
Resumen

La prevención de enfermedades y la conservación
de los alimentos han motivado que el mundo indus-
trial y el científico se interese por conocer con mayor
detalle el modo de acción de los probióticos como ali-
mentos funcionales y en particular las bacteriocinas
que producen, por sus propiedades antimicrobianas.
Cada día se descubren más bacteriocinas y se anali-
zan sus mecanismos de acción a nivel molecular. No
cabe duda, que en los próximos años se tendrá un
mejor conocimiento de estos péptidos, que permitan
aprovechar al máximo su potencial en beneficio del
hombre, no sólo a nivel de la industria alimentaria
como conservadores, sino además como nuevas al-
ternativas antibióticas y como bioterapéuticos en la
prevención de ciertas patologías. En esté último sen-
tido, Halocina H6 y en concreto PINHE (un péptido
derivado de esta bacteriocina procedente de haloar-
queas), ha mostrado ser un buen candidato para pre-
venir los daños ocasionados por isquemia y repercu-
sión en el infarto de miocardio.

Palabras clave: Bacteriocinas, probioticos, PINHE,
Halocina H6, inhibición Na+/H+, infarto de miocardio. 

Abstract

The prevention of the occurrence of diseases in the
individuals and the conservation of the foods has mo-
tivated that the industrial world and the scientist is in-
terested to know with greater detail the way action
the probiotics and in particular those that produce
bacteriocins, for their antimicrobial properties. Every
day more bacteriocins are discovered and analyzed its
mechanisms of action at the molecular level. There is
no doubt that in the next few years will have a better
understanding of these peptides, which allow to ma-
ximize their potential for the benefit of man, not only
at the level of the food industry as a conservative, but
also as new antibiotic options and as bioterapeutics in
the prevention of certain diseases. In the latter re-
gard, Halocina H6 and in particular PINHE (a peptide
derived from this haloarchaeal bacteriocin) has been
shown to be a good candidate for preventing dama-
ge caused by ischemia and reperfusion, en myocar-
dial infarction. 

Key words: Bacteriocins, probiotics, PINHE, Halocina
H6, Na+/H+ inhibition, Myocardial infarction.
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Introducción

A través de la evolución, los microorganismos han
desarrollado distintas estrategias para competir por nu-
trientes en su medio ambiente. Por ejemplo algunos
han mejorado sus sistemas de quimiotaxis y otros han
elaborado compuestos antimicrobianos para inhibir a
otros miembros del ambiente. Diversas son las sustan-
cias antagónicas que los microorganismos producen
para dominar en su hábitat, desde los antibióticos de
amplio espectro, productos del metabolismo como áci-
dos orgánicos, moléculas quelantes de hierro (siderófo-
ros) y bacteriocinas. 

La bioconservación es un método basado en el em-
pleo de microorganismos, o de sus productos metabó-
licos, para inhibir o destruir microorganismos indesea-
bles. Una forma de actuar de los llamados probióticos
para lograr alcanzar un buen estado de salud del indi-
viduo, es a través de la resistencia otorgada contra la
invasión de microorganismos patógenos. Entre las bac-
terias probióticas más utilizadas para el consumo hu-
mano se encuentran (aunque no de forma exclusiva)
las llamadas bacterias ácido lácticas (BAL), que inclu-
yen a las siguientes: Lactobacillus acidophilus, L. plan-
tarum, L. casei, L. casei spp rhamnosus, L. delbrueckii
spp bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lactococcus
lactis spp lactis, Lactococcus lactis spp. cremoris,
Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. adolecentis, B.
longum, B. breve, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, entre otros 1.

Las BAL proporcionan sabor y textura, incrementan el
valor nutricional de los alimentos, y ya desde hace dé-
cadas se vienen utilizando en la industria alimenticia
como bioconservadores, debido a la producción de bac-
teriocinas y otras sustancias que ejercen acción anti-
bacteriana contribuyendo a prevenir la descomposición
de los alimentos. 

Las bacteriocinas de las BAL son péptidos que impi-
den el crecimiento de bacterias alterantes y patógenas
de los alimentos, con la ventaja frente a los conserva-
dores químicos, de ser proteínas que al biodegradarse
no forman compuestos secundarios.

En la naturaleza existe una enorme diversidad de
este tipo de substancias. Las bacteriocinas han sido en-
contradas en casi todas las especies bacterianas exami-
nadas hasta la fecha, y aún dentro de una especie po-
drían ser producidas diferentes tipos de bacterocinas.
Se piensa que el 99% de todas las bacterias pueden
producir cuando menos una bacteriocina y la única ra-

zón de que no se hayan aislado es debido a que han
sido muy poco estudiadas. 

Las bacteriocinas se definen como proteínas y péptidos
biológicamente activos, que tienen propiedades bacterici-
das contra otras especies estrechamente relacionadas,
miembros de la misma especie o especies muy relaciona-
das con la cepa productora. Sin embargo, recientemente
este concepto se ha modificado, ya que se ha encontra-
do también acciones bactericidas contra cepas distancia-
das filogenéticamente de la cepa productora.

Entre las bacteriocinas más representativas a nivel de
la industria alimentaria están 1:

- Nisina, descrita en 1928, fue la primera bacterioci-
na aislada a partir de la bacteria ácido láctica
Lactococcus lactis subsp lactis. Es la bacteriocina
mejor caracterizada Es un péptido de 34 aminoáci-
dos y bajo peso molecular (inferior a 5 KDa) utiliza-
da como conservador de alimentos y la única reco-
nocida por la FDA con la categoría GRAS (Generally
Recognized As Safe). No requiere de un receptor
unido a la membrana de la célula blanco ya que re-
conoce la composición fosfolipídica de la célula. Su
síntesis es compleja requieriendo procesos de
transcripción, traducción, modificaciones post-tra-
duccionales, secreción, procesamiento, y señales
de transducción. Se produce de forma natural en al-
gunos productos lácteos donde se utiliza como adi-
tivo para prevenir la descomposición ocasionada
por bacterias Gram positivas, especialmente Clos-
tridium, Staphylococcus, Bacillus y Lysteria. 

- Pediocina PA-1 y sakacina P son péptidos que tie-
nen la secuencia consenso en la región N-terminal
TGNGVXC con un papel importante en la capacidad
de reconocimiento de la membrana de la célula
blanco. Pediocina es producida por Pediococcus
acidilactici se utiliza como conservador en produc-
tos vegetales y cárnicos y se ha observado una ele-
vada actividad contra especies de Listeria por lo
que tiene un alto potencial para ser utilizado como
conservador en alimentos lácteos.

- Lactococcina G y plantaricinas EF y JK, también de
síntesis compleja (regulada por la acción de 5 ope-
rones con 21 genes diferentes) son formadores de
complejos de poración y tienen actividad antimicro-
biana cuando interactúan como un sistema de 2
péptidos diferentes necesarios para la formación de
poros y consecuente disipación del potencial de
membrana.
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- Divergicina A y acidocina B, son péptidos peque-
ños, termoestables, no modificados y que se trans-
portan mediante péptidos líder. Divergicina A, pro-
ducida por Caernobacterium divergens LV13, se
caracteriza por poseer un sistema de secreción que
involucra la presencia de un péptido señal. Tiene
un peso molecular de 4.6 kDa, es de naturaleza hi-
drofóbica y posee en su extremo N-terminal un si-
tio de rompimiento Ala-Ser-Ala (a diferencia de la
acidocina B que tienen un sitio de rompimiento Gli-
Gli), y actúa como péptido señal para el uso del sis-
tema de secreción de la célula.

- Helveticinas J y V, acidofilicina A y lactacinas A y B
son péptidos grandes (mayores de 30 kDa), siendo
poco conocidas sus características bioquímicas y su
modo de acción. Helveticina J, producida por
Lactobacillus helveticus, se encuentra de manera
natural en quesos madurados, es una proteína de
37 kDa. termolábil (30 min a 100ºC) y el gen que
la produce se localiza en el DNA cromosomal. 

- Lactococina A es una bacteriocina producida por
ciertas cepas de Lactococcus lactis. A diferencia de
otras bacteriocinas producidas por bacterias lácti-
cas, como la nisina o la pediocina PA-1, su espec-
tro antimicrobiano es muy reducido y se limita a
ciertas cepas de lactococos. Sin embargo, la lacto-
cocina A puede tener aplicaciones prácticas en la
industria láctea ya que ejerce un efecto lítico sobre
lactococos empleados como cultivos iniciadores en
las industrias queseras. La liberación de enzimas
intracelulares en la matriz del queso juega un pa-
pel importante en el desarrollo de las propiedades
organolépticas y en la aceleración de la maduración
de ciertos tipos de quesos 2.

