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proteína en el ensayo. 



 

1 

I. RESUMEN 

Influencia de la señalización redox en la 
regulación de las cinasas Mek1/2, Erk1/2 y la 
activación río abajo del factor de transcripción 

Nrf2 en corazones con post-acondicionamiento. 

 

La cardiopatía isquémica es la principal causa de 

muerte en el mundo, por tal razón es necesario 

desarrollar estrategias para preservar la función 

cardíaca. Dado que la reperfusión es la estrategia 

ineludible aplicada para restaurar el flujo de sangre al 

tejido isquémico, a su vez, es el evento que más daña 

al corazón, en el fenómeno conocido como daño por 

isquemia-reperfusión (IR). Para evitar la lesión debida 

a la revascularización del miocardio, hay diferentes 

esquemas de tratamiento, desde el farmacológico, 
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hasta la administración de antioxidantes (AOX) y 

estrategias mecánicas como el acondicionamiento 

isquémico. El post-acondicionamiento isquémico 

(iPostC), desde su descubrimiento ha demostrado ser 

una de las estrategias de protección más eficaces para 

prevenir el daño por IR y mantener la viabilidad de la 

célula cardiaca. Se ha descrito que promueve la 

activación de señales endógenas de salvamento que 

involucran la vía de señalización de cinasas de 

sobrevivencia al daño por reperfusión (RISK), como 

Mek1/2 y Erk1/2, además del programa genético del 

factor de transcripción Nrf2, que a través de la 

inducción de la expresión de enzimas de fase 2 y 

antioxidantes mantiene la homeostasis redox y regula 

la producción exacerbada de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y del nitrógeno (RNS). En este trabajo 

planteamos que la regulación Mek1/2 y Erk1/2 está 
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coordinada por un equilibrio en los niveles de 

especies oxidantes del medio intracelular que 

promueven su activación. Ya que recientemente, se ha 

planteado un posible papel de las ROS como 

moléculas de señalización reconocidas que pueden 

participar en las respuestas de supervivencia 

(señalización redox) a través de mecanismos 

relacionados con escenarios oxido/reductores. Sin 

embargo, no se han estudiado del todo los blancos 

involucrados en estas señales durante eventos 

fisiológicos específicos como es el caso del iPostC. 

Debido a su naturaleza química, el H2O2 ha sido 

designado como una de las principales moléculas 

transmisoras de señales redox. Empleando un 

modelo animal sometido a estrés reductor (ER) en los 

primeros minutos de una reperfusión prolongada, 

estudiamos la importancia de la activación redox-
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dependiente mediada por el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) en las vías de señalización involucradas en el 

iPostC, mostrando una relación entre la activación de 

las cinasas Erk1/2 y la presencia de esta especie 

reactiva del oxígeno que. En este estudio se evaluó si 

la cardioprotección activada por el iPostC depende de 

una homeostasis redox durante la participación de 

cinasas de supervivencia como Erk1/2, así como la 

activación corriente abajo del factor de transcripción 

Nrf2 para contribuir al mantenimiento del balance 

redox en la reperfusión prolongada. Nuestros 

resultados muestran que la protección activada por el 

iPostC en el miocardio isquémico se ve afectada por 

el tratamiento con asc, lo cual sugiere que la 

protección está relacionada con señales redox 

dependientes que se ven interrumpidas en ambientes 

pro-reductores. Cuantificando el H2O2 encontramos 
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que la señal redox se encuentra disminuida por efecto 

de un estrés reductor inducido por asc. Lo anterior se 

vio reflejado en la disminución de Erk1/2 activa y una 

menor acumulación nuclear Nrf2 afectando 

significativamente la función cardíaca durante la 

reperfusión. Por otro lado, encontramos que, si bien 

la activación de Erk1/2 depende en parte de una señal 

redox, esta no se produce debido a una oxidación 

directa (redox-reversible) en la cinasa. De esta 

manera, los resultados sugieren que la protección 

activada por el iPostC involucra una respuesta que 

promueve señales dependientes del estado redox a 

diferentes niveles de señalización involucrados en la 

sobrevivencia del cardiomiocito, así como una 

regulación positiva del factor de transcripción Nrf2 

para mantener el balance redox en la reperfusión a 

largo plazo. 
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II. INTRODUCCIÓN 

CAPÍTULO 1.  INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO 

 
1.1 PRIMERA CAUSA DE MUERTE 

De acuerdo con reportes de la OMS hasta el año 2017, las 

enfermedades cardiovasculares (CVDs) toman la vida de 18 

millones personas cada año, siendo las cardiopatías 

isquémicas la principal causa de muerte anualmente a nivel 

mundial(Johnson y Onuma, 2016; Huang et al., 2018; Pandian 

et al., 2018). Estas se presentan en mayor medida en países de 

ingresos bajos y medianos, en los cuales la incidencia se ha 

incrementado a más del doble en las últimas cuatro décadas, 

al grado que la enfermedad acomete como problema de salud 

15 años antes en comparación con las edades a las que en 

promedio se presentan en países desarrollados. De estas 

muertes, sólo el 85% se deben al ataque cardíaco y al 

accidente cerebrovascular (INEGI, s. f.; Johnson y Onuma, 
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2016). La mayoría de las 

enfermedades 

cardiovasculares pueden 

evitarse procurando 

tomar conciencia de la 

prevención sobre 

factores de riesgo 

conductuales, como el 

consumo de drogas 

legales, tabaquismo, 

dieta, la inactividad 

física, la hipertensión y la 

obesidad. Personas con 

enfermedad 

cardiovascular o que 

tienen alto riesgo de padecerla (por la presencia de uno o más 

factores de riesgo como la hipertensión, la diabetes, la 

hiperlipidemia o trastornos cardiovasculares subyacentes) 

necesitan ser detectadas y puestas tempranamente a ser 

 Figura 1. Causas de la isquemia 
miocárdica. La formación de una placa 
sebácea (placa de ateroma) o la ruptura de 
esta, así como la liberación de un coagulo 
puede provocar un evento isquémico que 
bloquea el suministro de sangre a un órgano o 
tejido. (Modificado de: 
https://www.mayoclinic.org/es-es) 
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asesoradas y medicadas, según sea concerniente (Feigin et al., 

2014; Owolabi et al., 2015).  

Como problema de salud mundial, las cardiopatías isquémicas 

mantienen a las investigaciones médicas ocupadas con el 

desarrollo e implementación de distintos protocolos para 

prevenir, evitar y tratar el daño causado por el infarto agudo 

al miocardio (IAM). El bloqueo es consecuente al desarrollo 

de la placa de ateroma en el endotelio vascular o a la 

embolización de coágulos en capilares y vasos menores que 

interrumpen el suministro sanguíneo a las células que 

alimentaban, induciendo la isquemia en el musculo cardiaco y 

provocando un grave declive en tareas metabólicas necesarias 

para el trabajo contráctil del cardiomiocito, su vida y función, 

en la respiración celular, la homeostasis del calcio y la 

producción de ATP (Ver Figura 1). (Braunwald, 1974; 

Bliksøen et al., 2017; Maor y Prasad, 2018) 
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1.2 ISQUEMIA 

La interrupción en la síntesis de ATP como consecuencia de 

la privación de oxígeno para la cadena de transporte de 

electrones (CTE) y la falta de sustrato para la glucólisis 

provoca un cambio metabólico severo, que el cardiomiocito 

se ve obligado compensar a favor de la oxidación anaerobia, 

cuya producción de lactato incrementa la concentración de 

protones (H+) induciendo acidosis. El antiportador sodio-

protones (Na+/H+) aumenta la concentración intracelular de 

Na+ para remover el exceso de H+, sin embargo, bajo estas 

condiciones el Na+ intracelular es excretado a cambio de 

calcio (Ca2+) por un funcionamiento lento o retrógrado del 

intercambiador de Na+/Ca2+. Así que, más Ca2+ es ingresado 

a través del canal sarcolemal de Ca2+ tipo-L dependiente de 

voltaje, ya que el potencial de membrana en reposo es bajo (↓ 

∆Ψ). Este aumento de Ca2+ intracelular es absorbido en el 

retículo sarcoplásmico (SR) por la bomba de Ca2+ SERCA y 

se libera desde allí a través de RyR, lo que trae consigo 

alteraciones en la contracción y la contractura de las 
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miofibrillas (Kalogeris, 2012). La función mitocondrial es 

comprometida a causa de esta mala regulación del calcio 

intracelular que puede llevar, por todos estos eventos a la 

formación del poro de la transición en la permeabilidad 

mitocondrial (mPTP), un orificio no especifico que en 

condiciones de isquemia se mantiene cerrado gracias al bajo 

pH (Sanada y Komuro, 2011). De esta manera una 

disminución en la captación del calcio por la mitocondria 

provocada por una rápida despolarización y una baja 

recuperación de su potencial de membrana son características 

de la perdida de contracción del miocardio durante la 

isquemia. (Szydlowska y Tymianski, 2010).  

Si bien la severidad de los eventos mencionados 

anteriormente es proporcional al tamaño del área infartada y 

la duración del evento isquémico, es, por mucho, el 

restablecimiento del flujo de sangre, lo que proporciona un 

daño adicional y significativo al área isquémico-reperfundida, 

exacerbado por una serie de eventos que comienzan desde la 
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reintroducción del oxígeno, y que paradójicamente terminará 

por promover la muerte celular (Ver Figura 2). 

1.3 REPERFUSIÓN 

Hace medio siglo, Jennings y colaboradores definieron el 

daño por reperfusión como aquel originado del 

restablecimiento de flujo sanguíneo al tejido infartado, que, si 

bien tiene como propósito devolver el oxígeno, glucosa y 

remover H+ y metabolitos tóxicos derivados de la isquemia, a 

su vez produce un daño exacerbado cuya interdependencia 

con el daño producido por la isquemia aun es tema de debate 

(Jennings et al., 1969; Buja y Vander Heide, 2016; Maor y 

Prasad, 2018) y que puede ser contrarrestado con éxito al 

someterse a alguna estrategia protectora al inicio o durante la 

reperfusión prolongada para evitar los daños causados por 

este fenómeno (Yellon y Hausenloy, 2007; Tullio, 2013). 

Los mecanismos subyacentes al daño por reperfusión son 

complejos y multifactoriales que convergen en la apertura del 

mPTP (Correa y Zazueta, 2009), un evento clave que trae 
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consigo la disfunción y la muerte del cardiomiocito (Ver 

Figura 2) 

1.3.1 PERMEABILIDAD 

La formación de este poro entre la membrana interna y 

externa mitocondrial trae consigo el colapso del potencial de 

membrana y el desacoplamiento de la fosforilación oxidativa 

a expensas de la producción de ATP y favorece una 

producción excesiva de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

y del nitrógeno (RNS), este poro además provoca 

hinchamiento de la mitocondria, debido al tránsito de 

moléculas menores de 1.5 kDa, al interior o exterior del 

organelo, lo que puede causar estrés osmótico. Este 

hinchamiento puede llevar al rompimiento de la membrana 

externa mitocondrial y provocar la salida del citocromo C del 

espacio intermembranal. Otras proteínas pro-apoptóticas 

como Bax/Bak pueden formar poros en la membrana que 

contribuyen a la salida de citocromo C y eventos de muerte 

celular (Borutaite, 2001). 
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Entre los fenómenos que contribuyen de manera significativa 

a que ocurra lo anterior, figura el desbalance en la homeóstasis 

de iones y el estrés oxidante (EO) (Kalogeris, 2012; 

Raedschelders, 2012). 

1.3.2 SOBRECARGA DE CALCIO 

Con el incremento en Ca2+ intracelular que tiene lugar durante 

la isquemia, la súbita normalización del pH durante la 

reperfusión y la fuga de H+ de la CTE hacia el espacio 

intermembranal, promueve nuevamente un gradiente de H+ 

a través de la membrana que activa un entrada excesiva de 

Na+, así como la reactivación del transporte reverso de calcio 

por el trasportador de Na+/Ca2+ que eventualmente falla por 

acción de las calpaínas y favorece el ingreso de calcio al 

cardiomiocito (Baines, 2009; Sanada y Komuro, 2011). 

El retículo sarcoplásmico es incapaz de amortiguar la 

sobrecarga de este catión debido a que la ATPasa SERCA esta 

inhibida. Mientras que, por el contrario, el receptor de 

Rianodina estimula la liberación de calcio. A su vez, la 
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mitocondria, específicamente el uniportador de Ca2+, 

aprovecha el potencial negativo del organelo para captar 

calcio, sin embargo las altas cantidades del catión inducen la 

respuesta de la transición en la permeabilidad (Hess y 

Manson, 1984; Acar et al., 1990; Siegmund, 1992; Szydlowska 

y Tymianski, 2010; White et al., 2017; Korosoglou et al., 2018; 

Singh, Mishra, et al., 2019). Otros eventos que se ven 

favorecidos por la abundancia en el calcio intracelular, son la 

inflamación provocada la agregación de pirofosfatos de calcio 

(Dai et al., 2018), la actividad incrementada de las calpaínas y 

la activación de ATPasas sensibles a calcio (Wang et al., 2018; 

Singh, Mishra, et al., 2019) como aquella que cataliza la 

conversión de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa que 

promueve el EO (Granger, 1988; Blake, 1994; Kalogeris, 

2012; Douzinas y Apeiranthitis, 2019). Este último suceso 

secundario a la formación del mPTP (García-Rivas et al., 

2006; Penna, 2012; Wu et al., 2015; Gordan et al., 2018)y 

responsable en gran medida de los eventos descritos en la 

sección siguiente. 
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1.3.3 OXIDACIÓN 

1.3.3.1  LA PARADOJA DEL OXÍGENO  

En condiciones fisiológicas la abundancia de reacciones de 

óxido-reducción suceden naturalmente como parte del 

metabolismo aerobio que incluye la generación del potencial 

de membrana para llevar a cabo la fosforilación oxidativa, 

donde el oxígeno es el átomo ideal para captar electrones y 

finalmente ser reducido a agua por el complejo IV, pero 

también para formar especies parcialmente reducidas del 

oxígeno, mejor conocidas como especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y que juegan un papel esencial en el funcionamiento 

de la célula (Baines, 1997; Baines et al., 1997; Kalogeris, 2012; 

Hancock y Whiteman, 2018; Ighodaro y Akinloye, 2018). 

Durante la respiración celular la enzima citocromo c oxidasa 

reduce el dioxígeno a agua por la adición de cuatro protones 

y cuatro electrones. Esta reducción tetravalente puede ser 

producida por la mitocondria sin generar ningún 

intermediario, lo que representa el 95% de consumo de 
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oxígeno de los tejidos vivos y se esboza a continuación en la 

siguiente ecuación: 

𝑂2 + 4𝐻
+
4𝑒−

→  2𝐻2𝑂 

El otro 5% de oxígeno sufre de reducción univalente por 

adición sucesiva de electrones al átomo de oxígeno que 

favorece que estos puedan fugarse de la CTE y se promueva 

la formación de varios intermediarios radicales parcialmente 

reducidos (Fridovich, 1978; Hess y Manson, 1984; Allen y 

Spitz, 2016; Turkan, 2017; Chaudhuri et al., 2019), que 

representan y originan a la familia de ROS que incluyen tanto 

a los radicales libres, como a los no radicales que si bien estos 

últimos presentan cierta reactividad no ceden tan fácilmente 

su electrón libre como los radicales. 

O2
+𝑒−

→  𝑂2
•−
+𝑒−

→  𝐻2𝑂2
+𝑒−

→  𝑂𝐻•
+𝑒−

→  𝐻2𝑂 

𝑑𝑖𝑜𝑥í𝑔𝑒𝑛𝑜 → 𝐴𝑛𝑖ó𝑛 𝑆𝑢𝑝𝑒𝑟ó𝑥𝑖𝑑𝑜 → 𝑃𝑒𝑟ó𝑥𝑖𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝐻𝑖𝑑𝑟ó𝑔𝑒𝑛𝑜
→ 𝑅𝑒𝑎𝑑𝑖𝑐𝑎𝑙 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑥𝑖𝑙𝑜 → 𝑎𝑔𝑢𝑎 

Por otro lado, la producción de ROS a partir de oxígeno 

molecular forma parte de otros procesos celulares esenciales 
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como el estallido respiratorio en células fagocíticas mediado 

por el complejo NADPH oxidasa (Nox), enzima que de igual 

manera aporta el anión O2
•―(superóxido) como sustrato para 

la producción de óxido nítrico (NO) por la óxido nítrico 

sintasa (NOS) que emplea el endotelio en la regulación del 

tono vascular y las células nerviosas como neurotransmisor 

(Inoguchi, 2003; Pedraza-Chaverri y Cárdenas-Rodríguez, 

2006). Además, hasta hace algunos años, la generación 

controlada de ROS como el O2
•- y el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), las cuales han sido reconocidas como moléculas 

señalizadoras en la activación de diferentes vías. Un 

fenómeno redundante que hace surgir el concepto de 

“paradoja del oxígeno” (Cadenas, 2004; Kalogeris, 2012). 

Tomando en cuenta que la producción de ROS ocurre de 

manera espontánea en los organismos aerobios, se vuelve 

obligada la existencia de un aparato que ayude a mantener un 

balance redox en la célula, regulando la producción de 

especies reactivas, limitando su difusión y amortiguando sus 

excedentes: este es el sistema antioxidante.
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Figura 2. Principales eventos que ocurren en el daño por Isquemia/Reperfusión en la célula cardiaca. Durante la isquemia se 

favorece la respiración anaerobia, que produce un descenso en el pH, por la alta producción de H+ y para compensar, la bomba de Na+/H+ elimina H+ a 

cambio de sodio que expulsa de la célula introduciendo calcio, lo que produce una sobrecarga del catión que forma el mPTP pero que gracias al pH ácido se 

mantiene cerrado y evita la hipercontracción de las miofibrillas. Durante la reperfusión la CTE produce ROS de manera exacerbada que median la apertura 

del mPTP y la disfunción del retículo sarcoplasmático, así como la quimioatracción de neutrófilos proinflamatorios; las ROS también acentúan el mal manejo 

del calcio. (Modificado de Derek J. Hausenloy and Derek M. Yellon, 2013) 
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1.3.3.2  SISTEMA ANTIOXIDANTE  

El sistema antioxidante está formado por componentes de 

diversa naturaleza química que actúan a diferentes niveles y 

que son capaces de inhibir la formación de ROS y 

contrarrestarlos para controlar su propagación y reacción 

hacia blancos inespecíficos. Se incluyen aquellas de origen 

enzimático como la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa 

(CAT), peroxidasas y tiorredoxinas; de naturaleza proteica 

que tienen por finalidad disminuir la disponibilidad de iones 

metálicos pro-oxidantes como ferritina, metalotioneínas, 

transferrina, entre otras. O bien proteínas de choque térmico 

que protegen por otros mecanismos; también son comunes, 

moléculas de bajo peso molecular atrapadoras de ROS como 

glutatión reducido (GSH), bilirrubina, ácido úrico, ácido 

ascórbico y α-tocoferol, estas dos ultima provenientes de la 

dieta (Pedraza-Chaverri y Cárdenas-Rodríguez, 2006).  

