiomiocitos del grupo Dzx se trataron como 

los del grupo control, excepto por la incubación con Dzx (100 µM) durante 90 

minutos. Las mediciones de ROS en cada condición experimental se normalizaron 

a los valores iniciales de fluorescencia y se ajustaron a una línea recta. 

8.5 PPC EN CORAZONES AISLADOS 

Para evaluar la protección contra la isquemia, los corazones previamente 

perfundidos durante 90 minutos en la solución de Tyrode o en la solución de Tyrode 

que contenía Dzx (100 µM) fueron sometidos a isquemia global durante 30 minutos, 

seguido de 2 h de reperfusión con la solución de control. Los corazones se tiñeron, 

con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) al 1% durante 10 minutos, 

posteriormente se fijaron durante la noche con paraformaldehído (4%), se cortaron 

en rebanadas de 500 µm, y se fotografíaron con una cámara digital conectada a un 

microscopio. El TTC produce precipitados coloreados en presencia de sistemas 

enzimáticos de deshidrogenasa intactos, mientras que las áreas necróticas que 

carecen de actividad deshidrogenasa o concentraciones suficientes de cofactores 

no se tiñen. 

9 ANÁLISIS DE DATOS 

Los datos se expresan como la media ± error estándar de la media (SEM). Para el 

análisis se utilizaron pruebas t independientes o ANOVA. Una p <0.05 se consideró 

estadísticamente significativa. 
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10 RESULTADOS 

10.1 LOS SOC EN LOS CARDIOMIOCITOS SON ACTIVADOS POR Tg 

El agotamiento de las reservas intracelulares de Ca2+ usando Tg condujo al 

desarrollo de una corriente entrante que rápidamente alcanzó un nivel estable y se 

mantuvo durante todo el período de registro. La Figura 1A muestra los resultados 

de un experimento representativo y la Figura 1B resume los resultados de varias 

réplicas experimentales. Los valores de la corriente de membrana se normalizaron 

a la capacitancia de la célula para permitir comparaciones entre experimentos. Se 

ilustran los valores promedios (± SEM, n = 10) de las corrientes de membrana 

provocadas tras la adición de Tg. Para probar si las corrientes de SOC pertenecen 

a los canales Orai, utilizamos GSK-7975-A, un potente inhibidor de las corrientes 

Orai1 y Orai3 (Derler et al., 2013) (Figura 1C-D). El agotamiento de las reservas 

intracelulares de Ca2+ por Tg produjo corrientes entrantes, como se muestra en la 

Figura 1A-B, y estas corrientes fueron inhibidas tras la adición del GSK-7975-A. 

Después de la inhibición de los SOC por GSK-7975-A, se observó una corriente 

saliente relativamente pequeña (Figura 1C-D). 
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FIGURA 1. Las corrientes generadas por la Tg están mediadas por los SOC. 

(A) Trazo representativo de una corriente entrante a -80 mV generada por Tg (flecha). (B) 

Valores promedios de las corrientes de membrana en función del tiempo (± SEM, n=10) de 

experimentos como en (A). (C) Un experimento representativo que muestra que el GSK-

7975-A un inhibidor de los SOC bloquea la corriente entrante generada por la Tg. (D) 

Valores promedio de las corrientes de membrana en función del tiempo (± SEM, n=5) de 

los experimentos como en (C). Paneles izquierdos: protocolos experimentales. 

10.2 INHIBICIÓN DE LOS SOC POR EL PPC 

Verificamos que la perfusión con Dzx conduce al PPC al exponer corazones en 

condiciones testigo y tratados con Dzx antes de un periodo de isquemia severa. La 

Figura 2A muestra una sección representativa de un corazón infartado perfundido 

con solución testigo antes de la isquemia. Las áreas extensas del infarto son 

evidentes (áreas de color claro). Cuando se sometió a isquemia un corazón 
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pretratado con Dzx, las áreas infartadas se redujeron considerablemente, como se 

muestra en la Figura 2B. Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos 

adicionales. A continuación, probamos los efectos de PPC en las corrientes de 

membrana. Cuando los cardiomiocitos se precondicionaron con Dzx, la Tg no 

generó una corriente entrante como en los cardiomiocitos testigo (Figura 1). En 

cambio, se desarrolló una corriente saliente relativamente pequeña que no se 

inactivó. La Figura 2C muestra los resultados de un experimento representativo y la 

Figura 2D muestra los valores promedio de las corrientes de membrana registradas 

de cardiomiocitos precondicionados (± SEM, n=13) de las réplicas experimentales. 

A la concentración utilizada, el Dzx es un abridor selectivo de los canales mitoKATP 

(Garlid et al., 1996). Por lo tanto, planteamos la hipótesis de que los cambios a nivel 

mitocondrial están involucrados en la respuesta a la Tg de los cardiomiocitos 

precondicionados. Para probar esta hipótesis, utilizamos 5-HD, un inhibidor 

selectivo de los canales mitoKATP (Hu et al., 1999). La respuesta a la Tg de los 

cardiomiocitos preincubados con 5-HD y al Dzx fue similar a la observada en los 

experimentos testigo, lo que indica que los cambios a nivel mitocondrial participan 

en la respuesta a la Tg de los cardiomiocitos PPC. La Figura 2E muestra los 

resultados de un experimento representativo y la Figura 2F muestra los valores 

promedios (± SEM, n=7) de las corrientes de membrana en función del tiempo de 

las réplicas experimentales, confirmando el papel de los canales mitoKATP en la 

respuesta de los cardiomiocitos PPC a la Tg. 
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FIGURA 2. El precondicionamiento farmacológico inhibe los SOC. (A-B) figuras 

representativas de cortes transversales de corazones testigo y precondicionados las áreas 

de infarto se representan como áreas claras. (C) Una corriente representativa generada por 

la Tg y registrada a -80 mV en un cardiomiocito previamente incubado con Dzx. La flecha 

indica la adición de la Tg. (D) Promedio de corrientes de membrana en función del tiempo 

(± SEM, n=13) de los experimentos como en (C). (E) Corriente entrante a -80 mV generada 

por la Tg (flecha) en un cardiomiocito precondicionado previamente incubado 5-HD. (F) 

Valores promedio de las corrientes de membrana en función del tiempo (± SEM, n = 7) de 

los experimentos como en (E). Paneles izquierdos: protocolos experimentales. 