- Enterocina P (EntP) es una bacteriocina producida
por E. faecium P13, una BAL aislada de un chorizo
elaborado artesanalmente, y que muestra una po-
tente actividad antimicrobiana frente a Listeria mo-
nocytogenes. A pesar de su innegable potencial
como conservante natural de los alimentos, dicha
bacteriocina está producida por una cepa de Ente-
rococcus, un género que se ha asociado, en algu-
nas ocasiones, a problemas de tipo sanitario. Por
tanto, la selección de la EntP como bioconservante
alimentario pasaría por su producción en hospeda-
dores más seguros o en otros microorganismos de
interés en la industria alimentaria (Escherichia coli,
Methylobacterium extorquens, Lactococcus lactis y
Pichia pastoris) 3.

- Enterocina AS-48, que podría utilizarse a medio pla-
zo como bioconservante de alimentos, es una bacte-
riocina producida por Enterococcus faecalis S-48. Se
caracteriza por poseer una estructura circular, es de-
cir, por tener sus extremos unidos, a diferencia de la
gran mayoría de proteínas, que poseen un comien-
zo y un final. AS-48 es muy estable frente al pH y la
temperatura y posee un amplio espectro de acción
frente a numerosas bacterias, incluidas bacterias pa-
tógenas transmitidas por alimentos, por lo que es
una molécula idónea para ser utilizada como biocon-
servante. Además dado que, en los últimos años el
aumento de la resistencia bacteriana a antibióticos
ha hecho necesaria la búsqueda de nuevos agentes
antimicrobianos, los péptidos antimicrobianos catió-
nicos naturales, como las bacteriocinas, “constituyen
una buena alternativa” 4.

El conocimiento del modo de actuación de las bacte-
riocinas sobre las membranas bacterianas permitirá en
el futuro, diseñar moléculas antimicrobianas con nue-
vas características siendo hoy un importante campo de
investigación. 

Los efectos beneficiosos de los probióticos en la sa-
lud humana y en la nutrición están siendo cada vez más
reconocidos. Diferentes grupos de trabajo, que estu-
dian las propiedades y la funcionalidad de los microor-
ganismos vivos en la dieta, sugieren que los probióticos
desempeñan un papel importante en las funciones di-
gestivas, inmunitarias y respiratorias, y podrían tener
un efecto significativo en el tratamiento de las enferme-
dades infecciosas, especialmente en los niños y en las
poblaciones de alto riesgo. 

El tema de las bacteriocinas producidas por bacterias
ácido lácticas contenidas en la comida fermentada ha
sido objeto de estudio durante los últimos 20 años. Se
han caracterizado numerosos péptidos y ambos cam-
pos (probióticos y bacteriocinas) han atraído la aten-
ción de la comunidad científica para hacer frente al pro-
blema de las resistencias bacterianas. De hecho, dos
lantibióticos (la nisina y la lacticina se han utilizado para
la prevención de la mastitis 5. 

Resulta de enorme interés a nivel biomédico el es-
tudio de las halocinas, proteínas del tipo bacteriocina
producidas por microorganismos del Dominio Archaea,
siendo de destacar los estudios realizados con Halo-
cina H6, cuya actividad sobre el intercambiador
Na+/H+ (NHE) es atribuida a un péptido derivado de la
misma y que se denomina PINHE. 
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El intercambiador NHE, es un mecanismo presente
en las membranas de todos los tipos celulares, tanto
procariotas como eucariotas, y cataliza un intercambio
electroneutro de H+ intracelular por Na+ extracelular 5-

9. Se sabe desde hace años que participa a nivel celu-
lar en procesos vitales que dependen del intercambio
iónico transmembrana, tales como homeostasis de io-
nes, pH intracelular, volumen celular, adhesión, deter-
minación de la forma, migración y proliferación. La ac-
tividad normal del NHE es por tanto de importancia
vital para la célula. Sin embargo, hay situaciones en
las que existe un proceso anormal de hiperactividad
del NHE que conducen a un proceso patológico. Desde
el punto de vista tisular el NHE está implicado en di-
versos procesos fisiológicos y patológicos de vital im-
portancia como la isquemia cardiaca, cerebral e intes-
tinal, en los procesos de reperfusión tras un periodo
de isquemia, la diuresis, la hipertensión arterial, la di-
visión de las células tumorales, la acidez gástrica, el
transporte epitelial, la activación de los macrófagos,
etc. 10-12. El tratamiento de todos estos procesos pa-
tológicos mencionados anteriormente, podría verse
mejorado en caso de disponer de un buen inhibidor
del NHE. La investigación acerca de la inhibición del
intercambiador NHE, ha cobrado interés en los últimos
años, dado el efecto protector observado sobre mio-
cardio isquémico y reperfundido tras un infarto. La hi-
pótesis sobre la que se trabaja es, que como conse-
cuencia de la isquemia se produce una escasez de
energía y una acidificación del citoplasma de las célu-
las cardíacas que activa el intercambiador NHE. Como
consecuencia, se produce una acumulación de Na+ in-
tracelular en intercambio con H+ que fuerza al inter-
cambiador Na+/Ca++ a operar en sentido inverso, pro-
duciendo un aumento del Ca++ citosólico hasta niveles
tóxicos que conducen a la muerte celular. La utiliza-
ción de un inhibidor del intercambiador Na+/H+ puede
mejorar dicho cuadro patológico al evitar este “efecto
cascada”. Así lo demuestran diversos trabajos con pro-
ductos sintéticos que ejercen esa acción inhibidora,
amiloride y sus análogos (EIPA, DMA, MIA, AHMA) 13-

18. Otros inhibidores sintéticos, HOE694 y HOE642, en
fase de experimentación, ejercen también efectos be-
neficiosos post-isquémicos, tanto sobre arritmias
como a nivel de la hemodinámica y mecánica cardia-
ca 11;14;19-23. Cariporide y Zoniporide otros derivados
más específicos y potentes, que han mostrado ser
efectivos por reducir la zona de necrosis en infartos
experimentales de miocardio, tienen el grave inconve-
niente de ser poco reversibles 24-26.

Ya en 1996 se demostró el efecto protector que tenía
sobre la isquemia cerebral el bloqueo de NHE, gracias
a experimentos con un modelo celular de isquemia ba-
sado en el bloqueo de la glucólisis 27. Más tarde, estu-
dios con un inhibidor sintético (SM20200) demostraron
que la activación de NHE estaba directamente relacio-
nada con los daños celulares neuronales y de la glia y
que la inhibición de NHE tendría un gran valor terapéu-
tico 28. Dicha inhibición reduciría la progresión de los
daños de la isquemia y la formación del edema cerebral
y atribuían parte de esos daños a la acumulación de
neutrófilos que se reduciría por la inhibición de NHE 29. 

En la actualidad no se dispone de inhibidores fisioló-
gicos de origen natural específicos del intercambiador
NHE. Los NHE son inhibidos por compuestos sintéticos
como amiloride 30 y sus análogos como EIPA 31, pero no
lo hacen de forma específica, inhibiendo a la vez otros
intercambiadores, como Na+/Ca++ y canales inespecífi-
cos de Na+. A pesar de estas limitaciones con elevado
número de efectos secundarios, amiloride se está utili-
zando en terapéutica como diurético. Por otra parte, al-
gunos derivados de la benzoilguanidina que han mos-
trado ser más específicos y potentes, Cariporide (HOE
642), HOE 694 11;12 y Zoniporide tienen el grave incon-
veniente de ser difíciles de revertir 24-26.

Frente a este grave inconveniente que es la falta de
reversibilidad, tenemos las halocinas que proceden de
microorganismos del Dominio Archaea y de las cuales
se han aislado y purificado algunas de ellas 32-34 com-
probándose un efecto inhibidor sobre intercambiadores
Na+/H+ de halobacterias 35. En concreto, se ha aislado
una cepa sobreproductora de halocina H6, la cepa ali-
cante SPH7 de Haloferax gibbonsii. H6 es una proteína
de 30 KDa obtenida del sobrenadante del cultivo, que
conlleva un largo y costoso proceso de purificación.
Trabajos posteriores se han centrado en aislar de la
cepa anterior un péptido, asociado a la halocina, que
contiene toda la actividad inhibidora de ésta sobre el
transportador NHE. Este péptido (PINHE), es el único
inhibidor biológico (proteico) descrito hasta el momen-
to, del intercambiador Na+/H+ en eucariotas 36;37;72. Su
purificación es mucho más sencilla y económica que
con la halocina de la que deriva. Los trabajos realizados
sobre él han permitido la elaboración de una patente36

y su descripción lo señala como un péptido hidrofóbico
de 28 aminoácidos que ejerce una inhibición específica,
reversible y dosis-dependiente del intercambiador
Na+/H+ (NHE) de células de mamífero incluyendo al
hombre37.
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PINHE es la primera molécula de origen natural (pro-
cedente de haloarcheas) que ejerce actividad inhibidora
sobre el transportador Na+/H+, no sólo en procariotas
sino también en eucariotas por lo que estaría implicado
en diferentes aspectos de la Fisiología y Patología, tales
como el reestablecimiento de la homeostasis del pH cito-
sólico cuando tiene lugar una acidificación 7;8, lesiones
debidas a isquemia y reperfusión 14;18;20;38;39, hiperten-
sión 40, diabetes 41, regulación de la homeostasis del vo-
lumen celular 42, etc. PINHE como inhibidor de NHE
constituye una novedad frente a los inhibidores descritos
hasta la fecha, todos ellos de origen sintético y en distin-
tas fases de investigación ya que por el momento solo
amiloride, principio activo de (Ameride“) está siendo uti-
lizado, como diurético ahorrador de potasio. 

