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INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Regulación del pHi en el miocito cardíaco  

La regulación eficaz del pH intracelular (pHi) es de vital importancia para todos los procesos 

bioquímicos y fisiológicos, puesto que la estructura y función de prácticamente todas las 

proteínas se ve afectada por el pH. Un descenso del pHi por debajo de 7.2 genera una acidosis 

que puede impactar de forma perjudicial en las funciones del miocito cardíaco afectando 

principalmente la respuesta contráctil1; 2, dado que disminuye la afinidad de las proteínas 

contráctiles por el Ca2+, y la actividad eléctrica, que puede verse reflejado en la aparición de 

arritmias3. Las células cardíacas cuentan con varios transportadores ácido-base que posibilitan 

ejercer un control adecuado del pHi (Figura 1). Existen tres mecanismos acidificantes: los 

intercambiadores Cl-/HCO3
- o AE4 (anion exchanger, por sus siglas en inglés) y Cl-/OH- o CHE5, 

que ingresan un Cl- por cada HCO3
- u OH- respectivamente y el SLC26a66, que intercambia Cl-

con HCO3
- u OH−, pero también con iones sulfato y oxalacetato. Al mismo tiempo, se conocen 

dos mecanismos alcalinizantes: el intercambiador Na+/H+ o NHE17; 8, que cataliza el influjo de 

un Na+ por cada H+ que extrae del espacio citosólico, y el cotransportador Na+/HCO3
- o NBC9;10, 

que impulsa el co-influjo de un Na+ por una o dos moléculas de HCO3
-11. 

 

Figura 1. Esquema de los principales mecanismos reguladores del pHi en un miocito cardíaco: dos 

mecanismos alcalinizantes (NBC y NHE1), que aumentan el pHi cuando este disminuye por debajo del 
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fisiológico, y tres mecanismos acidificantes (AE3, CHE y SLC26a6) que disminuyen el pHi cuando está 

por encima del normal. 

El NBC es un producto de la familia de genes SLC4 (solute carrier bicarbonate transport), que 

también incluye a los intercambiadores Cl-/HCO3
- (AE, NDCBE, SLC4A9) y el SLC4A11, que 

transporta H2O- H+/OH−, pero no HCO3
-. En mamíferos, existen 10 genes de la familia SLC4 

distintos que comparten homología en la secuencia proteica y se agrupan de acuerdo a sus 

propiedades funcionales (Figura 2). Todos los miembros de esta familia presentan la misma 

topología: 1) un gran N terminal citoplasmático (Nt) que abarca cerca del 40% de la proteína; 

2) un gran dominio transmembrana grande (TMD) que consta de 10 a 14 segmentos 

transmembrana (TM) y que abarca el 50% de la proteína, y 3) un corto C terminal 

citoplasmático (Ct) que abarca al 10% de la proteína.  

 

Figura 2. Esquema de la familia SCL4 de transportadores ácido-base. Dendrograma que grafica la 

similitud de secuencia proteica, tomando al humano como especie (basado en la herramienta web 

http://www.phylogeny.fr/index.cgi). Las mismas secuencias tienen una similitud del 82-98% con sus 

ortólogas en murinos (de acuerdo con https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

http://www.phylogeny.fr/index.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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1.2. Cotransportador sodio bicarbonato (NBC) 

El NBC se encuentra expresado de manera ubicua por su función principal como regulador del 

pHi. En tejidos como corazón, cerebro, endotelio y músculo liso vascular el NBC actúa como 

transportador alcalinizante manteniendo la homeostasis celular. Asimismo, en tejidos como 

riñón, intestino y páncreas, el NBC contribuye al movimiento transcelular de HCO3
- y por lo 

tanto a la secreción y excreción de ácidos y bases.  

Como puede observarse en la figura 2, existen varias isoformas del NBC, que pueden 

clasificarse como electrogénicas o electroneutras según transporten o no cargas netas. En el 

miocito cardíaco se encuentran sólo dos de ellas: una electroneutra o NBCn1, de 

estequiometría 1Na+/1HCO3
- y una electrogénica o NBCe1, de estequiometría 1Na+/2HCO3

-11. 

Ambas isoformas contribuyen de manera equivalente a la regulación de pHi en condiciones 

fisológicas12. A pesar de que se identificó también la presencia del NBCe2 en miocitos de 

humano13, no se logró demostrar la existencia del ARNm correspondiente a otra isoforma 

electrogénica del NBC en corazón de rata14.  

Dentro del miocito cardíaco, podemos encontrar al NBCe1 y al NBCn1 expresados a lo largo 

de la membrana sarcolemal, mayoritariamente en los túbulos-t15; 16, mientras que el NHE1 se 

encuentra ubicado en los discos intercalares16 (Figura 3). Cuando el ion HCO3
- no se encuentra 

presente, el único mecanismo activo alcalinizante es el NHE1. Bajo condiciones fisiológicas, es 

decir en presencia de HCO3
-, la contribución del NBC es del 40-50%17. En contraste, a medida 

que el pH basal disminuye, el NHE1 adquiere mayor relevancia11. Si analizamos la contribución 

diferencial para cada isoforma del NBC en el cardiomiocito, podemos concluir además que la 

misma es equivalente para la regulación del pHi
12; 18. 
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Figura 3. Esquema de la organización de los transportadores alcalinizantes de membrana en un miocito 

cardíaco. 

1.2.2. Cotransportador sodio/bicarbonato electrogénico (NBCe1) 

El cotransportador NBCe1 es una glicoproteína de membrana de 1035 aminoácidos y un peso 

molecular aproximado de 130 kDa. Posee 13 segmentos transmembrana19 y 2 bucles 

extracelulares: un gran bucle glicosilado entre los segmentos transmembrana 5 y 6, el loop 3, 

y un bucle más pequeño entre los segmentos 7 y 8, el loop 4. A ambos se les han atribuido 

propiedades regulatorias20. 

Recientemente se ha descripto la estructura 3D del NBCe1 humano a través de crio-

microscopía electrónica (Figura 4). Este análisis confirmó que se encuentra en solución como 

un homodímero. Además, se identificó un número pequeño de residuos ubicados en el sitio 

de coordinación del ion cuya modificación es capaz de transformar al NBCe1 en un AE. Estos 

datos sugieren que cotransportadores e intercambiadores utilizan una maquinaria de 

transporte similar, y que sutiles cambios en su región de unión al sustrato pueden tener 

efectos significativos en su modo de transporte21.   
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Figura 4. Tomada de Huynh et al, reconstrucción del NBCe1 humano a partir de microscopía crio-

electrónica. A. Vista de costado (izquierda) y desde arriba (derecha) del dímero de NBCe1, cada 

monómero se muestra con un color diferente. B. Modelo de Cintas del dímero NBCe1 en vista de 

costado y desde arriba. C. Topología del NBCe1. Los segmentos transmembrana (TMs) 1, 2, 4, 8, 9, 11 
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(cilindros verdes) junto con TM3 (rosa) and TM10 (amarillo) pertenecen al dominio central, mientras 

que los TMs 5, 6, 7, 12, 13 y 14 (cilindros naranjas) forman el dominio de entrada. Las hélices 1–5 (H1–

5) se muestran en azul. Las líneas punteadas en gris representan las regiones no modeladas. D. el 

modelo tridimensional (3D) del dímero NBCe1. 

1.2.2.1. Corriente 

En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos determinado la influencia del NBCe1 en la 

configuración del potencial de acción cardíaco (PAC) de ventrículos de rata y gato22; 23. El 

cotransportador es responsable de una corriente repolarizante aniónica dependiente de sodio 

y bicarbonato que produce un acortamiento del PAC de aproximadamente el 25% cuando se 

cambia la solución de HEPES a Bicarbonato. Asimismo, este cambio de soluciones hace que se 

hiperpolarice el potencial de membrana en reposo de 3-5 mV. Esta corriente (INBC) tiene un 

potencial de inversión de -95mV en miocitos de rata22 y su descubrimiento sugiere que el 

NBCe1 tiene implicancias no sólo en la regulación del pHi, sino en la electrofisiología del 

miocito cardíaco.  

La prolongación del PAC está asociada como iniciadora24 o bien como consecuencia de una 

hipertrofia cardíaca y de eventos arritmogénicos25. La corriente outward mediada por el 

NBCe1, que en condiciones normales acortaría el PAC, podría representar una protección para 

los miocitos. 

1.2.2.2. Variantes de splicing  

El gen SLC4A4 codifica tres variantes conocidas de corte y empalme del NBCe1 que difieren 

entre sí en sus extremos Nt y Ct. El NBCe1-A contiene un Nt distinto del NBCe1-B/C y el NBCe1-

C presenta un dominio Ct distinto al NBCe1-A/B (Figura 5). NBCe1-A se encuentra 

predominantemente expresado en el túbulo contorneado proximal del riñón26, localizado en 

la membrana basolateral donde propicia el eflujo de HCO3
- a los capilares peritubulares. Por 

el contrario, el NBCe1-B se encuentra ampliamente distribuido en el cuerpo, estudiado 

especialmente en páncreas27 y corazón28. El NBCe1-C se encuentra únicamente expresado en 

el sistema nervioso, particularmente en astrocitos29.  
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Figura 5. Representación de la homología estructural de las variantes de splicing del NBCe1. 

1.2.2.3. Estequiometria 

Gross et al. reportaron que la estequiometría del NBCe1 es dependiente del tipo celular30. 

Consecuentemente, existen trabajos que postulan una estequiometría 1:3, tanto para NBCe1-

A como NBCe1-B, cuando se expresan en una línea celular de túbulos renales30, mientras que 

trabajos previos de nuestro laboratorio indican una estequiometría de 1:2 en miocitos 

ventriculares de gato y rata22; 23. Además, también se reportó que la estequiometría varía 

según los niveles de calcio citosólicos: a 100nM se encontró una estequiometría 1:2 y al 

aumentar a 500nM cambió a 1:331. 

Como consecuencia de su estequiometría, el NBCe1 cardíaco contribuye con la mitad de Na+ 

por HCO3
- que ingresa a la célula, regulando el pHi con mayor eficiencia que su contraparte 

electroneutra (NBCn1). 

Se identificaron varias mutaciones en el gen SLC4A4 humano en pacientes con acidosis tubular 

proximal renal, defectos visuales y auditivos y dentición anormal32-34. Al existir un alto grado 

de homología proteica (~97%) entre humanos y murinos, es natural que los fenotipos se 

condigan con los hallados en los modelos de ratones knock out para el gen SLC4A435; 36 o 

ratones knock in con una mutación puntual37. Varios estudios postulan que algunas de estas 

mutaciones resultan en pérdida de la actividad de NBCe1 debida a un tráfico de membrana 

afectado38; 39. 

