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RESUMEN. 

Calsecuestrina-2 (CASQ2) es la principal proteína de unión a Ca2+ dentro del retículo 

sarcoplásmico de los cardiomiocitos. Previamente hemos demostrado que los sitios de 

unión a los factores de transcripción MEF-2 y SRF dentro del promotor del gen 

humano CASQ2 (hCASQ2) son funcionales en cardiomiocitos de rata neonata. En este 

trabajo, investigamos el papel que tiene la vía de calcineurina/NFAT en la regulación 

de la expresión del gen hCASQ2 en cardiomiocitos neonatales.  

La inhibición de la desfosforilación de NFAT con ciclosporina-A o INCA-6 

(inhibidores de la fosfatasa calcineurina), en cardiomiocitos en cultivo, disminuyó la 

actividad reportera de luciferasa de dos construcciones (-3102/+146 pb y -288/+146 

pb) del promotor del gen hCASQ2 y los niveles de mRNA endógeno de CASQ2. 

Asimismo, cardiomiocitos que sobre-expresan NFATc1 o NFATc3 mostraron un 

incremento de 2-3 veces en la actividad de luciferasa de ambas construcciones del 

promotor del gen hCASQ2. Dicho incremento fue prevenido con el tratamiento con 

ciclosporina-A. La mutagénesis del sitio de unión a MEF-2 en -133 pb impidió la 

transactivación de ambas construcciones del promotor hCASQ2 inducida por la sobre-

expresión de NFAT. Los ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

mostraron un enriquecimiento de NFAT y MEF-2 en la región de -288 a +176 pb del 

promotor del gen hCASQ2. Adicionalmente, se demostró una interacción directa entre 

las proteínas NFAT y MEF-2 por medio de experimentos de coinmunoprecipitación 

de proteínas. Nuestros resultados demuestran que NFAT interactúa con MEF-2 unido 

a su sitio en -133 pb dentro del promotor del gen hCASQ2. En conclusión, en este 

trabajo de tesis, demostramos que la vía de Ca2+-calcineurina/NFAT activa la 

transcripción del gen hCASQ2 en cardiomiocitos neonatales.  
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ABSTRACT  
 
Calsequestrin-2 (CASQ2) is the main Ca2+-binding protein inside the sarcoplasmic 

reticulum of cardiomyocytes. Previously, we demonstrated that MEF-2 and SRF 

binding sites within the human CASQ2 gene (hCASQ2) promoter region are 

functional in neonatal cardiomyocytes. In this work, we investigated if the 

calcineurin/NFAT pathway regulates hCASQ2 expression in neonatal 

cardiomyocytes. The inhibition of NFAT dephosphorylation with cyclosporine-A or 

INCA-6 (inhibitors of phosphatase calcineurin activation), reduced both the luciferase 

reporter activity of hCASQ2 promoter constructs (-3102/+176 bp and -288/+176 bp) 

and the CASQ2 mRNA levels in neonatal rat cardiomyocytes. Additionally, NFATc1 

and NFATc3 over-expressing neonatal cardiomyocytes showed a 2-3-fold increase in 

luciferase activity of both hCASQ2 promoter constructs, which was prevented by CsA 

treatment. Site-directed mutagenesis of the -133 bp MEF-2 binding site prevented 

trans-activation of hCASQ2 promoter constructs induced by NFAT overexpression. 

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assays revealed NFAT and MEF-2 

enrichment within the -288 bp to +76 bp of the hCASQ2 gene promoter. Besides, a 

direct interaction between NFAT and MEF-2 proteins was demonstrated by protein 

co-immunoprecipitation experiments. Taken together, these data demonstrate that 

NFAT interacts with MEF-2 bound to the -133 bp binding site at the hCASQ2 gene 

promoter. In conclusion, in this thesis work, we demonstrate that the Ca2+-

calcineurin/NFAT pathway activates the transcription of the hCASQ2 gene in 

neonatal cardiomyocytes.  
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ABREVIATURAS. 
 
AMPc, adenosin monofosfato cíclico. 

β-MHC, cadena pesada de miosina-β. 

Ca2+, ión calcio. 

CaM, calmodulina.  

CN, calcineurina. 

CaMKII, proteína cinasa II dependiente de Ca-CaM. 

CASQ, calsecuestrina. 

CDF, facilitación dependiente de Ca2+. 

CDI, inhibición dependiente de Ca2+. 

CICR, liberación de Ca2+ inducida por Ca2+. 

CsA, ciclosporina-A. 

CVPT, taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica. 

[Ca2+], concentración de Ca2+. 

[Ca2+]i, corriente local de Ca2+. 

DHPR, canal de Ca2+ Tipo-L; receptor de dihidropiridina.  

E-C, acoplamiento de la excitación-contracción. 

ER, retículo endoplásmico. 

FKBP12.6, proteína de unión a FK506 o calstabina 2. 

hCASQ2, gen humano CASQ2. 

HDAC, histona desacetilasa. 

INCA-6, inhibidor-6 de la asociación de NFAT-calcineurina. 

JNC, junctina. 

MEF-2, myocyte enhancer factor-2.   

NFAT, nuclear factor of activated T-Cells; factor nuclear de células T activadas. 

PKA, proteína cinasa dependiente de AMPc. 

PLN, fosfolamban.  

RyR, canal de liberación de Ca2+ del SR sensible a rianodina. 

SERCA, ATPasa de Ca2+ del retículo sarco(endo)plásmico. 

SMMHC, cadena pesada de miosina de musculo liso. 

SR, retículo sarcoplásmico.  

SRF, serum response factor; factor de respuesta al suero. 

Tn, troponina. 

TRD, triadina. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

1.1. El Retículo Sarcoplásmico. 

 

El retículo sarcoplásmico (SR) es una forma especializada de retículo endoplásmico 

(ER) presente en músculo cardíaco y esquelético. Su función primordial es el 

almacenaje y liberación del Ca2+ necesario para el proceso de contracción muscular. 

En cardiomiocitos, el SR es el principal reservorio de Ca2+ intracelular [1]. 

Estructuralmente, el SR es una red compleja de estructuras membranosas 

conformadas por túbulos longitudinales interconectados por grandes cisternas. El SR 

se divide en dos dominios: el SR longitudinal (LSR) y el SR de unión (JSR). El LSR 

está compuesto de túbulos interconectados que forman una red alrededor de cada 

miofibrilla. En sus extremos, los túbulos longitudinales se interconectan y forman un 

saco dilatado denominado cisterna terminal. En esta región existen invaginaciones de 

la membrana plasmática, conocidas como túbulos-T. En el músculo esquelético, la 

unión de dos cisternas terminales con un túbulo T forma una tríada. En el caso 

especifico del cardiomiocito, solamente se encuentran asociadas una cisterna terminal 

y un túbulo-T. Está estructura se conoce como díada y es funcionalmente equivalente 

a la tríada del músculo esquelético (Figura 1.1) [2, 3]. El microdominio formado por 

la interacción entre el túbulo-T y el JSR se conoce como hendidura de unión o unión 

diádica. En ella se encuentran proteínas importantes para el manejo del Ca2+ en el 

cardiomiocito, las cuales serán discutidas más adelante [2, 4].  
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Figura 1.1. El Retículo Sarcoplásmico (SR) en el cardiomiocito. A) Diagrama del 
músculo cardíaco como se vería en microscopía de luz (arriba) y en microcopia 
electrónica (abajo). Se observa cómo la red formada por el SR rodea a los 
componentes de la miofibrilla. B) Diagrama del SR. Se observa cómo el LSR, 
formado por una serie de túbulos interconectados, rodea a la miofibrilla. Las 
invaginaciones de la membrana plasmática (túbulos-T) se asocian estrechamente con 
el JSR. Al microdominio formado la interacción entre un túbulo-T y el JSR se le 
conoce como unión diádica o hendidura de unión. En está región se encuentran 
proteínas importantes para el manejo del Ca2+ en el cardiomiocito. Modificado de 
Ganong W.F., 1987 [5] y de Bootman M, 2011 [4].   
 

1.2. La homeostasis del Ca2+ en el cardiomiocito. 

El calcio (Ca2+) es un segundo mensajero intracelular ubicuo. El Ca2+ es importante 

para la regulación de múltiples procesos como: la exocitosis, la contracción muscular, 

el metabolismo, la transcripción genética, la proliferación celular, entre muchos otros 

[6]. La concentración intracelular de Ca2+ está determinada por un equilibrio entre los 

procesos que introducen Ca2+ en el citoplasma y los que lo remueven del citoplasma. 

Estos procesos están coordinados por diversas proteínas como son las proteínas de 

unión a Ca2+, intercambiadores y bombas de Ca2+ ATP-dependientes [6]. 

En el cardiomiocito, el Ca2+ tiene un papel fundamental en la regulación de muchos 

procesos, por ejemplo: electrofisiología del potencial de acción, el acoplamiento de la 

excitación-contracción (E-C), el metabolismo energético, la muerte celular (necrosis y 
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apoptosis) y la regulación transcripcional [7]. Los cardiomiocitos expresan proteínas 

importantes para el control de la homeostasis del Ca2+.  Estas proteínas se encuentran 

en la membrana plasmática y en el SR [2, 8]. Las proteínas del SR son 

particularmente importantes para la regulación de la homeostasis del Ca2+ de los 

cardiomiocitos. Cuando un estímulo despolarizante alcanza la membrana plasmática, 

el Ca2+ ingresa al cardiomiocito a través del canal de Ca2+ tipo L (DHPR). La entrada 

de Ca2+ produce que el Ca2+ almacenado en el SR se libere al citoplasma a través del 

canal de liberación Ca2+ (RyR). El Ca2+ liberado desencadena la contracción de la 

miofibrilla. Para que el cardiomiocito pueda relajarse, la ATPasa de Ca2+ del retículo 

sarco(endo)plásmico (SERCA2a) bombea el Ca2+ de regreso al SR (Figura 1.2)  [1, 

9, 10].  

 

Figura 1.2. Acoplamiento de la excitación contracción cardíaca. Cuando se 
despolariza la membrana celular del cardiomiocito (sarcolema), se produce la entrada 
de Ca2+ al citoplasma a través del canal de Ca2+ tipo L (DHPR) que se encuentra en el 
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túbulo T. Esto produce una liberación masiva de Ca2+ del retículo sarcoplásmico (SR) 
a través del canal de Ca2+ del SR (RyR2). El exceso de Ca2+ liberado al citoplasma se 
une al complejo de troponina-tropomiosina, produciendo el entrecruzamiento de los 
filamentos contráctiles y se desencadena la contracción de la miofibrilla. La acción de 
la ATPasa de Ca2+ del SR (SERCA2a), el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) y la 
ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática (PMCA) regresa la concentración de Ca2+ 
citosólico a su nivel de reposo. Esto permite que la miofibrilla pueda relajarse. La 
proteína fosfolamban (PLN) es el principal regulador de la actividad de SERCA2a. En 
su estado desfoforilado, PLN reduce la velocidad máxima (Vmax) de transporte de 
Ca2+ de SERCA2a. Cuando PLN está fosforilada se disocia de SERCA2a y se 
incrementa la velocidad de transporte de Ca2+ hacia dentro del SR. Dentro del SR, la 
proteína de unión a Ca2+ calsecuestrina-2 (CASQ2) interactúa con las proteínas 
transmembrana triadina (T) y junctina (J). El complejo formado por CASQ2-T-J 
regula la liberación de Ca2+ por parte del SR. Modificado de Zarain-Herzberg, 2006 
[11] 
 
1.2.1. El canal de Ca2+ tipo L (receptor de dihidropiridina, DHPR). 

El canal de Ca2+ tipo L está embebido en la membrana plasmática del túbulo T y es 

también conocido como receptor de dihidropiridinas (DHPR). El canal de Ca2+ tipo L, 

es un canal iónico dependiente de voltaje compuesto de 4 subunidades (α1, α2, β, δ) 

en una estequiometria de 1:1:1:1. La subunidad α1C (CaV1.2), expresada en 

cardiomiocitos, tiene un peso de alrededor de 250 kDa. Estructuralmente tiene cuatro 

dominios con seis segmentos transmembrana cada uno (S1-S6). Los segmentos S4 de 

cada uno de los 4 dominios constituyen el sensor de voltaje del canal, mientras que 

los segmentos S6 forman el poro de Ca2+. La actividad del canal se regula por Ca2+ a 

través de una interacción con la proteína de unión a Ca2+ calmodulina (CaM). El canal 

está unido constitutivamente a CaM mediante un motivo IQ (I=Ile, Q=Gln), presente 

en la región C-terminal, cercano al poro de la subunidad α1C. Al ser un canal iónico 

dependiente de voltaje, su apertura se regula por cambios en el potencial de 

membrana. Cuando el cardiomiocito se despolariza, el potencial de membrana pasa de 

-80 mV a -40 mV. El canal se abre y permanece abierto durante la fase de meseta del 

potencial de acción cardíaco. Además del potencial membrana existen otros 

mecanismos que regulan la apertura del canal. Cuando la concentración local de Ca2+ 
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sobrepasa 100 nM, el Ca2+ se une a la CaM asociada al canal, facilitando la apertura 

del canal. Esto se conoce como facilitación dependiente de Ca2+ (CDF). Cuando la 

concentración local de Ca2+ alcanza niveles micromolares, se ocupan todos los sitios 

de unión a Ca2+ de CaM asociada al canal. Cuando esto sucede, se inhibe la apertura 

del canal. A esto se le conoce como inhibición dependiente de Ca2+ (CDI). El canal de 

DHPR también es regulado por cambios en su estado de fosforilación. Se sabe que la 

fosforilación mediada por la proteína cinasa dependiente de cAMP (PKA) (en la 

Ser478 y Ser479 de la subunidad β2; y Ser1928 de la subunidad α1C) y por la 

proteína cinasa II dependiente de Ca-CaM (CaMKII) (en el C-terminal de α1C) 

facilitan la apertura del canal [12].  

 

1.2.2. El canal de liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásmico o receptor de 

rianodina (RyR). 

El canal de liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásmico o canal sensible a rianodina 

(RyR) está embebido en la membrana del JSR, en las cercanías del canal de Ca2+ tipo 

L. Se conoce así debido a que la rianodina, un alcaloide derivado de plantas, se une al 

canal con alta afinidad. Existen tres isoformas del canal RyR (RyR1-3) codificadas 

por genes diferentes. La isoforma RyR1 se expresa en músculo esquelético, la 

isoforma RyR2 en músculo cardíaco y la isoforma RyR3 en neuronas. El canal RyR2 

es canal iónico más grande que se ha descrito. Estructuralmente, cada canal RyR2 está 

formado por 4 monómeros de la proteína RyR2 (565 kDa) que juntos forman un 

homotetrámero de 2300 kDa. De los diez segmentos transmembrana del C-teminal, 

únicamente los dos últimos forman el poro del canal. La mayor parte del canal 

(aproximadamente el 80%) se encuentra del lado citoplásmico (los primeros 4500 

residuos del N-terminal y una porción del C-terminal). El dominio citoplásmico de 
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cada una de las cuatro subunidades protruye hacia la hendidura de unión. Está porción 

del canal es claramente visible por microscopia electrónica y se le conoce como los 

“pies” del canal. El canal RyR2 también funciona como un andamio para múltiples 

proteínas que regulan la función del canal. Del lado citoplásmico se encuentran unidas 

la CaM, la proteína de unión a FK506 (FKBP12.6 o calstabina 2), la sorcina, la 

presenilina 2 (PS2), la PKA, la PDE4 a través de AKAP, la fosfatasa PP1 a través de 

espinofilina, y la fosofatasa PP2A a través de PR130. Del lado luminal, RyR2 se une 

a la proteína calsecuestrina (CASQ2) a través de las proteínas transmembrana triadina 

(TRD) y junctina (JNC) (Figura 1.3) [12-14]. 