Experimentos preliminares de halocina H6 y PINHE
con animales sugieren que PINHE es un buen candida-
to para prevenir los daños ocasionados por la isquemia-
reperfusión. Las principales ventajas que ofrece PINHE
respecto al resto de inhibidores del NHE conocidos has-
ta el momento, se deben a su naturaleza proteica, lo
que posibilita su mejora sobre la base de la ingeniería
genética y de proteínas. Y además que inhiba específi-
camente el NHE de células eucariotas, de la misma for-
ma que ya se demostró para las haloarqueas 30, es un
hecho realmente sorprendente, ya que es la primera
vez que una sustancia del tipo bacteriocina muestra ac-
tividad similar frente a células eucariotas y procariotas,
lo que abre un nuevo campo de investigación de los
productos derivados del Dominio Archaea.

El objetivo final del presente trabajo es demostrar
que PINHE péptido derivado de una bacteriocina de ha-
loarqueas: (1) inhibe el transportador NHE de células
eucariotas, (2) evita la acumulación intracelular de Na+
y Ca++ en un modelo de isquemia celular y (3) prote-
ge frente al daño de isquemia-reperfusión en un mode-
lo animal de infarto de miocardio.

Material y Métodos

1. CÉLULAS UTILIZADAS

1.1. Archaeas

Se han utilizado Haloferax gibbonsii alicante SPH7
(CECT 4547) como cepa propductora y Halobacterium
salinarum NRC 817 como cepa sensible.

1.2. Eucariotas

Se han empleado HEK293 (células de riñón de em-
briones humanos) ATCC CRL1573; Jurkat (linfocitos T

humanos) ATTC TIB152 (clon E6-1); NIH3T3 (fibroblas-
tos de ratón) ATCC, HL143 donadas por el Dr. WC
Claycomb (línea celular de músculo cardíaco de ratón).
También se han utilizado cultivos primarios de células
extraídas de músculo esquelético humano y células
sanguíneas de origen humano.

2. CULTIVO DE CÉLULAS

2.1. Archaeas

El medio utilizado para el cultivo es el denominado
SW25 que contiene: 2,66 M ClNa, 0,13 M Cl2Mg6H2O,
0,16 M SO4Mg7H2O, 6,64 mM Cl2Ca, 53,3 mM ClK, 1,6
mM CO3HNa y 4,48 mM BrNa y 0,5% de extracto de le-
vadura. El pH se ajustó a 7,2. El medio se esterilizó en
autoclave (121ºC, 15 min). Los cultivos se incubaron a
37ºC y con aireación durante 5-7 días. Para preparar
medio sólido se añadió 2% de agar-agar. 

2.2. Eucariotas

2.2.1. Líneas celulares

Las células 293HEK se propagaron en medio de culti-
vo constituido por DMEM conteniendo 4 g/litro de gluco-
sa y 3.7 g/l de bicarbonato sódico y suplementado con
10% FBS, 2 mM L-glutamina, penicilina 100 U/ml, es-
treptomicina 100 µg/ml, anfotericina 2.5 µg/ml y genta-
micina 5 µg/ml. El cultivo se realizó en placas de Ø10 cm
a 37ºC y 5% de CO2. Las células se cultivaron hasta
confluencia, entonces se recolectaron mediante incuba-
ción con tripsina 0,12% en EDTA 0,5 mM y centrifuga-
ción a 300g durante 10 minutos, el precipitado se resus-
pendió en medio DMEM sin bicarbonato, conteniendo
10% de FBS y 25 mM de Hepes. Se realizó un recuento
del número de células vivas utilizando un hemocitóme-
tro y un colorante vital (Trypan blue dye). La suspensión
celular se conservó en hielo hasta el ensayo. El cultivo
de células NIH/3T3 se realizó de igual forma que
HEK293 pero sustituyendo FBS por 10% de NCS. HL1:
Se cultivaron según el protocolo del Departamento de
Bioquímica y Biología Molecular del LSU Healt Science
Center, School of Medicine de New Orleans. Los cardio-
miocitos se cultivaron en medio de Claycomb al que se
añadió 10% FBS, 0.1 mM norepinefrina (de una solución
en 30 mM de ácido ascórbico), 2 mM L- glutamina, pe-
nicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml. Los fras-
cos de cultivo se recubrieron manteniéndolos doce ho-
ras a 37ºC con una solución conteniendo 0.02%
gelatina y 12.5 µg/ml (2 ml por frasco T25); esta solu-
ción de gelatina/fibronectina se vació mediante aspira-
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ción antes de la siembra. Se cultivaron a 37ºC y 5%
CO2. El medio se cambió diariamente y se realizaron pa-
ses (1:3) al alcanzar la confluencia. Se conservaron en
congelación a –80ºC con isopropanol (95% FBS y 5%
DMSO) y a las 12 horas se pasa a N2 líquido.

2.2.2. Músculo humano

El procesamiento de las biopsias de músculo esque-
lético humano para la separación, cultivo e identifica-
ción de células musculares se ha realizado siguiendo los
protocolos descritos anteriormente 44;45. Brevemente,
las muestras de tejido muscular se obtuvieron como re-
siduos de donaciones multitejidos, generadas en hospi-
tales debidamente autorizados para dicha actividad y
con la mediación de la coordinación de trasplantes hos-
pitalaria correspondiente para la gestión administrativa
y funcional de las distintas acciones a realizar.

Desde el momento de la disección y hasta su recep-
ción en el laboratorio, es decir, durante el período de is-
quemia fría, el tejido se conservó a 4 ºC en presencia
de solución tamponada de Hank (HBSS) (Gibco BRL)
conteniendo: 50 mg/L de tobramicina (tobradistín,
Dista), 50 mg/L de vancomicina (diatracín, Dista), 50
mg/L de cotrimoxazol (soltrín, Omega) y 50 mg/L de
anfotericina B (fungizona, Squibb). El tejido permane-
ció en estas condiciones entre 3 y 12 horas, transcurri-
das las cuales la solución de antibióticos fue sustituida
por medio de cultivo M-199 (Gibco BRL), en las mismas
condiciones de temperatura y durante un máximo de 24
horas. Como solución para el lavado de las células, se
utilizó HBSS con albúmina humana al 4% (Grifols).

El tejido (procedente de biopsias de vasto externo de
donantes varones) se sometió a una digestión enzimá-
tica. Para ello fue troceado en fragmentos de unos 3
mm3. Se procesaron unos 3 g de tejido cada vez.
Seguidamente, se añadió HBSS conteniendo tripsina al
0.125% (Gibco BRL) y ácido etilén-diamino-tetracético
(EDTA) (Sigma) al 0.02%, a razón de 10 mL/g. El reci-
piente con los fragmentos de tejido en la solución de di-
sociación se incubó a 37 ºC durante 45 min. A conti-
nuación, se añadió HBSS con 1mg/ml de soja (Gibco
BRL) en proporción 1:1 (v/v) para inhibir la tripsina. 

El material digerido fue filtrado a través de una gasa
y lavado mediante centrifugación a 115 g, durante 2
min, para eliminar los restos de fibras musculares.
Posteriormente el sobrenadante se centrifugó a 300 g
durante 10 min y el sedimento obtenido se resuspendió
en medio de cultivo y se sembró en placas recubiertas

previamente en el fondo con una solución estéril
(121ºC, 20 min.) de gelatina de cerdo (0.1%) en agua
estéril durante dos horas a temperatura ambiente. Las
células se cultivaron en medio de cultivo DMEM con 4
g/litro de glucosa y suplementado con 10% FBS, 2mM
L-glutamina, penicilina (100U/ml), estreptomicina
(100µg/ml), gentamicina (50µg/ml) y anfotericina
(2.5µg/ml). Los cultivos se incubaron a 37ºC y 5% CO2.
El medio de cultivo se reemplazó dos o tres veces por
semana y cuando se alcanzó el 60-75% de confluencia
se realizaron subcultivos, para ello las células se reco-
lectaron utilizando una solución de tripsina-EDTA como
se ha indicado anteriormente. Después de centrifuga-
ción (300g, 10 min) e inhibición de la tripsina se lava-
ron (X2) con medio de cultivo fresco antes de utilizar-
las o resembrarlas de nuevo.