Sobre esta cuestión cabe destacar la existencia de una primera 

línea de defensa antioxidante que se encarga de abatir los 

radicales libres desde su incipiente formación, limitando así 
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su propagación, disminuyendo eventos de oxidación en 

sustratos inespecíficos y la formación de más ROS (Pedraza-

Chaverri y Cárdenas-Rodríguez, 2006; Gill y Tuteja, 2010; 

Ighodaro y Akinloye, 2018). Esta razón, explica la presencia 

de enzimas de una primera línea de defensa en aquellos 

compartimentos donde se encuentran las principales fuentes 

generadores de especies reactivas o radicales libres, pues al ser 

estás ultimas altamente reactivas requieren ser neutralizadas 

en el mismo sitio donde son producidas. Las enzimas a las 

que esta sección hace referencia incluyen a la metaloenzima 

SOD que se encarga de convertir 2O2
•- en H2O2  y oxígeno 

molecular, es prácticamente ubicua, expresándose en todo el 

entorno celular, desde el núcleo, peroxisomas y citoplasma 

que incluyen a la isoforma SOD1 o Cu/Zn-SOD, la 

membrana interna mitocondrial que tiene SOD2 o MnSOD, 

hasta la matriz extracelular con SOD3 o EC-SOD (Ighodaro 

y Akinloye, 2018). Posteriormente a la formación de H2O2, la 

CAT usa sus cofactores de hierro o manganeso para catalizar 

la reducción de este oxidante a agua y oxígeno molecular, 
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completando el proceso de detoxificación iniciado por la 

SOD. CAT es prevalente en casi todos los tejidos, 

concentrándose en los peroxisomas y a diferencia de las 

mitocondrias de cardiomiocitos, es prácticamente inexistente 

en las células de mamíferos, siendo la glutatión peroxidasa 

(GPx) la que prevalece en las mitocondrias del resto de los 

linajes celulares, cabe mencionar que esta enzima también está 

presente, aunque en menor medida en el citosol y membrana 

plasmática (Pedraza-Chaverri y Cárdenas-Rodríguez, 2006; 

Navarro-Yepes et al., 2014; Ighodaro y Akinloye, 2018). Usa 

selenio como cofactor y dos moléculas de GSH para catalizar 

la reducción de H2O2 a H2O o lipoperóxidos a sus 

correspondientes alcoholes, por lo que es capaz de evitar la 

peroxidación de lípidos(Gill y Tuteja, 2010) y puede ser 

regenerada por la glutatión reductasa (GSR) (Pedraza-

Chaverri y Cárdenas-Rodríguez, 2006). 
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1.3.3.3  ESTRÉS OXIDANTE  

A pesar de la robusta respuesta del sistema antioxidante 

endógeno, hay situaciones proclives a generar un desbalance 

entre la producción de ROS y la capacidad de los 

antioxidantes para controlarlas, debido a la excesiva 

producción de estas especies, o por la disminución de los 

componentes de la maquinaria antioxidante, la falta de 

reparación (reducción) de estos o bien una combinación de 

esos tres factores que originará una condición conocida como 

EO (Pedraza-Chaverri y Cárdenas-Rodríguez, 2006). 

Durante la reperfusión, la restitución del oxígeno tiene 

muchas de las consecuencias más graves en el daño por 

reperfusión. Luego de que el potencial de membrana de la 

mitocondria ha sido comprometido, la CTE se vuelve 

ineficiente/retrógrada dejando al oxígeno parcialmente 

reducido (Pedraza-Chaverri y Cárdenas-Rodríguez, 2006; 

Baines, 2010; Raedschelders, 2012) esta respuesta es 

exacerbada por la constante fuga de electrones del complejo 

I y III de la CTE (Lee, 2012; Raedschelders, 2012; Pell, 2016) 
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generando grandes cantidades de O2
•–, prooxidante y 

precursor de las principales especies reactivas. Otras 

maquinarias generadoras de O2
•– y ROS son catalíticas e 

incluyen enzimas como la xantina deshidrogenasa convertida 

a xantina oxidasa, la NOS desacoplada por oxidación de su 

cofactor tetrahidrobiopterina (BH4); el aumento en la 

actividad del citocromo p450 y las Nox son las fuentes que 

producen O2
•- en mayor escala (Deng, 2010; Raedschelders, 

2012).  

En su conjunto, los anteriores eventos son capaces de superar 

la capacidad del sistema antioxidante para reducir sus 

moléculas reactivas, formadas de manera importante por O2
•–

, radical que dismuta espontáneamente a radical hidroxilo 

(HO•) en presencia de oxígeno molecular o bien genera H2O2 

el cual, mediante la reacción de Fenton, puede reaccionar con 

sales de Fe3+/2+ y producir más HO•, una de las especies más 

reactivas y responsable, de manera importante de la toxicidad 

celular mediada por radicales libres (Lobo, 2010; Douzinas y 
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Apeiranthitis, 2019; Singh, Kukreti, et al., 2019). El anión O2
•– 

también puede compartir espontáneamente su electrón con 

NO, una reacción que produce otras especies oxidantes como 

el peroxinitrito (ONOO-) (Nauser y Koppenol, 2002; 

Raedschelders, 2012), que en las condiciones ácidas de la 

reperfusión puede prevalecer en su forma protonada 

(NOOH) y formar nuevamente NO y HO• (Hogg, 1992; Gill 

y Tuteja, 2010; Ighodaro y Akinloye, 2018). Todas estas 

provocan severos daños por EO en prácticamente cada 

biomolécula, eventos que tienen un gran impacto para la 

homeostasis celular que se ve dramáticamente devastada. La 

Figura 3 esquematiza las principales fuentes de ROS 

fisiológicas que en la reperfusión llevan a una producción 

exacerbada de estas. 
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Figura 3. Formación y Control de Especies Reactivas de Oxígeno y Nitrógeno 
(ROS). La mayor fuente de producción de ROS es generada a partir de O2

•- y su principal fuente 
proviene de la matriz mitocondrial, y en segundo término de las enzimas Nox. La defensa más importante 
contra el anión O2

•- es la enzima SOD, que generan H2O2, el cual difunde a través de membranas y 
reacciona con varias moléculas o metales de transición (Fe3+/ Fe2+) para producir el radical hidroxilo 
(•OH) por la reacción de Fenton. Las mieloperoxidasas producen ácido hipocloroso (HOCl) con H2O2 
y Cl-. El NO• generado por las sintasas de óxido nítrico (NOS) es capaz de difundir a través de los 
organelos y reaccionar con O2

•-, produciendo peroxinitrito (ONOO-) y ácido peroxinitroso (ONOOH). 
Para estos eventos existen múltiples componentes para la defensa antioxidante como la CAT, las 
glutatión-peroxidasas (GPXs), glutatión-reductasas (GR) y peroxirredoxinas (Prxs) contribuyen al 
cuidadoso control de la homeostasis redox en la célula. (modificado de: Navarro-Yepes et. al, 2014) 
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Debido a lo fácil que las moléculas oxidantes no radicales 

difunden a través de membranas, el daño por peróxidos y 

radicales hidroxilos es masivo y llega a todos los 

compartimentos celulares, causando inestabilidad en las 

membranas por peroxidación de lípidos insaturados, donde la 

abstracción de hidrógenos del doble enlace de la cadena 

hidrocarbonada de fosfolípidos (como la esfingosina y 

fosfatidilcolina), promueve la formación de radicales 

lipídicos. Estos pueden reaccionar para propagar el electrón 

libre por la cadena hidrocarbonada, y formar peroxilos 

lipídicos que reaccionan con oxígeno para generar 

hidroperóxidos, otro lípido radical y un rastro de 

malondialdehído (MDA), hidroxinonenal e isoprostanos, 

productos citotóxicos que alteran la contractilidad y la 

tonicidad del endotelio, (Pryor, 1976; Kagan, 2018; Shahid et 

al., 2018). Además, pueden formar aductos con productos de 

oxidación del DNA como desoxiguanosina o 

desoxiadenosina que pueden ser mutagénicas al promover 

mutaciones por sustituciones de pares de bases, 
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transversiones y cambios en el marco de lectura (Marnett, 

1999). Al respecto de ácidos nucleicos, el EO puede llegar a 

las bases nitrogenadas y la desoxirribosa, generando 

mutaciones y fragmentación de nucleosomas que pueden 

generar cambios en las funciones de la cromatina. Esto lleva 

a la célula a un estado alterado de la regulación de la 

transcripción, el mecanismo de reparación por escisión de 

nucleótidos entra en juego para reponer las modificaciones 

hechas en grandes porciones de DNA, sin embargo, pueden 

fallar en condiciones de estrés y degenerar en carcinogénesis, 

apoptosis o necrosis. Las proteínas y péptidos poseen 

mecanismos de reparación limitados únicamente a residuos 

de metionina, así que la hidrolisis es el único destino para 

evitar que las proteínas oxidadas formen agregados con otras 

proteínas o irrumpan en la red metabólica. El carbono α de 

los aminoácidos y sus grupos funcionales son particularmente 

susceptibles a la abstracción de su hidrógeno, donde la 

naturaleza de estas modificaciones inespecíficas e irreversibles 

y sus productos dependen del grupo funcional y el tipo de 
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ROS con el cual reaccionan (van der Vliet, 1994; Stadtman y 

Levine, 2003; Winterbourn, 2015; Hancock y Whiteman, 

2018; Akawi et al., 2019). Así, la oxidación por radicales libres 

puede desnaturalizar proteínas rompiendo enlaces peptídicos, 

susceptibles de formar entrecruzamientos con residuos de 

lipoperóxidos y otras proteínas, alterando la hidrofobicidad 

de ciertos aminoácidos, usualmente residuos clave en la 

función y estructura de la proteína (Albuquerque, 2016; 

Meijles et al., 2019). 
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CAPÍTULO 2. CARDIOPROTECCIÓN 

Desde el reconocimiento de estos fenómenos, el daño por 

isquemia-reperfusión (IR), se ha convertido en el blanco de la 

mayoría de los estudios enfocados a contrarrestar los sucesos 

originados por la cardiopatía isquémica en el margen de su 

evento agudo. Ya que, si bien la resucitación cardiopulmonar, 

la terapia trombolítica, la reperfusión y desfibrilación 

tempranas son la primera línea de tratamiento ante el evento 

agudo para evitar la extensión del daño; la disfunción 

contráctil y bajo gasto cardiaco durante la recuperación del 

paciente significan un alto grado de riesgo post-operatorio 

que desemboca en la disfunción cardíaca. Para ello, las 

intervenciones que tienen por finalidad reducir el tamaño de 

infarto y la muerte celular se acuñaron como 

cardioprotectoras en los setentas por Braunwald et al., luego 

de reconocer un cambio de paradigma que involucraba el 



 

30 

inicio de la reperfusión y la duración de la isquemia como los 

eventos cruciales donde deben efectuarse la mayoría de las 

intervenciones con vistas a la recuperación del músculo 

cardíaco (Maroko, 1971; Braunwald, 1974; Heusch, 2015, 

2019). Entre las variables que determinan una u otra 

intervención al miocardio que curse por IR es de notar la 

importancia de la ventana de tiempo en que se interrumpe la 

isquemia y se inicia la reperfusión, sabiendo que para que 

cualquier estrategia aplicada sea exitosa, la revascularización 

debe ser aplicada de manera temprana (≤5 min) e 

intermitente (acondicionamiento isquémico) (Maroko, 1971, 

1972; Mauser, 1985; Murry, 1986; Braunwald y Rutherford, 

2016; Kapur et al., 2018, 2019). Esto con la finalidad de que 

los mecanismos de protección endógenos sean activados 

pues, se cree que esta respuesta es bimodal y que la duración 

e itinerancia del binomio IR puede incluso generar una 

respuesta de protección que disminuya el tamaño del infarto. 

(Yellon y Hausenloy, 2007; Kalogeris, 2012). Un hecho que 

no solo marcaría las condiciones para intervenciones 



 

31 

oportunas que salvaran el miocardio, también establecería las 

bases teóricas para el estudio del pre-acondicionamiento 

(preC) y el post-acondicionamiento isquémicos (iPostC). 

Antes de la aparición de esta estrategia y a lo largo de treinta 

años se han llevado a cabo más de 13 mil estudios con 

intervenciones de todo tipo, entre las farmacológicas y no 

farmacológicas se incluyen inhibidores de bombas y 

transportadores, quelantes de calcio, autacoides, infusiones de 

glucosa, insulina y potasio (GIK), antioxidantes hasta post-

acondicionamiento con anestésicos volátiles y con 

hipotermia, intervenciones que a excepción del tratamiento 

con adenosina y las soluciones de GIK han presentado 

siempre un éxito tan multifactorial como elusivo cuando se 

ponen a prueban en pruebas clínicas (Dirksen, 2007). Es hasta 

los hallazgos de Murry y Zhao quienes experimentaron con la 

restitución gradual del flujo sanguíneo previo (preC) a 

periodos prolongados de isquemia o antes de la reperfusión 

(iPostC), respectivamente, observando una significativa 
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reducción en el daño por IR que eventualmente exhibiría 

buenos resultados en la clínica (Murry, 1990; Zhao et al., 2003; 

Correa et al., 2015; Zhu et al., 2016; Ramírez-Camacho et al., 

2018; Caricati-Neto et al., 2019), sin embargo aún con ciertas 

reservas frente a diversos escenarios con comorbilidades o 

terapias conjuntas debido a los pocos resultados propios de 

su recientes hallazgo (Bolli et al., 2004; Tsang, 2004; Bice y 

Baxter, 2015). 

2.1 POST-ACONDICIONAMIENTO 

El concepto de acondicionamiento isquémico surgió luego de 

que los cardiólogos observaran una disminución en los 

síntomas de pacientes con angina inestable o IAM que 

hubiesen cursado por un periodo de angina prodrómica. 

También se han observado menos dolores en el pecho y del 

segmento ST de ECGs, mejor función cardíaca y reducción 

del tamaño de infarto. Al paradójico beneficio que venía con 

la ocurrencia de estos largos periodos de isquemia le llamaron 

“Fenómeno de calentamiento cardiaco” (Warming up 
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phenomena)(Jaffe y Quinn, 1980; Sanada y Komuro, 2011; 

Bliksøen et al., 2017; Quinn et al., 2018; Takano et al., 2019). 

De esta manera, posteriormente a un episodio de infarto, los 

ciclos intermitentes de isquemia y reperfusión en el sitio del 

infarto, limitaban la extensión del daño al mantener la 

viabilidad del cardiomiocito por medio de la inducción de 

múltiples mecanismos de acondicionamiento celular que se 

caracterizan por sostener el metabolismo aerobio y una rápida 

adaptación a este en favor de la recuperación del ATP (Murry, 

1990; Alkhulaifi, 1997; Doul et al., 2019; Yokoyama et al., 

2019), además del control de especies oxidantes y de la 

apertura del mPTP (Wescott et al., 2019), que favorece la 

disminución de eventos de necrosis y apoptosis, así como el 

mantenimiento de la estructura celular(Penna, 2012; Wu et al., 

2015; Lai et al., 2016; Pagliaro et al., 2018). Entre las complejas 

tan desconocidas redes moleculares que regulan estos 

procesos figura la activación de cinasas de salvamento o RISK 

por sus siglas en inglés, entre las que destacan la cinasas 

activadas por señales extracelulares 1 y 2 (Erk1/2) de las 
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cinasas activadas por mitógenos (MAPK) (Gonzalez et al., 

1991; Behrends et al., 2000; Darling et al., 2005; Chen et al., 

2017; Harhous et al., 2019; Yao et al., 2019), la vía de Akt 

dependiente de la cinasa de fosofinositol-3 (PI3K/Akt) 

(Schwartz y Lagranha, 2006; Chen et al., 2007; Li et al., 2015; 

Wang et al., 2016; Zaugg et al., 2017) y la proteína cinasa C 

(PKC) (Ping et al., 1999; Hassouna et al., 2006; D’Annunzio et 

al., 2016; Polshekan et al., 2016; Diez et al., 2019; Díaz-Ruíz et 

al., 2019) que coadyuvan en numerosos procesos de 

supervivencia y crecimiento según el tipo celular donde se 

encuentren (Hiles et al., 1992; Zhao et al., 2003; Yellon y 

Hausenloy, 2007; Dong et al., 2010; Sanada y Komuro, 2011). 

Además de la importante participación del maestro 

antioxidante, el factor de transcripción Nrf2(Shen et al., 2004; 

Correa y Zazueta, 2009; Buelna-Chontal y Zazueta, 2013a; 

Shen et al., 2019; Silva-Palacios et al., 2019). 
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2.2 Nrf2: EL MAESTRO ANTIOXIDANTE 

El factor de transcripción Nrf2 ha sido ampliamente 

estudiado debido a la importancia de su función en los 

procesos de detoxificación y mecanismos antioxidantes, así 

como su papel en equilibrio redox y del metabolismo celular  

(Venugopal y Jaiswal, 1996; Loboda et al., 2016; Liu et al., 

2018). Conocido como el maestro antioxidante debido a la 

cantidad de componentes de la batería redox que regula su 

secuencia diana, una región enhancer tipo cis mejor conocida 

como Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE)1. Ubicado 

generalmente en la región promotora de los genes 

controlados por Nrf2. Su secuencia consenso en el ser 

humano se describe generalmente como 5′ −

𝐴
𝐺⁄ 𝑇𝐺𝐴𝐶 𝐺⁄ 𝑁𝑁𝑁𝐺𝐶 𝐴 𝐺⁄ − 3′, donde “N” hace 

referencia aparentemente a residuos redundantes que, en 

algunos casos, acompañados de las secuencias que flanquean 

a este enhancer, influencian la activación del ARE, el cual 

 
1 5’-TGGGGAACCTGTGCTGAGTCACTGGAG: Secuencia empleada para los ensayos 

experimentales (Díaz-Ruíz, 2017) 
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parece variar mucho en la naturaleza (Konigsberg, 2007; 

Ferro et al., 2015; Lacher et al., 2015; Tebay et al., 2015; 

Raghunath et al., 2018).  

Los ARE están incrustados en varias regiones del genoma 

permiten la transcripción de genes involucrados en la 

regulación de la homeostasis redox, activadores 

citoprotectores durante el EO y detoxificación de 

xenobióticos mediante la expresión de múltiples enzimas, 

tanto constitutivas, que incluyen proteínas del metabolismo 

de los carbohidratos (G6PDH), aquellas involucradas en la 

cognición, inflamación, el metabolismo del hierro, la 

regeneración de NADPH, el metabolismo de lipídico, el 

ensamblaje del proteasoma y la remodelación de tisular, por 

mencionar algunas, además de y aquellas enzimas que son 

inducibles e intervienen en la fase II de biotransformación de 

xenobióticos (Hayes y Dinkova-Kostova, 2014); la 

flavoproteína NADPH:quinona oxidorreductasa 1 (NQO1) 

(Venugopal y Jaiswal, 1996; Wardyn, 2015; Handy y Loscalzo, 
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2017; Li et al., 2019), así como enzimas de conjugación que 

pertenecen a la fase II de detoxificación como la subunidad 

microsomal de la glutatión S-transferasa (MGST1) 

(Wasserman y Fahl, 1997; Poganik et al., 2019); enzimas 

pertenecientes al sistema antioxidante basado en glutatión 

gama-glutamil transferasa 1 (GGT1) (Wang et al., 2007; 

Abrahams et al., 2019), la subunidad catalítica de la ligasa de 

glutamato-cisteína (GCLC) (Buelna-Chontal y Zazueta, 

2013a; Guo, 2015; Huang, 2015; Shanmugam, 2017),  las 

reductasas (GSR) (Paulsen y Carroll, 2010; Qin y Hou, 2016; 

Zhang, Yang, et al., 2019) y peroxidasa 2 de glutatión  (Gpx2) 

(Hayes y Dinkova-Kostova, 2014; Tebay et al., 2015; Ighodaro 

y Akinloye, 2018); el sistema antioxidante basado en 

tiorredoxinas (Txn) dentro del cual destacan las 

peroxirredoxinas 1 y 6 (Prx1/6), la tiorredoxina reductasa 1 

(TxnR1) (Hanschmann, 2013; Navarro-Yepes et al., 2014; 

Zhang, Yang, et al., 2019); componentes del metabolismo del 

grupo hemo y del hierro entre los que se encuentran 

reductasas de biliverdina A y B (BLVR) y la hemoxigenasa 1 
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(HO1) (Chen-Roetling y Regan, 2017; Shaw y 

Chattopadhyay, 2019). 