10.3 LA INHIBICIÓN DE LOS SOC POR EL PPC DEPENDE DE LAS ROS 

La apertura de los canales mitoKATP por el Dzx conduce a una mayor producción 

de ROS en los cardiomiocitos (González et al., 2010) y en las células no excitables, 

los canales Orai1 son inactivados por las ROS (Bogeski et al., 2010). Por lo tanto, 

probamos la hipótesis de que la inhibición de las corrientes de SOC en los 

cardiomiocitos PPC (Figura 2) se debe a la inactivación de Orai1 por las ROS. 

Primero, verificamos que la producción de las ROS aumenta debido al PPC. La 



37 
 

Figura 3A muestra que, en nuestras condiciones experimentales, la producción de 

las ROS aumentó en los cardiomiocitos previamente incubados con Dzx en relación 

con la de los cardiomiocitos testigo, lo que confirma observaciones anteriores 

hechas por nuestro grupo de trabajo (González et al., 2010). A continuación, 

probamos el efecto del NAC sobre la inhibición de las SOC por el PPC. La Figura 

3B muestra los valores promedio de las corrientes de membrana registradas a partir 

de cardiomiocitos PPC pretratados con NAC. Las corrientes fueron similares a las 

observadas para los cardiomiocitos testigo (Figura 1B), lo que indica la participación 

de las ROS en la inhibición de los SOC en los cardiomiocitos precondicionados. 

 

FIGURA 3. La inactivación de los SOC depende de las ROS. (A) Promedio (± SEM) 

de la producción de ROS en células testigo (círculos blancos, n=17) y cardiomiocitos PPC 

(círculos negros, n=10) en función del tiempo. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001. (B) El 

efecto del NAC sobre las corrientes de los SOC en los cardiomiocitos PPC. Promedio de 

las corrientes de membrana a −80 mV en función del tiempo (± SEM, n = 5). Paneles 

inferiores: protocolo experimental. 

10.4 LA INHIBICIÓN DE LOS SOC POR EL PPC DEPENDE DEL Ca2+ 

INTRACELULAR 

Los SOC son inactivados por Ca2+ (Zweifach y Lewis, 1995a). Por lo tanto, 

planteamos la hipótesis de que, además de las ROS, en el precondicionamiento un 

aumento del Ca2+ intracelular en la vecindad de los SOC contribuye a su 

inactivación. Para probar esta hipótesis, amortiguamos el Ca2+ mioplásmico con 

BAPTA-AM y descubrimos en estas condiciones que las corrientes de los SOC no 
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son inhibidas por el agotamiento del RS provocado por la Tg, como se observó en 

los cardiomiocitos testigo. La Figura 4A resume los resultados de varios 

experimentos. Además, verificamos que el BAPTA-AM por sí solo, tuvo poco efecto 

sobre las corrientes generadas en los cardiomiocitos testigo (Figura 4B). Trabajos 

previos realizados en células no excitables han demostrado que las mitocondrias 

son necesarias para la activación fisiológica de los SOC y que el almacenamiento 

de calcio mitocondrial puede mantenerse al incluir en la pipeta de patch, una 

solución cocktail que mantiene las mitocondrias en un estado energizado (Gilabert 

y Parekh, 2000; Glitsch et al., 2002). Para probar la posibilidad de que la disminución 

en la activación de los SOC en el PPC esté relacionada con una disminución en el 

estado energizado de las mitocondrias, probamos la solución energizante en 

cardiomiocitos precondicionados y descubrimos que en estas condiciones las 

corrientes mediadas por los SOC no eran inhibidas (Figura 4C). 

 

FIGURA 4. El BAPTA-AM y las mitocondrias energizadas evitan la inactivación 

de las corrientes a través de los SOC en células precondicionadas. (A) Promedio 
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de las corrientes de membrana en función del tiempo (± SE, n=5) en cardiomiocitos 

previamente incubados con Dzx y BAPTA-AM. (B) promedio de las corrientes de membrana 

en función del tiempo (± SEM, n=6) en células testigo que muestran que el BAPTA-AM por 

sí solo no tiene efectos importantes sobre las corrientes internas generadas por la Tg. (C) 

Promedio de las corrientes de membrana en función del tiempo registrado utilizando la 

solución de pipeta suplementada con el cóctel energizante en cardiomiocitos pretratados 

con Dzx (± SEM, n=6). Potencial de mantenimiento= −80 mV en los paneles A-C. Paneles 

izquierdos: protocolos experimentales. 

10.5  INHIBICIÓN DE LOS SOC POR EL PPC A DIFERENTES POTENCIALES 

Las corrientes de membrana se registraron a diferentes potenciales aplicando 

rampas de voltaje. La Figura 5A-C muestra tres experimentos representativos. En 

la Figura 5A, se aplicaron tres rampas (a-c) a un cardiomiocito testigo utilizando un 

potencial de mantenimiento de -80 mV, y se agregó Tg después de la primera rampa 

(flecha). Observamos el desarrollo de una corriente entrante, que disminuyó 

espontáneamente. El papel de los canales mitoKATP fue comprobado por el uso 

del 5-HD en los cardiomiocitos precondicionados, como se muestra en la Figura 5C. 