Para su análisis citométrico las células, una vez reco-
lectadas de la placa, se lavaron (X2) con PBS y se re-
suspendieron (5-10x106 cel/ml) en solución HHE (0.1%
albúmica sérina humana y 5 mM EDTA en HBSS) y se
incubó (30 min a temperatura ambiente) con el anti-
cuerpo monoclonal 5.1H11 (1:100) específico de antí-
genos de superficie de mioblastos humanos (Develop-
mental Studies Hybridoma Bank, Universidad de Iowa).
Se lavaron (X3) con HHE y se incubaron (30 min a tem-
peratura ambiente) con anticuerpo secundario anti-ra-
tón conjugado con isotiocianato (FITC). Como control
negativo se utilizó un IgG de ratón.

Para el aislamiento de mioblastos de cultivos prima-
rios de músculo humano se utilizó el procedimiento de
selección positiva utilizando una técnica inmunomagné-
tica. 44. Se empleó el anticuerpo monoclonal 5,1H11 y
bolas paramagnéticas de poliestireno que llevan inmo-
vilizado en su superficie un anticuerpo humano anti-ra-
tón (CELLection Pan Mouse IgG kit (Dynal, Oslo,
Noruega). La suspensión de bolitas (Dynabeads) se
mezclaron con el anticuerpo 5.1H11 y se incubaron a
RT durante 30 minutos. Los tubos se colocaron en un
concentrador de partículas (DynalMPC) durante 1 min
se separa el sobrenadante y se lavan las bolitas con el
5.1H11 fijado con HHE (X3). Se prepara, paralelamen-
te, una suspensión celular (10-40x106 cel/ml). La sus-
pensión y el complejo Dynabeads-5.1H11 se mezclan y
se incuban a 4ºC durante 15 minutos. Se mantiene el
tubo en el concentrador y se lava (X2) con HHE. El
complejo se rompe utilizando una solución de DNAsa e
incubando 15 min a 37ºC con agitación. El sobrenadan-
te conteniendo las células se recupera con pipeta y se
utiliza y/o siembra. 
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3. MEDIDA CITOMÉTRICA DEL PH
INTRACELULAR EN CÉLULAS EUCARIOTAS

El análisis cinético del pHi y sus variaciones se reali-
zó por citometría de flujo usando el fluorocromo
BCECF-AM. Tal como se ha reseñado anteriormente 46.
Se diseñó un protocolo de adquisición de datos en el ci-
tómetro de flujo que recogió las señales de dispersión
frontal (FS) y lateral (SS) de láser y las emisiones de
fluorescencia verde (FL1) y naranja (FL3). Se estable-
ció una representación biparamétrica de FS frente a SS
para acotar la población de células vivas (mayor FS y
menor SS). Se establecieron histogramas monoparamé-
tricos de FL1, FL3 y de cociente FL3/FL1 y una repre-
sentación de cociente FL3/FL1 frente al tiempo (tiempo
final: 300 segundos). En esta última gráfica se delimi-
taron regiones de análisis estadístico sobre el eje de
tiempos que abarquen la totalidad del eje del cociente.
Los tubos para el análisis contenían: 100000 células a
analizar de las eucariotas empleadas en el trabajo, 2 µl
de BCECF-AM de una solución de 1 mg/ml en DMSO, la
cantidad adecuada del inhibidor o control correspon-
diente y se completó hasta 1 ml con DMEM sin bicarbo-
nato, HEPES y FBS. Se incubó a 37ºC durante 15 minu-
tos y en oscuridad. 

La solución DMEM utilizada estaba exenta de bicarbo-
nato, tenía 10% de FBS y estaba tamponada con Hepes
conteniendo: glucosa 1 gr/L, piruvato sódico 110 mg/L,
ClNa 140mM, ClK 2.6mM, PO4HK2 1.2mM, SO4Mg 1.2mM,
Cl2Ca 1.0mM y Hepes 25mM ajustándose el pH a 7.4.

Terminada la incubación se introduce la suspensión
de células en el citómetro de flujo y se inicia la adqui-
sición de datos para recoger la línea base de fluores-
cencia durante 10-15 segundos. En los ensayos que
precisan acidificación, esta se consigue interrumpiendo
la adquisición de datos para añadir un pulso de propió-
nico al tubo de la muestra, se añadieron 50-100 µl de
una solución 1 M de propionato sódico para obtener la
acidificación del citoplasma deseada. Se reanuda la ad-
quisición de datos hasta alcanzar el final del tiempo ex-
perimental.

En las experiencias realizadas con células de músculo
esquelético y que se empleó un anticuerpo secundario
conjugado con FITC como cromóforo y para determinar
simultáneamente las células positivas al anticuerpo
5.1H11 y el pH intracelular se sustituyó el cromóforo
BCECF-AM por carboxi-SNARF-1 AM 2 mM capturando la
fluorescencia emitida en los canales FL2 y FL3 y deter-
minando el cociente FL3/FL2 de forma similar a como se

ha realizado para el BCECF, mientras que la emisión de
fluorescencia debida a FITC se recogió en el canal ver-
de FL1.

Para cada tipo de células se estableció la relación en-
tre el cociente de los canales de fluorescencia FL3/FL1
para BCECF-AM y los valores de pHi. Para ello se incu-
bó las células en el medio descrito anteriormente pero
tamponados a diferentes pH y en presencia de 2 µg/ml
de nigericina. En el caso de utilizar SNARF fue el cocien-
te FL3/FL2 el que se relacionó con el pHi.

4. MEDIDA DE LA VELOCIDAD INICIAL
DE RECUPERACIÓN DEL PHI

Se realizó de acuerdo al método citométrico de me-
dida de la actividad de NHE como hemos descrito an-
teriormente 46. Brevemente la adquisición de datos del
citómetro permite establecer una relación entre los
valores del cociente FL3/FL1 (o en su caso FL3/FL2)
en función del tiempo de la experiencia. Un ajuste ma-
temático permite establecer una ecuación en función
del tiempo del citado cociente cuyo valor de la deriva-
da a tiempo cero nos permitió establecer la velocidad
inicial de aumento del cociente. A partir de la relación
cociente con pHi se ha calculado la velocidad inicial de
recuperación del pHi y se define como actividad de
NHE 46.

5. REVERSIBILIDAD DE ACCIÓN DE PINHE

El ensayo para determinar la reversibilidad del efecto
de PINHE sobre NHE se realizó determinando la veloci-
dad inicial de recuperación del pHi sobre cultivos celu-
lares. Las células se dividieron en tres grupos para su
análisis citométrico. En el primero (control) las células
se incubaron 15 minutos en el medio de ensayo en au-
sencia de PINHE y los otros dos en presencia de 1000
U/ml. Previo a la determinación de la velocidad inicial
de recuperación del pHi, el grupo tres se centrifugó a
300g 10 minutos y el precipitado se resuspendió en 5
ml de medio sin inhibidor y se dejó equilibrar incuban-
do a 37ºC durante 30 minutos, la operación se repitió
3 veces. Al finalizar, las células lavadas se resuspendie-
ron en 1 ml de la solución de ensayo sin PINHE y se
procedió a determinar su velocidad de recuperación del
pHi como se ha descrito anteriormente. 

6. MEDIDA DE NA+ INTRACELULAR

La medida de la concentración de Na+ intracelular
se realizó citométricamente utilizando el indicador
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fluorométrico Sodium Green en su forma tetra-aceta-
to (permeable a células). El vial de reacción contenía
100000 células, 4 µM de Sodium Green (10 µll de una
solución 0.4 mM en DMSO) y DMEM sin bicarbonato
sódico y 5.6 mM glucosa en 1 ml. Se incubó a 37ºC
durante un tiempo de 30 minutos que fue previamen-
te determinado experimentalmente para las células
ensayadas. La fluorescencia debida al Sodium Green
se recogió en el canal de fluorescencia verde (FL1) del
citómetro.