1.2.2.4. Regulación 
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Anhidrasa carbónica (AC) 

Las anhidrasas carbónicas (ACs) son una familia de metaloenzimas que participan en procesos 

biológicos esenciales como la respiración, la regulación del pH plasmático y el transporte de 

bicarbonato40. Participan en la siguiente reacción, catalizando la generación de H2CO3, que se 

disocia espontáneamente en HCO3
- y H+: 

CO2 + H2O ↔ H2CO3 ↔ HCO3
- + H+ 

Las células cardíacas expresan al menos 5 isoformas: AC VB y AC VA41, de localización 

mitocondrial, AC II42 localizada en el citosol y AC IX, AC XII y AC XIV43, cuyos dominios catalíticos 

son extracelulares y se encuentran asociadas a la membrana plasmática.   

Las ACs están involucradas en el movimiento de HCO3
-, participando acopladas a sistemas de 

transporte de HCO3
-. En este sentido, se ha demostrado que al coexpresar AC I, AC II o AC III 

con NBCe1 en ovocitos de Xenopus se genera un complejo funcional entre las mismas44. 

Además, se ha estudiado la asociación de la isoforma citosólica AC II con el NBCe1 en sistemas 

heterólogos45. Teniendo en cuenta estos antecedentes y sabiendo que la isoforma 

extracelular IX de la AC presenta una expresión característica en los túbulos-t del músculo 

cardíaco46 y esquelético47, y que además coincide con el patrón de expresión del NBCe1 en 

miocitos aislados16, nuestro grupo de trabajo demostró en trabajos previos que existe una 

interacción física y funcional entre el NBCe1 y la AC IX a través del bucle extracelular 4, 

localizado entre los dominios transmembrana 7 y 8, que permite optimizar la regulación de 

pHi en la célula cardíaca. Estas proteínas actúan en conjunto conforman un metabolón que 

por un lado y por acción de la AC IX incrementa la concentración de HCO3
- en las proximidades 

del NBCe1, favoreciendo su fuerza impulsora y el transporte de HCO3
- al interior celular y, por 

otro lado, la actividad de la AC II y su interacción con el dominio Ct del NBCe1 aumentan el 

eflujo de HCO3
- fuera de la célula, disipando el incremento de este ion. De esta forma, las AC 

mantienen activo al NBCe1 en la célula cardíaca a través del suministro constante de HCO3
-47. 

La importancia moduladora de los bucles extracelulares 3 y 4 ya ha sido documentada con 

anterioridad por nuestro laboratorio, que ha desarrollado anticuerpos policlonales específicos 

contra estas regiones y ha demostrado la acción inhibitoria de la actividad del NBCe1 por el 

anticuerpo anti-Loop3 (aL3) y, en contraste, la acción estimulatoria del anti-Loop4 (aL4)12. 
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Por último, es de interés destacar que la inhibición de las ACs es capaz de prevenir y revertir 

la hipertrofia cardíaca en modelos murinos42. Si bien se atribuye estos resultados a la 

disminución de la actividad del NHE1, regulado por la AC II48, también sería pertinente 

considerar la contribución del NBCe1 en este remodelado beneficioso. 

IRBIT y las vías WNK/SPAK y PP1 

La proteína de unión al receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) liberada por IP3, o IRBIT por 

sus siglas en inglés, se expresa abundantemente en varios tejidos49. IRBIT se une al dominio 

Nt de receptores IP3 en estado de reposo para inhibir su actividad. Por el contrario, esta 

interacción IRBIT-IP3R es inhibida por concentraciones fisiológicas de IP3. Cuando se encuentra 

activa la cascada de señalización dependiente de un receptor acoplado a proteína G que 

genera la liberación de IP3 por escisión de los fosfolípidos de membrana PIP2 a través de la 

fosfolipasa 2, IRBIT se separa de IP3R50. 

Mikoshiba et al realizaron un screening de las proteínas de unión a IRBIT a través de 

coinmuniprecipitación de extractos de cerebelo murino e identificaron al NBCe1 como una de 

ellas51. Se sabe que IRBIT se une específicamente a la región Nt de la variante NBCe1-B/C y no 

a NBCe1-A, cuya región Nt es diferente. En concordancia, estudios electrofisiológicos en 

ovocitos de Xenopus revelaron que IRBIT aumenta la actividad de NBCe1 aproximadamente 

siete veces51. Además, IRBIT también incrementa la actividad del NBCe1-B en células del ducto 

pancreático de ratón52. Mutaciones en Ser68, Ser71, Ser74 o Ser77 en la región rica en serina 

de IRBIT imposibilitan las interacciones con NBCe1 y su posterior activación, por lo que las 

fosforilaciones de estas serinas se consideran esenciales para el efecto estimulatorio51; 52. 

El NBCe1 contiene un dominio auto-inhibitorio (DAI) en su región Nt que suprime la actividad 

basal del cotransportador53. Existe evidencia que indica que este DAI se haya solapado con el 

sitio de unión a IRBIT. Por lo tanto, el mecanismo de acción de IRBIT para activar NBCe1 podría 

ser el bloqueo de este dominio y la posterior eliminación de su auto-inhibición54. Es de interés 

destacar que además de la activación directa del NBCe1, IRBIT también regula su expresión en 

la membrana celular (Figura 6). La internalización del NBCe1 está regulada a través de las vías 

de las quinasas WNK (with-no-lysine kinase) y SPAK (Ste20-related proline alanine-rich 

kinase)55. La quinasa WNK recluta y fosforila SPAK, que a su vez fosforila al NBCe1 para 

disminuir su expresión en membrana55; 56. El sitio de fosforilación de SPAK sobre NBCe1 es 
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sobre la S65 y la T49, en los primeros 85 residuos de la región Nt, que forman parte del DAI56. 

Asimismo, IRBIT recluta PP1 (Proteína fosfatasa 1) vía su sitio de unión con NBCe1. El complejo 

IRBIT-PP1 desfosforila NBCe1, recuperando su expresión en la superficie celular55. En 

consecuencia, IRBIT regula la actividad del NBCe1 por dos mecanismos complementarios: 

directamente a través de la supresión de su auto-inhibición y mediante la inhibición de la vía 

WKN/SPAK para estabilizar su expresión en membrana por desfosforilación dependiente de 

PP157. 

 

Figura 6. Panel izquierdo: La fosforilación de NBCe1 por la quinasa SPAK lo mantiene secuestrado en 

vesículas subcelulares. Panel derecho: Activación de NBCe1 dependiente de IRBIT, directa o mediada 

por la desfosforilación vía PP1.  

Una disminución en los niveles de PIP2 es capaz de inhibir al NBCe1, mientras que la hidrólisis 

de PIP2 y el subsiguiente aumento de IP3/Ca2+ se reporta como un activador de las isoformas 

B y C del NBCe158; 59. Asimismo, PIP2 activa al NBCe1-A por mecanismos aún desconocidos60. 

Ion Cl- 

El Cl- intracelular (Cl-i) tiene un papel regulador en la absorción y secreción de HCO3
-61 y en la 

actividad del NBC62. En particular, el NBCe1-B cuenta con dos dominios GXXXP de interacción 

con Cl-i que le permiten detectar una amplia gama de cambios en el mismo. En estado de 

reposo, a una concentración de Cl-i de entre 20 y 60 mM, el NBCe1-B se encuentra inactivo y 

opera a aproximadamente el 40% de su actividad máxima. A concentraciones un poco más 

bajas sólo se obtiene un incremento modesto de su actividad. Por el contrario, a altas 

concentraciones del orden de 140 mM de Cl-
i, se encuentra una inhibición del 60%62. 
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Cuando las células se estimulan con cualquier receptor generador de IP3, IRBIT se libera de los 

receptores de IP3 y se activa el NBCe1-B. Esto genera que el DAI se revele, y junto con él, el 

segundo motivo sensor de Cl-i, que se encuentra enmascarado en esa región63. Sólo se observa 

un aumento gradual en la actividad del NBCe1-B cuando la concentración de Cl-i disminuye 

progresivamente desde 20 mM. 

Se cree que este mecanismo complejo de afinidad diferencial por el Cl-
i ha sido desarrollado 

con un fin de ahorro energético, ya que un aumento acentuado en la actividad del NBCe1-B 

cuando el Cl-i se encuentra a bajas concentraciones activaría la bomba de Na+/K+ (a través del 

influjo de Na+) y el intercambiador Cl-/HCO3
- (a través del influjo de HCO3

-), lo cual a su vez 

aumentaría la concentración de Cl-i, disminuyendo de esta forma la actividad del NBCe1-B y 

disminuyendo la utilización de ATP. En consecuencia, una segunda ventaja para este modo de 

regulación es que las actividades de NBCe1-B y los intercambiadores Cl-/HCO3
- tienen una 

regulación recíproca en un mecanismo de retroalimentación a través del Cl-
i
62. 

Angiotensina II 

La angiotensina II (ANG II) es un octapéptido generado a partir de la escisión del decapéptido 

angiotensina I por reacción de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), presente en la 

superficie luminal de los endotelios vasculares de todo el cuerpo y abundante en el endotelio 

pulmonar. Una reducción del volumen circulante efectivo estimula las células granulares del 

aparato yuxtaglomerular del riñón para que incrementen la síntesis y liberación de renina, que 

a su vez estimula la producción de ANG II y por tanto de aldosterona, en lo que se conoce 

como el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Además de actuar como un potente 

secretagogo de la aldosterona, la ANG II ejerce una potente acción vasoconstrictora sobre el 

músculo liso vascular. 

Es de interés destacar que en el corazón existe producción y secreción local de ANG II64. En 

este sentido, se ha demostrado que la ANG II es capaz de generar hipertrofia cardíaca, por 

medio de su secreción autocrina en miocitos como respuesta al estiramiento mecánico65. 

Se ha comprobado que la ANG II estimula la actividad del NBC en miocitos ventriculares de 

gato66 y rata67, en una vía dependiente de especies reactivas de oxígeno (ROS) y de la quinasa 

ERK ½. Específicamente, se sabe que por unión y activación de su receptor AT1 inhibe a la 

isoforma electrogénica NBCe1 vía la quinasa p38 y, a su vez, activa a la isoforma electroneutra 
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NBCn1 a través de un mecanismo dependiente de la quinasa ERK ½ y ROS68. 

Consecuentemente, se ha observado que ANG II inhibe la corriente aniónica generada por el 

NBCe168. 

GPER 

El receptor de estrógenos acoplado a proteína G (GPER) se identificó inicialmente como un 

receptor huérfano, por lo que su anterior denominación era GPR3069. En el año 2000 se 

postuló al estrógeno como uno de sus posibles ligandos70 y más tarde en el 2011, se descubrió 

trabajando en células de músculo liso vascular que el GPER también era responsable de los 

efectos no genómicos de la aldosterona (Ald)71 que ya habían sido descriptos en trabajos 

previos, pero sin encontrar el efector que los generaba. El GPER se encuentra expresado en 

todo el sistema cardiovascular, por lo que ha sido descripto tanto en corazón72 como en células 

endoteliales73 y células de músculo liso74 vasculares. 