Nrf2 además es capaz de regular su propia transcripción y la 

de su proteína reguladora/represora Keap1 (Hayes y 

Dinkova-Kostova, 2014; Tebay et al., 2015; Shaw y 

Chattopadhyay, 2019; Wu et al., 2019). Esta última se 

encuentra constitutivamente como un homodímero unido a 

Nrf2 que evita su translocación al núcleo y por lo tanto limita 

su actividad transcripcional, a su vez tiene un dominio que 

funciona como adaptador para formar el complejo Cul3-

Nrf2-Keap1 que marca para el reconocimiento por ubiquitina 

ligasa, que en condiciones basales es ubiquitinado para su 

degradación por el proteasoma 26S (Eggler, 2009; Takaya et 

al., 2012; Tebay et al., 2015; Kumar et al., 2019), sin embargo, 

en condiciones de EO o electrofílico, Keap1 actúa como 

sensor al oxidar cisteínas clave (Cys151, Cys273 y Cys288) que 

facilitan la liberación y fosforilación de Nrf2 (Ser40). (Zhu y 

Fahl, 2001; Huang, 2002; Sun, 2009a; Baird y Dinkova-
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Kostova, 2011; Fão et al., 2019; Zhang, Munoz, et al., 2019). 

En el núcleo, Nrf2 se dimeriza con proteínas pequeñas Maf 

(sMaf) y otros reguladores transcripcionales como 

(CBP/p300) y coactivadores de la maquinaria de 

transcripción, tales como la helicasa con cromodominio de 

unión a ADN 1 (CHD6), el receptor asociado al co-activador 

3 (RAC3), CBPA y la deacetilasa de histona dependiente de 

sirtuina 6 (SIRT6) (Tebay et al., 2015; Nam y Keum, 2019; 

Shaw y Chattopadhyay, 2019) que comprenden complejos 

mecanismos epigenéticos que involucran la acetilación de 

residuos de lisina en dominios clave de Nrf2 que tienen por 

fin regular la actividad transcripcional aumentando, por 

ejemplo la afinidad de Nrf2 a la secuencia ARE o bien 

reteniéndolo en el núcleo, (Sun, 2009b; Kawai, 2011; Magesh, 

2012; Chen, 2014), tal mecanismo en condiciones fisiológicas 

se esquematiza en la Figura 4. 

La regulación de Nrf2 también es dependiente de la 

fosforilación en Ser40 que permite su liberación de Keap1, 
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favorece su estabilidad y acumulación nuclear. Estás 

modificaciones dependen de diferentes cinasas (Ping et al., 

1999; Zhang y Hannink, 2003; Jaiswal, 2004; Eggler, 2009 p. 

2; Sun, 2009a p. 2; Magesh, 2012; Fão et al., 2019). Ha llamado 

la atención como potenciales activadores de Nrf2 la familia 

de las MAPK como Erk1/2 p38 y JNK, PKC y la vía de 

PI3k/Akt (Huang, 2002; Shen et al., 2004; Li y Kong, 2009; 

Jin, 2012; Bucolo et al., 2019; Subedi et al., 2019; Xiao et al., 

2019). Por esto Nrf2 es un buen blanco para el desarrollo de 

nuevas estrategias terapéuticas, y requiere de más estudios en 

relación con su regulación por inductores, directos e 

indirectos.   
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Figura 4. Mecanismo de regulación constitutivo de Nrf2. Bajo 
condiciones fisiológicas, el dímero Keap1 asociado a actina mantiene anclado al factor 
de transcripción Nrf2, cuya estabilidad está determinada por ubiquitinación, proceso 
coordinado por la interacción con Keap que sirve como adaptador del complejo E3-
Cul3-ubiquitina ligasa, que marca a Nrf2 para ser degradado por el proteosoma 26S 
(flecha continua), mientras que, en menor medida, el factor de transcripción es 
translocado al núcleo donde interactúa con proteínas Maf pequeñas y otros coactivadores 
para promover la transcripción de genes de los ARE cuyos productos proteicos 
mantendrán el equilibrio redox en la célula y regularan algunos procesos del metabolismo 
(flecha punteada) (Modificado de : Chen-Roetling y Regan, 2017). 



 

42 

2.3 PROTECCIÓN MEDIADA POR Erk1/2 

Perteneciente a la super familia de las MAPKs y siendo parte 

de las 400 cinasas más activas en las actividades biológicas, 

Erk1/2 también conocida como p42/p44 han sido estudiadas 

por largos años en el contexto de la cascada de señalización 

integrada por Ras–Raf–MEK–ERK (Gonzalez et al., 1991; 

Xu et al., 2019). Una vía involucrada en varios procesos de 

supervivencia y proliferación celular, crecimiento y 

envejecimiento, inclusive apoptosis y mecanismos anti 

proliferativos. ERK ejerce su función biológica fosforilando 

residuos serina/treonina en un entramado complejo de 

mecanismos de regulación. Bajo el efecto múltiples estímulos 

que incluye especies reactivas de oxígeno, factores de 

crecimiento, controlados por compartimentos citosólicos y 

nucleares (Ikeda et al., 2006; Mebratu y Tesfaigzi, 2009; Buscà, 

2016). En relación a la célula cardíaca y el daño por IR se han 

hallado resultados discordantes, demostrando que su 

activación sostenida es característica de la fisiopatología del 

daño por IR y una fosforilación persistente está relacionada 
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con la abundante producción de ROS (Ping et al., 1999; 

Behrends et al., 2000; Chen et al., 2007; Shimizu et al., 2009; 

Leung et al., 2019). Por otro lado se ha visto que la falta de la 

cinasa o su baja actividad es coherente con la 

descompensación y falla cardíacas, además de la activación de 

procesos apoptóticos ligados al estrés (Purcell et al., 2007; Xu 

et al., 2016; Missinato et al., 2018; Yin et al., 2019) y que la 

activación de mecanismos que involucran a Erk relacionados 

con cardioprotección pueden ser estimulados por múltiples 

señales como opioides endógenos, como ocurre en el pre-

acondicionamiento, en cuya etapa inicial los receptores de 

opioides, bradiquinina y adenosina se activan para 

desencadenar PKC y sensibilizar el receptor de adenosina 

A2b (A2bAR) que promueve la activación de la vía de 

supervivencia que involucra la PI3K, Akt y ERK, 

responsables de la inhibición de mPTP (Cohen et al., 2001; 

Yang et al., 2010). Otros activadores de la señal de Erk son el 

estrés celular e inductores de la vía Ras como factores de 

crecimiento que están asociados a estrategias 
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cardioprotectoras que requieren necesariamente de una señal 

transitoria de cinasas de salvamento (PI3K, Akt y ERK) para 

ejercer su protección a corto plazo (Gupta, 2007; Tanaka, 

2014; Gartz et al., 2018). Estrategias como el iPostC activan a 

Erk1/2 durante episodios cortos de isquemia/reperfusión y 

en la reperfusión temprana. Dirigiendo su actividad hacia 

blancos involucrados en la preservación de la función 

mitocondrial y la prevención de procesos apoptóticos 

mediante la inactivación de factores pro-apoptóticos, la 

inhibición de la apertura del mPTP y la apertura de los canales 

mitoKATP que traen efectos benéficos al mejor la síntesis de 

ATP previniendo la contracción de la matriz mitocondrial 

(Cohen et al., 2001; Hausenloy, 2004; Fang, 2008; Yao y Li, 

2009, 2010; Yang et al., 2010; Zhao, 2010; Sun et al., 2019). 

Por lo anterior, estos ínfimos eventos controlados espacio-

temporalmente requieren minuciosos estudios para poder 

comprender cómo regula la célula, por medio de qué 

moléculas y de qué señales dependen estrategias como el 

iPostC (Weinbrenner, 1997; Strohm, 2000; Darling et al., 
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2005; Kitakaze, 2010; Sanada y Komuro, 2011) Ya que hasta 

el momento se desconoce si estas señales de 

sobrevivencia/muerte ocurren simultáneamente en iPostC o 

cómo forman parte de la delicada coordinación de eventos 

que promueve el iPostC y limita el tamaño de infarto. 

Algunos de los mecanismos ya caracterizados que se observan 

en esta estrategia cardioprotectora son esquematizados en la 

Figura 5. 
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Figura 5. Resumen del mecanismo cardioprotector que desencadena 
el post-acondicionamiento. Se esquematizan los inductores que hasta ahora se 
conocen, desencadenan el efecto cardioprotector que imita la activación del GPCR y la 
activación río debajo de la vía RISK cuyos efectores (Erk1/2) evitan la apertura del 
mPTP y promueven la reactivación de los canales mKATP (PKC), a su vez se activa el 
mecanismo de Nrf2 por las especies reactivas de oxígeno y la fosforilación mediada por 
PKCε, eventos que en conjunto restauran el pH, la homeostasis del Ca2+ y evitan el daño 
por EO, ayudando a proteger el miocardio isquémico. 
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CAPÍTULO 3. SEÑALIZACIÓN REDOX 

Como se ha mencionado, existe un coordinado balance en 

condiciones fisiológicas dado por el uso del oxígeno y los 

sistemas antioxidantes que procuran mantener, activar y 

regular. De esta manera, el descontrol en el aporte y la 

supresión de ROS durante la reperfusión genera el EO y el 

daño característico de las heridas post-infarto. Este equilibrio 

redox es dinámico y oscila entre la presencia de especies 

oxidantes producidas de forma natural en el metabolismo 

aerobio de la célula y las enzimas o moléculas antioxidantes 

que las regulan (Bajic et al., 2019; Díaz-Ruíz et al., 2019; Meijles 

et al., 2019). Estudios que datan de no más de dos décadas 

establecen que dicho equilibrio redox es fundamental para la 

coordinación de muchos procesos celulares como la 

regulación de la expresión génica y señalización celular que 

también incluyen de manera importante las funciones 

cardiovasculares (Boengler et al., 2017; Santillo y Pagliaro, 

2018). 
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La señal redox se transmite a través de reacciones de oxido-

reducción que ocurren post-transcripcionalmente sobre 

residuos de cisteínas reactivas (pKa 4-5). Estas 

modificaciones pueden promover cambios en la actividad de 

la proteína, en su estabilidad, conformación y/o capacidad de 

interactuar con otras moléculas, (Knock y Ward, 2011; 

Burgoyne, 2012; Corcoran y Cotter, 2013; Umbreen et al., 

2019). Debido a la fácil difusión y la modulación que estas 

ejercen, la señalización ocurre de manera controlada al estar 

estrechamente relacionada con la localización de la 

maquinaria enzimática que produce/regula las ROS con la 

proximidad sus blancos proteicos sobre los que ejercen su 

función. 

3.1 El Peróxido de Hidrógeno 

Las especies capaces de ejercer señalización redox incluyen al 

GSH, en un proceso conocido como glutationilación que se 

lleva a cabo enzimáticamente. También se incluyen especies 

derivadas del NO que pueden reaccionar con cisteínas y 
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además tirosinas. Y aquellas que son productos del uso 

metabólico del oxígeno y reducción del agua, entre las que 

destaca el H2O2, la ROS más abundante en sistemas vivos (10-

7 M) (Paulsen y Carroll, 2010; Halliwell y Gutteridge, 2015; 

Santillo y Pagliaro, 2018; Singh, Kukreti, et al., 2019).  

El H2O2 se forma como un subproducto de la dismutación 

espontánea de O2
•-, mismo proceso que cataliza 

enzimáticamente la SOD, también producido a partir de la 

actividad de oxidasas o del radical HO• (Deutsch, 1998; Rhee 

et al., 2005; Ighodaro y Akinloye, 2018). Hasta hace poco se 

creía que, al igual que otras ROS más reactivas, el H2O2 era 

perjudicial para la mayoría de los componentes y estructuras 

celulares. Sin embargo, se ha estudiado mucho en el contexto 

de la señalización redox, ya que bajo ciertas condiciones sus 

propiedades químicas se ajustan perfectamente a algunos 

criterios que hacen de esta molécula un buen segundo 

mensajero (Burgoyne, 2012; Corcoran y Cotter, 2013; Sies, 

2017; Umbreen et al., 2019): 
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1. Estabilidad: En los sistemas biológicos el H2O2 es un 

oxidante estable y reacciona suavemente con los 

centro de hierro-azufre de las proteínas, (Hancock y 

Whiteman, 2018; Kagan, 2018)se une a 

moderadamente a los metales, muy débilmente al 

GSH, a residuos de cisteína y metionina libres 

(Winterbourn, 2015; Ighodaro y Akinloye, 2018). 

2. Reactividad/Selectividad: La reactividad del H2O2 hacia 

los residuos de Cys puede verse significativamente 

incrementada dependiendo del ambiente donde se 

encuentra la proteína, (Chao et al., 1997; Stadtman y 

Levine, 2003; Sies, 2017). Para que las proteínas 

puedan interactuar de manera controlada con 

mensajeros reactivos, es necesario que estos últimos 

no se produzcan en cantidades elevadas (EO) y que la 

topología de la proteína permita que sus cisteínas 

redox sensibles mantengan sus tioles desprotonados 

(anión tiolato) a pH fisiológico, haciendo a estos 
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residuos más electrofílicos. Otra forma de selectividad 

está relacionada con la co-localización de la proteína 

redox-sensible y la fuente de ROS.(Collins et al., 2012; 

Corcoran y Cotter, 2013; Sies, 2019) 

3. Difusibilidad: la difusión de H2O2 puede ser modulada 

por los cambios en la permeabilidad de la membrana o 

por el transporte mediado por acuaporinas (Burgoyne, 

2012; Sies, 2017, 2019) 

4. Reversibilidad: las modificaciones redox controlan la 

actividad de una proteína sin interferir en su estructura 

terciaria o cuaternaria debido al carácter reversible de 

las oxidaciones que ocurren en los tiolatos, llamada 

sulfenilación. La oxidación de estos produce ácido 

sulfénico que eventualmente puede reaccionar con 

equivalentes reductores de tioles vecinos como GSH y 

cisteínas para producir puentes disulfuro antes de ser 

reciclado a su estado previo por enzimas como las 

tiorredoxinas. Cabe mencionar que los sulfenatos 
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formados pueden seguir oxidándose a ácido sulfínico 

y posteriormente ácido sulfónico, eventos 

considerados dañinos para la 

proteína.(Sivaramakrishnan, 2010; Burgoyne, 2012; 

Abo y Weerapana, 2019; Imber et al., 2019).  

3.2 Estrés Reductor 

Partiendo del hecho que diversos procesos celulares 

dependen de un balance entre las especies oxidantes y la 

actividad coordinada de moléculas antioxidantes, es de 

esperar que la disrupción de este equilibrio redox hacia un 

predominio de ROS provoque un efecto dañino sobre cada 

biomolécula cuyos efectos son característicos de sinnúmero 

de patologías (EO); de la misma forma un excedente 

antioxidante lleva a la célula a un estado pro-reductor que 

altera negativamente aquellos procesos que dependen de la 

presencia de oxidantes específicos para ejercer su efecto 

biológico (ER) (Rajasekaran et al., 2007; Handy y Loscalzo, 

2017; Xiao y Loscalzo, 2019).  
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Si bien pruebas en investigación básica y medicina traslacional 

con antioxidantes como vitamina D, cianidina, camazuleno y 

melatonina han demostrado ser útiles para tratar alteraciones 

relacionadas con desbalances en la homeostasis redox, como 

la hipertensión arterial, la hiperglicemia y el daño por I/R 

(Jiki, 2018; Mastantuono et al., 2018; Querio et al., 2018; 

Sorriento, 2018; Xiao y Loscalzo, 2019), presentan resultados 

variables que dependen estrechamente de comorbilidades y 

diversos escenarios, que incluso en condiciones fisiológicas 

normales o en individuos saludables han tenido efectos 

desalentadores , hecho del cual parten numerosos estudios 

sobre el papel del ER en la enfermedad cardiaca y su relación 

con el equilibrio redox (Gao et al., 2019; Peris et al., 2019; 

Soorappan et al., 2019).  

Así, un estado redox descompensado por el aumento de 

antioxidantes pueden anular el efecto protector de maniobras 

como el iPostC que tienen por finalidad modular un estado 

de supervivencia celular a través del mantenimiento de este 
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tono redox y además pueden agravar el daño por reperfusión. 

(Danielisová, 2006, 2008; Penna, 2009, 2011; Narasimhan y 

Rajasekaran, 2015; Soorappan et al., 2019). Un desequilibrio 

en el estado redox puede verse inducido por componentes de 

la dieta, causado por patologías secundarias o terapias que 

funcionan exacerbando el sistema antioxidante endógeno 

(Pérez-Torres et al., 2017; Cheng, 2019; Henkel et al., 2019; 

Peris et al., 2019). Otros eventos que están relacionados con 

la alteración del equilibrio redox hacia un ER incluyen daño a 

lípidos, citotoxicidad, agregación de proteínas y lesión 

isquémica cardiaca (Narasimhan y Rajasekaran, 2015; Valls et 

al., 2016; Bajic et al., 2019; Gao et al., 2019; Soorappan et al., 

2019). En relación con la célula cardiaca se ha visto que un 

desbalance del radio GSH/GSSG, relacionado con la 

sobreexpresión de proteínas de choque térmico (Hsp), 

produce cardiomiopatía (Zhang et al., 2010; Handy y 

Loscalzo, 2017; Sairam et al., 2017) o promueve el desarrollo 

aterosclerótico en pacientes con diabetes tipo II 

(Gumieniczek, 2005; Callegari et al., 2011; Xiao y Loscalzo, 
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2019); el desbalance redox también puede producirse por 

aumento de otros equivalentes reductores como NADPH o 

la activación sostenida del factor Nrf2 que son capaces de 

inducir hipertrofia cardíaca y distrofia muscular, 

posiblemente debido a la agregación de proteínas (Pimentel et 

al., 2006; Rajasekaran et al., 2007; Handy y Loscalzo, 2017; 

Shanmugam, 2017). 

Poco se sabe acerca de cómo las especies óxido/reductoras 

coordinan diferentes eventos de señalización en condiciones 

normales y patológicas, además se ignoran muchos de los 

mecanismos que subyacen al efecto protector del iPostC que 

aún no han sido trazados en relación a la señalización mediada 

por estas especies, sin embargo se sabe que las ROS están 

relacionadas con el inicio y la modulación de esta respuesta 

cardioprotectora del iPostC y que pueden incidir sobre 

procesos que coordinan la biogénesis mitocondrial o la 

modulación del equilibrio redox a través de la activación de 

factores de transcripción como Nrf2 que regulan el balance 
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entre las especies oxidantes y reductoras. así como la 

diminución en la transcripción de proteínas proinflamatorias 

reguladas por NFkB (Penna, 2006; Cohen, 2008; Penna, 

2012; Buelna-Chontal y Zazueta, 2013a) de igual manera, 

incide en la preservación de la función mitocondrial inducida 

por la acción de muchas cinasas relacionadas con la activación 

redox (Chen et al., 2007; Burgoyne, 2012; Mishina et al., 2013) 
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III. ANTECEDENTES 

En el contexto de la señalización redox se han plateado 

numerosos estudios que establecen la participación de 

especies oxidantes como desencadenantes de respuestas 

fisiológicas, dichas especies existen en un coordinado sistema 

que depende de la cinética y termodinámica de la 

transferencia de electrones pertenecientes a diferentes 

electrófilos, de la misma forma esta señalización recae en las 

fuentes biológicas de ROS, la cantidad de su producción, la 

localización subcelular donde estas existan y las 

proteínas/enzimas con las que son capaces de interactuar 

teniendo en cuenta los atributos antes, así como el estado de 

las defensas antioxidantes en un momento dado (Laurindo, 

2018). 

Debido a la cantidad de procesos fisiológicos y patológicos 

en los que están implicadas, los hidroperóxidos, 

particularmente H2O2 y otros electrófilos, son las especies 
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características de este tipo de señalización (Sies, 2017; 

Hancock y Whiteman, 2018). Como se ha mencionado, los 

blancos de la señal desencadenada son cisteínas con protones 

como buenos grupos salientes, de manera similar a ciertos 

componentes del sistema antioxidante endógeno como las 

cisteínas o selenocisteínas de peroxidasas, el estudio de los 

mecanismos de señalización redox se vuelve esencial en 

patologías cuya etiología presenta un estrés oxidante 

característico y significativo como el IAM, donde la 

disfunción mitocondrial y endotelial promueve el 

desacoplamiento de sistemas redox-dependientes entre los 

que figuran la CTE y las sintasas de óxido nítrico (Lee y 

Griendling, 2008; Forman et al., 2014). Poco se sabe, sin 

embargo, de la implicación de la señalización redox en los 

escenarios clave donde mecanismos cardioprotectores tienen 

como blanco el mantenimiento del balance de ROS y la 

preservación de la función de los sistemas antioxidantes 

como ocurre con el iPostC. Entre estos mecanismos se han 

descrito componentes moleculares que se activan en 
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maniobras como el pre- y el post- acondicionamiento y que 

se sabe, versan sobre el mantenimiento del sistema 

antioxidante como en el caso de Nrf2 (Buelna-Chontal y 

Zazueta, 2013a; Shen et al., 2019), así como vías de 

señalización como la del factor de transcripción HIF que en 

condiciones de hipoxia puede migrar al núcleo e iniciar la 

transcripción de genes para la angiogénesis, producción de 

células sanguíneas y para el metabolismo energético, y que si 

bien no depende necesariamente de ROS su activación 

involucra numerosas reacciones redox, así como enzimas 

generadores de ROS (Cadenas, 2018). 