Para establecer la relación entre la fluorescencia y la
concentración de sodio las células se incubaron con so-
dium green durante 30 minutos en una solución que
contenía: 1 mM Cl2Ca, 5.3 mM ClK, 1.2 mM de SO4Mg
anhidro, 10 mM glucosa, 25 mM HEPES y 5% BSA ajus-
tado con tampón TRIS a 7.4. Se añadió ClNa 1M para
alcanzar las concentraciones de Na+ requeridas en el
ensayo (0-50 mM) y 10 µlM de gramicidina (10 µl de
una solución 10 mM en etanol absoluto). Se continuó la
incubación durante 30 minutos más. Terminada la incu-
bación se paró la reacción introduciendo los tubos en
hielo y se añadió 2 µg de ioduro de propidio antes de
su lectura en el citómetro.

7. MEDIDA DEL CA++ INTRACELULAR

Se realizó mediante citometría de flujo utilizando el
fluorocromo Fluo-3-AM. El vial de reacción contenía:
100000 células, µM Fluo-3-AM (2µl de una solución 1
mM en DMSO), 5.6 mM glucosa y DMEM sin bicarbona-
to hasta 1 ml. La fluorescencia debida a Fluo-3-AM se
recogió en el canal de fluorescencia verde del citómetro
(FL1). La medida del pH intracelular se realizó simultá-
neamente con la medida de Ca+2 utilizando 2 mM del
fluorocromo SNARF, calculando el cociente de fluores-
cencia FL3/FL2 como se ha descrito anteriormente como
medida del pHi. En algunas experiencias se han incuba-
do las células durante 30 min. a 37ºC con 150 nM de
Tapsigargina y 5 minutos con 4 µM Rianodina.

8. MODELO ANIMAL DE ISQUEMIA-
REPERFUSIÓN

Se realizaron experimentos in vivo utilizando un mo-
delo de isquemia-reperfusión en perros basado en la
oclusión de la arteria coronaria. 

Todos los estudios se realizaron sobre la base de los
acuerdos de la Convención Europea de Estrasburgo de
18/06/1986. Los perros (15-25 Kg) se dividieron alea-
toriamente en dos grupos (ocho animales cada uno),

uno recibió suero salino (grupo control) y el otro el in-
hibidor disuelto en salino. La cantidad total de inhibi-
dor (4170 AU Kg-1) se disolvió en 2 ml de suero sali-
no. Se cateterizó la femoral izquierda y a través de ella
se introduce el suero y el inhibidor administrándolo
durante 2 min. antes de la oclusión seguido de cuatro
dosis (1043 AU Kg-1) a intervalos de 15 min. Se anes-
tesiaron con 25 mg Kg-1 (i.v.) sodium thiopental (Pen-
tothal®, Abbott) y se dieron dosis adicionales según
necesidades.

Se intubaron y se ventilaron con aire (Respirator sys-
tem 3000, Engström, Sweden). Se monitorizó la presión
arterial media (Spectramed Statham P23XL transducer)
y el ECG (lead I, II, III, and V2)conectando electrodos
y transductores a un Grass 7F polygraph (Grass Instru-
ments, Quincy, MA, USA).

Se consideró un latido ventricular prematuro todo
complejo ventricular no precedido de una onda-P inclu-
yendo no solo latidos ectópicos sino aquellos que apa-
recían dentro de una taquicardia ventricular.

El acceso a miocardio se realizó mediante toracoto-
mía lateral (quinta costilla intercostal). Se ligó la rama
izquierda de la arteria coronaria descendente durante 2
h (isquemia) y después de 3h de reperfusión el animal
se sacrificó con una sobredosis de tiopental. Se extrajo
el corazón y se analizó la zona de riesgo y tamaño del
infarto mediante el uso de azul de metileno y N-azul te-
trazolium según se ha descrito anteriormente 42. Las
porciones de miocardio no teñidas se diseccionaron, se
pesaron y el tamaño del infarto se calculó como porcen-
taje de la región de riesgo o como la masa del ventrí-
culo izquierdo.

Resultados y Discusión

Las haloarqueas son microorganismos halófilos ex-
tremos. Su hábitat natural lo constituyen medios con
elevadas concentraciones de sales. Estos microorga-
nismos, tan sencillos en su organización celular como
las bacterias, están incluidos en el Dominio Archaea y
han evolucionado paralela e independientemente del
resto de seres vivos, lo que supone importantes dife-
rencias en la composición química, genética y capaci-
dades biosintéticas y metabólicas con respecto a los
otros dos dominios Bacteria y Eucarya. A partir del so-
brenadante del cultivo de la haloarquea Haloferax gib-
bonsii Ma 23.39 se obtiene la halocina H6 que inhibe
específicamente el intercambiador Na+/H+ de haloar-
queas sensibles como Halobacterium salinarum. Este
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intercambiador es vital para estas células que viven en
ambientes hipersalinos y lo precisan para mantener la
homeostasis del Na+. Una purificación del sobrena-
dante del citado cultivo de H. gibbonssi sobre la base
de la precipitación con acetona y purificación con FPLC
en fase reversa con gradiente de acetonitrilo, permite
purificar un péptido que conserva toda la actividad de
H6 37. Este péptido, denominado PINHE, se le ha de-
terminado, mediante espectrometría de masas, un
peso molecular de 2732 Da y está formado por 28 ami-
noácidos con la siguiente secuencia: N-Ser Trp Ile Asp
Ser Ala Ser Thr Ala Ala Leu Gly Thr Asn Pro Val Thr Met
Ser Ala Pro Gly Gly Thr Val Asn Ile Asp-C. Se trata de
un péptido hidrófobo y termorresistente, soporta ran-
gos amplios de pH (5-9), su actividad es independien-
te de la concentración salina y es sensible a pronasa y
resistente a tripsina 37. 

1. REVERSIBILIDAD 

Para demostrar si la inhibición de PINHE sobre el in-
tercambiador Na+/H+ es reversible nos basamos en el
efecto que sobre NHE unido al inhibidor, complejo NHE-
PINHE, tendría el hecho de eliminar el inhibidor no liga-
do al NHE. Eliminando el PINHE (no ligado) de la sus-
pensión celular, sustituyendo el medio de incubación
con PINHE por otro exento del mismo y dejando equi-
librar, si fuera reversible, cabría esperar que el PINHE li-
gado al NHE se soltara y pasara a la solución hasta al-
canzar un nuevo equilibrio entre PINHE ligado al NHE y
PINHE libre en suspensión. Si la dilución es suficiente
(repitiendo este lavado y re-equilibrando las veces ne-
cesarias con una solución exenta del inhibidor) podría-
mos esperar que la velocidad de recuperación del pH
intracelular, después de la acidificación del medio, se
restableciera a valores próximos a la actividad del NHE
sin el inhibidor (control).

La experiencia se llevó a cabo utilizando células
NIH3T3. Las condiciones del ensayo fueron las del mo-
delo de ensayo descrito en Material y Métodos. Las cé-
lulas se dividieron en tres grupos. En el grupo 1 las cé-
lulas se incubaron en el medio de ensayo sin la
presencia de PINHE (control) y los otros dos grupos
(grupo 2 y 3) se incubaron en presencia de PINHE
(1000 U/ml). Después de la incubación, las células del
grupo 3 se centrifugaron (250g, 10 min.) y se lavaron
con cinco veces su volumen de medio sin PINHE y de-
jando equilibrar posteriormente durante 30 minutos. El
procedimiento de dilución-lavado se repite tres veces y
al finalizar, las células lavadas se resuspenden en 1 ml.

de la solución de ensayo (sin PINHE), se acidifica y se
sigue la evolución del pH intracelular según nuestro
protocolo, determinándose a continuación la velocidad
inicial de recuperación del pH intracelular.

En la figura 1 se resume el resultado del experimen-
to. Se representa el valor medio de la velocidad de re-
cuperación del pH intracelular inicial (referida al con-
trol) para los tres grupos de células según el protocolo
de ensayo. Se observa que la incubación con
1000U/ml de PINHE (grupo 2) produjo una inhibición
del 40% de dicha velocidad al compararla con el
100% para el control (grupo 1), pero después del la-
vado-dilución del PINHE presente, observamos que la
velocidad de recuperación del pH citosólico alcanza
valores similares a los del control. Esta igualdad entre
los grupos 1 y 3 contrasta con la inhibición significati-
va (P<0.01) que se produce en presencia de PINHE
(grupo 2) y pone de manifiesto el carácter reversible
de la acción del PINHE como inhibidor del intercam-
biador Na+/H+. 

