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 En el infarto agudo de miocardio el tejido isquémico no sobrevive a no ser que se 

restaure el flujo coronario. Sin embargo, esta restauración del flujo causa por sí misma la 

muerte de cardiomiocitos que han sobrevivido al periodo isquémico, reduciendo nota-

blemente los beneficios de las terapias de reperfusión. Este fenómeno es conocido como 

daño letal por reperfusión y se caracteriza por una muerte celular de tipo necrótico que 

tiene lugar principalmente en los primeros minutos de la reperfusión y cuya extensión 

depende de la duración del episodio isquémico. 

 La sobrecarga de Ca2+ citosólico es uno de los principales determinantes del daño 

por reperfusión. El Ca2+ contribuye a la inducción de necrosis a través de tres mecanismos 

principales: la hipercontractura, la disfunción mitocondrial y la activación de enzimas 

entre las que se encuentran las calpaínas. Las calpaínas son proteasas dependientes de 

Ca2+ cuya activación se ha demostrado que aumenta la fragilidad del sarcolema en la 

isquemia/reperfusión. Esta fragilidad facilita la ruptura del sarcolema y se debe a la 

degradación de proteínas estructurales como la fodrina, que forma la base del citoesque-

leto de membrana. Las calpaínas también juegan un papel en mecanismos endógenos de 

protección como el precondicionamiento isquémico, el cual inhibe estas proteasas y redu-

ce la fragilidad sarcolemal. 

 La primera parte de esta tesis evalúa la idoneidad de las calpaínas como diana 

terapéutica en un modelo de corazón aislado de rata. En este trabajo se descarta por 

primera vez la activación de las calpaínas durante la isquemia, situación que haría inútil 

cualquier tratamiento realizado durante la reperfusión. En cambio se observa transloca-

ción de la m-calpaína a membrana durante la isquemia; la posibilidad de que este fenó-

meno implicara un estado de preactivación es descartada al no inhibirse su activación 

durante la reperfusión cuando se reduce su translocación mediante la desestabilización 

de lipid rafts. En un modelo de sobrecarga de Ca2+ sin isquemia el pH ácido inhibe la 

actividad de las calpaínas, demostrándose que la acidosis es uno de los factores que 

previenen la activación de las calpaínas durante la isquemia. En conjunto estos resultados 

indican que las calpaínas se activan exclusivamente durante la reperfusión y, por tanto, 

su inhibición farmacológica postisquémica podría ser una estrategia eficaz frente al daño 

por reperfusión. 

 La segunda parte de la tesis propone un nuevo mecanismo de daño por reperfusión 

mediado por las calpaínas. La actividad proteolítica de las calpaínas durante la reperfu-

sión provoca la degradación de la fodrina y la anquirina, dando lugar a la disociación de 

las subunidades α de la Na+/K+-ATPasa del citoesqueleto de membrana y con ello a una 

disminución en su actividad. La reducida actividad de la Na+/K+-ATPasa impide una rápida 
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normalización del gradiente de Na+ favoreciendo con ello la entrada de Ca2+ a través del 

intercambiador Na+/ Ca2+ y por tanto la muerte por reperfusión. 

 La tercera parte de la tesis estudia el papel de las calpaínas en la cardiopro-

tección. Por un lado demuestra que el precondicionamiento isquémico a través de la inhi-

bición de las calpaínas protege la función de la Na+/K+-ATPasa, lo que mejora la cinética 

de recuperación del Na+ en el inicio de la reperfusión y reduce la muerte celular. Por otro 

lado se demuestra que el retraso en la normalización del pH intracelular es esencial en la 

cardioprotección otorgada por el postcondicionamiento isquémico, así como que uno de 

los efectos de la prolongación de la acidosis en la reperfusión es la inhibición de las 

calpaínas, cuya actividad se correlaciona con la muerte celular. Finalmente, la inhibición 

farmacológica de las calpaínas exclusivamente en la reperfusión es capaz de proteger el 

miocardio en riesgo en un modelo de rata in vivo, demostrando el potencial de las calpaí-

nas como diana terapéutica dirigida a reducir el tamaño del infarto. 

 En conclusión, los resultados presentados en esta tesis demuestran la importancia 

de las calpaínas en el daño por reperfusión así como la posible utilidad terapéutica de su 

inhibición en el infarto agudo de miocardio. 
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La cardiopatía isquémica constituye una de las principales causas de muerte e 

incapacidad en los países industrializados y su prevalencia aumenta continuamente en el 

conjunto de la población mundial (Murray and Lopez, 1997). La muerte de células miocár-

dicas que sigue a una oclusión coronaria aguda es la responsable directa de la mayoría de 

las complicaciones que pueden causar la muerte de los pacientes que ingresan en el 

hospital con un síndrome coronario agudo (Thompson et al., 1979). 

La extensión de la muerte celular (tamaño del infarto) depende principalmente 

del tamaño del territorio distal a la placa coronaria responsable (área en riesgo), de la 

presencia y magnitud del flujo residual (en forma de oclusión parcial, irrigación colateral 

o ambas) y de la duración de la isquemia (Reimer et al., 1977; Garcia-Dorado et al., 

1987). Por tanto, el principal objetivo terapéutico frente a una oclusión coronaria es la 

rápida restauración del flujo coronario, o reperfusión, ya sea mediante intervención coro-

naria percutánea o mediante trombolisis, para reducir en lo posible la duración de la 

isquemia y la extensión de la muerte celular. Cuando la reperfusión se produce muy pre-

cozmente (antes de que hayan transcurrido 20-30 minutos de isquemia severa), previene 

la muerte celular. Si se produce más tardíamente, salvará sólo parte del miocardio, tanto 

menor cuanto más tarde se produzca, mientras que el resto de las células morirá. Cuando 

la restauración del flujo se produce tras varias horas de isquemia no modifica de forma 

apreciable el tamaño final del infarto. En la práctica clínica la reperfusión se produce ca-

si siempre demasiado tarde para prevenir la existencia de muerte celular pero dentro de 

un intervalo en el que ésta es reducida significativamente (Garcia-Dorado and Theroux, 

2004). 

Está sólidamente demostrado que cuando la reperfusión se realiza durante este 

intervalo, en el que se salva algo pero no todo el miocardio isquémico, la muerte celular 

ocurre predominantemente durante los primeros minutos después de la restauración del 

flujo sanguíneo, en forma de necrosis, y es causada por mecanismos desencadenados 

durante la reperfusión (Piper et al., 1998). Este hecho, conocido como daño letal por 

reperfusión, ofrece la posibilidad de añadir a la restauración del flujo tratamientos 

farmacológicos que aumenten su eficacia y reduzcan la muerte celular, aunque, de 

momento, las numerosas estrategias ensayadas sólo han demostrado su utilidad en condi-

ciones experimentales. El desarrollo de tratamientos eficaces y clínicamente aplicables 

para la prevención de la muerte celular por reperfusión constituye un objetivo prioritario 

en la lucha para disminuir el impacto social y sanitario de la cardiopatía isquémica 

(Rodriguez-Sinovas et al., 2007). Sin embargo, el conocimiento de los mecanismos celu-

lares y moleculares responsables de este tipo de muerte celular, aunque ha progresado 
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muy rápidamente en los últimos años, está lejos de ser completo (Garcia-Dorado et al., 

2009). 

De los diversos tipos celulares presentes en el corazón esta tesis se centra en los 

cardiomiocitos dado que su supervivencia es crítica para la función cardíaca y su contrac-

tilidad e interconectividad los hace muy susceptibles al daño por reperfusión. En 

concreto, el papel que las calpaínas tienen en la muerte del cardiomiocito por isque-

mia/reperfusión y en los mecanismos endógenos de protección, así como la regulación de 

su actividad durante la isquemia y la reperfusión, son los principales objetivos del trabajo 

experimental realizado en esta tesis. 
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1. MECANISMOS CELULARES DEL DAÑO POR 
REPERFUSIÓN  

    

    La investigación de los procesos que desencadenan la muerte de los cardiomiocitos 

inducida por la reperfusión ha señalado diversos mecanismos como responsables, pero la 

atención se ha centrado principalmente en tres fenómenos como desencadenantes: la 

pérdida de la homeostasis catiónica, la producción de radicales de oxígeno (ROS) y el 

edema celular durante el inicio de la reperfusión. 
 

1.1. PÉRDIDA DE LA HOMEOSTASIS CATIÓNICA 
 

    La elevada concentración de Ca2+ presente en el citoplasma del cardiomiocito 

durante los primeros minutos de la reperfusión es probablemente el factor más relevante 

en la inducción de muerte celular (Steenbergen et al., 1990). El incremento en la concen-

tración intracelular de Ca2+ en el inicio de la reperfusión se debe principalmente a la 

acumulación de Na+ intracelular en el citoplasma durante la isquemia y el inicio de la 

reperfusión, situación que provoca que el intercambiador Na+/Ca2+ actúe en modo rever-

so, expulsando Na+ de la célula e introduciendo Ca2+ (Inserte et al., 2002). 
 

1.1.1. Transportadores de Na+ en el cardiomiocito 
 

La concentración citosólica de Na+ libre es muy inferior a la extracelular (4-16 mM 

por 140 mM, respectivamente), lo que junto a la diferencia de potencial a través de la 

membrana produce un gradiente electroquímico muy favorable a la entrada de sodio en 

la célula. La energía almacenada en este gradiente es utilizada en las células excitables 

para la propagación del potencial de acción y para el transporte secundario activo, que 

utiliza el gradiente electroquímico del Na+ para introducir o expulsar moléculas o iones 

en contra de su gradiente (Bers et al., 2003). 

En el cardiomiocito, la salida de Na+ intracelular está regulada principalmente por 

la actividad de la Na+/K+-ATPasa sarcolemal, el mecanismo que mantiene el gradiente 

transmembranal, mientras que su entrada a través de la membrana plasmática se produ-

ce básicamente a través de los canales de Na+ dependientes de voltaje, los intercambia-

dores Na+/Ca2+ y Na+/H+, y el cotransportador Na+/HCO3
- (Bers et al., 2003). Además de 

ser transportado entre los compartimentos intra y extracelular, el Na+ puede ser transfe-

rido entre células a través de las uniones tipo gap (Ruiz-Meana et al., 1999). 
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1.1.1.1. La bomba de Na+ 
 

La bomba de Na+ (o Na+/K+-ATPasa) se compone de dos subunidades principales, 

α y β, con una tercera subunidad, γ, de menor tamaño y que sólo ha sido detectada en 

algunos tejidos. La subunidad α es la mayor y tiene los lugares de unión a ATP, Na+ y K+; 

la subunidad β modula la actividad de la bomba y la correcta inserción en membrana. La 

actividad de la bomba consume la mayoría del ATP sintetizado en la célula; expulsa 3 

iones de Na+ e introduce 2 iones de K+ por cada molécula de ATP que hidroliza, mante-

niendo los gradientes químicos del Na+ y el K+ y por tanto el potencial de reposo de la 

membrana celular. En condiciones fisiológicas el ATP no es un factor limitante para su 

actividad, por lo que su actividad está regulada por las concentraciones de Na+ intrace-

lular y de K+ extracelular (Bers et al., 2003). Sin embargo, durante el periodo isquémico 

la energía libre de hidrólisis de ATP se reduce debido a la ausencia de fosforilación oxida-

tiva y a la carencia de suministro de nutrientes para la glucólisis, lo que conduce a un 

desplazamiento del potencial de reversión (Erev) de la bomba hacia valores más positivos y 

una reducción de la expulsión de Na+ a través de la bomba (Glitsch and Tappe, 1995). Por 

tanto, en ausencia de ATP la Na+/K+-ATPasa no expulsa Na+, aunque tampoco es plausible 

que lo introduzca sintetizando ATP, dada la despolarización de la membrana que se da 

durante la isquemia (Rodriguez-Sinovas et al., 2003) y la acumulación de Na+ intracelular 

causada por la falta de actividad de la bomba y la corrección del pH intracelular (como se 

describirá más adelante). 
 

1.1.1.2. Los canales de Na+ dependientes de voltaje 
 

Los canales de Na+ dependientes de voltaje son los responsables de la rápida y 

breve entrada de Na+ característica de los potenciales de acción. Estos canales se abren 

cuando la despolarización de la membrana supera el umbral de activación, y con su aper-

tura habilitan una despolarización rápida y marcada. Tras milisegundos los canales adop-

tan una conformación cerrada, y es necesaria la repolarización de la membrana durante 

un periodo de tiempo (del orden de milisegundos) para que el canal recupere la confor-

mación de reposo (activable). Este fenómeno está detrás del periodo refractario caracte-

rístico de las células excitables que en los cardiomiocitos tiene una especial relevancia, 

permitiendo la relajación del miocardio y, por tanto, el llenado de las cavidades cardía-

cas (Bers et al., 2003). 
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1.1.1.3. El intercambiador Na+/H+ 

 

El intercambiador Na+/H+ (NHE) cumple un papel fundamental en la regulación del 

pH intracelular. Hay seis isoformas identificadas, una de ellas mitocondrial y el resto de 

membrana plasmática. Actúa como extrusor de H+ intercambiándolo por Na+ con una 

estequiometría de 1:1 y con una clara dependencia del pH intracelular. El intercambiador 

Na+/H+ está inactivo a pH neutro, pero a medida que el citosol se acidifica es activado 

alostéricamente por H+ a la par que el intercambio se vuelve termodinámicamente favo-

rable. La acidosis extracelular, en cambio, inhibe el transporte a través del NHE, ya sea 

por la reducción del gradiente de H+ o por la competición del H+ con el Na+ por el lugar de 

unión externo. La concentración intracelular de Na+ sólo tiene un efecto inhibidor rele-

vante en la actividad del intercambiador cuando presenta valores alejados de los fisioló-

gicos (Bers et al., 2003). A pesar de que el NHE es uno de los transportadores responsa-

bles de la entrada de Na+ en el cardiomiocito durante la isquemia/reperfusión, el bloqueo 

de la entrada de Na+ a través del NHE no previene la sobrecarga de Na+ durante la reper-

fusión por la actividad de sus alternativas, y no se ha demostrado protector durante la 

reperfusión miocárdica (Inserte et al., 2009). 
 

1.1.1.4. El cotransportador Na+/HCO3
- 

 

El cotransportador Na+/HCO3
- (NBC) es otro de los principales sistemas reguladores 

del pH intracelular; se activa a pH ácido e introduce Na+ y HCO3
- en el citosol. La este-

quiometría del cotransporte parece variar entre especies, y en el caso de la forma cardía-

ca se ha detectado como 1:1 (e insensible a voltaje) en algunas y como 1:2 (y sensible a 

voltaje) en otras, entre ellas la rata. El NBC tiene una actividad de similar magnitud a la 

del NHE en condiciones de acidosis leve, pero a medida que el pH del citosol baja, el NHE 

se activa en mayor grado y gana peso en la corrección de la acidosis, siendo así el 

responsable mayoritario de la entrada de Na+ en el citosol en acidosis cuando el pH es 

inferior a 6.8 (Bers et al., 2003).  
 

1.1.1.5. El intercambiador Na+/Ca2+ 
 

El intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) es la principal vía de salida del Ca2+ al medio 

extracelular. Hay tres isoformas del intercambiador, de las cuales NCX1 es la presente en 

tejido cardíaco. Se considera que la estequiometría del NCX es de tres iones entrantes de 

Na+ por un ión saliente de Ca2+, aunque se han descrito estequiometrías de 2:1 y 4:1. Su 
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principal función fisiológica en el cardiomiocito es mantener el gradiente transarcolemal 

de Ca2+ expulsando el que entra durante el potencial de acción. No obstante, tiene la 

particularidad de ser reversible en determinadas condiciones que se dan tanto fisiológi-

camente como en situaciones patológicas. Su potencial de reversión está en –40 mV para 

los gradientes químicos de los iones presentes en condiciones de reposo, por lo que 

durante el potencial de acción hay un corto periodo de tiempo (antes de que el Ca2+ se 

eleve) en el que actúa en modo reverso, introduciendo Ca2+ y expulsando Na+. Este 

funcionamiento reverso se puede dar también en el caso de que los potenciales de equili-

brio del Ca2+ y del Na+ cambien debido a alteraciones en la concentración de alguno de 

ellos o ambos; el potencial de reversión depende de estos potenciales y puede despla-

zarse a valores más negativos que el potencial de membrana, lo que cambia la dirección 

del intercambio (Figura 1) (Bers et al., 2003). Esta situación se da durante la isquemia 

cuando se acumula Na+ intracelular, y es la principal causa de la sobrecarga de Ca2+ 

inductora de daño por reperfusión (Ladilov et al., 1999; Inserte et al., 2002).  
 

1.1.1.6. Uniones tipo gap 
 

 Las uniones tipo gap son áreas de la membrana plasmática con canales que 

conectan los citosoles de dos células adyacentes. En los cardiomiocitos estas uniones se 

encuentran en los discos intercalares y tienen una función fundamental en la transmisión 

del impulso eléctrico a través del miocardio. Es esta permeabilidad a cationes la que 

hace que la sobrecarga de Na+ de un cardiomiocito pueda ser transmitida a otro adyacen-

te, tal y como se ha demostrado en parejas de cardiomiocitos aislados (Ruiz-Meana et al., 

1999). 
 

1.1.2. Pérdida de la homeostasis catiónica en la isquemia y la 
reperfusión  
 

Los transportadores anteriormente presentados son los principales responsables de 

los cambios en la concentración intracelular de Na+ que ocurren durante la isquemia 

(Figura 1). Durante los primeros minutos de la isquemia se produce un aumento en la 

concentración de Na+ intracelular que se puede prevenir bloqueando los canales depen-

dientes de voltaje (ten Hove et al., 2007), aunque la causa de la acumulación es la reduc-

ción de la actividad de la Na+/K+-ATPasa inducida por el descenso en la disponibilidad de 

ATP. A medida que el tiempo pasa se desarrollan dos fenómenos determinantes y relacio-

nados: la depleción de ATP a causa de la detención de la fosforilación oxidativa y la falta 
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de suministro de nutrientes, y la acidificación del citosol causada por la producción de 

lactato en la glucólisis anaeróbica y la liberación de fosfato procedente de ATP hidroli-

zado (Allen and Orchard, 1987). La carencia de ATP disponible conduce a la inactivación 

de la Na+/K+-ATPasa, a la despolarización de la membrana celular (Rodriguez-Sinovas et 

al., 2003) y a la inhibición de la contractilidad y la aparición de rigor isquémico (el des-

censo del ATP inhibe la relajación del sarcómero y conduce a un aumento sostenido de la 

tensión) (Allshire et al., 1987). La acidosis citosólica, además de inhibir la actividad 

contráctil, induce un incremento en la concentración citosólica de Na+ debido a la activa-

ción de los mecanismos correctores de pH (los transportadores NHE y NBC) (Bauza et al., 

1995). Esta sobrecarga de Na+, en conjunción con la despolarización de la membrana, 

provoca que la actividad del intercambiador Na+/Ca2+ cambie de sentido y expulse Na+ a 

costa de introducir Ca2+ en la célula (Ladilov et al., 1999; Schafer et al., 2001). El efecto 

de los otros mecanismos reguladores de la concentración de Ca2+ intracelular es reducido 

durante la isquemia. El otro extrusor de Ca2+ presente en el sarcolema, la ATPasa de Ca2+, 

tiene una actividad reducida por falta de ATP (Vrbjar et al., 1993). Por otro lado, la 

carencia de ATP inhibe la actividad de la ATPasa de Ca2+ del retículo sarcoplasmático 

(SERCA) y, por tanto, el retículo durante la isquemia no almacena Ca2+ y no atenúa, sino 

que quizá aumente, la sobrecarga de Ca2+ en el citosol (Fiolet and Baartscheer, 2000). 

Por último, las mitocondrias atenúan la sobrecarga de Ca2+ en el citosol captándolo a 

través del uniporter de Ca2+ de las mitocondrias, con lo que éstas también ven aumentada 

su concentración de Ca2+ en la matriz (Miyata et al., 1992; Ruiz-Meana et al., 2006). 

Durante la reperfusión se dan dos cambios principales que afectan a las concen-

traciones de Na+ y Ca2+ del cardiomiocito: por un lado, la reoxigenación y la disponibi-

lidad de substratos para el metabolismo energético, y por el otro, la neutralización del 

pH extracelular. La supresión de la acidosis extracelular potencia la actividad del NHE y 

produce un incremento brusco en la concentración de Na+ intracelular favoreciendo la 

entrada de Ca2+ a través del NCX durante los primeros minutos de reperfusión. A medida 

que el pH citosólico se neutraliza y la respiración mitocondrial recupera la síntesis de ATP 

(y se reduce el catabolismo anaeróbico), la actividad del NHE y el NBC se reduce y la 

entrada de Na+ disminuye. Paralelamente el ATP permite reactivar a la Na+/K+-ATPasa 

reduciendo la sobrecarga de Na+ y repolarizando la membrana. La normalización del gra-

diente transarcolemal de Na+ favorece que el NCX funcione predominantemente expul-

sando Ca2+, lo que permite al cardiomiocito recuperar sus niveles basales de Ca2+ (Piper 

et al., 1998). Todo esto ocurre si la célula no muere en los primeros minutos de reper-

fusión a causa de la hipercontractura (inducida por la sobrecarga de Ca2+ y la presencia 
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de ATP, y que se discutirá con más detalle posteriormente), por lo que una rápida 

normalización, aunque sea parcial, de los niveles de Na+ antes de la recuperación energé-

tica puede evitar un daño irreversible para la célula. Por tanto, la reactivación de la 

bomba de Na+ es vital para la célula, pero su actividad está reducida durante el inicio de 

la reperfusión por causas no atribuibles a la baja disponibilidad de ATP y que están por 

determinar (Siegmund et al., 1990). El papel de las mitocondrias y del retículo sarcoplas-

mático en la homeostasis del calcio durante la reperfusión será descrito en el capítulo 

dedicado a los efectos de la sobrecarga de Ca2+, dada la estrecha relación con dos de los 

fenómenos inducidos por el calcio, la apertura del poro de transición mitocondrial y la 

inducción de hipercontractura, respectivamente. 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

1.2. ROS 
 

La producción de radicales de oxígeno en el cardiomiocito aumenta en el inicio de 

la reperfusión debido a la entrada brusca de oxígeno en las células, cuyas mitocondrias 

generan estos radicales en la cadena respiratoria debido al daño recibido durante la 

isquemia en los complejos I y III, que bloquea la transferencia de electrones (Chen et al., 

2008), así como a la reducción de la actividad de la citocromo oxidasa, causada por la 

depleción de citocromo c y cardiolipina también durante la isquemia (Becker, 2004). 

Figura 1. Esquema de los transportadores iónicos implicados en la sobrecarga de Ca2+ y de Na+ 
en la isquemia y la reperfusión miocárdicas. Para más detalle consultar el texto. 
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Otras fuentes extramitocondriales de ROS son la actividad de la xantina oxidasa y la 

NADPH oxidasa y, en determinadas circunstancias, la NO sintasa (Zweier and Talukder, 

2006). Estos radicales tienen diversos efectos perjudiciales en la célula, como a) la oxida-

ción de lípidos (aumentando la fragilidad de las membranas), proteínas (dañando la 

función contráctil, potenciando el modo reverso del intercambiador Na+/Ca2+) y ADN 

(induciendo apoptosis) (Becker, 2004; Soliman et al., 2009); b) daños en la cadena respi-

ratoria (facilitando la producción de más radicales) (Becker, 2004); c) la apertura del 

poro de transición de permeabilidad mitocondrial, siendo su principal inductor (Di Lisa 

and Bernardi, 1998); y d) la inducción de una respuesta inflamatoria mediada por neutró-

filos y citocinas (Nian et al., 2004; Vinten-Johansen, 2004). Sin embargo, los resultados 

obtenidos con el tratamiento antioxidante en diversos modelos animales y celulares de 

isquemia/reperfusión han sido contradictorios e incapaces de establecer su papel en la 

muerte celular por reperfusión (Becker, 2004), aunque es aceptado su papel en la disfun-

ción contráctil, reversible e independiente de muerte celular, conocida como aturdimien-

to (Bolli, 1998). 

El papel que tiene la inflamación en el daño inmediato por reperfusión es com-

plejo y controvertido. Los ROS inducen la síntesis de moléculas de adhesión en células 

endoteliales y miocitos tanto directamente como a través de la síntesis de citocinas (co-

mo TNF-α e IL-6) y moléculas de complemento. Estas moléculas proinflamatorias actúan 

como factores quimiotácticos y activadores de neutrófilos, cuya adhesión a la pared vas-

cular es a su vez favorecida por el aumento en la expresión de moléculas de adhesión. 

Estas citocinas tienen otros efectos sobre el miocardio, participando tanto en el proceso 

de remodelado del tejido (apoptosis, hipertrofia, disminución de la contractilidad) como 

en el de reparación tisular; por tanto, su acción puede ser tanto beneficiosa como perju-

dicial en función de la concomitancia de otros factores (Nian et al., 2004). En cuanto a 

los neutrófilos, éstos muestran un efecto mayoritariamente pernicioso para el tejido. Su 

activación provoca la génesis de ROS y su liberación, la secreción de enzimas proteolíti-

cas que degradan componentes de la matriz extracelular y disfunción endotelial, mien-

tras que su presencia en el vaso favorece la embolización de la microvasculatura (Vinten-

Johansen, 2004). A pesar de estos efectos, el papel que los neutrófilos desempeñan en la 

muerte celular parece ser secundario. Tanto el hecho de que haya muerte celular en 

modelos de corazón aislado y, por tanto, en ausencia de neutrófilos, como los resultados 

contradictorios obtenidos con diversas estrategias de inhibición, el resultado negativo de 

los ensayos clínicos realizados, y la rápida aparición de necrosis en la reperfusión en com-

paración con la relativa lentitud del proceso de adhesión/extravasación de los neutrófilos 
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(1-6 horas), parecen descartar un papel protagonista de éstos en la inducción de necrosis 

aguda en el miocardio reperfundido (Vinten-Johansen, 2004). La infiltración y activación 

de los neutrófilos, por tanto, tendría un efecto agravante a medio y largo plazo, pero no 

sería un fenómeno determinante en el daño por reperfusión. 

La activación del endotelio también provoca la adhesión de plaquetas a la vascula-

tura en el miocardio reperfundido (Laws et al., 1983; Barrabes et al., 1996a). Aunque los 

estudios ex vivo demuestran que las plaquetas no son necesarias para el daño por reper-

fusión, pueden agravarlo a través de mecanismos como la obstrucción de microvasos 

(Davies et al., 1986) y la potenciación de la respuesta inflamatoria (Kupatt et al., 2002); 

la posibilidad de que moléculas secretadas por las plaquetas, potencialmente tóxicas, 

puedan causar o contribuir a la muerte celular del cardiomiocito no ha sido suficiente-

mente estudiada. A pesar de esta ausencia de datos, el efecto deletéreo de la acumula-

ción de plaquetas en el miocardio se ha demostrado en corazón aislado de rata, en el 

cual la infusión con plaquetas activadas por diversos mecanismos incrementa la muerte 

celular (Mirabet et al., 2002), y este efecto se revierte bloqueando las selectinas tanto ex 

vivo como en un modelo porcino in vivo (Barrabes et al., 2005). La importancia de las 

plaquetas activadas en el daño por reperfusión es aumentada por la existencia de estu-

dios clínicos que detectan un mayor nivel de activación en las plaquetas de pacientes con 

infarto agudo de miocardio (Langford et al., 1996; Ault et al., 1999; Coulter et al., 2000).  
 

1.3. EDEMA CELULAR 
 

Los cardiomiocitos reperfundidos tras isquemia prolongada sufren edema celular 

debido a la elevada osmolaridad de su citosol en comparación con la del medio extracelu-

lar. Esta hiperosmolaridad intracelular se debe a la acumulación de productos del catabo-

lismo (lactato procedente de la glucólisis anaerobia y fosfato inorgánico procedente de la 

hidrólisis del ATP, principalmente) y la acumulación de Na+ en el citosol que tienen lugar 

durante la isquemia. Esta acumulación de moléculas osmóticamente activas en el medio 

intracelular es compensada por la expulsión de éstas y otras moléculas al espacio inters-

ticial, donde la ausencia de flujo coronario previene su lavado. La restauración del flujo 

conlleva el rápido lavado de los metabolitos presentes en el medio extracelular, lo que 

crea un gradiente osmótico en la membrana plasmática que no es disipado con la sufi-

ciente velocidad y, por tanto, provoca la entrada de agua en los cardiomiocitos (Piper et 

al., 1998).  
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La contribución del edema intracelular al daño por reperfusión está causada por el 

aumento en la presión osmótica secundario a la entrada de agua. La presión sobre la cara 

interna de la membrana plasmática (sarcolema) contribuye al incremento del estrés me-

cánico del sarcolema durante la reperfusión. Este estrés mecánico causado por el edema 

no es suficiente por sí solo para romper la membrana, el fenómeno definitorio de la ne-

crosis. Sin embargo, cuando acontece en conjunción con otros eventos estresantes para la 

membrana (como la hipercontractura, de la que se hablará más adelante), así como con 

un aumento de la fragilidad del sarcolema, como ocurre durante el inicio de la reperfu-

sión, el edema celular es uno de los mecanismos inductores de la necrosis, tal y como de-

muestran estudios con reperfusión hiperosmótica en los que se redujo la muerte celular 

(Garcia-Dorado et al., 1992b; Piper et al., 1998). 
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2. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR INMEDIATA 
DEPENDIENTES DE CALCIO 

 

El calcio intracelular tiene un papel fundamental en la fisiología celular de todas 

las células y especialmente del cardiomiocito, pues además de sus funciones como segun-

do mensajero tiene una función esencial en el acoplamiento entre la excitación y la 

contracción (Kurihara, 1994; Bers and Guo, 2005). Por tanto, es previsible que una eleva-

ción en su concentración como la que se da en el inicio de la reperfusión tenga efectos 

deletéreos en la célula. Entre estos efectos, los tres principales son la hipercontractura, 

la disfunción de las mitocondrias, y la activación de proteasas y el aumento de la fragili-

dad sarcolemal (Garcia-Dorado et al., 2006). 
 

2.1. HIPERCONTRACTURA 
 

El estrés mecánico causado por la hipercontractura es probablemente el principal 

causante de la necrosis en isquemia/reperfusión, especialmente de aquella observada en 

los primeros minutos de la reperfusión. La hipercontractura consiste en una activación 

excesiva del aparato contráctil que conduce a un acortamiento brusco de los cardiomio-

citos. Por tanto, produce un aumento de la tensión mecánica debido a la interacción 

entre miocitos adyacentes que puede producir la rotura del sarcolema y la consiguiente 

muerte celular que histológicamente se manifiesta como necrosis en bandas de contrac-

ción (Figura 2) (Ganote, 1983; Miyazaki et al., 1987; Garcia-Dorado et al., 1992a).  