Figura 1.3. El canal de liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásmico de los 
cardiomiocitos (RyR2).  Se muestra una representación esquemática del canal RyR2. 
Estructuralmente, el canal es un homotetrámero de 2300 kDa. La porción 
citoplásmica del canal representa alrededor del 80% de la proteína. A esta porción del 
canal se le conoce como los “pies” del canal. Además de funcionar como un canal 
iónico que permite la salida de Ca2+ del SR durante los ciclos de contracción, el RyR2 
también funciona como un andamio proteico en donde se anclan diversas proteínas 
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que regulan la actividad del canal (CaM, CaMKII, FKBP, PKA). CASQ2, se 
encuentra del lado luminal del SR. El complejo formado por CASQ2-Triadina-
Junctina interactúa con el RyR2 y regula la actividad del canal. Tomado de Lanner 
(2010) [13]. 
 
 
Aproximadamente 10-25 canales de Ca2+ tipo L (DHPR) y 100-200 canales RyR se 

agrupan y forman un complejo local de señalización de Ca2+ conocido como 

“couplon”. Cuando un estímulo despolariza la membrana plasmática, se produce la 

apertura del canal de Ca2+ tipo L, permitiendo la entrada de Ca2+ extracelular. Esto 

eleva la concentración local de Ca2+ desde 0.1 μM hasta 10-20 μM. Esta elevación 

local en la concentración de Ca2+ produce la apertura del canal RyR2 del SR. Una vez 

activo, el canal RyR2, permite la salida de Ca2+ proveniente del SR. Este proceso se 

conoce como liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR). La apertura del RyR2 

eleva la concentración local de Ca2+ a más de 100 μM. Sin embargo, la concentración 

global de Ca2+ únicamente se eleva hasta 1 μM. Aproximadamente, entre 6-20 canales 

RyR2 se abren en cada couplon en un momento dado. A pesar de que los couplones se 

encuentran muy cercanos entre sí (1-2 μm), el Ca2+ liberado de un couplon no es 

suficiente para activar a los couplones vecinos. Esto se debe a que la corriente local 

de Ca2+ ([Ca2+]i) disminuye conforme se incrementa la distancia. Debido a que los 

couplones funcionan de manera independiente, se necesita la activación simultánea de 

los 20,000 couplones que hay en el cardiomiocito. Fisiológicamente, el potencial de 

acción sincroniza la activación de todos los couplones. Por lo tanto, la activación 

simultánea de todos los canales de Ca2+ tipo L produce una elevación en la [Ca2+] en 

todo el citosol relativamente homogénea (hasta 1 μM). Está elevación global en la 

[Ca2+] activa a los miofilamentos y desencadena la contracción cardíaca. Al proceso 

que relaciona la despolarización de la membrana plasmática con la activación de los 
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miofilamentos y la contracción cardíaca se le conoce como acoplamiento de la 

excitación-contracción (E-C) [7, 15].  

Para que exista una adecuada homeostasis del Ca2+ en el cardiomiocito es necesario 

regular la activación de la CICR. Para ello, existen mecanismos que regulan la 

apertura y cierre del canal RyR2. Estos mecanismos funcionan tanto del lado luminal 

como del lado citoplásmico. En el lado luminal, la proteína caslecuestrina-2 (CASQ2) 

es la principal reguladora del canal RyR2 (este mecanismo se discute en el apartado 

1.3).  

Del lado citoplásmico existen múltiples mecanismos que regulan la actividad del 

RyR2. El primer mecanismo de regulación involucra la concentración de Ca2+ en las 

cercanías del RyR2. En el lado citoplásmico del RyR2 hay dos dominios “EF-hand” 

de unión a Ca2+. Una vez que el Ca2+ se une a uno estos dominios, se favorece la 

inactivación del canal mediante la inducción de un estado refractario. El segundo 

mecanismo de regulación involucra a la proteína CaM. La proteína CaM se une al 

RyR2 constitutivamente, en su forma libre (ApoCaM) o asociada con Ca2+ (Ca2+-

CaM). Cuando la concentración de Ca2+ es baja (<100 nM), ApoCaM favorece la 

apertura del RyR2. Cuando la concentración de Ca2+ es alta (1 μM), CaM está 

saturada con Ca2+ e inhibe la actividad del RyR2 [16]. Un tercer mecanismo de 

regulación está mediado por la proteína FKBP12.6 (calstabina-2). La proteína 

FKBP12.6 está unida al dominio citoplásmico de cada monómero del RyR2. De esta 

forma, FKBP12.6 estabiliza al RyR2 e impide la generación de arritmias cardíacas, 

inhibiendo la fuga diastólica de Ca2+ a través del canal [17]. Finalmente, la 

fosforilación del RyR2 catalizada por PKA o CaMKII también regula la actividad del 

RyR2. La fosforilación de la Ser2808 del RyR2, catalizada por PKA, causa la 

disociación parcial de la proteína inhibidora FKBP12.6. Por este mecanismo, la 
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estimulación adrenérgica del cardiomiocito aumenta la liberación de Ca2+ del SR [18]. 

Por otro lado, la PDE4 (fosfodiesterasa-4) asociada al RyR2 inhibe la activación de 

PKA, degradando el cAMP a nivel local. De está manera se previene la sobre-

estimulación adrenérgica del RyR2. En la insuficiencia cardíaca se ha observado una 

disminución en la expresión de PDE4. La consecuente hiperfosforilación del RyR2 

mediada por PKA favorece la salida prematura de Ca2+ del SR. Debido a esto, la 

insuficiencia cardíaca se asocia con disfunción contráctil y presencia de arritmias 

cardíacas [19]. La fosforilación de la Ser2815, por CaMKII, aumenta la salida de Ca2+ 

del SR durante la diástole sin afectar la unión de FKBP al RyR2 [20]. Es posible que 

la fosforilación del RyR2 catalizada por CaMKII y PKA tengan efectos similares en 

la actividad del canal. Sin embargo, el aumento en la actividad del RyR2 producido 

por PKA es más rápido, mientras que el aumento producido por CaMKII tiene mayor 

duración [12].  

 

1.2.3. Mecanismo de la contracción cardíaca. 

En el cardiomiocito, la principal función del Ca2+ liberado por el proceso de CICR es 

desencadenar la contracción cardíaca. El mecanismo contráctil depende de las 

proteínas miosina (filamentos gruesos), actina (filamentos delgados), tropomiosina y 

troponina. La troponina (Tn) está constituida de tres subunidades: troponina I (TnI), 

troponina T (TnT) y troponina C (TnC). A nivel molecular, la contracción muscular 

se produce por el deslizamiento de los filamentos delgados sobre los filamentos 

gruesos. Cuando el cardiomiocito está en repososo, la TnI se une a la actina y a la 

tropomiosina, impidiendo la interacción entre miosina y actina. Secundario al 

potencial de acción, se eleva la [Ca2+] citosólica y el Ca2+ libre se une a la TnC. Esto 

debilita la unión de TnI con la actina y permite el entrecruzamiento de actina y 
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miosina. Cuando se forma el entrecruzamiento actina-miosina, se produce un cambio 

conformacional en la cabeza de miosina que mueve el filamento delgado con respecto 

al grueso. De esta forma se produce el acortamiento de la miofibrilla (Figura 1.4) [5].  

 

Figura 1.4. Mecanismo de contracción del músculo cardíaco. A) Durante el 
reposo, las cabezas de miosina tienen unido ADP y están “amartilladas” en relación 
con los filamentos de actina, los cuales no tienen Ca2+ unido al complejo troponina-
tropomiosina. B) Cuando el Ca2+ se une al complejo troponina-tropomiosina se 
induce un cambio conformacional en los filamentos de actina que permite a las 
cabezas de miosina “entre-cruzarse” con el filamento de actina. C) Se produce un 
“golpe de poder”; donde las cabezas de miosina rotan y mueven la actina unida, 
acortando la fibra muscular (contracción). D) La unión de ATP produce el 
desprendimiento de la cabeza miosina del filamento de actina. E) La hidrólisis del 
ATP a ADP produce que la cabeza de miosina regrese a su estado “amartillado” 
(relajación). Tomado de Ganong W.F. (1987) [5]. 
 

Para que la miofibrilla pueda relajarse, el Ca2+ tiene que removerse del citosol y 

regresar a sus niveles de reposo (10-20 nM). Para ello, existen dos mecanismos 

principales: recaptura de Ca2+ por la ATPasa de Ca2+ del SR (SERCA2a) y expulsión 

del Ca2+ hacia el medio extracelular por el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX1). La 

importancia cuantitativa de cada mecanismo varia entre diferentes especies. Por 
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ejemplo, en cardiomiocitos de conejo, SERCA2a remueve el 70%, mientras que el 

NCX1 remueve el 28% del Ca2+ necesario para la contracción muscular. En el caso de 

los cardiomiocitos de rata, SERCA2a remueve el 92% y el NCX1 remueve 7% del 

Ca2+. En el humano SERCA2a remueve el 60% del Ca2+, mientras que el NCX1 

remueve aproximadamente un 40% del Ca2+ liberado [21]. Las ATPasas de Ca2+ de la 

membrana plasmática (PMCAs) y el uniportador mitocondrial de Ca2+ (MCU) 

también ayudan a remover el Ca2+ del citosol, sin embargo su contribución no es tan 

importante (aproximadamente 1%) [9].  

 

1.2.4. La ATPasa de Ca2+ del retículo sarco(endo)plásmico (SERCA). 

Las ATPasas de Ca2+ del retículo sarco(endo)plásmico (SERCAs) pertenecen a la 

familia de ATPasas de tipo P. Las ATPasas de este tipo transportan cationes a través 

de las membranas usando la energía del ATP. Las bombas SERCA son codificadas 

por tres genes diferentes: ATP2A1-3. Cada uno de ellos es expresado en un patrón 

tejido-especifico y codifica varias isoformas de la proteína [22]. El gen ATP2A1 se 

expresa en músculo esquelético y genera dos isoformas (SERCA1a y 1b). SERCA1a 

(994 aminoácidos) se expresa en tejidos adultos, mientas que SERCA1b (1001 

aminoácidos) se expresa en etapa neonatal. El “splicing” diferencial del exón 22 hace 

que ambas isoformas difieran en su región C-terminal [23]. El gen ATP2A2 produce 

tres isoformas (SERCA2a, 2b y 2c) por splicing diferencial. Las tres isoformas 

difieren en su región C-terminal y muestran distintos patrones de expresión. 

SERCA2a (997 aminoácidos) se expresa principalmente en cardiomiocitos, en 

músculo esquelético de contracción lenta y en cerebro. SERCA2b (1042 aminoácidos) 

se expresa de forma ubicua en todos los tejidos [11, 24]. Estructuralmente, SERCA2b 

tiene un onceavo segmento transmembranal adicional y una región carboxilo-terminal 
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que se extiende dentro del lumen del retículo endoplásmico (ER). SERCA2c se 

expresa en tejidos epiteliales, mesénquima y células de la línea hematopoyética [22]. 

El gen ATP2A3 codifica seis isoformas diferentes por splicing alternativo (SERCA3a-

f). Las isoformas SERCA3a, 3b, 3c y 3e se expresan en la mayoría de los tejidos 

adultos, principalmente en células del linaje hematopoyético, endotelios y epitelios 

[22]. SERCA3 siempre se co-expresa con la isoforma ubicua SERCA2b [22, 25]. 

La isoforma SERCA2a se localiza exclusivamente en la membrana del SR. La 

proteína consta de 3 dominios citoplásmicos diferentes (N, P y A) y 10 segmentos 

transmembrana. El dominio A (actuador) funciona como un mecanismo de compuerta 

que regula la unión y liberación de Ca2+. El dominio N contiene el sitio de unión a 

ATP. Mientras que en el dominio P, el γ-fosfato del ATP reacciona con la Asp351. 

Antes de la unión del Ca2+, los tres dominios se encuentran relativamente separados. 

Después forman una estructura compacta durante el resto de los ciclos de transporte 

de Ca2+ [12]. (Figura 1.5). 

Figura 1.5. Estructura cristalina de la ATPasa de Ca2+ del retículo 
sarcoplásmico. Se muestra la estructura de la bomba SERCA1 de músculo 
esquelético de conejo. La región citoplásmica de la molécula se organiza en 3 
dominios: el dominio de unión a nucleótido N (el cual une ATP), el dominio de 
fosforilación P (contiene el Asp351) y el dominio “actuador” A. El dominio 
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transmembrana M consta de 10 segmentos que atraviesan la membrana del retículo 
sarcoplásmico (M1-M10). Cuatro de los dominios transmembrana (M4, M5, M6 y 
M8) forman un “bolsillo” de unión a Ca2+. El dominio de “tallo” S une los dominios 
citoplásmicos con los dominios transmembranales. Tomado de Hovnanian A. 2007 
[22]. 
 

Existen aproximadamente 30,000 bombas/μm2 de superficie de membrana en el SR. 

Debido a esta abundancia en el número de bombas, SERCA2a juega un papel 

primordial en la señalización por Ca2+ en el cardiomiocito [26]. Las bombas 

SERCA2a catalizan el transporte electrogénico de 2 iones Ca2+ por cada molécula de 

ATP hidrolizada, desde el citoplasma al lumen del SR. Debido a su alta afinidad por 

Ca2+ (Km de 0.1 μM), las bombas SERCA2a son tan efectivas para regresar la 

concentración citosólica de Ca2+ a sus niveles de reposo. Usualmente únicamente son 

necesarios dos ciclos de transporte para regresar la concentración de Ca2+ a los niveles 

de reposo [26].  

La actividad de SERCA2a se regula por su interacción con la proteína fosfolamban 

(PLN). PLN es una proteína de 52 aminoácidos y un peso de 6 kD. Estructuralmente, 

PLN tiene una porción citoplásmica N-terminal y un segmento transmembrana C-

terminal. La interacción de PLN con SERCA2a disminuye la afinidad de la bomba 

por Ca2+. Esto reduce la actividad de la bomba y la recaptura de Ca2+. Cuando PLN se 

fosforila por PKA (Ser16) o por CaMKII (Thr17) se disocia de SERCA2a y se 

restaura la afinidad de SERCA2a por Ca2+.  Por tanto, aumenta la actividad de la 

bomba y la recaptura de Ca2+ [27]. Entonces, la interacción entre SERCA2a y PLN 

permite la regulación simpática de la actividad de SERCA2a a través del receptor β1-

adrenérgico. Cuando PLN se fosforila por PKA, la estimulación adrenérgica permite a 

SERCA2a transportar, de forma más rápida, una mayor cantidad de Ca2+ hacia dentro 

del SR. Este mecanismo regulador de SERCA2a sirve para potenciar la relajación y 

aumentar la frecuencia cardíaca cuando es necesario [12] (Figura 1.6). 
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Figura 1.6. Regulación de la actividad de SERCA2a en el corazón. En respuesta a 
la estimulación del receptor β-adrenérgico, se aumenta la concentración de cAMP. 
Esto activa a PKA, la cuál fosforila directamente a foslolamban (PLN) y al inhibidor 
I de la proteína fosfatasa (I-1). I-1 fosforilado forma un complejo con la proteína 
fosfatasa-1 (PP1) volviéndola incapaz de desfosforilar la forma fosforilada de PLN 
(PLN-P). En su estado fosforilado, PLN se disocia de SERCA2a y se libera la 
inhibición en la actividad de transporte de Ca2+. Lo anterior resulta en un aumento en 
la recaptura de Ca2+ hacia el SR. De esta forma se aumenta el contenido de Ca2+ 
dentro del SR, así como su posterior liberación a través del canal RyR2. El resultado 
neto es un aumento de la contractibilidad cardíaca. Modificado de Zarain-Herzberg, 
2006 [11]. 
 