Al bloquearse al mitoKATP se desarrolló una corriente entrante al agregar la Tg y 

ésta disminuyó espontáneamente con la aplicación de rampas de voltaje, como en 

los cardiomiocitos testigo (Figura 5A). En la figura 5A-C se muestran las curvas de 

corriente-voltaje (I-V, en la Figura 5D-F los trazos en negros representan las curvas 

I-V antes de la Tg, y los trazos en rojos representan las relaciones I-V después de 

la Tg. Para estimar las relaciones I-V de las corrientes SOC activadas por la Tg, a 

las corrientes después de de la Tg (b) se les restaron las de antes de la Tg (a); Los 

resultados de las corrientes netas de los SOC se resumen en la Figura 5G-I. En los 

experimentos testigo, el agotamiento del Ca2+ del RS debido a la Tg, activó 

corrientes con una fuerte rectificación entrante. En los cardiomiocitos 

precondicionados, las corrientes antes y después de la Tg fueron casi idénticas, lo 

que indica la inhibición de los SOC en estas condiciones (Figura 5H), sin embargo, 

este efecto fue bloqueado por el 5-HD (Figura 5I). 
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FIGURA 5. Efecto del PPC en las corrientes de los SOC sobre la aplicación de 

rampas de voltaje. (A-C) Registros continuos de las corrientes de membrana en 

condiciones testigo (A), pretratadas con Dzx (B) y pretratadas con Dzx y 5-HD (C). Las 

flechas indican la adición de Tg. Potencial de mantenimiento= −80 mV. (D-F) curvas I-V 

(trazos a y b) correspondientes a los experimentos ilustrados en (A-C). Obsérvese que la 

adición de la Tg aumenta los valores de las corrientes de membrana en valores de voltaje 

negativos (D y F) pero no tiene efecto en células precondicionadas Dzx (E). (G-I) Promedio 

(± SEM, n = 4–8) de las corrientes generadas por la Tg (b-a) en función del potencial de 

membrana de experimentos como en (D-F). 

10.6 INACTIVACIÓN DE LOS SOC DEPENDIENTE DE Ca2+ Y DEL 

INTERCAMBIADOR DE SODIO-CALCIO (NCX) 

Nos planteamos la hipótesis de que los cambios en el potencial de membrana 

durante la aplicación de rampas aumentarían la concentración de Ca2+ en las 

proximidades de los SOC, promoviendo así su inactivación. Para probar esta 

hipótesis, se aplicaron rampas de voltaje cada 10 s, primero en la solución de 

Tyrode y después de la adición de la Tg. La Figura 6A muestra un experimento 

representativo. La Tg generó una corriente entrante, como se muestra en la Figura 

5A, pero no se mantuvo y se invirtió en las rampas sucesivas. Sin embargo, cuando 
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se aplicó el mismo protocolo de rampa a los cardiomiocitos previamente incubados 

en BAPTA-AM, la corriente interna no se inactivó, lo que indica la participación del 

Ca2+ en el proceso de inactivación (Figura 6B). Posteriormente, probamos la 

hipótesis de que la fuente de Ca2+ que media la inactivación de los SOC tras la 

aplicación de las rampas era el intercambiados sodio-calcio (NCX). Para probar esta 

hipótesis utilizamos Ni2+, un bloqueador del NCX. La Figura 6C muestra los 

resultados de un experimento representativo. Los cardiomiocitos se mantuvieron en 

un potencial de membrana de -80 mV y se utilizó un protocolo idéntico al descrito 

en la Figura 6A-B. La Tg evocó una corriente entrante y esta corriente fue inactivada 

completamente por las rampas sucesivas. La adición de Ni2+ (flecha) restauró las 

corrientes de los SOC. La relación corriente-voltaje (I-V) de los experimentos 

mostrados en la Figura 6A-C se ilustran en la Figura 6D-F. Se promediaron las 

corrientes antes de la adición de la Tg (indicada por la letra “a” en la Figura 6A-C), 

y este promedio se restó de las corrientes generadas tras la adición de la Tg 

(indicado por las letras b-c). En los cardiomiocitos testigo, solo la primera rampa 

generó una corriente de SOC (Figura 6D), como en la Figura 5G. sin embargo, en 

los cardiomiocitos testigo tratados con BAPTA-AM, se generaron corrientes de SOC 

durante todo el tiempo de registro (Figura 6E). Además, en los cardiomiocitos 

testigo, el Ni2+ eliminó la inactivación de las corrientes SOC generadas por las 

rampas (Figura 6F).  
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FIGURA 6. El BAPTA-AM y el Ni2+ evitan la inactivación de los SOC mediante 

rampas de voltaje. (A) Registro representativo de las corrientes de membrana en un 

cardiomiocito testigo. Las rampas de voltaje se aplicaron cada 10 s. La flecha indica la 

adición de la Tg. (B) Un experimento similar al que se muestra en (A) pero con un 

cardiomiocito preincubado con BAPTA-AM. (C) registro representativo de las corrientes de 

membrana de un cardiomiocito previamente incubado como se muestra en (A). Se añadió 

Ni2+ en el momento indicado (flecha). Paneles superiores: protocolos experimentales. 

Potencial de mantenimiento= −80 mV en (A-C). (D-F) Relaciones I-V de las corrientes 

restadas de los experimentos ilustrados en los paneles (A-C). El promedio de las corrientes 

(indicada por la letra a) se resta de las corrientes tras la aplicación de las rampas 

seleccionadas, que se indican con las letras b-c en los paneles (A-C). Paneles superiores: 

protocolos experimentales. 

10.7 INACTIVACIÓN DE LOS SOC DEPENDIENTE DE Ca2+ EN 

CARDIOMIOCITOS PRECONDICIONADOS 

La inactivación de los SOC dependiente de Ca2+ tras la aplicación de rampas de 

voltaje en cardiomiocitos testigo sugiere que esta inactivación también puede 

desempeñar un papel en la inhibición de las corrientes inducida por el PPC. Para 

probar esta posibilidad, realizamos los experimentos ilustrados en la Figura 7. En 
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los cardiomiocitos precondicionados, las corrientes entrantes generadas por la Tg 

estaban ausentes (Figura 2 y 5). Sin embargo, cuando se aplicó un protocolo de 

rampas, similar al descrito en la Figura 6 en presencia de BAPTA-AM, se registró 

una corriente entrante que no se inactiva en los cardiomiocitos precondicionados 

(Figura 7A). Además, el NCX también parece participar en la inactivación de los 

SOC en los cardiomiocitos precondicionados, ya que el Ni2+ restableció en gran 

medida las corrientes de SOC, como se muestra en la Figura 7B. Las Figuras 7C y 

D ilustran las relaciones I-V correspondientes de las corrientes sustraídas sobre las 

rampas seleccionadas en los experimentos que se muestran en las Figuras 7A y B, 

respectivamente. Las curvas I-V se obtuvieron como se describe en la Figura 6D-F. 
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FIGURA 7. Papel del Ca2+ en la inactivación de los SOC en cardiomiocitos PPC. 