La hipercontractura se produce en los primeros minutos de la reperfusión cuando 

coincide la sobrecarga de Ca2+ con la recuperación parcial de la concentración de ATP, 

necesario para el ciclo de unión/liberación de la cabeza de la miosina (Holmes and 

Geeves, 2000), así como con la neutralización del pH ácido citosólico y la reducción en la 

concentración de fosfato inorgánico, que disminuyen la sensibilidad al Ca2+ de los ele-

mentos contráctiles (Kurihara, 1994). La recuperación de la función reguladora del Ca2+ 

del retículo sarcoplasmático afecta al desarrollo de la hipercontractura. En el inicio de la 

reperfusión y con la recuperación energética, el retículo sarcoplasmático capta Ca2+, lo 

que atenúa la sobrecarga de Ca2+ en el citosol. Pero si la concentración de Ca2+ en el retí-

culo es excesivamente alta, se inicia espontáneamente una serie de oscilaciones en el 

Ca2+ citosólico causadas por la liberación espontánea del catión por parte del retículo 

(Kurihara, 1994), seguida por su captación por la bomba SERCA. Estas oscilaciones pueden 

generar hipercontractura en casos en los que la concentración total de Ca2+ no sería sufi-
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Normoxia

Reperfusión

ciente para inducirla, como mostraron experimentos en los que se inhibió tanto la 

liberación como la captación de Ca2+ por parte del retículo y ambas estrategias lograron 

prevenir la hipercontractura (Siegmund et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La relevancia de la hipercontractura como causante de muerte celular en la reper-

fusión está sustentada en varias evidencias. Por un lado, se ha demostrado su existencia 

en los primeros minutos de reperfusión, en corazón aislado como aumento de la presión 

telediastólica e in vivo como acortamiento de segmento miocárdico (Barrabes et al., 

1996b; Inserte et al., 2002). Por otro lado, la necrosis debida al daño letal por reperfu-

sión presenta un patrón histológico conocido como necrosis en bandas de contracción 

(Ganote, 1983; Miyazaki et al., 1987; Garcia-Dorado et al., 1992a), cuya extensión se 

correlaciona con la magnitud de la hipercontractura y el tamaño del infarto (Barrabes et 

al., 1996b). Por último, el desarrollo de hipercontractura coincide en el tiempo con la 

Figura 2. Imágenes representativas de tejido miocárdico de cerdo sometido a perfusión normóxica 
(arriba) o a isquemia y reperfusión (abajo), en las que la tinción tricrómica de Masson muestra las 
características bandas de contracción en el tejido reperfundido e infartado. 
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liberación enzimática en el corazón aislado y esta liberación se retrasa con la inhibición 

temporal de la contracción con BDM, llegando a atenuarse la liberación enzimática total 

si la inhibición de la contracción se prolonga lo suficiente para que los cardiomiocitos 

reduzcan sus niveles de Ca2+ citosólico (Garcia-Dorado et al., 1992a; Schlack et al., 1994). 

Sin embargo, al igual que en el caso del edema, la hipercontractura por sí sola no es 

capaz de producir necrosis si no coincide con un aumento de la fragilidad sarcolemal 

(Ruiz-Meana et al., 1995; Siegmund et al., 1997). 
 

2.2. DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL 
 

El poro de transición de permeabilidad mitocondrial (mPTP) es un megacanal ines-

pecífico que abierto permeabiliza la membrana mitocondrial a toda molécula de peso 

molecular inferior a 1.5 kDa, produciendo edema y despolarización mitocondriales, desa-

coplamiento de la fosforilación oxidativa y liberación de factores proapoptóticos. Su 

apertura es favorecida por la sobrecarga de Ca2+, estrés oxidativo, depleción de nucleóti-

dos de adenina y despolarización mitocondrial entre otros mecanismos, condiciones que 

se dan durante la isquemia y el inicio de la reperfusión. Sin embargo, la acidificación de 

la matriz mitocondrial, causada por el desacoplamiento de la respiración y la acidifica-

ción del citosol, previene la apertura del mPTP, manteniéndolo cerrado durante la isque-

mia (Halestrap et al., 2004; Ruiz-Meana et al., 2004).  

La apertura del mPTP durante la reperfusión así como su relevancia se ha demos-

trado tanto en cardiomiocitos aislados como ex vivo en corazones aislados mediante la 

inhibición de su apertura, ya sea farmacológica (CsA, principalmente) o genética (ratones 

knock-out para Ciclofilina D) (Di Lisa et al., 2001; Halestrap et al., 2004; Baines et al., 

2005). Más recientemente, se ha mostrado en un ensayo clínico piloto que la administra-

ción intravenosa de CsA en pacientes con infarto agudo de miocardio sometidos a angio-

plastia primaria es capaz de reducir el tamaño del infarto (Piot et al., 2008). La interrela-

ción entre hipercontractura y la apertura del mPTP, propuesta para explicar el daño por 

reperfusión, no está todavía bien establecida y la importancia relativa de cada uno de 

ellos podría variar dependiendo de la duración del episodio isquémico. Se ha sugerido que 

la liberación de Ca2+ mitocondrial con la apertura del poro puede potenciar la inducción 

de hipercontractura (Ruiz-Meana et al., 2007). 
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2.3. ACTIVACIÓN DE SISTEMAS PROTEOLÍTICOS 
 

La implicación de proteasas en el daño producido tanto por la isquemia como por 

la reperfusión en el miocardio reperfundido ha sido investigada desde hace décadas 

(Ichihara et al., 1987; Yoshida et al., 1990; Campbell et al., 1999; Holly et al., 1999). 

Existen cuatro sistemas proteolíticos intracelulares principales, todos los cuales han sido 

estudiados en el ámbito de la muerte celular por isquemia y reperfusión: el sistema liso-

somal, el sistema ubiquitina-proteosoma, las caspasas y las calpaínas. 
 

2.3.1. Sistema lisosomal 
 

Los lisosomas son un sistema de orgánulos vacuolares cuya función es la degrada-

ción de proteínas presentes en aquellas vacuolas que se fusionan con ellos, como los 

fagosomas o los endosomas. Con la fusión, los lisosomas aportan tanto un medio ácido 

como multitud de proteasas, la mayoría de las cuales tienen su actividad máxima a pH 

ácido, lo que protegería a la célula frente a una liberación anómala del contenido lisoso-

mal. En algunos estudios en miocardio isquémico se ha observado un vertido de proteasas 

lisosomales al citoplasma (Ichihara et al., 1987; Molchanova et al., 1991). No obstante, 

no existen estudios en miocardio en los que con una acción específica sobre los lisosomas 

o sus proteasas se haya demostrado su mediación en la muerte celular, aunque sí lo hay 

en neuronas (Yamashima et al., 1998).  
 

2.3.1.1. Autofagia 
 

Los lisosomas también participan en la autofagia, un sistema catabólico cuyo 

papel en el daño por reperfusión está últimamente creciendo en interés. La autofagia es 

un proceso fisiológico cuya función es la degradación de proteínas de vida larga y orgánu-

los dañados o excedentes. Las proteínas o estructuras a degradar son rodeadas por una 

membrana doble, formándose el autofagosoma que posteriormente se fusiona con el liso-

soma (Gustafsson and Gottlieb, 2009). Tanto el nivel de activación de la autofagia duran-

te la isquemia y la reperfusión como su efecto sobre la muerte celular son motivo de 

controversia, quizá debido a la disparidad de modelos utilizados (Gustafsson and 

Gottlieb, 2009). Se ha descrito tanto una disminución de la inducción de autofagia duran-

te la isquemia con una recuperación parcial durante la reperfusión, como un aumento de 

la autofagia durante la isquemia/reperfusión. En aquellos estudios en los que se observa 

un aumento de la autofagia, los activadores sugeridos son el descenso en los niveles de 
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ATP, la hipoxia, la sobrecarga de Ca2+, los ROS, la apertura del mPTP y el estrés del 

retículo sarcoplasmático (Gustafsson and Gottlieb, 2009).  
 

2.3.2. Sistema ubiquitina-proteosoma 
 

El sistema ubiquitina-proteosoma es una vía de degradación de proteínas encarga-

da de la eliminación de la mayoría de proteínas intracelulares, especialmente de aquellas 

mal plegadas, desnaturalizadas o dañadas químicamente. La vía se inicia con la unión 

covalente de la proteína ubiquitina a la proteína a degradar, a la que se pueden unir más 

ubiquitinas para formar una cadena cuya forma y longitud determina el destino de la 

proteína. Si éste es la degradación, la proteína es degradada por el proteosoma, un com-

plejo proteico de 2000 kDa que en su núcleo catalítico posee diferentes tipos de actividad 

proteolítica. Todo el proceso, tanto la ubiquitinación como la proteolisis, es dependiente 

de ATP. El papel del sistema en el daño por reperfusión no está claro. Por un lado, 

existen estudios que muestran que la inhibición experimental del proteosoma en isque-

mia/reperfusión reduce la muerte celular y mejora la recuperación funcional (Zolk et al., 

2006). Sin embargo, también existen trabajos en los que la inhibición del proteosoma 

causa apoptosis en corazones en normoxia y empeora la recuperación funcional del cora-

zón tras isquemia, mientras que la cardioprotección por precondicionamiento se asocia a 

un incremento de la actividad del proteosoma (Powell et al., 2000; Powell et al., 2005). 

Por tanto, se ignora el papel del proteosoma en la muerte celular durante la reperfusión, 

y si este papel es variable dependiendo de la duración de la isquemia y otras variables.  
 

2.3.3. Caspasas 
 

Las caspasas son una familia de proteasas implicadas en la iniciación y ejecución 

de la apoptosis. Su forma nativa es la de precursores o procaspasas, son activadas por 

lisis proteica, e integran cascadas en las que hay caspasas, como la 8 y la 9, responsables 

de transmitir el estímulo apoptótico a caspasas efectoras, como la 3, que mediante su 

actividad proteolítica degrada proteínas estructurales y activa enzimas, dando lugar a los 

cambios bioquímicos y estructurales característicos de la apoptosis. La apoptosis es una 

vía de muerte celular programada altamente regulada y dependiente de ATP que se 

caracteriza por una disminución del volumen celular, condensación de la cromatina, frag-

mentación del ADN y del núcleo, aparición de vesículas en la membrana plasmática y 

formación de los cuerpos apoptóticos (Gustafsson and Gottlieb, 2003). 
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2.3.3.1. Apoptosis en el miocardio reperfundido 
 

Existen dos vías principales de inducción de apoptosis en las que participan las 

caspasas, la extrínseca o mediada por receptores de muerte celular, y la intrínseca o 

mitocondrial, que es la principal en el miocardio sometido a isquemia y reperfusión y la 

que resulta afectada por el Ca2+ intracelular. Esta vía se inicia con la liberación por parte 

de las mitocondrias de citocromo c, el factor inductor de apoptosis (AIF), Smac/Diablo, 

endonucleasa G y procaspasas (Gustafsson and Gottlieb, 2003). El Ca2+ puede activar esta 

vía a través de la inducción de la apertura del mPTP. Esta liberación de factores proapop-

tóticos puede ser apoyada por la activación citosólica de DNasa I (es dependiente de 

Ca2+), de calcineurina, que en ciertas circunstancias puede inducir apoptosis, así como de 

calpaínas, cuyos efectos se detallarán más adelante (Gustafsson and Gottlieb, 2003).  

La magnitud de la extensión de la apoptosis en el tejido miocárdico sometido a 

isquemia y reperfusión es controvertida. La principal causa de ello es el uso de técnicas 

para la identificación de células apoptóticas que detectan fenómenos, como la fragmen-

tación del ADN, que también pueden tener lugar en la necrosis. Esta inespecificidad 

implica que sobretodo en los primeros estudios se pueda haber sobreestimado la preva-

lencia de la apoptosis en los cardiomiocitos isquémicos o reperfundidos (French et al., 

2009). Asimismo, las estrategias utilizadas en estudios para la inhibición de la apoptosis y 

la consecuente reducción de la muerte celular, ya fueran farmacológicas o genéticas, han 

dado resultados poco concluyentes debido a una falta de efectividad o a dudas sobre la 

especificidad que hacen imposible descartar efectos sobre procesos causantes de necro-

sis. Por otra parte, aunque la apoptosis es un mecanismo esencial de muerte celular en 

células proliferativas, su relevancia en células diferenciadas terminalmente se ha puesto 

en cuestión, y hay datos que sugieren que la vía de la caspasa 3 no es operativa en 

neuronas o cardiomiocitos adultos (Sanchis et al., 2008). También está en contra de su 

interés terapéutico la posibilidad de que la inhibición de la apoptosis afecte al desarrollo 

de la inflamación y la reparación del tejido afectado, lo que podría reducir su efectividad 

como terapia cardioprotectora (Yaoita et al., 2000). 
 

2.3.4. Calpaínas y fragilidad sarcolemal 
 

Por último, las proteasas más directamente reguladas por el Ca2+ son las 

calpaínas, una familia de cisteín proteasas no lisosomales dependientes de Ca2+. La acti-

vidad de estas proteasas durante la isquemia/reperfusión causa la degradación de proteí-

nas estructurales (Yoshida et al., 1995; Inserte et al., 2004), la cual se ha asociado a un 
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aumento de la fragilidad del sarcolema (Armstrong et al., 2001; Inserte et al., 2004). 

Dada la relevancia que las calpaínas tienen en este trabajo, sus características y su impli-

cación en el daño letal por reperfusión se detallan a continuación. 

 

 



INTRODUCCIÓN 

 37 

3. LA µµµµ-CALPAÍNA Y LA m-CALPAÍNA 
 

Las calpaínas son una amplia familia de cisteín proteasas no lisosomales depen-

dientes de Ca2+. En un principio se descubrieron dos proteasas, la µ-calpaína (o calpaína 

1) y la m-calpaína (o calpaína 2), que son los dos miembros de la familia que se expresan 

ubicuamente en vertebrados y presentan las características consideradas como típicas de 

estas proteasas: son activadas por Ca2+, su actividad es óptima a pH neutro, se localizan 

intracelularmente mayoritariamente en el citosol, y son heterodímeros que constan de 

una subunidad pequeña de 28 kDa, común a ambas y de función reguladora, y una subuni-

dad grande de 80 kDa, de función catalítica y específica de la calpaína (Dayton et al., 

1976; Goll et al., 2003). Estas dos calpaínas, conocidas como calpaínas clásicas o ubicuas, 

se distinguen entre sí por sus diferentes requisitos de Ca2+, los cuales son del orden del 

micromolar en el caso de la µ-calpaína y del orden del milimolar para la m-calpaína. 

Estas dos calpaínas son importantes para el correcto desarrollo de diversos procesos fisio-

lógicos en vertebrados, hasta el punto de que ratones knock-out para la m-calpaína no 

completan su desarrollo embrionario (Goll et al., 2003; Dutt et al., 2006). 

Además de estas dos calpaínas, cuyas cadenas polipeptídicas están codificadas por 

tres genes, se han detectado en humanos otros 12 genes codificantes para polipéptidos 

con homología de secuencia con la subunidad grande o la pequeña de las calpaínas 

ubicuas. Estas calpaínas han sido estudiadas en menor medida y presentan diferencias 

respecto a la µ- y la m-calpaína en cuanto a la distribución de su expresión (específica de 

tejido para las calpaínas 3, 6, 8, 12 y 13), su expresión como monómeros u homodímeros 

(calpaínas 3, 6, 8 y 13), su dependencia del Ca2+ (dudosa en calpaínas 5, 6, 7, 10, 13 y 15) 

y la carencia de actividad catalítica (calpaína 6, aunque en otras aún no se ha confirmado 

la actividad proteolítica) (Figura 3) (Goll et al., 2003; Suzuki et al., 2004; Ravulapalli et 

al., 2009). 
 

3.1. EXPRESIÓN 
 

Como se ha dicho, la µ- y la m-calpaína son codificadas por tres genes: capn1 y 

capn2, respectivamente, para la subunidad catalítica, y capn4 (también cpns1) para la 

subunidad reguladora. Aunque su expresión se considera ubicua, hay tejidos que no 

presentan cantidades detectables de m-calpaína (plaquetas y eritrocitos humanos) o de 

µ-calpaína (plaquetas bovinas y músculo liso vascular) (Goll et al., 2003). Estudios con 

ratones knock-out para la subunidad reguladora muestran que la expresión de esta 
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subunidad es necesaria para la correcta expresión proteica de la subunidad catalítica 

(Tan et al., 2006), lo que sugiere un papel de la subunidad pequeña en la estabilización 

de la grande, en concordancia con estudios in vitro (Yoshizawa et al., 1995; Meyer et al., 

1996). 

 

 

 

 

Figura 3. Proteínas de la familia de las calpaínas y dominios que presentan. La µ-calpaína y la m-
calpaína se componen de la subunidad grande (Calpaína 1 y 2, respectivamente) y la pequeña 
(CAPNS1). Adaptado de Suzuki et al., 2004 . 
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La regulación de la expresión de estas calpaínas, dada su presencia de forma 

constitutiva en la mayoría de tejidos, no ha sido estudiada en detalle, y sólo hay informa-

ción de los promotores de los genes humanos codificantes para la subunidad de 80 kDa de 

la m-calpaína y la subunidad de 28 kDa. Ambos genes carecen en sus regiones reguladoras 

de cajas TATA o CAAT, mientras que son ricas en GC, características típicas de genes de 

mantenimiento. En la subunidad de 80 kDa se han hallado cuatro elementos negativos 

sobre la transcripción, así como dos elementos promotores. Asimismo, la activación de 

proteína cinasa C (PKC) con TPA induce un aumento de la expresión de esta subunidad, 

que se debería a la presencia de un elemento similar al de respuesta al TPA de la colage-

nasa. Ambas subunidades presentan además secuencias de unión a los factores de trans-

cripción AP-1 y Sp1, mientras que para la subunidad pequeña también se ha detectado la 

unión de NRF-1 (Asangani et al., 2008). En cuanto al splicing, no se han encontrado va-

riantes para la µ- o la m-calpaína (Goll et al., 2003).  

En corazón se expresan de forma abundante la µ-calpaína, la m-calpaína y su 

inhibidor endógeno, la calpastatina (Salamino et al., 1994; Sorimachi et al., 1997; Ilian et 

al., 1999; Sandmann et al., 2001; Farkas et al., 2003). Aun cuando según algunos estudios 

la calpaína 3, específica de músculo esquelético, también es expresada a nivel de ARNm 

en corazón (Poussard et al., 1996; Farkas et al., 2003), otro estudio no la ha detectado 

(Sorimachi et al., 1989), y la distrofia LGMD2A, causada por mutaciones en el gen para 

calpaína 3, no se acompaña de cardiopatía (Kramerova et al., 2007); por tanto, los datos 

actuales sugieren que la calpaína 3 no se expresa en miocardio en cantidad suficiente 

como para tener significado biológico, y son la µ-calpaína y la m-calpaína las calpaínas 

principalmente expresadas en el miocardio.  
 

3.2. ESTRUCTURA 
 

Ambas enzimas son heterodímeros y constan de seis dominios, cuatro de los cuales 

corresponden a la subunidad de 80 kDa mientras que los dominios V y VI corresponden a 

la subunidad de 28 kDa (Figuras 3 y 4). 
 

3.2.1. Estructura de la subunidad reguladora 
 

La subunidad de 28 kDa es idéntica en ambas calpaínas. La región aminoterminal 

de la subunidad o dominio V es formada por 101 residuos de los cuales una gran propor-

ción son glicina o aminoácidos hidrofóbicos. Existen evidencias de que este dominio está 
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implicado en la interacción de las calpaínas con membranas (Fernandez-Montalvan et al., 

2006). El dominio carboxiterminal VI presenta cinco secuencias de unión a Ca2+ de tipo 

mano EF y cierta homología con la calmodulina. Otras proteínas con cinco manos EF for-

man dímeros y se asocian a membranas, lo que sugiere un papel relevante de este domi-

nio en estas dos propiedades de las calpaínas (Goll et al., 2003). 
 

3.2.2. Estructura de la subunidad catalítica 
 

Las subunidades de 80 kDa son diferentes para cada calpaína, aunque presentan 

una homología en sus secuencias de alrededor del 60%. Por secuencia aminoacídica se 

dividieron en cuatro dominios y aunque estudios cristalográficos posteriores en m-

calpaína han identificado 6 dominios, dos son de tan solo 18 (región aminoterminal) y 17 

aminoácidos (región linker entre dominios III y IV), por lo que se ha mantenido la división 

original (Goll et al., 2003). 

El dominio I (aminoterminal) es relativamente pequeño en ambas enzimas (87 y 76 

residuos para un total de 714 residuos en la µ-calpaína y 699 residuos en la m-calpaína, 

respectivamente) (Goll et al., 2003). 

El dominio II está subdividido según resultados de estudios cristalográficos en dos 

subdominios, IIa y IIb. En estos se halla la tríada catalítica característica de las cisteín 

proteasas, consistente en un residuo de cisteína en posición 115 (µ-calpaína) o 105 (m-

calpaína), en el dominio IIa, así como una histidina en 272 (µ-calpaína) o 262 (m-

calpaína), y una asparagina en 296 (µ-calpaína) o 286 (m-calpaína), en el dominio IIb 

(Goll et al., 2003). Se ha mostrado mediante estudios con un fragmento de µ-calpaína 

compuesto de los dominios I y II que tanto el dominio IIa como el IIb presentan un lugar 

de unión a Ca2+ cada uno (Moldoveanu et al., 2002). 

El dominio III, adicionalmente a su función de unión y transmisión de cambios 

conformacionales entre el dominio de unión a Ca2+ (IV) y el catalítico (II), parece mediar 

las interacciones con fosfolípidos que se han observado en las calpaínas. Su estructura 

recuerda la de dominios C2, los cuales son regiones de unión a Ca2+ y fosfolípidos en 

diversas proteínas (Suzuki et al., 2004). Presenta además una secuencia potencial de 

mano EF cerca del dominio II, pero que, tal y como se ha observado en la m-calpaína por 

cristalografía, no adopta una estructura de mano EF y, por tanto, en esta calpaína no une 

Ca2+ (Goll et al., 2003; Hanna et al., 2008). 

El dominio IV (carboxiterminal), como el VI de la subunidad de 28 kDa, presenta 

cierto grado de homología con la calmodulina y cinco secuencias de unión a Ca2+ del tipo 
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mano EF. La dimerización de las dos subunidades está mediada por la quinta mano EF y 

los residuos carboxiterminales de los dominios IV y VI, que no sólo están altamente 

conservados sino que presentan una elevado grado de identidad entre ambas subunidades 

(Goll et al., 2003). 
 

3.2.3. Estructura cuaternaria 
 

La estructura cuaternaria de la m-calpaína en ausencia de unión de iones de Ca2+ 

es compacta (Figura 4). El dominio II, donde reside la actividad hidrolítica, presenta los 

dos subdominios (IIa y IIb) con una hendidura de unión a substrato entre ellos, mientras 

que los residuos de la tríada catalítica permanecen separados por más de 10 Å. El domi-

nio I interactúa con el VI y el III con el IIb, lo que estabiliza la conformación del núcleo 

proteolítico. Los dominios IV y VI, a través de la interacción de sus extremos carboxiter-

minales, mantienen la asociación de las dos subunidades. La conformación del dominio V 

es móvil por lo que su estructura cristalina no es observable. La estructura de la µ-

calpaína, dadas las similitudes entre ambas proteínas, es asumida como muy similar a la 

de la m-calpaína (Goll et al., 2003; Suzuki et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
3.3. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD FISIOLÓGICA 
 

Las calpaínas fueron descritas como proteasas dependientes de Ca2+ y todos los 

estudios posteriores han confirmado el papel principal del Ca2+ en su activación. De 

hecho, entre todos los factores activadores que hasta el día de hoy han sido encontrados, 

Figura 4. Esquema de la estructura obtenida por cristalografía de la m-calpaína en su conforma-
ción libre de Ca2+ (izquierda) y unida a Ca2+ (derecha). DI corresponde a los dominios I y IIA del 
texto, y DII al IIB; el dominio V no está representado al no ser detectable por cristalografía. Las 
flechas rojas y punteadas indican los cambios inducidos por la unión del Ca2+.(Moldoveanu et al., 
2008) 



INTRODUCCIÓN 

 42 

el Ca2+ es el único que puede activar las calpaínas in vitro por sí solo en ausencia de otros 

agentes. No obstante, la concentración de Ca2+ a la que estas proteasas se activan in 

vitro, especialmente en el caso de la m-calpaína, es inalcanzable mediante mecanismos 

fisiológicos, por lo que se sugiere que otros factores regulan la actividad de las calpaínas, 

ya sea reduciendo los requisitos de Ca2+ de la proteasa o colocándola en presencia de 

altas concentraciones locales de Ca2+. Por tanto, la regulación de la actividad de la µ-

calpaína y de la m-calpaína en situaciones fisiológicas es un sistema complejo y aún poco 

definido; de estos factores adicionales se ignora si todos ellos tienen relevancia fisioló-

gica así como si participan en varios o todos los procesos celulares en los que se activan 

las calpaínas, o si los mecanismos de regulación de su actividad difieren entre tipos celu-

lares. Incluso en aquellos casos en los que trastornos patológicos provocan una sobrecarga 

de Ca2+ en el citosol, el resto de factores podrían continuar modulando la actividad de las 

proteasas y, por tanto, afectar al desarrollo de la enfermedad. Entre estos reguladores 

que se han descrito están la fosforilación, la interacción con fosfolípidos o su transloca-

ción a membrana, activadores proteicos y la calpastatina, su inhibidor endógeno (Goll et 

al., 2003). 
 

3.3.1. Ca2+ 
 

El Ca2+ activa las calpaínas mediante la inducción de cambios conformacionales en 

la subunidad de 80 kDa que a su vez provocan la alineación del centro catalítico. A partir 

de estudios cristalográficos de la estructura de la m-calpaína, este proceso de activación 

parece tener dos fases: en una primera, el Ca2+ se une a los dominios IV y VI (4 iones en 

cada dominio), lo que provoca un acercamiento de estos dominios hacia el núcleo catalí-

tico (dominio II), un desplazamiento del dominio I, que se disociaría del dominio VI, y una 

interacción de los dominios IIa y III que estabilizaría el núcleo de la enzima; en una 

segunda fase, la unión de Ca2+ a los lugares de unión en el dominio II alinearía los dos 

subdominios de manera que el centro catalítico se formaría (Figura 4) (Moldoveanu et al., 

2002; Hanna et al., 2008; Moldoveanu et al., 2008). A partir de estudios de substitución 

de residuos consecutivos de la m-calpaína con la región equivalente de la µ-calpaína, se 

ha demostrado que las diferencias en cuanto a los requisitos de calcio están determina-

das por la proteína completa, estando implicadas regiones que carecen de lugar de unión 

a Ca2+. Se ha propuesto que la disociación de la subunidad catalítica de la reguladora es 

parte del proceso de activación de la proteasa; los resultados experimentales son contra-

dictorios y tanto la existencia de esta disociación en condiciones fisiológicas, como su 
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posible función como parte del proceso de activación, o reduciendo la estabilidad de la 

proteasa (y, por tanto, inhibiendo su actividad), siguen por determinar (Goll et al., 

2003).  
 

3.3.2. Autolisis 
 

La autolisis del extremo aminoterminal de las calpaínas es un fenómeno que tiene 

lugar en presencia de altas concentraciones de Ca2+ y cuyo papel en el proceso de activa-

ción de las proteasas no está claro. La autolisis se da tanto en la subunidad grande 

(dominio I) como en la pequeña (dominio V) de forma rápida y reduce la concentración de 

Ca2+ necesaria para que la proteasa sea activada (para la µ-calpaína, la concentración de 

Ca2+ para actividad semimáxima pasa de 3-50 µM a 0.5-2.0 µM, y para la m-calpaína, de 

400-800 µM a 50-150 µM). Y en estudios cinéticos la autolisis precede a la actividad, sugi-

riendo que la autolisis es un paso del proceso de activación y que las calpaínas son proen-

zimas. No obstante, las concentraciones de Ca2+ necesarias para inducir esta proteolisis 

son similares a las requeridas para su activación (50-150 µM para la µ-calpaína, 550-800 

µM para la m-calpaína), la autolisis reduce la estabilidad de la proteína, se ha observado 

actividad proteolítica en calpaínas no autolizadas, y la estructura de la m-calpaína 

descarta que los dominios I o V bloqueen el centro catalítico de la proteasa. Además, los 

resultados en células o tejidos que muestran actividad proteolítica de las calpaínas no 

permiten afirmar o negar la existencia de autolisis, por lo que el papel de ésta en la acti-

vación de las calpaínas continúa siendo controvertido (Goll et al., 2003). 
 

3.3.3. Translocación a membrana 
 

La translocación a membrana de las calpaínas ha sido observada en multitud de 

condiciones y modelos experimentales, aunque con disparidad en las condiciones de acti-

vación de las calpaínas en la membrana, la existencia de autolisis y la concentración de 

Ca2+ necesaria para la translocación. Mientras que en eritrocitos se observó que un 

aumento de la concentración de Ca2+ producía un aumento de la calpaína asociada a 

membrana (Inomata et al., 1989; Molinari et al., 1994), en otros modelos estos mecanis-

mos han sido puestos en duda, observándose la translocación mediada por fosforilación 

en fibroblastos (Shao et al., 2006), la presencia de µ-calpaína en membrana de forma 

mayoritaria en neuronas corticales, sin translocación ni autolisis observables en su activa-

ción (Hewitt et al., 1998), la activación sin tanslocación ni autolisis en riñón dañado con 
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antimicina A (Liu et al., 2001), y la correlación inversa entre la presencia de calpaína en 

membrana y la degeneración de la fibra muscular en distrofia mdx murina (Spencer and 

Tidball, 1996). La naturaleza de esta interacción de las calpaínas con membranas tampo-

co está clara, pues no hay consenso sobre las moléculas a las que las calpaínas estarían 

unidas; hay estudios que proponen que son fosfolípidos (como PI y PIP2), que in vitro y a 

elevada concentración reducen los requisitos de Ca2+ para la autolisis (Goll et al., 2003; 

Fernandez-Montalvan et al., 2006; Shao et al., 2006), mientras que otros afirman que son 

proteínas (Inomata et al., 1989; Melloni et al., 2000b; Shulga and Pastorino, 2006). La 

existencia de varios estudios que asocian a las calpaínas con lipid rafts, dominios de 

membrana plasmática de composición lipídica característica (como la elevada presencia 

de PIP2) y con funciones (y proteínas que las realizan) específicas, podría explicar las 

divergencias de los resultados sobre las moléculas que median la translocación a membra-

na de las calpaínas (Morford et al., 2002; Goudenege et al., 2005; Nuzzi et al., 2007). Por 

otro lado, las regiones proteicas implicadas en la interacción con la membrana parecen 

ser el dominio III (Suzuki et al., 2004; Shao et al., 2006) y/o el dominio V (Fernandez-

Montalvan et al., 2006).  