Nuestro grupo de trabajo ha contribuido al estudio de los efectos de la activación del GPER en 

miocitos ventriculares y ha demostrado por primera vez que Ald aumenta de manera aguda 

la actividad del cotransportador sodio/bicarbonato (NBC) actuando vía GPER y a través de un 

mecanismo no genómico75. Se obtuvo la misma respuesta con el agonista sintético del GPER, 

G-1 y, por otro lado, en ambos casos el inhibidor sintético del GPER, G-15, fue capaz de 

bloquear la activación de NBC. Pudimos determinar que la vía de señalización del GPER implica 

la transactivación del receptor de factor de crecimiento epidérmico o EGFR, que estimula a la 

NADPH oxidasa (NOS) y a la vía PI3K/AKT. En un estudio posterior y mediante la técnica pulso 

de K+ en células cardíacas aisladas se pudo determinar que la isoforma blanco de la activación 

del GPER en el corazón es de hecho la electrogénica15. En el mismo trabajo se determinó que 

GPER y NBCe1 colocalizan, ubicándose ambos en los túbulos t de la membrana sarcolemal de 

miocitos ventriculares de rata.  

1.2.2.5. Hipertrofia cardíaca y NBCe1  

En el tejido cardíaco podemos encontrar dos tipos de hipertrofia: patológica y fisiológica. 

Inicialmente se generan como una respuesta adaptativa a estímulos patológicos o fisiológicos 

pero en cada caso se activan distintas vías de señalización celulares. 

La hipertrofia cardíaca (HC) patológica se caracteriza por el engrosamiento de la pared del 

ventrículo izquierdo y es inicialmente la respuesta compensatoria a un incremento sostenido 
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de la presión arterial o a una injuria cardíaca, como un infarto de miocardio76. Esta hipertrofia 

puede convertirse en maladaptativa cuando existe una pérdida de la función cardíaca y está 

acompañada de fibrosis, muerte celular, desregulación de las proteínas que se encargan del 

manejo del Ca2+, disfunción mitocondrial, reprogramación metabólica para la utilización de 

glucosa, reactivación de la expresión de genes fetales, como ANP y BNP, alteración en la 

estructura sarcolemal y angiogénesis insuficiente. Todas estas características en conjunto 

favorecen finalmente que ocurra falla cardíaca.  

La contribución del NHE1 en la hipertrofia patológica está muy estudiada. Se encontró que su 

hiperactivación genera hipertrofia ventricular izquierda77; 78. Además, se ha probado que tanto 

la administración de bloqueantes farmacológicos79; 80;81, como su silenciamiento mediante 

métodos moleculares son eficientes para revertir la HC82; 83. Se ha postulado que la 

hiperactividad del NHE1 produce un aumento del Na+ intracelular, y que este incremento 

puede llevar a la activación del modo reverso del intercambiador Na+/Ca+2 (NCXr)84; 85. Esta 

sobrecarga de Ca2+ es capaz de producir arritmias y activar vías pro-hipertróficas86 que 

involucran la transcripción de genes fetales y el engrosamiento de la pared ventricular87. 

Se ha observado en un modelo de HC por coartación de la aorta abdominal14 que existe un 

aumento de los niveles de ARNm de NBCe1 y NBCn1 en conjunto con un aumento de la 

actividad de NBC total. Además, el tratamiento con el antagonista de los receptores AT1 de 

Ang II, losartán, previno este incremento en la expresión de ambos cotransportadores. 

Las ratas espontáneamente hipertensas (SHR) tienen una predisposición genética al desarrollo 

de hipertensión sin etiología específica88, por lo cual constituyen un buen modelo de HC. En 

estudios previos del laboratorio se encontró en estas ratas un aumento en la expresión y en 

la actividad del NBCn1. El NBCe1 se encontraba sobreexpresado en comparación con las ratas 

Wistar normotróficas pero su actividad estaba disminuida. Un abordaje más exhaustivo del 

modelo permitió dilucidar que esta reducción de la actividad se debía a que el NBCe1 se 

encontraba secuestrado en vesículas intracelulares y por lo tanto no estaba disponible para 

actuar a nivel de la membrana89. Asimismo y en línea con la participación de ANG II como 

parte del SRAA que se encuentra sobre-activado en estas ratas, se descubrió que en presencia 

de losartán se revierte este patrón de localización. Debido a la falta de inhibidores específicos, 

no fuimos capaces de demostrar si este remodelado funcional es causa o consecuencia del 

desarrollo de hipertrofia cardíaca.  
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La hipertrofia cardíaca fisiológica implica generalmente una mejora en la función cardíaca 

debida al entrenamiento aeróbico sostenido en el tiempo. A diferencia de la hipertrofia 

patológica, puede ser reversible. Asimismo, se caracteriza por favorecer vías de supervivencia 

y regeneración celular y el aumento de la producción energética, por lo que puede estar 

implicado un incremento en la angiogénesis y en la actividad de los sistemas antioxidantes 

para mantener una eficiente función mitocondrial. 

Se ha descripto que existe una hiperactivación y una sobreexpresión del NBCe1 en ratones en 

un modelo de hipertrofia cardíaca fisiológica generada por el entrenamiento voluntario en 

rueda90. En concordancia, también se encontró que estos ratones entrenados tenían un 

potencial de acción cardíaco significativamente más corto. 

Resulta relevante mencionar que en un estudio de entrenamiento aeróbico a intervalos de 

alta intensidad en hombres se descubrió que existe un aumento en la expresión del NBCe1 en 

biopsias musculares luego de un mes de entrenamiento91.  
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1.2.1. Cotransportador sodio/bicarbonato electroneutro (NBCn1) 

El cotransportador NBCn1 humano, correspondiente al gen SLC4A7, consta de 1214 

aminoácidos. Fue clonado por primera vez a partir de aorta de rata92 y músculo esquelético 

humano93. Ambas isoformas del NBC, NBCn1 y NBCe1, tienen una homología en su secuencia 

de aminoácidos del 57% y la estructura predicha para el primero es similar a la que se conoce 

del segundo. Este cotransportador ingresa Na+ y HCO3
- en las células operando con una 

estequiometría de 1:1, por lo que el movimiento de cargas ocurre sin cambios netos en el 

potencial de membrana, lo cual le valió la denominación de electroneutro. 

1.2.1.1 Variantes de splicing 

Se conocen 18 variantes debido a la existencia de promotores alternativos y eventos de corte 

y empalme en sus sitios Nt y Ct, desde NBCn1-A a NBCn1-R (Figura 7). Además, el gen SLC4A7 

es capaz de generar dos tipos especiales de variantes que contienen sólo el dominio Nt: 

NBCn1-e/g y NBCn1-c/h94. Para simplificar su estudio, se agrupan las regiones variables de los 

dominios terminales en cuatro casetes: I, II y IV en el Nt y III en el Ct. Así es que cada variante 

funcional contiene uno o dos Nt alternativos con el mismo Ct e incluye o excluye estos casetes 

previamente definidos94. El casete II es el que se encuentra predominantemente en músculo 

liso, esquelético y cardíaco95. Desde el punto de vista experimental, estas numerosas regiones 

variables complican el mapeo de la expresión proteica del NBCn1. La mayoría de los 

anticuerpos desarrollados tienen como blanco a sus dominios citoplasmáticos y aquellos que 

reconocen el Nt, sólo serán eficientes para detectar algunas de las variantes de corte y 

empalme.  
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Figura 7. Representación de la homología estructural de las variantes de splicing del NBCn1. Estas 

variantes son idénticas salvo por un conjunto de cambios que pueden tener en el Nt (N), en un casete 

de 13 residuos en la región citoplasmática del Nt (I), un casete de 123 residuos (en rata o ratón) o de 

124 residuos (en humanos) en la región citoplasmática Nt (II), un casete de 20 residuos en la región 

citoplasmática Nt (IV) y un casete de 36 residuos en la región citoplasmática Ct. 

Funciones  

El NBCn1 se encuentra ampliamente expresado en todo el cuerpo, lo cual le confiere un gran 

abanico de funcionalidades. En la mayoría de los tejidos epiteliales se localiza en la membrana 

basolateral96-98, donde incrementa las concentraciones de HCO3
- intracelular colaborando con 

la secreción del mismo por la membrana apical por medio de otros mecanismos dependientes 

de HCO3
-. Asimismo, en ductos pancreáticos99 y glándulas salivares98 se encuentra también en 

la membrana apical, donde actúa en conjunto con el canal de cloruro CFTR y propicia la 

acumulación de HCO3
-.  



23 
 

Otra de las funciones principales del NBCn1 es la que ejerce en las células del asa ascendente 

de Henle y las células intercalares del túbulo colector renal, donde tiene localización 

basolateral100. Considerando la dirección del transporte, el rol del NBCn1 en estos segmentos 

de la nefrona no debería estar asociado a la reabsorción de HCO3
-, sino que compensaría con 

su actividad la sobrecarga de H+ generada durante el transporte transcelular de NH4
+/NH3

101, 

llevada a cabo también por el NHE4102. El transporte de NH4
+ y su disociación a NH3 y H+ se 

ven aumentados significativamente durante la acidosis metabólica debido al incremento en la 

amoniogénesis.  En sintonía con esto, se descubrió que la actividad y expresión del NBCn1 se 

encuentran incrementados en ratas alimentadas con una dieta baja en K+103 o tratadas con 

NH4
+ en el agua de bebida104, ambos mecanismos para incrementar el transporte de NH4

+ al 

asa ascendente de Henle. 

Los ratones knock-out (KO) para el NBCn1 y los datos genómicos recabados son herramientas 

útiles para identificar la función del NBCn1 en cada tejido. Se sabe que este transportador 

juega un papel importante en la percepción somato-sensorial, ya que los ratones KO exhiben 

ceguera y pérdida de la audición105; 106.  

Existe también un gran número de polimorfismos de nucleótido único (SNPs, por sus siglas en 

inglés) en el gen SLC4A7 que se asocian con una mayor susceptibilidad al cáncer de mama en 

varias poblaciones107-109. Estas asociaciones son complejas, pero está claro que la expresión 

del NBCn1 generalmente promueve la supervivencia tumoral por acelerar la extrusión de 

ácido110; 111, proceso también facilitado por el NHE1112. 

Actividad similar a canales 

Se descubrió que el NBCn1 tiene una actividad intrínseca similar a los canales que es mediada 

por Na+ y aumenta los niveles intracelulares de Na+ en células HEK293 y ovocitos de Xenopus92. 

Esta actividad no está acoplada al cotransporte de Na+/HCO3
- y de hecho puede darse en 

ausencia de HCO3
-. Asimismo, esta actividad de tipo canal afecta al potencial de membrana en 

reposo y al movimiento de iones a través de la membrana, lo cual está demostrado en 

sistemas heterólogos de expresión113. No está estudiado si esto también podría ocurrir en 

células in vivo.  
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Otros transportadores ya han demostrado contar con esta actividad de tipo canal. Por 

ejemplo, transportadores de HCO3
- como el SLC26A7114 y el SLC26A9115, tienen la capacidad 

de generar corrientes aniónicas además de su función de intercambiadores. 