(A) Registro representativo de las corrientes de membrana de un cardiomiocito PPC 

preincubado con BAPTA-AM. Las rampas de voltaje se aplicaron cada 10 s. La flecha indica 

la adición de Tg. (B) Registro representativo de las corrientes de membrana de un 

cardiomiocito PPC. Se añadieron Tg y Ni2+ en los tiempos indicados (flechas). Paneles 

superiores: protocolos experimentales. Potencial de mantenimiento= −80 mV en las 

relaciones A y B. (CD) Curva IV de las corrientes restadas de los experimentos ilustrados 

en los paneles A y B. Promedio de la corriente tras la aplicación de las rampas en 

condiciones testigo (indicada por la letra a) se resta de las corrientes registradas en la 
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aplicación de rampas seleccionadas después de añadir Tg, que se indican con la letra b en 

los paneles A y B. Paneles superiores: protocolos experimentales. 

10.8 RELACIONES I-V DE CORRIENTES SOC EN CARDIOMIOCITOS 

PRECONDICIONADOS CON MITOCONDRIAS ENERGIZADAS 

Como se mostró anteriormente, los cardiomiocitos precondicionados con 

mitocondrias energizadas tienen corrientes similares a las de los cardiomiocitos 

testigo (Figura 4). Evaluamos si este efecto era parecido al aplicar rampas. La 

Figura 8A muestra un registro continuo de las corrientes de membrana en un 

cardiomiocito precondicionado, utilizando la solución interna estándar. Las 

corrientes registradas al aplicar las rampas de voltaje se indican con las letras a-c. 

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 5B, no se observaron 

corrientes entrantes. Sin embargo, se obtuvo un resultado diferente cuando se usó 

la solución energizante de las mitocondrias. La Figura 8B muestra los resultados de 

un experimento representativo, que ilustra las corrientes de SOC registradas en un 

cardiomiocito precondicionado. La Tg evocó una corriente entrante con una 

amplitud y un curso temporal similares a los registrados de cardiomiocitos no 

precondicionados (Figura 5A). La Figura 8C resume los resultados de varias réplicas 

experimentales, se ilustran las corrientes promedio netas (b-a) registradas utilizando 

la solución energizante en la pipeta de patch. La relación I-V fue similar a la 

observada para los cardiomiocitos testigo (Figura 5G). 
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FIGURA 8. Activación de los SOC en cardiomiocitos PPC con mitocondrias 

energizadas tras la aplicación de rampas de voltaje. (A) Registros representativos 

de las corrientes de membrana de cardiomiocitos pretratados con Dzx utilizando la solución 

interna estándar. (B) Experimento representativo en cardiomiocitos PPC usando la solución 

interna suplementada con el cóctel energizante. Las corrientes de membrana tras la 

aplicación de la rampa de voltaje se indican mediante a-c. Las flechas muestran la adición 

de la Tg. Potencial de mantenimiento= −80 mV. (C) promedio (± SEM, n = 6) de las 

corrientes de los SOC (b-a) en función del potencial de membrana de los experimentos 

como en (B). Paneles izquierdos: protocolos experimentales. 
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11 DISCUSIÓN 

11.1 EL PPC Y LOS SOC EN EL CORAZÓN ADULTO 

La muerte celular de miocardio asociada con la isquemia-reperfusión está 

relacionada con alteraciones importantes en el manejo de Ca2+ (Murphy y 

Steenbergen, 2008). La protección contra las lesiones puede lograrse mediante el 

PPC (Sato et al., 2000; Wang et al., 2001; Pasdois et al., 2008; González et al., 

2010) al abrirse los canales mitoKATP mediante el uso de fármacos como el Dzx. 

En este trabajo presentamos evidencia experimental novedosa en la que el PPC 

inhibe en gran medida la entrada de calcio operada por cisterna (SOCE) en 

cardiomiocitos adultos. Este resultado se obtuvo registrando las corrientes de Orai1 

utilizando la técnica de patch clamp en su configuración de célula completa (esta 

tesis) y midiendo Ca2+ intracelular con Fura-2 AM (Fuentes 2017)  

La SOCE es una vía ubicua que juega un papel importante en la homeostasis de 

Ca2+ en células no excitables (Prakriya y Lewis, 2015) y su presencia en células 

excitables se ha descubierto recientemente. En el músculo esquelético se expresa 

STIM1 y su ausencia conduce a una disminución en la fuerza desarrollada por el 

músculo, una aceleración de la fatiga y la muerte perinatal en modelos murinos 

debida a miopatía esquelética (Stiber et al., 2008). Además, STIM1 también se 

expresa en el músculo cardíaco (Ohba et al., 2009; Domínguez-Rodríguez et al., 

2015; Saliba et al., 2015; Zhao et al., 2015). En modelos murinos, la ablación de 

STIM1 en el corazón conduce a la dilatación ventricular (Collins et al., 2014), reduce 

la contractilidad del ventrículo izquierdo y disminuye el acortamiento de los 

cardiomiocitos aislados (Parks et al., 2016). Además de la presencia de STIM1, los 

canales Orai1 también se expresan en el músculo cardíaco, y su expresión se ha 

detectado a nivel de la proteína mediante la técnica de Western blot (Ohba et al., 

2009; Horton et al., 2014; Domínguez-Rodríguez et al., 2015; Saliba et al., 2015). 