El papel que la translocación a membrana tiene en la regulación de la actividad de 

las calpaínas está por determinar. La translocación de las calpaínas a membrana podría 

tener como finalidad reducir los requisitos de Ca2+ debido a la interacción con proteínas 

y/o lípidos, mantenerlas fuera del alcance de la calpastatina (Molinari and Carafoli, 

1997), localizarlas en regiones celulares con elevadas concentraciones de Ca2+ (Hood et 

al., 2006), o ponerlas en contacto con sus substratos de membrana (Zalewska et al., 

2004). Finalmente, también existen dudas sobre el lugar en el que las calpaínas translo-

cadas realizan su actividad proteolítica; mientras que hay estudios que describen activi-

dad de las calpaínas específicamente en membrana (Molinari et al., 1994; Youn et al., 

2009), y muchos de los substratos de las calpaínas son proteínas de membrana o asocia-

das a ella (Goll et al., 2003), hay estudios que afirman que las calpaínas son liberadas y 

ejercen su actividad en el citosol (Inomata et al., 1989; Youn et al., 2009). 
 

3.3.4. Calpastatina 
 

La primera proteína que fue identificada como reguladora de la actividad de las 

calpaínas fue la calpastatina, y hasta el día de hoy es la única proteína conocida con una 

acción inhibidora específica sobre las calpaínas ubicuas (quininógeno y α2-macroglobu-

lina inhiben varias proteasas, entre ellas las calpaínas). La calpastatina es una proteína 
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monomérica sin estructura determinada y codificada por un único gen que, debido al uso 

de diferentes promotores y al splicing alternativo, produce un elevado número de isofor-

mas distintas. Su expresión es constitutiva y presente en todos los tipos celulares, aunque 

la isoforma expresada varía según tejido y especie (Goll et al., 2003).  
 

3.3.4.1. Estructura de la calpastatina 
 

El polipéptido de la calpastatina consta de 4 dominios inhibidores similares entre 

sí junto con dos dominios aminoterminales llamados XL y L, aunque la calpastatina expre-

sada puede carecer del dominio XL, del XL y del L, o de ambos junto con el dominio I. Los 

dominios inhibidores presentan 3 subdominios o regiones (A, B y C), y estos tres subdomi-

nios son suficientes para unirse a la proteasa e inhibirla, lo que sugiere que una molécula 

de calpastatina tiene la capacidad de inhibir cuatro moléculas de calpaína simultánea-

mente (Goll et al., 2003; Hanna et al., 2007).  
 

3.3.4.2. Unión calpastatina-calpaína 
 

La unión de la calpastatina a la proteasa es reversible y dependiente de Ca2+; si 

bien la proteína en sí no une Ca2+, solamente cuando la m-calpaína está en su confor-

mación activa pueden las regiones A y C unirse respectivamente a los dominios IV y VI de 

la calpaína. Con esta unión la región B forma un bucle sobre el sitio activo de la proteasa, 

impidiendo la unión de substrato a la vez que manteniendo el polipéptido lejos del alcan-

ce de la actividad hidrolítica de la proteasa (Figura 5) (Hanna et al., 2008; Moldoveanu et 

al., 2008). Sin embargo, un estudio ha observado la asociación de calpastatina y calpaína 

a concentraciones de Ca2+ bajas, unión que depende del dominio L de la calpastatina y 

que es sensible a la fosforilación de la calpastatina por la PKC (Melloni et al., 2006).  
 

3.3.4.3. Regulación de las calpaínas por calpastatina 
 

El hecho de que la calpastatina se una a la calpaína cuando ésta se activa plantea 

dudas sobre cómo ejerce la calpastatina su función reguladora sobre la proteasa. Se ha 

propuesto que la función de la translocación a membrana sería poner a la calpaína más 

allá del alcance de la calpastatina (Molinari and Carafoli, 1997); pero siendo el Ca2+ el 

responsable reconocido tanto de la activación de la calpaína como de su translocación a 

membrana como de la unión de la calpastatina, y siendo la calpastatina substrato de la 

actividad catalítica de las calpaínas (Sorimachi et al., 1997; Doumit and Koohmaraie, 
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1999; De Tullio et al., 2000), es necesaria la identificación de otros factores que aclaren 

el funcionamiento del sistema.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una de las hipótesis es que la calpastatina inhibiera la calpaína con una baja 

concentración de Ca2+ mientras que con altas concentraciones de Ca2+ la calpaína proteo-

lizara a su inhibidor y quedara libre. A esta hipótesis se oponen dos objeciones principa-

les; por un lado, la conformación de la calpaína unida a calpastatina es la de la proteasa 

activa, por lo que no serían esperables cambios en la proteasa con un aumento del Ca2+ 

(Hanna et al., 2008; Moldoveanu et al., 2008); además, la calpastatina degradada conser-

va su capacidad inhibidora mientras sus fragmentos contienen dominios íntegros (con 

subdominios A, B y C), lo que ocurre hasta que transcurre un tiempo considerable o 

aumenta la concentración de Ca2+ hasta el punto de activar la m-calpaína (De Tullio et 

al., 2000); si éste fuera el mecanismo regulador de las calpaínas ubicuas, ambas se acti-

varían en las mismas situaciones y serían redundantes, lo que está descartado por los 

Figura 5. Estructura obtenida por cristalografía del complejo formado por la m-calpaína y el 
dominio I de la calpastatina (en rojo). DI corresponde a los dominios I y IIA del texto, y DII al IIB; 
el dominio V no está representado al no ser detectable por cristalografía. Las regiones A y C de la 
calpastatina se unen a los dominios IV y VI, respectivamente; la región B se une a los dominios IIA 
y III y forma un bucle sobre el sitio catalítico. (Moldoveanu et al., 2008) 
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resultados con ratones knock-out para µ-calpaína o m-calpaína (Azam et al., 2001; Dutt 

et al., 2006).  

Otro posible mecanismo es la regulación de la cantidad de calpastatina en citosol: 

se ha descrito que la calpastatina se encuentra fosforilada y agregada cerca del núcleo; 

la elevación de la concentración de Ca2+ intracelular defosforila y solubiliza la calpasta-

tina, mientras que la fosforilación por PKA la devuelve a su estado agregado (Averna et 

al., 2001). Sin embargo, si es verdad que en condiciones basales la calpastatina está uni-

da a la calpaína, ninguno de estos modelos explicaría cómo se libera la proteasa de la 

inhibición de la calpastatina. Una posible explicación la puede dar un estudio en el que se 

observó que la caspasa 8 provoca la disrupción de la unión entre la m-calpaína y la cal-

pastatina, permitiendo la activación de la proteasa (Barbero et al., 2009). La implicación 

de otras proteínas, por tanto, es posible y ayudaría a entender la función de la calpasta-

tina, pero complicaría el modelo. 
 

3.3.5. Proteínas reguladoras 
 

La actividad de las calpaínas puede ser regulada a través de la interacción con 

proteínas que no son substrato de su actividad catalítica. Aparte de la calpastatina se han 

detectado otras proteínas con efecto sobre la actividad de las calpaínas. Entre éstas las 

hay que reducen los requisitos de Ca2+ de las calpaínas a través de su interacción en rela-

ción molar 1:1, lo que sugiere la necesidad de unión entre estas proteínas y no una activi-

dad enzimática de la proteína sobre la calpaína (Goll et al., 2003). Aunque algunas de 

estas proteínas no han sido caracterizadas en detalle, la proteína de unión a acil-CoA ha 

sido identificada, con trabajos en los que se demuestra la relevancia fisiológica de esta 

interacción (Melloni et al., 2000a; Shulga and Pastorino, 2006). Otra proteína con efectos 

sobre la actividad de la m-calpaína es Gas2, que inhibe la proteolisis de p53 mediada por 

la proteasa (Benetti et al., 2001). Otras proteínas que tienen efectos sobre la actividad 

máxima de las calpaínas pero no sobre su sensibilidad al Ca2+ han sido detectadas, pero 

siguen sin haber sido identificadas tras décadas desde su descubrimiento (Goll et al., 

2003).  
 

3.3.6. Fosforilación 
 

Otro de los mecanismos que regulan la actividad de las calpaínas es la fosfori-

lación. La existencia de residuos fosforilados en las calpaínas ubicuas ha sido detectada 
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mediante diversas técnicas, como espectrometría de masas MALDI-TOF, inmunodetección 

con anticuerpos contra residuos fosforilados de serina, treonina o tirosina, o captación de 
32P (Shiraha et al., 2002; Goll et al., 2003; Glading et al., 2004; Xu and Deng, 2006b). Sin 

embargo, la función de estas modificaciones post-traduccionales en la estructura o en la 

actividad catalítica de las calpaínas no está clara. Si bien los primeros estudios detecta-

ron hasta 9 residuos distintos fosforilados en la µ-calpaína y 8 en la m-calpaína, no todas 

las moléculas presentaban los mismos residuos fosforilados; además, estos residuos sólo 

eran defosforilables por fosfatasas en presencia de altas concentraciones de Ca2+, y esta 

defosforilación reducía su actividad significativamente, sugiriendo una función estructu-

ral constitutiva en la conformación de la proteína (Goll et al., 2003). Pero otros estudios 

han demostrado fosforilación in vivo e in vitro de las calpaínas, así como que esta fosfori-

lación modifica su actividad proteolítica. Se han detectado una fosforilación activadora, 

en Ser50, y otra inhibidora, en Ser369 y/o Thr370.  
 

3.3.6.1. Fosforilación en Ser50 
 

La fosforilación en Ser50 es catalizada por las cinasas ERK; la capacidad de ERK1 y 

ERK2 para fosforilar m-calpaína y µ-calpaína ha sido demostrada in vitro (Glading et al., 

2004; Xu and Deng, 2004), y se ha identificado el residuo implicado mediante mutaciones 

que previnieron la fosforilación (substituyendo serina por alanina) o mimetizaron el efec-

to de ésta (cambiando serina por glutamato) (Glading et al., 2004). La fosforilación de la 

m-calpaína en Ser50 puede activar la proteasa, incluso en ausencia de Ca2+, en fibroblas-

tos estimulados con EGF (Glading et al., 2004), y aumentar su presencia en membrana 

(Shao et al., 2006).  
 

3.3.6.2. Fosforilación en Ser369 y Thr370 
 

En cuanto a la fosforilación en los residuos 369 y/o 370, está catalizada por la 

proteína cinasa A (PKA); se demostró in vitro coincubando PKA con m-calpaína normal o 

con la mutación ST369AA (substitución de serina y treonina por dos alaninas), no obser-

vándose fosforilación en la calpaína mutada. Esta fosforilación inhibe la actividad de la 

calpaína en fibroblastos (Shiraha et al., 2002). Un estudio in vitro con diversas mutacio-

nes en m-calpaína confirmó el efecto inhibidor de las mutaciones Ser369Asp, Ser369Glu y 

Thr370Glu, mientras que no observó cambios en la actividad ni en la sensibilidad al Ca2+ 

en la m-calpaína con las mutaciones Ser50Asp, Ser50Glu, Ser67Glu y Thr70Glu (Smith et 

al., 2003).  
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3.3.6.3. Fosforilación indeterminada 
 

Sin haber identificado los residuos implicados, otros trabajos describen regulación 

de la actividad de las calpaínas mediada por cinasas o fosfatasas. La PKCι fosforila µ-

calpaína y m-calpaína in vitro, mientras que in vivo su sobreexpresión aumenta el grado 

de fosforilación de las proteasas y la inhibición de la expresión de PKCι previene la acti-

vación de las calpaínas inducida por nicotina (Xu and Deng, 2006a). La fosfatasa PP2A, 

por su parte, defosforila ambas calpaínas in vitro, y su sobreexpresión previene su activa-

ción por nicotina (Xu and Deng, 2006b). Otros trabajos relacionan la activación de la PKA 

con la inhibición de la actividad de las calpaínas; la activación de la cinasa en neuronas 

inhibe la actividad de las calpaínas en neuritas consolidadas (Mingorance-Le Meur and 

O'Connor, 2009), mientras que su activación en miocardio preisquémico previene la acti-

vación de las calpaínas durante la reperfusión (Inserte et al., 2004). 
 

3.4. SUBSTRATOS Y FUNCIONES FISIOLÓGICAS 
 

Las calpaínas clásicas presentan una gran variedad de substratos que son proteo-

lizados en sitios específicos, dando lugar a grandes polipéptidos que pueden perder, 

mantener o incluso ganar función, con lo que la proteolisis mediada por las calpaínas no 

tiene como función la eliminación de proteínas, como el proteosoma y los lisosomas, sino 

la regulación de la función de sus substratos mediante diversos mecanismos (Goll et al., 

2003). 
 

3.4.1. Determinantes de la afinidad por substrato 
 

La µ-calpaína y la m-calpaína parecen tener los mismos substratos y la misma 

afinidad por ellos (Goll et al., 2003). La afinidad de las calpaínas por los puntos de corte 

parece estar determinada por la estructura de la cadena aminoacídica, siendo prefe-

rentes regiones sin estructura secundaria (Goll et al., 2003). Un estudio de los lugares de 

lisis secuenciados de casi 50 substratos ha identificado preferencias por ciertos aminoá-

cidos en posiciones cercanas (Leu, Val y Thr en P2, Tyr y Lys y Arg en P1, Pro en P2’-P4’) al 

lugar de corte de la cadena peptídica (Tompa et al., 2004). La abundancia de Pro cerca 

del enlace hidrolizado, al ser poco compatible con la formación de una estructura secun-

daria, concuerda con las observaciones anteriores sobre la preferencia por regiones 

desestructuradas. Pero la estructura primaria no es el único determinante del reconoci-

miento de la diana proteolítica; estudios con librerías de péptidos han mostrado que las 
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secuencias de aminoácidos consenso, obtenidas a partir del estudio de las secuencias de 

las proteínas substrato de las calpaínas, no coinciden con la de los péptidos hidrolizados a 

una mayor velocidad in vitro, a excepción de los residuos en P2 (Cuerrier et al., 2005). 

Estos resultados sugieren que las secuencias dianas son subóptimas, lo que permite otros 

mecanismos para la regulación de la susceptibilidad del substrato a la proteolisis por 

calpaínas. De hecho, se han observado cambios en la degradación de substratos origina-

dos por la fosforilación del substrato (Goll et al., 2003; Wang et al., 2005; Zakharov and 

Mosevitsky, 2007), por la unión a éste de PIP3 (Sprague et al., 2008), por polimerización 

del substrato (Mishizen-Eberz et al., 2003) y por unión de diversas proteínas con el 

substrato (Dong et al., 2004; Averna et al., 2007; Glantz et al., 2007; Zakharov and 

Mosevitsky, 2007).  
 

3.4.2. Substratos y funciones de la actividad 
    

Más de 100 proteínas diferentes han sido identificadas como substratos in vitro de 

la actividad de las calpaínas clásicas. Entre éstas se incluyen proteínas del citoesqueleto 

(fodrina, talina, anquirina, troponinas, desmina, distrofina, etc.), cinasas (CaMKII, PKC, 

MLCK, ZAP-70, etc.), fosfatasas (calcineurina, PTP-1B, etc.), factores de transcripción (c-

Jun, c-Fos, p53, etc.), proteasas (caspasas 7, 8, 9, procaspasa 12), proteínas del ciclo 

celular (ciclina D1, p21KIP1, etc.), y transportadores y receptores de membrana (NCX, 

receptores NMDA, etc.), entre otras (Goll et al., 2003). La proteolisis de muchas de estas 

proteínas ha sido detectada in vivo asociada a varias funciones fisiológicas o a patologías 

de tipo diverso. 
 

3.4.2.1. Proteínas del citoesqueleto 
 

La acción de las calpaínas en proteínas del citoesqueleto fue una de las primeras 

en ser observada. La proteolisis de elementos del citoesqueleto está considerada como la 

función más característica de las calpaínas; esta proteolisis participa en varias funciones 

celulares fundamentales (Lebart and Benyamin, 2006).  

Uno de los fenómenos en los que las calpaínas clásicas participan es la movilidad 

celular. Ésta consta de múltiples procesos en los que las calpaínas están implicadas: la 

extensión celular (aunque no está claro si la activan o la inhiben); la protrusión de la 

membrana, la cual inhiben; la quimiotaxis, que potencian o reducen en función del tipo 
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celular; y la regulación de las adhesiones focales, cuyo desensamblaje requiere de la 

acción de la m-calpaína (Franco and Huttenlocher, 2005).  

Otra función de las calpaínas mediada por la hidrolisis de proteínas del citoesque-

leto es el desensamblaje de las miofibrillas. Las calpaínas degradan proteínas miofibri-

lares como la nebulina, la titina, la desmina, la filamina, la tropomiosina y la α-actinina; 

estas proteínas estabilizan las fibras finas y las gruesas en la miofibrilla, por lo que su 

proteolisis produciría su separación. De hecho, en las miofibrillas aisladas de músculo 

esquelético, hay una pequeña pero significativa proporción de miofilamentos de fácil 

liberación que carecen de α-actinina, desmina, titina y nebulina, y cuyo número aumenta 

cuando se incrementa el Ca2+ y disminuye con inhibidores de las calpaínas (Goll et al., 

2008). Otro hecho que demuestra el papel de la µ-calpaína y la m-calpaína en el recam-

bio de proteínas miofibrilares son estudios con sobreexpresión de calpastatina, en los que 

se reduce la pérdida de masa muscular (Goll et al., 2008). Sin embargo, las calpaínas no 

generan aminoácidos con su actividad proteolítica, sino grandes polipéptidos, y no hidro-

lizan actina ni miosina, principales componentes del sarcómero. Por tanto, su función 

más probable en el recambio miofibrilar es la de liberar filamentos y proteínas cuya 

degradación sería completada por el proteosoma (Goll et al., 2008). Este modelo es 

apoyado por un estudio en el que se observa actividad constitutiva de la µ-calpaína en 

cardiomiocitos, que cuando es sobreexpresada aumenta la ubiquitinización de proteínas y 

la actividad del proteosoma, y cuando es inhibida con sobreexpresión de calpastatina se 

reduce la ubiquitinización de determinadas proteínas y se produce la acumulación de 

agregados proteicos intracelulares, la formación de autofagosomas y la degeneración de 

los sarcómeros (Galvez et al., 2007). 
 

3.4.2.2. Transducción de señales 
 

Varios de los substratos de las calpaínas son proteínas que forman parte de vías de 

señalización celular, por lo que su actividad proteolítica modula estas vías y es parte de 

la respuesta al Ca2+ intracelular. Las calpaínas proteolizan PKC y producen la isoforma 

PKM, que es constitutivamente activa (Sato and Kawashima, 2001). La vía de transducción 

de señal dependiente de integrinas es otra de las reguladas por calpaínas, al ser substrato 

de las calpaínas muchas de las proteínas implicadas (talina, filamina, paxilina, vinculina, 

PTP-1B, ppFAK125, pp60c-src, RhoA, etc.). Por este motivo, los efectos que la actividad de 

las calpaínas tiene en la movilidad celular no se deben únicamente a su papel como 

responsables del desensamblaje de proteínas del citoesqueleto, sino que también regulan 
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la señalización asociada a estos procesos (Goll et al., 2003). Por ejemplo, la formación de 

invadopodios en células tumorales depende de la proteolisis de la fosfatasa PTP-1B catali-

zada por m-calpaína (Cortesio et al., 2008). La degradación de otros substratos de las 

calpaínas, como calcineurina, FAK, src o ZAP-70, puede regular otras vías de señalización 

celular (Sato and Kawashima, 2001). 
 

3.4.2.3. Ciclo celular 
 

El ciclo celular es otro de los procesos fisiológicos que es regulado por calpaínas, 

aun cuando no parecen tener un papel fundamental. Se ha observado que las calpaínas 

degradan proteínas reguladoras del ciclo celular, su inhibición frena el progreso a través 

de la fase G1 en algunos modelos celulares y su inyección en núcleos de oocitos induce 

meiosis. Sin embargo, modelos knock-out para calpaínas han mostrado que éstas no son 

necesarias para la mitosis, aunque sí afectan al ritmo de proliferación celular (Goll et al., 

2003). 
 

3.4.2.4. Potenciación a largo plazo 
 

En neuronas, la proteolisis por calpaínas de fodrina, de las subunidades NR2 del 

receptor NMDA o de la proteína PSD-95 en el axón terminal es necesaria para la reestruc-

turación de la densidad postsináptica propia de la potenciación a largo plazo (Goll et al., 

2003; Lynch et al., 2007). 
 

3.4.2.5. Apoptosis 
 

La activación de las calpaínas puede inducir apoptosis en determinados tipos celu-

lares, y esta activación sólo ocurre con algunos de los estímulos proapoptóticos (Goll et 

al., 2003). Se han descrito diversas vías por las que las calpaínas pueden estar implicadas 

en la apoptosis; pueden inhibir la apoptosis inactivando proteolíticamente la caspasa 9 

pero también inducirla activando las procaspasas 7 y 12 e inhibiendo Bcl-xl; pueden 

proteolizar y activar las proteínas proapoptóticas Bax, Bid y AIF; puede catalizar la 

proteolisis de Atg5, cuyo producto es proapoptótico; y pueden translocar al núcleo y 

degradar CaMKIV, lo cual tendría un efecto proapoptótico (Chen et al., 2001; Goll et al., 

2003; Raynaud and Marcilhac, 2006; Yousefi et al., 2006; Gafni et al., 2009).  
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3.4.2.6. Autofagia 
 

Se ha relacionado a las calpaínas con el proceso de autofagia, pero su papel en 

ella es controvertido. Mientras que un estudio muestra que la subunidad pequeña de las 

calpaínas clásicas es necesaria para la inducción de autofagia en respuesta a diversos 

estímulos, y su inhibición favorece la apoptosis (Demarchi et al., 2006), otros trabajos 

describen en células con sobreexpresión de Atg5, en las que hay más autofagia, que la 

proteolisis de Atg5 dependiente de calpaínas induce apoptosis (Yousefi et al., 2006), y en 

una línea celular de fibroblastos la inhibición conjunta de caspasas y calpaínas induce 

muerte celular mediada por autofagia (Madden et al., 2007). Las dudas sobre el papel de 

las calpaínas en la regulación de la autofagia se acrecientan por el hecho de que sólo uno 

de estos trabajos ha estudiado el efecto de la inhibición de las calpaínas en la autofagia 

sin usar estímulos para inducirla (Demarchi et al., 2006). 
 

3.4.3. Patologías con alteración de la actividad de las calpaínas 
 

Aparte de todas las funciones fisiológicas que se han descrito, las calpaínas han 

sido implicadas en multitud de patologías. La asociación de las calpaínas con estas enfer-

medades se puede dividir en dos tipos. Por un lado, están aquellas patologías en las que 

se han detectado mutaciones, polimorfismos o cambios de expresión de alguna calpaína, 

como la distrofia muscular de cinturas tipo 2A (LGMD2A), la diabetes mellitus tipo 2, el 

síndrome del ovario policístico, el cáncer gástrico y la recurrencia de carcinoma hepato-

celular tras transplante. Por otro lado, existen patologías en las que o bien se ha observa-

do una elevación de la actividad de las calpaínas, generalmente asociada a la pérdida de 

la homeostasis del Ca2+, o bien se ha observado un efecto beneficioso de su inhibición, 

como las distrofias musculares de Duchenne y Becker, las enfermedades de Alzheimer, 

Parkinson y Huntington, la esclerosis múltiple, las cataratas, el desorden obsesivo-

compulsivo, la lisencefalia, la isquemia cerebral y el infarto de miocardio (Gonzalez et 

al., 2003; Zatz and Starling, 2005; Alvira et al., 2008; Cowan et al., 2008; Bai et al., 

2009; Yamada et al., 2009). 
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4. LAS CALPAÍNAS EN EL MIOCARDIO REPERFUNDIDO 
 

4.1. ACTIVIDAD DE LAS CALPAÍNAS EN EL MIOCARDIO 
 

Las funciones fisiológicas de las calpaínas en los cardiomiocitos han sido poco 

estudiadas, existiendo únicamente el estudio en el que se atribuye a la µ-calpaína una 

función homeostática en el recambio proteico de las miofibrillas (Galvez et al., 2007). No 

obstante, su implicación en condiciones patológicas del corazón ha sido estudiada en 

varios ámbitos, como el daño por reperfusión (Yoshida et al., 1995; Urthaler et al., 1997; 

Chen et al., 2001; Inserte et al., 2004; Singh et al., 2004; Khalil et al., 2005), el 

remodelado tras infarto (Saitoh et al., 2006), la insuficiencia cardíaca (Yoshida et al., 

2003; Takahashi et al., 2005), la hipertrofia por hipertensión (Letavernier et al., 2008), la 

fibrilación auricular (Goette et al., 2002), la caquexia por cáncer (Costelli et al., 2001), 

la muerte celular por uremia (Harwood et al., 2003), la muerte celular y la dilatación y 

disfunción del miocardio por AZT (Purevjav et al., 2007), o la disfunción miocárdica por 

endotoxemia (Li et al., 2009b). 
 

4.2. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN EL DAÑO POR REPERFUSIÓN 
 

 La implicación de las calpaínas en el daño por reperfusión ha sido demostrada en 

varios estudios y en diversas especies y modelos, tanto ex vivo como in vivo. El uso de 

inhibidores de calpaínas ha reducido la muerte celular y mejorado la recuperación funcio-

nal en corazones sometidos a isquemia y reperfusión en modelos ex vivo de rata (Inserte 

et al., 2004) y de conejo (Neuhof et al., 2004), así como en un modelo porcino in vivo 

(Khalil et al., 2005). A pesar de ello, el conocimiento tanto de los mecanismos a través 

de los cuales la activación de las calpaínas resulta perniciosa para el miocardio como de 

la regulación de su actividad es incompleto. Los estudios con inhibidores de calpaínas se 

han realizado siempre con administración de la droga de manera previa al inicio del 

episodio isquémico, por lo que se ignora el momento de activación de las calpaínas. Este 

punto es esencial ya que determinará el interés clínico de las calpaínas como diana tera-

péutica destinada a reducir la muerte celular en pacientes con infarto agudo de miocar-

dio. De forma simultánea al trabajo aquí presentado, se ha utilizado un inhibidor de las 

calpaínas exclusivamente durante la reperfusión sin excluir una posible actividad de las 

calpaínas durante la isquemia (Neuhof et al., 2008). Dos estudios previos no encontraron 

actividad de las calpaínas en el miocardio isquémico, pero con periodos de isquemia de 
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tan sólo 20 minutos de duración, posiblemente insuficientes para producir un aumento 

significativo del Ca2+ citosólico (Yoshida et al., 1995; Sorimachi et al., 1997). 
 

4.2.1. Fragilidad sarcolemal y degradación del citoesqueleto de 
membrana 
 

 Varios trabajos han demostrado que la actividad de las calpaínas provoca la degra-

dación de proteínas estructurales como la fodrina, la desmina y la anquirina (Yoshida et 

al., 1995; Inserte et al., 2004). La degradación de la fodrina, que forma la base del 

citoesqueleto de membrana, se ha asociado a un aumento de la fragilidad sarcolemal 

(Armstrong et al., 2001; Inserte et al., 2004). Esta fragilidad reduce la tolerancia del 

sarcolema al estrés mecánico del inicio de la reperfusión, resultado de la hipercontrac-

tura y el edema, y contribuye a la ruptura del sarcolema. La anquirina, por su parte, sir-

ve de enlace entre proteínas de membrana plasmática y el citoesqueleto basado en fodri-

na (Rubtsov and Lopina, 2000); entre las proteínas de membrana que estabiliza anclándo-

las al citoesqueleto está la bomba Na+/K+-ATPasa (Jordan et al., 1995). Dos estudios han 

demostrado la importancia de este anclaje: la ausencia de anquirina-B en cardiomiocitos 

de ratón reduce los niveles en membrana de la subunidad α de la bomba (Mohler et al., 

2003), y la isquemia en túbulos renales provoca la pérdida de la polaridad de la bomba 

Na+/K+-ATPasa al inducir su disociación del citoesqueleto de fodrina (Woroniecki et al., 

2003). La degradación de fodrina y anquirina, por tanto, podría tener efectos deletéreos 

sobre la bomba Na+/K+-ATPasa y, en consecuencia, aumentar la sobrecarga de Na+ y la de 

Ca2+ en el inicio de la reperfusión y contribuir así al daño por reperfusión (Figura 6). 
 

4.2.2. Homeostasis del Ca2+ 
 

La homeostasis del Ca2+ resulta afectada por la degradación mediada por calpaínas 

de proteínas implicadas en su transporte. Diversos estudios han observado tras isque-

mia/reperfusión descensos en la cantidad del transportador SERCA, el receptor de riano-

dina, fosfolamban, los canales de Ca2+ tipo L y el NCX, descensos que eran prevenidos con 

la inhibición de las calpaínas (Singh et al., 2004; French et al., 2006; French et al., 2008). 

En uno de estos trabajos la inhibición de las calpaínas también preservó los niveles de 

captación y liberación de Ca2+ del retículo sarcoplasmático, dañados por la isquemia/re-

perfusión (Singh et al., 2004), sugiriendo que la degradación de SERCA, receptores de 

rianodina y fosfolamban que observaban tenía un efecto sobre la función homeostática 

del Ca2+ del retículo sarcoplasmático. La degradación de estas proteínas puede contribuir 
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calpaincalpain

Na+/K+-ATPase

al daño por reperfusión tanto potenciando la sobrecarga de Ca2+ como causando disfun-

ción contráctil.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se ha descrito que la proteolisis del NCX3 inactiva al intercambiador (Bano et al., 

2005). Sin embargo, la inactividad del NCX es probablemente perniciosa para el cardio-

miocito durante la reperfusión, dado que el efecto beneficioso de la disminución de la 

entrada de Ca2+ durante los primeros minutos, cuando el intercambiador funciona en 

modo reverso, es anulado por la disminución posterior de la extrusión de Ca2+ a través del 

intercambiador cuando se recupera la dirección normal del intercambio Na+/ Ca2+. De 

hecho el bloqueo prolongado del NCX aumenta la muerte celular en corazones reper-

fundidos (Inserte et al., 2002). 
 

4.2.3. Estabilidad lisosomal 
 

Un posible mecanismo a través del cual la actividad de las calpaínas podría contri-

buir a la muerte celular es la ruptura de los lisosomas y la consiguiente liberación de 

Figura 6. Esquema del citoesqueleto de membrana basado en fodrina y de la asociación de la 
bomba Na+/K+-ATPasa a éste a través de la anquirina. En rojo se indican las dianas proteolíticas 
de las calpaínas, cuya degradación podría afectar a la función de la bomba. Adaptado de 
Rubtsov and Lopina, 2000. 
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enzimas proteolíticas al citosol. Este fenómeno no ha sido estudiado en la isquemia y la 

reperfusión miocárdicas pero sí en neuronas (Yamashima, 2004). 
 