Hay enzimas que están involucradas en la cardioprotección y 

que canónicamente están involucradas en vías de señalización 

activadas por recciones redox como los receptores de 

tirosina.-cinasas en la vía RAS-Raf-MAPK,  y Erk, como 

otros miembros de la vía RISK son moléculas de señalización 

redox sensibles, importantes para procesos como la 

remodelación y mantenimiento del musculo liso vascular (Lee 
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y Griendling, 2008). En el contexto de la lesión por IR hay 

numerosos estudios que han relacionado la fosforilación de 

Erk y otras cinasas de la vía RISK con la cardioprotección 

(Schwartz y Lagranha, 2006; Braunersreuther et al., 2013) 

incluso estudios donde se ha visto que H2S, un inductor de 

Nrf2 ejerce cardioprotección en un escenario dependiente de 

Erk (Peake et al., 2013), de igual forma se ha correlacionado 

la activación de MAPK y el aumento de Erk fosforilada con 

la acumulación nuclear de Nrf2 en células H9c2 (Chiu et al., 

2011). Otros mecanismos redox subyacentes se han estudiado 

en el preC e incluyen la apertura de los canales mitoKATP que 

inducen la generación controlada de ROS por la mitocondria 

e inhiben la apertura del mPTP a través de la activación de 

PKC y Erk (Cohen et al., 2001; Yang et al., 2010). A propósito 

de estos mecanismos se ha visto que la inhibición, ya sea de 

ROS o de los mitoKATP inhibe la protección por preC por lo 

que una neutralización unilateral y no específica de ROS por 

antioxidantes podría ser ineficiente o poco adecuada para 

mejorar una señal redox alterada en condiciones de estrés 
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oxidante (Kalogeris et al., 2014; Zhou et al., 2018), sin 

embargo, no se ha profundizado en cómo y a que niveles las 

ROS influyen en estos u otros mecanismos, pero dejando 

evidencia suficiente para especular sobre la existencia de un 

equilibrio u homeostasis redox que deba conservarse al 

ejercer ciertas terapias, modificar o dirigir algún blanco 

terapéutico. 

Gracias a estos estudios se puede aludir cierta ubicuidad en lo 

referente a los sitios y vías de señalización donde las ROS 

ejercen una señalización de tipo redox. Sin embargo aún se 

desconocen muchos aspectos de esa señalización en 

situaciones patológicas y al emplear terapias como el iPostC, 

existiendo pocos estudios que expliquen a qué niveles actúan 

las ROS en la activación de cascadas de señalización 

particulares, también se desconoce si estas realizan más bien 

funciones reguladoras o activadoras, o si están implicadas ya 

sea en una maquinaria redox-sensible que tenga por fin actuar 

frente al estrés oxidante coordinando acciones con el sistema 
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antioxidante, o bien pertenecen a otra jerarquía de funciones 

relacionadas con mantenimiento del metabolismo, supresión 

de mecanismos de muerte celular, mantenimiento del tono 

vascular, manejo de oxígeno, etc,
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Si bien el iPostC es hasta el momento una de las técnicas que 

mejor resultados presenta para tratar la lesión por IR. No 

obstante, su efectividad presenta resultados ambiguos cuando 

se práctica en presencia de comorbilidades metabólicas, 

reincidencias o terapias que toman en cuenta las condiciones 

antes descritas o efectos adversos cuyos mecanismos aún no 

han sido completamente descritos. Debido a lo anterior, 

resulta necesario estudiar la activación de aquellas vías de 

señalización que desencadena el iPostC, así como aquellos 

eventos fisiológicos de los que depende su activación, con la 

finalidad de localizar adecuados blancos terapéuticos que 

puedan emplearse para el desarrollo y perfeccionamiento de 

estrategias que logren salvaguardar la viabilidad del 

cardiomiocito ante el daño por IR. El mecanismo en que se 

fundamenta el siguiente estudio es la señalización redox, 

crucial para la regulación/activación de múltiples sustratos 

proteicos necesarios para establecer protección por iPostC y 
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que no se han estudiado a profundidad. Interrumpiendo la 

señal redox con ácido ascórbico, nos planteamos generar un 

ambiente celular pro-reductor que nos permitirá estudiar si la 

activación de la cinasa Erk1/2 depende de la señalización 

mediada por el H2O2 presente durante la reperfusión del 

miocardio, para ejercer protección celular. Así mismo 

determinar si la cinasa es capaz de ejercer su función sobre la 

activación del factor de transcripción Nrf2, a fin de establecer 

si la homeostasis redox –que requiere el iPostC para llevar a 

cabo su protección–coordina los eventos de cardioprotección 

a través de la activación de esta cinasa. 
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V. HIPÓTESIS 

Si el H2O2 promueve señalización redox, podría mediar la 

respuesta citoprotectora asociada al iPostC, a través de la 

activación redox-dependiente de cinasas como Erk1/2. De 

esta manera, en condiciones de estrés reductor se suprimirá el 

efecto del iPostC bloqueando la protección del miocardio y la 

activación de Erk1/2. De igual manera, al inhibir 

farmacológicamente a la cinasa Erk1/2 determinaremos su 

papel en la activación río abajo de Nrf2. Lo anterior pondría 

de manifiesto la importancia de mantener un equilibrio redox 

en la protección a través del iPostC 
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VI. OBJETIVO GENERAL 

Investigar la importancia del equilibrio redox y la señal 

mediada por ROS en la cardioprotección brindada por el 

iPostC en corazones reperfundidos de ratas Wistar sanas, 

evaluando si la cinasa Erk1/2 es dependiente de la señal 

redox. Determinar si esta cinasa puede influir en la actividad 

del factor de transcripción Nrf2. 

6.1 Objetivos particulares. 

✓ Determinar la importancia del H2O2 para la 

activación de la cardioprotección en 

corazones post-acondicionados. 

✓ Estudiar la dependencia de la activación de 

la señalización de sobrevivencia por el 

estado redox, con enfoque en Erk1/2 en 

corazones. 

✓ Evaluar si Erk1/2 puede mediar la 

activación río abajo de Nrf2. 
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VII. METODOLOGÍA 

7.1 Protocolo experimental en un modelo in vivo 

Para el protocolo experimental se empleó un modelo in vivo 

sometido a isquemia y reperfusión. Las cirugías fueron 

practicadas en ratas Wistar macho de 300 g que se 

anestesiaron con pentobarbital de sodio (1U/100 g i.p.) y 

heparina (1.7 U/Kg i.p.). Se valoró la relajación muscular y 

pérdida de conciencia con la falta de respuesta al estímulo de 

presión/dolor según el reflejo de retracción de las 

extremidades. Las ratas fueron ventiladas de manera artificial 

con ayuda de una cánula endotraqueal adaptada a un 

ventilador para pequeñas especies (Harvard Apparatus 683). 

Posteriormente se llevó a cabo una toracotomía en la pared 

costal izquierda para exponer el corazón y las ramas del árbol 

coronario, específicamente rama principal de la arteria 

coronaria izquierda (RPACI) que fue ocluida (en IR y 

iPostC) desde su nacimiento en la rama posterior del 

ventrículo izquierdo con un nudo hecho de hilos de seda 
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para sutura 6-0. Al final de la isquemia el nudo fue liberado 

para reperfundir el tejido (Pavón et al., 2012).  

Figura 6. Montaje de instrumental y modelo animal para 
protocolo de cirugía. A) Tras ser anestesiada, la rata se coloca 
bocarriba sobre una mesa de cirugía, se fijan las extremidades y se realizan 
la toracotomía con la posterior canalización endotraqueal hacia un 
ventilador artificial. Posteriormente se practica la toracotomía lateral 
izquierda para exponer la pared del ventrículo izquierdo. B) Nótese la 
palidez característica de la pared del ventrículo izquierdo (*) y la cianosis 
en las aurículas durante la isquemia, tras la irrupción de riego sanguíneo 
provocada por el nudo sobre la rama principal de la arteria coronaria 
izquierda (**). C) Esquema general del montaje para el protocolo de 
cirugía, nudo en RPACI, administración de inhibidor/antioxidante a la 
izquierda el ventilador y a la derecha el catéter de presión-volumen 
conectado al software de registro hemodinámico. 

* 

** 
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Las mediciones de hemodinamia del órgano fueron 

monitoreadas a lo largo de la maniobra gracias a un catéter 

de presión-volumen (Mikro-Tip; Millar) colocado en la 

cavidad del ventrículo izquierdo. La función cardiaca se 

evaluó con el paquete PVAN Ultra software (Millar, 

Houston, Tx, USA) que generó una tabla hemodinámica. 

Todos los animales pasaron por una estabilización de 10 

min. El montaje del modelo experimental el instrumental de 

cirugía, así como algunos atributos de utilidad técnica se 

esquematizan en la Figura 6 y Figura 7, respectivamente. 

En el primer grupo “sham (S)”, se llevó a cabo una oclusión 

simulada en la RPACI; atravesando el hilo de sutura bajo la 

arteria después de 10 min de estabilización sin realizar la 

oclusión. A continuación, se dejó de esa manera durante el 

resto del protocolo (S10 o S60 min) sin ninguna otra 

intervención. En el grupo sometido a IR se ocluyó la RPACI 

por 5 min según lo descrito por otros grupos (Manning et al., 

1984; García-Rivas et al., 2006; Granfeldt et al., 2009; Bøtker 
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et al., 2018; Díaz-Ruíz et al., 2019). La isquemia pudo 

comprobarse visualmente por la rápida aparición de una 

zona pálida en la pared del ventrículo, luego de la cual, se 

liberó el nudo que provocó la interrupción del flujo arterial 

para reanudar la perfusión durante 10 y 60 min (IR10; IR60, 

respectivamente). El cambio de cianosis a hiperemia causa 

un oscurecimiento de la pared ventricular y la aurícula 

izquierda sufre una considerable dilatación debido a la 

restauración del flujo sanguíneo, además se registran 

arritmias ventriculares cuyos datos son registrados por el 

catéter en el ventrículo izquierdo. En el grupo con iPostC se 

practicó un restablecimiento intermitente del flujo coronario 

en 3 ciclos de reperfusión/re-oclusión de 10 segundos cada 

uno, que inician después de la isquemia y son anteriores a la 

reperfusión de 10 y 60 min (IR10+PostC; IR60+PostC). Para 

evaluar el efecto del H2O2 se indujo un modelo agudo de ER 

con ácido ascórbico (+asc) 100 mg/Kg de peso corporal que 

fue aplicado después de 3 min de la oclusión de la RPACI 

directamente en la pared del ventrículo izquierdo.   
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Figura 7.  
Diagrama de 
flujo de la 
obtención de 
tejido cardiaco 
del ventrículo 
izquierdo para 
ensayos in vitro.  
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Para evaluar la actividad de las cinasas MEK1/2 y Erk1/2 se 

aplicó el inhibidor selectivo U0126 en una dosis de 1.27 

mg/Kg de peso corporal, para este grupo (+U) el protocolo 

consistió en una estabilización por 10 min y posterior 

inyección del inhibidor directamente en la pared muscular 

del ventrículo, después de 30 min de su administración, los 

corazones se ocluyeron como se detalló antes. Ambos 

tratamientos se realizaron en la pared del ventrículo en una 

sola administración y fueron sometidos a iPostC con una 

reperfusión final de 10 o 60 min (+asc10, +asc60; +U10, +U60). 

Los protocolos de IR, iPostC y la administración de asc 

(+asc) e inhibidor (+U) son señalados en la Figura 8.  

Al finalizar cada protocolo se recolectaron rápidamente los 

corazones y se obtuvieron los ventrículos izquierdos que 

fueron congelados de inmediato en nitrógeno líquido y 

almacenados a -70°C para los posteriores ensayos. Después 

de esto, los ventrículos izquierdos fueron pulverizados en 

mortero con pistilo, ambos pre enfriados durante toda la 
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Figura 8. Protocolo 
experimental. Se estabilizaron los 
grupos experimentales durante 10 min 
(barras negras). En el grupo sham, la 
flecha indica una oclusión simulada. La 
isquemia provocada por la oclusión de 
la rama principal de la arteria 
coronaria izquierda (RPACI) por 5 
min está representada seguida por 10 o 
60 min de reperfusión está representada 
por una barra blanca. Los grupos IR10 
e IR60 fueron sometidos solamente a la 
isquemia, mientras que los grupos 
iPostC10 (IR10+PostC) y iPostC60 
(IR60+PostC) se les aplicó la 
maniobra del post-acondicionamiento (3 
ciclos de reperfusión/reoclusión de 10 
segundos cada uno, seguido de un 
periodo de isquemia de 5 min). Los 
siguientes grupos incluyen +asc 
(iPostC+asc) y +U (iPostC +U), 
todos ellos sometidos al protocolo de 
post-acondicionamiento tras su 
administración. La flecha mostrada en 
los grupos tratados: +asc y +U 
representa el momento exacto en el que 
se administraron el AOX y el 
inhibidor, respectivamente. Terminado 
cada protocolo se recolectó el corazón y 
se seccionó el ventrículo izquierdo para 
ensayos subsecuentes. 



 

75 

maceración del tejido, según la técnica basada en un 

procedimiento de homogeneización optimizado por Kuster 

et al., 2011. Una vez pulverizado se colocó en amortiguador 

salino de fosfatos de Dulbecco (DPBS) (2.7 mmol/L KCl, 

1.5 mmol/L KH2PO4, 136.9 mmol/L NaCl y 8.9 mmol/L 

Na2HPO4•7H2O, 1% NP-40 y cóctel inhibidor de proteasas) 

la mezcla fue homogenizada y a partir de entonces se 

centrifugó a 4000 g/4°C durante 15 min para la recolección 

del sobrenadante (extracto de proteína total).  

7.2 Contenido de GSH 

Se utilizó 1 mM de monoclorobimano (mCB) para formar un 

aducto fluorescente estable con GSH en presencia de 

glutatión S-transferasa (1 U/mL), el ensayo se realizó como 

describe Fernández-Checa y Kaplowitz 1990, en una mezcla 

que contiene amortiguador Krebs-Henseleit, pH 7.4, mCB 

1mM, GST 1U/mL y los homogenados del ventrículo 

izquierdo, incubados a 37 °C durante 30 min. Finalmente, los 

cambios en la fluorescencia fueron medidos a una longitud de 
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onda de excitación de 385 nm y una emisión de 478 nm con 

el lector de microplacas Biotek Synergy HTX. Los datos se 

calcularon según la curva estándar para GSH (nmol) y luego 

se normalizaron por mg de proteína.   

7.3 Determinación de malondialdehído (MDA) 

Se tomaron muestras de extracto de proteína previamente 

obtenidas de cada condición experimental para la evaluación 

de MDA según la técnica descrita por Gérard-Monnier et al. 

1998 se preparó cada mezcla de reacción utilizando 15.4 mM 

de 1-metil-2-fenilindol en presencia de ácido clorhídrico, 

luego se incubó a 45 °C durante 40 min, se centrifugaron a 

3000 g por 5 min. y finalmente se midió 

espectrofotométricamente (lector multimodo Biotek Synergy 

HTX) a 586 nm. Se realizó una curva estándar de 

tetrametoxipropano como fuente de MDA. Los datos se 

calcularon para nmol MDA y luego se normalizaron por mg 

de proteína total. 
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7.4 Cuantificación de H2O2. 

Utilizando extracto fresco de proteína total recién preparado 

tras el protocolo de isquemia/reperfusión in vivo. El desarrollo 

del ensayo se basó en la descripción para Amplex Red de 

(Dikalov, 2007). Las reacciones se realizaron utilizando 

nuevos homogeneizados de cada grupo experimental (n = 5) 

más 10 μmol/L de 10-acetil-3,7-dihidrofenoxazina, 0.2 U/ml 

de peroxidasa de rábano picante (HRP) en amortiguador de 

fosfatos de Krebs-Ringer ( 145 mmol/L de NaCl, 5.7 

mmol/L de NaH2PO4, 4.86 mmol/L de KCl, 0.54 mmol/L 

de CaCl2, 1.22 mmol/L de MgSO4, 5.5 mM de glucosa) 

incubados en la oscuridad 60 min a 37 °C. Finalmente se 

detectó la fluorescencia a 590 nm utilizando una excitación de 

530 nm en un espectrofluorofotómetro (Shimadzu RF5000U). 

Los datos se calcularon en función de la curva estándar de 

H2O2 realizada junto con las muestras, los resultados se 

expresaron como nmol de H2O2 por mg de proteína total. 
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7.5 Importancia de la señalización redox en la 

cardioprotección mediada por el iPostC. 

Para evaluar si el efecto protector del iPostC está determinado 

por el estado redox, se incluyó un grupo tratado con el 

antioxidante ácido ascórbico (+asc) como neutralizador de las 

ROS en el iPostC (+asc10; +asc60). El antioxidante fue 

aplicado a una dosis de 100 mg/Kg, administrada 

directamente en la pared del ventrículo izquierdo al min 3 de 

la isquemia (antes del iPostC) y seguida de 10 y 60 min de 

reperfusión, según el caso. 

7.6 Evaluación de Nrf2 como blanco de ERK1/2 

Para definir la correlación entre la fosforilación de MEK1/2-

Erk1/2 y la activación de Nrf2 utilizamos el inhibidor 

específico de MEK1/2, U0126 (+ U), administrado a las ratas 

durante el periodo de estabilización (al min 10), mediante una 

inyección directa al ventrículo izquierdo. A la dosis 1.27 

mg/Kg las cinasas fueron significativamente inhibidas en el 

grupo con iPostC. Luego de los experimentos, los corazones 
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fueron extraídos, el ventrículo izquierdo seccionado y 

congelado al momento con nitrógeno líquido. 

Posteriormente el tejido fue pulverizado con un pistilo y 

mortero fríos, luego fueron mezclados en solución 

amortiguada. 

7.7 Análisis de activación de las cinasas Mek1/2 y 

Erk1/2 y del factor de transcripción Nrf2 

(Inmunodetección) 

Se realizó inmunodetección por Western-blot, a partir de 

homogenados de los ventrículos izquierdos que fueron 

preparados para la corrida electroforética. Se añadió el 

reductor β-mercaptoetanol como agente desnaturalizante y 

el detergente aniónico SDS para cargar negativamente las 

proteínas. Las muestras de cada grupo fueron cargadas en 

un gel de acrilamida/bis-acrilamida que se corrió en una 

cámara vertical de electroforesis. Una vez separadas se 

realizó electro-transferencia del gel a una membrana de 

PVDF, donde se emplearon anticuerpos, Phospho-p44/42 
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MAPK (PHO-Erk1/2) (Thr202/Tyr204) rabbit mAb #4370, 

p44/42 MAPK (Erk1/2) rabbit (Rb) policlonal #9102, PHO-

Mek1/2 /Ser217/221) Rb mAb #9154, total Mek1/2 rabbit 

policlonal #9122, PHO-Erk1 (pT202/pY204)/2 

(pT185/pY187) ab4819, Nrf2 mouse monoclonal ab89443, 

Nrf2 (H-300) rabbit policlonal y PHO-Nrf2 rabbit monoclonal 

(phospho S40) ab76026, así como lamin-B1 rabbit monoclonal 

ab133741 y actin (I-19) goat plyclonal sc-1616 como controles 

de carga. La unión proteína-anticuerpo se detectó mediante 

la unión de un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa 

de rábano (HRP), que luego de incubarse con su sustrato 

produjo una señal quimioluminiscente que pudo ser captada 

por una película fotográfica. Se analizó el contenido de 

Mek1/2, Erk1/2 y Nrf2 fosforiladas contra Mek1/2, 

Erk1/2 y Nrf2 totales, respectivamente.  