Autorregulación 

En un estudio de expresión en el sistema heterólogo de ovocitos se descubrió que tanto los 

Nt como los distintos casetes de las variantes tienen una influencia en la expresión de 

membrana y en la actividad del NBCn1. El Nt puede incrementar la expresión en superficie del 

NBCn1, pero no tiene efecto en la actividad del cotransportador. Los casetes I, II y III regulan 

la expresión en membrana por interacción con múltiples casetes. Los casetes II, III y IV 

modulan la actividad del NBCn1. Entre ellos el más importante parece ser el casete IV, que 

confiere un aumento de la actividad de 11 veces la actividad basal94.  

Calcineurina 

La calcineurina es una proteína Ser/Thr fosfatasa dependiente de calcio hallada en una gran 

variedad de células116. La calcineurina interacciona con el casete II del NBCn1, hecho avalado 

por estudios de screening por hibridación en bibliotecas de cADN de músculo esquelético 

humano117.  

Se sabe que la activación de la calmodulina por el aumento de Ca2+ intracelular estimula la 

recuperación por acidosis del NBCn1-B endógeno de células musculares lisas de arterias 

mesentéricas de rata117. De esta manera, el NBCn1-B sería fisiológicamente importante por la 

protección que les confiere a las células musculares lisas de una acidosis excesiva en cada 

contracción arterial. Asimismo, como el casete II está presente en los NBCn1 de células de 

músculo esquelético, vascular y cardíaco, esta regulación podría ser tejido específica, teniendo 

un rol protector en estos tejidos. 

IRBIT 

Como se comentó antes, IRBIT es una molécula de señalización liberada de los receptores de 

IP3 cuando aumenta la concentración intracelular de IP3
49, fundamentalmente debido a la 

activación de receptores acoplados a proteína Gq. IRBIT es capaz de interaccionar con NBCn1-

B, logrando estimular su actividad y también la conductancia al Na+ en ovocitos de Xenopus. 

Asimismo, la co-expresión de IRBIT en células HeLa activa a la variante NBCn1-A. De manera 
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análoga a lo que se observa para el NBCe1, esta activación sería dependiente de las vías PP1 

y WNK/SPAK. Sería esperable encontrar esta regulación en cualquier variante del NBCn1 que 

comparta los sitios de interacción con IRBIT del NBCe156. 

Angiotensina II 

Se ha demostrado en miocitos ventriculares aislados de gato68 y rata67 que la ANGII estimula 

al NBCn1 luego de la activación de los receptores AT1 por una vía dependiente de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y de la quinasa ERK ½.  

 

1.2.1.2 NBCn1 y su influencia en el tejido vascular 

Se estudió la presencia de NBCn1 en endotelio de arterias grandes, como la aorta, en músculo 

liso vascular y células endoteliales de pequeñas arterias, capilares de tejidos epiteliales, 

aurículas y ventrículos del corazón y en músculo esquelético118.  

En concordancia, se demostró una recuperación de pHi luego de una acidosis en arterias 

mesentéricas, coronarias y cerebrales de ratón. Además, en estos tejidos se encontró la 

presencia de ARNm de NBCn1 como el único transportador de bicarbonato de la familia de 

genes SLC4119. Utilizando un siRNA específico para el NBCn1 en arterias mesentéricas 

pequeñas de ratón se determinó la existencia de un pHi basal menor a comparación de las 

arterias no carentes de NBCn1. El mismo resultado se encontró en células de músculo liso 

vascular de estas arterias en solución libre de CO2/HCO3
-. 

En estudios posteriores utilizando ratones knock out para el NBCn1 se describió una leve 

hipertensión sin cambios en la frecuencia cardíaca120. Las arterias mesentéricas de estos 

ratones mostraron una reducida capacidad de relajación mediada por acetilcolina, explicada 

por una inhibición de la enzima óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), la cual es dependiente 

del pHi teniendo una actividad óptima a pH 7,5 (Figura 8). Asimismo, también se demostró la 

existencia de una reducida sensibilidad al Ca2+ en músculo liso vascular. Se planteó que este 

efecto se da por una inhibición de la vía rho-kinasa estimulada por noradrenalina, la cual 

también puede verse afectada en un entorno celular más ácido. Debido a que angiotensina II 

(ANG II) también activa la vía rho-kinasa, estos ratones son resistentes a desarrollar 

hipertensión por infusión con ANG II. 
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Figura 8. Para que el músculo liso se contraiga es necesario que las cadenas livianas de la miosina estén 

fosforiladas. Cuando no está presente el NBCn1, el pH basal de los miocitos es menor, inhibiendo 

enzimas importantes como la eNOS y la Rho kinasa. Ach: Acetilcolina; Arg: arginina; NO: óxido nítrico; 

CLM: cadena liviana de miosina; CLM-P: cadena liviana de miosina fosforilada (activa); KCLM: kinasa 

de la cadena liviana de miosina; FCLM: fosfatasa de la cadena liviana de miosina; FCLM-P: fosfatasa de 

la cadena liviana de miosina fosforilada (inactiva); CaM: calmodulina; PIP2: Fosfatidilinositol 4,5bi-

fosfato; IP3: Inositol 1,4,5tri-fosfato; DAG: diacilglicerol; PLC: fosfolipasa C; IP3R: Receptor de IP3; Cav: 

canal de calcio voltaje operado o de tipo L; NA: noradrenalina; ANG II: Angiotensina II.   

En sintonía con lo encontrado en modelos animales, se conoce por el estudio de varios SNPs 

que se encuentran en las cercanías o dentro del gen SLC4A7 que la disfunción del NBCn1 está 

también asociada al desarrollo de hipertensión en humanos121; 122. 
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1.3 Virus adenoasociado serotipo 9 (AAV9) 

Los virus adeno-asociados (AAV) son virus pequeños, que no poseen envoltura y su genoma 

es de ADN simple hebra, flanqueado por dos repeticiones terminales invertidas (ITRs) de 145 

pared de bases (pb) que forman una estructura característica de horquilla en forma de T 

debido a su naturaleza palindrómica. Los AAV son miembros de la familia Parvoviridae 

descubiertos en 1965 como contaminantes en un aislamiento de Adenovirus (Ad)123. Estos 

virus son defectuosos en el sentido de que requieren la co-infección con un virus helper, como 

un Ad o herpesvirus, para su completa replicación123. Los AAV poseen amplias ventajas que 

los hacen vectores virales excelentes para la terapia génica.  

 

Figura 9. Micrografía electrónica de las partículas virales de AAV. Se observan su forma hexagonal 

característica y cápsides tanto vacías como llenas con el genoma viral. Tomada de Vironova, proveedor 

de análisis de AAV. 

Genoma viral 

El genoma viral consiste en tres marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican para ocho 

proteínas expresadas a partir de tres promotores124; 125. Los ITRs en forma de T son el origen 

para la replicación del ADN y funcionan como la señal primaria de empaquetamiento. La 

cápside está formada por la secuencia aminoacídica de sólo un ORF (cap) y el DNA 

empaquetado. Por estas características, estos vectores son un blanco pobre para la activación 

del sistema inmunológico del hospedador.  

El genoma viral, de aproximadamente 5kb, contiene tres ORFs: rep codifica para cuatro 

proteínas (Rep78, Rep68, Rep52, and Rep40) desde los promotores p5 y p19, con actividades 
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endonucleasa, ADN helicasa y ATPasa requeridas para la replicación viral125; 126 y el 

empaquetado en la cápside127 y cap que inicia la transcripción a través del promotor p40 y por 

splicing alternativo genera dos proteínas de la cápside (VP1 y VP3) y una proteína activadora 

del ensamblado (AAP) (Figura 10). Una tercera proteína de cápside, VP2, se traduce a partir 

de un codón de iniciación anómalo ACG, ubicado dentro de la secuencia de Kozak. La cápside 

está compuesta por sólo 60 subunidades de VP1, VP2 y VP3 en una relación 1:1:10. Las dos 

menos abundantes, VP1 y VP2, contienen la misma secuencia aminoacídica presente en VP3 

pero además cuentan con un Nt requerido para la infección y que presenta la señal de 

localización nuclear128 y actividad fosfolipasa A2129. AAP facilita la entrada al núcleo de VP3, 

proteína de cápside mayoritaria, y promueve el ensamblaje y la maduración de la cápside. 

 

Figura 10. Esquema del mapa genético de un AAV. Se muestran los tres ORFs con sus correspondientes 

promotores: p5, p19 y p40 y los genes que codifican. La región codificante está rodeada por dos ITRs 

que forman una estructura palindrómica en forma de T. 

Tropismo y serotipos 

Actualmente se conocen 13 serotipos virales cada uno de los cuales presenta tropismo para 

tejidos específicos, hecho que ha sido explicado por las diferencias halladas en los receptores 

de superficie celular de cada serotipo. Un ejemplo de esto fue el descubrimiento del serotipo 

AAV6 identificado en 1998130, que difiere del serotipo AAV1 en sólo 14 aminoácidos, pero sin 

embargo tiene distintas propiedades. Asimismo, se cree que el tropismo se ve afectado por la 

captación celular, el procesamiento intracelular, la llegada al núcleo del genoma de los 

vectores, la pérdida de la cápside y la síntesis del ADN de simple hebra. 
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El AAV2 es el serotipo más ampliamente estudiado por lo que la mayoría de la información 

obtenida sobre estructura, genética y ciclo vital corresponde a este serotipo.  

El descubrimiento de que las proteínas de superficie de las cápsides determinan el tropismo 

se aprovechó para modificar genéticamente las cápsides virales y generar así vectores 

quiméricos específicos para la transducción eficiente en células de interés. Afortunadamente, 

la misma construcción con los ITRs del AAV2 puede ser empaquetada en cualquier serotipo 

de cápside solamente por el intercambio de la región codificante cap en el plásmido trans o el 

virus helper.  

En la Tabla 1 se resumen los diversos tropismos hallados para cada serotipo, enfatizando sólo 

en los tejidos en los que la transducción es alta y por lo tanto pueden ser utilizados para 

aplicaciones clínicas. 

Serotipo Tropismo 

AAV1 Corazón, músculo esquelético, SNC, pulmón 

AAV2 SNC, músculo esquelético, hígado, músculo liso 

AAV3 SNC 

AAV4 Corazón, hígado, pulmón 

AAV5 SNC 

AAV6 Corazón, hígado, pulmón, músculo esquelético 

AAV7 Músculo liso, hígado 

AAV8 Hígado, Corazón 

AAV9 Corazón, hígado, pulmón, músculo esquelético 

Tabla 1. Listado de los principales serotipos virales y su correspondiente tropismo. 

Así, para corazón se destacan por su afinidad los serotipos AAV1, AAV6 y AAV9131. Se ha 

analizado el uso de AAV1 en ensayos clínicos recientes para el tratamiento de la falla cardíaca, 

puntualmente aumentando la expresión de SERCA2a, una Ca2+-ATPasa que se encuentra 

disminuida en esta enfermedad132. A pesar de que se concluyó que los pacientes no mejoraron 

su sintomatología, no se observaron efectos adversos en ninguno de ellos133. Trabajos 

recientes postulan una mayor eficacia de infección del AAV6 en células en cultivo, tanto 

cardiomiocitos neonatales de rata (CMNR) como células cardíacas derivadas de células madre 
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humanas pluripotentes inducidas (hiPSC-CMs). Por otro lado, el serotipo AAV9 fue el que 

mejor rendimiento presentó en ensayos in vivo en ratas adultas134. 