4.2.4. Apoptosis 
 

Además de su participación en la inducción de necrosis, las calpaínas han sido 

implicadas en la apoptosis postisquémica con la proteolisis de Bid, proteína citosólica 

proapoptótica cuyo fragmento resultante de la proteolisis por calpaínas es capaz de 

translocar a la mitocondria e inducir la liberación de citocromo c y probablemente otros 

factores inductores de apoptosis (Chen et al., 2001).  
 

4.2.5. Aturdimiento 
 

La degradación de proteínas miofibrilares como las troponinas I y T ha sido seña-

lada como responsable del aturdimiento, la disfunción contráctil reversible que padece el 

miocardio reperfundido y que no es causada por la muerte celular (Maekawa et al., 

2003); sin embargo, hay controversia tanto respecto al papel de las troponinas en el atur-

dimiento (Thomas et al., 1999; Kim et al., 2001; McDonough et al., 2001) como respecto 

a que la proteolisis de éstas sea catalizada por las calpaínas (Barta et al., 2005).  
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5. MECANISMOS ENDÓGENOS DE PROTECCIÓN 
MIOCÁRDICA 

 

 El precondicionamiento y el postcondicionamiento isquémicos son dos potentes 

estrategias cardioprotectoras frente al daño por reperfusión que se basan en la aplicación 

de isquemias breves antes o después de la isquemia, respectivamente. Algunos mecanis-

mos moleculares responsables de cardioprotección parecen ser compartidos por ambas 

maniobras. En el caso del precondicionamiento uno de los mecanismos descritos es la 

inhibición de las calpaínas y la consiguiente reducción de la fragilidad sarcolemal (Inserte 

et al., 2004). Sin embargo, se ignora si la inhibición de estas proteasas tiene otros efectos 

beneficiosos. En cuanto al postcondicionamiento, recientemente descrito, aún no se ha 

estudiado el efecto de esta maniobra sobre la actividad de las calpaínas. Por estos moti-

vos, en esta tesis se estudia el papel de las calpaínas en estas maniobras cardioprotecto-

ras, cuyas características se detallan a continuación. 
  

5.1. PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO 
 

 El precondicionamiento isquémico es una maniobra cardioprotectora que consiste 

en la aplicación de varios ciclos cortos de isquemia y reperfusión realizados antes de la 

isquemia miocárdica. Estos periodos cortos de isquemia, con una duración mínima de 2 

minutos, protegen de forma potente al miocardio frente al daño por reperfusión si el 

inicio de la isquemia prolongada tiene lugar en una de las dos ventanas de protección 

identificadas: una correspondiente al precondicionamiento clásico y que comprende el 

periodo de tiempo entre el final de los ciclos de isquemia/reperfusión hasta 3 horas des-

pués, y una segunda conocida como precondicionamiento tardío que se extiende desde 

las 12 hasta las 72 horas tras el final de los ciclos. La protección en esta segunda ventana 

es inferior a la obtenida en la primera y, aunque comparte los mecanismos iniciadores de 

la protección, los mecanismos efectores son distintos. Recientemente se ha descrito el 

precondicionamiento remoto, en el que la protección miocárdica es otorgada por ciclos 

de isquemia realizados en otro órgano. En este trabajo los estudios sobre el precondicio-

namiento se realizaron en la primera ventana de protección, por lo que toda la infor-

mación que sigue es sobre los mecanismos del precondicionamiento isquémico clásico 

(Yellon and Downey, 2003; Ferdinandy et al., 2007). 

 La información sobre los mecanismos que median la protección otorgada por el 

precondicionamiento es numerosa dado el interés terapéutico que tienen, pero aún 
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incompleta. Estos mecanismos se dividen entre aquellos que inician el proceso de protec-

ción durante los ciclos de precondicionamiento, aquellos que lo continúan y conservan 

hasta el inicio de la reperfusión, y aquellos que en la reperfusión ejercen la protección 

de forma directa, a pesar de que algunos de ellos aún no estén claramente clasificados 

(Yellon and Downey, 2003).  
  

5.1.1. Iniciadores del precondicionamiento 
 

El corazón sometido a isquemia breve libera adenosina, bradiquinina, norepinefri-

na y opioides, moléculas que activarían receptores acoplados a proteína Gi, la cual 

iniciaría las vías de señalización que median la protección. Otros iniciadores peor carac-

terizados son los radicales de oxígeno y una elevación transitoria del Ca2+ intracelular 

(Yellon and Downey, 2003). 
  

5.1.2. Mediadores del precondicionamiento 
5.1.2.1. Cinasas 
 

Los mecanismos mediadores son vías de transducción de señales que transmiten el 

proceso de protección hasta aquellos mecanismos que en la reperfusión protegen al 

miocardio. Entre estos mediadores se encuentra la PKC, cuya inhibición revierte el pre-

condicionamiento si se realiza durante la isquemia. Otras cinasas que han sido propuestas 

como mediadoras son las MAPK cinasas, que actuarían por debajo de la PKC o en paralelo, 

Akt y PKA (Yellon and Downey, 2003; Inserte et al., 2004; Murphy and Steenbergen, 

2008).  
 

5.1.2.2. Señalización mitocondrial 
 

Muchos autores proponen que los canales mitocondriales de K+ dependientes de 

ATP (mitoKATP) son mediadores del precondicionamiento. La apertura de estos canales 

sería inhibida por el ATP y su participación en el precondicionamiento es defendida por-

que su inhibición lo revierte y su apertura con activadores lo reproduce. Se propone que 

su apertura disminuye la captación de Ca2+ o que la hinchazón de la matriz mitocondrial 

que provoca favorece la fosforilación de creatina. También se ha descrito que estos 

canales están por encima de cinasas como ERK en la vía de señalización, sobre las que 

actuaría favoreciendo la producción mitocondrial de radicales de oxígeno, pero por deba-

jo de los receptores acoplados a proteína Gi, PI3K, PKC y PKG (Yellon and Downey, 2003; 
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Ferdinandy et al., 2007; Murphy and Steenbergen, 2008). No obstante, la estructura mo-

lecular de estos canales se desconoce, y algunos autores niegan su existencia (Halestrap 

et al., 2004). 
 

5.1.2.3. Conexina 43 mitocondrial 
 

La conexina 43 forma hemicanales en la membrana interna mitocondrial; aunque 

la función de estos hemicanales no está clara, su ausencia reduce la entrada de K+ en la 

mitocondria tanto en presencia como en ausencia de ATP y dificulta el precondiciona-

miento (Rodriguez-Sinovas et al., 2006). Este último hecho sería coherente con la dismi-

nución de la capacidad de cardiomiocitos deficientes en conexina 43 (Cx43KI32) para 

generar radicales de oxígeno en respuesta a estímulos precondicionantes (Garcia-Dorado 

et al., 2006; Miro-Casas et al., 2009). 
 

5.1.3. Efectores del precondicionamiento 
 

Los mecanismos finales del precondicionamiento isquémico son muy interesantes 

desde un punto de vista terapéutico dado que tienen lugar durante la reperfusión y 

podrían ser activados farmacológicamente. No obstante, están poco definidos, debido a 

la dificultad para identificar a un mecanismo como el último de la cadena y responsable 

directo de la prevención de la muerte celular. Esta dificultad se agrava por la falta de 

consenso sobre las causas principales de la muerte celular en la reperfusión, lo que lleva 

a resultados muy heterogéneos. Ya se ha mencionado a uno de los posibles efectores del 

precondicionamiento, los mitoKATP, sobre los que no hay certeza sobre su mecanismo de 

acción. 
 

5.1.3.1. Atenuación de la hipercontractura 
 

Se ha demostrado que el precondicionamiento atenúa la hipercontractura, 

reduciendo así el estrés mecánico en la célula. Aunque no se conoce con exactitud el 

mecanismo, se ha propuesto la mediación de la PKG. La actividad de esta cinasa aumen-

taría la captación de Ca2+ por parte del retículo sarcoplasmático y reduciría las oscilacio-

nes de Ca2+, además de reducir la sensibilidad del miofilamento al Ca2+ (Garcia-Dorado et 

al., 2006). 
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5.1.3.2. Reducción de la fragilidad sarcolemal 
 

La inhibición de la proteolisis de proteínas estructurales que forman parte del 

citoesqueleto de membrana es otro de los mecanismos efectores del precondicionamien-

to. Tal y como se ha dicho, el precondicionamiento inhibe las calpaínas a través de la 

PKA, lo que aumenta la resistencia de las células al estrés mecánico producido por la 

hipercontractura y el edema (Inserte et al., 2004; Garcia-Dorado et al., 2006). 
 

5.1.3.3. Inhibición de la apertura del poro de transición mitocondrial 
 

Se acepta ampliamente que la regulación de la apertura del mPTP es uno de los 

mecanismos efectores de la protección por precondicionamiento. Una vía de señalización 

propuesta para la inhibición del poro de transición consiste en la activación de la PKG, 

que activaría la PKCε1, la cual a su vez promovería la apertura de los canales mitoKATP. 

La apertura de estos canales generaría H2O2, lo que activaría tanto la PKCε1 como la 

PKCε2; esta última sería la responsable, de manera directa o a través de la la fosfori-

lación por GSK3β, de la inhibición de la apertura del mPTP (Garcia-Dorado et al., 2006; 

Ferdinandy et al., 2007). 
 

5.2. POSTCONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO 
 

 El fenómeno del postcondicionamiento isquémico fue descrito por Zhao et al. en 

el 2003 al demostrar en un modelo canino con oclusión transitoria de la coronaria 

descendente anterior que la aplicación de ciclos cortos y repetidos de isquemia/reper-

fusión realizados justo en el inicio de la reperfusión reducía el tamaño del infarto a nive-

les similares a los obtenidos con el precondicionamiento isquémico. A diferencia del 

precondicionamiento, los ciclos de isquemia/reperfusión son más cortos, variando su 

duración entre los 5 segundos, en el caso del corazón aislado de ratón, a 1 minuto cuando 

se trata de humanos. Estos ciclos de isquemia han de iniciarse de manera inmediata tras 

la reperfusión para ser efectivos (Zhao et al., 2003; Ferdinandy et al., 2007; Skyschally et 

al., 2008). 

 La efectividad del postcondicionamiento isquémico para proteger frente al daño 

por reperfusión está claramente demostrada, pero todavía no se conocen con exactitud 

cuáles son los mecanismos que protegen al cardiomiocito.  
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5.2.1. Mecanismos de la cardioprotección 
 

 Se ha propuesto que el postcondicionamiento isquémico compartiría las mismas 

vías de cardioprotección que el precondicionamiento. Estas incluirían receptores de 

membrana acoplados a proteína G y activados por moléculas liberadas al medio extrace-

lular en el inicio de la reperfusión, como los receptores A2A y A2B de adenosina, el 

receptor de bradiquinina B2, los receptores de opioides δ y µ y la guanilato ciclasa parti-

culada (Ferdinandy et al., 2007; Hausenloy, 2009). 

 Otra vía de señalización que ha sido implicada en el postcondicionamiento es la 

NO/GMPc; el uso de inhibidores de la NO sintasa y de la guanilato ciclasa soluble (uno de 

los enzimas responsables de la síntesis del GMPc) previene la protección otorgada por el 

postcondicionamiento. Esta vía actuaría a través de la PKG, la cual activaría la PKC; esta 

cinasa sensibilizaría el receptor A2B de adenosina y/o inhibiría la apertura del mPTP 

(Ferdinandy et al., 2007; Hausenloy, 2009). 

 La inhibición de la apertura de los canales mitoKATP también revierte la protec-

ción por postcondicionamiento; el efecto que su apertura tiene en el cardiomiocito reper-

fundido y las causas de esa apertura, sin embargo, no están definidos (Ferdinandy et al., 

2007; Hausenloy, 2009). 

 Uno de los modelos propuestos para explicar la protección por postcondiciona-

miento isquémico es la activación de las cinasas RISK. Bajo esta denominación se incluyen 

aquellas cinasas cuya activación es considerada como favorecedora de la supervivencia de 

la célula. Entre ellas destacan las MAPKs ERK1/2 y la vía PI3K/Akt. Estas vías conducirían 

a la activación de la NO sintasa, la inhibición del mPTP, la prevención de la apoptosis y la 

inhibición de GSK3β (Ferdinandy et al., 2007; Hausenloy, 2009). Sin embargo puede que 

la vía RISK no sea esencial en el postcondicionamiento. Estudios recientes no han encon-

trado diferencias en la fosforilación de estas cinasas en el miocardio porcino postcondi-

cionado respecto al control (Skyschally et al., 2009). 

 También se ha descrito la implicación de radicales de oxígeno, del sulfuro de 

hidrógeno, de la cinasa de esfingosina (SPK) y de la vía JAK-STAT en la señalización de la 

protección por postcondicionamiento (Hausenloy, 2009). 
 

5.2.2. El papel del pH intracelular 
 

De ninguno de los mecanismos presentados se sabe con certeza por qué se activan 

con los ciclos de isquemia/reperfusión. Tan sólo se ha propuesto que los ciclos de post-

condicionamiento podrían retrasar el lavado extracelular de adenosina previamente gene-
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rada y liberada, con lo que aumentaría la activación de los receptores de adenosina. 

Tampoco explican el motivo por el que protocolos de postcondicionamiento que funcio-

nan en un modelo no lo hacen en otro. Para explicar esto se formuló la hipótesis según la 

cual los ciclos de isquemia/reperfusión protegen el miocardio porque retrasan la normali-

zación del pH intracelular (Garcia-Dorado and Piper, 2006). La necesidad de que los ciclos 

empiecen justo en el inicio de la reperfusión y duren un mínimo de tiempo (unos 2 minu-

tos), así como que a mayor flujo coronario se requieran ciclos de perfusión más cortos 

(Iliodromitis et al., 2009), se explicaría por la necesidad de que el recambio del medio 

extracelular y el lavado de metabolitos se retrasen lo suficiente como para que un retra-

so en la recuperación del pH intracelular ejerza sus efectos beneficiosos. Entre los efec-

tos producidos por una prolongación de la acidosis se encontrarían la inhibición de la 

hipercontractura (Orchard and Kentish, 1990; Schafer et al., 2000), la inhibición de la 

apertura del poro de transición mitocondrial (Halestrap et al., 2004; Ruiz-Meana et al., 

2004) y la inhibición de las calpaínas (Kendall et al., 1993; Zhao et al., 1998), entre 

otros.  

Esta hipótesis ha sido investigada en dos estudios previos. En corazones de perro 

in vivo, el pH de la sangre venosa coronaria permaneció ácida más tiempo en los cora-

zones postcondicionados que en los control; la administración de bicarbonato sódico 

durante el inicio de la reperfusión revirtió el postcondicionamiento isquémico y la fosfo-

rilación de Akt y ERKs (Fujita et al., 2007). En otro estudio, la perfusión con tampón a pH 

7.7 durante el protocolo de postcondicionamiento previno la protección (Cohen et al., 

2007). A pesar de estos resultados, no se había comprobado realmente que el postcondi-

cionamiento isquémico retrase la normalización del pH intracelular ni, por tanto, que 

aquellos protocolos que no funcionan sean incapaces de retrasarla suficientemente, por 

lo que datos más concluyentes son necesarios para poder afirmar que la acidosis intrace-

lular tiene un papel fundamental en la protección por postcondicionamiento isquémico. 
 

5.2.3. Utilidad terapéutica en el infarto de miocardio 
 

 Las características del postcondicionamiento isquémico lo convierten en una 

maniobra terapéutica factible en pacientes de infarto de miocardio tratados con angio-

plastia primaria, en los que el balón que se infla para desobstruir el trombo se puede 

hinchar y deshinchar repetidamente para realizar el protocolo de postcondicionamiento. 

De hecho, ya se han realizado ensayos clínicos con esta estrategia tanto en infarto de 

miocardio (Staat et al., 2005; Thibault et al., 2008) como en cirugía (Luo et al., 2008; Li 
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et al., 2009a), y los resultados han sido positivos en todos ellos. Sin embargo, el postcon-

dicionamiento isquémico tiene limitaciones como terapia. Por un lado, no se puede 

realizar en pacientes tratados con trombolisis. Además, la variablilidad en la efectividad 

de los protocolos entre modelos experimentales y grupos de investigación hace albergar 

dudas sobre la óptima eficiencia del protocolo seleccionado en todos los pacientes; no 

sólo eso, sino que algunos estudios han observado la pérdida de la protección en animales 

hiperlipidémicos (Iliodromitis et al., 2006; Kupai et al., 2009), hipertensos (Penna et al., 

2009), diabéticos (Granfeldt et al., 2009) y ancianos (Boengler et al., 2008). Por estos 

motivos, desarrollar terapias farmacológicas que imiten el postcondicionamiento isquémi-

co ampliaría el rango de pacientes tratables y optimizaría la eficacia y seguridad del tra-

tamiento. 
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HIPÓTESIS 
 

 El estudio presentado parte de resultados obtenidos previamente por nuestro 

grupo en los que se confirmó en un modelo de corazón de rata aislado y perfundido en un 

sistema Langendorff que la actividad proteolítica de las calpaínas se encuentra elevada 

tras un episodio de isquemia transitoria y que esta actividad contribuye a la muerte 

celular que tiene lugar durante la reperfusión miocárdica a través de la degradación de 

proteínas estructurales (Inserte et al., 2004). Dada la relevancia de las calpaínas en el 

daño por reperfusión, con esta tesis se ha pretendido evaluar su potencial como diana 

terapéutica. Para ello se ha caracterizado la regulación de su activación durante la isque-

mia y la reperfusión, profundizando en los mecanismos por los que contribuye al daño por 

reperfusión y su participación en la cardioprotección generada por el precondicionamien-

to y el postcondicionamiento isquémicos. 

La hipótesis planteada fue que, durante la isquemia miocárdica transitoria, la 

activación de las calpaínas tiene lugar exclusivamente durante la reperfusión miocárdica, 

lo que las convertiría en una novedosa diana terapéutica en pacientes que sufren un 

infarto agudo de miocardio, y contribuye al daño por reperfusión mediante la degrada-

ción de proteínas estructurales que estabilizan la Na+/K+-ATPasa en membrana, dando 

lugar a una pérdida de su actividad en el inicio de la reperfusión y una mayor entrada de 

Ca2+ a través del NCX, mientras que su inhibición media el efecto protector del precon-

dicionamiento y el postcondicionamiento isquémicos.  
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OBJETIVOS 
 

 El objetivo principal de esta tesis ha sido someter a prueba la hipótesis de trabajo 

en un modelo ex vivo de corazón aislado de rata. Los objetivos secundarios fueron: 

1.1) Analizar la cinética de la activación de las calpaínas en corazones aislados de rata 

sometidos a diferentes tiempos de isquemia seguidos o no de reperfusión. 

1.2) Evaluar en corazón aislado de rata el papel del Ca2+ y del pH en la activación de 

las calpaínas. 

1.3) Estudiar la translocación a membrana de las calpaínas clásicas y su relación con la 

actividad en el miocardio reperfundido. 

2.1) Analizar la disfunción de la Na+/K+-ATPasa y el daño miocárdico derivado de ésta 

en corazones sometidos a isquemia y reperfusión. 

2.2) Estudiar la contribución de las calpaínas a la disfunción de la Na+/K+-ATPasa en el 

inicio de la reperfusión. 

2.3) Determinar el mecanismo responsable de la disfunción de la bomba Na+/K+-ATPasa 

causada por la actividad de las calpaínas. 

3.1) Analizar la actividad de la Na+/K+-ATPasa en corazones aislados de rata sometidos 

a un protocolo de precondicionamiento isquémico. 

3.2) Determinar el papel de la inhibición de las calpaínas en los cambios que el 

precondicionamiento provoca en la actividad de la bomba Na+/K+-ATPasa en el 

inicio de la reperfusión. 

3.3) Estudiar la relación entre el retraso en la normalización del pH intracelular en el 

inicio de la reperfusión y la cardioprotección otorgada por el postcondicionamien-

to isquémico. 

3.4) Determinar el efecto del postcondicionamiento sobre la actividad de las calpaínas 

en el inicio de la reperfusión. 

3.5) Analizar la efectividad de la inhibición de las calpaínas durante la reperfusión 

como maniobra cardioprotectora en un modelo in vivo de isquemia/reperfusión. 
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MATERIALES 
 

1. ANIMALES 
 

Las ratas machos de la cepa Sprague-Dawley se obtuvieron de Harlan Ibérica 

(España) y fueron mantenidas en el estabulario del Institut de Recerca del Hospital 

Universitari Vall d’Hebron alimentadas ad libitum con pienso estándar y sometidas a 

ciclos de luz y oscuridad de 12 horas cada uno con temperatura (20-24ºC) y humedad (40-

70%) controladas.  
 

2. REACTIVOS Y FÁRMACOS 
 

El tampón Laemmli 2x, el tampón TGS 10x y la acrilamida/bisacrilamida 37.5:1 se 

obtuvieron de BioRad (Estados Unidos).  

El Superblock Blocking Buffer y el substrato de luminiscencia SuperSignal West 

Dura Extended Duration Substrate se obtuvieron de Pierce (Estados Unidos). 

El KB-R7943 se obtuvo de Tocris Ltd (Reino Unido).  

El MDL-28170, la m-calpaína recombinante y el CPT-cAMP se obtuvieron de 

Calbiochem (Estados Unidos).  

Los reactivos para tampones, el etanol, el polietilenglicol-400, la ouabaína, la 2,3-

butanediona monoxima (BDM), el cloruro de trifeniltetrazolio (TTC), el H89, el NADH, el 

piruvato sódico, el DAPI, el suero de cabra, el molibdato de amonio, el reactivo de Fiske-

Subbarow, el C4H4KO7Sb.0.5H2O, el Igepal, el ácido deoxicólico, el Tritón X-100, el Tween 

20, el dodecil sulfato de sodio (SDS), el rojo de Ponceau, el TEMED y el cóctel de inhibi-

dores de proteasas se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemie (Alemania).  
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MÉTODOS 
 

1. MODELOS EXPERIMENTALES 
1.1. Perfusión de corazón aislado de rata 
 

Los procedimientos experimentales se ajustaron a la Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animals publicada por el National Institute of Health de Estados Unidos 

(NIH Publication No. 85-23, revised 1996), y fueron aprobados por el Comité Ético de 

Investigación del Hospital Vall d’Hebron. 

 Se utilizó el modelo Langendorff de corazón de rata aislado y perfundido, que 

permite un estudio fisiológico del corazón a la vez que reduce la variabilidad de un mode-

lo in vivo al obviar variables como los efectos de la inervación y de la sangre (hormonas, 

células, coagulación, etc.). En este modelo el corazón es extraído tras toracotomía y es 

canulado por la aorta. A través de la cánula se proporciona un flujo de tampón oxigenado 

que perfunde retrógradamente el corazón al ser detenido el flujo por la válvula aórtica y 

desviado a los ostia coronarios, por los que el tampón accede a las coronarias y perfunde 

todo el miocardio. 
 

1.1.1. Preparación del modelo 
 

Las ratas, Sprague-Dawley machos de 300 a 350 gramos, fueron anestesiadas con 

una inyección intraperitoneal de pentobarbital sódico (150 mg/kg). Los corazones fueron 

rápidamente perfundidos en un sistema Langendorff no recirculante con un flujo constan-

te de 10 ml/min usando un tampón de bicarbonato Krebs-Henseleit modificado (KHB, en 

mM: NaCl 140, NaHCO3 24, KCl 2.7, KH2PO4 0.4, MgSO4 1, CaCl2 1.8, glucosa 11), equili-

brado con 95%O2-5%CO2 y atemperado a 37ºC. 
 

1.1.2. Parámetros funcionales 
 

Se monitorizó la presión del ventrículo izquierdo (LVP) mediante el uso de un 

balón de látex lleno de agua colocado en el ventrículo izquierdo e inflado hasta obtener 

una presión diastólica (LVEDP) entre 5 y 8 mm Hg; dos transductores de presión 43600F 

(Baxter, Holanda) transfirieron los valores de la presión del balón y de la presión de 

perfusión a un registro informático (Chart 5.2 de ADInstruments, Australia) a través de un 

amplificador y digitalizador de señal Powerlab (ADInstruments). 
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1.1.3. Protocolos básicos 
 

Los protocolos de isquemia/reperfusión fueron realizados con isquemia global 

provocada mediante la interrupción completa del flujo tras un equilibrado de 30 minutos 

de perfusión durante los cuales el corazón se adapta al medio de perfusión cristaloide. 

Durante la isquemia los corazones se bañaron en suero fisiológico a 37ºC para mantener la 

temperatura en ausencia de flujo, y mostraron el característico aumento de la presión 

diastólica conocido como rigor isquémico y asociado a la depleción de ATP (Figura 7B). La 

restauración del flujo inició la reperfusión, indujo la hipercontractura (Figura 7C), que es 

medida como el incremento máximo de la LVEDP durante la reperfusión y aparece con un 

retraso respecto a la restauración del flujo denominado tiempo de hipercontractura 

(Figura 7D), y propició un grado variable de recuperación funcional que se manifestó en 

la presión desarrollada del ventrículo izquierdo (LVdevP), calculada como la diferencia 

entre el pico sistólico de la presión del ventrículo izquierdo y la LVEDP (Figuras 7A y 7E).  

Los experimentos de isquemia/reperfusión en los que los corazones fueron estu-

diados por resonancia magnética nuclear se realizaron con un sistema Langendorff adap-

tado para que el corazón fuera perfundido y analizado simultáneamente con un espectró-

metro Bruker Avance 400 (Rheinstetten, Alemania). Paralelamente al análisis espectros-

cópico se monitorizaron la LVP y la presión de perfusión. 

Los protocolos en los que se indujo la activación del intercambiador Na+/Ca2+ se 

realizaron mediante perfusión con un tampón sin Na+ y con Ca2+ elevado. Tras 30 minutos 

de perfusión con tampón HEPES (pH 7.4, en mM: NaCl 138, HEPES 6, CaCl2.6H2O 1.8, 

MgSO4 1.2, KH2PO4 1.2, KCl 4.7, glucosa 11) éste fue substituido por tampón sin Na
+ 

(manitol 269 mOsm, HEPES 6 mM, CaCl2.6H2O 5 mM, MgSO4 1.2 mM, KCl 4.7 mM, glucosa 

11 mM), capaz de activar el modo reverso del intercambiador Na+/Ca2+ (Inserte et al., 

2002). 
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1.2. Isquemia/reperfusión in vivo 
1.2.1. Preparación del modelo 
 

Los procedimientos experimentales se ajustaron a la Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animals publicada por el National Institute of Health de Estados Unidos 

(NIH Publication No. 85-23, revised 1996), y fueron aprobados por el Comité Ético de 

Investigación del Hospital Vall d’Hebron. 

Las ratas, Sprague-Dawley machos de 250 a 400 gramos, fueron premedicadas con 

una inyección intraperitoneal de atropina a 0.05 mg/kg (Braun, Alemania) y anestesiadas 

con una inyección intraperitoneal de ketamina a 75 mg/kg (Pfizer, Estados Unidos) y 

xilacina a 10 mg/kg (Calier, España). Posteriormente las ratas fueron intubadas oralmen-

te con un catéter intravenoso 16G y ventiladas mecánicamente (75 respiraciones/minuto, 

volumen tidal de 8-10 ml/kg, 100% O2) con un ventilador Inspira ASV (Harvard Apparatus, 

Estados Unidos). Se monitorizó la presión inspiratoria de forma continua, manteniéndose 

al animal con presión positiva al final de la espiración (PEEP). La anestesia fue mantenida 

con isofluorano al 1-2% (Abbott, Estados Unidos). Antes de proceder a la cirugía se admi-

nistró analgesia subcutáneamente (brupenorfina a 0.035 mg/kg, Schering-Plough, Estados 

Figura 7. Registro representativo de la presión del ventrículo izquierdo (LVP) de un corazón 
sometido a 60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión. Tras un periodo de estabilización del 
corazón, en el cual la contracción es estable (A), la isquemia inhibe rápidamente la contracción. 
Tras 12-15 minutos de isquemia aparece el rigor isquémico (B) causado por la depleción de ATP. 
La reperfusión conlleva un brusco incremento de la presión de la LVEDP conocido como 
hipercontractura (C). Los parámetros estudiados en los registros de presión ventricular izquierda 
son la LVdevP preisquémica (A), el grado de hipercontractura (C), el tiempo de hipercontractura 
(D) y la LVdevP al final de la reperfusión (E). 
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Unidos). La temperatura corporal fue monitorizada y mantenida en 37ºC durante todo el 

protocolo con una sonda rectal conectada a un termómetro digital y una manta térmica.  
 

1.2.2. Parámetros hemodinámicos 
 

Un catéter fue introducido en la arteria carótida derecha para monitorizar la 

presión arterial sistémica con un amplificador DA100C (Biopac Systems, Estados Unidos) y 

se aplicaron electrodos subcutáneos para monitorizar el electrocardiograma con un 

amplificador ECG100C (Biopac Systems). La señal amplificada fue integrada en el sistema 

de adquisición MP100 (Biopac Systems) y registrada con el programa AcqKnowledge 3.9 

(Biopac Systems). Los parámetros funcionales medidos en distintos momentos del proto-

colo fueron la frecuencia cardíaca (FC) y las presiones arteriales media (PAM), sistólica 

(PS) y diastólica (PD). 
 

1.2.3. Protocolo básico 
 

Se introdujo un catéter PE-50 lleno de suero en la vena yugular derecha como vía 

de infusión. El corazón fue expuesto a través del cuarto espacio intercostal, ensanchado y 

mantenido abierto con un microrretractor ajustable (Medicon eG, Alemania). Se ligó la 

coronaria descendente anterior izquierda a 1 mm del apéndice de la aurícula izquierda 

con un hilo de sutura 6/0 Silkam (Braun) pasado por debajo de la coronaria. La presión 

necesaria para la oclusión fue ejercida por el estiramiento del hilo, mantenido con un 

tubo de silicona fijado sobre la ligadura, y con un pledget entre tubo y miocardio para 

evitar lesiones. La oclusión de la coronaria fue confirmada por palidez visual de la zona 

isquémica así como por alteraciones del QRS (elevación del segmento ST) en los primeros 

segundos de la oclusión. La reperfusión se inició con la liberación de la presión sobre la 

coronaria, manteniendo el hilo de sutura en la misma posición para la posterior reoclu-

sión y determinación del área en riesgo.  
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2. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 
2.1. Estudio de la activación y translocación de las calpaínas, y de 
la expresión de la calpastatina, en la isquemia y la reperfusión 
 

 Tras 30 minutos de perfusión normóxica, los corazones fueron sujetos a isquemia 

de distinta duración (5, 15, 30, 60 o 90) y cada uno de estos grupos fue distribuido a su 

vez en dos subgrupos, uno de ellos reperfundido durante 30 minutos y el otro sin reper-

fusión (n=4 cada uno). Se realizaron tres grupos adicionales; en uno de ellos los corazones 

fueron sometidos a 30 minutos de perfusión normóxica sin isquemia, en otro fueron 

sometidos a 60 minutos de isquemia tras 10 minutos de perfusión con el inhibidor de 

calpaínas MDL-28170 a 10 µM, mientras que en el último los corazones fueron sometidos a 

60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión con administración de MDL-28170 10 µM los 

10 minutos previos a la isquemia y los 10 primeros minutos de la reperfusión (n=4 cada 

uno). Al final del protocolo, los corazones se congelaron en nitrógeno líquido para poste-

rior análisis bioquímico (Figura 8A). 