7.8 Extracción de proteínas nucleares 

Se extrajo proteína nuclear de muestras de ventrículos 

izquierdos según las especificaciones del fabricante del kit de 
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extracción NE-PER, (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE. 

UU.) utilizando tejido congelado del ventrículo izquierdo. 

Inmediatamente después de la IR en el protocolo in vivo, se 

obtuvo el ventrículo izquierdo, se congeló instantáneamente 

en nitrógeno líquido y se almacenó a -70 °C hasta el inicio del 

ensayo. Primero, pulverizamos tejido cardíaco congelado 

seguido de un procedimiento de homogeneización en DPBS 

que contenía inhibidores de proteasas/fosfatasas utilizando 

un homogeneizador de microtubos mecánico. Todas las 

etapas se llevaron a cabo a 4 °C. La suspensión se centrifugó 

a 1.850 g durante 15 min. El sobrenadante se recogió como 

una fracción citoplásmica y el sedimento se incubó según la 

descripción de las instrucciones del kit comercial para luego 

darle seguimiento a la obtención del extracto de proteína 

nuclear para cada grupo experimental. 
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7.9  Ensayo de retardo en la movilidad 

electroforética (EMSA) 

Como DNA blanco se usó un oligonucleótido biotinilado que 

incluía la secuencia ARE 

(GATCTTTTATGCTGAGTCATGGTTT) (ARE-B) 

fabricado por Accesolab S.A. de C.V. (CDMX, México). La 

reacción de unión de los oligos se realizó por 60 min a 

temperatura ambiente, en presencia de 50 ng/µL de 

poly(dI•dC), nonidet P-40 al 0.05%, glicerol al 2.5 %, EDTA 

10 mM, MgCl2 5mM, KCl (ARE-B) y 10 µg del extracto 

nuclear. El ensayo de competencia fue efectuado incubando 

un excedente de la secuencia ARE-no marcado (ARE-U) por 

30 min, antes de la adición del ARE-B. Finalmente, las 

muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilamida no 

desnaturalizante al 5%, precorrido 60 min antes en 

amortiguador Tris-Borato-EDTA 0.5X (TBE) y los 

complejos separados a 100 V y transferidos a una membrana 

de nylon cargada positivamente, 30 min a 380 mA en 

amortiguador TBE 0.5X. El DNA transferido fue 
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entrecruzado a la membrana con luz U.V. y finalmente 

detectado por quimioluminiscencia usando el conjugado 

estreptavidina estabilizada-HRP. 

7.10 Análisis estadístico 

Los datos se expresan como la media ± D.E. De lo contrario 

se esboza en la figura correspondiente ± SEM. Las 

diferencias en todas las variables se evaluaron mediante un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA) y la prueba de 

comparación múltiple de Tukey. Una diferencia estadística de 

p<0.05 o p<0.01 fue considerada significativa. Utilizamos el 

software GraphPad Prism versión 7 para el análisis de datos. 
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VIII. RESULTADOS 

8.1 Estudio del efecto de la inhibición de Erk1/2 

y el ER por asc sobre los parámetros 

hemodinámicos de corazones con iPostC 

Los datos hemodinámicos registran las alteraciones de la 

función contráctil del cardiomiocito debido a los efectos de la 

reperfusión (IR), el iPostC y del iPostC aplicado posterior a 

la administración del ácido ascórbico (+asc), así como el 

AOX aplicado para contrarrestar la reperfusión (IR+asc) a 

través de los índices de presión del ventrículo izquierdo 

(LVP), presión desarrollada del ventrículo izquierdo (LVDP), 

frecuencia cardíaca (HR), contractilidad (max dP/dt) y 

relajación (min dP/dt) que se midieron durante la cirugía a 

tórax abierto. Los valores de referencia y los registrados 

después de 60 min de reperfusión se muestran en la Tabla 1, 

así la gráfica de frecuencia cardiaca en la Figura 9. No se 

obtuvieron diferencias significativas en los registros de 

referencia de los diferentes grupos experimentales al inicio del 
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experimento (condiciones basales). Luego de la reperfusión, 

la LVP disminuyó en el grupo IR comparada con lo 

observado en el grupo sham (57 ± 22 mm Hg frente a 127 ± 

20 mm Hg; p<0,01). El iPostC logró mantener la LVP en 

valores similares a los registrados en el grupo sham (120 ± 14 

mm Hg; 127 ± 20 mm Hg) y significativamente más altos que 

los del grupo IR (127 ± 14 mm Hg frente a 57 ± 22 mm Hg; 

p<0.01) luego de la reperfusión, un comportamiento similar 

se observó en el grupo IR+asc, donde el uso exclusivo del 

AOX logró un efecto similar al iPostC (126±9 mm Hg vs. 

120±14 mm Hg). Por otro lado, el tratamiento con asc a los 

corazones con iPostC dio como resultado un agotamiento 

significativo de la LVP (57 ± 21 mm Hg) similar al ejercido 

por la lesión IR (57 ± 22 mm Hg; p<0.01) y análogo a la 

inhibición farmacológica de Erk1/2 (76 ± 15 mm Hg).  

Por su parte, el parámetro LVDP siguió un patrón similar; en 

el grupo IR fue significativamente menor que en el grupo 

sham (59 ± 28 mm Hg vs. 117 ± 21 mm Hg; p <0,01) y 
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aumentó en el grupo con iPostC (113 ± 11 mm Hg), lo 

mismo que en grupo IR con asc (109±13 mm Hg). La LVDP 

fue suprimida significativamente tanto por el tratamiento 

conjunto de iPostC+asc (38 ± 17 mm Hg) como por el 

inhibidor de MEK1/2 (62 ± 16 mm Hg [+ U]).  

Los datos correspondientes a HR fueron similares entre los 

grupos sham, IR e iPostC. A su vez, se observó una 

disminución del 36.2% en el grupo +asc en comparación con 

el grupo iPostC (210 ± 39 latidos/min frente a 329 ± 17 

latidos/min; p<0,01). Por otro lado, la función sistólica del 

ventrículo izquierdo o índice de contractilidad (max dP/dt) se 

recuperó de manera eficiente en corazones con iPostC e IR 

con asc solo en contraste con el grupo IR (6180 ± 1026 mm 

Hg/s y 6847±950 mm Hg vs. 1158 ± 705 mm Hg/s; p<0.01) 

mientras que fue afectado por el tratamiento de ER (+asc) 

(1319 ± 622 mm Hg/s vs. 6180 ± 1026 mm Hg/s; p<0.01). 

Además, se redujo después de los tratamientos con +U (1638 

± 891 mm Hg/s). El índice de relajación (min dP/dt) mejoró 
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en los corazones con iPostC en comparación con los 

corazones IR (-4412 ± 1605 mm Hg/s vs. -404 ± 178 mm 

Hg/s; p<0.01). El tratamiento con +asc en corazones con 

iPostC produjo valores de relajación más altos que iPostC (-

925 ± 492 mm Hg/s vs. -4412 ± 1605 mm Hg/s; p<0.01), 

así como +U (-1439 ± 902 mm Hg/s). Estos resultados 

indican que los primeros min de la reperfusión son críticos 

para la intervención del miocardio, ya que desde los primeros 

instantes se hacen presentes las arritmias que, tras la 

aplicación del iPostC (IR+iPostC) lograran ser efectivamente 

contrarrestadas cerca del min 7 o por la administración del 

ácido ascórbico (IR+asc) hacia el min 20, este último efecto 

como consecuencia de la recuperación del glutatión 

intracelular, el atrapamiento de especies oxidantes, inhibición 

de oxidasas entre otros eventos fisiológicos que promueve la 

vitamina C en escenarios de estrés oxidante, restaurando la 

microvasculatura a nivel de endotelio y contrarrestando las 

arritmias (Montecinos et al., 2007; Kuck et al., 2018; Spoelstra-

de Man et al., 2018; Bozkurt et al., 2019). Ambas estrategias 
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logran reestablecer los parámetros hemodinámicos y la 

función cardiaca a valores similares a los observados en el 

grupo sham y en oposición al grupo dañado (IR) donde la 

función contráctil del miocardio se ve comprometida de 

manera importante a medida que se prolonga la reperfusión. 

Sin embargo, resulta interesante observar que al aplicarse el 

AOX junto al iPostC (+asc) se presenta un significativo 

declive en las funciones contráctiles del miocardio luego de 

los cuarenta min del protocolo, aún muy por debajo de las 

mediciones registradas en el daño por reperfusión solo (IR), 

y que fueron imposibles de recuperarse. Lo cual manifiesta 

que la señalización redox, así como dependiente de cinasas 

puede actuar en conjunto o regulando independientemente la 

protección cardíaca por el iPostC. 
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 Tabla 1. Efecto del iPostC y ácido ascórbico en distintos esquemas del daño por reperfusión. Parámetros hemodinámicos de 
corazones post-acondicionados después de 60 min. Los datos hemodinámicos se muestran en el momento basal y al final de 60 min de reperfusión. En la 
línea basal no hay diferencias significativas entre los grupos. La administración de asc fue al min 3 de la isquemia a partir de 100 mg/Kg de peso, 
administrado en el ventrículo izquierdo. El iPostC se realizó luego de 5 min de isquemia. Todos los parámetros evaluados después de la reperfusión mostraron 
un efecto protector de asc en corazones isquémicos-reperfundidos (IR+asc), y del iPostC (IR+iPostC) por la preservación de la presión ventricular izquierda 
(LVP), presión desarrollada ventricular izquierda (LVDP), frecuencia cardíaca (HR), índice de contractilidad (+dP/dt) y el índice de relajación (-dP/dt). 
Los datos correspondientes al grupo IR y al grupo iPostC+asc de la tabla 1 se compararon ahora con IR+asc como referencia para establecer el efecto 
protector de asc cuando hay EO. Se muestran los valores de corazones con U0126 (U) después de 60 min de reperfusión en comparación con IR+iPostC, 
donde se aprecia una pérdida de protección del iPostC que se refleja en los parámetros mencionados.  Los valores son la media de 3 experimentos: D.E. 
&p<0.01 vs. S; #p<0,01 frente a IR; @p<0.01 vs. iPostC; €p<0.01 frente a IR+asc. 

  

 
Basal Reperfusión 

LVP 
 (mm Hg) 

LVDP 
(mm Hg) 

HR 
(latidos/min) 

+dP/dt 
(mm Hg/s) 

-dP/dt 
(mm Hg/s) 

LVP 
(mm Hg) 

LVDP 
(mm Hg) 

HR  
(latidos/min) 

+dP/dt 
(mm Hg/s) 

-dP/dt 
(mm Hg/s) 

S 106±19 95±14 328±70 6684±1968 -4253±1639 127±20 117±21 272±49 5271±1673 -3849±1354 

IR 107±11 101±9 338±26 7598±674 -4787±746 57±22
&

 59±28
&

 272±43 1158±705
&

 -404±178
&

 

IR+iPostC 102±16 98±11 326±32 7773±1247 -4687±1526 120±14
#
 113±11

#
 329±17 6180±1026

#
 -4412±1605

#
 

iPostC+asc 111±12 106±14 355±25 7267±671 -4087±872 57±21
@€

 38±17
@€

 210±39
@

 1319±622
@

 -925±492
@

 
IR+asc 119± 23 101±24 367±35 6837±1826 –4880±1212 126±9# 109±13# 306±22 6847±950# -6233±726# 

iPostC+U 113±12 104±11 342±34 7221±1310 -4606±1436 76±15
@

 62±16
@

 272±31 1638±891
@

 -1439±902
@
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Figura 9. Efecto del ácido ascórbico en corazones post-acondicionados. Se representa el efecto protector 
conseguido con el iPostC (IR+iPostC) después de 60 min de reperfusión (flecha azul). La maniobra restablece el ritmo cardiaco en 
comparación con la caída que provoca el daño por reperfusión (IR) y la administración de asc conjunta con el iPostC (*). Los valores 
son la media de 5 experimentos. PostC=post-acondicionamiento isquémico. 
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8.2 iPostC mantiene los niveles de GSH y evita el 

daño por EO causados por la lesión por IR. 

El tripéptido glutatión es el principal antioxidante de origen 

natural y un indicador que refleja el estado redox intracelular. 

El contenido de GSH disminuyó en los corazones con IR 

después de 10 min de reperfusión en comparación con el 

grupo sham (1.95 ± 0.72 frente a 4.40 ± 0.74 nmol/mg de 

proteína; p<0.01), mientras que en los corazones sometidos a 

iPostC, el contenido de GSH aumentó a 5.72 ± 1.74 (Figura 

10A). Concerniente al grupo iPostC+asc, se puede observar 

que el tratamiento con AOX presenta niveles de GSH 

similares a lo observado en iPostC (5.48 ± 1.04 frente a 4.40 

± 5.72 nmol/mg de proteína; p<0.01, respectivamente) lo que 

en una primera instancia revela que ambas intervenciones 

mantienen el estado redox de la célula. El daño por EO 

también se evaluó mediante la determinación de MDA, un 

subproducto tóxico de la peroxidación lipídica provocada por 

el EO. La pérdida de equilibrio redox hacia un estado pro-

oxidante se confirmó en los corazones con IR por los niveles 
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de MDA aumentados en comparación con los corazones del 

grupo sham (15.11 ± 4.34 frente a 2.73 ± 1.47 nmol/mg de 

proteína; p<0.01; Figura 8B), mientras que el MDA en 

corazones con iPostC fue inferior a lo observado en el grupo 

de IR (3.78 ± 2.06 frente a 2.73 ± 1.47 nmol/mg de proteína; 

p<0.01; Figura 10B). El MDA en el grupo tratado con el 

iPostC y antioxidante (+asc) muestra un comportamiento 

similar al grupo con post-acondicionado (3.07 ± 1.87 frente a 

3.78 ± 2.06 nmol/mg de proteína; p<0.05), indicando que, si 

bien el empleo del antioxidante es capaz de evitar la 

peroxidación de lípidos tan eficientemente como el iPostC, 

esto no asegura la existencia de un equilibrio redox por el lado 

de las especies reductoras. Es por ello por lo que se cuantificó 

el H2O2 como un indicador de la producción de ROS después 

de la reperfusión temprana (10 min). La concentración de 

H2O2 aumentó al doble en el grupo IR en comparación con el 

control sham representado en la Figura 10C (41.28 ± 9.61 vs. 

18.26 ± 2.8 nmol/mg de proteína; p<0.01); este aumento se 

evitó por el iPostC, donde fue 1.95 veces más bajo que en los 
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corazones con IR (22.45 ± 7.37 contra 41.28 ± 9.61 nmol/mg 

de proteína; p<0.01). Estos datos indican que el iPostC puede 

activar mecanismos agudos que preservan el estado redox en 

la reperfusión temprana que evitan la alteración en el 

equilibrio redox inicial provocada por IR. 

Figura 10. La aplicación iPostC conserva la homeostasis redox. 
(A) Se midieron los niveles de GSH y el gráfico muestra la media de 5 
experimentos ±S.D. Los datos se representan como nmol por mg de proteína. (B) 
El malondialdehído se expresa como nmol/mg de proteína. Los valores 
representan la media de al menos 4 experimentos ±S.D. (C) Los valores de la 
cuantificación de H2O2 se expresan como nmol por mg de proteína, los datos son 
la media de al menos 4 experimentos. &p<0.01 contra Sham y #p<0.01 contra 
IR; @p<0.05 frente a iPostC. 
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8.3 El ácido ascórbico disminuyó la 

concentración de H2O2 en los corazones con 

iPostC. 

La naturaleza química del H2O2 determina sus propiedades 

como molécula transmisora de la señalización redox. 

Observamos que la administración de asc a corazones de 

iPostC (+asc) redujo drásticamente la concentración de H2O2 

en 2.5 veces en comparación con el grupo que obtuvo la 

maniobra mecánica (iPostC) (7.23 ± 3.61 vs. 22.45 ± 7.37 

nmol/mg de proteína; p<0.05) y esto coincidió con una 

deterioro de la función cardíaca (Tabla 1), lo que indica que el 

cambio del estado redox hacia un estado reductor altera el 

equilibrio redox inducido por iPostC después de la 

reperfusión, debido a una disminución en la señal mediada por 

H2O2 (ER) que evita el efecto cardioprotector del iPostC y que 

ocurre a la inversa que IR que provoca daño debido al 

incremento de las especies oxidantes (EO).  
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8.4 El ER afectó la activación de MEK1/2-Erk1/2 

en los corazones con iPostC. 

Para estudiar el papel de la señalización redox en la activación 

de las RISK, evaluamos la activación de MEK1/2-Erk1/2 

después del tratamiento con asc en corazones con iPostC, 

detectando su fosforilación (PHO-MEK1/2 y PHO-Erk1/2) 

mediante Western blot. Como se muestra en la Figura 11, se 

observó una disminución de la señal de PHO-MEK1/2 

(p<0.05) y PHO-Erk1/2 (p <0.01) en el grupo IR en 

comparación con el grupo sham y ambas aumentaron su 

fosforilación en el grupo iPostC (p<0.05; p<0.01, 

respectivamente). No se indujeron cambios en la activación de 

MEK en el grupo +asc de corazones post-acondicionados, sin 

embargo, el ER disminuyó la activación de Erk1/2 en 

comparación con lo observado en los corazones de iPostC 

(p<0.01). Nuestros datos sugieren que, a diferencia de 

MEK1/2, la actividad observada de Erk1/2 es dependiente de 

la señalización redox, lo cual sugiere que su activación es 

independiente de MEK1/2 en este escenario. Todos estos 



 

96 

resultados implican que el ER inducido por asc en los 

corazones con iPostC, anula la activación de señales redox 

protectoras que involucran a Erk1/2, sugiriendo que el H2O2 

es importante para desencadenar la activación de esta vía de 

supervivencia.  
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interrumpida por asc 
en los corazones de 
iPostC evita la 
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8.5 La inhibición de la señalización redox evita la 

traslocación nuclear de Nrf2 y la respuesta 

antioxidante en los corazones de iPostC. 

La Figura 12A muestra la acumulación nuclear del factor de 

transcripción Nrf2 después de 60 min de reperfusión. El 

contenido de Nrf2 dentro del núcleo es mínimo en el grupo 

IR comparado con el grupo sham (p<0.05), mientras que el 

iPostC aumenta la cantidad de Nrf2 nuclear en comparación 

con IR (p<0.01), el resultado anterior disminuyó como 

consecuencia de la administración de asc en el grupo con 

iPostC(p<0.01).  

Utilizando extractos nucleares de corazones después de 60 

min de reperfusión se efectuó un ensayo EMSA para evaluar 

la unión de Nrf2 a la secuencia B-ARE en los diferentes 

grupos experimentales. La Figura 12B demuestra que el 

iPostC promueve la formación del complejo Nrf2:ARE en 

comparación con IR, como se observa en la banda de 

desplazamiento superior  (carriles 4 y 8 frente a 3 y 7), 
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fenómeno que se evitó por el tratamiento con asc en 

Figura 12. La inhibición de la señalización redox bloqueó la 
activación transcripcional de Nrf2 en los corazones con iPostC. (A) 
inmunotransferencias representativas correspondientes a la acumulación nuclear de 
Nrf2 normalizada con lamina B1; N = 3 ± S.D; $p<0.05 vs. Sham; #p<0.01 vs. 
IR; **p<0.05 vs. iPostC. (B) La actividad transcripcional se evaluó mediante un 
ensayo de cambio en la movilidad electroforética en todos los grupos experimentales 
(después de 60 min de reperfusión). El complejo formado debido a la unión de Nrf2 a 
B-ARE (ARE marcada con biotina) corresponde a la banda de retardo en la parte 
superior de la imagen resaltada como banda de desplazamiento. En el carril 1 se 
muestra la migración de B-ARE libre en el gel no desnaturalizante de poliacrilamida. 
Los carriles 2-9 muestran la formación del complejo correspondiente al control sham 
(S), isquemia-reperfusión (IR), post-acondicionamiento isquémico (iPostC) y corazones 
post-acondicionados en presencia de ácido ascórbico (+asc). El carril 10 muestra el 
ensayo de competencia por exceso de U-ARE (ARE sin marcar). La imagen es 
representativa de 3 EMSAs. 
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corazones iPostC (carriles 5 y 9 vs. 4 y 8). Indicando que la 

señalización redox favorece de alguna manera la acumulación 

nuclear de Nrf2 y una mayor unión con ARE.   