1.2.5. El Intercambiador Na+/Ca2+ (NCX). 

El intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) ayuda a regresar la concentración de Ca2+ 

citosólica a sus niveles de reposo durante la diástole. Existen tres genes para el NCX. 

El gen NCX1 se expresa en cardiomiocitos y en otros tipos celulares. Los genes 

NCX2 y NCX3 se expresan en neuronas y músculo esquelético, respectivamente [28]. 

El NCX1 es un intercambiador electrogénico, transporta 3 iones Na+ por un ión Ca2+ a 

través de la membrana. La función primaria del intercambiador es la expulsión de 

Ca2+ cuando su concentración citosólica aumenta después de la CICR. Sin embargo, 
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la dirección del intercambio Na+-Ca2+ se determina por las concentraciones relativas 

de ambos iones en el medio y el citoplasma. Entonces el intercambiador puede 

funcionar en modo reverso, expulsando Na+ del cardiomiocito [26]. El NCX1 (110 

kDa) consta de 993 aminoácidos y nueve segmentos transmembranales. Entre los 

segmentos cinco y seis, se forma un asa intracelular. En esta región se une el Ca2+ con 

alta afinidad [29]. Además de regularse por las concentraciones relativas de Na+ y 

Ca2+, existen otros mecanismos de regulación del intercambiador. La actividad del 

intercambiador puede ser modulada por Mg2+-ATP, CaM, o fosforilación mediada por 

PKC. Sin embargo, estos mecanismos de regulación no se entienden por completo 

[12, 30].  

 

1.3. Estructura y función de calsecuestrina.  

En la década de los 70 se identificó una proteína de unión a Ca2+ dentro del SR. 

Debido a su alta capacidad para almacenar Ca2+, se le dio el nombre de calsecuestrina 

(CASQ). A pesar de no estar anclada directamente a la membrana del SR se encontró 

que estaba ubicada exclusivamente en las cisternas terminales del SR, en las cercanías 

del canal de liberación Ca2+ RyR y ausente del LSR [31]. La evidencia inicial sugirió 

que CASQ forma un polímero lineal conforme se incrementan las concentraciones de 

Ca2+ intraluminales. Asimismo, los estudios de microscopia electrónica revelaron que 

CASQ esta polimerizada a concentraciones de Ca2+ intraluminales fisiológicas 

(alrededor de 1 mM) [32].   

La proteína CASQ se expresa exclusivamente en músculo cardíaco, liso y esquelético.  

En los mamíferos, existen dos isoformas de calsecuestrina (CASQ). Ambas isoformas 

son codificadas por dos genes diferentes. La isoforma calsecuestrina-1 (CASQ1) es 

codificada por el gen CASQ1 (1q21). También conocida como calsecuestrina 
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esquelética, CASQ1 se expresa exclusivamente en músculo esquelético de 

contracción rápida y de contracción lenta. La isoforma calsecuestrina-2 (CASQ2) es 

codificada por el gen CASQ2 (1p13.3-p11). También conocida como calsecuestrina 

cardíaca, CASQ2 se expresa exclusivamente en cardiomiocitos y en menor 

proporción en músculo esquelético de contracción lenta [33-35]. 

La calsecuestrina-2 (CASQ2) es la principal proteína de unión a Ca2+ dentro de las 

cisternas terminales del SR de los cardiomiocitos [1]. Estructuralmente, CASQ2 tiene 

un peso aproximado de 40 kDa. Es una proteína altamente acídica, conteniendo una 

alta proporción de residuos de glutamato y aspartato, ubicados principalmente en su 

extremo C-terminal. El monómero de CASQ tiene tres dominios idénticos (I, II y III) 

los cuales tienen una topología similar a la tiorredoxina de E. coli. La estructura 

básica del monómero consiste de una lamina β rodeada de cuatro hélices α, 

distribuidas dos a cada lado [32] (Figura 1.7).   

Debido a ello, CASQ2 tiene una alta capacidad para unir Ca2+ (40-50 mol Ca2+/mol 

CASQ) [14]. Dentro del SR, CASQ2 funciona como un buffer de Ca2+, manteniendo 

la concentración libre de Ca2+ en aproximadamente 1 mM [14, 36]. Se calcula que 

CASQ2 une entre el 50-75% del Ca2+ total dentro del SR de los cardiomiocitos [37]. 

Dentro del SR, a concentraciones fisiológicas de Ca2+, los monómeros de CASQ 

adoptan una estructura parecida a la de la tiorredoxina e interactúan entre sí, 

formando un polímero lineal. El polímero de CASQ forma ramificaciones que crean 

una especie de matriz proteica. Una serie de aperturas diminutas dentro de esta matriz, 

forman un canal que conduce el Ca2+ hacia el canal de liberación de Ca2+ del SR, el 

canal RyR2 [38] (Figura 1.8). El polímero de CASQ forma un complejo 

multiproteico con las proteínas transmembrana del SR triadina (TRD) y junctina 
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(JNC). Entonces, la CASQ2 interactúa con el canal RyR2 a través de TRD y JNC. 

[36].  

 
 
Figura 1.7. Estructura de los monómeros de CASQ. A) Comparación de la 
tiorredoxina de E coli con los tres dominios de CASQ. El dominio I comprende de los 
residuos 12 a 124, el dominio II comprende de los residuos 125 a 228 y el dominio III 
comprende de los residuos 129 a 352. B) Se muestra un modelo de superficie del 
monómero de CASQ. La distribución de la carga de la molécula se señala con 
colores; rojo=negativo, azul=positivo, blanco=neutro. A la izquierda se muestra la 
parte frontal de la molécula, a la derecha se muestra la parte posterior. El dominio 3 
corresponde al C-terminal. Se observa un potencial de superficie altamente 
electronegativo. Tomado de Beard NA, 2004 [14]. 
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Figura 1.8. Modelo de los cambios estructurales que sufre CASQ en función de la 
concentración luminal de Ca2+. A) Estructura de CASQ. Se muestra la interacción 
que existe entre cuatro moléculas de CASQ. En ausencia de Ca2+, los monómeros de 
CASQ presentan una estructura aleatoria. En presencia de pequeñas concentraciones 
de Ca2+, CASQ adquiere su estructura tipo-tiorredoxina. A mayor concentración de 
Ca2+ los monómeros de CASQ forman interacciones frontal-frontal (moléculas i-ii y 
iii-iv) y posterior-posterior (moléculas ii-iii). B) Diagrama de la conformación de 
CASQ a diferentes concentraciones de Ca2+. A 1.9 mM se forman las interacciones 
frontal-frontal entre los monómeros de Ca2+. Aproximadamente a 4.5 mM aparece la 
interacción posterior-posterior entre las moléculas. A 8.9 mM comienza la formación 
de polímeros lineales de CASQ. A concentraciones >10 mM se forman polímeros 
ramificados. Se propone la formación de un canal que conduce el Ca2+ hacia el canal 
de liberación RyR2, facilitando la liberación de Ca2+. Panel A, tomado de Beard NA, 
2004 [14]. Panel B, modificado de Sánchez EJ, Lewis KM, Et al; 2012 [38]. 
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En cardiomiocitos, el incremento en la concentración de Ca2 citosólica + ([Ca2+]c) 

inducida por el potencial de acción, eleva la concentración de calcio de 100 nM hasta 

aproximadamente 1 μM. Se sabe que durante la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ 

(CICR) únicamente se libera entre un 40-60% del contenido total de Ca2+ del SR. 

[37]. Por tanto, la liberación de Ca2+ es un proceso autolimitado. Esto sugiere que 

existe un mecanismo que trabaja para detener la liberación de Ca2+ antes de que el SR 

se vacíe por completo. La evidencia disponible sugiere que la [Ca2+] dentro del lumen 

del SR tiene un papel fundamental en el control de la liberación de Ca2+ regulando de 

alguna forma la actividad del canal de liberación de Ca2+ RyR2 [39].  Debido a que 

CASQ2 se localiza en un punto estratégico dentro del SR, se ha propuesto que CASQ 

participa en la regulación de la liberación de Ca2+ proveniente del SR durante el 

proceso de acoplamiento de la excitación-contracción en músculo esquelético y 

cardíaco [40].  

Como mencionamos previamente, cuando se activa el canal RyR2 del SR, la [Ca2+] 

luminal disminuye significativamente. Cuando esto sucede, el complejo formado por 

CASQ2-TRD-JNC inhibe al canal de liberación de Ca2+ (RyR2). Entonces, la 

actividad del complejo proteico formado por CASQ2-TRD-JNC-RyR2 ayuda a que la 

[Ca2+] libre del SR se mantenga en 1 mM. Esto a pesar de que la [Ca2+] total del SR 

cambia significativamente entre los ciclos de contracción cardíacos [37, 41] (Figura 

1.9).   
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Figura 1.9. CASQ2 participa en la regulación de la liberación de Ca2+ por parte 
del canal RyR2. Cuando se despolariza la membrana celular del cardiomiocito 
(sarcolema), entra Ca2+ al citoplasma a través del canal de Ca2+ tipo L (DHPR) del 
túbulo T, produciendo una liberación masiva de Ca2+ a través del canal RyR2. Esto 
eleva la concentración citosólica de Ca2+ y reduce los niveles de Ca2+ dentro del SR 
en un 40-60%. En las cisternas terminales del SR, la proteína de unión a Ca2+ 
calsecuestrina-2 (CASQ2) interactúa con las proteínas transmembrana triadina (TRD) 
y junctina (JNC) formando un complejo regulador del canal RyR2. El complejo 
formado por CASQ2-TRD-JNC inhibe al canal de liberación de Ca2+ (RyR2), 
manteniendo la concentración de Ca2+ libre del SR en aproximadamente 1 mM. 
Tomado de Chopra 2009 [41]. 
 

1.4. Expresión del gen CASQ2. 

La expresión del gen humano CASQ2 no está completamente descrita. Únicamente 

existen unos cuantos estudios acerca de la regulación de la expresión del gen hCASQ2 

en la literatura [33, 35, 42-44]. Como mencionamos previamente, el gen CASQ2 

(1p13.3-p11) codifica la isoforma calsecuestrina-2 (CASQ2). Esta isoforma se 

expresa exclusivamente en cardiomiocitos y a una menor proporción en músculo 
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esquelético de contracción lenta. Se encuentra completamente ausente en tejidos no 

musculares. El gen de CASQ2 humano consta de 11 exones y 10 intrones que ocupan 

aproximadamente 68 kb del genoma (Figura 1.10).  

 

 

Figura 1.10. Estructura del gen humano CASQ2. A) Se muestra un Northern blot 
representativo analizando la expresión de CASQ2 en diferentes tejidos de ratón: 
corazón, músculo sóleo, músculo tibial anterior, hígado, cerebro, riñón e intestino. Se 
observa la presencia de mRNA de CASQ2 únicamente en corazón y en músculo 
esquelético de contracción lenta (sóleo). B) El gen humano CASQ2 está organizado en 
11 exones y 10 intrones que abarcan 68 kb del genoma, produciendo un solo 
transcrito de mRNA de 2548 nucleótidos. Panel A, tomando de Frank KF, Mesnard-
Rouiller L, Et al; 2001 [33]. Panel B, Modificado de Reyes-Juárez, JL; 2007 [42]. 
 

Previamente, se demostró que las primeras 288 pb del promotor del gen humano 

CASQ2 (hCASQ2) están muy conservadas entre especies (Chimpancé 100%, ratón 

95%, rata 98%, pollo 87%; con respecto al gen humano). Esta región conservada del 

promotor contiene una “TATA-box” y sitios de unión para los factores de 

transcripción MEF-2 (Myocyte Enhancer Factor-2) y SRF (Serum Response Factor). 

Los sitios de unión a MEF-2 y SRF se encuentran en las posiciones de -133 pb y -103 
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pb, respectivamente. Los factores de transcripción MEF-2 y SRF se unen a sus 

respectivos sitios de unión dentro del promotor del gen hCASQ2. Los sitios de unión a 

MEF-2 y SRF son necesarios para controlar la expresión del gen hCASQ2 en 

cardiomiocitos y en la línea celular derivada de músculo esquelético de contracción 

lenta Sol8. Se ha demostrado que la mutagénesis de estos sitios de unión a MEF-2 y 

SRF reduce drásticamente la transcripción del gen hCASQ2 [42]. 

En un estudio, se reportó que la sobreexpresión del factor de transcripción Egr-1, en 

la línea celular H9c2, disminuye la expresión del gen CASQ2 de rata. En ese mismo 

estudio, también se encontró que el tratamiento con 5-azacitidina y con butirato de 

sodio disminuye la expresión de CASQ2 en células H9c2. También se encontró que la 

inhibición de NFAT, con CsA, disminuyó la expresión del gen CASQ2 en células 

H9c2 que sobre-expresan Egr-1 [43].  

Se ha encontrado una correlación entre el estrés oxidativo y la expresión del gen 

CASQ2. Cardiomiocitos de rata en cultivo fueron tratados con el agente desacoplante 

de la fosforilación oxidativa carbonil-cianuro-4-(trifluorometoxi)-fenilhidrazona 

(FCCP). El tratamiento disminuyó los niveles de mRNA endógeno de CASQ2. 

Consistente con este hallazgo, el tratamiento con el agente antioxidante N-

acetilcisteína fue previno la reducción de CASQ2 inducida por FCCP, sin embargo, el 

mecanismo responsable aún permanece desconocido [45].  

Durante mucho tiempo se pensó que la expresión de CASQ2 no se alteraba en 

patologías cardíacas, tal como sucede con otras proteínas importantes para la 

homeostasis del Ca2+ del cardiomiocito [46]. Sin embargo, en un modelo de 

cardiopatía inducida por doxorrubicina se observó una reducción en la expresión de 

CASQ2 y de otras proteínas involucradas en el control del Ca2+ intracelular como 

RyR2, SERCA2a y su proteína reguladora fosfolambam (PLN) [47]. La 
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doxorrubicina aumenta la expresión de la proteína Id. Está proteína es un regulador 

negativo del factor de transcripción MyoD. Por tanto, el aumento en la expresión de 

Id resulta en la reducción de la expresión de los genes regulados por MyoD [48]. 

Dado que MyoD induce la expresión de MEF-2, es posible que la inhibición de MyoD 

provocada por doxorrubicina sea responsable de la disminuida expresión de CASQ2 

en estas condiciones.  