 Para análisis por inmunofluorescencia, 3 corazones por grupo fueron sometidos a 

60 minutos de isquemia, a 60 minutos de isquemia seguidos de 5 minutos de reperfusión 

en presencia de BDM 20 mM, un inhibidor de la contracción que previene notablemente la 

hipercontractura y la muerte celular (Garcia-Dorado et al., 1992a), o a perfusión normó-

xica con administración de BDM 20 mM durante los últimos 5 minutos. Al final del proto-

colo, secciones transversales de los corazones fueron congeladas en isopentano (Figura 

8B). 
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Figura 8. Protocolos de perfusión del estudio de la activación y translocación de las calpaínas y 
de la expresión de calpastatina en la isquemia y la reperfusión miocárdicas. A) Grupos experi-
mentales destinados al análisis por Western blot. B) Grupos experimentales para el estudio por 
inmunofluorescencia. Los cuadros en negro corresponden a isquemia, la perfusión con MDL-
28170 fue a 10 µM y con BDM fue a 20 mM. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 78 

2.2. Papel del NCX en la activación y translocación de las calpaínas 
 

 Para la realización del análisis bioquímico, corazones aislados de rata fueron 

sometidos a 30 minutos de perfusión normóxica y distribuidos en los grupos: Nx (sin isque-

mia), I (60 minutos de isquemia), IR (60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión), I+KB 

(60 minutos de isquemia con administración de KB-R7943 10 µM durante los 10 minutos 

previos a la isquemia) e IR+KB (60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión con adminis-

tración de KB-R7943 10 µM durante los 10 minutos previos a la isquemia) (n=3 por grupo). 

Aquellos corazones reperfundidos fueron perfundidos con BDM 20 mM durante los 10 

minutos iniciales de la reperfusión. Los corazones fueron congelados en nitrógeno líquido 

al finalizar el protocolo (Figura 9A). 

 Con el fin de evaluar la muerte celular, se sometieron corazones a 60 minutos de 

isquemia y 60 de reperfusión, sin tratamiento adicional o con uno de los siguientes: MDL-

28170 10 µM durante los 10 minutos previos a la isquemia y los 10 iniciales de la reperfu-

sión, o KB-R7943 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia. El efluente coronario fue 

recogido durante la reperfusión para cuantificar la lactato deshidrogenasa (Figura 9B). 
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Figura 9. Protocolos de perfusión del estudio del papel del NCX en la activación y translocación 
de las calpaínas en la isquemia y la reperfusión miocárdicas. A) Grupos experimentales destina-
dos al análisis por Western blot. B) Grupos experimentales para la cuantificación de la lactato 
deshidrogenasa. Los cuadros en negro corresponden a isquemia, la perfusión con MDL-28170 fue 
a 10 µM, con BDM a 20 mM y con KB-R7943 a 10 µM. 
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2.3. Estudio del efecto del pH intracelular sobre la actividad de las 
calpaínas 
 

 La modulación por pH de la actividad y la translocación de las calpaínas fue estu-

diada en corazón de rata con el modelo de activación del modo reverso del intercambia-

dor Na+/Ca2+. Los corazones fueron distribuidos en los siguientes grupos: pH 7.4 (30 

minutos de perfusión con tampón HEPES a pH 7.4), pH 6.4 (30 minutos de perfusión con 

tampón HEPES a pH 7.4 seguidos de 15 minutos con tampón HEPES a pH 6.4), -Na+ pH 7.4 

(30 minutos de perfusión con tampón HEPES a pH 7.4 seguidos de 15 minutos con tampón 

sin Na+ a pH 7.4), -Na+ pH 6.4 (30 minutos de perfusión con tampón HEPES a pH 7.4 

seguidos de 15 minutos con tampón sin Na+ a pH 6.4) y MDL pH 7.4 (30 minutos de 

perfusión con tampón HEPES a pH 7.4, seguidos de 15 minutos con tampón sin Na+ a pH 

7.4 y con MDL-28170 10 µM) (n=3 cada grupo). Los corazones fueron congelados en nitró-

geno líquido al finalizar el protocolo (Figura 10). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. Protocolos de perfusión del estudio del efecto de la acidosis intracelular en la 
activación y translocación de las calpaínas. La perfusión con MDL-28170 fue a 10 µM. 
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2.4. Estudio del efecto de la metil-ββββ-ciclodextrina sobre la 
activación y la translocación de las calpaínas 
 

 Corazones aislados de rata fueron sujetos a 30 minutos de isquemia con o sin 

administración del quelante de colesterol metil-β-ciclodextrina a 0.2 mM los 5 minutos 

previos a la isquemia, o sometidos a 30 minutos de isquemia y 30 de reperfusión, sin 

tratamiento adicional o con metil-β-ciclodextrina a 0.2 mM o 10 mM durante los 5 minu-

tos previos a la isquemia (n=3 cada grupo). Previamente estas concentraciones habían 

sido probadas en condiciones normóxicas para evaluar su posible toxicidad; la concentra-

ción de metil-β-ciclodextrina 10 mM se probó porque es la comunmente utilizada en estu-

dios realizados en células (Balijepalli et al., 2006; Nuzzi et al., 2007; Garg et al., 2009), 

mientras que en el único estudio en corazones aislados de rata que había usado metil-β-

ciclodextrina la concentración fue de 0.2 mM (Das et al., 2008).  
 

2.5. Estudio de la isoforma de calpastatina expresada en el 
miocardio de rata 
 

 Para el análisis de la calpastatina expresada en corazón de rata se usaron mues-

tras procedentes de corazones de rata sometidos a perfusión normóxica o 30 minutos de 

isquemia, así como miocardio procedente de la región no isquémica de un corazón de 

cerdo sometido a 48 minutos de isquemia regional y 120 minutos de reperfusión 

(Rodriguez-Sinovas et al., 2009).  
 

2.6. Estudio del efecto de la ouabaína en la muerte celular por 
reperfusión 
 

 El efecto de la inhibición de la bomba Na+/K+-ATPasa en el daño por reperfusión 

fue estudiado en corazones sometidos a 30 o 60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión 

distribuidos en 4 subgrupos: sin tratamiento, con ouabaína 150 µM los 10 minutos iniciales 

de la reperfusión, con KB-R7943 10 µM los 10 minutos iniciales de la reperfusión o con 

ambos tratamientos (n=6 por grupo) (Figura 11).  
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2.7. Estudio del papel de la Na+/K+-ATPasa y las calpaínas en el 
daño por reperfusión. Análisis bioquímico 
 

Con el fin de estudiar el papel de la activación de las calpaínas en la función de la 

bomba Na+/K+-ATPasa durante la reperfusión, corazones aislados de rata fueron someti-

dos a 30 minutos de perfusión normóxica (Nx) o a 60 minutos de isquemia y 5 de reperfu-

sión distribuidos en los grupos: IR (sin tratamiento), MDL (perfusión con MDL-28170 10 µM 

los 10 minutos anteriores a la isquemia y durante la reperfusión), BDM (perfusión con BDM 

20 mM durante la reperfusión) y MDL+BDM (perfusión con MDL-28170 10 µM los 10 minutos 

anteriores a la isquemia y durante la reperfusión, y perfusión con BDM 20 mM durante la 

reperfusión) (n=4 por grupo). Los corazones fueron congelados en nitrógeno líquido al 

finalizar el protocolo (Figura 12). 

Figura 11. Protocolos de perfusión del estudio del efecto de la inhibición de la bomba Na+/K+-
ATPasa en el daño por reperfusión. Los cuadros en negro corresponden a isquemia, la perfusión 
con ouabaína fue a 150 µM y con KB-R7943 fue a 10 µM. 
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2.8. Estudio del papel de la Na+/K+-ATPasa y las calpaínas en el 
daño por reperfusión. Análisis de la función y la muerte celular 
 

 Corazones aislados de rata fueron sometidos a 60 minutos de isquemia y 30 de 

reperfusión y distribuidos en los grupos: IR (sin tratamiento), MDL (perfusión con MDL-

28170 10 µM los 10 minutos anteriores y los 10 posteriores a la isquemia), BDM (perfusión 

con BDM 20 mM los 5 primeros minutos de reperfusión) y MDL+BDM (perfusión con MDL-

28170 10 µM los 10 minutos anteriores y los 10 posteriores a la isquemia y perfusión con 

BDM 20 mM los 5 primeros minutos de reperfusión) (n=5 por grupo) (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Protocolos de perfusión del estudio del papel de las calpaínas en la disfunción de la 
bomba Na+/K+-ATPasa. La reperfusión fue de 5 minutos en aquellos grupos destinados al análisis 
por Western blot y de la actividad enzimática de la bomba de Na+ y de 30 minutos en aquellos 
en los que fueron analizadas la muerte celular y la función contráctil. Los cuadros en negro 
corresponden a isquemia, la perfusión con MDL-28170 fue a 10 µM y con BDM fue a 20 mM. 
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2.9. Estudio del papel de la Na+/K+-ATPasa y las calpaínas en la 
protección por precondicionamiento. Análisis bioquímico 
 

 El papel que la modulación de la actividad de las calpaínas y la bomba Na+/K+-

ATPasa tienen en la protección por precondicionamiento se estudió sometiendo corazones 

aislados de rata a 30 minutos de perfusión normóxica (Nx) o a 60 minutos de isquemia y 5 

de reperfusión y distribuidos en los grupos: IR (sin tratamiento), IPC (protocolo de pre-

condicionamiento consistente en 2 ciclos de 5 minutos de isquemia seguidos de 5 minutos 

de perfusión, inmediatamente anterior al inicio de la isquemia), MDL (perfusión con MDL-

28170 10 µM los 10 minutos anteriores a la isquemia y durante la reperfusión), cAMP 

(perfusión con CPT-cAMP a 25 µM durante 5 minutos seguidos de 5 minutos de lavado 

antes del inicio de la isquemia) y H89 (protocolo de precondicionamiento con perfusión 

de H89 a 10 µM durante 5 minutos antes de cada ciclo) (Figura 13). Los corazones fueron 

congelados en nitrógeno líquido al finalizar el protocolo (n=5 por grupo). 
 

2.10. Estudio del papel de la Na+/K+-ATPasa y las calpaínas en la 
protección por precondicionamiento. Análisis de la función y la 
muerte celular 
 

 Corazones aislados de rata fueron sometidos a 60 minutos de isquemia y 30 de 

reperfusión sin tratamiento adicional o con un protocolo de precondicionamiento isqué-

mico (Figura 13) (n=5 por grupo). 
 

2.11. Estudio del papel de la Na+/K+-ATPasa y las calpaínas en la 
protección por precondicionamiento. Análisis de la cinética del Na+ 
intracelular 
 

 En el sistema Langendorff adaptado para realizar espectroscopía por resonancia 

magnética nuclear, corazones de rata fueron sometidos a 60 minutos de isquemia y 10 de 

reperfusión con el reactivo de desplazamiento TmDOTP5- (Macrocyclics, Estados Unidos) a 

3.5 mM durante los 5 minutos previos a la isquemia y toda la reperfusión. El TmDOTP5- no 

cruza membranas y por tanto desplaza la frecuencia de emisión del Na+ extracelular. La 

concentración total de Ca2+ en el tampón de perfusión fue aumentada hasta 4 mM para 

compensar la afinidad del TmDOTP5- por el Ca2+ (Van Emous et al., 1998). Durante la 

reperfusión, el tampón incluyó BDM 50 mM para prevenir la muerte celular. Los corazones 

fueron distribuidos en tres grupos: IR (sin tratamiento adicional), IPC (protocolo de pre-
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isquemia y durante la reperfusión) (Figura 13) (n=3 por grupo). 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.12. Estudio del papel del pH y las calpaínas en la protección por 
postcondicionamiento. Análisis bioquímico 
 

 Se estudió el papel del pH intracelular y la actividad de las calpaínas en la protec-

ción por postcondicionamiento con corazones de rata sometidos a 30 minutos de perfu-

sión normóxica (Nx) o a 40 minutos de isquemia y 5 de reperfusión y los siguientes trata-

mientos justo en el inicio de la reperfusión: IR (sin tratamiento), Post10 (6 ciclos de 10 

segundos de isquemia y 10 de reperfusión), Post5 (12 ciclos de 5 segundos de isquemia y 5 

de reperfusión), IR-LF (2 minutos de perfusión con el flujo a la mitad), Post10-LF (proto-

colo Post10 con el flujo a la mitad) y pH6.4 (2 minutos de perfusión a pH 6.4). En un gru-

po adicional (MDL), los corazones fueron perfundidos con MDL-28170 10 µM los 10 minutos 

Figura 13. Protocolos de perfusión del estudio del papel de la Na+/K+-ATPasa y las calpaínas en 
la protección otorgada por el precondicionamiento isquémico. La reperfusión fue de 5 minutos 
en aquellos grupos destinados al análisis por Western blot y de la actividad enzimática de la 
bomba de Na+, de 10 minutos y con BDM 20 mM en aquellos en los que se estudió la cinética de 
Na+ intracelular, y de 30 minutos en aquellos en los que fueron analizadas la muerte celular y la 
función contráctil. De arriba a abajo, los grupos IR, IPC, MDL, H89 y cAMP. Los cuadros negros 
corresponden a isquemia. 
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anteriores a la isquemia y durante la reperfusión (Figura 14). Los corazones fueron conge-

lados en nitrógeno líquido al finalizar el protocolo (n=3 por grupo). 
 

2.13. Estudio del papel del pH y las calpaínas en la protección por 
postcondicionamiento. Análisis de la función y la muerte celular 
 

 Corazones aislados de rata fueron sometidos a 40 minutos de isquemia y 60 de 

reperfusión y los siguientes tratamientos justo en el inicio de la reperfusión: IR (sin tra-

tamiento), Post10 (6 ciclos de 10 segundos de isquemia y 10 de reperfusión), Post5 (12 

ciclos de 5 segundos de isquemia y 5 de reperfusión), IR-LF (2 minutos de perfusión con el 

flujo a la mitad), Post10-LF (protocolo Post10 con el flujo a la mitad) y pH6.4 (2 minutos 

de perfusión a pH 6.4). En un grupo adicional (MDL), los corazones fueron perfundidos con 

MDL-28170 10 µM los 10 minutos anteriores a la isquemia y los 10 primeros de la reper-

fusión (Figura 14) (n=6 por grupo). 
 

2.14. Estudio del papel del pH y las calpaínas en la protección por 
postcondicionamiento. Análisis del pH intracelular 
 

 En el sistema Langendorff adaptado para RMN, corazones aislados de rata fueron 

sometidos a 40 minutos de isquemia y 30 de reperfusión y los siguientes tratamientos jus-

to en el inicio de la reperfusión: IR (sin tratamiento), Post10 (6 ciclos de 10 segundos de 

isquemia y 10 de reperfusión), Post5 (12 ciclos de 5 segundos de isquemia y 5 de reperfu-

sión), IR-LF (2 minutos de perfusión con el flujo a la mitad), Post10-LF (protocolo Post10 

con el flujo a la mitad) y pH6.4 (2 minutos de perfusión a pH 6.4). En un grupo adicional 

(MDL), los corazones fueron perfundidos con MDL-28170 10 µM los 10 minutos anteriores a 

la isquemia y los 10 primeros de la reperfusión (Figura 14) (n=3 por grupo). El tampón 

Krebs-Henseleit utilizado no incluyó KH2PO4 para poder identificar el fosfato inorgánico 

intracelular. 
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2.15. Estudio del efecto protector durante la reperfusión del 
inhibidor de las calpaínas en un modelo de rata in vivo. Análisis del 
tamaño del infarto 
 

 En el modelo de isquemia/reperfusión in vivo, las ratas fueron sometidas a 30 

minutos de oclusión coronaria seguida de 120 minutos de reperfusión. Las ratas fueron 

distribuidas aleatoriamente en los grupos IR (administración del vehículo PEG-400:etanol 

9:1) y MDL (administración de MDL-28170 9.2 mg/ml en PEG-400:etanol). La adminis-

tración de la droga se realizó mediante infusión lenta y continua de 10 mg/kg de MDL-

28170 impulsada por bomba (KDS Scientific, Estados Unidos) por la vena yugular durante 

los últimos 8 minutos de la isquemia y los 2 primeros de la reperfusión, seguidos de 30 

Figura 14. Protocolos de perfusión del estudio del papel del pHi y de las calpaínas en la pro-
tección otorgada por el postcondicionamiento isquémico. La reperfusión fue de 5 minutos en 
aquellos grupos destinados al análisis por Western blot, de 30 minutos en aquellos en los que 
se estudió el pH intracelular, y de 60 minutos en aquellos en los que fueron analizadas la 
muerte celular y la función contráctil. Los cuadros en negro corresponden a isquemia, en gris 
a perfusión a pH 6.4 y los rayados en diagonal a perfusión a mitad de flujo. 
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minutos de infusión a 3.3 mg/kg/h, como había sido previamente descrito (Markgraf et 

al., 1998). En el grupo IR el vehículo se infundió durante los mismos períodos y con volú-

menes equivalentes al grupo con droga, y el experimentador no conoció la composición 

del tratamiento durante el estudio. Durante la reperfusión el tórax se cerró para evitar la 

deshidratación. Al finalizar la reperfusión, la coronaria fue reocluída y se inyectó fluores-

ceína sódica al 4% (Novartis, Suiza) a través de la vena yugular para marcar el miocardio 

no isquémico. Los corazones fueron extraídos y cortados transversalmente en 5 secciones 

para el análisis del área en riesgo y el tamaño del infarto (n=9 por grupo). 
 

2.16. Estudio del efecto protector de la inhibición de las calpaínas 
en la reperfusión en un modelo de rata in vivo. Análisis del grado 
de inhibición de las calpaínas 
 

Para determinar la actividad de las calpaínas las ratas fueron sometidas a 30 

minutos de oclusión coronaria seguida de 15 minutos de reperfusión. Las ratas fueron 

distribuidas aleatoriamente y de forma ciega en los grupos IR y MDL previamente descri-

tos. Al finalizar la reperfusión, los corazones fueron extraídos y congelados en nitrógeno 

líquido para su análisis bioquímico por Western blot (n=5 por grupo). 
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3. TÉCNICAS DE ANÁLISIS 
3.1. Cuantificación de la liberación de lactato deshidrogenasa 
 

La actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) fue medida mediante espectrofo-

tometría en muestras recogidas del efluente coronario a diferentes tiempos durante el 

periodo de reperfusión. El ensayo se realizó diluyendo 1/10 la muestra de efluente en 

tampón fosfato (en mM: K2HPO4.3H2O 61.4, KH2PO4 58.6) a pH 7.4 y 37ºC en presencia de 

una concentración de NADH de 310 µM y una de piruvato sódico de 1 mM. Se midió la 

caída del valor de absorbancia a 320 nm en un espectrofotómetro de placa SpectraIII 

(SLT-Labinstruments, Austria). Se calculó la concentración catalítica de LDH de la mues-

tra usando el coeficiente de absortividad molar del NADH y se normalizaron sus valores en 

función del tiempo (usando el flujo) y del peso seco (gdw, calculado mediante deshidra-

tación de una sección de cada corazón a 100ºC durante 24 horas). 
 

3.2. Medición del área en riesgo y del tamaño del infarto 
 

 Al final de la reperfusión, los corazones reperfundidos destinados al análisis de la 

muerte celular fueron seccionados transversalmente para el análisis histológico del tama-

ño del infarto. Las secciones de los corazones sometidos a isquemia/reperfusión in vivo y 

marcados con fluoresceína fueron fotografiadas bajo luz ultravioleta con una cámara digi-

tal convencional. Se consideró como área en riesgo la región no marcada de cada sección, 

que fue medida con el programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Estados Unidos).  

 Estas secciones fueron posteriormente incubadas en tampón PBS (pH 7.4, en mM: 

NaCl 137, KCl 2.7, Na2HPO4 10, KH2PO4 2) con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) al 

1% durante 15 minutos a 37ºC. El TTC en tejido viable adopta un color rojo debido a su 

reducción en una reacción dependiente de NADH, únicamente presente en células con el 

sarcolema preservado. Se obtuvieron imágenes de las secciones con una cámara digital 

convencional y posteriormente se pesaron las secciones de corazón. La cuantificación del 

área de infarto, en color blanco, fue realizada con el programa Image-Pro Plus. El área 

de infarto se expresó, tras ponderar el área de cada sección por su peso y sumar los 

valores de todas las secciones, como porcentaje del área en riesgo (también ponderada 

por peso y sumada). En el caso de corazones sometidos a isquemia global ex vivo el área 

en riesgo coincide con el área total, por lo que las secciones se tiñeron directamente en 

TTC, sin perfundir con fluoresceína, y el tamaño del infarto se expresó como porcentaje 

del área total (la suma de las áreas ponderadas de las secciones). 
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3.3. Fraccionamiento celular. Obtención de fracciones citosólica y 
de membrana 
 

Los corazones congelados se homogenizaron con un politrón Heidolph DIAX 600 

(Alemania) en tampón de homogenización (en mM: Tris-HCl 20, NaCl 140, EDTA 0.8, NaN3 

10, sacarosa 250, cóctel de inhibidores de proteasas 1% y pH 7.4). Para descartar los 

núcleos y las porciones de tejido deficientemente homogenizadas las muestras se centri-

fugaron a 600 g y 4ºC durante 5 minutos. Los sobrenadantes fueron centrifugados a 

100000 g y 4ºC durante 30 minutos. El sobrenadante se mezcló con tampón Laemmli 2x y 

se consideró como la fracción citosólica. El residuo fue resuspendido en el tampón de 

homogenización con Igepal 1% e incubado durante 30 minutos a 4ºC. Las muestras fueron 

centrifugadas a 100000 g y 4ºC durante 30 minutos. El sobrenadante se mezcló con 

Laemmli 2x y se consideró como la fracción de membrana. Se conservó un volumen de 

cada muestra para cuantificar la cantidad de proteína presente mediante el método 

Bradford. 
 

3.4. Fraccionamiento celular. Obtención de fracciones de 
membrana asociada y no asociada a citoesqueleto 
 

Los corazones congelados se homogenizaron en politrón en el tampón de homoge-

nización utilizado en el protocolo previo. Las muestras se centrifugaron a 600 g y 4ºC 

durante 5 minutos. Los sobrenadantes fueron centrifugados a 100000 g y 4ºC durante 30 

minutos. El sobrenadante se mezcló con tampón Laemmli 2x y se consideró como la frac-

ción citosólica. El residuo fue resuspendido en el tampón de homogenización con Tritón 

X-100 0.1% e incubado durante 30 minutos a 4ºC. Las muestras se centrifugaron a 100000 

g y 4ºC durante 30 minutos. El sobrenadante se mezcló con Laemmli 2x y se consideró 

como la fracción de membrana no asociada a citoesqueleto, mientras que el residuo fue 

resuspendido en el tampón de homogenización con SDS 1% y ácido deoxicólico 1% e incu-

bado durante 30 minutos a 4ºC. Las muestras se centrifugaron a 100000 g y 4ºC durante 

30 minutos. El sobrenadante se mezcló con Laemmli 2x y se consideró como la fracción 

de membrana asociada a citoesqueleto. Se conservó un volumen de cada muestra para 

cuantificar la cantidad de proteína presente mediante el método Bradford. 
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3.5. Análisis por Western blot 
 

Las proteínas se separaron en condiciones desnaturalizantes por su peso molecular 

mediante electroforesis SDS-PAGE. El gel concentrador se preparó al 4% (acrilamida/bisa-

crilamida 37.5:1 al 4%, Tris base 0.125 mM, SDS 0.1%, APS 0.05%, TEMED 0.1%, pH 6.8) y 

el separador al 7.5% o al 10% (acrilamida/bisacrilamida 37.5:1 al 7.5% o al 10%, Tris base 

0.375 mM, SDS 0.1%, APS 0.05%, TEMED 0.1%, pH 8.8). Los geles se montaron en un siste-

ma Mini-Protean III de Bio-Rad sumergidos en tampón de electroforesis (Tris 25 mM, glici-

na 192 mM, SDS 0.1%, pH 8.3). Se cargaron las muestras junto con el marcador de peso 

molecular Precision Plus Protein Standards Dual Color de BioRad y se aplicó a los geles 

una intensidad constante de 20mA por gel suministrada por un Power Pac 300 de BioRad. 

La electroforesis se detuvo cuando el frente de bromofenol salió del gel (aproximada-

mente tras 2 horas). 

Las proteínas de los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond 

ECL de Amersham Biosciences (Suecia) mediante transferencia húmeda usando el módulo 

para transferencia del Mini-Protean III y el Power Pac 300. La transferencia se realizó a 

100 V durante 1 hora con el tampón de transferencia (metanol 20%, Tris base 25 mM, 

glicina 20 mM) agitado y mantenido a 4ºC. Para confirmar una carga de proteína igual en 

todos los carriles se tiñeron las membranas con rojo de Ponceau. Las membranas fueron 

lavadas con TBS-Tween 0.1% (pH 7.4, Tris base 20 mM, NaCl 138 mM, Tween 20 0.1%) y 

bloqueadas con leche desnatada en polvo 5% en TBS-Tween 0.1% durante 1 hora. Las 

membranas fueron lavadas con TBS-Tween 0.1% e incubadas durante 90 minutos con los 

anticuerpos primarios (en TBS, Superblock Blocking Buffer 10%, NaN3 7.5 mM) contra las 

subunidades α1, α2 y α3 (Upstate Biotechnology, Estados Unidos) de la Na+/K+-ATPasa, 

contra α-fodrina (Biomol, Reino Unido), contra anquirina-B (Oncogene Research Products, 

Estados Unidos), contra m-calpaína (Calbiochem), contra µ-calpaína (Calbiochem) y 

contra calpastatina (Abcam, Reino Unido). Las membranas se lavaron con TBS-Tween 

0.1% y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa 

de rábano correspondiente (en leche 5% en TBS-Tween 0.1%). Las membranas se lavaron y 

se detectó el marcaje de las bandas mediante quimioluminiscencia usando el SuperSignal 

West Dura Extended Duration como substrato de la peroxidasa y registrando la luminis-

cencia con la cámara CCD LAS-3000 de Fujifilm (Japón). La densidad óptica de las bandas 

se cuantificó usando un programa de análisis de imagen (Image Gauge, Fujifilm). 
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3.6. Inmunofluorescencia por microscopía confocal 
 

 Secciones de corazones aislados de rata congeladas en isopentano fueron procesa-

das en un criostato Leica CM3050 S (Alemania) para obtener cortes transversales de 5 µm. 

Estos cortes fueron transferidos a portaobjetos y dejados secar durante 30 minutos para 

ser incubados durante 10 minutos y a temperatura ambiente con tampón de permeabi-

lización (PBS con Tritón X-100 0.5% y NaN3 0.02%). Los cortes se lavaron en PBS y se 

bloquearon las uniones inespecíficas con 1 hora de incubación a temperatura ambiente en 

presencia de suero de cabra al 2% (tampón PBS con Tritón X-100 0.5% y NaN30.02%). A 

continuación los cortes fueron incubados con los anticuerpos primarios de ratón para la 

α-fodrina (dilución 1:100) y de conejo para la m-calpaína (dilución 1:20), o ninguno de 

ellos (control negativo), en presencia de suero de cabra al 1%. Los cortes fueron poste-

riormente lavados en PBS para ser incubados durante 1 hora a temperatura ambiente con 

los anticuerpos secundarios contra IgG de ratón (conjugado a Alexa488) y contra IgG de 

conejo (conjugado a Alexa594) (Molecular Probes, Estados Unidos), suplementados con 

DAPI (0.5 mg/l) para marcar núcleos y con suero de cabra al 1%. Las imágenes fueron cap-

turadas a 1000 aumentos con un microscopio confocal Olympus FluoView-1000 (Alemania) 

tras definir las condiciones de exposición con el respectivo control negativo. 
 

3.7. Proteolisis in vitro mediada por m-calpaína 
 

Para examinar la proteolisis de la Na+/K+-ATPasa por parte de la calpaína, la 

fracción de membrana, obtenida como se ha descrito de corazones pefundidos normó-

xicamente, fue incubada con 1 µg de m-calpaína recombinante en presencia de 10 mM 

CaCl2 a 25ºC durante 5, 10, 30, 60, o 120 minutos (el control contenía 10 µM MDL-28170). 

La reacción se detuvo mediante la adición de 10 µM MDL-28170, se mezcló con tampón 

Laemmli 2x y las proteínas se separaron por electroforesis y se analizaron por Western 

blot. 
 

3.8. Medición de la actividad Na+/K+-ATPasa 
 

Se homogenizaron con politrón corazones congelados en tampón conteniendo (en 

mM) HEPES 20, sacarosa 250, EDTA 2 y MgCl2 1, pH 7.4. Los homogenados se centrifugaron 

a 20000 g durante 30 minutos. Se obtuvieron dos alícuotas de la fracción particulada 

resuspendidas en tampón de homogenización, una se mezcló con tampón de reacción 

(concentración final en mM: Tris-HCl 100, MgCl2 20, NaCl 130, KCl 40, EGTA 7, pH 7.4) y la 
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otra con tampón de reacción con ouabaína a 2 mM. Los tubos fueron incubados durante 

30 minutos a 37ºC, y se inició la reacción con la adición de ATP 10 mM. Tras 5 minutos, la 

reacción se detuvo añadiendo ácido tricloroacético hasta un 10% final. Las muestras se 

incubaron en hielo durante 1 hora y se centrifugaron a 20000 g durante 10 minutos. El 

contenido en fosfato inorgánico de los sobrenadantes fue determinado mediante un ensa-

yo espectrofotométrico basado en el molibdato de amonio. En éste, las muestras se dilu-

yeron 1/20 en agua destilada (para un volumen de 400 µl) y se le añadieron 100 µl de una 

solución de molibdato (H2SO4 29% v/v, C4H4KO7Sb.0.5H2O 0.07% y molibdato de amonio 2 

mM en agua destilada) y 25 µl de reactivo de Fiske-Subbarow 16% w/v. Tras 10 minutos 

de incubación a temperatura ambiente se midió la absorbancia a 660 nm en un espectro-

fotómetro Pharmaspec UV-1700 (Shimadzu, Japón). La actividad Na+/K+-ATPasa insensible 

a la ouabaína, determinada en presencia de ouabaína 2 mM, se substrajo del valor 

observado en su ausencia para calcular la actividad Na+/K+-ATPasa sensible a la ouabaína. 
 