8.6 Función de la señalización MEK 1/2 y Erk1/2 

en la activación de Nrf2 de corazones post-

acondicionados. 

Utilizando el inhibidor selectivo de MEK1/2, U0126 (+U), 

determinamos la correlación entre la fosforilación de 

MEK1/2-Erk1/2 y la activación de Nrf2. Se muestran las 

imágenes representativas del contenido de PHO-MEK y 

PHO-Erk1/2 en corazones con iPostC tratados con U 

después de 10 min de reperfusión (Figura 13A). Se observó 

una disminución considerable en la fosforilación de ambas 

cinasas en el grupo IR en comparación con los corazones 

sham (p<0.01), señal que el iPostC reestableció, 

incrementando los niveles de PHO-MEK1/2 y PHO-Erk1/2 

en comparación con el grupo IR (p<0.01), los cuales fueron 

inhibidos por la administración de U. De esta manera resulta 
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claro que cuando MEK/Erk1/2 son inhibidas en el iPostC 

no existe perturbación en la fosforilación de la Ser40 de Nrf2 

en la reperfusión temprana comparado con el grupo con 

iPostC (Figura 13B). Para establecer si la inhibición de Erk1/2 

ejerce un efecto tardío en la activación de Nrf2, también 

evaluamos la acumulación nuclear de Nrf2 y su unión a la 

secuencia B-ARE después de 60 min de reperfusión en 

corazones con iPostC, observando que la activación de 

Erk1/2 tampoco regula la acumulación nuclear de Nrf2 

(Figura 13C). Lo anterior puede cerciorarse con la Figura 13D 

donde se muestra una imagen representativa del ensayo 

EMSA y se observa que la unión de Nrf2 a la secuencia ARE 

(carriles 2 y 5) se redujo en el grupo IR (carriles 3 y 6), 

incrementándose de manera inversa en el grupo con iPostC 

(carriles 4 y 7) y además, conservándose este efecto en 

presencia del inhibidor de Erk1/2 (carriles 8 y 9). 
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Figura 13. La inhibición de la señalización de 
Erk1/2 en los corazones con iPostC no afectó la 
activación de Nrf2. (A) Se muestran los Western-
blots de PHO-Erk1/2 y PHO-MEK correspondientes a 
las inmunotransferencias representativas, cada una 
normalizada con su proteína total correspondiente. +U, 
representa los corazones con iPostC con inhibidor U0126, 
selectivo para MEK1/2. Los valores son la media de al 

menos 4 experimentos ±D.E. &p<0.01 vs. Sham; 
#p<0.01 vs. IR; @p<0.05 vs. iPostC. (B) 
Inmunotransferencias representativas de PHO-Nrf2 
normalizadas con Nrf2 total en grupos experimentales 
reperfundidos 10 min. Los datos se expresan como media 

±D.E. de al menos 4 experimentos. &p<0.01 vs. Sham; 
#p<0.01 vs. IR; no significativo: n.s. (C) 
Inmunotransferencias representativas de Nrf2 total 
normalizado a Lamin B en fracciones nucleares. Los valores 

son la media de al menos 4 experimentos ±E.D. &p<0.01 
vs. Sham; #p<0.01 vs. IR. (D) El EMSA representativo 
muestra la formación del complejo Nrf2:B-ARE. El carril 
1 corresponde a la migración de B-ARE libre. Los carriles 
2-9 muestran la formación del complejo correspondiente a los 
grupos experimentales: sham (S), isquemia-reperfusión (IR), 
post-acondicionamiento isquémico (iPostC) y corazones post-
condicionados tratados con inhibidor U0126 (+U). El carril 
10 C muestra un ensayo de competencia (Formación del 
complejo con U-ARE: ARE sin marcaje). El EMSA es 
una imagen representativa de N=4. 
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IX. DISCUSIÓN 

El desequilibrio redox que conduce al daño oxidante está 

relacionado con el deterioro de la función del miocardio 

durante la reperfusión, ya que la homeostasis redox que regula 

las vías de señalización fisiológicas se ve alterada por el 

incremento súbito y desmedido de especies oxidantes. En 

este sentido, se ha establecido que un delicado balance de 

ROS participa en la protección del corazón (Baines, 1997; 

Tsutsumi, 2007; Liu et al., 2008; Akawi et al., 2019; Meijles et 

al., 2019) y que la administración de antioxidantes (AOX) 

elimina el efecto cardioprotector de estrategias protectoras 

como iPostC al perturbar este equilibrio desde múltiples 

blancos (Penna, 2006, 2007). Grupos como el de Claudia 

Penna han propuesto que las ROS son mediadoras en lugar 

de desencadenantes de la cardioprotección, ya que su 

participación es posterior a la apertura de los canales 

mitoKATP y a la activación mitocondrial de PKC (Penna, 

2009). Nuestros resultados mostraron la influencia del iPostC 
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en el mantenimiento del equilibrio redox conservando niveles 

óptimos de GSH y evitando la lipoperoxidación evitando el 

incremento de MDA y H2O2 desde los primeros instantes de 

reperfusión.  

En los corazones con iPostC y asc, ni los niveles de GSH ni 

de MDA cambiaron significativamente, lo que indica que los 

efectos que encontramos en la señalización se debieron 

únicamente a la presencia de asc en la célula en lugar de 

promover un estado reductor a través del aumento de GSH. 

Sin embargo, el tratamiento con asc propició de manera 

considerable la disminución de los niveles de H2O2 en los 

corazones iPostC y esto coincidió con el deterioro de la 

función cardíaca. A este efecto, es de destacar la aparición de 

un desequilibrio redox hacia el estado reductor por una 

disminución importante del H2O2 que afectó el rendimiento 

del corazón y dificultó la señalización cardioprotectora 

activada por iPostC.  
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Actualmente se reconoce que el H2O2 al igual que otras ROS, 

actúa como segundo mensajero y es de las principales 

moléculas moduladoras de la señal en la señalización redox, 

ya que es capaz de oxidar una amplia gama de sustratos al 

reaccionar con tioles específicos, que actúan como sensores 

que transmiten la señal redox (Yamamura et al., 2001; Liu et 

al., 2008; Schieber y Chandel, 2014; Winterbourn, 2015; Sies, 

2017) y la adición de antioxidantes exógenos ha anulado 

notablemente los efectos cardioprotectores de estrategias 

como iPostC, probablemente al promover un ambiente 

reductor transitorio (Penna, 2007; Finkel, 2011). En este 

contexto, la homeostasis redox puede ser alterada hacia un 

estado pro-reductor, al respecto del cual, recientemente se ha 

descrito una condición conocida como 'estrés reductor' 

(Rajasekaran et al., 2007; Narasimhan y Rajasekaran, 2015), 

que resulta directamente de un estado hiper-reductor 

caracterizado en parte por un aumento en los niveles de GSH, 

NADPH u otras moléculas reductoras que atenúan la 

señalización redox causando detrimento y efectos patológicos 
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en el corazón (Santos, 2011; Kannan et al., 2013; Sairam et al., 

2017; Shanmugam, 2017; Soorappan et al., 2019). En 

consecuencia, el desequilibrio prolongado y abrumador hacia 

los estados oxidantes o reductores es perjudicial para la célula. 

Por lo tanto, se puede especular que los resultados 

decepcionantes ejercidos por las terapias de antioxidantes 

(AOX), en el contexto del daño cardíaco por la reperfusión 

(Separham et al., 2016; Valls et al., 2016; Sinning y 

Clemmensen, 2017) podrían ser incluso perjudiciales 

(Andreadou, 2009; Schmidt et al., 2015) y ser resultado no solo 

de la entrega inadecuada por los sitios de generación de ROS 

o de la insuficiente concentración requerida necesaria para 

reaccionar con tales moléculas, sino del establecimiento de 

una condición de estrés hiper-reductor en la célula cardíaca. 
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Figura 14. Secuencia primaria de Nrf2 (Rattus norvegicus). Análisis de la 
secuencia de Nrf2 donde aparece resaltado con una flecha Ser40. Los residuos potenciales para 
ser fosforilados por Erk1/2, Ser426 y Ser569 aparecen subrayados. 

Nuestros resultados indican que la modulación redox 

desencadenada por el H2O2 es impulsada por mecanismos 

independientes y dependientes de cinasa, ya que, si bien asc 

inhibe la activación de Erk1/2 en correlación con el 

agotamiento del H2O2 en los corazones de iPostC, no inhibe 

la señalización de MEK1/2 en tales condiciones, lo que 

sugiere que la activación de Erk1/2 en este escenario está 

mediada por una vía no canónica a las MAPK. Como se ha 
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descrito anteriormente, muchos miembros de la vía RISK se 

activan en la reperfusión temprana para proteger el corazón, 

(Behrends et al., 2000; Darling et al., 2005; Schwartz y 

Lagranha, 2006), aunque las señales que desencadenan 

pueden diferir y en este sentido los blancos de esta activación 

no han sido totalmente descritos.  Es preciso mencionar que 

un importante grupo de investigación ha planteado que las 

ROS actúan como mediadores en lugar de desencadenantes 

de la cardioprotección, ya que su concentración aumenta 

después de la apertura de mitoKATP y regula la activación 

mitocondrial de PKC (Penna, 2006, 2009, 2012; Pagliaro et al., 

2018). En este trabajo, Erk1/2 fue inhibida parcialmente 

después del tratamiento con asc, por lo que concluimos que 

el H2O2 enciende río arriba las señales protectoras en la 

activación de RISK y, por lo tanto, actúa como activador en 

lugar de un mediador en iPostC. De modo que, si bien el 

H2O2 participa en la señalización del iPostC a través de la 

modulación redox de Erk1/2, se deben realizar estudios 

adicionales para determinar si las modificaciones 
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postraduccionales redox que influyen en su actividad de 

cinasa son coordinadas por otra especie reactiva como el 

óxido nítrico a través de la S-nitrosilación de tioles (Numajiri 

et al., 2011; Jin et al., 2017; Monteiro et al., 2018; Santos et al., 

2018) o bien si las especies oxidantes pueden regular la 

actividad de la cinasa mediante un mecanismo indirecto, ya 

que al respecto se han descrito escenarios en los que ROS 

inactivan temporalmente aquellas fosfatasas que regulan la 

actividad de ERK1/2. Cabe destacar que en este sentido 

muchas fosfatasas son reguladas por señales redox, y 

prácticamente todas las fosfatasas de tirosina (PTPs) 

contienen residuos de cisteínas de bajo pKa, susceptibles de 

ser oxidadas por H2O2, (Corcoran y Cotter, 2013; Emanuele 

et al., 2018; Dagnell et al., 2019; Dustin et al., 2019) algunas de 

estas fosfatasas redox sensibles están relacionadas con 

receptores tirosina-cinasa (RTK) involucrados en la 

señalización río-arriba de ERK1/2, un mecanismo canónico 

por el cual se desencadena la activación de la vía de las MAPK 

(Östman, 2011; Ray, 2012), tal como demuestran los estudios 
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de Levinthal et al sobre neuronas que muestran aumentada la 

actividad de ERK1/2 por inhibición de MAPK3, una 

fosfatasa específica de ERK1/2 capaz de interactuar con 

DUSP6 (Levinthal y DeFranco, 2005). La señalización redox 

que media la actividad de ERK1/2 en el escenario del iPostC 

también podría estar coordinada a nivel de las proteínas 

fosfatasas duales específicas (DUSP), un grupo de PTPs 

encargadas de mediar específicamente la actividad de 

distintos miembros de las MAPK incluyendo a Erk 

(Bermudez et al., 2011; Chen, 2019) y sobre las cuales se ha 

estudiado que DUSP3/4/6 pueden ser desactivada por la 

oxidación de sus cisteínas catalíticas, lo que podría promover 

una activación sostenida de la cinasa en los primeros minutos 

de la reperfusión. (Traore et al., 2008) 

La ruta de Nrf2 contribuye a prolongar la protección en los 

corazones de iPostC, ya que implica la síntesis de novo de 

proteínas antioxidantes (Buelna-Chontal y Zazueta, 2013b; 

Buelna-Chontal et al., 2014; Meng et al., 2016; Silva-Palacios et 
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al., 2019). Para evaluar las implicaciones de la señalización 

redox en este factor transcripcional, evaluamos su activación 

a diferentes niveles de regulación en condiciones de ER y 

después de la inhibición farmacológica de ERK1/2 con la 

finalidad de saber si Nrf2 podría ser blanco de esta cinasa. 

Observamos que la activación de Nrf2 estaba influenciada 

por la señalización de H2O2 ya que tras la disminución de la 

señal con asc en los corazones con iPostC, la activación del 

factor de transcripción se vio mermada. Mientras que la 

inhibición farmacológica de Erk1/2 no repercutió en la 

actividad transcripcional de Nrf2, tampoco en la fosforilación 

de Ser40, ni en la acumulación nuclear del factor de 

transcripción, ni en su unión a ARE. Es de destacar que la 

fosforilación de Ser40 en Nrf2 es crucial para su activación, 

ya que promueve la interrupción con la unión a Keap1 

(Huang, 2002; Jaiswal, 2004; Buelna-Chontal y Zazueta, 

2013a). Analizamos la secuencia de Nrf2 e identificamos solo 

2 sitios diana potenciales para ser fosforilados por Erk1/2 en 

Ser426 y Ser569 (Figura 12), ya que Erk1/2 es una Ser/Thr 
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cinasa, que fosforila preferentemente los aminoácidos Ser 

flanqueados por residuos Pro (Gonzalez et al., 1991; Shen et 

al., 2004; Mebratu y Tesfaigzi, 2009; Buscà, 2016; Mao y 

Wang, 2016; Ng et al., 2017). Ver Figura 14.  

Así Nrf2 no posee residuos adecuados para ser fosforilados 

por Erk1/2 a pesar de que al respecto se ha informado que la 

estimulación con hidroxianisol butilado en células HepG2 

causa la activación de Nrf2 a través de su fosforilación por 

Erk1/2 (Yuan et al., 2006), sin embargo, como sugieren 

nuestros datos, Nrf2 no es un blanco directo de Erk1/2 en 

corazones post-acondicionados, aunque la señalización de 

Erk1/2 sí tiene otros blancos protectores. Al respecto, se ha 

informado previamente que PHO-Erk1/2 se transloca a las 

mitocondrias en la protección cardiaca conferida por iPostC, 

preservando su función y brindando protección a la célula 

(Hernández-Reséndiz y Zazueta, 2014). Así que los efectos 

cardioprotectores de Erk1/2 en los corazones con iPostC son 

independientes de los ejercidos por Nrf2. 
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En resumen, nuestros resultados muestran que la señalización 

protectora activada por el iPostC involucra mecanismos 

redox-dependientes y se vale de la presencia de ROS como el 

peróxido de hidrógeno, que regula a algunos de los miembros 

de la vía RISK (erk1/2) y participan activando de forma 

diferencial algunas vías y alcanzando objetivos alternativos. 

Entonces, la activación de Nrf2 en los corazones con iPostC 

si bien está relacionada con la señalización del peróxido de 

hidrógeno, esta ocurre de una manera independiente de la 

señalización de supervivencia de Erk1/2. Ver Figura 15 
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Figura 15. Mecanismo de protección inducido por la señalización 
redox en el iPostC que interrumpe la administración de un AOX 
(ascorbato). (A) El iPostC promueve el mantenimiento del sistema antioxidante 
endógeno regulado por Nrf2 y la protección mediada por la vía de las RISK 
(Erk1/2), la activación de estos mecanismos depende de señales redox coordinadas 
por H2O2. (B) En el iPostC la interrupción de esta señal se ve favorecida por el uso 
de asc que provoca un ER que disminuye de manera importante las ROS (H2O2) y 
el efecto de estas en la activación de la señalización cardioprotectora. 



 

114 

X. CONCLUSIÓN 

Nuestros hallazgos proporcionan nuevos conocimientos 

sobre el papel primordial de la preservación del equilibrio 

redox por parte del iPostC para la inducción y el 

mantenimiento de eventos de señalización 

cardioprotectores. Entre ellos, concluimos que la 

presencia de las ROS, con énfasis en el H2O2 es crucial 

como desencadenante de señales de supervivencia 

impulsadas por mecanismos dependientes de cinasa. De 

igual manera establecimos que la activación de Nrf2 en el 

iPostC, así como su traslocación nuclear y regulación 

transcripcional son regulados por mecanismos 

independientes de la cinasa de salvamento Erk1/2, por lo 

que la mayoría de los blancos específicos de la cinasa aún 

son desconocidos en la cardioprotección. De esta forma 

observamos que la señalización de protección cardíaca 

activada por iPostC incluye mecanismos redox 

dependientes e independientes, que actúan en concierto 
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activando diferentes vías para prevenir la lesión por 

reperfusión y coinciden con la activación de Nrf2. Estos 

resultados aportan información para construir un 

panorama más completo de las vías de protección 

endógena involucradas en la fisiología de la 

cardioprotección que nos permita localizar blancos clave 

para el desarrollo de terapias integrales que representen 

mejoría para el miocardio que curse por isquemia-

reperfusión, así como identificar escenarios que se 

adecuen óptimamente a diferentes esquemas de 

tiramiento, establecidos bajo criterios a fines a las 

condiciones del paciente de IAM. Pues como se expone 

en el presente trabajo, la terapia antioxidante no siempre 

resulta ser la mejor opción en al intervenir el daño por 

reperfusión en escenarios donde el mantenimiento del 

delicado equilibrio redox sea crucial para desencadenar 

eventos de señalización importantes para preservar la 

viabilidad del miocardio.  
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XI. PERSPECTIVAS Y 

CONSIDERACIONES ADICIONALES 

La señalización redox es un mecanismo complejo que 

puede regularse a varios niveles, depende de una 

coordinación espaciotemporal muy precisa y participantes 

clave para poder mediar procesos celulares de 

adaptación/supervivencia endógenos como Nrf2, que 

controla al sistema antioxidante endógeno. Especies 

oxidantes que incluyen al mediador H2O2 en la regulación 

del mismo factor de transcripción y otros mecanismos de 

salvamento como los conformados por vías de 

señalización tan ubicuas como las MAPk-Erk1/2. Todos 

esto para tolerar condiciones agudas como la lesión por 

IR en el IAM, particularmente cuando esta se presenta 

acompañada de comorbilidades e hiperlipidemias. Incluso 

los antioxidantes, por sus propiedades reductoras, son 

capaces de neutralizar especies oxidantes importantes para 

el mantenimiento celular. De este modo resalta la 
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necesidad de identificar aquellos mecanismos alternativos 

que preservan la actividad de Nrf2 y de las RISK en el 

iPostC, aún en presencia de comorbilidades. 