2. INHIBICIÓN DE NHE

En este momento y después de los resultados de las
experiencias realizadas hasta ahora, conocemos que
PINHE es un inhibidor específico del intercambiador
Na+/H+ de células eucariotas. En las experiencias si-
guientes se determina el papel que la concentración de
PINHE juega en la inhibición de la actividad de NHE y
permitirá establecer valores de la concentración que
produce el 50% (IC50) de la actividad del intercambia-
dor. Los ensayos se han realizado con tres tipos de lí-
neas celulares: fibroblastos de ratón NIH3T3, células
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Figura 1. Reversibilidad de la inhibición del PINHE sobre el intercam-
biador Na+/H+ de células NIH/3T3. (Control): Células incubadas en
el medio de ensayo; (+PINHE) células incubadas en presencia de
1000 U/ml de PINHE; (Después de lavado): Las células incubadas con
PINHE se sometieron a distintos lavados e incubaciones para eliminar
la presencia del inhibidor. Los valores son media ± intervalo de con-
fianza al 99%.



renales de embrión humano HEK293 y cardiomiocitos
de ratón HL1.

Los resultados de las experiencias con HEK293 se re-
señan en la figura 2. La relación lineal que existe entre
los valores del cociente de la lectura citométrica y el va-
lor del pHi determinado tal como se describe en
Material y Métodos se representa en la Figura 2A. Los
resultados de la velocidad inicial de recuperación de pHi
frente a la concentración de protones intracelulares (fi-
gura 2B) presenta una relación que aumenta linealmen-
te con la acidificación inicial del citoplasma. Además, la
presencia de PINHE, supone una reducción de la velo-
cidad de recuperación de pHi. Esta reducción es dosis
dependiente, como se puede apreciar en la figura 2C
que presenta la típica forma sigmoidea de este tipo de
relaciones. En ella se ha representado el porcentaje de
la velocidad inicial de recuperación frente a la concen-

tración de PINHE para una determinada acidificación
del citoplasma (en este caso 6.8) de la que se puede
deducir un valor de IC50 de aproximadamente 400
U.A./ml.. El valor de IC50 calculado para otros pHi no
presenta diferencias (P<0.43) por lo que se podría es-
timar un valor medio para el IC50 del PINHE de 4.8 µM
para HEK293.

En las experiencias se ha llevado un control positivo
de la inhibición de NHE como es etil-isoplopil-amiloride
(EIPA). A la concentración utilizada, 3 µM, presenta una
inhibición notable en todo el rango de pHi estudiado.
Esta inhibición refuerza los resultados que como inhibi-
dor dosis dependiente presenta PINHE (Tabla 1).

Se ha realizado un estudio similar de la dependencia
que la inhibición tiene con la concentración de PINHE
para la línea celular de fibroblastos de ratón NIH3T3
(Figura 3). Los datos presentan una similitud muy gran-

de con las obtenidas para HEK293 (Figura
2). La actividad del intercambiador, respec-
to a la concentración de H+, es muy similar
en unas u otras células, así, para un pHi de
6.7 resultan, para el control, unas velocida-
des iniciales de recuperación de 7.7x10-3

DpH/s para NIH3T3 y de 7.9x10-3 DpH/s
para HEK293. Aunque la inhibición por PIN-
HE resulta bastante similar los valores de
IC50 que se obtienen para estas últimas son
mas altos (800 U.A./ml) y equivale a un
IC50 de 9.5 µM para NIH3T3 (Tabla 1). 

La línea celular HL-1 derivó de la línea tu-
moral AT1 de cardiomiocitos auriculares de
ratón48. Se puede crecer bien y conserva
propiedades morfológicas, bioquímicas y
electrofísicas de las células cardíacas.
Presentan características ultraestructurales
de las células embrionarias del músculo car-
díaco. Expresan genes característicos de los
miocitos auriculares de adulto, como a-mio-
sina de cadena pesada, a-actina y conexi-
na43, así como el factor natriurético auricu-
lar. Del análisis inmunohistoquímico se
desprende que la distribución de los marca-
dores específicos cardíacos (desmina, miosi-
na sarcomérica y factor natriurético auricu-
lar) es igual a los cardiomiocitos en cultivo.
En definitiva, las células HL-1 son una línea
celular de miocitos cardíacos que soportan
bien muchos pases de cultivo conservando
fenotipos específicos cardíacos 48.
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Figura 2. Inhibición por PINHE de la actividad de NHE de células HEK293: (A)
Calibrado del pHi en función del cociente de fluorescencia FL3/FL1 de la lectura cito-
métrica de BCECF; (B)  Velocidad inicial de recuperación de pHi en función de la con-
centración de H+ intracelular en presencia de: 0 (Control), 300, 500 y 1000 U.A./ml de
PINHE y EIPA 3 µM; (C) Velocidad de recuperación (respecto al control, 100%) del pHi
en función  de la concentración de PINHE.



En la Tabla 1 y Figura 4 se muestra los re-
sultados de la inhibición del PINHE sobre cé-
lulas HL-1 sometidas al modelo experimental
de acidificación. En este caso, para la medi-
da de pHi, se ha utilizado el cromóforo
SNARF con lo que se deja el canal de fluo-
rescencia verde para otro cromóforo (ver
más adelante en la determinación de Ca++)
a pesar de que la sensibilidad de SNARF es
menor que BCECF para la medida de pHi. El
análisis de la inhibición de PINHE sobre la lí-
nea celular HL-1 se resume en la Tabla 1 con
un valor de IC50 de 1100 U.A./ml con lo que
se podría estimar el IC50 en 13µM.

La actividad de los inhibidores de NHE va-
ría en gran forma, tanto con el tipo de célu-
las como con los parámetros que se utilizan
para conocer la actividad del transportador,
como queda reflejado en múltiples publica-
ciones. Así, por ejemplo, midiendo la entra-
da de Na+ en hepatocitos de rata, Renner y
col. obtenían valores de IC50 para Amilo-
ride, DMA y EIPA de 3, 0.5 y 0.1 mM respec-
tivamente 49. La recuperación de pHi en co-
lonocitos de pollo era inhibida por EIPA con
IC50 0.18mM 49. En miocardio de rata, la re-
cuperación de pHi era inhibida por EIPA o
SM15691 con un IC50 de 80 nM 46. La en-
trada de Na+ debida a NHE de plaquetas de
rata era inhibida por EIPA y HOE694 con un
IC50 de 0.1 µM, mientras que en eritrocitos
de conejo HOE 694 lo hacía con un IC50 de
0.8 mM y en células endoteliales de aorta
bovina lo hacía con IC50 de 0.1 mM, todas
ellas comparable a EIPA 14.

Los resultados de inhibición del intercam-
biador NHE por PINHE, pone de manifiesto
dos cosas: (i) la inhibición dosis-dependien-
te de PINHE respecto a la actividad de NHE
y (ii) la capacidad de inhibir NHE de todas
las células ensayadas. El hecho de ensayar
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Tabla 1. Valores obtenidos de IC50 de inhibición de
PINHE en las líneas celulares ensayadas.

Linea celular IC50 (µµM)

HEK293 4.8

NIH3T3 9.5

HL-1 13

Figura 3. Inhibición por PINHE de la actividad de NHE de células NIH3T3: (A)
Calibrado del pHi en función del cociente de fluorescencia FL3/FL1 de la lectura cito-
métrica de BCECF; (B)  Velocidad inicial de recuperación de pHi en función de la con-
centración de H+ intracelular en presencia de: 0 (Control), 300, 500, 1000 y 1500
U.A./ml de PINHE y EIPA 3 µM; (C) Velocidad de recuperación (respecto al control,
100%) del pHi en función  de la concentración de PINHE.

Figura 4. Inhibición por PINHE de la actividad de NHE en células HL1. (A): Calibrado
del pHi en función del cociente de fluorescencia FL3/FL2 de la lectura citométrica de
SNARF; (B): Velocidad de recuperación de pHi (respecto al control, 100%) en función
de la concentración de PINHE.



con células de riñón (HEK293) y del músculo cardíaco
(HL-1) nos lleva a la consideración de la acción de PIN-
HE sobre las distintas isoformas de NHE. Las células
cardíacas tienen una proporción abundante de isofor-
mas NHE1 13;52;53, mientras que las renales la tienen de
NHE3 54-56. Podemos deducir que PINHE tiene capaci-
dad de inhibir ambas isoformas. La falta de anticuerpos
específicos para las isoformas de NHE ha postergado el
estudio de la especificidad de inhibición sobre las dis-
tintas isoformas. 

3. SODIO INTRACELULAR

En la mayoría de las células la concentración de Na+
intracelular está regulada. La concentración en células
en reposo oscila en el rango 5-20 mM mientras en los
fluidos extracelulares es muy superior (>100 mM). 