Pese a estos hallazgos, aun se sabe poco sobre la expresión del gen CASQ2 en 

condiciones patológicas. En un modelo de sobre-expresión de CASQ2, en ratones 

transgénicos, se observó el desarrollo de hipertrofia cardíaca, inducción de un 

programa de expresión genética fetal, reducida fracción de acortamiento, aumento en 

el contenido de Ca2+ dentro del SR y reducida liberación de Ca2+ del SR con la 

consecuente alteración de la función contráctil [49]. Por el contrario, la ablación del 

gen CASQ2 produce un fenotipo arrítmico sin alteraciones en la función contráctil. 

Cuando CASQ2 está ausente, aumenta la probabilidad de liberación espontánea de 

Ca2+ por el RyR2. Se ha visto que esto último favorece el desarrollo de arritmias 

ventriculares [41]. El aumento en la liberación espontánea de Ca2+ es el mecanismo 

fisiopatológico responsable de la taquicardia ventricular polimórfica 

catecolaminérgica (CPVT).  En esta condición, existen mutaciones en el gen CASQ2 

que insertan codones de terminación prematuros o producen proteínas no funcionales. 

Dado que CASQ2 funciona como un regulador del RyR2, la ausencia de CASQ2 se 

asocia con el desarrollo de taquiarritmias ventriculares inducidas por estrés 

adrenérgico [41, 50].  

Lo expuesto anteriormente destaca la importancia del gen CASQ2 en la fisiología del 

cardiomiocito. Adicionalmente, los hallazgos disponibles sugieren que la regulación 

de la expresión del gen CASQ2 es más compleja de lo que se reportó previamente. Por 
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tanto, MEF-2 y SRF no son los únicos factores de transcripción que regulan la 

expresión del gen hCASQ2  [42]. 

 

1.5. El papel del Ca2+ en la regulación de la expresión genética en cardiomiocitos.  

La concentración citosólica de Ca2+ es clave para el control de múltiples procesos 

celulares [51]. Específicamente, en los cardiomiocitos, el Ca2+ regula muchas 

funciones celulares, como el acoplamiento de la excitación contracción (E-C), la 

actividad de los miofilamentos, el metabolismo energético, la muerte celular y la 

expresión genética [7]. Existen dos principales vías de señalización dependientes de 

Ca2+ que regulan la expresión genética en cardiomicitos: la vía de Ca2+/calmodulina-

CaMKII-HDAC-MEF-2 y la vía Ca2+/calmodulina-calcineurina-NFAT [7]. 

La proteína cinasa II dependiente de Ca2+/calmodulina (CaMKII) participa en la 

regulación de muchos factores de transcripción como AP-1, SRF, CREB y MEF-2. 

CaMKIIδ es la principal isoforma presente en cardiomiocitos. El splicing diferencial 

de su mRNA produce dos isoformas distintas: CaMKIIδB la cual está presente en el 

núcleo y CaMKIIδC, localizada en el citosol. CaMKIIδB activa la transcripción 

mediada por MEF-2 a través de un mecanismo en el que participa la proteína HDAC 

clase II (Histona desacetilasa de clase II) [52]. En condiciones basales, MEF-2 está 

asociado con HDAC II, la cromatina en los alrededores se encuentra condensada y la 

transcripción genética se reprime. Cuando el Ca2+ citosólico se eleva, CaMKIIδB se 

activa y fosforila a HDAC II. En su estado fosforilado, HDAC II se disocia de MEF-

2. El dominio N-terminal de HDAC II se une a la proteína chaperona 14-3-3 y el 

complejo 14-3-3-HDAC II se exporta fuera del núcleo. De esta forma MEF-2 puede 

activar la transcripción genética (Figura 1.11) [53].  
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Figura 1.11. Activación de MEF-2 inducida por CaMKII. La asociación de MEF-2 
con las HDACs de clase II (4, 5, 6, 7 y 9) produce la desacetilación de los 
nucleosomas cercanos al sitio de unión a MEF-2, reprimiendo los genes regulados por 
MEF-2. CaMKII fosforila HDAC, creando sitios de anclaje para la proteína 
chaperona 14-3-3. La interacción entre HDAC y MEF-2 se interrumpe y HDAC se 
transloca fuera del núcleo. Posteriormente MEF-2 recluta el co-activador p300, el 
cuál posee actividad de histona-acetiltransferasa y se relaja la cromatina. Esto resulta 
en la inducción de la expresión de los genes regulados por MEF-2. HDAC II, 
(Histona desacetilasa de clase II); CaMKII, proteína cinasa II dependiente de 
Ca2+/calmodulina. Tomado de McKinsey TA, 2002 [53]. 
 

El factor de transcripción MEF-2 se expresa abundantemente en tejidos musculares y 

en neuronas [53, 54].  Existen diferentes isoformas de MEF-2 codificadas por genes 

diferentes (MEF-2 A, B, C y D). Todas las isoformas de MEF-2 pertenecen a la 

familia MADS-box (MCM1, Agamous, Deficiens, SRF) de factores de transcripción. 

Estructuralmente, MEF-2 tiene un dominio N-terminal de 56 aminoácidos (MADS-

Box) y un dominio MEF-2 específico de 29 aminoácidos. MEF-2 en un factor de 

transcripción particularmente importante en el control de la expresión genética de las 

células musculares. Esto se confirma debido a que la mayoría de los genes expresados 

en células musculares (α-MHC, MCK, miogenina, MyoD, MLC2v, α-actina 

esquelética) tienen sitios de unión a MEF-2 ([YTA(A/T)4TAR]) en sus regiones 

reguladoras [54].  

Como mencionamos previamente, la otra vía de señalización mediada por Ca2+ 

importante en los cardiomiocitos es la vía Ca2+/calmodulina-calcineurina-NFAT. La 
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calcineurina (CN) es una fosfatasa de serina/treonina, de expresión ubicua, que tiene 

un papel fundamental en la transducción de señales dependientes de Ca2+. 

Calcineurina es un heterodímero compuesto de una subunidad catalítica (CN-A) de 

unión a calmodulina y una subunidad reguladora (CN-B) de unión a Ca2+. Los 

aumentos sostenidos de la [Ca2+]c activan a la calcineurina. Una vez activa, 

calcineurina desfosforila al factor de transcripción NFAT (factor nuclear de células T 

activas). En su estado desfosforilado, NFAT se transloca al núcleo celular, donde 

activa la expresión de sus genes blanco (Figura 1.12).  

Los factores de transcripción NFAT son proteínas relacionadas a la familia de 

factores de transcripción Rel/NFκB. La característica distintiva de los miembros de la 

familia NFAT es que son regulados por Ca2+ y la proteína fosfatasa Ca2+/CaM-

dependiente calcineurina. Se han descrito 5 isoformas de NFAT (NFAT 1 a 5). Las 

primeras cuatro isoformas son reguladas por calcineurina y son expresadas 

cardiomiocitos [55]. Se ha reportado que una sobre-activación de la vía 

Ca2+/calmodulina-calcineurina-NFAT puede inducir un fenotipo hipertrófico en el 

cardiomiocito [56, 57]. Por tanto, esta vía de señalización es de fundamental 

importancia para el cardiomiocito.  
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Figura 1.12. Activación de la vía Ca2+/calmodulina-calcineurina-NFAT. Un 
aumento sostenido en la concentración de Ca2+ activa a la proteína calmodulina 
(CaM). El complejo de Ca2+/calmodulina se asocia con la fosfatasa calcineurina 
eliminando el efecto represivo de su dominio autoinhibitorio. Una vez activa, 
calcineurina desfosforila al factor de transcripción NFAT. En su estado 
desfosforilado, NFAT se transloca al núcleo celular. Dentro del núcleo NFAT 
interactúa con otros factores de transcripción, (por ejemplo, MEF-2) y se activa la 
transcripción genética. Tomado de McKinsey TA; 2002 [53]. 
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2.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.  

El gen humano CASQ2 tiene un patrón de expresión característico, tanto en 

cardiomiocitos como en miocitos esqueléticos. Para tener un mejor entendimiento de 

la regulación de la expresión de este gen es necesario determinar los mecanismos 

moleculares responsables de controlar su expresión en estos tejidos.  

Se sabe que la vía de calcineurina/NFAT es funcional en cardiomiocitos y regula la 

expresión genética en respuesta a cambios intracelulares en la concentración de Ca2+ 

[58]. El factor de transcripción NFAT (factor nuclear de células-T activadas) regula la 

expresión de muchas proteínas que se expresan específicamente en músculo, como la 

β-MHC (cadena pesada de miosina β), la miosina de musculo esquelético y la 

SMMHC (cadena pesada de miosina de musculo liso) [59-61]. Actuando juntos o por 

separado, los factores de transcripción MEF-2 y NFAT regulan la expresión de genes 

importantes que se expresan en células musculares, como la β-MHC, Nur77 y BNP 

[54, 59, 62-66]. También se sabe que MEF-2 y NFAT pueden interactuar 

directamente entre sí y regular la expresión genética en linfocitos T [64]. Además, se 

ha reportado que una interacción entre los factores de transcripción MEF-2 y SRF 

regula la expresión de a-actina en músculo liso [67].  

Previamente nuestro grupo demostró que los factores de transcripción MEF-2 y SRF 

se unen al promotor proximal del gen hCASQ2 y son importantes para regular su 

expresión en cardiomiocitos y en miocitos esqueléticos de contracción lenta [42]. Sin 

embargo, existen pocos reportes en la literatura sobre la regulación de la expresión del 

gen hCASQ2 [33, 35, 42-44]. Por lo tanto, se desconoce si estos factores de 

transcripción son los únicos reguladores de la expresión del gen hCASQ2 en 

cardiomiocitos.  
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En el promotor del gen hCASQ2, además de los sitios de unión a MEF-2 y SRF, se 

encuentran potenciales sitios de unión al factor de transcripción NFAT. Como se 

menciona previamente, se ha demostrado que MEF-2 y NFAT regulan la expresión de 

múltiples genes de músculo cardíaco y esquelético, a través de interacciones proteína-

DNA y proteína-proteína [62, 63].   

Actualmente, se desconoce si NFAT regula la expresión del gen hCASQ2 en 

cardiomiocitos. Es posible que NFAT regule la expresión de hCASQ2, ya sea 

uniéndose directamente al promotor del gen hCASQ2 o a través de una interacción 

proteína-proteína con otros factores de transcripción (como MEF-2 o SRF). Por tanto, 

en este trabajo estudiamos el papel que tiene la vía de calcineurina/NFAT en la 

regulación de la expresión del gen hCASQ2 en cardiomiocitos.  

 

3. HIPÓTESIS.  

La vía de señalización calcineurina/NFAT está activa en cardiomiocitos. Dentro del 

promotor del gen hCASQ2 se encuentran sitios de unión a los factores de 

transcripción NFAT y MEF-2 en las posiciones de -230 pb y -133 pb 

respectivamente. Es sabido que NFAT puede activar la expresión génica uniéndose 

directamente al DNA o interactuando con otros factores de transcripción en los 

promotores de sus genes blanco.   

Por lo tanto, la hipótesis propuesta sostiene que el factor de transcripción NFAT 

activa la expresión del gen hCASQ2 en cardiomiocitos, uniéndose directamente al 

promotor del gen hCASQ2 o bien a través de una interacción proteína-proteína con 

otros factores de transcripción unidos directamente al promotor del gen hCASQ2, 

como MEF-2 o SRF. 
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4. OBJETIVOS.  

4.1. Objetivo General:  

El objetivo general de este trabajo es caracterizar el papel que tiene la vía de 

calcineurina/NFAT en la regulación de la expresión del gen hCASQ2 en cultivos 

primarios de cardiomiocitos de rata neonata.   

 

4.2. Objetivos Específicos:  

1. Inhibir la actividad de la vía calcineurina/NFAT en cardiomiocitos de rata 

neonata en cultivo y evaluar el efecto de dicha inhibición en los niveles de 

mRNA endógeno de CASQ2 y en los niveles de proteína de CASQ2. 

2. Evaluar el efecto de la inhibición de la vía calcineurina/NFAT en la actividad 

transcripcional de las construcciones del promotor de gen hCASQ2.  

3. Identificar por medio de análisis de secuencia, la presencia de sitios 

potenciales de unión a NFAT dentro del promotor de gen hCASQ2. 

4. Demostrar la interacción directa del factor de transcripción NFAT con 

secuencias dentro del promotor del gen hCASQ2 o con otros factores de 

transcripción unidos al promotor del gen hCASQ2. 

5. Demostrar la funcionalidad de los sitios potenciales de unión a NFAT dentro 

del promotor del gen hCASQ2.  

 

5. MATERIAL Y MÉTODOS.  

5.1. Cultivo celular. Cultivos primarios de cardiomiocitos fueron preparados a partir 

de corazones de ratas neonatas de 1-2 días de nacidas siguiendo el protocolo descrito 

previamente [68]. Este trabajo fue aprobado por el Comité de Ética Institucional de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México. Las células 
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fueron crecidas en medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) (Invitrogen) 

suplementado con suero bovino fetal al 10% (Gibco), kanamicina (60 mg/mL) 

(Sigma-Aldrich), penicilina (10 U/mL) (Gibco), estreptomicina (10 mg/mL) (Gibco), 

anfotericina B (0.025 mg/mL) (Gibco) y nistatina (10 U/mL) (Sigma-Aldrich). 

 

5.2. Ensayos funcionales. Cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonata 

fueron usados para los experimentos de transfección. Los plásmidos que contienen la 

región promotora del gen hCASQ2 fueron clonados previamente, por nuestro grupo de 

investigación, en un vector reportero pGL3-Basic (Promega) [42]. Únicamente se 

usaron dos construcciones para los experimentos de transfección. La construcción 

más larga del promotor del gen hCASQ2 contiene 3102 pb del promotor del gen 

hCASQ2 y 176 pb de la región 3´ no-traducida del primer exón (pGL3- 

hCASQ2prom/Luc -3102/+176 bp). La construcción más corta contiene 288 pb del 

promotor del gen y 176 pb de la región 3´ no-traducida (pGL3- hCASQ2prom/Luc -

288/+176 bp). Para los ensayos de sobreexpresión de NFAT, se utilizaron plásmidos 

de expresión para NFATc1 (pCR4-huNFATc1nuc, plásmido #23988) y NFATc3 

(pBS-mNFATc3EE, plásmido #17868) (Addgene). Las células se transfectaron con 

0.5 μg de las construcciones del gen hCASQ2 (pGL3- hCASQ2prom/Luc). 

Posteriormente se trataron con ciclosporina-A (CsA) (Sigma-Aldrich) por 12 horas o 

con INCA-6 (NFAT activation inhibitor III, #480403, Calbiochem-Merck). Una vez 

completado el tratamiento, se midió la actividad de luciferasa en un luminómetro 

Wallac Victor2 1420 (Perkin-Elmer) utilizando el kit Dual-Luciferase Reporter Assay 

System (Promega). La actividad de luciferasa de luciérnaga se normalizó con la 

actividad de luciferasa de Renilla o con la concentración de proteína de la muestra. 

Para los ensayos de sobreexpresión de NFAT, 0.5 μg de las construcciones del 
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promotor del gen hCASQ2 (pGL3- hCASQ2prom/Luc), 0.025 μg del plásmido de 

luciferasa de Renilla (PRL-CMV) y 0.5 μg de los vectores de expresión de NFATc1 

(pCR4-huNFATc1nuc) o NFATc3 (pBS-mNFATc3EE) fueron transfectados 

transitoriamente en cardiomiocitos de rata neonata, sembrados en placas de 24 pozos 

utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las células se cosecharon 2 horas 

después y se determinó la actividad de luciferasa como se mencionó anteriormente.   