En el modelo de pez cebra, la deficiencia de Orai1 en los cardiomiocitos produce 

insuficiencia cardíaca grave, una función sistólica ventricular reducida y bradicardia 

(Völkers et al., 2012). En cardiomiocitos neonatales de rata, la SOCE es prominente 

después de la depleción del RS, como lo demuestra el registro de las corrientes de 

los SOC y la medición del Ca2+ intracelular (Ohba et al., 2009; Ji et al., 2017). En 

los cardiomiocitos adultos, la expresión de los SOC y STIM1 es menor que en los 
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cardiomiocitos neonatales (Luo et al., 2012). Sin embargo, se han podido registrar 

las corrientes de los SOC que muestran rectificación interna y se han observado 

cambios en la concentración del Ca2+ intracelular tras la depleción del RS utilizando 

Tg (Hunton et al., 2004; Saliba et al., 2015, pero vea Zhao et al., 2015). Nuestros 

resultados muestran la presencia de corrientes entrantes de SOC como resultado 

de la depleción del RS, que se identificaron por sus propiedades electrofisiológicas 

y su sensibilidad al GSK-7975-A, un compuesto selectivo que bloquea 

completamente a los canales Orai1 a 10 µM (Derler et al., 2013; Molnár et al., 2016). 

Los SOC en el corazón también se han asociado con enfermedades cardíacas, 

desempeñando un papel en el desarrollo de la hipertrofia en los cardiomiocitos tanto 

neonatales como adultos (Hunton et al., 2002; Ohba et al., 2009; Luo et al., 2012; Ji 

et al., 2017). Tanto STIM1 como Orai1 juegan un papel clave en la regulación del 

crecimiento cardíaco hipertrófico. La sobreexpresión de STIM1 en ratones conduce 

a un incremento de calcio en las células. También conduce a la expresión de genes 

fetales y a la hipertrofia cardiaca y/o muerte súbita cardiaca (Correll et al., 2015). 

Además, se ha descrito que el eliminar la expresión de Orai1 tiene un efecto 

benéfico evitando el desarrollo de la hipertrofia en cardiomiocitos neonatales 

(Voelkers et al., 2010). 

11.2 LAS ROS Y LA INACTIVACIÓN DE LOS CANALES ORAI1 

Las mitocondrias son una fuente de producción de ROS, y existe evidencia de que 

la apertura de los canales mitoKATP modula el estado redox mitocondrial y la 

producción de las ROS (Liu et al., 1998; Pasdois et al., 2008; González et al., 2010). 

Las ROS están involucradas no sólo en procesos patológicos, sino también en 

fenómenos fisiológicos normales (Dröge 2002) como el precondicionamiento 

(González et al., 2010). Los canales Orai1 son sensibles a los estados redox. En un 

trabajo previo sobre los linfocitos T se ha demostrado que la actividad del canal 

Orai1 disminuye con las ROS. La sensibilidad redox de Orai1 depende 

principalmente de la Cys195 localizada extracelularmente, además, está ausente 

en los Orai3 (Bogeski et al., 2010; Saul et al., 2016), una isoforma que también se 

expresa en los cardiomiocitos (Saliba et al., 2015). Las ROS también alteran otras 

proteínas relacionadas con el manejo del Ca2+ en las células cardíacas. Por 
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ejemplo, las ROS activan al receptor de rianodina tipo 2 e inhiben a la bomba de 

Ca2+ en el RS (Zima y Blatter, 2006; Nikolaienko et al., 2018). En el presente estudio, 

confirmamos que la producción de ROS aumenta debido al PPC y descubrimos que 

la inhibición de las corrientes Orai1 fue impedida por el NAC, una molécula 

antioxidante que reacciona con los radicales hidroxilos y el H2O2 (Aruoma et al., 

1989), lo que sugiere que el PPC inhibe los SOC a través de las ROS. 

11.3 LAS MITOCONDRIAS JUEGAN UN PAPEL EN LA INACTIVACIÓN 

DEPENDIENTE DE Ca2+ DE LOS CANALES ORAI1 

Los SOC son fuertemente inactivados por el Ca2+ (Prakriya y Lewis, 2015); por lo 

tanto, la amplitud y la duración de la entrada de Ca2+ a través de los SOC depende 

de las concentraciones de Ca2+ en sus microdominios. La inactivación rápida y lenta 

dependiente de Ca2+ de los SOC se ha descrito que tienen una duración de 

milisegundos y segundos, respectivamente (Zweifach y Lewis, 1995a,b). Entre las 

tres isoformas de Orai que se han caracterizado, sólo Orai1 muestra una 

inactivación significativamente dependiente de Ca2+ (Lis et al., 2007). Nuestros 

experimentos demostraron que, en los cardiomiocitos, las corrientes Orai1 no se 

inactivaron cuando las células se mantuvieron a un potencial de -80 mV. Sin 

embargo, cuando se aplicaron las rampas de voltaje, las corrientes se inactivaron 

en segundos, un efecto que fue impedido por el BAPTA-AM un búfer rápido de Ca2+, 

lo que sugiere que se produjo un aumento en el Ca2+ interno en los microdominios 

del canal Orai1. Es probable que el NCX esté funcionando en el modo inverso 

(Khananshvili 2014) y que proporcione una fuente de Ca2+ que inactive los SOC en 

la aplicación de las rampas. 

El movimiento de calcio por el NCX es electrogénico y su dirección depende del 

gradiente electroquímico del sodio, intercambiando 3 iones de sodio por uno de 

calcio.  

El intercambio electrogénico de Na+/Ca2+ puede ocurrir ya sea en el modo directo 

(salida de Ca2+) o inverso (entrada de Ca2+). La direccionalidad del flujo neto de Ca2+ 

depende de las concentraciones citosólicas y extracelulares de Na+ y Ca2+ y del 

potencial de membrana (Khananshvili et al., 2014).  
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Al igual que con otras proteínas de transporte, la cantidad y la dirección del 

transporte dependen de los gradientes de sustrato transmembrana. Este hecho 

puede ser protector porque los aumentos en la concentración intracelular de Ca2+ 

pueden activar el intercambiador en su forma reversa.  

Para calcular el potencial de inversión del NCX utilizamos la siguiente ecuación 

(Khananshvili et al., 2014): 

ecuación 1.  

En dónde:  

R es la constante universal de los gases y es igual a 8.314 JK -1.mol -1  

T es la temperatura en Kelvin. 

z es la valencia de las especies iónicas.  