La entrada de Na+ en la célula genera un potencial
de membrana negativo a través de la misma lo que ori-
gina un gradiente electroquímico. Dicho gradiente de
Na+ lo mantiene la bomba Na+/K+ (NKE) que utiliza la
energía derivada de la hidrólisis de ATP y que intercam-
bia el Na+ intracelular con K+ extracelular (3:2). Este
gradiente electroquímico generado debido al gradiente
de Na+, lo utiliza la célula: (i) para acoplar el transpor-
te de sodio al flujo a través de la membrana de solutos
no favorables a ello, como, por ejemplo, nutrientes
(azúcares o aminoácidos) o neurotransmisores, (ii) para
la salida de H+ vía intercambiador Na+/H+ (NHE) (1:1)
o (iii) el transporte de Ca++ a través del intercambia-
dor Ca++/Na+ (NCE) (1:3).

Por todo ello, la concentración de Na+ intracelular
puede variar como consecuencia de muchas condicio-
nes fisiológicas o fisiopatológicas y dado el papel que
desempeña el gradiente de sodio, dichos cambios pue-
den acarrear diversas consecuencias fisiológicas. Un
ejemplo claro lo constituye la isquemia, hipoxia severa
u otras patologías que cursan con una acidificación del
citoplasma y una falta de energía en la célula. En estas
condiciones el intercambiador NHE se activa y extrae
H+ del interior introduciendo, fruto del intercambio,
Na+. Es precisamente la acumulación de Na+ en el ci-
toplasma lo que inicia la cascada de efectos desfavora-
bles, de ahí el papel beneficioso, cardioprotector, que
ejerce la inhibición de NHE 18;57.

El efecto de la inhibición de NHE por PINHE sobre el
Na+ citosólico se analizó midiendo la concentración de
Na+ intracelular y su evolución tras la acidificación. El
empleo de cromóforos fluorescentes sensibles a Na+

permite la monitorización del, Na+ intracelular de for-
ma no invasiva y conservando la funcionalidad celular.
Este se ha medido mediante el empleo de Sodium-
Green, que es permeable a la membrana celular y se
une a Na+ excitándose con luz visible y emitiendo fluo-
rescencia en el canal verde. Presenta una afinidad más
alta respecto a Na+ que frente a K+.

La intensidad de fluorescencia de Sodium-Green
aumenta con la concentración de Na+. Dentro del
modelo experimental se establece un protocolo para
su medida y monitorización. Las células se incuban
con el fluorocromo y luego se analiza su fluorescen-
cia en el citómetro. Para realizar el calibrado, se utili-
zaron células NIH3T3, tras incubar las células a 37ºC
con Sodium-Green, tras penetrar en las células a tra-
vés de la membrana se observa la emisión de fluores-
cencia al unirse con Na+. Dado que Sodium-Green se
encuentra en exceso (4 µM) respecto a Na+, el máxi-
mo que alcanza la curva establece el tiempo mínimo
de incubación que garantiza suficiente reactivo. En el
intervalo estudiado la intensidad de fluorescencia de-
bida a Sodium-Green es lineal respecto a la concen-
tración de Na+ intracelular. Se comprobó utilizando
gramicidina como ionóforo. Las células se incubaron
durante 30 minutos con Sodium- Green para que pe-
netre en la célula y entonces se añadió gramicidina
hasta 10 µM que permite la entrada de Na+ en la cé-
lula hasta equilibrar la concentración de Na+ intra y
extracelular lo que permite relacionar la medida de
fluorescencia con la concentración de sodio.

En la figura 5 se reseña los resultados obtenidos de
la evolución del Na+ intracelular que resultan de apli-
car el modelo experimental a células NIH3T3. Cuando
se produce la acidificación se inicia un aumento del
Na+ que sigue una cinética parecida a la que hemos
visto anteriormente con el pHi. El efecto del PINHE so-
bre la entrada de sodio se pone de manifiesto al com-
parar la figura 5A y 5B. En la primera, la activación de
NHE debida a la acidificación se corresponde con un au-
mento de Na+ con el tiempo, mientras que la presen-
cia de 1000 U.A./ml de PINHE resulta en una variación
mínima de la concentración del mismo (figura 5B). Los
resultados medios de las experiencias realizadas (figu-
ra 5D) indican que a los cuatro minutos después de la
acidificación las células controles han experimentado
un aumento de la concentración hasta un valor de
140% respecto del valor basal (100%), pero la presen-
cia del inhibidor PINHE hace que las células no experi-
menten variación. Esta diferencia (P<0.05) pone de
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manifiesto un efecto protector de PINHE respecto del
efecto perjudicial que la entrada brusca de Na+ puede
tener a nivel celular. Además, la concentración de Na+
intracelular modifica algunas propiedades físicas de las
células, así se aprecia en la figura 5C, donde tras la aci-
dificación se observa un aumento de FS de reflejaría un
aumento de volumen que está linealmente relacionado
con la entrada de Na+ en la célula y la consiguiente en-
trada de agua.; la presencia de PINHE hace permane-
cer la célula sin variación en FS lo que confirma lo ob-
servado para sodio.

En la figura 6 se representa la evolución del Na+ in-
tracelular después de la acidificación en mioblastos de
músculo humano. Estas células se separaron de culti-
vos primarios de biopsia de músculo humano median-
te el método inmunomagnético, con el empleo del an-
ticuerpo monoclonal 5.1H11, tal como se ha descrito
en Material y Métodos. Esta separación aisla mioblas-
tos de otras células presentes en el músculo 44. Los re-
sultados están en la línea de los descritos para NIH3T3.

aunque menos acentuados (figura 6 A y B).
En la figura 6C se muestra la evolución del
Na+ intracelular después de la acidificación
y a lo largo de los cuatro minutos de expe-
riencia. Como se aprecia la presencia de
PINHE (1000 U.A./ml) evita el la entrada de
Na+ al interior celular. A los cuatro minutos
el PINHE ha evitado el aumento del Na+ in-
tracelular a diferencia del control (figura
6D) donde se aprecia un incremento del
115 % respecto al control y PINHE (100%)
(P<0.05).

4. CALCIO INTRACELULAR

Es evidente que los iones Na+ y Ca++
juegan un papel importante como modula-
dores, tanto de forma individual como inte-
rrelacionados de tal manera que variaciones
en uno alteran al otro 58. Las variaciones en
la concentración de calcio se deben a: (i) la
entrada y salida de calcio a través del sarco-
lema y/o (ii) la entrada o liberación del mis-
mo en los almacenes intracelulares. Desde
un punto de vista general las alteración del
pH puede afectar dichos cambios y conse-
cuentemente la actividad de muchas proteí-
nas incluyendo bombas, canales, receptores
y enzimas así como la actividad de muchos
productos.

El posible efecto de PINHE sobre la variación de la
concentración de calcio intracelular se estudió median-
te técnicas citométricas. Se empleó el fluorocromo
Fluo-3-AM. Es un indicador fluorescente de los niveles
de Ca++ intracelular. Fluo3-AM atraviesa la membrana,
gracias a su estructura -éster AM- en donde las estera-
sas lo hidrolizan liberando fluo-3 que no es fluorescen-
te hasta que se asocia con Ca++. En nuestros experi-
mentos hemos bloqueado las entradas de Ca++ a los
reservorios intracelulares del mismo mediante la pre-
sencia de 150 nM de tapsigargina y 50µM de rianodina,
quedando inhibidos tanto la ATPasa como los canales
de Ca++ 59-61.

En la figura 7 se muestra el efecto del PINHE sobre
el contenido de Ca++ intracelular de cardiomiocitos de
ratón de la línea HL-1. Los resultados muestran un va-
lor inferior de calcio en los ensayos en donde PINHE
está presente. A nivel basal dicho valor ya es inferior en
el caso de incubación con PINHE (1000 U.A./ml) Ello in-
dica una ligera protección que se manifiesta claramen-
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Figura 5. Evolución en el tiempo del Na+ intracelular después de acidificación, según
modelo experimental, de células NIH3T3 en ausencia (A) (control) y presencia de 1000
U.A./ml de PINHE (B). Variación de la dispersión frontal (FS) de NIH/3T3 (C) y valores
medios respecto al valor inicial (100%) del Na+ intracelular a los cuatro minutos des-
pués de la acidificación (D) (media ± intervalo de confianza al 95%.



te a los 7 minutos con una subida del con-
trol cuya diferencia con las células incuba-
das con PINHE es significativa (P<0.05). El
origen de este calcio puede ser la acción del
intercambiador Na+/Ca++ (NCE) en su for-
ma inversa, esto es sacando Na+ e introdu-
ciendo Ca++.. La disminución de Ca++ en
el momento de la acidificación podría atri-
buirse al periodo intermedio en que NCE, en
su forma habitual, contribuiría, junto con
NHE, a aumentar la concentración de Na+
lo que a su vez provoca la función.