 

5.3. Extracción de RNA total y RT-qPCR. Cultivos primarios de cardiomiocitos de 

rata neonata se trataron con ciclosporina-A (CsA) durante 12 horas o con INCA-6 

durante 30 horas. Posteriormente, se aisló RNA total utilizando el reactivo de Trizol 

(Invitrogen). Posteriormente, 1 μg de RNA total fue sometido a una reacción de 

transcripción reversa usando la SuperScript III First Strand Synthesis Supermix 

(Invitrogen). Para la reacción de qPCR en tiempo real se usaron 4.6 μL de una 

dilución 1:8 de cDNA y la SYBR GreenER qPCR Supermix (Invitrogen). El volumen 

final de reacción fue de 10 μL. El mRNA de GAPDH se utilizó como control de 

carga. Los niveles de mRNA de CASQ2 se analizaron por el método descrito 

previamente [69]. En la Tabla 1 se muestra la secuencia de los primers utilizados para 

amplificar CASQ2 y GAPDH.  

 

5.4. Mutagénesis de sitio-dirigida.  La mutagénesis sitio-dirigida de los sitios de 

unión potenciales para MEF-2 (a -133 pb), SRF (a -103 pb) y NFAT (a -230 pb) se 

realizó como se menciona a continuación. Brevemente, 200 ng del plásmido de la 

construcción corta del promotor del gen hCASQ2 (pGL3-hCASQ2prom/Luc -

288/+176 bp) se sometieron a una reacción de PCR mutagénico estándar, usando la 

DNA polimerasa de alta fidelidad Pfu Turbo (Thermo Fisher Scientific) y 125 ng de 
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primers específicos. La secuencia de los primers utilizados para la mutagénesis se 

muestra en la Tabla 1. Los parámetros de reacción del PCR mutagénico fueron los 

siguientes: 95º C durante 5 min, 18 ciclos (95ºC durante 50 segundos, 75º C durante 

50 segundos, 68ºC durante 5 minutos) y 68ºC durante 7 minutos. El volumen de 

reacción final fue de 50 μL. El producto de reacción se digirió con 10U de la enzima 

sensible a metilación DpnI (New England Biolabs) a 37ºC durante 2 horas. Células de 

E. coli DH5α, hechas competentes con el método de cloruro de Ca2+, se transformaron 

con los productos de reacción del PCR mutagénico. Finalmente, los plásmidos se 

purificaron usando el kit de purificación de plásmidos PureLink (Invitrogen, catálogo 

K21004-04). Los plásmidos purificados fueron utilizados para ensayos funcionales.   

 

5.5. Ensayos de retardo de movilidad electroferética (EMSA): 4 μg de extractos 

nucleares de cardiomiocitos de rata neonata fueron incubados con oligonucleótidos 

radio-marcados con γ-32P y un anticuerpo específico para MEF-2 (sc-313x). La 

secuencia de los oligonucleótidos utilizados se muestra en la Tabla 1. Los 

oligonucleótidos de doble cadena se generaron calentado los oligonucleótidos sentido 

y anti-sentido a razón de 1:1 en un baño de agua hirviendo durante 5 minutos, 

dejándolos enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente los oligonucleótidos de 

doble cadena se marcaron con [32-P] utilizando 10 U de polinucleótido cinasa de T4 

en presencia de γ-32P-ATP (>6000 Ci/mmol) para generar las sondas 

correspondientes. Los complejos de proteína-DNA se generaron incubando extractos 

nucleares con las diferentes sondas marcadas. Las reacciones de unión se realizaron 

pre-incubando los extractos nucleares por 40 min a 4º C con amortiguador de unión 5 

X (Tris-HCl, 50 mM; glicerol, 20%; NaCl, 250 mM; MgCl2, 5 mM; EDTA, 2.5 mM; 

ditiotreitol, 1 mM) y anticuerpo específico. Posteriormente se agregó el 
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oligonucleótido radio-marcado con γ-32P y se incubó por 30 min a 4º C. Las muestras 

fueron separadas en geles de poliacrilamida al 5% corridos a 4º C a 30 mA durante 2 

horas. Los geles se secaron y se expusieron al filme X-Omat (Kodak). Las bandas se 

analizaron densitometría usando el programa Image Studio Lite 5.2.5 (LI-COR). 

 

5.6. Ensayos de Inmunoprecipitación de Cromatina (ChIP). Se usaron cultivos 

primarios de cardiomiocitos de rata neonata para los experimentos de ChIP. La 

reacción de “cross-linking” se realizó incubando las células con formaldehído al 5% 

durante 15 minutos. La reacción se detuvo usando glicina (Sigma-Aldrich) a una 

concentración final de 0.125 M. Se removió el medio de cultivo de las placas y las 

células se lavaron con PBS adicionado con PMSF 1 mM. Posteriormente, las células 

se lisaron con amortiguador de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM, SDS 

1% y la mezcla de inhibidores de proteasa SigmaFast [Sigma-Aldrich]). Las células se 

sometieron a 5 ciclos de sonicación de 15 segundos “encendido” 90 segundos 

“apagado” en un instrumento de sonicación Biorruptor Pico (Diagenode). La 

inmunoprecipitación se realizó con el kit One-Day ChIP Kit (Diagenode, catálogo 

C01010081) siguiendo las instrucciones del fabricante. La cromatina sonicada se 

incunbó con 8 μg de anticuerpo contra MEF-2c (C-21X sc313x, Santa Cruz 

Biotechnology Inc.), NFATc3 (M75X sc8321, Santa Cruz Biotechnology Inc.) o SP1 

(PEP-2 sc59x, Santa Cruz Bio-technology Inc.) como control negativo. Los 

oligonucleótidos usados para la reacción de PCR se muestran en la Tabla 1. Los 

ciclos de reacción del PCR fueron los siguientes: 95º C durante 10 min, 40 ciclos 

(95ºC durante 30 segundos, 60º C durante 30 segundos, 72ºC durante 30 segundos) y 

72ºC durante 5 minutos. El volumen de reacción final fue de 20 μL.  
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5.7. Análisis por Western blot. Cultivos primarios de cardiomiocitos de rata se 

lisaron con amortiguador RIPA (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, 

desoxicolato de sodio al 1%, Tritón X-100 al 1%, NP-40 al 1%, EDTA 0.3 mM pH 

8.0, PMSF 1 mM y la mezcla de inhibidores de proteasas SigmaFast Protease 1X). La 

concentración de proteína se determinó por un método colorimétrico basado en el 

ensayo de Bradford, usando el reactivo de proteína Bio-Rad (Bio-Rad, catálogo 500-

0006). La absorbancia de las muestras se midió a 595 nm en un luminómetro Wallac 

Victor2 1420 (Perkin-Elmer). Los lisados de proteína (30 μg) se separaron en geles de 

acrilamida al 12% y posteriormente fueron transferidos a una membrana de PVDF 

(Bio-Rad). Las membranas se bloquearon con leche libre de grasa al 5% (Bio-Rad) 

disuelta en TBST 0.1 % (amortiguador Tris-salino con Tween al 0.1%). Las 

membranas se incubaron toda la noche, a 4º C, con anticuerpo primario contra 

NFATc3 (M75X sc8321, Santa Cruz Biotechnology Inc.), MEF-2c (C-21X sc313x, 

Santa Cruz Biotechnology Inc.), CASQ2 (EPR4227 ab108289, Abcam) o β-actina 

(130300, Santa Cruz Biotechnology Inc.). El anti-NFATc3 se diluyó a 2 μg/mL, el 

anti-MEF-2c se diluyó a 2 μg/750 μL, el anti-CASQ2 se diluyó 1 a 10,000 y el anti-β-

actina se diluyó 1 a 5000. Las membranas se incubaron con anticuerpo secundario 

anti-conejo (1 a 5000) (Thermo-Fisher Scientific) durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Las señales se detectaron usando el reactivo Super Signal West Dura 

(Thermo-Fisher, catálogo 34075) en un escáner C-Digit Blot (LI-COR). Los datos 

fueron analizados con el software Image Studio Lite 5.2.5 (LI-COR).  

 

5.8. Ensayos de co-inmunoprecipitación de proteínas (coIP). Se prepararon 

extractos de proteína de cardiomiocitos de rata neonata usando el amortiguador RIPA. 

Los extractos fueron inmunoprecipitados toda la noche, a 4ºC, con 5 μg de anti-NFAT 
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(ab 2722 Abcam) o 5 μg de anti-MEF-2c (C-21X sc313x, Santa Cruz Biotechnology 

Inc.). Las proteínas inmunoprecipitadas se recuperaron usando Proteina A Sefarosa 

CL-4B (17-0780-01, GE Healthcare). Las proteínas inmunoprecipitadas se analizaron 

por Western blot con anti-MEF-2c (C-21X sc313x, Santa Cruz Biotechnology Inc.) o 

anti-NFAT (Ab 2722, Abcam). La secuencia de los primers utilizados para la reacción 

de PCR se muestra en la Tabla 1. 

 

5.9. Análisis de Secuencia. El análisis de secuencia se realizó con el software 

MacVector 6.5.3 (Accelrys), la herramienta BLAST (NCBI) y MathInspector 

(Genomatix). 

 

5.10. Análisis Estadístico. Los valores se expresan como la media de 3 experimentos 

independientes +/- error estándar (SEM). Los datos fueron analizados usando el 

software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.) usando ANOVA y las pruebas 

de comparación múltiple de Bonferroni o Dunnet. Los valores de p <0.05 fueron 

considerados como estadísticamente significativos.  
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Tabla 1. Secuencia de oligonucleótidos usados para qPCR, mutagénesis, ChIP y 
EMSA. 
 
qPCR CASQ2 Forward: 5´-AGCTTGTGGAGTTTGTGAAG-3´ 

CASQ2 Reverse: 5´-GGATTGTCAGTGTTGTCCC-3´ 
GAPDH Forward: 5´-GGAGAAACCTGCCAAGTATGATGAC-3´ 
GAPDH Reverse: 5´-TGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG-3´ 

Mutagénesis CASQ2 NFAT -230 bp Mut Forward: 
5´-ATTCTTGTCTTGGGCCTTCTGCCTCTTCCCTCTTCACCAGTCGGACAGAC-3´ 
CASQ2 NFAT -230 bp Mut Reverse: 
5´-GAAGAGGCAGAAGGCCCAAGACAAGAATGTACACGCATGAAATAAGGAGG-3´ 
CASQ2 MEF-2 -133 bp Mut Forward: 
5´-CATTGCATGCTGGATCCTCCGCCTGAAACAAC-3´ 
CASQ2 MEF-2 -133 bp Mut Reverse: 
5´-GTTGTTTCAGGCGGAGGATCCAGCATGCAATG-3´ 
CASQ2 SRF -103 bp Mut Forward: 
5´-CTGCATCCTAAAAATTTAGTTCC-3´ 
CASQ2 SRF -103 bp Mut Reverse: 
5´-GGAACTAAATTTTTAGGATGCAG-3´ 

ChIP Forward: 5´-TGCCCCTTTATTTCACTTGC-3´ 
Reverse: 5´-GGAGGCCAAGCCCTAGATAC-3´ 

EMSA MEF-2 Consenso: 5´-GATCGCTCTAAAAATAACCCTGTCG-3´ 
MEF-2 Consenso Mutado: 5´-GATCGCTGTAAACATAACCCTGTCG-3´ 
CASQ2 MEF-2 -133 pb WT: 5´-TGCATGATTTATTTTTAGCCTGAAACAAC-3´ 
CASQ2 MEF-2 -133 pb Mut: 5´-CATTGCATGCTGGATCCTCCGCCTGAAACAAC-3´ 
CASQ2 NFAT -230 pb WT: 5´ GTACATTCTTGTCTTTTTCCTTCTGCCTCTTCCCTC-3´ 
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6. RESULTADOS.  

6.1. La inhibición de la vía Calcineurina/NFAT disminuye la expresión de 

CASQ2 en cardiomiocitos.  

Como se mencionó anteriormente, el objetivo general del trabajo es caracterizar el 

papel de la vía de señalización calcineurina/NFAT en la regulación de la expresión 

del gen hCASQ2 en cardiomiocitos. Previamente, se ha descrito que aumentos 

sostenidos en las concentraciones citosólicas de Ca2+ activan a la proteína 

calcienuerina (CN). La CN es una fosfatasa dependiente de Ca2+/calmodulina. Una 

vez activa, CN desfosforila a NFAT y éste se transloca al núcleo celular. Una vez 

dentro del núcleo, NFAT incrementa la actividad transcripcional de sus genes blanco 

[12].  

Para comprobar si la inhibición de la vía CN/NFAT reduce la expresión de CASQ2 en 

nuestras condiciones experimentales, tratamos cultivos primarios de cardiomiocitos 

de rata neonata con ciclosporina A (CsA), inhibidor de CN, durante 12 horas (Figura 

6.1). Los resultados mostraron que la inhibición de la vía CN/NFAT, inducida por 

CsA, disminuyó la abundancia de mRNA de CASQ2 en un 50%. Además de NFAT, 

la fosfatasa CN tiene otras proteínas blanco, sobre las cuales ejerce un efecto [70]. Por 

lo tanto, decidimos usar el inhibidor de la vía de CN/NFAT, INCA-6. Dicho inhibidor 

impide la interacción entre calcineurina y NFAT, sin afectar la actividad catalítica de 

CN. Por lo tanto, INCA-6 inhibe la activación de NFAT sin afectar otros blancos de 

CN [71].  La inhibición de la activación de NFAT con INCA-6, también disminuyó la 

abundancia de mRNA endógeno de CASQ2 (Figura 6.1). Asimismo, también 

decidimos evaluar, el efecto de la inhibición de la vía CN/NFAT en la abundancia de 

proteína de CASQ2. Para ello, tratamos cultivos primarios de cardiomiocitos de rata 

neonata con el inhibidor INCA-6 durante diferentes tiempos. Los resultados no 
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mostraron una disminución significativa en la abundancia de proteína de CASQ2 con 

el tratamiento (Figura 6.2). Es posible que la vida media larga de la proteína de 

CASQ2 no nos permitió ver una reducción significativa en la abundancia de la 

proteína.  

No obstante, los resultados de la cuantificación del mRNA de CASQ2 demuestran 

que la vía de calcineurina/NFAT tiene un papel en el control de la transcripción del 

gen CASQ2.  