Infección  

Los AAV ingresan a la célula por medio de la unión a azúcares presentes en proteoglicanos 

(como ácido siálico, para el caso de serotipos 1 y 6 o galactosa para AAV9) y a receptores 

celulares de membrana (receptor de factor de crecimiento epidérmico para el AAV6 o 

receptor de laminina para el AAV9)135. Este doble tipo de receptor requerido se observa 

también frecuentemente para otros tipos de virus. Se internalizan luego por medio de 

endocitosis, proceso que comienza con la invaginación de zona de la membrana celular que 

contiene los complejos virus-receptor y termina con la liberación de las nuevas vesículas 

formadas al interior celular, en un proceso que puede ser dependiente o independiente de 

clatrina (Figura 11). Una vez dentro, los AAV se pueden localizar en todos los compartimientos 

subcelulares. Durante las primeras 2 horas post-infección, la mayoría de las partículas virales 

se acumulan en la zona perinuclear y se cree que es necesario un ambiente endosómico ácido 

para su transporte al núcleo o la disociación virus-receptor135. Una de las hipótesis para este 

entorno ácido requerido es que se necesita para la extrusión del extremo Nt de la proteína de 

cápside VP1 a la superficie de la cápside128. VP1 tiene actividad fosfolipasa A2, la cual sería 

importante para la ruptura del endosoma y el escape de las partículas virales al citoplasma129 

o bien para promover la entrada de la cápside al núcleo136. VP1 también posee una señal de 

localización nuclear. Se desconoce el mecanismo que posibilita a las partículas del AAV el 

pasaje a través de la membrana nuclear, pero la evidencia presente sugiere que las partículas 

intactas son translocadas al núcleo antes de liberar el ADN137. En el núcleo, el genoma del AAV 

se convierte en ADN doble cadena. Para el caso de un rAAV (AAV recombinante), la expresión 

del transgén de interés se logra con la transcripción al ARNm y su posterior traducción 

proteica.  

Luego de la infección, los AAV permanecen latentes en formas integradas o no integradas 

hasta que un virus helper les provee las funciones necesarias para su replicación138  
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Figura 11. Esquema del ingreso del AAV wild type a la célula hospedadora. 

Replicación 

Los AAV no pueden propagarse por sí mismos, ya que para generar una infección viral 

necesitan la co-infección con un virus helper. Esto les provee una seguridad adicional que 

impide una proliferación inapropiada para su uso clínico. Se cree que su virus helper natural 

es el adenovirus (Ad) porque se encontró AAV como contaminación frecuente en sus 

aislamientos123, pero también se sabe que tanto los herpesvirus como los baculovirus139; 140 

pueden actuar como virus helper de los AAV.  

Los AAV se replican mediante el mecanismo llamado horquilla rodante y este proceso ha 

podido ser imitado in vitro con los componentes purificados141. La replicación del ADN 

requiere Rep 78 o Rep 68, el complejo de la ADN polimerasa δ celular, el factor de replicación 

C (RFC), los antígenos nucleares de proliferación celular (PCNA) y el complejo de 

mantenimiento de minicromosomas (MCM) celular, que actúa como helicasa. Además, la 

replicación del ADN del AAV en extractos celulares también requiere una proteína de unión a 

ADN simple hebra, que pueden ser las proteínas celulares RPA142 o una codificada por un 

helper virus. El uso de estas enzimas celulares altamente conservadas podría explicar el amplio 

rango de hospedadores que tienen los AAV. Los rAAV se han utilizado para transducir 
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exitosamente una variedad de modelos animales entre ellos ratas, ratones, perros, cerdos, 

conejos, caballos y primates. 

Función del virus helper 

Las funciones de Ad específicas que han sido identificados como necesarias para la replicación 

de los AAV son: E1a, E1b55k, E2a, E4 orf6, DBP (DNA binding protein) y ARN viral asociado (VA 

RNA)142; 143. E1a y DBP actúan como activadores transcripcionales que inducen al promotor p5 

del AAV por medio de su unión al represor YY1, inactivándolo144. Esto permite generar la 

expresión de grandes cantidades de las proteínas Rep68/Rep78. Asimismo, E1a induce la fase 

S en las células hospedadoras, lo cual aumenta los niveles de ADN de las enzimas de 

replicación celulares necesarias para la replicación del AAV. De esta forma, la coinfección con 

Ad y la expresión de E1a actúa principalmente como un activador de la expresión genética del 

AAV cuando el entorno celular está comprometido a la replicación. Por otro lado, cuando el 

Ad no está presente, el promotor p5 está reprimido, generando niveles casi indetectables de 

Rep y manteniendo el genoma del AAV en estado latente. E2a estimula la procesividad de la 

replicación de los AAV in vitro y E1b55k, E4 orf6 y VA RNA promueven la replicación de los 

AAV y la síntesis de la cadena de ADN de simple hebra. 

En la coinfección con herpesvirus se suma la expresión de varias proteínas que se reportan 

como necesarias para la replicación del AAV: proteínas de unión al ADN simple hebra, UL9 y 

el complejo de helicasa-primasa UL5/UL8/UL22145; 146. Además, la expresión del complejo de 

la ADN polimerasa del herpesvirus (UL30/UL42) estimula, pero no es esencial para la 

replicación del AAV147. Asimismo, se demostró que para la expresión de los genes rep se 

requieren tres proteínas reguladoras del hespervirus (ICP0, ICP4, ICP22), las cuales parecen 

esenciales para la función de helper del herpesvirus.  

En el caso del baculovirus, no se conocen los elementos virales involucrados en la función de 

virus helper para la propagación de los AAV.  

Vectores AVV recombinantes (rAAV) 

Cuando comenzaron a describirse estos vectores virales no existía un ensayo estándar de 

aislamiento de las partículas, debido a que se creía que se necesitaba la presencia de un virus 

helper. Luego se descubrió que podía haber infección de un AAV wild type si se transfectaba 

en células humanas previamente infectadas con adenovirus. Esto permitió borrar algunas 
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secuencias del virus y sustituirlas con ADN externo. Finalmente se demostró que se podían 

eliminar todas las regiones codificantes mientras que se mantuvieran los ITRs de 145 pares de 

bases para asegurar la replicación y empaquetado del genoma del AAV recombinante (rAAV) 

complementando en trans con plásmidos que expresaran los genes de rep y cap sin los ITRs 

para evitar el empaquetado del virus wild type. 

Entonces, para la producción de un vector viral rAAV se requieren tres componentes 

principales (Figura 12): 

- El genoma del AAV recombinante que contiene el transgén, elementos reguladores 

(promotor y cola de poli A) y los ITRs.  

- Los genes rep y cap del AAV wild type. 

- Los genes E2A, E4 y ARN VA del Ad virus helper, necesarios para la replicación viral, además 

de una línea celular que provee la maquinaria básica de biosíntesis. Dentro de las líneas 

celulares que se utilizan para la producción de los AAV se encuentran las HeLa y las HEK293 

(Human embryonic kidney), las cuales expresan establemente los genes E1A y E1B del Ad. 

Este método de producción de rAAV es ampliamente utilizado por su baja complejidad. 

Requiere la co-transfección de células HEK293 con tres plásmidos que expresan todas las 

proteínas necesarias para la replicación y el empaquetado del genoma del transgén de interés. 
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Figura 12. Esquema de producción de rAAV a través de la co-transfección de células HEK293 con tres 

plásmidos: pAAV transgén, el plásmido que contiene el gen de interés rodeado por los ITRs; 

pAAvrep2cap9, plásmido que contiene los genes rep del AAV2 y los genes de cápside del serotipo 

deseado (en este ejemplo AAV9); pHelper, el plásmido que contiene los genes del virus helper 

necesarios para la correcta infección del rAAV. 

Actualmente existe un plásmido de empaquetamiento llamado pDG que combina los genes 

rep y cap con los genes del Ad helper E2a, E4 y VA ARN.  

Estos métodos de co-transfección con varios plásmidos son simples y flexibles para 

investigación clínica básica pero limitados en escala y reproducibilidad para su uso en 

producciones más grandes. Para mejorar estos inconvenientes, se han diseñado líneas 

celulares con expresión estable de los genes necesarios para la reproducción y 
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empaquetamiento de los AAV. Así, se encuentra disponible por ejemplo la línea celular 

Rep/Cap HeLa. 

Alternativamente, los rAAV pueden generarse mediante el uso de los virus helpers 

herpesvirus148 o baculovirus149. En este caso se generan cepas virales deficientes para la 

replicación que contengan los genes rep y cap y los elementos del AAV junto con el transgén 

de interés que se utilizan para coinfectar líneas celulares de mamíferos o insectos, 

respectivamente. 

Los AAV son uno de los vehículos de delivery genético más prometedores y exitosos porque 

agrupan ciertas características importantes. Tienen la habilidad de infectar tanto células en 

división como quiescentes (tejidos como cerebro, retina, hígado, músculo esquelético y 

corazón), lo que permite que se pueda utilizar en un amplio rango de tipos celulares. Aunque 

los rAAV modernos han sido modificados de manera que no pueden integrarse en el genoma 

de la célula hospedadora, igualmente pueden persistir en una forma extra cromosomal por 

largos periodos de tiempo. Los AAV generan expresión estable en el tiempo en células no 

divisibles, tienen una muy baja patogenicidad y producen una respuesta inmune muy limitada, 

por lo cual son ideales para terapia génica. 

Hasta la fecha han sido utilizados no sólo como herramienta para ensayos pre-clínicos en 

animales, sino que han sido los primeros vectores aprobados por la Unión Europea para el 

tratamiento de la deficiencia genética de lipoproteinlipasa150 y por la FDA (Food and Drugs 

Administration) para el tratamiento de atrofia muscular espinal151 (Zolgensma) y distrofia 

retiniana hereditaria (Luxturna)152. Se reporta su uso en más de 250 ensayos clínicos, 

incluyendo estudios para fibrosis quística153, enfermedades de almacenamiento lisosomal154, 

hemofilia155, distrofia muscular de Duchenne156, falla cardíaca132 y enfermedad de 

Parkinson157. 

En un principio se creía que los AAV se integraban en el genoma del hospedador, pero 

actualmente hay pocos datos que confirmen esto in vivo. En cultivos celulares, los AAV wild 

type tienen una preferencia a integrarse en el cromosoma humano 19 cuando se expresa 

Rep158; 159. Sin embargo, en estudios genómicos in vivo se ha encontrado que las partículas de 

ADN de los rAAV en músculo, corazón, cerebro, hígado y pulmón160-163 se convierten en 

círculos que persisten como episomas conteniendo múltiples copias del constructo, 



36 
 

generalmente en una configuración de “cabeza a cola”164. La mayor frecuencia de integración 

se encontró en el hígado, donde aproximadamente 10% de las células integran el rAAV en su 

genoma162. Esto sugiere que los rAAV son adecuados para la modificación genética de los 

tejidos somáticos no divisibles como ojo, cerebro, corazón y músculo, y menos adecuados para 

los tejidos que normalmente se dividen. El hecho de que la integración sea un evento 

relativamente raro durante la transducción de los AAV in vivo reduce las posibilidades de una 

mutagénesis insercional y provee un margen adicional de seguridad para la terapia génica 

mediada por AAV.  