3.9. Cuantificación del Na+ intracelular por RMN 
 

    La cinética del Na+ intracelular fue medida en corazones aislados de rata mediante 

RMN de 23Na con una sonda de 20 mm. Los espectros se obtuvieron a una frecuencia de 

105.8 MHz. Cada espectro consistió en la acumulación durante 30 segundos de 104 esca-

neados. Para cuantificar el Na+ intracelular se utilizó el programa XWIN-NMR de Bruker 

para medir el área del pico no desplazado por el reactivo añadido al tampón de perfu-

sión, y la cantidad de Na+ se expresó en relación a la cantidad presente antes de la isque-

mia (Figura 15). 

 

 

    

    

    

    

    

    

    

Na+
e

Na+
i

Normoxia Isquemia              Reperfusión

Figura 15. Espectros de Na+ por RMN representativos de la perfusión normóxica preisquémica, de 
la isquemia y del inicio de la reperfusión. En ellos se observa la elevación durante la isquemia del 
pico correspondiente al Na+ intracelular y la recuperación parcial en la reperfusión. 
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3.10. Medición del pH intracelular por RMN 
 

 El pH intracelular fue medido en corazones aislados de rata mediante RMN de 31P 

con una sonda de 20 mm. Los espectros fueron obtenidos a 161.9 MHz y consistieron en 

50 escaneados con un espaciado de 0.6 segundos entre pulsos, para un total de 30 segun-

dos por espectro. 

 El pH se calculó a partir del desplazamiento del pico correspondiente al fosfato 

inorgánico, que al estar ausente del tampón de perfusión corresponde exclusivamente al 

intracelular, del pico de fosfocreatina, cuya posición no varía con los cambios en el pH y 

que se recupera rápidamente en el inicio de la reperfusión. Los datos se obtuvieron con 

el programa XWIN-NMR de Bruker y la fórmula utilizada para el cálculo del pH fue la 

siguiente (Moon and Richards, 1973): 

  

      δ
δ

−
−+=
69.5

28.3
log75.6pHi  

 

donde 6.75 es la pKa del fosfato inorgánico, δ es la distancia en ppm de los picos corres-

pondientes del fosfato inorgánico y la fosfocreatina, 3.28 es la distancia mínima entre 

estos picos y 5.69 la máxima. 

El tiempo de recuperación fue establecido como el periodo de tiempo transcurrido 

entre el inicio de la reperfusión y la detección de un pH intracelular de 7.0. 
 

3.11 Análisis estadístico 
 
 Las diferencias entre grupos se analizaron mediante una prueba t-student cuando 

se compararon dos grupos experimentales y con una prueba ANOVA de un factor cuando 

se compararon más grupos. La significación se fijó en un P-valor de 0.05. En aquellos ca-

sos en los que se encontraron diferencias significativas por ANOVA, se realizó un análisis 

post hoc con el test de Bonferroni. Los análisis estadísticos fueron llevados a cabo con el 

programa SPSS (SPSS Inc., Estados Unidos). Los resultados están expresados como 

media±SEM (error estándar de la muestra). 
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1. ACTIVACIÓN Y REGULACIÓN DE LAS CALPAÍNAS 
DURANTE LA ISQUEMIA Y REPERFUSIÓN MIOCÁRDICAS 

    

1.1. IMPLICACIÓN DE LAS CALPAÍNAS EN LA MUERTE CELULAR POR 
REPERFUSIÓN 
 

 En corazones sometidos a isquemia transitoria, la reperfusión se caracteriza en 

primer lugar por la aparición de hipercontractura en los primeros minutos de la reperfu-

sión; el grado de hipercontractura es cuantificado, tal y como se ha explicado en méto-

dos, a partir del incremento en la presión diastólica durante la reperfusión (Figura 16A). 

Como se detalla en la introducción, la reperfusión causa muerte celular, la cual es necró-

tica y es detectada tanto por liberación de LDH (Figura 16C) como por medición del 

tamaño del infarto por análisis histológico (Figura 16D); la necrosis ocurre principalmente 

en los primeros minutos de la reperfusión, tal y como demuestra la cinética de liberación 

de LDH durante la reperfusión (Figura 16F), y se acompaña de una pobre o nula recupera-

ción de la función contráctil dependiendo de la severidad de la isquemia previa (Figura 

16B).  

La implicación de las calpaínas en el daño por isquemia/reperfusión queda paten-

te con el efecto cardioprotector asociado a su inhibición farmacológica en corazones 

aislados de rata sometidos a isquemia y reperfusión (Figura 16). La inhibición farmacoló-

gica de las calpaínas con la administración del inhibidor competitivo MDL-28170 antes de 

la isquemia y durante el inicio de la reperfusión fue confirmada mediante el análisis de la 

aparición de fragmentos de α-fodrina de 145 y 150 kDa, específicos de la degradación por 

calpaínas (Wang, 2000) (Figura 16E); la inhibición de las calpaínas redujo notablemente 

tanto la liberación enzimática (Figuras 16C y 16F) como el tamaño del infarto (Figura 

16D), a la vez que mejoró la recuperación funcional del miocardio al final del protocolo 

(Figura 16B). Además, la inhibición de las calpaínas redujo significativamente la magnitud 

de la hipercontractura (Figura 16C), fenómeno que no se puede explicar mediante el 

efecto que las calpaínas tienen sobre la fragilidad celular (Inserte et al., 2004). 
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1.2. MOMENTO DE ACTIVACIÓN DE LAS CALPAÍNAS DURANTE LA 

ISQUEMIA/REPERFUSIÓN 
 

 Los estudios previos realizados tanto en este como en otros laboratorios no deter-

minaron el momento de activación de las calpaínas en el miocardio durante la isque-

mia/reperfusión (Yoshida et al., 1995; Inserte et al., 2004). Este aspecto de su activación 

es de gran importancia ya que de él depende su eficacia como diana terapéutica. Por 

Figura 16. Cuantificación de la hipercontractura (A), presión desarrollada del ventículo 
izquierdo (B), liberación acumulada de lactato deshidrogenasa (C), tamaño del infarto (D), 
activación de calpaínas (degradación de fodrina, E) y evolución temporal de la liberación de 
LDH (F) en corazones aislados de rata sometidos a 60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión 
(IR) o sometidos al mismo protocolo con la administración de MDL-28170 10 µM durante los 10 
minutos previos a la isquemia y los 10 primeros minutos de la reperfusión (MDL). Los datos 
corresponden a la media±SEM, n=6. * P<0.05 respecto a IR. 
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este motivo se analizó la activación de las calpaínas en muestras de membrana de cora-

zones sometidos a diferentes tiempos de isquemia con o sin reperfusión posterior. 

 En los corazones sin reperfundir no se produjo degradación de α-fodrina ni aun 

cuando la duración de la isquemia se prolongó hasta los 90 minutos (Figura 17). Sin 

embargo, en los corazones reperfundidos se observó actividad de las calpaínas cuando los 

tiempos de isquemia eran superiores a 15 minutos, alcanzándose un máximo con 60 minu-

tos (Figura 18). La especificidad del origen de los fragmentos detectados la confirmó el 

tratamiento con MDL-28170 (Figura 18). Estos resultados demuestran, por tanto, que la 

activación de las calpaínas se produce durante la reperfusión y no durante la isquemia 

previa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Activación de calpaínas (degradación de α-fodrina) de corazones sometidos a diversos 
períodos de isquemia: 0 (perfusión normóxica), 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 60 minutos, 90 
minutos, MDL (60 minutos de isquemia con 10 minutos previos de administración de MDL-28170 10 
µM) e IR (60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión). Los datos corresponden a la media±SEM, 
n=4. * P<0.05 respecto a 0. 
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1.3. TRANSLOCACIÓN DE LAS CALPAÍNAS A MEMBRANA 
 

 La translocación a membrana se ha propuesto como uno de los pasos necesarios en 

el proceso de activación de las calpaínas en condiciones fisiológicas. Sin embargo, en una 

situación como la existente durante la isquemia en la que la concentración intracelular 

de Ca2+ se encuentra elevada de forma sostenida, la translocación a membrana podría no 

ser necesaria. Debido a esto se analizó la existencia de translocación a membrana tanto 

de la µ-calpaína como de la m-calpaína. El análisis se realizó por Western blot con las 

mismas muestras empleadas para determinar la activación de las calpaínas. 

 En los extractos de membrana, la µ-calpaína mostró un marcaje tenue que no 

varió significativamente con la isquemia ni con la reperfusión (Figura 19). 

 

Figura 18. Activación de calpaínas (degradación de α-fodrina) de corazones sometidos a 30 
minutos de reperfusión tras diversos períodos de isquemia: 0 (perfusión normóxica), 5 minutos, 15 
minutos, 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos y MDL (60 minutos de isquemia con reperfusión y 
administración de MDL-28170 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia y los 10 primeros de la 
reperfusión). Los datos corresponden a la media±SEM, n=4. * P<0.05 respecto a 0. 
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 En el caso de la m-calpaína, en cambio, se observaron cambios en su distribución 

celular. El análisis de muestras de corazones sin reperfundir mostró manifiestamente 

translocación de la m-calpaína a membrana, siendo significativa a partir de 30 minutos de 

isquemia. El aumento en la cantidad de m-calpaína en membrana no se asoció a cambios 

en la expresión total de la proteasa (Figura 20). La inhibición de la actividad de las cal-

paínas con MDL-28170 no redujo su presencia en membrana, resultado que demuestra que 

la translocación a membrana no requiere de la actividad catalítica de la proteasa (Figura 

20). 

El estudio con muestras de corazones sometidos a isquemia y reperfusión mostró 

una tendencia al incremento de m-calpaína en membrana tras isquemia/reperfusión, que 

con 60 y 90 minutos de isquemia era significativa, pero que en todo caso fue menor que 

en los corazones no reperfundidos (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Presencia de µ-calpaína en membrana en corazones sometidos a perfusión normóxica 
(Nx), 60 minutos de isquemia (I) o 60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión (IR). Los datos 
corresponden a la media±SEM, n=3. * P<0.05 respecto a Nx. 
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Figura 21. Presencia de m-calpaína en membrana de corazones sometidos a 30 minutos de 
reperfusión tras diversos períodos de isquemia: 0 (perfusión normóxica), 5 minutos, 15 minutos, 
30 minutos, 60 minutos, 90 minutos y MDL (60 minutos de isquemia con reperfusión y adminis-
tración de MDL-28170 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia y los 10 primeros de la reperfu-
sión). Los datos corresponden a la media±SEM, n=4. * P<0.05 respecto a 0. 

Figura 20. Presencia de m-calpaína en membrana de corazones sometidos a diversos períodos de 
isquemia: 0 (perfusión normóxica), 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 
MDL (60 minutos de isquemia con 10 minutos previos de administración de MDL-28170 10 µM) e IR 
(60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión). Los datos corresponden a la media±SEM, n=4. * 
P<0.05 respecto a 0. 
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 La fracción de membrana utilizada para el análisis por Western blot incluye 

membrana de orgánulos además de la plasmática; esta última, además, presenta diferen-

tes regiones en el cardiomiocito. Con el fin de confirmar la presencia de m-calpaína en 

membrana mediante otra técnica además de determinar la distribución de la proteasa en 

la célula, se estudió la localización de α-fodrina y m-calpaína mediante inmunofluores-

cencia en criosecciones de corazones aislados de rata sometidos a perfusión normóxica 

(Nx), 60 minutos de isquemia (I60) o 60 minutos de isquemia y 5 de reperfusión con BDM 

(I60/R5 BDM). El marcaje de α-fodrina mostró un patrón propio de marcaje de membrana 

plasmática en los tres grupos, con una elevada fluorescencia en discos intercalares, 

membrana plasmática lateral y en bandas correspondientes a los túbulos T (Figura 22). El 

grupo de isquemia/reperfusión no mostró un descenso significativo del marcaje de α-

fodrina, dado que el anticuerpo utilizado no distingue entre la forma intacta y los frag-

mentos de degradación. El marcaje con anticuerpo para m-calpaína mostró un patrón 

similar al de α-fodrina con mayor fluorescencia de fondo debida a su distribución citosó-

lica (Figura 22). El marcaje de m-calpaína en membrana aumentó en los corazones 

sometidos a isquemia o isquemia/reperfusión, confirmando los resultados obtenidos por 

Western blot (Figura 22). 
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Figura 22. Localización celular de α-fodrina (verde) y m-calpaína (rojo) en secciones de 
corazones de los grupos: Nx (perfusión normóxica), I60 (60 minutos de isquemia) e I60/R5 BDM (60 
minutos de isquemia y 5 de reperfusión con BDM 20 mM). Los núcleos celulares fueron marcados 
con DAPI (azul). Imágenes representativas de tres experimentos. 
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1.4. DEPENDENCIA DEL INTERCAMBIO NA+/CA2+ EN LA ACTIVACIÓN DE 
LAS CALPAÍNAS Y LA TRANSLOCACIÓN DE LA m-CALPAÍNA 
 

El Ca2+ es el principal activador de las calpaínas, por lo que es probable que tam-

bién sea responsable de su translocación a membrana durante la isquemia. Se utilizó el 

KB-R7943, un inhibidor del intercambiador Na+/Ca2+, con el fin de demostrar la implica-

ción de la actividad reversa de este transportador en la activación de las calpaínas y 

determinar su contribución a la translocación de la m-calpaína. Para descartar los efectos 

de una entrada masiva de Ca2+ a causa de la muerte celular, ésta se previno con BDM, un 

inhibidor de la contracción que reduce la hipercontractura y la muerte celular (Garcia-

Dorado et al., 1992a).  

 Los resultados obtenidos con muestras de membrana de corazones aislados de rata 

sometidos a isquemia o isquemia/reperfusión muestran que la administración de KB-

R7943 antes de la isquemia redujo la presencia de m-calpaína en membrana, así como la 

activación de las calpaínas durante la reperfusión (Figura 23A). Esta reducción en la acti-

vidad de las calpaínas se asoció a una reducción de la muerte celular (Figura 23B). Estos 

resultados confirman el papel que el Ca2+ tiene en la activación de las calpaínas y en su 

translocación, pero no aclaran el papel que tiene esta última en la activación de la m-

calpaína, dado que la actividad y la translocación podrían ser fenómenos paralelos depen-

dientes de Ca2+ pero sin relación causal. 
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Figura 23. A) Presencia de m-calpaína en membrana y degradación de α-fodrina en corazones 
sometidos a distintos protocolos: Nx (perfusión normóxica), I (60 minutos de isquemia), I+KB (60 
minutos de isquemia precedidos de 10 minutos de perfusión con KB-R7943 10 µM), IR (60 minutos 
de isquemia y 30 de reperfusión con 10 minutos iniciales de reperfusión con BDM 20 mM) e IR+KB 
(protocolo IR con 10 minutos de perfusión con KB-R7943 10 µM antes de la isquemia). B) Libera-
ción acumulada de lactato deshidrogenasa (LDH) en la reperfusión de corazones sometidos a 60 
minutos de isquemia y 60 de reperfusión y distribuidos en los grupos: IR (control) IR+MDL (admi-
nistración de MDL-28170 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia y los 10 primeros de la 
reperfusión) e IR+KB (administración de KB-R7943 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia). Los 
datos corresponden a la media±SEM, n=3. * P<0.05 respecto a Nx (A) o IR (B). $ P<0.05 respecto a I 
(I+KB) o IR (IR+KB). 
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1.5. EFECTO DE LA ACIDOSIS INTRACELULAR EN LA ACTIVIDAD Y 
TRANSLOCACIÓN DE LAS CALPAÍNAS 
 

 Experimentos in vitro demuestran que las calpaínas ven reducida notablemente su 

actividad con un pH ácido (Allen and Orchard, 1987; Kendall et al., 1993; Zhao et al., 

1998). Por tanto, la acidosis intracelular existente en el miocardio isquémico podría 

explicar la ausencia de actividad de las calpaínas durante la isquemia aun en presencia 

de una sobrecarga de Ca2+. En ese caso, la translocación de m-calpaína a la membrana 

podría significar que la proteasa se halla detenida en un paso del proceso de activación. 

Para estudiar el efecto de la acidosis en la activación y en la translocación, se eliminó el 

resto de posibles factores determinantes presentes durante la isquemia mediante el uso 

de un modelo de inducción de sobrecarga de Ca2+ sin isquemia previamente establecido 

en nuestro laboratorio (Inserte et al., 2004). En este modelo, corazones aislados de rata 

son perfundidos con un tampón carente de Na+, el cual activa el modo reverso del inter-

cambiador Na+/Ca2+ e introduce Ca2+ en los cardiomiocitos, consiguiéndose una sobrecar-

ga de Ca2+ en ausencia de otros trastornos producidos por la isquemia.  

 Como era de esperar, la activación del modo reverso del NCX debido a la ausencia 

de Na+ en el medio de perfusión a pH 7.4 produjo la activación de las calpaínas, que no se 

asoció a la translocación de la m-calpaína a membrana, mientras que la realización de 

esta maniobra con tampón a pH 6.4 (-Na+ pH 6.4) o con el inhibidor de calpaínas MDL-

28170 (MDL pH 7.4) previno la activación de las calpaínas sin aumentar la m-calpaína en 

membrana (Figura 24). 
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1.6. RELACIÓN ENTRE TRANSLOCACIÓN Y ACTIVACIÓN DE LA m-
CALPAÍNA 
 

 Los resultados anteriores mostraron que las calpaínas pueden activarse sin que sea 

patente translocación a membrana, pero aun así, en las condiciones presentes en la 

isquemia/reperfusión la translocación podría ser necesaria para la activación de las 

calpaínas y representar una situación de preactivación irreversible. En caso de ser así, las 

calpaínas perderían interés terapéutico dado que la normalización del pH intracelular 

durante la reperfusión provocaría su activación y la administración de inhibidores no 

podría prevenirla. Para comprobar esta posibilidad se diseñaron experimentos con el 

objetivo de inhibir la translocación de la m-calpaína durante la isquemia y observar el 

Figura 24. Presencia de m-calpaína en membrana y degradación de α-fodrina en corazones 
sometidos a distintos protocolos: pH 7.4 (perfusión pH normal), -Na+ pH 7.4 (perfusión de 15 
minutos con tampón sin Na+ a pH 7.4), pH 6.4 (perfusión de 15 minutos a pH 6.4), -Na+ pH 6.4 
(perfusión de 15 minutos con tampón sin Na+ a pH 6.4) y MDL pH 7.4 (perfusión de 15 minutos 
con tampón sin Na+, a pH 7.4 y con MDL-28170 10 µM). Los datos corresponden a la media±SEM, 
n=3. * P<0.05 respecto a pH 7.4.  



RESULTADOS 

 109 

IR MbCD 0.2 MbCD 10

LD
H

 (
U

/3
0m

in
/g

dw
)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

*

IR                MββββCD 0.2        MββββCD 10

efecto provocado sobre su activación durante la reperfusión. Con ese fin se administró 

metil-β-ciclodextrina, un quelante de colesterol, lípido que caracteriza los lipid rafts y 

cuya depleción desestabiliza estos dominios de membrana, los cuales se han propuesto 

como puntos preferentes de unión de las calpaínas cuando éstas se translocan.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En corazones de rata sometidos a isquemia sola o seguida de reperfusión se admi-

nistró metil-β-ciclodextrina antes de iniciar el episodio isquémico a una concentración 

que no provoca por sí sola un aumento de la muerte celular durante la reperfusión (Figura 

25). Con este tratamiento se redujo en un 43% el marcaje de m-calpaína en membrana 

durante la isquemia, y este efecto no se asoció a una menor activación de las calpaínas 

durante la reperfusión (Figura 26). Estos resultados demuestran que la translocación a 

membrana no es necesaria para la activación de las calpaínas en el miocardio reper-

fundido. 

 

 

 

 

Figura 25. Liberación acumulada de lactato deshidrogenasa (LDH) durante la reperfusión de 
corazones sometidos a 30 minutos de isquemia y 30 de reperfusión y distribuidos en los grupos: IR 
(control), MβCD 0.2 (perfusión durante los 5 minutos previos a la isquemia con metil-β-
ciclodextrina 0.2 mM) y MβCD 10 (perfusión durante los 5 minutos previos a la isquemia con metil-
β-ciclodextrina 10 mM). Los datos corresponden a la media±SEM, n=3. * P<0.05 respecto a IR. 
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1.7. CALPASTATINA EN ISQUEMIA Y REPERFUSIÓN 
 

 La calpastatina es el inhibidor endógeno de las calpaínas clásicas y su acción inhi-

bitoria es dependiente de Ca2+, con lo cual puede tener un papel fundamental en la regu-

lación de la actividad de las calpaínas durante la isquemia/reperfusión. Por este motivo 

se estudió mediante Western blot su expresión en el miocardio en ambos períodos.  

 La calpastatina se expresa como diversas isoformas según el tejido y la especie, lo 

que ha generado una falta de unanimidad en cuanto a la forma expresada en corazón de 

rata (Salamino et al., 1994; Sandmann et al., 2001; French et al., 2006). Para validar los 

resultados obtenidos con el anticuerpo utilizado en Western blot, se compararon mues-

tras de corazón de rata con otras procedentes de corazón de cerdo, en el cual existe 

Figura 26. Presencia de m-calpaína en membrana y degradación de α-fodrina en corazones some-
tidos a distintos protocolos: Nx (perfusión normóxica), I (30 minutos de isquemia), I+MβCD (30 
minutos de isquemia precedidos de 5 minutos de perfusión con metil-β-ciclodextrina 0.2 mM), IR 
(30 minutos de isquemia y 30 de reperfusión) e IR+MβCD (IR precedida de 5 minutos de perfusión 
con metil-β-ciclodextrina 0.2 mM). Los datos corresponden a la media±SEM, n=3. * P<0.05 respec-
to a Nx. $ P<0.05 respecto a I (I+MβCD) o IR (IR+MβCD). 
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consenso sobre el tamaño de las isoformas expresadas. Como muestra la figura 27, en el 

citosol de corazón de rata se observó una banda alrededor de 67 kDa, tanto en la muestra 

de corazón perfundido normóxicamente como en el sometido a isquemia, mientras que en 

la muestra de miocardio porcino se observaron dos bandas compatibles con 145 y 135 

kDa, las isoformas más observadas por Western blot en corazón de cerdo (Geesink et al., 

1998; Parr et al., 2000). En las muestras de membrana, en cambio, no se observó un 

marcaje significativo (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Una vez confirmada la especificidad del anticuerpo y la isoforma expresada en 

corazón de rata, se analizó la expresión de la calpastatina en muestras de citosol de 

corazones aislados de rata sometidos a distintos períodos de isquemia con o sin reper-

fusión. Como se ve en la figura 28, la isquemia no afectó a la expresión de calpastatina, 

mientras que la reperfusión provocó la reducción de sus niveles en citosol. Esta disminu-

ción se previno con el inhibidor de calpaínas MDL-28170, confirmando estudios previos en 

los que se demuestra que la calpastatina se convierte en substrato de las calpaínas una 

vez se activan. Estos resultados además confirman que las calpaínas son activadas exclu-

sivamente durante la reperfusión y no durante la isquemia previa. 

Figura 27. Expresión de calpastatina en citosol y membrana de corazones de rata sometidos a 
perfusión normóxica (Nx) o 30 minutos de isquemia (I30), o de la región no isquémica de 
corazón de cerdo sometido a isquemia regional y reperfusión (Control).  
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Figura 28. Expresión de calpastatina en citosol de corazones sometidos a períodos de isquemia, 
sin o con 30 minutos de reperfusión: 0 (perfusión normóxica), 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 
60 minutos y 60MDL (60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión y administración de MDL-28170 
10 µM los 10 minutos previos a la isquemia y los 10 primeros de la reperfusión). Los datos corres-
ponden a la media±SEM, n=3. * P<0.05 respecto a 0. 
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2. CONTRIBUCIÓN DE LAS CALPAÍNAS A LA PÉRDIDA 
DE LA HOMEOSTASIS CATIÓNICA 

 

 La Na+/K+-ATPasa tiene un papel fundamental en la homeostasis del Na+ y, por 

tanto, en la del Ca2+. La estabilidad de la bomba en membrana y por tanto su actividad 

dependen del anclaje de su subunidad α con el citoesqueleto de membrana basado en 

fodrina. Esta unión no es directa sino que se realiza a través de la anquirina (Jordan et 

al., 1995). Al ser tanto la anquirina como la fodrina substratos de la actividad catalítica 

de las calpaínas, su activación durante la reperfusión podría afectar al funcionamiento de 

la bomba y, por tanto, a la homeostasis del Ca2+. 

 La importancia de la actividad de la Na+/K+-ATPasa en el inicio de la reperfusión 

se estudió mediante la administración de ouabaína, inhibidor específico de la bomba. En 

corazones sometidos a un daño moderado (30 minutos de isquemia y 30 de reperfusión), 

la perfusión con ouabaína elevó el pico de hipercontractura, redujo la recuperación 

funcional (LVdevP) e incrementó la liberación de LDH respecto a los controles (IR) (Figura 

29A). La coperfusión con el inhibidor del NCX KB-R7943 previno los efectos deletéreos de 

la ouabaína (Figura 29A). En ausencia de ouabaína, el KB-R7943 carece de efecto pro-

tector, sugiriendo que la función de la bomba está preservada durante la reperfusión de 

estos corazones (Figura 29A). En cambio, cuando se prolongó la isquemia hasta los 60 

minutos la ouabaína no exacerbó el daño producido por el protocolo, mayor que con 30 

minutos de isquemia (Figura 29B). Asimismo, la administración de KB-R7943 redujo el 

daño por reperfusión aun en ausencia de ouabaína, indicando una disfunción de la bomba 

en los corazones sometidos a 60 minutos de isquemia y 30 de reperfusión (Figura 29B). 
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 La disfunción de la Na+/K+-ATPasa se confirmó mediante análisis bioquímico de su 

actividad en muestras de membrana de corazones aislados de rata sometidos a 60 minu-

tos de isquemia y 5 de reperfusión. El descenso de la actividad de la bomba en el inicio 

de la reperfusión no es consecuencia de la muerte celular, tal y como demuestran los 

resultados obtenidos con el inhibidor de la contractilidad BDM. La perfusión con este 

inhibidor durante la reperfusión previno el desarrollo de hipercontractura y redujo de 

Figura 29. Grado de hipercontractura, recuperación funcional (LVdevP) y liberación acumulada 
de lactato deshidrogenasa (LDH) en corazones sometidos a isquemia y 30 minutos de reperfusión 
y distribuidos en los grupos: IR (control), OU (perfusión con ouabaína 150 µM los 10 primeros 
minutos de reperfusión), OU+KB (perfusión con ouabaína 150 µM y KB-R7943 10 µM los 10 
primeros minutos de reperfusión) y KB (perfusión con KB-R7943 10 µM los 10 primeros minutos 
de reperfusión). A) Isquemia de 30 minutos. B) Isquemia de 60 minutos. Los datos corresponden 
a la media±SEM, n=6. * P<0.05 respecto a IR. 
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manera significativa la liberación de LDH sin afectar a la actividad Na+/K+-ATPasa (Figura 

30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La contribución de las calpaínas a la pérdida de actividad de la Na+/K+-ATPasa se 

estudió con la perfusión de su inhibidor MDL-28170; éste previno de manera significativa 

la disfunción de la bomba a la vez que redujo la muerte celular (Figura 30). 

 Por Western blot se observó que tanto la anquirina-B como la α-fodrina fueron 

degradadas en los corazones sometidos a isquemia y reperfusión, siendo esta degradación 

dependiente de calpaínas (MDL) e independiente de la muerte celular (BDM) (Figura 31A).  

Para estudiar si la degradación del complejo anquirina-fodrina afectó a la asocia-

ción de la subunidad α de la bomba con el citoesqueleto de membrana, se obtuvieron 

fracciones de membrana insoluble y soluble correspondientes a la membrana asociada a 

citoesqueleto y a la no asociada, respectivamente. El análisis por Western blot de las 

subunidades α1 y α2 en estas fracciones mostró un desplazamiento de estas subunidades 

hacia la fracción soluble de forma paralela a la degradación de α-fodrina y anquirina-B, 

Figura 30. Actividad Na+/K+-ATPasa y liberación acumulada de lactato deshidrogenasa (LDH) en 
corazones sometidos a 60 minutos de isquemia y 5 de reperfusión y distribuidos en los grupos: IR 
(control), BDM (perfusión con BDM 20 mM los 5 minutos de reperfusión), MDL (perfusión con 
MDL-28170 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia y los 5 de reperfusión) y BDM+MDL 
(perfusión con MDL-28170 los 10 minutos previos a la isquemia y con MDL-28710 y BDM los 5 de 
reperfusión). Los datos corresponden a la media±SEM, n=4. * P<0.05 respecto a IR. $ P<0.05 
respecto a BDM. 
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siendo dependiente de calpaínas e independiente de muerte celular (Figura 31B). Confir-

mando estudios previos no se detectó la isoforma α3 por Western blot en corazón de rata 

adulta (datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A pesar de no observarse una degradación aparente de las subunidades α de la 

Na+/K+-ATPasa en el miocardio intacto, los resultados anteriores no descartaron la posi-

bilidad de una acción proteolítica directa de las calpaínas sobre ellas. Por ese motivo se 

analizó in vitro la degradación mediada por m-calpaína recombinante de las proteínas 

anteriormente estudiadas en muestras procedentes de corazones normóxicos. En la figura 

32 se observa que, a pesar de que la degradación tanto de α-fodrina como de anquirina-B 

es manifiesta a los 5 minutos de incubación, para observar un descenso significativo, 

Figura 31. Análisis por Western blot de la anquirina-B y la α-fodrina (fracción de membrana, A) y 
las subunidades α de la bomba Na+/K+-ATPasa (fracciones soluble e insoluble de membrana, B) en 
corazones sometidos a perfusión normóxica (Nx) o a 60 minutos de isquemia y 5 de reperfusión y 
distribuidos en los grupos: IR (control), BDM (perfusión con BDM 20 mM los 5 minutos de reper-
fusión), MDL (perfusión con MDL-28170 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia y los 5 de 
reperfusión) y BDM+MDL (perfusión con MDL-28170 los 10 minutos previos a la isquemia y con MDL-
28710 y BDM los 5 de reperfusión). Los datos corresponden a la media±SEM, n=4. * P<0.05 respecto 
a Nx. 
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aunque leve, de las subunidades α de la bomba son necesarios 60 minutos de incubación 

para la α1 o 30 minutos para la α2. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Análisis por Western blot de los cambios en el tiempo del contenido en α-fodrina (A), 
anquirina-B (B), subunidad α1 de la bomba Na+/K+-ATPasa (C) y subunidad α2 de la bomba 
Na+/K+-ATPasa (D) en tejido miocárdico incubado en presencia de m-calpaína recombinante. Los 
datos corresponden a la media±SEM, n=3. * P<0.05 respecto a 0. 
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3. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN LA 
CARDIOPROTECCIÓN 

 

3.1. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN LA PROTECCIÓN POR 

PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO 
 

 El precondicionamiento isquémico (IPC) protege frente a la muerte celular al 

menos en parte a través de la inhibición de las calpaínas (Inserte et al., 2004). Teniendo 

en cuenta que la disfunción de la Na+/K+-ATPasa es causada por la actividad proteolítica 

de las calpaínas, sería razonable esperar que el IPC mejorase la homeostasis del Na+ y, 

por tanto, la del Ca2+, preservando la estabilidad de la bomba en membrana de una forma 

similar a la de la inhibición farmacológica de las calpaínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. A) Registros de presión del ventrículo izquierdo de corazones sometidos a 60 minutos de 
isquemia y 30 de reperfusión sin (arriba) o con (abajo) precondicionamiento isquémico (2 ciclos de 
5minutos de isquemia y 5 de perfusión inmediatamente antes de la isquemia). B) Grado de hiper-
contractura, presión desarrollada (LvdevP) y liberación acumulada de lactato deshidrogenasa (LDH) 
en la reperfusión de corazones sometidos a los protocolos detallados en A (IR e IPC, respectiva-
mente). Los datos corresponden a la media±SEM, n=5. * P<0.05 respecto a IR. 
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La aplicación de un protocolo de precondicionamiento isquémico consistente en 2 

ciclos de 5 minutos de isquemia y 5 de perfusión inmediatamente previos a la isquemia 

(Figura 33A) tuvo un efecto cardioprotector muy potente, reduciendo tanto la hipercon-

tractura como la liberación enzimática y mejorando la presión desarrollada al final de la 

reperfusión (Figura 33B). 