 

Figura 6.1. La inhibición de la actividad de NFAT disminuye la síntesis de 
mRNA de CASQ2 en cardiomiocitos de rata neonata. A) Cultivos primarios de 
cardiomiocitos de rata neonata fueron tratados con DMSO, como vehículo (Control) o 
con CsA durante 12 horas. Las células fueron cosechadas y el mRNA de CASQ2 fue 
cuantificado por PCR en tiempo real.  El mRNA de GAPDH fue utilizado como gen 
normalizador. B) Cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonata fueron tratados 
con DMSO, como vehículo (Control) o con INCA-6 durante 30 horas. Las células 
fueron cosechadas y el mRNA de CASQ2 fue cuantificado por PCR en tiempo real.  
El mRNA de GAPDH fue utilizado como gen normalizador. Los resultados son 
expresados como la media de 3 experimentos independientes +/- error estándar 
(SEM). (*) Valores de p< 0.05 vs Control.  
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Figura 6.2. Efecto de la inhibición de la vía de calcineurina/NFAT en la 
abundancia de proteína de CASQ2 en cardiomiocitos de rata neonata. A) 
Cardiomiocitos de rata neonata fueron tratados con INCA-6 durante 60 horas. 
Posteriormente, las células fueron cosechadas y se determinó la abundancia de 
proteína de CASQ2 por medio de Western blot. β-actina se utilizó como control de 
carga. Se muestra una foto de un gel representativo. B) El análisis densitométrico de 
experimentos representativos (n=2) se realizó con el software Image-Studio Lite 
5.2.5, LI-COR. 
 

6.2. La inhibición de la activación de NFAT reduce la actividad transcripcional 

de las construcciones del gen hCASQ2.  

Una vez que se determinó que la inhibición de la activación de NFAT con CsA o con 

INCA-6 disminuye la síntesis de mRNA de CASQ2 en cardiomiocitos de rata 

neonata, el trabajo se concentró en determinar el mecanismo responsable de este 

efecto. Primero, se realizó un análisis in sillico de la secuencia de DNA del promotor 

del gen hCASQ2 en busca de sitios potenciales de unión para el factor de 

transcripción NFAT. El análisis de secuencia encontró siete potenciales sitios de 

unión para el factor de transcripción NFAT dentro del promotor del gen hCASQ2 

(Figura 6.3 A).  
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Figura 6.3. Análisis de secuencia del promotor del gen hCASQ2. El análisis in 
sillico del promotor del gen hCASQ2 reveló siete sitios de unión al factor de 
transcripción NFAT. A) Se muestran las posiciones relativas de los sitios de unión a 
NFAT dentro del promotor del gen hCASQ2. También se muestra el puntaje de cada 
sitio con respecto a la secuencia consenso de unión a NFAT. En amarillo se resalta el 
sitio de unión ubicado a -230 bp, el cuál se encuentra conservado entre diferentes 
especies (humano, chimpancé, ratón, perro y pollo). B) Diagrama de las 
construcciones del promotor del gen hCASQ2 usadas en los ensayos funcionales. Se 
señalan las fronteras de las dos construcciones del gen hCASQ2 (pGL3- 
hCASQ2prom/Luc -3102/+176 bp o pGL3- hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp). 
También se muestran esquemáticamente las posiciones de los sitios de unión factores 
de transcripción relevantes.  
 

Por lo tanto, se investigó si la disminución en la abundancia de mRNA de CASQ2 

inducida por la inhibición de NFAT era un efecto mediado transcripcionalmente. Para 

ello, se realizaron ensayos funcionales con dos construcciones quiméricas del 

promotor del gen hCASQ2 (pGL3- hCASQ2prom/Luc -3102/+176 bp o pGL3- 

hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp) (Figura 6.3 B). Dichas construcciones fueron 

generadas previamente utilizando un vector reportero pGL3-basic [42]. Ambas 

construcciones fueron transfectadas en cardiomiocitos de rata neonata. 

Posteriormente, las células fueron tratadas con CsA o INCA-6, inhibidores de la 
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activación de NFAT. En concordancia con la cuantificación de mRNA, ambos 

inhibidores (CsA e INCA-6) disminuyeron la actividad transcripcional de ambas 

construcciones del promotor del gen hCASQ2 (pGL3- hCASQ2prom/Luc) (Figura 

6.4).  

 

Figura 6.4. La inhibición de la actividad de NFAT con CsA o INCA-6 disminuyó 
la actividad transcripcional de las construcciones del gen hCASQ2. A) Actividad 
de luciferasa de cardiomiocitos de rata neonata transfectados con la construcción 
pGL3-hCASQ2prom/Luc -3102/+176 bp (barras negras) o con la construcción pGL3-
hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp (barras grises) y tratados con vehículo (Control) o 
con CsA durante 12 horas. B) Actividad de luciferasa de cardiomiocitos de rata 
neonata transfectados con la construcción pGL3-hCASQ2prom/Luc -3102/+176 bp 
(barras negras) o con la construcción pGL3-hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp (barras 
grises) y tratados con vehículo (Control) o con INCA-6 durante 16 horas. Los 
resultados son expresados como la media de 3 experimentos independientes +/- SEM. 
A la actividad de luciferasa de la condición “Control” se le dio un valor arbitrario de 
1. (*) valores de p < 0.05 vs Control.  
 

Para comprobar que la disminución de la actividad transcripcional de las 

construcciones del gen hCASQ2 inducida por CsA e INCA-6 fuera especifico, se 

realizó el mismo experimento utilizando el vector pGL3-promotor (Figura 6.5). 

Se utilizó pGL3-promotor como control debido a que este vector es regulado por el 

promotor de SV40. Por lo tanto, es insensible a la inhibición de la vía de 

calcineurina/NFAT inducida por CsA e INCA-6. Considerados juntos, los resultados 

de los ensayos funcionales demostraron que la disminución en la síntesis de mRNA 
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de CASQ2 inducida por la inhibición de la vía de calcineurina/NFAT es mediada 

transcripcionalmente. 

 

Figura 6.5. La inhibición de la vía calcineurina/NFAT no inhibe la actividad 
transcripcional del pGL3-promotor. Actividad de luciferasa de cardiomiocitos de 
rata neonata transfectados con la construcción pGL3-promotor, que contiene el 
promotor de SV40 (Promega) y tratados con vehículo (Control) o con INCA-6 
durante 16 horas. Los resultados se expresan como la media de 3 experimentos 
independientes +/- SEM. A la actividad de luciferasa de la condición “Control” se le 
dio un valor arbitrario de 1.  
 
 

6.3. La sobreexpresión de NFATc1 y NFATc3 aumenta la actividad 

transcripcional de las construcciones del gen hCASQ2.  

Los resultados previos demostraron que la inhibición de la vía de calcineurina/NFAT  

disminuye tanto la expresión de CASQ2 endógena como la actividad de las 

construcciones del gen hCASQ2. Posteriormente se evaluó si la sobreexpresión de 

NFAT tenía el efecto opuesto en la expresión del gen hCASQ2. Para la 

sobreexpresión de NFATc1 y NFATc3 se utilizaron vectores de expresión que 

contienen el cDNA para la proteína de NFAT (ver sección de Materiales y Métodos). 

Se transfectaron los vectores de expresión para NFATc1 y NFATc3 en cardiomiocitos 
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de rata neonata y se comprobó la sobreexpresión de las proteínas NFAT por medio de 

análisis de Western blot (Figura 6.6).  

 

 

Figura 6.6. Sobreexpresión de NFAT en cardiomiocitos de rata neonata. Para 
verificar la sobreexpresión de NFAT, cardiomiocitos de rata neonata fueron 
transfectados con los vectores de expresión para NFATc1 o NFATc3. Después de 48 
horas las células fueron cosechadas y la proteína de NFAT fue analizada usando 
Western blot. A) Se muestra una foto de un gel representativo. B) Se muestra el 
análisis densitométrico realizado con el software Image-Studio Lite 5.2.5, LI-COR. 
 

Después de comprobar que NFAT efectivamente se sobre-expresaba en 

cardiomiocitos, co-transfectamos las construcciones del gen hCASQ2 junto con los 

vectores de expresión para NFATc1 o NFATc3. Los resultados mostraron que la 

sobreexpresión de NFATc1 y NFATc3 aumenta la actividad transcripcional de ambas 

construcciones del promotor del gen hCASQ2 (pGL3- hCASQ2prom/Luc -3102/+176 

bp o pGL3- hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp) (Figura 6.7). Además, el tratamiento 

con CsA junto con la sobreexpresión de NFATc1 o NFATc3 impidió el efecto de 

trans-activación inducida por la sobreexpresión de NFAT en la construcción larga del 

promotor del gen hCASQ2 (pGL3- hCASQ2prom/Luc -3102/+176 bp) (Figura 6.8). 

Debido a que ambas construcciones del promotor del gen hCASQ2 respondieron de 

manera similar a la inhibición de la vía de CN/NFAT y a la sobreexpresión de NFAT, 
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se concluyó que el elemento de respuesta para este efecto debe estar localizado dentro 

de la construcción corta del promotor. Dicha construcción contiene la región entre -

288/+176 pb del promotor del gen hCASQ2. Como se menciona previamente, el 

análisis de secuencia del promotor reveló un sitio potencial de unión a NFAT, 

específicamente en la posición entre -230 a -222 pb (Figura 6.3). Por lo tanto, se 

investigó la funcionalidad de este sitio de unión a NFAT. 

 
Figura 6.7.  La sobreexpresión de NFAT incrementa la actividad transcripcional 
de las construcciones del gen hCASQ2. Se muestra la actividad de luciferasa de 
cardiomiocitos de rata neonata co-transfectados con pGL3-hCASQ2prom/Luc-
3102/+176 bp (barras negras) o pGL3-hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp (barras grises) 
y los vectores de expresión para NFATc1 o NFATc3. Después de 24 horas se 
cosecharon las células y se determinó la actividad de luciferasa. Los resultados son 
expresados como la media de 3 experimentos independientes +/- SEM. A la actividad 
de luciferasa de la condición “Control” se le dio el valor arbitrario de 1. (*) Valores 
de p< 0.05 vs Control.  
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Figura 6.8. La inhibición de la vía calcineurina/NFAT inhibe el efecto de 
transactivación provocado por la sobreexpresión de NFAT. Se muestra la 
actividad de luciferasa de cardiomiocitos de rata neonata co-transfectados con pGL3- 
hCASQ2prom/Luc -3102/+176 bp (barras negras) y los vectores de expresión para 
NFATc1 o NFATc3. Las células fueron tratadas con CsA durante 24 horas. Una vez 
completado el tratamiento, se cosecharon las células y se determinó la actividad de 
luciferasa. Los resultados son expresados como la media de 3 experimentos 
independientes +/- SEM. A la actividad de luciferasa de la condición “Control” se le 
dio el valor arbitrario de 1. (*) Valores de p< 0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos. 
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6.4. El sitio de unión a MEF-2 ubicado a -133 pb es responsable de la 

transactivación del promotor del gen hCASQ2 inducida por NFAT.  

Los resultados de los ensayos funcionales sugirieron que el factor de transcripción 

NFAT está involucrado en la regulación del gen hCASQ2 en cardiomiocitos de rata 

neonata. Como se menciona previamente, el análisis in silico del promotor del gen 

hCASQ2 reveló un sitio potencial de unión a NFAT entre -230 a -222 pb (-230 5 ́-

GTCTTTTTCC-3 ́-222). Dicho sitio de unión se encuentra conservado entre 

diferentes especies (Figura 6.9).  

Para investigar si este sitio potencial de unión a NFAT es funcional se realizaron 

ensayos de retardo de movilidad electroforética (EMSAs) y mutagénesis de sitio 

dirigido. Para los experimentos de EMSA se utilizaron oligonucleótidos de doble 

cadena marcados con γ32-P en el extremo-5´. Dichos oligonucleótidos contienen la 

secuencia del sitio potencial de unión a NFAT ubicado entre -230 a -222 pb del 

promotor del gen hCASQ2. Los resultados de los experimentos EMSA fallaron en 

demostrar interacción entre el sitio de unión a NFAT ubicado a -230 pb del promotor 

con alguna proteína dentro del núcleo celular de los cardiomiocitos (Figura 6.10). 
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Figura 6.9. Análisis de secuencia del promotor del gen hCASQ2. El análisis de la 
secuencia se realizó usando el software MacVector 6.5.3 y la herramienta BLAST de 
NCBI. Se observa que los primeros 288 pb del promotor están conservados entre las 
especies analizadas. Se muestra un sitio potencial de unión a NFAT entre -230 a -222 
pb el cual está conservado entre especies. Dentro de esta región también se 
encuentran los sitios de unión a MEF-2 (-130 a -120 pb) y SRF (-103 a -93 pb). 
Modificado de Reyes-Juárez, JL; 2007 [42]. 
 

 

Figura 6.10. Ensayo de Retardo de Movilidad Electroforética en cardiomiocitos 
de rata neonata. Un oligonucleótido radio-marcado que contiene la secuencia del 
sitio de unión a NFAT -230 pb del promotor del gen hCASQ2 fue incubado con 
extracto nuclear. La identidad de los carriles y la secuencia del oligonucleótido 
utilizado se muestran en la figura. El sitio de unión a NFAT ubicado entre -230 a -222 
pb del promotor del gen hCASQ2 es incapaz de formar un complejo específico con 
alguna proteína del núcleo celular de cardiomiocitos de rata neonata. 
 

Los experimentos de EMSA determinan una interacción in vitro entre un 

oligonucleótido y una proteína presente en el núcleo celular. Por tanto, un resultado 

negativo en este tipo de experimentos no excluye la posibilidad de que un sitio de 

unión para un factor de transcripción sea funcional in vivo. Por este motivo también se 

realizó mutagénesis de sitio dirigido del sitio de unión a NFAT ubicado a -230 bp. 

Posteriormente, utilizando ensayos funcionales, se evaluó el efecto de dicha 
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mutagénesis en la actividad transcripcional de la construcción corta del promotor del 

gen hCASQ2 (pGL3-hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp). Los resultados mostraron que 

la mutagénesis del sitio de unión a NFAT ubicado a -230 bp del gen hCASQ2 no 

cambia la actividad transcripcional de la construcción corta del promotor (pGL3-

hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp) (Figura 6.11).  

Figura 6.11. La mutagénesis del sitio de unión a NFAT ubicado a -230 pb no 
cambia la actividad transcripcional de la construcción corta del promotor del 
gen hCASQ2. Cardiomiocitos de rata neonata fueron co-transfectados con el vector 
de expresión para NFAT y la construcción pGL3-hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp 
Wild-Type (barras negras) o con la construcción con el sitio de unión a NFAT -230 
pb mutado (barras grises). Después de 24 horas las células fueron cosechadas y se 
determinó la actividad de luciferasa. Los resultados son expresados como la media de 
3 experimentos independientes +/- SEM. A la actividad de luciferasa de la 
construcción de -288 pb se le dio el valor arbitrario de 1. (*) Valores de p< 0.05 
fueron considerados estadísticamente significativos.   
 

Estos resultados sugieren que no existe una interacción directa entre el factor de 

trascripción NFAT y su sitio de unión localizado a -230 pb del promotor. Los 

resultados previos demostraron que la inhibición de la vía de CN/NFAT en 

cardiomiocitos tiene un efecto negativo en la expresión del gen hCASQ2. Por otra 
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parte, los experimentos de EMSA y la mutagénesis de sitio dirigido no pudieron 

demostrar la funcionalidad del sitio de unión a NFAT ubicado a -230 pb. Esto sugiere 

que el mecanismo por medio del cuál NFAT regula la expresión del gen hCASQ2 

debe ser independiente de la unión directa de NFAT al promotor del gen. Previamente 

se demostró que los sitios de unión a MEF-2 y SRF ubicados a -133 pb y a -103 pb, 

respectivamente, dentro del promotor del gen hCASQ2 son funcionales en 

cardiomiocitos de rata neonata [42]. Por medio de experimentos de EMSA, 

comprobamos que MEF-2 se une a su sitio de unión dentro del promotor del gen 

hCASQ2 ubicado a -133 pb (Figura 6.12).  