Con respecto a la persistencia de la expresión de proteínas recombinantes luego de la 

infección con rAAV, se ha informado por ejemplo que para el caso de ratones inyectados in 

vivo para la expresión de los genes de eritropoyetina165 y β-galactosidasa166 se generaron 

niveles persistentes de expresión génica que no cambiaron con el paso del tiempo. Esta 

expresión de larga duración no se había reportado nunca, puesto que hasta ese momento la 

mayoría de los vectores virales perdían su expresión semanas o algunos meses luego de su 

administración in vivo. Algunas explicaciones para la pérdida de la expresión génica incluyen 

el clearance inmune para el caso de los Ad y el silenciamiento epigenético para los retrovirus. 

Por el contrario, se demostró que la β-galactosidasa mantuvo su expresión estable por más de 

un año y medio después de la inyección intramuscular y para la eritropoyetina se informaron 

niveles constantes por 6 meses luego de la inyección sistémica del rAAV. Se reportaron los 

mismos efectos a largo plazo en modelos animales en los cuales la administración del rAAV se 

realizó por vía ocular, cerebral, en la médula espinal, en músculo y en hígado167-171. Esta 

ventaja de expresión persistente a largo plazo abre la posibilidad de mejorar enfermedades 

genéticas con una sola aplicación del rAAV que duraría toda la vida.  

Los AAV se han encontrado presentes en casi el 80% de la población humana y el 60% de la 

población global posee anticuerpos neutralizantes contra los serotipos 1, 2, 3 y 5172. Los 

anticuerpos neutralizantes más frecuentemente encontrados corresponden al AAV2, seguido 

por el AAV1. Estos anticuerpos se reportan a temprana edad, con un pico alrededor de los 3 

años173. Se ha observado que aún títulos bajos de anticuerpos neutralizantes son suficientes 

para generar el bloqueo en la transducción de los rAAV en ensayos clínicos, por lo cual la 

solución actual a este inconveniente es medir previamente el nivel de anticuerpos 

neutralizantes de los pacientes, con el riesgo de no garantizarse la terapia en todos los casos. 
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Recientemente se reportó que la depleción mediante matrices de inmunoadsorción y 

hemaféresis de anticuerpos neutralizantes contra AAV mejora ampliamente la transducción 

posterior a los tejidos174. Esto podría ser una solución que incluya a cualquier paciente, tenga 

o no anticuerpos neutralizantes previamente y además resuelve los inconvenientes en 

aquellos tratamientos que requieran una readministración del vector. También están en 

investigación los anticuerpos neutralizantes como una posible fuente de toxicidad relacionada 

con la activación del complemento175. 

Además de la presencia de anticuerpos neutralizantes, las cápsides de las partículas virales del 

rAAV pueden ser reconocidas por el receptor TLR2 y el genoma viral por los receptores TLR9 

intracelulares. Además, la degradación de las proteínas de la cápside en proteosomas 

celulares podría activar el complejo mayor de histocompatibilidad, generando además una 

respuesta celular citotóxica. 

Aunque los AAV presentan muchas cualidades que los hacen excelentes vectores virales para 

el delivery genético, también se pueden nombrar algunas desventajas. La principal es que a 

causa de su pequeño genoma (~4,7Kb) restringe el tamaño del gen a colocar en su interior. 

Otros vectores virales como los adenovirus o los lentivirus son capaces de albergar genomas 

de un tamaño 5 a 10 veces mayor. Sin embargo, para la mayoría de sus usos el tamaño máximo 

permitido para la incorporación al vector rAAV no es un problema ya que en promedio las 

proteínas eucariotas tienen un tamaño de alrededor de 375 aminoácidos176.  

En la Tabla 2 se comparan las características de los principales vectores virales que se utilizan 

más frecuentemente. 

Propiedades Lentivirus Adenovirus AAV 

Capacidad de 

empaquetamiento 

5 Kb 8-9 Kb 3,4 Kb 

Eficiencia +++ ++++ +++ 

Tipo celular La mayoría de las 

células en división y 

no divisibles 

La mayoría de las 

células en división y 

no divisibles y altos 

niveles de 

Todos los tipos 

celulares 
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transducción en 

cultivos primarios 

Integración si no 90% no 

Respuesta inmune +++ +++++ ++ 

 

Tabla 2. Comparación entre los distintos vectores que se utilizan para delivery génico en la actualidad. 
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Hipótesis 

Se propone que el silenciamiento del NBCe1 cardíaco reducirá su actividad desencadenando 

una respuesta compensatoria que implicaría el aumento de la expresión de los 

transportadores alcalinizantes restantes, NHE1 y NBCn1. Se podría esperar además un 

concomitante incremento en la actividad de los mismos, lo cual generaría un mayor ingreso 

de Na+ intracelular. De haber un aumento en la concentración intracelular de Na+, se 

desplazará el potencial de inversión del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) hacia valores más 

negativos, provocando que el mismo actúe ingresando Ca2+ a la célula. El NCX, cuya 

estequiometría para el miocito cardíaco es 3Na+:1Ca2+, puede funcionar tanto en modo 

directo como inverso, con la dirección de transporte determinada por el voltaje 

transmembrana y la concentración de los iones intercambiados. El Ca2+ es necesario para la 

contracción a corto plazo, pero en caso de mantenerse elevado en el tiempo, podría actuar 

como una señal pro-hipertrófica, desencadenando entonces una hipertrofia cardíaca. 
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Objetivo general 

 El objetivo general de este proyecto es investigar la contribución de la isoforma 

electrogénica del cotransportador Na+/HCO3
- cardíaco (NBCe1) al desarrollo de la hipertrofia 

cardíaca (HC). Utilizando diferentes modelos experimentales se propone dilucidar la 

implicancia de la disminución de la función del NBCe1 sobre las alteraciones morfológicas, 

iónicas y electrofisiológicas que se producen como resultado del desarrollo y evolución de 

dicha enfermedad. La valoración de la participación del NBCe1 permitirá establecer si la 

disminución de su función es causa o consecuencia del desarrollo de HC, estableciendo su 

posible utilidad como blanco terapéutico para el tratamiento de esta patología. 

Objetivos específicos 

Para cumplir con el objetivo general se desarrollarán cuatro modelos experimentales: 

1- Se inyectará en ratas Wistar un vector adenoasociado con tropismo cardíaco en el cual ha 

sido clonado un shRNA dirigido al NBCe1 (AAV9-shNBCe1) o un shRNA de secuencia control 

(AAV9-shControl).  

2- Se inyectará un vector adenoasociado con tropismo cardíaco (AAV9-NBCe1 o AAV9-

mCherry como control) para la sobreexpresión del NBCe1 en ratas espontáneamente 

hipertensas (SHR). 

3- Se inyectará un vector adenoasociado con tropismo cardíaco (AAV9-NBCe1 o AAV9-

mCherry como control) para la sobreexpresión del NBCe1 en ratones C57BL/6.  

4- Se inyectará en ratas Wistar un vector adenoasociado con tropismo cardíaco en el cual ha 

sido clonado un shRNA dirigido al NBCn1 (AAV9-shNBCn1) o un shRNA de secuencia control 

(AAV9-shControl). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Construcción de los vectores de expresión 

Los plásmidos que se utilizan se denominan cis-plásmidos y contienen el transgén de interés 

o elementos reguladores para la expresión de ese gen en el hospedador, como shRNAs, 

rodeados por los ITRs virales.  

El casete CMV-EGFPNeo se obtuvo de la empresa VectorBuilder Inc. el cual se amplificó a 

través de PCR (Q5, NEB) y se agregó en los extremos de los cebadores secuencias para las 

enzimas de restricción necesarias para la clonación en un vector cis-plásmido AAV. Todas las 

construcciones fueron verificadas por secuenciación y la correcta expresión fluorescente en 

sistemas heterólogos. Los cis-plásmidos correspondientes para la generación de AAV para la 

expresión de NBCe1, mCherry, shNBCe1, shNBCn1 o shControl fueron obtenidos de la 

empresa VectorBuilder Inc. 

 

Figura 13. Esquema de los cis-plásmidos utilizados para generar los virus del silenciamiento del NBCe1 

(shNBCe1), el NBCn1 (shNBCn1) y el control (shControl) y la sobrexpresión del NBCe1 y su control 

mCherry. 

Co-transfección de los plásmidos  

Los rAAV9 se generaron por transfección de células HEK293. Se utilizaron los cis-plásmidos 

nombrados anteriormente y un plásmido helper pDG9 que codifica para rep, cap, AAP y las 

funciones adenovirales necesarias.  
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Se cultivaron las células HEK293T en medio de cultivo DMEM con 10% de suero fetal bovino 

(SFB) y antibiótico (Penicilina/Streptomicina) a 37°C y con 5% de CO2. Una vez que alcanzaron 

una confluencia del 80%, fueron co-transfectadas con el plásmido pDG9 (helper) y con cada 

uno de los cis-plásmidos (pNBCe1, pshNBCe1, pshNBCn1, pmCherry, pshControl) en una 

solución de DMEM 2% SFB con PEI-max (Polysciences) y manteniendo la relación 1:3 para cis-

plásmido:pDG9. Las células se mantuvieron en cultivo por 72 horas y pasado este tiempo se 

cosecharon.  

 

Figura 14. Imágenes tomadas desde el microscopio de fluorescencia evidenciando la transfección 

exitosa de dos de los cis-plásmidos usados: shNBCe1 y mCherry. Aumento 4x.  

Aislamiento y concentración de las partículas virales 

Se realizó una centrifugación (1000 x g por 15 minutos) para separar el sobrenadante del pellet 

celular. El pellet celular fue resuspendido en un buffer de lisis (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 

pH 8,5) y el contenido celular se liberó mediante tres ciclos de congelado-descongelado 

sucesivos. Luego se incubó por 30 minutos con 2 μL (10 IU/μL) de nucleasa (cat. no.: 88700, 

Thermo Fisher Scientific) para eliminar ARN y ADN tanto genómico como no encapsidado. Para 

finalizar el procesamiento celular, se realizó una centrifugación (5000 x g por 20 minutos) y se 

reservó el sobrenadante para ultracentrifugación en gradiente de iodixanol (cat. no.: D1556, 

Sigma-Aldrich). 

El virus del sobrenadante del cultivo celular se precipitó mediante la adición de 31,3 g de 

sulfato de amonio por cada 100 ml de sobrenadante seguido de incubación en hielo durante 

al menos 30 minutos. El precipitado se peleteó mediante centrifugación, se resuspendió en 5 
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ml de buffer de lisis y luego se combinó con el sobrenadante del sedimento celular para 

ultracentrifugación en gradiente de iodixanol.  