La concentración relativa de Na+ y la cinética de los cambios en ésta, tanto en la 

isquemia como durante la reperfusión, fueron medidas mediante espectroscopía por reso-

nancia magnética nuclear (23Na-RMN) en corazones aislados de rata sometidos a isque-

mia/reperfusión y con BDM, inhibidor de la contracción y protector frente a la muerte 

celular, presente durante la reperfusión. Durante el episodio isquémico se produjo un 

aumento constante de la concentración de Na+, mientras que con la reperfusión el mio-

cardio inició un proceso de recuperación sin llegar a restablecer la concentración basal 

de Na+ (Figura 34A). El IPC no modificó la velocidad del incremento de Na+ durante la 

isquemia, pero en cambio durante la reperfusión aceleró notablemente la recuperación 

de la concentración de Na+ hasta alcanzar unos niveles equivalentes a los preisquémicos 

(Figura 34A). La inhibición farmacológica de las calpaínas con MDL-28170 reprodujo los 

resultados obtenidos con el precondicionamiento, apoyando la hipótesis de que es la inhi-

bición de las calpaínas la que media este efecto del IPC sobre la homeostasis del Na+ 

(Figura 34A).  

La aceleración de la normalización de la concentración de Na+ puede deberse 

tanto a una mayor salida como a una menor entrada del catión en el cardiomiocito. Para 

determinar el papel de la actividad de la bomba Na+/K+-ATPasa en este mecanismo pro-

tector del precondicionamiento isquémico, se midió su actividad en muestras de membra-

na de corazones precondicionados y sometidos a isquemia/reperfusión. Como muestra la 

figura 34B, el IPC mejoró la recuperación de la actividad Na+/K+-ATPasa durante el inicio 

de la reperfusión, y este efecto fue mimetizado por la inhibición farmacológica de las 

calpaínas. Estos resultados fueron reproducidos tras la simulación farmacológica del PC 

mediante la administración transitoria de CPT-cAMP, un análogo del AMPc, antes de la 

isquemia, mientras que la perfusión con H89, inhibidor de la PKA, durante los ciclos de 

precondicionamiento, revirtió el efecto de éste sobre la actividad Na+/K+-ATPasa, confir-

mando el papel de la PKA en el precondicionamiento isquémico descrito con anterioridad 

(Inserte et al., 2004) (Figura 34B). 
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Figura 34. A) Cambios relativos en la concentración intracelular de Na+ respecto a los valores 
preisquémicos durante la isquemia y la reperfusión de corazones sometidos a 60 minutos de 
isquemia y 10 de reperfusión con BDM 50 mM y sin (IR) o con precondicionamiento isquémico (2 
ciclos de 5 minutos de isquemia y 5 de perfusión inmediatamente antes de la isquemia, IPC) o 
MDL-28170 (perfusión a 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia y toda la reperfusión, MDL). 
B) Actividad Na+/K+-ATPasa en membrana de corazones sometidos a 60 minutos de isquemia y 5 
de reperfusión y los protocolos mencionados en A además del Nx (perfusión normóxica), del de 
CPT-cAMP (perfusión a 25 µM durante 5 minutos seguidos de 5 minutos de lavado antes de la 
isquemia, cAMP) y del de H89 (protocolo de precondicionamiento con perfusión de H89 a 10 µM 
durante 5 minutos antes de cada ciclo). Los datos corresponden a la media±SEM, n=3 (A) n=5 
(B). * P<0.05 respecto a Nx. $ P<0.05 respecto a IR. 
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 Si la preservación de la actividad Na+/K+-ATPasa por precondicionamiento isqué-

mico es debida a la inhibición de las calpaínas, debería asociarse a una disminución tanto 

de la proteolisis de α-fodrina y anquirina-B como de la disociación del citoesqueleto por 

parte de las subunidades α de la bomba Na+/K+-ATPasa. Por tanto, se analizó en muestras 

de corazones de los grupos anteriormente estudiados la expresión de estas proteínas. El 

IPC previno la degradación de α-fodrina y anquirina-B y el aumento de las subunidades α 

de la bomba en la fracción soluble, efecto que fue mimetizado por el MDL-28170 y el 

CPT-cAMP, y revertido por el H89 (Figura 35). En conjunto estos resultados indican que la 

inhibición de las calpaínas es la causa más probable de la preservación de la actividad de 

la bomba Na+/K+-ATPasa en los corazones precondicionados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 35. Análisis por Western blot de la anquirina-B y la α-fodrina (fracción de membrana, A) y 
las subunidades α de la bomba Na+/K+-ATPasa (fracciones soluble e insoluble de membrana, B) en 
corazones sometidos a perfusión normóxica (Nx) o a 60 minutos de isquemia y 5 de reperfusión 
distribuidos en los grupos: IR (control), IPC (2 ciclos de 5 minutos de isquemia y 5 de perfusión 
inmediatamente antes de la isquemia), MDL (perfusión con MDL-28170 a 10 µM los 10 minutos 
previos a la isquemia y toda la reperfusión), cAMP (perfusión con CPT-cAMP a 25 µM durante 5 
minutos seguidos de 5 minutos de lavado antes de la isquemia) y H89 (protocolo de precondicio-
namiento con perfusión de H89 a 10 µM durante 5 minutos antes de cada ciclo). Los datos corres-
ponden a la media±SEM, n=5. * P<0.05 respecto a Nx.  
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3.2. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN EL POSTCONDICIONAMIENTO 

ISQUÉMICO 
 

 A diferencia del IPC, el postcondicionamiento isquémico es una maniobra cardio-

protectora realizada en el inicio de la reperfusión consistente en ciclos cortos de isque-

mia/reperfusión. Se ha sugerido que uno de los posibles efectos que estos ciclos cortos 

podrían tener sería un retraso en la recuperación de la acidosis intracelular presente 

durante la isquemia, la cual podría ser beneficiosa mediante diversos mecanismos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Con el fin de estudiar esta hipótesis, en primer lugar se analizó el efecto que la 

prolongación de la acidosis intracelular durante el inicio de la reperfusión tiene sobre la 

muerte celular. Para ello corazones aislados de rata fueron sometidos a 40 minutos de 

Figura 36. Tiempo para el pico de hipercontractura, grado de hipercontractura, recuperación 
funcional al final de la reperfusión (LVdevP), liberación acumulada de LDH y tamaño del infarto 
en corazones sometidos a 40 minutos de isquemia y 60 de reperfusión distribuidos en los grupos: 
IR (control) y pH6.4 (2 minutos de perfusión ácida a pH 6.4 en el inicio de la reperfusión). Los 
datos corresponden a la media±SEM, n=6. * P<0.05 respecto a IR.  
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isquemia y 60 de reperfusión con 2 minutos de perfusión a pH 6.4 en su inicio. La reper-

fusión ácida produjo un retraso y una disminución en el desarrollo de hipercontractura, 

redujo la muerte celular (liberación enzimática y tamaño del infarto) y mejoró la recupe-

ración funcional (LVdevP) de manera significativa (Figura 36). 

 Se utilizó espectroscopía por resonancia magnética nuclear para estimar el pH 

intracelular de corazones de rata aislados sometidos a 40 minutos de isquemia y 30 de 

reperfusión con 2 minutos de reperfusión ácida. Como se observa en la figura 37A, la 

isquemia produjo una acidificación del medio intracelular cercana a pH 6.4, que fue 

normalizado rápidamente en el inicio de la reperfusión en todos los grupos. Sin embargo, 

en los corazones con reperfusión ácida esta recuperación fue retrasada, pasando de 

1.50±0.24 min en el control (IR) a 3.47±0.31 min con 2 minutos de reperfusión ácida 

(P<0.05 respecto al control) (Figura 37B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 37. Evolución temporal del pH intracelular de corazones sometidos a 40 minutos de 
isquemia y 30 de reperfusión (A) y ampliación de los 10 primeros minutos de reperfusión (B) 
de los grupos: IR (control) y pH 6.4 (2 minutos de perfusión ácida en el inicio de la reperfu-
sión). Los datos corresponden a la media±SEM, n=3.  
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 Confirmada la asociación entre la prolongación de la acidosis intracelular y la 

protección frente al daño por reperfusión, se estudió el efecto cardioprotector de diver-

sos protocolos de postcondicionamiento y su relación con la capacidad de estos protoco-

los para retrasar la normalización del pH intracelular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Evolución temporal del pH intracelular de corazones sometidos a 40 minutos de 
isquemia y 30 de reperfusión (A), ampliación de los 10 primeros minutos de reperfusión (B) y 
tiempo de recuperación del pH intracelular (C) de los grupos: IR (control), Post10 (6 ciclos de 10 
segundos de isquemia y 10 de reperfusión), Post5 (12 ciclos de 5 segundos de isquemia y 5 de 
reperfusión), IR-LF (2 minutos de perfusión con el flujo a la mitad), Post10-LF (protocolo Post10 
con el flujo a la mitad), pH 6.4 (2 minutos de perfusión a pH 6.4) y MDL (administración de MDL-
28170 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia y los 10 primeros de reperfusión). Los datos 
corresponden a la media±SEM, n=3. * P<0.05 respecto a IR.  
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En los corazones sometidos al protocolo de postcondicionamiento consistente en 

ciclos de 10 segundos de isquemia seguidos de 10 de reperfusión realizados durante los 2 

primeros minutos de la reperfusión (Post10), el retraso en la normalización del pH intra-

celular medido por resonancia magnética nuclear fue moderado (Figura 38), y la carencia 

de un efecto marcado se asoció a una tendencia no significativa tanto a la reducción de 

la muerte celular y la hipercontractura como a una mejor recuperación funcional (Figura 

39). Dado el elevado flujo con el que son perfundidos los corazones aislados en el modelo 

de Langendorff con tampón cristaloide, se analizaron dos protocolos adicionales con el 

propósito de hacer más lento el lavado del medio extracelular y, por tanto, la norma-

lización del pH intracelular. Estos protocolos consistieron en un caso en la reducción de 

los ciclos a 5 segundos (Post5) y en el otro en la reducción a la mitad del flujo de los 

periodos de reperfusión de 10 segundos (Post10-LF); ambos protocolos produjeron un 

retraso marcado y significativo de la normalización del pH intracelular (Figura 38), y esta 

prolongación de la acidosis se acompañó de una reducción significativa de la hipercon-

tractura y una mejora de la recuperación funcional, asociadas a una menor muerte celu-

lar (Figura 39). Los resultados obtenidos con estos protocolos fueron similares a los de la 

reperfusión ácida durante 2 minutos (Figuras 38 y 39). La inhibición de las calpaínas 

también fue protectora (Figura 39), pero no tuvo efecto alguno sobre el pH intracelular 

durante la reperfusión (Figura 38), descartando un posible efecto de las calpaínas sobre 

los mecanismos de regulación del pH. Excluyendo el grupo tratado con MDL-28170, el 

retraso en la normalización del pH intracelular y el tamaño del infarto presentaron una 

gran correlación (r2=0.977) (Figura 40).  
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Figura 39. Tiempo para el pico de hipercontractura, grado de hipercontractura, recuperación 
funcional al final de la reperfusión (LVdevP), liberación acumulada de LDH y tamaño del infarto 
en corazones sometidos a 40 minutos de isquemia y 60 de reperfusión distribuidos en los grupos: 
IR (control), Post10 (6 ciclos de 10 segundos de isquemia y 10 de reperfusión), Post5 (12 ciclos 
de 5 segundos de isquemia y 5 de reperfusión), IR-LF (2 minutos de perfusión con el flujo a la 
mitad), Post10-LF 3 (protocolo Post10 con el flujo a la mitad), pH6.4 (2 minutos de perfusión a 
pH 6.4) y MDL (administración de MDL-28170 10 µM los 10 minutos previos a la isquemia y los 10 
primeros minutos de reperfusión). Los datos corresponden a la media±SEM, n=6. * P<0.05 
respecto a IR.  
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Las calpaínas son activas a pH neutro por lo que una prolongación de la acidosis 

intracelular durante el inicio de la reperfusión debería atenuar su actividad en los prime-

ros minutos de la reperfusión. Se analizó su actividad mediante Western blot en muestras 

de membrana de corazones sometidos a 40 minutos de isquemia y 5 de reperfusión y los 

distintos protocolos de reperfusión. En la figura 41, se muestra que aquellos protocolos 

que fueron capaces de retrasar la recuperación del pH intracelular durante los primeros 

minutos de reperfusión y proteger el miocardio también inhibieron la actividad de las 

calpaínas en el inicio de la reperfusión. La actividad de las calpaínas se correlacionó con 

la liberación enzimática (r2=0.789) y el tamaño del infarto (r2=0.867); estos resultados 

sugieren que la actividad de estas proteasas es uno de los factores determinantes de la 

protección otorgada por el postcondicionamiento (Figura 42). 

 

 

 

Figura 40. Correlación entre el retraso en la normalización del pH intracelular en la reperfusión y 
el tamaño del infarto en corazones sometidos a 40 minutos de isquemia y 30 o 60 de reperfusión y 
distribuidos en los grupos: IR (control), Post10 (6 ciclos de 10 segundos de isquemia y 10 de 
reperfusión), Post5 (12 ciclos de 5 segundos de isquemia y 5 de reperfusión), IR-LF (2 minutos de 
perfusión con el flujo a la mitad), Post10-LF (protocolo Post10 con el flujo a la mitad) y pH 6.4 (2 
minutos de perfusión a pH 6.4). Los datos corresponden a la media±SEM, n=3 (pHi), n=6 (tamaño 
del infarto). 
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Figura 41. Degradación de α-fodrina en corazones sometidos a 40 minutos de isquemia y 5 de 
reperfusión distribuidos en los grupos: IR (control), Post10 (6 ciclos de 10 segundos de isquemia y 10 
de reperfusión), Post5 (12 ciclos de 5 segundos de isquemia y 5 de reperfusión), IR-LF (2 minutos de 
perfusión con el flujo a la mitad), Post10-LF (protocolo Post10 con el flujo a la mitad), pH6.4 (2 
minutos de perfusión a pH 6.4) y MDL (administración de MDL-28170 10 µM los 10 minutos previos a la 
isquemia y los 10 primeros minutos de reperfusión). Los datos corresponden a la media±SEM, n=3. * 
P<0.05 respecto a Nx.  

Figura 42. Correlación entre la degradación de α-fodrina (145/150 kDa) y el tamaño del infarto (A) o 
la liberación de lactato deshidrogenasa (LDH, B) en corazones sometidos a 40 minutos de isquemia y 5 
o 60 de reperfusión y distribuidos en los grupos: IR (control), Post10 (6 ciclos de 10 segundos de isque-
mia y 10 de reperfusión), Post5 (12 ciclos de 5 segundos de isquemia y 5 de reperfusión), IR-LF (2 
minutos de perfusión con el flujo a la mitad), Post10-LF (protocolo Post10 con el flujo a la mitad), 
pH6.4 (2 minutos de perfusión a pH 6.4) y MDL (administración de MDL-28170 10 µM los 10 minutos 
previos a la isquemia y los 10 primeros de reperfusión). Los datos corresponden a la media±SEM, n=3 
(145/105 kDa), n=6 (LDH y tamaño del infarto).  
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3.3. CARDIOPROTECCIÓN FARMACOLÓGICA CON EL INHIBIDOR DE LAS 
CALPAÍNAS 
 

 Nuestros resultados indicando que la activación de las calpaínas tiene lugar duran-

te la reperfusión apoyan su posible uso como diana terapéutica en el infarto agudo de 

miocardio. Para analizar en una situación si es posible inhibir las calpaínas en el inicio de 

la reperfusión y si esta inhibición puede reducir el tamaño del infarto, se realizó un estu-

dio ciego en un modelo in vivo de isquemia/reperfusión miocárdica en rata. Las ratas fue-

ron sometidas a 30 minutos de oclusión de la coronaria descendente anterior izquierda y 

120 minutos de reperfusión, y fueron distribuidas en un grupo control con sólo vehículo y 

un grupo con MDL-28170, administrados sistémicamente durante el final de la isquemia y 

el inicio de la reperfusión. Los valores de presión arterial sistémica y de frecuencia cardí-

aca no mostraron diferencias significativas entre grupos, a excepción de una menor fre-

cuencia cardíaca en el grupo tratado con el inhibidor a los 15 minutos de reperfusión, que 

sólo es tendencia en los otros tiempos (Tabla 1).  

 

 Tabla 1. Valores hemodinámicos de las ratas control (IR) o tratadas con MDL-28170 (MDL). 

 BASAL   ISQUEMIA  REPERFUSIÓN 

   15 min 25 min  15 min 30 min 120 min 

 IR MDL  IR MDL IR MDL  IR MDL IR MDL IR MDL 

FC 267±7 262±7  258±6 261±6 259±5 258±4  251±6 235±3* 258±8 241±5 270±10 251±6 

PAM 83±3 85±5  70±3 75±5 76±4 71±3  74±6 71±3 69±1 65±3 63±1 63±2 

PS 101±3 100±6  86±3 91±6 91±3 87±4  87±4 89±4 85±3 80±4 79±3 80±4 

PD 71±3 71±6  60±2 64±5 66±4 58±3  65±5 60±3 60±1 53±4 55±2 54±3 

FC, frecuencia cardíaca (latidos/min); PAM, presión arterial media (mmHg); PS, presión sistólica 
(mmHg); PD, presión diastólica (mmHg).  
Los datos corresponden a la media±SEM (n=9 por grupo). * P<0.05 respecto a IR. 

 

 Al finalizar el protocolo se cuantificó histológicamente el tamaño del infarto en 

los corazones en función del área en riesgo (Figura 43A). Mientras que el área en riesgo 

en ambos grupos fue similar, descartándose diferencias en cuanto a las características 

anatómicas de la oclusión, las ratas tratadas con MDL-28170 mostraron menos infarto que 

las control (IR) (Figura 43B). Este descenso en la muerte celular, aunque moderado, fue 

significativo y demostró que la inhibición de las calpaínas durante la reperfusión puede 

prevenir la muerte celular. Con el fin de evaluar el grado de inhibición de las calpaínas 

alcanzado con el protocolo utilizado, se realizó una nueva serie de experimentos, con las 
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mismas condiciones salvo que la reperfusión se detuvo a los 15 minutos, para analizar por 

Western blot la degradación de α-fodrina en estos corazones. Como se observa en la 

figura 43C, los corazones del grupo tratado con MDL-28170 presentaron una menor activa-

ción de las calpaínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. A) Imágenes representativas del área en riesgo (delimitada con fluoresceína) y del 
tamaño del infarto (delimitado con trifeniltetrazolio) de secciones de corazones de ratas 
tratadas con vehículo (IR) o con 10 mg/kg de MDL-28170 los últimos 8 minutos de isquemia y los 
2 primeros de reperfusión e infusión a 3.3 mg/kg/h los 30 minutos siguientes (MDL). B) Área en 
riesgo y tamaño del infarto de los grupos IR y MDL. C) Degradación de α-fodrina en los corazones 
de los grupos IR y MDL. Los datos corresponden a la media±SEM, n=9 (tamaño del infarto y área 
en riesgo), n=5 (145/105 kDa). * P<0.05 respecto a IR. 
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1. ACTIVACIÓN Y REGULACIÓN DE LAS CALPAÍNAS 
DURANTE LA ISQUEMIA Y REPERFUSIÓN MIOCÁRDICAS 
 

1.1. LA ACTIVACIÓN DE LAS CALPAÍNAS CONTRIBUYE DE MANERA 
RELEVANTE AL DAÑO MIOCÁRDICO POR ISQUEMIA/REPERFUSIÓN 
 

 La constatación de la proteolisis de substratos conocidos de las calpaínas, así 

como el uso de inhibidores de su actividad en corazones aislados y modelos animales in 

vivo sujetos a isquemia transitoria, han demostrado que la activación de las calpaínas 

ocurre de manera previa al daño sarcolemal y participa de manera importante tanto en la 

muerte celular como en la disfunción contráctil inducidas por la reperfusión (Inserte et 

al., 2004; Khalil et al., 2005; Neuhof et al., 2008). Nuestros resultados confirman en 

nuestro modelo de corazón aislado y perfundido estas observaciones anteriores y profun-

dizan tanto en la regulación de la actividad de las calpaínas durante la isquemia/reperfu-

sión como en los mecanismos mediante los cuales éstas contribuyen al daño por reper-

fusión. 
 

1.2. LAS CALPAÍNAS SE ACTIVAN EXCLUSIVAMENTE DURANTE LA 

REPERFUSIÓN 
 

A pesar de todos los estudios previos que han mostrado la importancia de la activi-

dad de las calpaínas en el daño por isquemia/reperfusión, ninguno de ellos ha definido la 

cinética de la activación de las calpaínas. Conocer en qué momento se produce la activa-

ción de las calpaínas es esencial dado que si éstas se activaran durante la isquemia per-

derían interés terapéutico debido a la imposibilidad de impedir sus efectos en aquellos 

pacientes que sufren un infarto agudo de miocardio.  

En condiciones patológicas en las cuales la homeostasis del Ca2+ no está preser-

vada, como ocurre durante isquemia/reperfusión, la estricta regulación de la actividad 

de las calpaínas se pierde provocando una sobreactivación. Esta sobrecarga de Ca2+ se 

inicia durante el episodio isquémico, asociada a la depleción energética, y tiene un incre-

mento rápido y transitorio en el inicio de la reperfusión (Ladilov et al., 1999). Sin 

embargo, la isquemia causa una rápida acidificación intracelular, con unos valores de pH 

que in vitro son capaces de prevenir la activación de las calpaínas en presencia de eleva-

das concentraciones de Ca2+ (Kendall et al., 1993; Zhao et al., 1998). Por tanto, las 

calpaínas podrían estar inhibidas durante la isquemia a pesar de la sobrecarga de Ca2+. En 
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dos estudios anteriores, no se observó activación de las calpaínas durante la isquemia. Sin 

embargo, en ellos la duración de la isquemia fue de tan sólo 20 minutos (Yoshida et al., 

1995; Sorimachi et al., 1997); considerando que la pérdida de la homeostasis catiónica 

coincide con la depleción energética, manifestada como rigor isquémico hacia los 15 

minutos de isquemia (Allshire et al., 1987), es posible que isquemias más prolongadas, 

que alcanzan una concentración intracelular de Ca2+ más elevada, puedan activar las 

calpaínas. Los resultados aquí presentados muestran que las calpaínas no se activan 

durante la isquemia, aun cuando ésta se prolongue hasta los 90 minutos. En cambio, en 

los corazones reperfundidos tras tiempos de isquemia superiores a 30 minutos sí se obser-

vó activación de las calpaínas, demostrando que la activación tiene lugar durante la 

reperfusión. 
 

1.3. LA m-CALPAÍNA TRANSLOCA A MEMBRANA DURANTE LA ISQUEMIA 
 

Nuestros resultados demostraron que la m-calpaína transloca a membrana duran-

te la isquemia y que el inicio de esta translocación se correlaciona temporalmente con el 

desarrollo de rigor isquémico. A pesar de que la translocación a membrana de las calpaí-

nas ha sido considerada como uno de los pasos del proceso de activación de las calpaínas 

en condiciones fisiológicas (Molinari and Carafoli, 1997), éstas permanecieron inactivas 

durante la isquemia, poniendo en duda que este modelo de activación de las calpaínas 

sirva para explicar lo que sucede en situaciones de sobrecarga de Ca2+ como sucede du-

rante la isquemia/reperfusión miocárdica. Sin embargo, durante la reperfusión las calpaí-

nas se activaron en un grado proporcional a la duración de la isquemia y a la translo-

cación de la m-calpaína, sugiriendo una relación entre la translocación y la activación. El 

hecho de que la µ-calpaína no translocara a membrana durante la isquemia y la reperfu-

sión es coherente con estudios que atribuyen a esta calpaína funciones de mantenimiento 

y que la consideran activa en condiciones fisiológicas, por lo que su regulación sería dife-

rente a la de la m-calpaína (Galvez et al., 2007). 

 La localización celular de la m-calpaína translocada a membrana podría afectar su 

especificidad proteolítica. Debido a la utilización para Western blot de muestras de frac-

ción microsomal, que además de membrana plasmática incluye orgánulos como el retícu-

lo sarcoplasmático o el aparato de Golgi, podría haber m-calpaína en la membrana exter-

na de estos orgánulos (Hood et al., 2006). La inmunofluorescencia del anticuerpo para la 

m-calpaína se comparó con la de la α-fodrina en tejido miocárdico de rata; esta proteína 

como componente del citoesqueleto de membrana marca toda la membrana plasmática. 
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El marcaje de la m-calpaína mostró un patrón difuso, propio de una proteína citosólica, 

junto con marcaje de membrana plasmática y bandas regulares coincidentes con los túbu-

los T marcados con la α-fodrina. Estas bandas en el marcaje contra m-calpaína podrían 

ser tanto túbulos T como cisternas terminales del retículo sarcoplasmático como discos Z 

del sarcómero, dado que todas estas estructuras colocalizan en el cardiomiocito (Severs, 

2000). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por Western blot, el túbulo T 

(membrana plasmática) o la cisterna terminal son las regiones más probables para la aso-

ciación a membrana de la m-calpaína. La presencia de la calpaína en esta zona podría 

tener consecuencias diversas, como ponerla en presencia de incrementos locales de Ca2+ 

procedente tanto del medio extracelular como del retículo (Hood et al., 2006) o poten-

ciar la degradación de substratos presentes en la zona como proteínas del retículo, de 

membrana plasmática o del disco Z (Reville et al., 1976; Singh et al., 2004; Walker et al., 

2008). No se observaron cambios en la distribución del marcaje de m-calpaína con la 

isquemia o la reperfusión; sin embargo, se observó una clara tendencia al aumento del 

marcaje en membrana, lo que apoya los resultados obtenidos por Western blot que indi-

can una translocación de la proteasa durante la isquemia.  
 

1.4. LA ACTIVACIÓN Y TRANSLOCACIÓN DE LAS CALPAÍNAS ES 

DEPENDIENTE DE CA2+ 
 

Durante la isquemia existe una multitud de factores que pueden estar modulando 

la actividad de las calpaínas, como la sobrecarga de Ca2+ (Steenbergen et al., 1990; 

Ladilov et al., 1999), cambios en el estado de fosforilación de las proteínas en el cardio-

miocito debidos a que las cinasas carecen de ATP mientras que las fosfatasas permanecen 

activas (Armstrong et al., 1998), la acidificación del citosol (Allen and Orchard, 1987), 

etc. Con los resultados obtenidos inhibiendo la actividad reversa del intercambiador 

Na+/Ca2+ se ha confirmado que el principal de ellos, la entrada de Ca2+ citosólico a través 

del NCX, es responsable tanto de la translocación a membrana como de la activación de 

las calpaínas. Esta activación no se debió a la entrada masiva de Ca2+ causada por la 

ruptura del sarcolema, dado que ésta se previno con la administración de BDM durante la 

reperfusión. La BDM es un inhibidor de la actividad ATPasa de la actomiosina que previe-

ne la formación de puentes cruzados y provoca una inhibición completa y reversible de la 

actividad contráctil (Perreault et al., 1992), lo que previene la hipercontractura y la 

muerte derivada de ésta (Garcia-Dorado et al., 1992a; Schlack et al., 1994). 
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1.5. LA ACIDOSIS INHIBE LA ACTIVIDAD DE LAS CALPAÍNAS 
 

Con el fin de analizar si la causa de la ausencia de actividad de las calpaínas 

durante la isquemia aun en presencia de sobrecarga de Ca2+ es la acidosis intracelular del 

miocardio isquémico, se utilizó un modelo de inducción de entrada de Ca2+ a través del 

intercambiador Na+/Ca2+ en ausencia de isquemia (Inserte et al., 2004). Este modelo 

produce una sobrecarga de Ca2+ en ausencia de otros factores presentes durante la isque-

mia que podrían confundir la interpretación de los resultados. La perfusión a 7.4 provocó 

degradación de α-fodrina que fue inhibida cuando la entrada de Ca2+ se indujo con un 

medio ajustado a pH 6.4, lo cual confirma los estudios previos realizados in vitro (Kendall 

et al., 1993; Zhao et al., 1998) y apoya la hipótesis de que la acidosis intracelular isqué-

mica es la responsable de la ausencia de actividad de las calpaínas durante la isquemia.  

La translocación de las calpaínas a membrana ha sido propuesta como necesaria 

en el proceso de activación bajo condiciones fisiológicas, en las cuales la concentración 

citosólica de Ca2+ está estrictamente regulada (Molinari and Carafoli, 1997). Sin embargo, 

la cuestión de la necesidad de la translocación para la activación de las calpaínas en 

situaciones patológicas en las que existe sobrecarga de Ca2+ es controvertida (Ostwald et 

al., 1994; Liu et al., 2001). En este modelo de entrada de Ca2+ sin isquemia, no se 

observó un aumento de la m-calpaína en membrana en aquellos corazones en los que se 

activaron las calpaínas.  