Queda por esclarecer entonces, cómo se altera la señal 

redox en escenarios de comorbilidades y co-medicaciones 

donde el EO o ER altera la homeostasis redox como el 

cáncer, diabetes, Alzheimer y enfermedades 

cardiovasculares (Whaley-Connell et al., 2011; Thanan et 

al., 2014; Huang et al., 2016; Tönnies y Trushina, 2017; 

Morelli et al., 2018). Cabe destacar que otra interrogante es 

el papel que juegan características del individuo en el 

establecimiento de estas terapias cardioprotectores, así 

que resulta crucial establecer si el iPostC también podría 

activar este mecanismo en corazones de ratas hembra, 

pues el tamaño de infarto ha demostrado ser dependiente 

del género. De hecho, se ha informado que la isquemia de 

corta duración aumenta el daño al miocardio 

preferentemente en corazones de ratas hembra que 



 

118 

macho (Penna, Tullio, et al., 2009; Kim y Vemuganti, 2015; 

Gouweleeuw et al., 2016; Selvamani y Sohrabji, 2017; 

Davis et al., 2019), además parece que las diferencias de 

género influyen en la activación de las vías 

cardioprotectoras y estás presentan componentes redox 

(Lagranha et al., 2010; Casin et al., 2018; Ciocci Pardo et al., 

2018) Además, es importante dilucidar cuáles son los 

eventos de oxidación que ocurren en las cisteínas reactivas 

relacionadas con Erk1/2 y otras proteínas que puedan 

participar en la señalización protectora, cuáles son las 

ROS implicadas en esta reacciones y cómo estas 

modificaciones alteran la actividad de la proteína, así como 

su participación en otros procesos de señalización como 

la fosforilación, nitrosilación, glutationilación, etc. 
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A B S T R A C T

Ischemic-postconditioning (iPostC) exerts cardioprotection by preserving redox homeostasis in the reperfused
heart. This protective effect has been associated with the activation of endogenous antioxidant response driven
by transcription factor Nrf2 and with the activation of ‘reperfusion injury salvage kinases’ (RISK) as PI3K, PKC
and Erk1/2. Redox homeostasis is essential for normal cell physiology since reactive oxygen species (ROS) are
crucial for processes that involve protein signaling. Thus, it has become clear that not only the perturbation of
redox balance to oxidative state is deleterious but also towards a reductive state contributing to pathogenesis of
diseases. However, there is still a scarce knowledge about the role of ROS in the cardioprotective signals
mediated by RISK in postconditioned hearts. Therefore, we studied the role of ROS as initiator of RISK signaling
molecules in iPostC-conferred cardioprotection. With the aim to study the relationship between redox-dependent
RISK activation and the downstream activation of the transcription factor Nrf2, we evaluated the effect of redox
signaling disruption by the effect of ascorbic acid in iPostC hearts. Our results showed that PKCε and Erk1/2
activation is redox-dependent and that concurs downstream with Nrf2 deficient activation. Besides, using in-
hibitors we found that neither PI3K nor Erk1/2 are directly related with Nrf2 activation, indicating that these
kinases have other targets. We conclude that redox signaling participates in cardioprotection triggered by iPostC
through the action of kinase-dependent and -independent mechanisms and concurred with the downstream
regulation of Nrf2-mediated antioxidant response to prolonged redox balance during long reperfusion.

1. Introduction

Coronary atherosclerosis is the main cause of coronary artery dis-
ease and acute myocardial infarct that is the leading cause of mortality
worldwide. Reperfusion of the ischemic tissue can lead to irreversible
additional damage [1] mainly due to oxygen re-exposure that stimu-
lates the massive production of reactive oxygen species (ROS) [2–4].
Experimental evidence has demonstrated that the first minutes of re-
perfusion represents an opportunity window to apply therapies aimed
to prevent reperfusion injury [5]. Ischemic postconditioning (iPostC) is
a cardioprotective maneuver in which short cycles of ischemia/

reperfusion (IR), are applied in the coronary artery before prolonged
reperfusion and after a severe ischemic event [6]. This strategy acti-
vates an endogenous response in the myocardium that protects against
reperfusion injury, which has been tested in several experimental
models [7] and in clinical trials [8–11]. Protective mechanisms trig-
gered by iPostC involve the activation of ‘Reperfusion Injury Salvage
Kinases’ (RISK) [12,13], that includes the PI3K/AKT (Phosphatidyl-in-
ositol 3-kinase/protein kinase B), MEK1/2/Erk1/2 (Mitogen Activated
Kinases/ Extracellular signal Activated Kinases) [13–15] and the epsilon
isoform of protein kinase C (PKCԑ) pathways [16,17]. Also, iPostC re-
duces ROS levels, preserves reduced glutathione (GSH) levels [18–20]
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and increases the activity of antioxidant enzymes after activation of
transcription nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) contributing to
long-term cardiac protection [21].

Nrf2 contributes to maintain redox homeostasis through regulation
of endogenous antioxidant system, which influences to a proper en-
vironment for ROS can act as signaling molecules [22,23]. The role of
ROS in the protective mechanisms activated by iPostC was firstly re-
ported by Penna et al., [24] who proposed that these molecules are
produced by mitochondrial ATP-sensitive K+ channels (mitoKATP) in a

controlled manner and activate PKCε in iPostC hearts. To provide fur-
ther insight on the role of redox signaling in cardioprotection exerted
by iPostC, we applied ascorbic acid (asc) to iPostC hearts, in order to
study the RISK activation by redox protective signaling and the
downstream regulation of transcription factor Nrf2. Our results show
that redox signaling exerts regulation on PKCε and Erk1/2 activation
and that concurs with the activation of Nrf2, this mechanism appears to
be hydrogen peroxide-dependent. We propose that redox signaling
participates in cardiac protection by survival kinase-dependent

Fig. 1. Experimental protocols.
All experimental groups underwent stabilization for 10 min. The white bars represent coronary artery (CA) occlusion (5 min), followed by 10 min or 60 min of
reperfusion (dark bars). iPostC groups received 3 reperfusion/re-occlusion cycles of 10 s each. Where indicated ascorbic acid (+asc), U0126 (+U) and wortmannin
(+W) were administered to ischemic postconditioned rats. (2-column fitting figure).
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mechanism that regulates indirectly the downstream Nrf2-mediated
antioxidant response which in turn preserves redox homeostasis during
long-reperfusion.

2. Material and methods

2.1. Reagents

Chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)
and Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Polyclonal Antibodies, γ-
glutamyl cysteine synthetase (γ-GCS) (ab41463), PHO-PKCε (ab63387),
PHO-PI3K (ab182651) and monoclonal antibodies against Nrf2
(ab89443), PI3K p85 (M253, ab86714), PHO-Nrf2 (phospho S40,
ab76026) and Lamin-B1 (ab133741), as well as protease and phos-
phatase inhibitor cocktail (EDTA-free, ab201120), 10× bloking buffer
(ab126587) and horseradish peroxidase (HRP)-conjugates secondary
antibodies were purchased from Abcam (Cambridge, MA, USA). PHO-
Erk1/2 (Thr202/Tyr204, mAb #4370) Erk1/2 (#9102), PHO-MEK1/2
(Ser217/221, mAb #9154) total MEK1/2 (#9122), PKCε (22B10,
#2683), hemeoxygenase-1 (HO-1) (#5061) and Erk1/2 inhibitor 1,4-
diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(o-aminophenylmercapto)butadiene
monoethanolate also known as U0126 (U) (#9903) were purchased
from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Monoclonal an-
tibodies raised against, PHO-AKT (C-11, sc-514,032), AKT (B-1, sc-
5298) and polyclonal antibody against Nrf2 (H-300, sc-13,032) were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).
Biotin 3’end DNA labeling kit (89818), chemiluminescent nucleic acid
detection module (89880) and lightshift chemiluminescent electro-
phoretic mobility shift assay (EMSA) kit (20148) were from Thermo
Scientific (Rockford, IL, USA). An enhanced chemiluminescence de-
tection system was obtained from Merck Millipore Corp. (Bedford, MA,
USA), and the PI3K inhibitor wortmannin (W) (681676) was purchased
from Calbiochem (San Diego, CA, USA).

2.2. Methods

Animals experiments were performed in compliance with the
ARRIVE guidelines and were carried out in accordance with the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH-US Publications
No.8023, revised 1978) and the management of biological residues in
accordance to the Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999.
Experimental protocol design was mostly according to the “Practical
guidelines for rigor and reproducibility in preclinical and clinical studies on
cardioprotection” [25]. Male Wistar rats (300 g) were used in this study.
The animals were injected with 63 mg/Kg i.p. sodium pentobarbital and
1.7 U/Kg i.p. heparin and assessed for complete lack of pain response by
determining pedal withdrawal reflex. Each animal was intubated
through an inserted cannula into the trachea and connected to a re-
spirator for small animals (Harvard Apparatus, Holliston, MASS, USA).
Lateral thoracotomy was performed to expose the heart and to occlude
5 min the main branch of the left coronary artery, near its origin be-
neath the left atrial appendage with a 6–0 polypropylene suture slip
knot, which was timely released to reperfusion of ischemic tissue
[26,27]. The 5 min occlusion of the main coronary artery has been
shown to produce severe cardiac injury [21,28] and we compared the
infarct size obtained with this protocol against 30 min occlusion of left
anterior descending artery (Suppl. Fig. 2A and B). Hemodynamic
parameters were measured using a pressure-volume catheter (Mikro-
Tip; Millar) inserted into the left ventricle cavity and subsequent ana-
lysis was performed with PVAN Ultra software (Millar, Houston, Tx,
USA).

2.3. Surgical procedures

The experimental protocols are described in Fig. 1. All groups were
stabilized during 10 min, a simulated coronary artery occlusion was

performed, by placing the polypropylene suture around the artery
without occlusion in the sham groups during short term, 10 min after
simulated occlusion (n= 5) or long term, 60 min after simulated oc-
clusion (n = 5). The IR groups were subjected to 5 min occlusion of the
main branch of the left coronary artery producing immediate pallor of
the left ventricle wall. Blood reflow was restored during 10 (n= 5) or
60 min (n = 10) and hemodynamic data were recorded. In the iPostC
groups blood flow was restored during 10 (n = 5) or 60 min (n = 10)
after 3 cycles of 10 s of reperfusion/10 s of re-occlusion [29–31]. The
antioxidant asc 100 mg/Kg (n = 10) [32] and the inhibitors U
1.27 mg/Kg (n = 10) [33] and W 50 nM (100 μL; n= 10) [34], were
injected directly into the muscle wall of the left ventricle of iPostC
hearts. The antioxidant asc was administered at min 3 of coronary
occlusion, whereas U group was stabilized and then was injected fol-
lowed by 30 min before coronary occlusion and W hearts were applied
at min 9 of stabilization.

2.4. Infarct size measurement

At the end of the protocol, the coronary artery was re-occluded for
injection into left ventricle of 1 mL 5% Evan's blue to determine the
extent of risk area [35]. Hearts from each experimental group were
excised (n = 25) and frozen at−20 °C for 20 min, then were cut into 2-
mm transverse slices for incubation in 1% 2,3,5-triphenyl tetrazolium
chloride in sodium phosphate buffer (pH 7.4) during 20 min at 37 °C in
constant agitation. Finally, the slices were immersed in a preservative
solution of phosphate buffer saline containing 0.01% sodium azide, to
enhance the contrast between non-risk zone (blue), risk zone (pale and
red stain) and infarcted area (white) [21]. All slices were photographed
and using the software Image J (NIH, Bethesda, MD, USA) was calcu-
lated the percentage of the infarct size (IS) normalized per area at risk
(AAR) of left ventricle.

2.5. Hydrogen peroxide quantification

Immediately, after in vivo protocol left ventricles were obtained
from each experimental condition reperfused for 10 min (n= 20),
followed by homogenization of fresh cardiac tissue using Dulbecco's
phosphate-buffered saline (DPBS) (2.7 mmol/L KCl, 1.5 mmol/L
KH2PO4, 136.9 mmol/L NaCl, 8.9 mmol/L Na2HPO4

%7H2O and 1%
nonidet P-40 and protease inhibitor cocktail), then centrifuged at 4000g
at 4 °C during 15 min and the supernatant was collected. The assay was
based on the amplex red reaction with hydrogen peroxide in the pre-
sence of HRP [36]. Cardiac homogenates were mixed with 10 μmol/L of
10-acetyl-3,7-dihydrophenoxazine and 0.2 U/mL HRP in Krebs-Ringer's
phosphate glucose buffer (145 mmol/L NaCl, 5.7 mmol/L NaH2PO4,
4.86 mmol/L KCl, 0.54 mmol/L CaCl2, 1.22 mmol/L MgSO4, 5.5 mM
glucose) and incubated in darkness at 37 °C for 60 min. Fluorescence
was detected at 590 nm (emission) using an excitation wavelength of
530 nm in an Spectro-fluorophotometer (Shimadzu RF5000U). Data
were obtained from a hydrogen peroxide standard curve and results
were expressed as nmol hydrogen peroxide per mg of total protein.

2.6. Malondialdehyde determination assay

Samples obtained previously from left ventricles homogenates re-
perfused 10 min (n = 20), were incubated in a reaction mixture con-
taining 15.4 mM 1-methyl-2-phenylindole in the presence of chlor-
hydric acid, at 45 °C during 40 min [37]. Then centrifuged at 3000g for
5 min and the optical density of the supernatant was finally measured
spectrophotometrically (Biotek Synergy HTX multi-mode reader) at
586 nm. A standard curve of tetrametoxypropane was used and data
were expressed as nmol malondialdehyde (MDA) per mg of total pro-
tein.
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2.7. Reduced glutathione content

Monochlorobimane (1 mM) was used to form a stable fluorescent
adduct with glutathione (GSH) in the presence of glutathione S-trans-
ferase (1 U/mL). The assay was performed as described by Fernández-
Checa & Kaplowitz [38]. Samples obtained previously from left ven-
tricles homogenates reperfused 10 min (n = 20), were incubated in the
reaction mixture at 37 °C during 30 min and the fluorescence was as-
sessed at an excitation wavelength of 385 nm and emission wavelength
of 478 nm (Biotek Synergy HTX multi-mode reader). Results were cal-
culated according to standard curve for GSH (nmol) and then normal-
ized per mg of protein.

2.8. Measurement of PKC activity

A commercial kit was used to measure PKC activity in samples of
left ventricles homogenates obtained previously (n= 20) (PepTag
assay, Promega, Madison, WI, USA). Briefly, the change in net charge of
a specific peptide substrate for PKC shifts its mobility in agarose gel,
allowing to distinguish between the phosphorylated and the non-
phosphorylated peptide. Each band was excised from the gel and
melted to quantify the content of the peptide by spectrophotometry at
570 nm. One unit of PKC activity is defined as the number of nanomoles
of phosphate transferred to substrate per minute per milliliter.

2.9. Nuclear protein extraction

Frozen samples from left ventricles reperfused for 60 min (n = 30)
were used for nuclear protein extraction as described by Kuster et al.,
[39]. Left ventricle tissues were pulverized, and nuclear protein ex-
traction was obtained at 4 °C using the NE-PER kit instructions (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA).

2.10. Immunoprecipitation assay

Cardiac homogenates from left ventricles reperfused 10 min ob-
tained formerly (1.5 mg; n= 20) were incubated with 4 μg of primary
antibody to Nrf2 (H-300; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA.)
during 3 h, at 4 °C in a rotary mixer. Then, were added 50 μL of protein
G-sepharose beads (slurry) and incubated overnight at 4 °C in a rotary
mixer. Afterward the samples were centrifuged at 1200g, for 30 s at
4 °C. The beads were washed twice with 50 mM Tris-HCl, 120 mM
NaCl, 0.5% Igepal, 100 mM NaF pH 8.0 and finally centrifuged at 1200g
at 4 °C for 30 s. The beads were collected and 5× SDS sample buffer
was added to perform western-blot assays.

2.11. Western blotting

Left ventricles homogenates formerly obtained (reperfused 10 min;
n = 20) or nuclear protein samples (n= 30) were used for western blot
analysis. Proteins were separated alternatively in 8%, 10% or 15% SDS-
PAGE gels and electro-transferred to polyvinylidene difluoride mem-
branes. Membranes were blocked with 5% non-fat milk or blocking
buffer 1 X (Abcam, Cambridge, MA, USA) for 1 h and then incubated
with primary antibodies at 4 °C overnight. After that blots were in-
cubated with secondary antibodies coupled to HRP and detected by
chemiluminescence.

2.12. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

The oligonucleotide containing the sequence of the ‘antioxidant
response element’ (ARE) (GATCTTTTATGCTGAGTCATGGTTT) was
manufactured by Sigma Aldrich (Toluca, Mexico) and was further
biotin-labeled with a commercial kit (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA). Binding reactions were carried out at room temperature for
60 min in the presence of 50 ng/μL poly (dI%dC), 0.05% nonidet P-40,Ta
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2.5% glycerol, 10 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 0.05 M KCl in 1× binding
buffer using 20 fmol of biotin-end-labeled-ARE (B-ARE) and 10 μg of
nuclear extract.

The competition assay was performed by the addition of an excess
of unlabeled-ARE that was incubated for 30 min before the addition of
the B-ARE sequence. The reaction mixtures were loaded onto native 5%
polyacrylamide gel pre-electrophoresed for 60 min in 0.5× Tris-Borate-
EDTA (TBE) buffer, electrophoresed at 100 V and finally transferred
onto a positively charged nylon membrane in 0.5× TBE at 380 mA for
30 min. Transferred DNA was cross-linked to the membrane and che-
miluminescent detection was achieved using HRP-conjugated strepta-
vidin.

2.13. Statistical analysis

Data are expressed as the mean ± S.D. Differences in all variables
were assessed by one-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey's
multiple comparison's test. A statistically difference of p < .05 or
p < .01 was considered significant. We used the software GraphPad
Prism version 6 for data analysis.

3. Results

3.1. The iPostC exerted protection by maintaining cardiac function and
prevented infarct size, these effects were abolished by the presence of
ascorbic acid

Left ventricular pressure (LVP), left ventricular developed pressure
(LVDP), heart rate (HR), left ventricular end diastolic pressure (EDP),
contractility (max dP/dt) and relaxation (min dP/dt) indexes were
measured during open chest surgery. Baseline values and those regis-
tered after 60 min of reperfusion are shown in Table 1. No significant
differences were obtained in the baseline registers of the different ex-
perimental groups. At the end of reperfusion LVP diminished in the IR

group as compared to the sham group (57 ± 22 mmHg vs.
127 ± 20 mmHg; p < .01). The iPostC maintained LVP at similar
values to those registered in the sham group (120 ± 14 mmHg;
127 ± 20 mmHg) and significantly higher than those of the IR group
(127 ± 14 mmHg vs. 57 ± 22 mmHg; p < .01). The asc addition in
the iPostC hearts resulted in a significant depletion of LVP
(57 ± 21 mmHg). LVDP followed a similar pattern in the IR group was
significantly lower than in the sham group (59 ± 28 mmHg vs.
117 ± 21 mmHg; p < .01), was increased in the iPostC group
(113 ± 11 mmHg) and the asc addition decreased LVDP values
(38 ± 17 mmHg).

HR values were similar between the sham, IR and iPostC groups. A
36.2% decrease was observed in the asc group in comparison with the
iPostC group (210 ± 39 beats/min vs. 329 ± 17 beats/min;
p < .01). On the other hand, EDP was significantly higher in the IR in
comparison to sham (15.5 ± 4.6 vs. 5.7 ± 2.2 mmHg; p < .01), was
maintained in iPostC group (5.1 ± 1.8 mmHg) and was increased in
the +asc group (12.3 ± 5.3 mmHg). The left ventricle systolic func-
tion or max dP/dt was recovered efficiently in the iPostC hearts in
contrast to the IR group (6180 ± 1026 mmHg/s vs.
1158 ± 705 mmHg/s; p < .01) and was affected by asc addition
(+asc) (1319 ± 622 mmHg/s vs. 6180 ± 1026 mmHg/s; p < .01).
The values corresponding to min dP/dt was improved in iPostC hearts
as compared with IR hearts (−4412 ± 1605 mmHg/s vs.
−404 ± 178 mmHg/s; p < .01). The asc addition rendered higher
relaxation values than iPostC (−925 ± 492 mmHg/s vs.
−4412 ± 1605 mmHg/s; p < .01). Due to the asc addition in iPostC
hearts the cardiac function was hindered, probably by perturbation of
redox homeostasis disturbing in consequence activation of protective
mechanisms. Conversely the effect of asc in IR hearts had indeed pro-
tective effects by alleviating oxidative stress in such condition (Suppl.
Table 1). Besides the protective effect of iPostC was able to limit IS
caused by reperfusion injury by a clear diminishment of infarct area
relative to AAR in hearts with iPostC in comparison to IR, this

Fig. 2. Infarct size measurement.
A) Representative images of heart slices corresponding
to IR, iPostC and + asc groups. Blue stain, non-risk
area; Red stain, viable tissue; Pale stain, infarcted area.
B) Infarct size was calculated as percentage related to
area at risk. IS = Infarct size; AAR = area at risk; Data
represents the mean of 5 independent
experiments± S.D. #p < .01 vs. IR; @p < .01 vs.
iPostC. (1-column fitting column), color figure. (For
interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this
article.)
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protective effect was also abolished by the asc addition in iPostC hearts
(Fig. 2). These results indicate that redox homeostasis is crucial for a
proper cardiac function afforded by iPostC application.