Las preparaciones de rAAV generalmente presentan una mezcla de cápsides llenas y vacías, 

por lo que con una centrifugación en gradiente de densidad, en este caso utilizando iodixanol, 

basta para separar las cápsides vacías, las cuales además de ser contaminantes podrían 

disminuir la eficiencia de transducción in vivo. Sin embargo, en estudios recientes se reportó 

que las cápsides vacías podrían funcionar como señuelos para los anticuerpos neutralizantes 

circulantes y por lo tanto, mejorar la transducción177. 

Los lisados virales se colocaron por encima de gradientes discontinuos de iodixanol 

compuestos por 4 ml de iodixanol al 60%, 4 ml al 40%, 4,9 ml al 25% y 7,3 ml al 15% (con NaCl 

1M). Los gradientes se centrifugaron a 350.333 × g (promedio) durante 60 minutos a 18°C en 

un rotor de ángulo fijo Beckman tipo 70 Ti. Finalmente, se recogieron fracciones (1,25 ml) del 

fondo del tubo, considerando las más enriquecidas en partículas virales las cercanas a la 

interfase entre 60% y 40% de iodixanol, siendo estas la fracción 4 y parte de la 5.  

 

Figura 15. A. Fotografía de los gradientes de iodixanol y los lisados virales por encima de los mismos, 

antes de la ultracentrifugación. B. Luego de la ultracentrifugación, se realizó un agujero con una aguja 

y se recolectaron varias fracciones de 1,25 ml.  
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Figura 16. Micrografías electrónicas tomadas de Kohlbrenner et al, Methods Mol Biol 2017. Las 

partículas virales completas, es decir genoma más cápside, se visualizan como hexágonos enteros 

blancos, mientras que las cápsides vacías se visualizan como hexágonos blancos con el centro oscuro. 

En la imagen a se observa la primera fracción recogida, mostrando un 60% de cápsides con genoma 

viral. En la imagen b, tomada de la fracción 4 se observa alrededor de un 98% de cápsides completas. 

En la imagen c, tomada de la fracción 7, se observa solo un 5% de cápsides con genoma viral. 

Las fracciones seleccionadas se dializaron en solución de Ringer lactato (Baxter International), 

se filtraron a través de un filtro de poros de 0,22 μm (Merck Millipore) y se almacenaron a -

80°C. Para la concentración de las partículas virales se utilizó vivaspin20 (GE Healthcare).  

 

Figura 17. Esquema resumido de la producción de AAV9 en células HEK293 con el método de co-

transfección y posterior purificación en gradiente de iodixanol.  

Determinación de la pureza de los vectores virales 

Para caracterizar la pureza de la preparación viral obtenida se separaron por electroforesis las 

proteínas de la cápside viral VP1, VP2 y VP3. Se realizó un gel de acrilamida 10% SDS-PAGE. Se 
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utilizaron 30 µl de muestras de distintas fracciones a los cuales se agregó buffer de carga y se 

corrieron a 125 V por 2-3 horas, previo calentado de las muestras a 95°C por 3 minutos. Luego 

de la corrida, se tiñeron los geles durante la noche con una solución 50% metanol, 10% ácido 

acético y 0,003% Coomassie Blue. Para el desteñido se utilizó una solución 40% metanol y 8% 

ácido acético.  

 

Figura 18. Fotografía del gel SDS-PAGE mostrando las proteínas de la cápside viral. Se observa que la 

fracción 4 es la más enriquecida en cápsides y además la más limpia, encontrando sólo partículas 

virales en la preparación.  

Determinación del título de genoma viral 

La cuantificación del título de genoma viral se realizó mediante un gel de agarosa alcalino. Las 

muestras se prepararon en un buffer de carga (4x: 1,2% SDS, 20% glicerol, 0,01% azul de 

bromofenol) y se sembraron en conjunto con un marcador de peso molecular de ADN de 1kb 

(New England Biolabs). El gel se corrió en un buffer alcalino (50x: 2,5M NaOH, 50mM EDTA) a 

4°C durante toda la noche y a 20 V. Luego, se lavó el gel con una solución de 0,1M Tris-HCl pH 

8,5 en agitación por una hora. Se retiró el buffer de lavado y se incubó después en agitación 

durante 2 horas con Gel red en 0,1M NaCl, a resguardo de la luz. Finalmente, se visualizó en 

un transiluminador UV y se tomó una foto del mismo. 
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Figura 19. Fotografía del gel alcalino tomada con el transiluminador UV. Puede observarse la presencia 

de genoma de los cinco rAAV9 desarrollados. 

Para la cuantificación del genoma viral se utiliza el marcador de peso molecular de ADN. La 

cantidad de ng/5µl de ADN correspondientes a cada banda es informada por el fabricante, por 

lo tanto se puede hacer un promedio de la densidad de cada banda teniendo en cuenta su 

masa. De esta forma, se podrá calcular la masa de cada genoma viral midiendo su densidad 

por relación con el promedio correspondiente a las masas y densidades del marcador de peso 

molecular.  

Para el gel anterior: 

ng/5µl Densidad medida 

42 3185 

42 2726 

50 2505 

42 2419 

125 10552 

 

 

 

 Densidad promedio de la banda marcador   ng correspondientes 

Densidad medida de la banda AAV9   x= ng DNA en AAV9 
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AAV9 Densidad medida ng promedio 

shNBCe1 5808,217 90,3 

shNBCn1 7393,267 115 

shControl 3991 62,1 

NBCe1 14090 219,1 

mCherry 11367,125 176,8 

 

Luego, conociendo el tamaño de cada genoma y su masa correspondiente, se calculó cuántas 

copias del mismo se obtuvieron. Además, se calculó el volumen que se debería inyectar en los 

animales para alcanzar el título viral de 1x1012 partículas virales: 

AAV9 Vcg/µl µl a inyectar 

shNBCe1 2,9x109 280 

shNBCn1 3,6x109 250 

shControl 2x109 500 

NBCe1 4,8x109 200 

mCherry 3,9x109 260 

 

Administración de AAV9 en ratas 

Los adenoasociados obtenidos fueron inyectados a través de la vena lateral de la cola de ratas 

de 3-4 meses (1x1012 pv/kg). Para la realización del procedimiento se durmió a los animales con 

anestesia inhalatoria (isofluorano). Luego se procedió a la inyección con una aguja 27,5 G y se 

comprobó que la solución inyectada ingresara correctamente en la vena. 

Administración de AAV9 en ratones c57bl/6 

Los adenoasociados obtenidos fueron inyectados en el seno retro-orbital de ratones c57bl/6 

machos de 3-4 meses de edad (1x1012 pv/kg). Primero se durmió a los animales con anestesia 

inhalatoria (isofluorano) y se administró también un anestésico oftálmico (propacaína 0,5%). 

Luego se procedió a la inyección con una aguja 27,5 G y posteriormente se administró un 

antibiótico (tobramicina)178. 

Aislamiento de miocitos cardíacos 
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Se utilizaron ratas macho de 4-5 meses de edad, a las cuales se las anestesió con una inyección 

intraperitoneal de uretano (1,5g/kg del animal). Para el aislamiento de miocitos de ratones 

macho de 4-5 meses de edad, se procedió a la dislocación cervical previa anestesia.  

Los animales se heparinizaron (200U/ml) para evitar coágulos y luego de la apertura torácica, 

el corazón se extrajo rápidamente, se canuló la aorta y se colocó en un sistema Langendorff de 

perfusión retrógrada. El corazón se lavó durante 5 min con una solución HEPES (mM): 146,2 

NaCl, 4,69 KCl, 11 glucosa, 10 HEPES, 0,35 NaH2PO4.H2O, 1,05 SO4Mg.7H2O, 1 Cl2Ca, 100% O2, 

pH 7,4. Una vez limpio, se perfundió con una solución de EGTA (0,1 mM), quelante de Ca2+, y 

en ausencia de Cl2Ca. Transcurridos 5 min, se inició la perfusión con la solución enzimática, 

HEPES con 0,5 mM Cl2Ca y 0,2 mg/ml de colagenasa tipo II 280U/ml (Worthington Biochemical).  

Una vez finalizada la digestión, el corazón fue desmontado del equipo Langendorff y se disgregó 

el tejido mecánicamente con pinzas. 

Finalmente, se restituyó progresivamente el Ca2+ de la solución para evitar la muerte celular 

por recalcificación rápida con el agregado de Cl2Ca hasta lograr una concentración final de 1 

mM para las ratas y 1,8 mM para los ratones. 

Determinación de pHi por epifluorescencia 

El pH intracelular (pHi) de los miocitos se midió por un sistema de epifluorescencia (Ion Optix, 

Milton, MA). Se utilizaron los miocitos cardíacos aislados de rata en el mismo día. Las células 

fueron cargadas en el medio buffer HEPES salino con 10 μM del indicador de pHi, 2'-7'-bis (2-

carboxyethyl) -5, 6-carboxyfluorescein (BCECF)-AM a temperatura ambiente durante 10 

minutos, al cabo de los cuales se lavó el medio extracelular con solución libre de indicador.  

El modo de carga del indicador se basa en que las formas acetoxy-metil-ester (AM) de los 

indicadores fluorescentes atraviesan fácilmente la membrana, y una vez en el citosol, las 

esterasas intracelulares hidrolizan la porción AM para liberar la forma ácida del indicador, que 

es la activa cuando se combina con el ion correspondiente (H+). 

Transcurridos 30 minutos de lavado, los miocitos fueron colocados sobre la platina de un 

microscopio invertido (Nikon TE 2000-U), a flujo continuo (2ml/min) y estimulados a través de 

dos electrodos de platino a una frecuencia de 0,5 Hz. La luz de excitación, provista por una 

cámara de Xenón de 75 watt, fue centrada a 440 y 490 nm y transmitida a los miocitos. La 
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fluorescencia emitida fue colectada por un fotomultiplicador provisto de un filtro de 535 nm. El 

cociente (490/440) fue digitalizado a 10 kHz (ION WIZARD software) para análisis de 

fluorescencia.  

Al término de cada día experimental, se realizó una calibración con Nigericina y alto K+. La 

nigericina es un ionóforo que permite igualar el pH de la solución externa con el pHi. Con un 

ajuste lineal y conociendo el pH de las soluciones externas se logró transformar las unidades 

arbitrarias de fluorescencia del cociente 490/440 en unidades de pHi.  

En estas condiciones se realizó el protocolo denominado pulso de potasio, el cual se explicará 

a continuación. 

Pulso de K+: Actividad del NBCe1 

Se estudió la actividad del NBCe1 con un protocolo experimental denominado “Despolarización 

por alto K+”15, en el cual los miocitos aislados fueron expuestos a una solución que contiene: 

(mM) 118 NaCl, 5 KCl, 1 MgSO4, 0,35 NaH2PO4, 10 glucosa, 40 cloruro de colina, 20 NaHCO3, pH 

7,45 mM, la cual corresponde a una solución de K+ normal. Una vez estabilizado el registro de 

pHi, los miocitos cardíacos se comenzaron a perfundir con una solución isosmótica pero con 45 

mM de K+, solución de alto K+.  