F es la constante de Faraday y es igual a 96485 C.mol -1  

[X] o es la concentración de la especie iónica X en el fluido extracelular.  

[X] i es la concentración de la especie iónica X en el líquido intracelular.  

 

Datos:  

Concentración extracelular (datos experimentales):  

Sodio 137 mM 
Calcio 1.8 mM 

 

Concentración intracelular (datos teóricos):  

Sodio 10 mM 
Calcio 0.05 mM 

(Mullins 1979) 

Temperatura de registro= 291.15 K 

Resultados:  

Sustituyendo en la ecuación 1 

ENXC= -36.51 mV 
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Por lo tanto, el potencial al cual se invierte la función del NCX es a -36.51 mV, este 

potencial se encuentra en el rango de voltaje que se utiliza en la rampa (+50 mV a 

-120 mV).  

El intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) transporta Ca2+ a cambio de Na+ 

bidireccionalmente a través de la célula (Blaustein et al. 1999). La fuerza impulsora 

del transportador depende del gradiente de concentración de Na+ y Ca2+, el 

potencial de membrana y la estequiometría de Na+:Ca2+. La estequiometría del NCX 

fue generalmente aceptada como 3:1, en la tabla 1 se citan trabajos que respaldan 

estas observaciones.  

Estequeometría Materiales Métodos Referencias 

4:1 n.a Cálculo teórico (Mullins 1977) 

 

3:1 Vesículas ventriculares de perro Flujo de iones (Pitts 1977) 

 

3:1 Ventrículos de ratón y células N-
18 

Flujo de iones (Wakabayashi et 
al.1981) 

 

2.5:1 Ventrículo ovino y tejido de 
Purkinje 

Flujo de iones (Sheu et al. 1982) 

 

3:1 Células ventriculares de cobayo Flujo de iones (Reeves et al. 1984) 

 

3:1 Células ventriculares de cobayo Whole-cell clamp (Kimura et al. 1987)  

 

3:1 Células ventriculares de cobayo Whole-cell clamp (Ehara et al. 1989)  

 

3:1 Células ventriculares de cobayo Whole-cell clamp (Crespo et al. 1990) 

 

3:1 Células ventriculares de cobayo Whole-cell clamp (Yasui et al. 1990) 

 

3:1 Células ventriculares de cobayo Patch gigante (Giant 
patch) 

(Matsuoka et al. 1992) 

 

4:1 o variable Células ventriculares de cobayo Macro patch (Fujioka et al. 2000) 

 

3:1 Células de insecto transfectadas 
con NCX 

Flujo de iones (Szerencsei et al. 2001) 
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4:1 Células HEK transfectadas con 
NCX 

Whole-cell clamp (Dong et al. 2002) 

 

3:1 Células ventriculares de cobayo Whole-cell clamp (Hinata et al. 2002) 

 

3.2:1 Células ventriculares de cobayo 
y Células BHK transfectadas con 
NCX 

Patch gigante (Giant 
patch) 

(Kang et al. 2004) 

 

 

Cuando la corriente de membrana generada por el NCX fue registrada en miocitos 

cardíacos, el potencial de inversión de la corriente de NCX (ENCX) fue consistente 

con una estequiometría 3:1, esto fue uno de los criterios para identificarla (Kimura 

1986). Además, Ehara y col. 1989 confirmaron el potencial de inversión de la 

corriente del NCX a una estequiometría de 3:1. Sin embargo, ambos grupos notaron 

que el potencial de inversión de la corriente del NCX cambiaba con el potencial de 

mantenimiento.  

Kang y col. 2004 propusieron una nueva teoría de que 1Na+:1Ca2+ también pueden 

transportarse en cualquier dirección a cambio de 3 Na+ a través del NCX, y por lo 

tanto la estequiometría no es exactamente 3:1 sino 3.2:1. Sin embargo, dado que 

su experimento se realizó sin cambios en el potencial de mantenimiento, es 

necesaria una evaluación cuidadosa debido a posibles problemas de 

acumulación/agotamiento iónico. 

Uno de los trabajos clave para comprobar la estequiometría 3:1 fue el realizado por 

el grupo de investigación de Hinata y col. 2002, quienes exploraron la corriente de 

membrana producida por el NCX durante cambios en el potencial de mantenimiento, 

observaron que en esta condición el potencial de inversión cambiaba, demostrando 

una gran capacidad del NCX, que transporta y acumula Ca2+ hasta el punto de 

cambiar una aparente estequiometría.  

Si bien el intercambiador normalmente funciona en la posición de flujo de salida de 

Ca2+ (con la excepción de un potencial de acción temprano), ciertas condiciones 

pueden cambiar el intercambiador a la posición inversa (flujo de entrada de Ca2+, 

flujo de Na+). A continuación, se enumeran varias condiciones celulares y 

farmacéuticas en las que esto sucede (Bers 2002): 
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• El [Na+] interno es más alto de lo normal (como con inhibidores la bomba de 

Na+/K+-ATPasa). 

• Otros canales de entrada de Ca2+ están inhibidos. 

• Si la duración del potencial de acción se prolonga. 

En mi preparación utilicé un inhibidor de la bomba de Na+/ K+-ATPasa (ouabaína), 

además de un bloqueador de los canales de calcio tipo L (verapamilo), lo cual puede 

contribuir a que el NCX funcione en su modo inverso.  

En nuestras condiciones experimentales comprobamos que las corrientes de Orai 

se restablecieron parcialmente después de la adición de Ni2+, un bloqueador del 

NCX (Hinata et al., 2002). Se espera que la entrada de Ca2+ por parte de NCX 

inactive Orai1 si el canal se encuentra en su proximidad, lo que permite un enlace 

funcional entre Orai1 y NCX, es decir, que el NCX regula a los SOC. La ausencia 

de corrientes SOC en los experimentos realizados por Zhao y col. 2015 puede 

explicarse ya que solo usaron rampas para registrar las corrientes de membrana y 

no realizaron registros continuos en el potencial de mantenimiento. Por lo tanto, los 

canales Orai1 probablemente se inactivaron en estos cardiomiocitos. La interacción 

entre los SOC y el NCX puede ser recíproca, ya que la caída de STIM1 produce una 

inhibición significativa de las corrientes mediadas por el NCX en las células del 

músculo liso de las vías respiratorias (Liu 2010). 