3.2. Application of iPostC preserved redox homeostasis and was disturbed
by addition of ascorbic acid

GSH is a reliable indicator of the intracellular redox balance. GSH
content decreased in IR hearts after 10 min of reperfusion as compared
with the sham group (1.96 ± 0.7 vs. 4.4 ± 0.7 nmol/mg protein;
p < .01), whereas in hearts subjected to iPostC, GSH content increased
to 5.7 ± 1.9 nmol/mg. In the iPostC hearts with asc addition (+asc)
the GSH level was not altered and remained at a similar level to iPostC
(5.5 ± 1.1 nmol/mg) (Fig. 3A). Oxidative stress damage was eval-
uated by MDA assessment, a toxic byproduct of lipid peroxidation. The
loss of redox balance by IR was confirmed since MDA levels was in-
creased as compared with sham group (15.1 ± 4.3 vs.
2.7 ± 1.5 nmol/mg protein; p < .01), whereas the levels of MDA in
iPostC hearts were lower than those observed in the IR group
(3.8 ± 2.1 nmol/mg protein; p < .01). MDA levels in the +asc group
did not change in comparison to those levels of iPostC group
(3.1 ± 1.9 nmol/mg protein; Fig. 3B). Additionally, we quantified
hydrogen peroxide after early reperfusion (10 min). Hydrogen peroxide
concentration increased 2.3-fold in the IR group in comparison to the
sham group as represented in Fig. 3C (41.3 ± 9.6 vs.
18.3 ± 2.8 nmol/mg protein; p < .01); this increase was prevented
by iPostC that was 1.8-fold lower than in IR hearts (22.5 ± 7.4 vs.

41.3 ± 9.6 nmol/mg protein; p < .01). These data indicate that IR
disrupts the redox balance towards pro-oxidative state during early
reperfusion, conversely to iPostC, which preserved a redox balance,
since GSH levels were higher, lipid peroxidation was prevented, and
hydrogen peroxide was decreased in comparison to IR group. The
chemical nature of hydrogen peroxide determines its properties as a
triggering molecule in redox signaling. We observed that asc addition
to iPostC hearts (+asc) dramatically decreased hydrogen peroxide
concentration by 3.1-fold in comparison to iPostC group (7.2 ± 3.6 vs.
22.5 ± 7.4 nmol/mg protein; p < .01) and this concurred with the
impairment of cardiac function previously shown in Table 1, indicating
that hydrogen peroxide is involved in cardiac protection afforded by
application of iPostC.

3.3. In iPostC hearts the activation of PKC and Erk1/2 was redox-
dependent but not PI3K/AKT

To investigate the role of redox signaling on RISK activation, we
assessed PKC activity in the +asc group. Increased PKC activity in
iPostC hearts as compared with the IR group was abolished by the asc
addition (Suppl. Fig. 1A and B). To determine if the diminishment ob-
served in PKC activity corresponding to +asc group correlated with
changes in PKCε activation, we evaluated its phosphorylation (PHO-
PKCε) by western blotting. As shown in Fig. 4A, PHO-PKCε decreased in
IR hearts in comparison with the sham group (p < .01). In contrast,
the application of iPostC increased its phosphorylation as compared to
IR hearts (p < .01), whereas asc addition hindered the activation of

Fig. 3. Ischemic postconditioning preserves redox homeostasis.
(A) Reduced glutathione (GSH) content expressed as nmol per mg protein. (B) Malondialdehyde (MDA) content expressed as nmol/mg protein. (C) Quantification of
hydrogen peroxide (H2O2) expressed as nmol per mg protein. Data are the mean of at least 5 experiments. &p < .01 vs. Sham; #p < .01 vs. IR and @p < .01 vs.
iPostC. (1.5 column fitting image).
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PKCε observed in iPostC hearts (p < .01). We also measured the
phosphorylation of PI3K/AKT and MEK1/2-ERK1/2 in iPostC hearts in
such conditions (Fig. 4B, C). Both PHO-PI3K and PHO-AKT levels de-
creased in the IR group as compared to the sham group (p < .01) and
were recovered by iPostC (p < .01). On the contrary to that observed
with PKCε, no changes between iPostC and + asc groups were detected
neither AKT nor PI3K phosphorylation. We also observed that PHO-
MEK1/2 (p < .01) and PHO-Erk1/2 (p < .01) decreased in IR group
in comparison to sham group and both kinases augmented in the iPostC
group (p < .01). Although no changes in MEK activation were induced
by asc addition in iPostC hearts, indeed decreased Erk1/2 activation as
compared to iPostC hearts (p < .01). Our data suggests that PI3K, AKT
and MEK activity do not depend of redox signaling, in contraposition
with that observed for Erk1/2 activity, which is redox-dependent and
such activation is independent of the canonical pathway mediated by
MEK. Overall, these results imply that the cardiac dysfunction induced
by asc in iPostC hearts likely due to a partial inhibition of the protective
redox-signals involving PKCε and Erk1/2 and suggests that hydrogen
peroxide could be a trigger of such condition.

3.4. Inhibition of redox signaling in iPostC hearts abolished Nrf2 activation

The nuclear accumulation of transcription factor Nrf2 after 60 min
of reperfusion is shown in Fig. 5A. Nuclear content of Nrf2 was lower in
the IR group than in the sham group (p < .01), whereas iPostC in-
creases the content of nuclear Nrf2 in comparison to IR (p < .01) and
this effect was diminished in presence of asc (+asc) (p < .05).

EMSA assay was performed using nuclear extracts of hearts after
60 min of reperfusion to evaluate Nrf2 binding to B-ARE sequence in
the different experimental groups. In Fig. 5B is shown that iPostC in-
creased the formation of the complex Nrf2:B-ARE in comparison with
IR, (upper shift band in lane 4 and 8 vs. 3 and 7), this effect was avoided
by asc addition in the iPostC hearts (lanes 5 and 9 vs. 4 and 8). These
results indicate that redox signaling is involved in the downstream Nrf2
nuclear accumulation and further ARE-binding.

3.5. Role of MEK/Erk1/2 signaling in Nrf2 activation by iPostC

To determine the correlation between MEK1/2-Erk1/2 phosphor-
ylation and downstream Nrf2 activation we used the specific MEK1/2

Fig. 4. PKCε and Erk1/2 activation in iPostC hearts was abolished by ascorbic acid.
(A) PHO-PKCε and PKCε content were immunodetected. The content corresponding to phosphorylated PKC was normalized to total PKCε. (B) Representative blots of
total and phosphorylated PI3K and AKT (C) PHO-Erk1/2 and PHO-MEK normalized to their corresponding total protein. Data represents the mean of at least 5
experiments± S.D. &p < .01 vs. Sham; #p < .01 vs. IR and @p < .01 vs. iPostC. (1.5-column image).
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inhibitor, U. The pharmacological inhibition of Erk1/2 signaling in the
iPostC hearts, affected the heart performance during reperfusion, LVP,
LVDP, HR, EDP, contractility and relaxation indexes were altered in
comparison to iPostC hearts (suppl. Table 1). In this sense, there was
also an increase of 4.1-fold of IS compared to iPostC group (Fig. 8A, B).
In Fig. 6A is shown PHO-MEK and PHO-Erk1/2 content in iPostC hearts
treated with U after 10 min of reperfusion. A significant decrease in the
phosphorylation of both kinases was observed in the IR group as
compared with sham hearts (p < .01), application of iPostC increased
the levels of PHO-MEK1/2 and PHO-Erk1/2 in comparison to IR group
(p < .01), whereas both kinases were inhibited by U administration
(+U; p < .01). We observed that MEK/Erk1/2 inhibition in the +U
group did not decrease Nrf2 phosphorylation at Ser40 at early re-
perfusion (Fig. 6B). To determine if Erk1/2 inhibition could exert a late
effect on Nrf2 activation, we also evaluated Nrf2 nuclear accumulation
and binding to B-ARE sequence after 60 min of reperfusion in iPostC
hearts. Erk1/2 inhibition in iPostC hearts (+U) did not limit Nrf2 nu-
clear accumulation in comparison to iPostC group (Fig. 6C). Fig. 6D
shows a representative image of EMSA assay. It is observed that the
basal binding of Nrf2 to the ARE sequence (lanes 2 and 5) decreased in
the IR group (lanes 3 and 6), increased in the iPostC group (lanes 4 and
7) and was maintained in presence of Erk1/2 inhibitor (+U) (lanes 8
and 9).

3.6. Role of PI3K/AKT signaling in Nrf2 activation by iPostC

We also evaluated the possible correlation between PI3K/AKT and
downstream Nrf2 activation using W, a specific inhibitor of this
pathway. The pharmacological inhibition of PI3K/AKT signaling in the
iPostC hearts (+W), altered the following hemodynamic parameters
during reperfusion, LVP, LVDP, HR, EDP, contractility and relaxation
indexes in comparison to iPostC hearts (suppl. Table 1). Besides the
PI3K/AKT inhibition (+W) increased 2.9-fold the infarcted area in
comparison to iPostC hearts (p < .05) (Fig. 8A and B). PI3K and AKT
phosphorylation are shown in Fig. 7A; after 10 min of reperfusion the
activation of PI3K and AKT of IR group decreased in comparison to

sham (p < .01), whereas both kinases augmented their phosphoryla-
tion in iPostC hearts in comparison to IR (p < .01) and PI3K/AKT
inhibition in the iPostC hearts (+W) blocked such increase (p < .01).
On the other hand, although Nrf2 phosphorylation concurred with the
decrease of PI3K/AKT activity by W in iPostC hearts at early reperfu-
sion (Fig. 7B), the nuclear accumulation of Nrf2 was not decreased and
the binding to ARE sequence was even higher than iPostC group
(Fig. 7C and D). To corroborate these results, we measured the content
of two antioxidant enzymes transcriptionally regulated by Nrf2. In
Fig. 7E is shown content corresponding to γ-GCS and HO-1, both were
increased in iPostC hearts in comparison with the IR group (p < .01),
however the effect of PI3K inhibition in iPostC hearts did not modify
the antioxidant protein levels.

4. Discussion

Redox imbalance leading to oxidative injury is related with myo-
cardial cell death and impairment of heart function during reperfusion,
whereas strategies that preserves redox homeostasis allows activation
of survival signaling pathways to maintain a proper heart function. Our
results showed the application of iPostC is crucial to maintenance of
redox balance as a part of cardiac protection owing to GSH levels were
preserved and MDA was not increased after the first minutes of re-
perfusion. In the iPostC hearts with asc, neither GSH nor MDA levels
were significative changed, indicating that the effects we found on
signaling was solely due to asc presence in the cell rather than pro-
moting a reductive state through GSH increase. It has been well es-
tablished that ROS can act as second messengers. Hydrogen peroxide is
the main molecule in redox signaling, as it is capable to oxidize a wide
range of substrates by reacting with specific thiols, that act as sensors to
transmit the redox signal [40]. Now can recognize also that ROS can act
as second messengers in heart protection [41–43] and addition of
exogenous antioxidants remarkably has abrogated the cardioprotective
effects of strategies such as iPostC, likely by promoting a transient re-
ductive environment [24,44]. Noteworthy, our data shows the anti-
oxidant asc depleted hydrogen peroxide levels in the iPostC hearts and

Fig. 5. In iPostC hearts ascorbic acid abolished Nrf2 nu-
clear translocation and its transcriptional activity.
(A) Nuclear content of Nrf2 related to Lamin B. Data are
the mean ± S.D. of 5 experiments. &p < .01 vs. Sham;
#p < .01 vs. IR and **p < .05 vs. iPostC. (B)
Transcriptional activity was assessed by electrophoretic
mobility shift assay (EMSA) in all experimental groups
(after 60 min reperfusion). Nrf2 binding to B-ARE (ARE-
biotin labeled) forms a shift band at the top of the gel. In
the lane 1 it is shown the migration of free B-ARE in the
non-denaturing gel of polyacrylamide. Lanes 2–9 show the
Nrf2:B-ARE complex in sham (S), ischemic-reperfused
(IR), ischemic post-conditioned (iPostC) and post-condi-
tioned hearts treated with ascorbic acid (+asc). Lane 10
shows the competition assay in which an excess of un-
labeled ARE (U-ARE) was included. The image is re-
presentative of 6 independent experiments. (1.5-column
fitting figure).
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this concurred with the impairment of heart function. Indeed, disrup-
tion of redox homeostasis towards a pro-reductive state has been de-
scribed as ‘reductive stress’ [45], abolishing the redox signaling causing
detrimental and pathological effects in hearts [46–48]. As prolonged

and overwhelming unbalance either towards oxidative or reductive
states are harmful for the cell, it can be speculated that the dis-
appointing results exerted by antioxidant therapies in the setting of
ischemic reperfused heart damage [49–51], that have been even

Fig. 6. Nrf2 transcriptional activation is independent of Erk1/2 signaling in iPostC hearts.
(A) PHO-MEK and PHO-Erk1/2 in the presence of U0126 (+U). (B) PHO-Nrf2 normalized to total-Nrf2 in reperfused groups for 10 min. (C) Nrf2 content normalized
with Lamin B in nuclear fractions. Graphics show the mean data of at least 5 experiments± S.D. &p < .01 vs. Sham; #p < .01 vs. IR; @p < .01 vs. iPostC and non-
significant: n.s. (D) Representative EMSA of 6 different experiments, showing Nrf2:B-ARE complex formation. Lane 1 corresponds to free B-ARE migration. Lanes 2–9
show complex formation of sham (S), ischemic-reperfused (IR), ischemic post-conditioned (iPostC) and post-conditioned hearts treated with inhibitor U0126 (+U).
Lane 10 shows competition assay (C). (1.5-column fitting figure).
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deleterious [52], might result not only from inadequate delivering in
the sites of ROS generation or from the inopportune concentration, but
from the establishment of a more reductive state in the cardiac cell. We
found that the impairment of heart performance by the asc effect in
iPostC hearts correlated with hydrogen peroxide depletion and with the
diminishment of PKCε and Erk1/2 activation but did not inhibit MEK
and PI3K/AKT signaling in such conditions. In this sense, a prominent
research group has proposed that ROS act as mediators rather than
triggers of cardioprotection, as their concentration is raised after mi-
toKATP opening and regulate mitochondrial PKC activation [53]. Ac-
cording to our results we propose that hydrogen peroxide could act as a
trigger of the redox signaling because its depletion by asc in the iPostC
hearts, at the first minutes of reperfusion partially inhibited PKC and
Erk1/2 activation. Although our results showed that PI3K/AKT

activation was not redox-dependent in these conditions, it has been
described that this pathway could be regulated by S-nitrosylation pro-
cess. In ischemic brains PTEN (Phosphatase with sequence homology to
tensin) was inhibited by S-nitrosylation augmenting AKT signaling
promoting cell survival [54]. So far, many research groups have de-
scribed the activation of the RISK pathway at early reperfusion to
protect heart [13,14,55], nevertheless the targets involved by such
activation have not been fully described.

The transcription factor Nrf2 contributes to maintain long-lasting
protection in iPostC hearts, as it involves de novo synthesis of anti-
oxidant proteins [21]. To evaluate the implications of redox signaling
on downstream activation of Nrf2, we evaluated its activity after asc
application in iPostC hearts and after pharmacological inhibition of
ERK1/2 or PI3K, in order to know if Nrf2 could be a target of these

Fig. 7. Transcriptional activation of Nrf2 was not mediated by PI3K/AKT in the iPostC hearts.
(A) PHO-PI3K and PHO-AKT content obtained after 60 min of reperfusion related to their corresponding total protein. Sham (S), ischemic-reperfused (IR), ischemic
post-conditioned (iPostC) and post-conditioned treated with wortmannin inhibitor (+W). (B) PHO-Nrf2 (Ser40) and total-Nrf2 detected in samples subjected to
Nrf2:immunoprecipitation (IP). (C) Total Nrf2 content obtained after 60 min of reperfusion in nuclear fractions. Lamin B1 was evaluated as a loading marker. (D)
EMSA showing free B-ARE migration (lane 1), complex formation in experimental groups (lanes 2–5 and 7–10) and competition assay (lane 6; C). (E) γ-Glutammil
cysteine synthetase (γ-GCS) and hemeoxygenase-1 (HO-1) content after 60 min of reperfusion related with actin as loading marker. Data are the mean of at least 5
experiments± S.D. &p < .01 vs. Sham; #p < .01 vs. IR; @p < .01 vs. iPostC and non-significant (n.s.). (2-column fitting figure).

Fig. 8. Infarct size measurement.
A) Representative images of heart slices corresponding to inhibitors ad-
ministration to iPostC hearts: +U (U0126) and + W (wortmannin)
groups. Blue stain, non-risk area; Red stain, viable tissue; Pale stain, in-
farcted area. B) Infarct size was calculated as percentage related to area at
risk. IS = Infarct size; AAR = area at risk; Data represents the mean of 5
independent experiments± S.D. @p < .01 vs. iPostC; **p < .05 vs.
iPostC. (1.5-column fitting column), color figure. (For interpretation of
the references to color in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)
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kinases. Our results show that Nrf2 activation is likely related with
hydrogen peroxide-signaling since its depletion by asc in iPostC hearts
decreased Nrf2 activation. Pharmacological inhibition of Erk1/2 did
not inhibit Nrf2 transcriptional activation in iPostC hearts, neither
phosphorylation at Ser40, nuclear accumulation nor binding to ARE
sequence. Of note, phosphorylation of Ser40 in Nrf2 is crucial for its
activation, promoting Keap1 disruption [56]. In the sequence of Nrf2
there are only 2 potential target sites for phosphorylation at Ser426 and
Ser569 by Erk1/2, that is a Ser/Thr kinase, which phosphorylates
preferentially Ser flanked by Pro residues [57]. Hypothetically, Nrf2
has not suitable residues to be phosphorylated by Erk1/2. Although, it
has been reported that stimulating HepG2 cells with butilated hydro-
xyanisole, resulted in enhancement of Nrf2 activation mediated by
Erk1/2 phosphorylation [58], nevertheless Nrf2 does not appear to be a
direct target of Erk1/2 in the iPostC hearts, thus Erk1/2 signaling has
other protective targets. In this context, our group reported that Erk1/2
is translocated into mitochondria of iPostC hearts contributing to pre-
serve their function and conferring cell protection [59]. Therefore, the
cardioprotective effects of Erk1/2 in iPostC hearts are independent of
those exerted by Nrf2. Finally, pharmacological inhibition of PI3K in
the iPostC hearts did not inhibit Nrf2 transcriptional activity, it would
seem that the binding to ARE sequence was increased, although HO-1
and γ-GCS content were not changed in such conditions. For instance,
there is a report that propose that PI3K/AKT/Nrf2 signaling confers
cardioprotection in a model of hyperbaric oxygen preconditioning [60],
however in the iPostC hearts the activation of Nrf2 is independent of
PI3K signaling. Our results together indicate that Nrf2 activation in
iPostC hearts is related with hydrogen peroxide-signaling in an-in-
dependent way of the survival signaling of PI3K and Erk1/2.

Notably, a raising question would be whether this mechanism could
be activated by iPostC also in female rat hearts, because IS has shown to
be gender-dependent. Indeed, it has been reported that short-duration
ischemia increases IS more in female than male rat hearts [61] and
besides it seems that gender differences influence the activation of
cardioprotective pathways [62,63].

5. Conclusion

We provide new insights about the paramount role of redox-balance
preservation by iPostC and the role of hydrogen peroxide as a trigger of
survival signals driven by kinase-dependent mechanisms. The cardiac
protective signaling activated by iPostC include redox–dependent and
–independent mechanisms, which act in concert activating different
pathways in order to prevent reperfusion injury and concurs with the
activation of Nrf2.
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