En la figura 8 se muestra la variación (%)
del Ca++ intracelular respecto al basal
transcurridos siete minutos de la acidifica-
ción. Los ensayos se realizaron con tres líne-
as celulares: cardiomiocitos de ratón (HL1),
fibroblastos (NIH3T3) y renales de embrión
humano (293HEK). La presencia de PINHE
frena el aumento de Ca++ intracelular en
todos los casos. En este caso hay que seña-
lar que solo las experiencias con HL1 se re-
alizaron en presencia de los bloqueadores
de la entrada de Ca++ a los reservorios
(thapsigargina y rhianodina). Las experien-
cias con NIH3T3 y 293HEK presentan una
disminución del Ca++ intracelular respecto
al valor basal. Esta “desaparición” de Ca++
se podría atribuir a la entrada en los reser-
vorios ya que estos no están bloqueados.
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Figura 6. Efecto de la incubación de mioblastos (5.1H11 +) de músculo humano con
PINHE sobre la evolución de Na+ intracelular después de acidificación citoplasmática.
Evolución de Sodium-Green en el citómetro de control (A) y con 1000 U.A./ml de PIN-
HE (B). Ejemplo de la evolución de Na+ durante la experiencia (C) y diferencias me-
dias a los cuatro minutos después de la acidificación respecto al valor inicial (100%)
(D) (media ± intervalo de confianza al 95%). 

Figura 7. Influencia de la presencia de PINHE en la evolución de la
fluorescencia debida al Ca++ intracelular en el modelo de ensayo so-
bre cardiomiocitos HL-1. Los valores son media ± intervalo de con-
fianza al 95%. 

Figura 8. Porcentaje del incremento de Ca++ intracelular transcurri-
dos siete minutos desde la acidificación y respecto al valor inicial
(100%). Los ensayos se realizaron en líneas celulares de cardiomio-
citos (HL1), fibroblastos (NIH3T3) y células de riñón de embrión hu-
mano (293HEK) en presencia de 1000 U.A./ml de PINHE y en ausen-
cia del mismo (control).



No obstante no disponemos de pruebas experimentales
para saber el destino de esta Ca++.

Se puede concluir como resumen que el PINHE en
su acción de inhibición de NHE ejerce un efecto pro-
tector de la célula respecto del aumento de Ca++ ci-
toplasmático como consecuencia de la acidificación
del citoplasma.

5. PROLIFERACIÓN CELULAR

El efecto citotóxico que la presencia de PINHE pue-
de tener sobre la proliferación celular en un cultivo,
se abordó en base a la inhibición del crecimiento del
cultivos de células NIH/3T3. El crecimiento de dichas
células se realizó mediante cultivo a 37ºC y 5% CO2
durante 72 horas en presencia de concentraciones
crecientes de PINHE y se comparó con los correspon-
dientes controles en ausencia del mismo y en presen-
cia de DMSO (como disolvente). Se realizó una serie
de controles paralelos con DMSO a concentraciones
crecientes e iguales a las que se encontraban en los
cultivos con PINHE. El porcentaje de inhibición se cal-
culó refiriendo la absorbancia de la medida del creci-
miento (formazán formado por la actividad metabóli-
ca de las células con el reactivo WST1) a los
controles. El efecto inhibidor del DMSO sobre la pro-
liferación, apareció en valores de concentración supe-
riores al 3%. Este valor concuerda con otros valores
reseñados en la bibliografía en donde se señala que
el DMSO no tiene un efecto inhibidor de la prolifera-
ción celular por debajo de ciertas concentraciones,
1.5% 62;63. sin apreciarse efectos en la apoptosis ni
en la diferenciación celular o citotoxicidad 62. El
DMSO produce una parada reversible en la transición
G0/G1 en líneas celulares del linfoma de Burkitt 62 o
linfocitos T humanos 64. 

Los resultados del efecto del PINHE sobre la prolife-
ración celular se reflejan en la figura 9. Se puede
apreciar una inhibición ligera del crecimiento celular
por debajo del 4% a la concentración más elevada
(5000 U.A./ml), mientras que concentraciones inferio-
res a 1000 U.A./ml no presentan efecto alguno sobre
el crecimiento de NIH3T3. El efecto inhibidor de la
proliferación de inhibidores de NHE se constata en la
bibliografía, así EIPA juega un papel clave en la regu-
lación de la proliferación de hepatocitos 65, HOE694
produce una inhibición dependiente de la dosis en cé-
lulas endoteliales de aorta bovina 66, amiloride inhibe
de forma reversible la proliferación de células renales

y hepatocitos de ratón pero por mecanismos diferen-
tes a la acción inhibidora sobre los intercambiadores
NHE y NKE 67. EIPA y amiloride presentan una limita-
ción del crecimiento sobre la base de una inhibición de
la síntesis de DNA en células de músculo liso de rata
68 o la incorporación de H3-timidina a la línea de célu-
las pancreáticas AR42J 69. 

6. EXPERIMENTOS IN VIVO: ISQUEMIA-
REPERFUSIÓN EN PERROS

Se realizaron experimentos in vivo utilizando un mo-
delo de isquemia-reperfusión en perros consistente en
la oclusión de la arteria coronaria. Los resultados de-
muestran que la inhibición de NHE con nuestro inhibi-
dor produjo una disminución significativa de los latidos
ectópicos ventriculares prematuros y del tamaño del in-
farto mientras que tanto la presión arterial como el rit-
mo cardíaco no se vieron afectado.

6.1. Latidos ectópicos ventriculares

Como se aprecia en la figura 10, el número de latidos
ectópicos ventriculares detectados mediante ECG du-
rante la reperfusión fue significativamente (P<0.05)
más bajo en el grupo tratado (2719; 680) (media; error
estándar) que en el grupo control (10977; 3280), igual-
mente que el total de latidos ectópicos correspondien-
tes a la oclusión más la reperfusión 37;72. Sin embargo
no existieron diferencias significativas entre los grupos
tratado (233; 116) y el control (123; 43) 37.
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Figura 9. Inhibición del crecimiento de células NIH/3T3 por la pre-
sencia de PINHE en el medio de cultivo. El crecimiento se determi-
nó mediante el reactivo WST1. Los valores son media ± desviación
típica.



6.2. Tamaño del infarto

En la figura 11 se muestra los valores del tamaño del
infarto entre los grupos tratado y control. La acción del
inhibidor produce una disminución significativa (P<0.05)
del tamaño del mismo expresado como el porcentaje de
la zona de riesgo (IS/RZ) del control (73.2; 5.5) frente
al tratado con PINHE (57.5; 5.0). Sin embargo no se de-
tectaron diferencias significativas entre el grupo control
(26.5; 1.6) y el tratado (29.2; 2.5) cuando se expresa la
zona de riesgo (RZ) como porcentaje del peso del ven-
trículo izquierdo, lo que confirma la homogeneidad del
modelo de infarto experimental utilizado37;72.

7. CONCLUSIONES

Los resultados experimentales (in vivo) obtenidos en
el presente trabajo confirman nuestra hipótesis de que
PINHE inhibe el transportador NHE de células de mamí-

fero y que dicha inhibición es reversible y dosis depen-
diente. Las diferencias respecto a otros inhibidores sin-
téticos de NHE es debido al hecho de su naturaleza pro-
teica y de las ventajas ya descritas anteriormente 70: (i)
Es efectivo a bajas concentraciones, (ii) es activo a
temperaturas y concentraciones de sales altas, (iii) es
resistente a la digestión con tripsina lo que permitiría
utilizarlo en el tracto gastro-intestinal. 

Todo ello confirma que PINHE puede ser un candida-
to para uso terapéutico en condiciones patológicas don-
de tanto la hiperactividad o la sobre expresión de NHE
podría estar involucrada.

De los experimentos in vivo se deduce que la admi-
nistración intravenosa de PINHE produce una protección
significativa sobre el miocardio isquémico y reperfundi-
do, reduciendo las arritmias durante la reperfusión y dis-
minuyendo el tamaño del infarto37;72. Todo ello está en
acuerdo con el papel de PINHE como inhibidor de NHE
que demostramos en este trabajo y que ha sido demos-
trado para otros inhibidores de NHE de mamíferos 71.

Como conclusión final podemos decir que PINHE como
producto de haloarqueas inhibe el NHE de mamíferos in-
cluyendo al hombre y ejerce un efecto protector sobre el
miocardio dañado en un modelo de isquemia-reperfusión
en perros 37;72. Hasta la fecha PINHE es la única molécu-
la biológica conocida que tiene un efecto inhibidor sobre
el intercambiador Na+/H+ en células de mamífero 37. El
descubrimiento de que PINHE inactiva o inhibe una mo-
lécula objetivo similar en mamíferos como lo hace en ha-
loarqueas sugiere la posibilidad de que otras halocinas
del Dominio Archaea compartan un papel similar, lo que
abre las posibilidades de nuevas líneas de investigación
futuras sobre estos efectos farmacéuticos.
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