Las mitocondrias son participantes activos en la señalización intracelular de Ca2+ y 

se oponen a la inactivación lenta de los SOC al amortiguar Ca2+ y, por lo tanto, 

compiten con los sitios de inactivación por Ca2+ (Gilabert 2000; Prakriya 2015). En 

las células no excitables, las mitocondrias ubicadas cerca de los SOC en la 

membrana plasmática almacenan cantidades considerables de Ca2+ a través del 

canal mitocondrial de Ca2+ (uniporter) y regulan los microdominios de Ca2+ (Hoth et 

al., 1997; Gilabert 2000; Gilabert et al., 2001). De acuerdo con este papel de las 

mitocondrias, se ha descrito que la entrada de Ca2+ a través de los SOC en las 

células Jurkat se reduce cuando la capacidad de amortiguamiento de las 

mitocondrias se ve comprometida por la despolarización de su potencial de 

membrana asociado a la apertura de los canales mitoKATP debido al Dzx 

(Holmuhamedov et al., 1999; Holmuhamedov et al., 2002; Valero et al., 2008) o en 
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condiciones de desenergización (Hoth et al., 1997; Hoth et al., 2000). El uso de una 

solución de energizante (cocktail) en la pipeta de patch retrasa el proceso de 

inactivación lenta de los SOC y reduce su grado de inactivación (Gilabert 2000). En 

los cardiomiocitos PPC, notamos que, con el uso de una solución de pipeta 

energizante, las corrientes de los SOC se recuperaron de la inactivación cuando se 

mantuvieron a un voltaje de -80 mV, e incluso con la aplicación de rampas. Por lo 

tanto, es probable que las mitocondrias también sean esenciales para la activación 

del flujo de entrada de Ca2+ en el PPC. De acuerdo con esta posibilidad, se ha 

demostrado que, en los cardiomiocitos adultos, las mitocondrias ocupan al menos 

el 30% del volumen celular, y una fracción significativa de las mitocondrias se 

encuentra en la región próxima a la membrana plasmática (Piquereau et al., 2013), 

lo que les permite interactuar con los canales de membrana. De hecho, trabajos 

anteriores han demostrado que las mitocondrias juegan un papel importante en la 

inactivación dependiente de Ca2+ de los canales Cav1.2 en cardiomiocitos adultos 

(Sánchez et al., 2001). 

11.4 IMPORTANCIA FISIOLÓGICA DE LA INHIBICIÓN DE LOS SOC 

INDUCIDA POR EL PPC  

Se ha descrito que la glucosamina, un inhibidor de los SOC (Hunton et al., 2002; 

Nagy et al., 2006; Collins et al., 2013), ofrece una protección sustancial contra el 

daño por isquemia-reperfusión (Liu et al., 2006), lo que sugiere que los SOC juegan 

un papel en la sobrecarga de Ca2+ (Collins et al., 2013). Además, el papel de los 

SOC en la isquemia-reperfusión se puede atribuir a que en la isquemia-reperfusión 

hay una disminución de la concentración de Ca2+ en el RS (Valero et al., 2008), por 

lo que se espera que se produzca la activación de la SOCE. 

12. CONCLUSIÓN 

Nuestros principales hallazgos en este trabajo son que el PPC produce una gran 

inhibición de las corrientes a través de los SOC y que este efecto se debe a la 

inactivación de los canales Orai1, dependiente de las ROS y del Ca2+. Las 

mitocondrias juegan un papel clave en estas observaciones porque las corrientes 

Orai1 se restauraron cuando se mantuvieron las mitocondrias en el estado 

energizado. Además, el NCX contribuye como una fuente de Ca2+ para la 
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inactivación de los SOC. Este estudio sugiere que los efectos benéficos del PPC 

durante la isquemia-reperfusión se pueden explicar en parte por una disminución de 

la SOCE a través de los SOC. Aunque los experimentos se realizaron en células 

individuales, es posible que haya cambios similares por PPC en los corazones 

completos, pero claramente, esto debe estudiarse en nuevas investigaciones. Dada 

la importancia clínica para proteger el corazón del daño por isquemia-reperfusión, 

es relevante una comprensión detallada de los mecanismos celulares subyacentes 

al PPC para desarrollar estrategias terapéuticas que contribuyan a la 

cardioprotección. 

13. PERSPECTIVAS  

 

Si bien nuestro trabajo contribuye a ampliar la información referente al manejo del 

calcio en células precondicionadas, aún hay preguntas sumamente interesantes 

que pueden ser abordadas, entre ellas:  

 ¿Cuál es el papel del canal Orai en el modelo de PPC en corazones 

completos? 

Para poder abordar esta pregunta sugeriría utilizar una estrategia similar a la 

utilizada por Gonzalez et al., (2010), en corazones aislados de rata, utilizando el 

aparato de Langendorf (como se describió en anteriormente en el apartado de 

métodos), los experimentos se realizarán en los siguientes grupos experimentales, 

a los que se le evaluará el área de infarto.  

 

Adicionalmente, se debería realizar experimentos funcionales de órgano completo, 

como ECG y medición de presión intraventricular, así como evaluación bioquímica 

de lacto deshidrogenasa.  
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15. ANEXOS 

15.1 MEDICIÓN DE [Ca2+] CITOSÓLICO 

Resultado obtenido de la tesis de Maestría en Ciencias Especialidad en 

Farmacología-CINVESTAV-IPN: 

Eridani Fuentes. (2017). "Estudio del efecto del Diazoxido en los niveles de 

calcio intracelular en miocitos cardiacos de ratas adultas" 