 

Figura 6.12. Ensayo de Retardo de Movilidad Electroforética en cardiomiocitos 
de rata neonata. El oligonucleótido radio-marcado que contiene la secuencia del sitio 
de unión a MEF-2 ubicado entre -133 y -120 pb en el promotor del gen hCASQ2 es 
capaz de formar un complejo que se compite con exceso molar (200X) de 
oligonucleótido frío, permanece sin cambio cuando se compite con exceso molar 
(200X) de un oligonucleótido que tiene el sitio de unión a MEF-2 -133 pb mutado frío 
y forma un complejo de super-retardo con anticuerpo específico para MEF-2. Como 
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control positivo se utilizó un oligonucleótido que contiene la secuencia consenso de 
unión a MEF-2. 
 

Como se mencionó anteriormente, existen interacciones directas entre MEF-2 y 

NFAT y entre SRF y NFAT. Dichas interacciones son importantes para regular la 

expresión genética. Debido a ello, se investigó la posibilidad de que NFAT interactúe, 

ya sea con MEF-2 unido al sitio de -133 pb o con SRF unido al sitio de -103 pb. Para 

examinar esta hipótesis, se realizó mutagénesis dirigida del sitio MEF-2 a 133 pb y 

del sitio SRF a -103 pb, en la construcción corta del promotor del gen hCASQ2. 

Posteriormente, se realizaron ensayos funcionales usando esas construcciones 

mutadas. Los resultados de este experimento demostraron que la construcción con el 

sitio SRF ubicado a 103 bp mutado aún era transactivada por la sobreexpresión de 

NFAT. Por otro lado, la construcción con el sitio de unión a MEF-2 ubicado a -133 pb 

del promotor del gen hCASQ2 ya no podía ser transactivada por la sobreexpresión de 

NFAT (Figura 6.13). 

 
Figura 6.13. El sitio de unión a MEF-2 ubicado a -133 pb es responsable de la 
transactivación del promotor del gen hCASQ2 inducida por la sobre-expresión 
de NFAT. Cardiomiocitos de rata neonata fueron co-transfectados con el vector de 
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expresión de NFATc3 y con la construcción pGL3-hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp 
Wild-Type (barras negras), la construcción con el sitio SRF a -103 pb mutado (barras 
grises) o con la construcción con el sitio de unión a MEF-2 a -133 bp mutado (barras 
blancas). Después de 24 horas se cosecharon las células y se determinó la actividad de 
luciferasa. Los resultados son expresados como la media de 3 experimentos 
independientes +/- SEM. A la actividad de luciferasa de la construcción de -288 pb se 
le dió el valor arbitrario de 1. (*) Valores de p< 0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos.   
 

En conjunto, los resultados de la mutagénesis de los sitios de unión a MEF-2 y SRF, 

sugieren que NFAT interactúa con MEF-2 unido a su respectivo sitio dentro de la 

región proximal del promotor del gen hCASQ2.   

 

6.5. Una interacción directa entre los factores de transcripción MEF-2 y NFAT 

regula la expresión del gen hCASQ2.  

Los resultados previos demostraron que la inhibición de la vía CN/NFAT reduce la 

expresión del gen hCASQ2 en cardiomiocitos de rata neonata en cultivo. 

Adicionalmente, la sobreexpresión de NFAT aumenta la actividad transcripcional de 

las construcciones del promotor del gen hCASQ2. Sin embargo, los experimentos de 

EMSA y la mutagénesis del sitio de unión a NFAT ubicado a -233 pb no demostraron 

la funcionalidad de este sitio. Contrariamente, la mutagénesis del sitio de unión a 

MEF-2 ubicado a -133 pb dentro del promotor del gen hCASQ2 previene la 

transactivación de la construcción corta del gen hCASQ2. Estos resultados sugieren 

que, en efecto, NFAT regula la expresión del gen hCASQ2, pero sin unirse 

directamente al promotor del gen hCASQ2. La interacción de NFAT con algún factor 

de trascripción unido al promotor del gen hCASQ2 explicaría como es que NFAT 

regula la expresión de CASQ2 sin unirse directamente al DNA.  

Se sabe que la interacción entre MEF-2 y NFAT es importante para la expresión de 

los genes Nur77 y β-MHC [59, 65]. Los resultados presentados sugieren que una 
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interacción entre MEF-2 y NFAT es importante para regular la expresión del gen 

hCASQ2 en cardiomiocitos de rata neonata. Por lo tanto, se evaluó si MEF-2 y NFAT 

están presentes en la región proximal del promotor del gen CASQ2 de rata. Para ello 

se realizaron experimentos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) utilizando 

anticuerpos específicos contra MEF-2 y NFAT. Los resultados de los experimentos de 

ChIP mostraron un enriquecimiento tanto de MEF-2 como de NFAT en la región 

ubicada entre -259 a -21 pb del promotor del gen de Casq2 de rata (Figura 6.14). 

 

Figura 6.14. Los factores de transcripción MEF-2 y NFAT se unen al promotor 
del gen CASQ2 de rata. A) Ensayo de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) del 
promotor del gen Casq2 de rata. La cromatina fragmentada fue incubada con 
anticuerpos contra MEF-2c, NFAT, Sp1 e IgG. Se realizó PCR para amplificar la 
región entre -259 a -21 pb del promotor del gen Casq2. Se muestra una foto de un gel 
representativo. B) Análisis densitométrico de experimentos representativos (n=2) 
realizado con el software Image-Studio Lite 5.2.5 (LI-COR). 
 

Los experimentos de ChIP nos permiten demostrar que ambos factores de 

transcripción se encuentran dentro del promotor del gen Casq2 de rata. Sin embargo, 

una limitante de esta técnica es que no permite determinar si ambos factores están 

presentes al mismo tiempo dentro de un promotor. Asimismo, los experimentos de 

ChIP tampoco permiten demostrar que dos factores de transcripción estén 

interactuando físicamente entre ellos.  
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Para demostrar una interacción directa entre MEF-2 y NFAT, se realizaron 

experimentos de co-inmunoprecipitación de proteínas. Los resultados mostraron que 

MEF-2c y NFATc3 interactúan entre sí (Figura 6.15). Nuestros resultados 

demuestran que NFAT interactúa, físicamente, con el MEF-2 unido a su respectivo 

sitio de unión (ubicado a-133 pb) dentro del promotor del gen hCASQ2. De esta 

manera se sugiere que NFAT coopera con MEF-2 y activa la transcripción del gen 

hCASQ2 en cardiomiocitos de rata neonata.  

 

Figura 6.15. Los factores de transcripción MEF-2 y NFAT interactúan entre sí 
dentro del promotor del gen CASQ2. Extractos de proteína total fueron 
inmunoprecipitados (IP) con anticuerpos contra MEF-2c ó NFAT. Se realizó análisis 
por western-blot de las proteínas inmunoprecipitadas usando anticuerpos contra MEF-
2 o NFAT según se indica. La identidad de las proteínas inmunoprecipitadas es la 
siguiente: carril 1, Mock (perlas de unión a anticuerpo de Proteína A sefarosa); carril 
2, IP contra NFAT; carril 3, IP contra MEF-2. 
 

En resumen, demostramos que la inhibición de la activación de NFAT (con CsA o 

INCA-6) disminuye la transcripción del gen hCASQ2 y que la sobreexpresión de 

NFATc1 y NFATc3 induce la actividad transcripcional de las construcciones del 

promotor del gen hCASQ2 en cardiomiocitos de rata neonata. Analizados 

conjuntamente, nuestros resultados demuestran que el mecanismo responsable de 
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estos efectos se explica por la interacción directa entre MEF-2 y NFAT unidos al 

promotor del gen hCASQ2 (Figura 6.16). 

 

 

Figura 6.16. Mecanismo de regulación transcripcional propuesto para el gen 
hCASQ2 en cardiomiocitos. CASQ2 es la principal proteína de unión a Ca2+ dentro 
del SR. En asociación con las proteínas Triadina (T) y Juntina (J), CASQ2 regula la 
actividad del canal de liberación de Ca2+ (RyR2). El factor de transcripción NFAT 
interactúa con MEF-2 unido a su sitio de unión a -133 pb dentro del promotor del gen 
hCASQ2. De esta forma NFAT coopera con MEF-2 en la activación transcripcional 
del gen hCASQ2. La inhibición de la activación de NFAT con CsA o con INCA-6 
bloquea la activación de NFAT y disminuye la transcripción del gen hCASQ2. 
Abreviaturas: CaM, calmodulina; CN, calcineurina; L, canal de liberación de Ca2+ 
tipo-L; MEF-2, Myocyte Enhancer Factor; NCX, intercambiador Na+/Ca2+; NFAT, 
factor nuclear de células-T activadas; PLN, fosfolamban; SRF, factor de respuesta al 
suero; SR, retículo sarcoplásmico.  
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7. DISCUSIÓN.  

En los cardiomiocitos, CASQ2 es la proteína de unión a Ca2+ más abundante dentro 

de las cisternas terminales del SR [14]. La proteína CASQ2 tiene tres funciones 

fundamentales, primera, gracias a su alta capacidad de unir Ca2+, aumenta el 

contenido total de Ca2+ dentro del SR. Segunda, amortigua las concentraciones de 

Ca2+ libre dentro del lumen del SR a 1 mM. Finalmente, gracias a su localización 

estratégica dentro del SR, canaliza el Ca2+ dentro del poro de canal RyR2 [40]. 

Durante algún tiempo se pensó que estas eran las únicas funciones de CASQ2. 

Posteriormente se descubrió que la función de CASQ2 era mucho más compleja [14]. 

Durante el acoplamiento de excitación contracción cardíaco, el influjo de Ca2+ a 

través del canal RyR2 eleva la concentración citosólica de Ca2+ hasta 1 μM.  Lo cual 

desencadena la contracción cardíaca [9]. Sin embargo, la liberación de Ca2+ debe 

realizarse únicamente cuando es necesaria para la función del cardiomiocito. Como 

mencionamos previamente, CASQ2 juega un papel fundamental en la regulación de la 

liberación de Ca2+ por parte del SR. El complejo formado por CASQ2-TRD-JNC 

ayuda a mantener el periodo refractario que asegura que no se libere más Ca2+ del SR 

durante la diástole cardíaca [41].  La evidencia experimental demuestra que cuando la 

concentración luminal de Ca2+ dentro del SR se incrementa, también aumenta la 

probabilidad de apertura espontánea del RyR2, con la consecuente liberación 

prematura de Ca2+. En modelos experimentales se reporta que la reducción en el 

contenido de CASQ2 en el SR reduce el umbral de concentración de Ca2+ al cual se 

produce la liberación espontanea de Ca2+ [72]. Por tanto, CASQ2 funciona como un 

“freno” molecular que previene la liberación espontanea de Ca2+ cuando el retículo 

esta completamente cargado de Ca2+ durante la diástole. Por otro lado, durante la 

liberación de Ca2+ por parte del SR, la concentración de Ca2+ se reduce 
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significativamente. En estas condiciones el complejo formado por CASQ2-TRD-JNC 

inhibe al canal de liberación de Ca2+ (RyR2). De esta forma se evita que el SR se 

vacié completamente de Ca2+ durante los ciclos de contracción cardíacos [37, 41].   

Lo expuesto anteriormente demuestra el papel fundamental de CASQ2 en la fisiología 

del cardiomiocito. Consistentemente, se ha encontrado que mutaciones puntuales de 

CASQ2 producen una forma autosómica recesiva de taquicardia ventricular 

polimórfica catecolaminérgica (CPVT). En esta condición se desarrollan arritmias 

ventriculares en condiciones de estrés o de sobre-estimulación adrenérgica [41] Las 

mutaciones descritas insertan codones de parada prematuros o producen formas no 

funcionales de la proteína [50, 73, 74]. Por lo tanto, la funcionalidad de CASQ2 se ve 

comprometida. Durante el reposo, la liberación espontánea de Ca2+ por parte del SR 

no se ve afectada. Sin embargo, en condiciones de estrés, la carga de Ca2+ del SR se 

incrementa. En estas condiciones la reducida cantidad de CASQ2 funcional se asocia 

con un aumento en la liberación prematura de Ca2+. Esto produce la formación de 

despolarizaciones tardías que desencadenan arritmias cardíacas [41, 74]. Se sabe que 

del 55-60% de los casos reportados de CPVT se deben a mutaciones de la proteína 

CASQ2 o del canal RyR2. En los casos restantes aún no se ha encontrado una causa 

definida [75]. Por tanto, es factible que mutaciones en la región reguladora del gen 

hCASQ2 reduzcan la expresión de la proteína de CASQ2, produciendo el fenotipo 

CPVT. Es por eso por lo que se requiere un mejor entendimiento de la expresión del 

gen hCASQ2. 

En la CPVT, el fenotipo se produce por una disminución en la expresión de proteína 

funcional de CASQ2. También se ha reportado alteraciones en la función del 

cardiomiocito en la situación opuesta. En un estudio, se generaron ratones 

transgénicos que sobre-expresaban CASQ2 específicamente en corazón [49]. En este 
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modelo se encontró que la sobreexpresión de CASQ2 estaba asociada con el 

desarrollo de hipertrofia cardíaca y la inducción de un programa de expresión 

genética fetal. En estos ratones se encontraron alteraciones en parámetros funcionales 

(reducción de la fracción de acortamiento de 46%, reducción en la frecuencia de 

acortamiento de 60%, reducción en la frecuencia de re-alargamiento en un 60%) que 

producían un deterioro de la función contráctil [49]. La sobreexpresión de CASQ2 

también provocó alteraciones importantes en la homeostasis del Ca2+, como una 

depresión de un 45% en la amplitud de la corriente de Ca2+ y una potenciación en la 

liberación de Ca2+ inducida por cafeína. Esto indica un aumento en el contenido total 

de Ca2+ en el SR [76]. De la misma forma, la sobreexpresión de CASQ2 provocó 

cambios en la expresión de proteínas importantes para la homeóstasis del Ca2+ en el 

cardiomicito (aumento en la expresión de SERCA2a, PLB y calreticulina) [49]. En 

otro modelo, se generaron ratones transgénicos utilizando el promotor de la cadena 

pesada de α-miosina fusionado al gen de CASQ2 canina para sobre-expresar la 

proteína de CASQ2 [76]. En estas condiciones, los ratones desarrollaban hipertrofia 

cardíaca concéntrica a las 6-9 semanas de edad, que progresaba a cardiomiopatía 

dilatada alrededor de las 13 semanas. Finalmente, los ratones morían a las 16 semanas 

de insuficiencia cardíaca [76-79]. En otro estudio se encontró que la sobreexpresión 

de CASQ2 producía cardiomiopatía dilatada con una expresión reducida de 

SERCA2a. En estas condiciones también aumentó la expresión de marcadores de 

remodelado cardíaco como CARP (cardiac ankyrin repeated protein), glutatión 

peroxidasa, Dcn (decorina), TSC-36 (TGF-b1 stimulated clone-36 protein), Magp2 

(microfibril-associated glycoprotein-2) y Osf2 (osteoblast-specific factor-2) [80]. 