Estos resultados, junto con los resultados obtenidos previamente en los que la 

presencia de m-calpaína en membrana era mayor durante la isquemia que durante la 

reperfusión, sugerían que la translocación a membrana podría ser un paso intermedio en 

el proceso de activación y que la mayor presencia de la enzima en membrana indicaría un 

bloqueo en un paso del proceso de activación que sería dependiente de actividad proteo-

lítica. De ser así, la administración terapéutica de inhibidores de calpaínas, aguda y en el 

inicio de la reperfusión, habría perdido mucha efectividad porque sólo retrasaría el inicio 

de su actividad hasta el lavado del inhibidor, lo que podría ser insuficiente. Si la presen-

cia de m-calpaína en membrana se debe a un bloqueo en su activación debido a la inhibi-

ción de su actividad, tanto la inhibición farmacológica de las calpaínas como el pH ácido 

deberían aumentar la cantidad de calpaína en membrana cuando se induce una sobrecar-

ga de Ca2+. Sin embargo, no se observó un aumento de la translocación, descartándose así 

esta hipótesis.  
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1.6. LA INHIBICIÓN DE LA TRANSLOCACIÓN DE m-CALPAÍNA A 

MEMBRANA NO REDUCE LA ACTIVIDAD DE LAS CALPAÍNAS 
 

Nuestro estudio había mostrado translocación durante la isquemia no asociada a 

actividad, pero coherente con la actividad observada en los corazones reperfundidos. Por 

tanto, estos resultados sugerían que la translocación a membrana pudiera ser un estado 

de preactivación de la m-calpaína, pero los experimentos con sobrecarga de Ca2+ inducida 

sin isquemia descartaron esta posibilidad. Aun así, era posible que en las condiciones 

presentes en isquemia/reperfusión la translocación a membrana de las calpaínas fuera 

necesaria para su activación. Para comprobarlo se intentó prevenir la translocación de la 

m-calpaína y observar el efecto en la actividad proteolítica de corazones sometidos a 

isquemia y reperfusión. 

 Algunos estudios previos han propuesto que las calpaínas se asocian preferen-

temente a lipid rafts cuando translocan a membrana (Morford et al., 2002; Goudenege et 

al., 2005; Nuzzi et al., 2007). En nuestro estudio, el uso de metil-β-ciclodextrina para 

desestabilizar estos dominios ricos en colesterol redujo los niveles de m-calpaína en 

membrana durante la isquemia. A pesar de ello, la actividad de las calpaínas durante la 

reperfusión no resultó afectada, confirmando que en presencia de sobrecarga de Ca2+ la 

translocación a membrana no es un paso necesario en su proceso de activación (Spencer 

and Tidball, 1996; Liu et al., 2001). Aunque estos resultados no descartan que la fracción 

de m-calpaína translocada a membrana pueda tener un efecto sobre la proteolisis de 

determinados substratos, la ausencia de efecto de la inhibición de la translocación, tanto 

sobre la actividad total como sobre la muerte celular, minimiza la importancia de la 

translocación de las calpaínas a membrana en el daño miocárdico causado por isque-

mia/reperfusión. 
 

1.7. LA CALPASTATINA ES DEGRADADA DURANTE LA REPERFUSIÓN 
 

La calpastatina es el inhibidor endógeno de las calpaínas y es expresado en todos 

los tipos celulares. Sin embargo, la isoforma expresada varía y en el caso del corazón de 

rata este estudio ha detectado una isoforma con una movilidad similar a la forma expre-

sada en eritrocitos de cerdo (Goll et al., 2003). Aunque el dominio inhibidor está repeti-

do tres veces en la proteína, esta isoforma carece de los dominios XL, L y del dominio 

inhibidor I y esto puede variar la regulación de su función. Por un lado, se ha implicado al 

dominio L en la interacción entre calpastatina y calpaínas a concentraciones fisiológicas 
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de Ca2+ (Melloni et al., 2006), por lo que según este trabajo la isoforma detectada en 

nuestro estudio en el corazón de rata no interactuaría con la calpaína en condiciones 

basales. Por otro lado, el dominio L también está implicado en la localización de la 

calpastatina en agregados perinucleares cuando es fosforilada por PKA, por lo que esta 

vía de control de la interacción calpastatina-calpaína tampoco debería existir en el 

miocardio de rata (De Tullio et al., 2009).  

La calpastatina fue degradada por las calpaínas durante la reperfusión, lo cual 

confirma que la calpastatina es substrato de las calpaínas en la reperfusión miocárdica 

(Sorimachi et al., 1997; Doumit and Koohmaraie, 1999; De Tullio et al., 2000). A pesar de 

que la calpastatina expresada en corazón de rata tiene repetido tres veces el dominio 

inhibidor y que su proteolisis podría producir fragmentos que conserven su capacidad 

para inhibir a las calpaínas (De Tullio et al., 2000; Goll et al., 2003), en los estudios ante-

riormente citados la proteolisis de la calpastatina se asocia finalmente a un descenso en 

su actividad inhibitoria (Sorimachi et al., 1997; Doumit and Koohmaraie, 1999; De Tullio 

et al., 2000). Por consiguiente, la degradación del inhibidor endógeno de las calpaínas 

debería potenciar su actividad en la reperfusión. 
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2. CONTRIBUCIÓN DE LAS CALPAÍNAS A LA PÉRDIDA 
DE LA HOMEOSTASIS CATIÓNICA 

 

 Recientemente nuestro grupo ha demostrado en un modelo de corazón aislado de 

rata sometido a isquemia/reperfusión que la activación de las calpaínas provoca la degra-

dación de proteínas estructurales incluyendo la fodrina y la anquirina, dando lugar a un 

aumento en la fragilidad del sarcolema, lo que favorece la rotura de éste al coincidir con 

el estrés mecánico generado por la hipercontractura y el edema celular (Inserte et al., 

2004). Dado que la fodrina y la anquirina forman un complejo estructural con la Na+/K+-

ATPasa que mantiene la estabilidad de ésta en la membrana (Jordan et al., 1995), en 

este estudio se planteó la hipótesis de que la actividad de las calpaínas no contribuye 

únicamente al aumento de la fragilidad sino que también provoca la disfunción de la 

Na+/K+-ATPasa, impidiendo así la rápida normalización del gradiente de Na+ y favore-

ciendo con ello la entrada de Ca2+ a través del NCX y en consecuencia el daño por 

reperfusión. 

La entrada de Ca2+ a través del NCX contribuye de forma crítica a la muerte de los 

cardiomiocitos (Inserte et al., 2002), que se produce principalmente durante los primeros 

minutos de la reperfusión. El modo reverso del NCX depende de la rapidez con la que se 

reestablece el gradiente transarcolemal de Na+. Por tanto la magnitud del daño por re-

perfusión va a depender de lo rápido que se normalice la actividad de la Na+/K+-ATPasa.  

Estudios previos habían descrito una disminución en la actividad de la bomba de 

Na+ en corazones aislados de rata sujetos a isquemia/reperfusión (Elmoselhi et al., 2003). 

Los resultados obtenidos en este estudio confirman la reducción de la actividad Na+/K+-

ATPasa durante los primeros minutos de reperfusión y relaciona su severidad con la dura-

ción de la isquemia precedente. En los corazones sujetos a 30 minutos de isquemia, se 

produce una casi completa recuperación de la Na+/K+-ATPasa en los 5 primeros minutos 

de reperfusión. Como en otros estudios anteriores (Nawada et al., 1997; Imahashi et al., 

2001), en estos corazones la inhibición con ouabaína de la actividad de la bomba de Na+ 

durante los primeros minutos de reperfusión aumentó la liberación enzimática y redujo la 

recuperación funcional. En los corazones reperfundidos tras 60 minutos de isquemia se 

observó una inhibición severa de la actividad Na+/K+-ATPasa así como una extensa muerte 

celular y, en coherencia con estudios previos (Inserte et al., 2002), la inhibición del inter-

cambiador Na+/Ca2+ durante los primeros minutos de reperfusión atenuó la muerte celular 

y mejoró la recuperación funcional. En conjunto, estos resultados apoyan la idea de que 

la reducción de la actividad Na+/K+-ATPasa durante los primeros minutos de reperfusión 
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determina la sobrecarga de Ca2+ a través del NCX y a la consiguiente muerte celular en el 

miocardio reperfundido. 

Bajo condiciones de estrés oxidativo se ha observado una alteración en la expre-

sión de las isoformas de la Na+/K+-ATPasa (Ostadal et al., 2003), así como una importante 

reducción en la abundancia de las isoformas α2, α3, β1, β2 y, en menor extensión, α1 en 

corazones aislados de rata sujetos a isquemia/reperfusión (Elmoselhi et al., 2003), y una 

disminución significativa en la unión a citoesqueleto de membrana de la subunidad α de 

la bomba Na+/K+-ATPasa (Aufricht et al., 2002). Sin embargo, ningún estudio previo 

describe el mecanismo exacto causante de la reducida actividad Na+/K+-ATPasa en el 

miocardio durante los primeros minutos de la reperfusión. Nuestros resultados concuer-

dan con los estudios anteriores al demostrar una reducción de las subunidades α1 y α2 en 

la fracción de membrana asociada a citoesqueleto. Coincidiendo con otros grupos (Fuller 

et al., 2003), fuimos incapaces de detectar la isoforma α3 en el corazón adulto de rata 

por Western blot. 

Este estudio también confirma la degradación de α-fodrina y la anquirina-B en el 

miocardio reperfundido; además, sugiere que la activación de las calpaínas es un evento 

temprano durante la reperfusión dado que es manifiesta tras sólo 5 minutos. La inhibición 

de las calpaínas con MDL-28170 previene la degradación de estas proteínas así como la 

disociación de las subunidades α1 y α2 de la Na+/K+-ATPasa del citoesqueleto en el 

miocardio reperfundido, y atenúa la reducción en la actividad Na+/K+-ATPasa, hechos que 

reafirman la idea de que todos estos fenómenos están relacionados, siendo la activación 

de las calpaínas la causa de la degradación de las proteínas estructurales, la cual provoca 

la disociación del citoesqueleto por parte de la bomba y el descenso en su actividad. 

Recientemente ha sido demostrada una disminución en la cantidad total de las 

isoformas α1 y α2 de la Na+/K+-ATPasa en cardiomiocitos de ratones heterocigotos para 

una mutación deletérea en la anquirina-B, con un 50% de reducción en la cantidad de 

anquirina medida por Western blot (Mohler et al., 2003). Nuestros resultados subrayan la 

importancia de la asociación de la Na+/K+-ATPasa con el complejo anquirina-fodrina y se 

pueden explicar por la pérdida mediada por calpaínas del complejo citoesqueleto-

membrana en la interfaz anquirina-fodrina. Sin embargo, también podrían explicarse 

como consecuencia de una actividad proteolítica de las calpaínas sobre las subunidades 

de la Na+/K+-ATPasa. De hecho, cuando las secuencias aminoacídicas de las subunidades 

α1 y α2 de la Na+/K+-ATPasa fueron sometidas a un análisis de búsqueda de PEST 

(http://www.at.embnet.org/embnet/tools/bio/PESTfind) se identificaron tres posibles 
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regiones PEST (Pro, Glu(Asp), y una región Ser/Thr) para α1 y dos regiones PEST para α2 

como potenciales lugares para la lisis mediada por calpaínas. 

Experimentos realizados in vitro exponiendo la fracción particulada a m-calpaína 

recombinante mostró una degradación parcial de las subunidades α1 y α2 tras 30 minutos 

de incubación. Sin embargo, por varias razones parece improbable un papel prominente 

de la proteolisis directa mediada por calpaína en la pérdida de las subunidades α de la 

Na+/K+-ATPasa. Primero, nuestros resultados indican que durante la reperfusión ocurre 

una redistribución de la Na+/K+-ATPasa sin proteolisis aparente. Segundo, la α-fodrina y la 

anquirina-B son degradadas en paralelo con la disminución de las subunidades α1 y α2 en 

la fracción insoluble a Tritón y de forma pronunciada a los 5 minutos de reperfusión. 

Tercero, en experimentos in vitro, la proteolisis de anquirina-B a los 5 minutos de incuba-

ción con calpaína era más pronunciada que aquella observada en corazones reperfundi-

dos, mientras que la pérdida de las bandas correspondientes a las subunidades α1 y α2 no 

era significativa a los 30 minutos de incubación in vitro. 

Dado que la inhibición de las calpaínas está asociada a una reducción en la muer-

te celular, existe la posibilidad de que la preservación de la Na+/K+-ATPasa observada en 

los corazones tratados con inhibidores de calpaínas se deba a un aumento en la supervi-

vencia de los cardiomiocitos en lugar de ser su causa. Con el fin de descartar esta posibi-

lidad, se analizó la disfunción de la Na+/K+-ATPasa durante los inicios de la reperfusión en 

presencia de BDM. Los corazones reperfundidos durante 5 minutos en presencia de BDM, 

en los cuales la liberación de LDH estaba marcadamente reducida, mostraron una activa-

ción de las calpaínas, una actividad Na+/K+-ATPasa y una distribución de las subunidades 

α de la Na+/K+-ATPasa similares a aquellas observadas en ausencia de BDM, indicando que 

el fenómeno no es consecuencia de la muerte celular, sino que la precede.  

 En conjunto, estos resultados demuestran que la activación de las calpaínas, indu-

cida por la elevación de los niveles de Ca2+ citosólico en los primeros minutos de reperfu-

sión, no sólo contribuye a un incremento de la fragilidad celular (Inserte et al., 2004) sino 

que también causaría una reducción en la actividad de la Na+/K+-ATPasa que conduciría a 

una mayor elevación del Ca2+ citosólico, cerrando así un círculo vicioso que puede llevar a 

la muerte del cardiomiocito (Figura 44). 
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3. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN LA 
CARDIOPROTECCIÓN 

 

3.1. EL PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO PRESERVA LA ACTIVIDAD 
NA+/K+-ATPASA EN EL INICIO DE LA REPERFUSIÓN MEDIANTE LA 
INHIBICIÓN DE LAS CALPAÍNAS 
 

 El precondicionamiento isquémico es una maniobra que desencadena un proceso 

endógeno de cardioprotección muy potente. Sin embargo, a pesar de los múltiples meca-

nismos propuestos para explicar su efecto protector todavía no se conocen con exactitud 

sus efectores finales. Se ha propuesto que el IPC podría atenuar los niveles de Na+ cito-

sólico durante la isquemia/reperfusión. En contraste con la ausencia de un efecto claro 

sobre la acumulación de Na+ durante la isquemia (Ramasamy et al., 1995; Liu et al., 

1998; Lundmark et al., 1999; Imahashi et al., 2001; Babsky et al., 2002), hay evidencias 

sólidas que demuestran que el precondicionamiento isquémico acelera la recuperación de 

la concentración citosólica de Na+ en el inicio de la reperfusión (Ramasamy et al., 1995; 

Lundmark et al., 1999; Imahashi et al., 2001; Babsky et al., 2002).  

Los resultados de este estudio, en los que se ha determinado en corazones de rata 

aislados la concentración de Na+ por 23Na-RMN, corroboran la visión mayoritaria según la 

cual el precondicionamiento isquémico no afecta a la acumulación de Na+ durante la 

isquemia, pero mejora la recuperación de los niveles basales de Na+ en el inicio de la 

reperfusión. Estas diferencias en la recuperación no fueron debidas a diferencias en el 

grado de muerte celular dado que se previno la ruptura del sarcolema con BDM. Por 

tanto, nuestros resultados apoyan aquellos estudios que afirman que los mecanismos de 

protección del precondicionamiento isquémico son distintos a los obtenidos con el uso de 

inhibidores del intercambiador Na+/H+, cuyo principal efecto es la reducción de la sobre-

carga de Na+ (Mosca and Cingolani, 2000; Ruiz-Meana et al., 2003). Teniendo en cuenta 

que la reactivación de la Na+/K+-ATPasa en la reperfusión es el principal mecanismo que 

la célula posee para normalizar los niveles de Na+ intracelular acumulado durante la 

isquemia y el inicio de la reperfusión (Van Emous et al., 1998), los resultados obtenidos 

por RMN indican que el IPC tendría un efecto beneficioso sobre la reactivación de la 

bomba de Na+.  

Como habíamos mostrado anteriormente, existe una relación directa entre la 

recuperación de la Na+/K+-ATPasa y la extensión del daño por reperfusión. Los resultados 

presentados en esta tesis muestran que la mejor recuperación de los niveles de Na+ intra-
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celular en los corazones precondicionados coincidía con una mayor actividad Na+/K+-

ATPasa durante los primeros minutos de la reperfusión, algo que había sido descrito en 

otros estudios en corazón (Lundmark et al., 1999; Elmoselhi et al., 2003; Yorozuya et al., 

2004) y otros tejidos (Aufricht et al., 2002); no obstante, estos estudios no descartaron la 

muerte celular como posible factor inhibidor de la actividad Na+/K+-ATPasa y sólo el 

trabajo de Lundmark et al. estudió la actividad de la bomba en los primeros minutos de 

la reperfusión, fase crítica para el desarrollo de hipercontractura y, por tanto, la muerte 

celular. Tampoco estos estudios previos habían descrito el mecanismo mediante el cual el 

precondicionamiento isquémico preserva la función de la bomba. Dado que un estudio 

previo de nuestro grupo había demostrado que el precondicionamiento isquémico inhibe a 

las calpaínas (Inserte et al., 2004), y los resultados presentados en esta tesis demuestran 

que las calpaínas median la estabilidad de la Na+/K+-ATPasa en la membrana y su cor-

recto funcionamiento, se planteó la hipótesis de que el precondicionamiento podría estar 

protegiendo la función de la Na+/K+-ATPasa a través de su inhibición de las calpaínas. El 

análisis de la α-fodrina y la anquirina-B y de las subunidades α de la bomba en corazones 

precondicionados mostró una preservación de la asociación de la bomba con el citoes-

queleto de membrana, efecto que se asoció a un descenso marcado de la actividad de las 

calpaínas. La inhibición farmacológica de estas proteasas, y la simulación farmacológica 

del PC mediante la activación transitoria de la PKA con CPT-cAMP (Inserte et al., 2004), 

reprodujeron el efecto del precondicionamiento isquémico sobre la cinética de recupera-

ción de la concentración de Na+ citosólico, mientras que la inhibición del IPC con H89 

revirtió su efecto sobre la cinética del Na+. Estos resultados apuntan al importante papel 

que la inhibición de las calpaínas tiene en la preservación de la actividad de la Na+/K+-

ATPasa por parte del precondicionamiento isquémico. 
  

3.2. EL POSTCONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO RETRASA LA 

NORMALIZACIÓN DEL PH INTRACELULAR E INHIBE LAS CALPAÍNAS EN EL 
INICIO DE LA REPERFUSIÓN 
 

 Se ha sugerido que la prolongación de la acidosis durante la reperfusión es 

determinante para los efectos protectores del postcondicionamiento isquémico (Garcia-

Dorado and Piper, 2006; Cohen et al., 2007; Fujita et al., 2007). Sin embargo, las 

evidencias disponibles del papel del retraso en la recuperación del pH intracelular en la 

protección por postcondicionamiento eran indirectas, y el mecanismo de protección por 

acidosis desconocido. En este trabajo se analiza por primera vez la evolución temporal 
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del pH intracelular durante el postcondicionamiento y la relación entre el retraso en la 

recuperación del pH intracelular y la efectividad de la cardioprotección.  

Con este fin en primer lugar se estudió el efecto protector de la prolongación de 

la acidosis intracelular mediante la reperfusión a pH ácido durante los 2 minutos iniciales 

de la reperfusión. La perfusión a pH ácido inhibe la expulsión de H+ a través del NHE, lo 

que previene la neutralización del pH intracelular (Bers et al., 2003). Los resultados por 
31P-RMN en corazones aislados de rata confirmaron el retraso en la normalización del pH 

intracelular. Este retraso fue acompañado de una mejor recuperación funcional y una 

atenuación de la hipercontractura y la muerte celular. La reperfusión ácida puede inhibir 

la hipercontractura a través de varios mecanismos. Por un lado, la acidosis inhibe la 

contractilidad al reducir la sensibilidad de las miofibrillas al Ca2+ (Orchard and Kentish, 

1990) y previene el desarrollo de hipercontractura en el inicio de la reperfusión cuando la 

homeostasis del Ca2+ aún no ha sido recuperada (Kaplan et al., 1995; Preckel et al., 1998; 

Schafer et al., 2000; Piper et al., 2004). La acidosis puede inhibir al NHE y atenuar la 

entrada de Na+, así como reducir la entrada de Ca2+ al citosol inhibiendo una corriente de 

entrada (Irisawa and Sato, 1986) o la liberación desde el retículo sarcoplasmático 

(Fabiato and Fabiato, 1978). Estos efectos sobre la homeostasis del Ca2+ fueron demos-

trados por un estudio en el que la reperfusión ácida transitoria redujo la sobrecarga de 

Na+ y Ca2+ (Panagiotopoulos et al., 1990). Otro posible mecanismo es la inhibición de la 

apertura del mPTP en el inicio de la reperfusión, causada por los ROS y la sobrecarga 

mitocondrial de Ca2+ (Halestrap et al., 2004). Finalmente, hemos demostrado en este 

estudio que la acidosis en condiciones de sobrecarga de Ca2+ puede inhibir directamente 

la actividad de las calpaínas y ejercer parte de su efecto protector a través de este 

mecanismo; además, no se puede descartar que la inhibición de la entrada de Ca2+ tam-

bién contribuya a reducir la activación de las calpaínas. 

 El estudio de la capacidad del postcondicionamiento isquémico para retrasar la 

normalización del pH intracelular y proteger el miocardio se realizó con tres protocolos 

de postcondicionamiento, en los cuales se utilizaron diferentes velocidades de flujo y 

diferentes duraciones de los ciclos de isquemia. Un protocolo comunmente utilizado, que 

consistía en 6 ciclos de 10 segundos, retrasó la normalización del pH intracelular en sólo 

1 minuto con respecto al control y no protegió al corazón, a pesar de una tendencia hacia 

la reducción de la muerte; estos resultados concordaban con un estudio previo que utilizó 

el mismo protocolo (Kaljusto et al., 2006). En cambio, aquellos protocolos que retrasaron 

la recuperación del pH intracelular más de 2 minutos fueron protectores, lo que demues-

tra el papel crítico que la prolongación de la acidosis intracelular tiene en la protección 
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por postcondicionamiento. Estudios previos habían propuesto que la duración de los ciclos 

de isquemia/reperfusión de un protocolo de postcondicionamiento debían ser más breves 

en modelos perfundidos en tampón cristaloide debido al flujo coronario utilizado, mucho 

mayor que en modelos in vivo; el flujo más veloz normaliza el pH del medio extracelular 

más deprisa produciendo una recuperación del pH intracelular más rápida (Cohen et al., 

2007). La cardioprotección obtenida con el protocolo de 6 ciclos de 10 segundos cuando 

estos ciclos de perfusión se realizaron con el flujo reducido a la mitad reafirma esta hipó-

tesis. 

 La cardioprotección obtenida con los distintos protocolos se correlacionó con el 

grado de inhibición de las calpaínas, sugiriendo que el efecto protector de la prolonga-

ción de la acidosis intracelular causada por el postcondicionamiento está mediado por la 

inhibición de las calpaínas. La inhibición de estas proteasas tiene diversos efectos bene-

ficiosos, entre los que destacan la reducción de la fragilidad sarcolemal (Inserte et al., 

2004) y la preservación de la actividad de la bomba Na+/K+-ATPasa, descrita en este 

trabajo (Figura 44). Por otro lado, la constatación de que una maniobra realizada en el 

inicio de la reperfusión es capaz de inhibir a las calpaínas confirma que estas proteasas 

pueden ser una diana terapéutica, aunque la inmediatez de su activación podría restar 

efectividad a sus inhibidores. 
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Figura 44. Mecanismos a través de los cuales la activación de las calpaínas puede contribuir al 
daño por reperfusión en el miocardio, así como aquellos a través de los cuales los mecanismos 
endógenos de cardioprotección pueden inhibir las calpaínas.  
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3.3. LA INHIBICIÓN FARMACOLÓGICA Y POSTISQUÉMICA DE LAS 

CALPAÍNAS PREVIENE EL DAÑO POR REPERFUSIÓN IN VIVO 
  

 Como se ha detallado, la administración del inhibidor de las calpaínas antes de la 

isquemia y durante el inicio de la reperfusión tiene un claro efecto protector frente al 

daño por reperfusión (Urthaler et al., 1997; Inserte et al., 2004; Khalil et al., 2005). Sólo 

recientemente se ha demostrado que la administración del inhibidor exclusivamente 

durante la reperfusión puede tener un efecto protector en corazones aislados de conejo 

(Neuhof et al., 2008). En esta tesis se estudia por primera vez in vivo la efectividad de la 

inhibición farmacológica de las calpaínas durante el inicio la reperfusión. Este modelo 

experimental se acerca más a la situación clínica del paciente con infarto agudo de mio-

cardio, en la cual sólo es posible una actuación farmacológica con la isquemia en progre-

so y/o tras la restauración del flujo coronario. El protocolo utilizado en este estudio para 

la administración del inhibidor sería de fácil aplicación en la clínica, ya que consiste en la 

infusión sistémica del fármaco minutos antes de realizar la reperfusión con el fin de que 

en el inicio de ésta la concentración del inhibidor en sangre sea suficiente para inhibir las 

calpaínas, junto con una infusión reducida para mantener niveles elevados del inhibidor, 

dado que el tiempo de semivida farmacocinética del MDL-28170 en plasma es de al menos 

1 hora (Markgraf et al., 1998).  

El efecto protector del MDL-28170 en este modelo experimental fue importante, 

con una reducción del tamaño del infarto del 32%, pero algo menor que en el sistema ex 

vivo; esto se puede deber a varias causas. Por un lado, la contribución de las calpaínas al 

daño por reperfusión en el modelo in vivo de isquemia regional podría ser algo menor y su 

inhibición sería menos efectiva. Por otro lado, el MDL-28170 tiene una baja solubilidad en 

agua y no fue posible aumentar de forma segura la cantidad de inhibidor infundido en el 

sistema circulatorio, por lo que la concentración obtenida de MDL-28170 en sangre podría 

haber sido subóptima y la inhibición de las calpaínas, por tanto, incompleta, tal y como 

refleja la degradación de fodrina. Por tanto, un inhibidor de las calpaínas con una mayor 

solubilidad o una mejor absorción por parte del cardiomiocito podría tener un efecto car-

dioprotector mayor.  

En conclusión, los resultados obtenidos demuestran que la inhibición de las calpaí-

nas reduce el tamaño del infarto de forma significativa y es por tanto una estrategia tera-

péutica con potencial para su uso en clínica. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 
 

1) Activación y regulación de las calpaínas durante la isquemia y reperfusión 

miocárdicas 

1.1) El estudio de corazones de rata aislados sometidos a isquemia de diversa duración 

seguida o no de reperfusión demuestra que las calpaínas permanecen inactivas 

durante la isquemia y que es en la reperfusión cuando se activan. 

1.2) Resultados de este estudio muestran que en un modelo de sobrecarga de Ca2+ sin 

isquemia la acidosis intracelular es capaz de inhibir las calpaínas. 

1.3) La translocación a membrana de las calpaínas ocurre durante la isquemia a pesar 

de la ausencia de actividad y es dependiente de Ca2+. La reducción de la translo-

cación con metil-β-ciclodextrina durante la isquemia no tiene efecto alguno sobre 

su actividad durante la reperfusión. 

1.4) La calpastatina es expresada en el citosol del miocardio de rata y es proteolizada 

durante la reperfusión por las calpaínas. 

 

2) Contribución de las calpaínas a la pérdida de la homeostasis catiónica 

2.1) Los corazones de rata sometidos a isquemia prolongada tienen reducida la activi-

dad de la Na+/K+-ATPasa durante la reperfusión.  

2.2) La disfunción de la bomba contribuye al daño por reperfusión al favorecer la 

sobrecarga de Ca2+ a través del intercambiador Na+/ Ca2+.  

2.3) La disfunción de la Na+/K+-ATPasa es consecuencia de la degradación de α-fodrina 

y anquirina-B por parte de las calpaínas, que en cambio no degradan subunidades 

de la bomba.  

2.4) La degradación de α-fodrina y anquirina-B provoca la disociación de las subunida-

des α de la bomba del citoesqueleto de membrana. 

 

3. Papel de las calpaínas en la cardioprotección 

3.1) El precondicionamiento isquémico acelera la cinética de recuperación del Na+ en 

la reperfusión y preserva la actividad de la Na+/K+-ATPasa. 

3.2) El precondicionamiento inhibe la actividad de las calpaínas, previniendo la 

degradación de α-fodrina y anquirina-B y el desanclaje de las subunidades α de la 

Na+/K+-ATPasa del citoesqueleto de membrana.  
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3.3) La inhibición farmacológica de las calpaínas reproduce los efectos del 

precondicionamiento isquémico.  

3.4) El precondicionamiento farmacológico mediante activación transitoria de la PKA 

reproduce los efectos del precondicionamiento isquémico mientras que su inhibi-

ción los revierte. 

3.5) En corazones aislados de rata sólo aquellos protocolos de postcondicionamiento 

isquémico capaces de retrasar la normalización del pH intracelular más de un 

minuto en la reperfusión reducen la muerte celular y mejoran la recuperación 

funcional.  

3.6) En el postcondicionamiento isquémico tanto la cardioprotección como el retraso 

en la normalización del pH intracelular se correlacionan con la inhibición de las 

calpaínas en el inicio de la reperfusión. 

3.7) En un modelo de isquemia/reperfusión in vivo, la administración del inhibidor de 

las calpaínas exclusivamente durante el inicio de la reperfusión reduce su activi-

dad en el miocardio y el tamaño del infarto. 
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CONCLUSIONES 
 

 A partir de estos resultados, se concluye que: 

 

1) Las calpaínas se activan durante la reperfusión contribuyendo a la 

muerte celular que se produce tras un episodio isquémico.  

 

2) La actividad de las calpaínas en el miocardio reperfundido está 

regulada por Ca2+ y por el pH intracelular pero no por su translocación y 

provoca la disfunción de la Na+/K+-ATPasa, potenciando la sobrecarga de 

Ca2+ y, por tanto, la hipercontractura y la muerte celular. 

 

3) Las calpaínas juegan un papel importante en los efectos cardiopro-

tectores del precondicionamiento y el postcondicionamiento isquémicos. 

 

4) La inhibición farmacológica de las calpaínas exclusivamente en la 

reperfusión protege frente al daño por repefusión en un modelo experi-

mental in vivo, lo que demuestra su potencial como diana terapéutica 

en el infarto agudo de miocardio. 
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