Los cardiomiocitos se cargan con el éster acetoximetílico fluorescente con 
permeabilidad celular (Fura-2 AM) durante 45 minutos a temperatura ambiente. 
El Fura-2 AM se diluye en la solución de Tyrode hasta una concentración final 
de ~5 µM a partir de una solución madre en DMSO que contiene 9 mM de Fura-
2 AM y ácido pluronico F127 al 25% p/v. Las células se lavan con solución Tyrode 
y se adhieren durante 20‒30 minutos a temperatura ambiente antes de realizar 
mediciones de [Ca2+]i en cubreobjetos recubiertos con laminina. Las imágenes 
radiométricas de la fluorescencia de Fura-2 AM se monitorizan utilizando un 
microscopio equipado con un monocromador, que permite un cambio de alta 
velocidad entre longitudes de onda de excitación de 340 y 380 nm. Las emisiones 
de fluorescencia se capturan utilizando un filtro y una cámara digital. La 
adquisición de imágenes y el análisis de la relación se realizaron utilizando el 
software Imaging Workbench 6.0. La [Ca2+]i se estima como la relación de 
fluorescencia de Fura-2 AM (340/380). Para depletar al Ca2+ del retículo 
sarcoplásmico, se utiliza cafeína (10 mM) y Tg (2 µM). Se utiliza N-metil-D-
glucamina (NMG) para reemplazar al Na+ extracelular equimolarmente (solución 
libre de Na+). 

15.2 INACTIVACIÓN DE LOS SOC EN CÉLULAS 

PRECONDICIONADAS  

Para obtener más información sobre la activación de los SOC en los 
cardiomiocitos precondicionados, se midió el Ca2+ intracelular utilizando Fura-2 
AM. La Figura 9A muestra señales de Ca2+, expresadas como la relación 
340/380, asociadas con potenciales de acción generados en un cardiomiocito 
testigo. La Figura 9C muestra el cambio en Ca2+ intracelular para el mismo 
cardiomiocito en condiciones de depleción del RS, así como después de que el 
Ca2+ se reintrodujo en la solución externa. Como se esperaba, el Ca2+ intracelular 
aumentó con el tiempo, y la tasa de su aumento se calculó como la pendiente de 
la línea recta ajustada a los datos. Las Figuras 9B y D muestran los resultados 
correspondientes de un cardiomiocito precondicionado. La reincorporación de 
Ca2+ externo produjo un aumento muy pequeño en el Ca2+ intracelular, lo que 
indica que los SOC apenas se activaron. La Figura 9E-F resume los resultados 
de varios experimentos similares a los ilustrados en la Figura 9C-D. Se ilustran 
los cambios en la tasa de aumento del Ca2+ intracelular, que es un indicador del 
número de SOC abiertos y la amplitud máxima. Ambos factores disminuyeron 
significativamente debido al PPC. 
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FIGURA 9. El precondicionamiento farmacológico inhibe la entrada de Ca2+ 
inducida por la depleción del RS. (A y B) señales de Ca2+ generadas por 

potenciales de acción en un experimento de control (A) y en un cardiomiocito pretratado 
con Dzx (B). (C) Mediciones intracelulares de Ca2+ del mismo cardiomiocito descrito en 
(A) siguiendo el protocolo ilustrado debajo de los datos. La tasa de aumento del Ca2+ 
intracelular asociada con la restauración del Ca2+ externo se calculó como la pendiente 
de la línea recta. (D) El experimento correspondiente del cardiomiocito pretratado con 
Dzx ilustrado en (B) se realizó siguiendo el protocolo ilustrado debajo de los datos. (E) 
El gráfico muestra el promedio (± SEM) de la tasa de aumento del Ca2+ intracelular a 
partir de las réplicas de los experimentos que se muestran en C y D. (F) Los valores 
máximos correspondientes del Ca2+ intracelular. n =10‒14. p * <0.05. 
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15.3 ARTÍCULO DERIVADO DE ESTE TRABAJO DE TESIS 

Front. Physiol. | doi: 10.3389/fphys.2019.01589 

Pharmacological 
Preconditioning Using 
Diazoxide Regulates Store- 
Operated Ca 2+ Channels 
in Adult Rat 
Cardiomyocytes   

Raul Sampieri1, Eridani Fuentes1, Elba D. Carrillo1, Ascencion 
Hernandez1, Maria C. Garcia1 and Jorge A. Sanchez2* 

 1Center for Research and Advanced Studies (CINVESTAV), Mexico 
 2Pharmacology, Center for Research and Advanced Studies (CINVESTAV), Mexico 

Voltage-dependent Ca2+ channels and store-operated Ca2+ 
channels (SOCs) are the major routes of Ca2+ entry into 
mammalian cells. We previously reported that pharmacological 
preconditioning (PPC) leads to a decrease in the amplitude of 
Cav1.2 channel currents in the heart. In this study, we examined 
the changes in SOC function induced by PPC. We measured adult 

cardiomyocyte membrane currents using the whole-cell patch-
clamp technique. In addition, we evaluated reactive oxygen 
species (ROS) production and intracellular Ca2+ levels in 

cardiomyocytes using fluorescent probes. Diazoxide was used to 
induce PPC, and depletion of internal stores of Ca2+ was 
achieved using thapsigargin. Store depletion generated inward 
currents with strong rectification, which were suppressed by the 
SOC blocker GSK-7975-A. These currents were completely 
abolished by PPC, an effect that was largely prevented by 5-

hydroxydecanoate, a selective mitochondrial ATP-sensitive K+ 
channel blocker, or an intracellular mitochondrial energizing 

https://loop.frontiersin.org/people/802606/overview
https://loop.frontiersin.org/people/37541/overview
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solution. Buffering of ROS and intracellular Ca2+ with N-

acetylcysteine and BAPTA-AM, respectively, also prevented the 
effects of PPC on SOC currents. Refilling of intracellular stores 
was largely suppressed by PPC, as determined by measuring 
intracellular Ca2+ using a Fura-2 acetoxymethyl ester. These 
results indicate that influx of Ca2+ through SOCs is inhibited by 
their ROS and Ca2+-dependent inactivation during PPC and that 
downregulation of SOCs by PPC may play a role in 
cardioprotection following ischemia-reperfusion. 

Keywords: Orai channels, STIM, SOCS, cardiomyocyte, Pharmacological 

preconditioning, Diazoxide, ROS, Ischemia-reperfusion 
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