Esos hallazgos sugieren que la sobreexpresión de CASQ2 aumenta el contenido de 
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Ca2+ dentro del SR, pero reduce la cantidad de Ca2+ liberado por parte del SR, lo 

anterior provoca una depresión de la función contráctil [49, 76].  

A pesar de la importancia de la proteína CASQ2 en la función cardíaca, la regulación 

de la expresión del gen hCASQ2 esta muy poco descrita [33, 42] Los primeros 

estudios que abordaron la expresión del gen CASQ2 datan de hace más de dos 

décadas [81, 82]. Se determinó que la isoforma esquelética, o CASQ1 era la mayor 

forma expresada en músculo esquelético de contracción rápida y lenta. Mientras que 

la isoforma cardíaca o CASQ2 era expresada primordialmente en cardiomiocitos [81-

83]. Los estudios tempranos determinaron que el mRNA de CASQ2 se encontraba 

exclusivamente en atrios, ventrículos y a una menor proporción en músculo 

esquelético de contracción lenta (sóleo). Mientras que el mRNA de CASQ2 era 

indetectable en músculo esquelético de contracción rápida (plantar), en músculo liso y 

en tejidos no musculares [35]. También se determinó que al inicio de la diferenciación 

muscular se expresa CASQ2 en músculo esquelético. Posteriormente hay un cambio 

de isotipo y CASQ1 es la que predomina en el músculo esquelético adulto [35].  

Uno de los primeros análisis de la expresión del gen CASQ2 se realizó con el gen de 

ratón. Específicamente hablando de la estructura del gen, se encontró que estaba 

compuesto de 11 exones y 10 intrones, cada uno con un tamaño aproximado de 46 a 

234 pb. La región 5´ no traducida del gen de ratón contiene muchos sitios de unión a 

factores de transcripción específicos de células musculares, como MEF-2, MBF-1 y 

muchas E-Box [33].  

Solamente existe un estudio que aborda la regulación del gen humano CASQ2. En 

este estudio se encontró que la región promotora proximal del gen hCASQ2 se 

encuentra altamente conservada entre las diferentes especies analizadas. Dentro de 

esta región se encuentran sitios de unión a los factores de transcripción MEF-2 y SRF. 
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Utilizando ensayos funcionales y mutagénesis de sitio-dirigida se encontró que los 

sitios de unión a MEF-2 y SRF eran funcionales tanto en cardiomiocitos como en 

líneas celulares de músculo esquelético. La conclusión de este estudio fue que la 

región promotora proximal era necesaria y suficiente para dirigir la expresión del gen 

hCASQ2 de forma tejido-específica [42].   

Los factores de transcripción MEF-2 y SRF pertenecen a la familia MADS-box 

(MCM1, Agamous, Deficiens, SRF). Esos factores de transcripción también regulan la 

expresión de muchos genes específicos de musculo esquelético como α-MHC, MCK, 

miogenina, MyoD, MLCv2 y α -actina de musculo esquelético  [54]  

Como mencionamos previamente, en el cardiomiocito, existen dos vías de 

señalización controladas por Ca2+: la vía de Ca2+/calmodulina-CaMKII-HDAC-MEF-

2 y la vía Ca2+/calmodulina-calcineurina-NFAT [7]. Estas vías de señalización tienen 

un papel importante en la regulación de la expresión genética controlada por MEF-2 y 

SRF [53, 84].  

Debido a que MEF-2 puede interactuar directamente con el NFAT, el principal 

efector de la vía de Ca2+/calmodulina-calcineurina-NFAT, decidimos profundizar en 

el papel de esa vía en la regulación de la expresión del gen hCASQ2 [59, 65]. Los 

factores de transcripción NFAT están relacionados a la familia de factores de 

transcripción Rel-NFkB. Las isoformas de NFAT1-4 son expresadas en 

cardiomiocitos y su actividad puede ser regulada por la acción de la fosfatasa 

calcineurina, una enzima dependiente de Ca2+/calmodulina para su activación [63]. 

Cuando los factores de transcripción NFAT se encuentran fosforilados se localizan en 

el citoplasma. Cuando la concentración citosólica de Ca2+ se incrementa en respuesta 

a un estimulo, Ca2+/calmodulina forma un complejo con calcineurina. Esto produce la 

activación de calcineurina y la desfosforilación de NFAT. Una vez desfosforilado, 
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NFAT se transloca al núcleo celular donde activa la expresión de sus genes blanco 

[55, 70]. Dependiendo de las proteínas con las cuales interactúe NFAT, la actividad 

de este factor puede inducir o activar la transcripción de sus genes blanco [70]. El 

principal compañero de NFAT dentro del núcleo celular, es el factor de transcripción 

AP-1 [85]. La interacción de NFAT y AP-1 es importante para regular la expresión de 

muchos genes de citocinas importantes para la actividad del sistema inmune [86]. 

Específicamente hablando de los cardiomiocitos, uno de los principales compañeros 

de unión a NFAT es el factor de transcripción GATA. La interacción de NFAT3 con 

el factor GATA4 es importante para el desarrollo del cardiomiocito y la hipertrofia 

cardíaca [66].  

La inhibición de la vía calcineurina/NFAT con CsA en células H9c2 que sobre-

expresan Egr-1, disminuyó la expresión de CASQ2 de rata. Posteriormente se 

determinó que está reducción en la expresión de CASQ2 era provocada por la unión 

de Egr-1 al promotor del gen CASQ2 de rata [43]. Como se mencionó previamente, 

únicamente los primeros 288 pb del promotor del gen hCASQ2 tienen homología de 

secuencia entre la rata y el humano [42]. Debido a que está región del promotor del 

gen hCASQ2 carece de un sitio de unión a Egr-1, se busco un mecanismo 

independiente de Egr-1.  Nuestros resultados mostraron que la inhibición del factor de 

transcripción NFAT redujo la transcripción de mRNA de CASQ2 en cultivos 

primarios de cardiomiocitos de rata neonata. De la misma forma, la inhibición de la 

activación de NFAT también disminuyó la actividad transcripcional de las 

construcciones quiméricas del promotor del gen hCASQ2. El análisis in silico del 

promotor del gen hCASQ2 reveló un sitio potencial de unión a NFAT en la posición 

de -230 pb. Sin embargo, ni los resultados de los ensayos de EMSA ni la mutagénesis 

de sitio dirigido demostraron de forma directa la funcionalidad de este sitio.  
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Previamente, en células Jurkat, se demostró que NFAT y MEF-2 regulan la expresión 

de la proteína pro-apoptótica Nur77, interactuando físicamente entre ellos [65]. En 

otros estudios también se encontró que MEF-2 y NFAT cooperan entre sí para regular 

la expresión del gen IL-2 en linfocitos T [87].  

Debido a que MEF-2 y NFAT interactúan entre sí, se propuso la hipótesis de que 

NFAT interactúa físicamente con la proteína de MEF-2 unida a su sitio de unión 

ubicado a -133 pb dentro del promotor del gen hCASQ2. Nuestros ensayos de 

inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) mostraron un enriquecimiento de MEF-2 y 

NFAT en la zona de -259 a -21 pb del promotor del gen hCASQ2. Adicionalmente, 

los resultados de los experimentos de co-inmunoprecipitación de proteínas también 

demostraron una interacción directa entre los factores de transcripción MEF-2 y 

NFAT en cardiomiocitos de rata neonata. Por lo tanto, los resultados demuestran que, 

efectivamente, MEF-2 está directamente unido a su sitio dentro del promotor del gen 

hCASQ2 (-133 pb) y que NFAT esta interactuando directamente con MEF-2. Lo 

anterior explica porque la inhibición de la vía de calcineurina/NFAT disminuyó la 

cantidad de mRNA endógeno de CASQ2 y la actividad transcripcional de las 

construcciones quiméricas del gen hCASQ2. Por tanto, los resultados demuestran que 

la vía de calcineurina/NFAT regula la transcripción del gen hCASQ2 en 

cardiomiocitos de rata neonata. Entonces, como en el caso de la β-MHC en musculo 

esquelético o del gen Nur77 en células-T, la interacción entre MEF-2 y NFAT es 

importante para la regulación de la expresión de CASQ2 en cardiomiocitos [59, 65].  

Durante la hipertrofia cardíaca se altera el patrón de expresión génica de los 

cardiomiocitos, aumentando la expresión de genes fetales y de genes inmediatos 

tempranos. Asimismo, se produce un aumento en la actividad de los factores de 

transcripción MEF-2, NFAT, SRF, GATA4, Nkx2-5, entre otros. En concordancia 
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con lo anterior, se ha propuesto que la interacción entre MEF-2 y NFAT en 

cardiomiocitos promueve la expresión de genes asociados con la dilatación de las 

cámaras cardíacas [88]. Así también, se sabe que MEF-2 y NFAT están involucrados 

en la expresión de marcadores de insuficiencia cardíaca como ANP y BNP, 

respectivamente [89, 90]. Aunque la cantidad total de CASQ2 no parece cambiar ni 

en la hipertrofia ni en la insuficiencia cardíaca, se han observado alteraciones en la 

modificación postraduccional (glicosilación y fosforilación) de la proteína de CASQ2 

en un modelo de insuficiencia cardíaca [46, 91-94]. Los cambios postraduccionales en 

la proteína de CASQ2 pueden alterar el transporte normal de la proteína de CASQ2 

hacia el SR y tener un impacto en la homeostasis del Ca2+ en los cardiomiocitos [94].  

Además de la vía de calcineurina/NFAT, otros mecanismos cooperan para regular la 

expresión de CASQ2 en cardiomiocitos. Por ejemplo, se sabe que el estrés oxidativo 

puede tener un efecto en la expresión del gen CASQ2. Cultivos primarios de 

cardiomiocitos de rata neonata, tratados con FCCP (carbonil-cianida-4-

(trifluorometoxi)-fenilhidrazona, mostraron un nivel reducido de mRNA de CASQ2. 

Dicha disminución puede ser prevenida tratando las células con el agente antioxidante 

N-acetil-cisteína [45].  

Por otro lado, ratones tratados in utero con dietilestilbestrol mostraron un aumento de 

las proteínas del SR involucradas con la homeostasis de Ca2+, como SERCA2a, 

NCX1 y CASQ2. Este aumento en la expresión de CASQ2 estuvo asociado con una 

incrementada metilación del promotor del gen de CASQ2 [95]. Adicionalmente, el 

tratamiento de las células con el inhibidor de la metilación del DNA, 5-

azadeoxicitidina, disminuyó la expresión del gen CASQ2 [43]. Esos resultados 

sugieren que mecanismos epigenéticos pueden tener un papel en la regulación de la 
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expresión del gen CASQ2. Sin embargo, el mecanismo responsable de este efecto 

debe ser investigado con mayor detalle [43, 95].  
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8. CONCLUSIONES. 

• Cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonata se trataron con los 

inhibidores de la vía Ca2+-CaM-calcineurina/NFAT CsA o INCA-6. Este 

tratamiento disminuyó los niveles de mRNA endógeno de CASQ2. Así mismo 

también se observó una reducción en los niveles de proteína de CASQ2.  

• Se realizaron ensayos funcionales en cardiomiocitos de rata neonata utilizando 

dos construcciones quiméricas del promotor del gen hCASQ2 (pGL3- 

hCASQ2prom/Luc -3102/+176 bp y pGL3-hCASQ2prom/Luc -288/+176 bp). 

La inhibición de la vía de Ca2+-CaM-calcineurina/NFAT utilizando CsA o 

INCA disminuyó la actividad transcripcional de las construcciones del gen 

hCASQ2.  

• La sobreexpresión de NFATc1 y de NFATc3 aumentó la actividad 

transcripcional de las dos construcciones quiméricas del gen hCASQ2.  

• Ambas construcciones del promotor tenían una respuesta similar a la 

inhibición de la vía Ca2+-CaM-calcineurina/NFAT y a la sobreexpresión de 

NFATc1 y NFATc3. Por tanto, se concluyó que elemento de respuesta a 

NFAT se encontraba dentro de la construcción corta del promotor del gen 

hCASQ2.  

• Los ensayos de retardamiento de movilidad electroforética demostraron que el 

sitio de unión NFAT ubicado a -230 pb fue incapaz de reclutar a NFAT en las 

condiciones utilizadas.  

• Los experimentos de mutagénesis de sitio-dirigida demostraron que la 

transactivación del promotor de hCASQ2 inducida por la sobreexpresión de 

NFAT se debía a una interacción de NFAT con el MEF-2 unido a su 

respectivo sitio de unión a -133 pb.   
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• Los experimentos de ChIP demostraron que existe un enriquecimiento de 

MEF-2 y NFAT en la región proximal del promotor del gen CASQ2.  

• Los experimentos de coinmunoprecipitación de proteínas demostraron que las 

proteínas de MEF-2 y NFAT interactúan físicamente entre ellas en las 

condiciones analizadas.  

 

En conclusión, en este trabajo demostramos que la inhibición de la actividad de la vía 

Ca2+-CaM-calcineurina/NFAT (con CsA o INCA-6) disminuyó la transcripción del 

gen CASQ2 en cardiomiocitos de rata neonata. También demostramos que la 

sobreexpresión de NFATc1 y NFATc3 en cardiomiocitos de rata neonata aumentó la 

actividad transcripcional del promotor del gen hCASQ2. El mecanismo responsable de 

este efecto es una interacción directa entre MEF-2 y NFAT dentro del promotor del 

gen hCASQ2. 

  



 77  

9. PERSPECTIVAS. 

Los estudios que abordan la regulación del gen hCASQ2 se han concentrado en el 

estudio de las regiones proximales del promotor [33, 42]. Los resultados previos 

demostraron que la región proximal es necesaria y suficiente para controlar la 

expresión del gen hCASQ2 en cardiomiocitos de rata neonata y en líneas celulares de 

músculo esquelético[42]. Como mencionamos previamente, el gen hCASQ2 también 

se expresa en músculo esquelético de contracción lenta (sóleo). Sin embargo, en 

músculo esquelético se conoce poco sobre como se regula la expresión de este gen, 

por lo cual se requieren estudios adicionales que aborden este tema.  

En estudios previos se demostró que los elementos distales del promotor del gen 

hCASQ2 aumentan significativamente la expresión de hCASQ2 en cardiomiocitos. 

Mientras que, en músculo esquelético, parece que no tienen funcionalidad o inhiben la 

expresión del gen [73]. Dentro de esta región existen elementos de unión a factores de 

transcripción que necesitan ser caracterizados para tener un entendimiento completo 

de la regulación de la expresión de hCASQ2.  

Se sabe que las vías de Ca2+-CaM-calcineurina/NFAT y de Ca2+/calmodulina-

CaMKII-HDAC-MEF-2 son activas en cardiomiocitos [7]. Estas vías se encuentran 

sobre-activadas en condiciones de hipertrofia cardíaca [56, 66]. Sin embargo, en los 

estudios que se han realizado no se han encontrado cambios significativos en la 

expresión de CASQ2 en condiciones de hipertrofia [46]. Por tanto, debe existir otros 

mecanismos de regulación de la expresión de hCASQ2 que mantienen su expresión 

estable en estas condiciones.  

Estudios recientes han demostrado que la hipermetilación del promotor de CASQ2 

aumenta la expresión de CASQ2 y que la inhibición de la metilación reduce la 
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expresión de CASQ2 [43, 95]. Por tanto, es probable que mecanismos epigenéticos 

sean importantes en el control de la expresión de CASQ2.  
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