La mayor concentración de K+ de la solución produce una despolarización de la célula de 

aproximadamente 60 mV, activando todos los mecanismos electrogénicos, entre ellos el 

NBCe1. La activación del NBCe1 se traducirá como un incremento del pHi.  

 

Figura 20. Esquema representativo del registro que se obtiene con la técnica de despolarización con alto 

K+. 
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Determinación de pH basal 

El pH intracelular (pHi) de los miocitos se midió por un sistema de epifluorescencia (Ion Optix, 

Milton, MA). Se utilizaron miocitos ventriculares aislados de ratón cargados con BCECF-AM 

como se ha descripto anteriormente. Las células se perfundieron con buffer bicarbonato (en 

mM): 118 NaCl, 5 KCl, 1,8 CaCl2, 0,8 MgCl2, 1,2 MgSO4, 20 NaHCO3 y 10 Glucosa (pH 7,4 con 95% 

O2 - 5% CO2). Se registró la fluorescencia por varios minutos estimulando a 0,5Hz. Se realizaron 

calibraciones con Nigericina y alto K+ para obtener los valores de pHi. 

Registro de potencial de acción cardíaco (PAC) 

Para las medidas de duración de PAC se utilizó la técnica de patch-clamp en su configuración 

whole cell perforado en células aisladas. Se utilizó un amplificador Axopatch 200B (Axon 

Instruments, Foster City, Calif) y un conversor análogo-digital Digidata 1322A (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA). El análisis de los datos se realizó con pClamp 9.2 Software (Molecular 

Device). Las pipetas de borosilicato se fabricaron de manera de obtener una resistencia final de 

2-3,5 MΩ. Se utilizó como electrodo de referencia un alambre de Ag/AgCl en contacto con la 

solución extracelular. La solución de pipeta contenía (en mM): 125 K-Gluconato, 10 KCl, 8 Na-

Gluconato, 1 MgCl2, 10 HEPES and 0,30 mg/ml de nistatina (pH 7,2 con KOH, concentración final 

de K+: 140 mM). La solución de HCO3
- contenía (en mM): 120 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 20 

NaHCO3, 5 Glucosa y 13 Cloruro de colina (pH 7,4 con 95% O2 - 5% CO2). Los PAC se generaron 

con pulsos de 2 milisegundos de corriente despolarizante a 1Hz (ratón) y 0,5Hz (rata). Todos los 

datos obtenidos fueron normalizados con el potencial de junta de -14,7 mV en la solución de 

HCO3
-. El potencial de junta fue calculado con la herramienta del software pClamp Clampex 

10.3. Los datos fueron procesados en ClampFit 10.3 (Molecular Device). Todos los experimentos 

se realizaron a temperatura ambiente (22-25°C).  Para cada célula aislada se midió la corriente 

capacitiva, de manera que los PAC registrados fueron normalizados por la capacitancia de la 

misma. Se utilizaron soluciones y protocolos electrofisiológicos destinados a registrar los PACs 

como se realizó previamente en nuestro laboratorio22; 23. 

Detección de Ca2+ citosólico por microscopía confocal 

Los cardiomiocitos se cargaron con Fluo4-AM 10 µM (Thermo fisher scientific) disuelto en 20% 

F-127 plurónico en dimetilsulfóxido (DMSO). Luego de 10 minutos de carga a temperatura 

ambiente, las células se lavaron y se colocaron en una cámara de perfusión montada en un 
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microscopio confocal invertido Zeiss 410 (LSMTech, Pennsylvania, USA) equipado con un 

objetivo 63x de inmersión. Todas las medidas fueron realizadas a temperatura ambiente (24 

°C). Los miocitos fueron estimulados repetidamente con pulsos de 10 mseg de duración. La 

longitud de onda de excitación fue 488 nm, para lo cual se utilizó un láser de argón, y la 

fluorescencia emitida se recolectó a 500-550 nm. La señal fluorescente se registró en modo 

linescan, con una línea de 512 píxeles colocada en el eje longitudinal de las células. Cada registro 

consistió en 512 linescans consecutivos (4,3 mseg por línea), que luego fueron agrupados para 

crear un perfil espacio temporal.  

Determinación de frecuencia de ondas de Ca2+ 

Para la medida de la frecuencia de aparición de ondas de calcio se utilizaron cardiomiocitos 

ventriculares aislados cargados con Fluo4-AM como se describió anteriormente. Se estimularon 

eléctricamente aumentando la frecuencia de 1 a 5 Hz durante un minuto y luego se frenó la 

estimulación para determinar el calcio liberado espontáneamente. 

Estudio electrocardiográfico (ECG) 

El ECG de superficie se registró a 40KHz utilizando electrodos de ECG estándar (derivación I) y 

un sistema de adquisición de datos Power Lab 4ST (Adinstruments, Nueva Zelanda)179. Se 

tomaron registros de 2 minutos luego de verificar una frecuencia cardíaca constante. Para la 

cuantificación de la duración del intervalo QT, se midieron aproximadamente 50 registros de 

ECG. Los valores de QT corregido se obtuvieron con la fórmula de Bazett: QTc = QT/(RR)1/2, 

donde RR es el período promedio entre dos ondas R consecutivas.  

El registro de los ratones se realizó con los animales conscientes y colocando los electrodos en 

el pecho. Para el monitoreo del ECG de las ratas se requirió anestesia inhalatoria (isofluorano) 

y los electrodos se colocaron en el pecho de los animales mediante agujas de acupuntura, con 

el objetivo de obtener registros menos ruidosos. 

Análisis por ecocardiografía 

La ecocardiografía utiliza las propiedades de las ondas sonoras para diferenciar tejidos de 

densidad variable en el cuerpo humano. El sonido viaja a través de ondas mecánicas con una 

velocidad dependiente de la densidad y las propiedades elásticas del medio en el que están 

viajando. Las ondas de ultrasonido, que se utilizan en aplicaciones médicas, tienen frecuencias 
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más altas que las audibles para el oído humano. Cuando una onda sonora, que se genera por 

estimulación eléctrica de un cristal piezoeléctrico, viaja a través de una interfaz entre dos 

tejidos de distinta densidad acústica, como miocardio y sangre, una porción de la energía se 

refleja (onda reflejada) y el resto viaja a través del siguiente tejido (onda refractada).  La onda 

refractada es captada por el transductor, convertida en energía eléctrica, amplificada y 

registrada en el monitor. 

Los roedores fueron monitoreados ecocardiográficamente durante todo el tratamiento. Para 

las ratas, se utilizó anestesia inhalatoria (isofluorano) y se mantuvieron dormidas durante todo 

el proceso. Las ecocardiografías de los ratones, en cambio, se realizaron con los animales 

despiertos. Las ecocardiografías bidimensionales se realizaron en modo M, con un transductor 

de 15 MHz para los ratones y de 12MHz para las ratas. Algunas ecocardiografías también se 

realizaron en modo ultrasonido Doppler, método que permite estimar de manera no invasiva 

la velocidad del flujo sanguíneo en el corazón y los vasos y la presión de llenado de las cámaras 

cardíacas, siendo de gran utilidad para aportar datos hemodinámicos. En este sentido, el 

parámetro analizado fue la relación onda de llenado ventricular temprano (E)/contracción 

auricular (A). Las medidas fueron realizadas de acuerdo a los protocolos propuestos por la 

American Society of Echocardiography. 

Medición de la presión arterial 

Se midió en ratas conscientes la presión arterial sistólica por el método pletismográfico de 

medida de la presión arterial, utilizando la vena de la cola de estos animales180. Estas medidas 

se realizaron una vez por semana, antes y luego de finalizado el tiempo de tratamiento post 

inyección.  

Medida de área de sección transversal 

El tejido ventricular se fijó en 10% de formaldehído en PBS y fue embebido en parafina. Las 

secciones del ventrículo izquierdo (5 µm de grosor) se tiñeron con hematoxilina-eosina para 

determinar el área de la sección transversal de los cardiomiocitos. Solo se consideraron células 

redondas a ovoides con núcleo redondo visible y se contaron 50 células en al menos 10 

imágenes obtenidas de cada ventrículo izquierdo. Cada célula se trazó individualmente y su área 

de sección transversal se determinó directamente. Todos los cortes teñidos se observaron bajo 

un microscopio (Olympus BX-50, Tokio, Japón) y las imágenes se capturaron con una cámara de 



53 
 

video analógica. Las imágenes fueron digitalizadas y procesadas por un software de 

computadora (Image-Pro Plus).   

Análisis de proteínas por Western-blots 

Los corazones de los roedores fueron pulverizados en nitrógeno líquido y homogeneizados en 

un buffer RIPA con inhibidores de proteasas (MiniComplete Tablets, Roche) como aditivo. Se 

midió la concentración proteica total por el método de Bradford y las muestras se diluyeron en 

un buffer de carga SDS/PAGE (10% (v/v) de glicerol, 1-3% (v/v) 2-mercaptoetanol, 2% (p/v) SDS, 

0,5% (p/v) de azul de bromofenol, 75 mM Tris, pH 6,8). Luego fueron resueltas en 7,5-12% de 

poliacrilamida, dependiendo del peso molecular de la proteína en estudio. Una vez finalizada la 

corrida electroforética, se transfirieron a membranas de PVDF por electroforesis (SDS-PAGE). 

Las membranas fueron bloqueadas con una solución que contiene leche al 5% para luego ser 

incubadas toda la noche con los anticuerpos específicos para cada una de las proteínas de 

interés. Al día siguiente se incubó por 1 hora con los anticuerpos secundarios, conjugados con 

una peroxidasa de rábano (HRP, en inglés). La detección de las proteínas inmunoreactivas se 

hizo por quimioluminiscencia (Amersham) y las señales se cuantificaron mediante análisis 

densitométrico. Los blots fueron visualizados por quimioluminiscencia con ECL® y cuantificados 

mediante análisis densitométrico con el software Image J. 

Lista de anticuerpos utilizados: 

Anticuerpo Origen 

Anti- NBCe1 (1:500, 1% leche en TTBS) Producido en el laboratorio, policlonal de 

conejo12 

Anti- NBCn1 (1:1000, 1% leche en TTBS) Santa Cruz Biotechnology, sc-99633 

Anti- NHE1 (1:1000, 1% leche en TTBS) Santa Cruz Biotechnology, sc-136239 

Anti- GAPDH (1:2000, 1% leche en TTBS) Ambion, #AM4300 

Anti- rabbit (1:10000, 1% leche en TTBS) Santa Cruz Biotechnology, sc-2004 

Anti- mouse (1:5000, 1% leche en TTBS) Millipore, #AP124P 

 

Cuantificación de genes usando PCR cuantitativa (qRT-PCR).  



54 
 

El RNA total fue extraído a partir de muestras de ventrículo izquierdo de los roedores 

cosechadas en TriReagent (GenBiotech) y disgregados mecánicamente. Se realizará la 

cuantificación y análisis de la calidad del mismo utilizando espectrofotómetro 

Spectrophotometer ND-100 (Nanodrop Technologies Inc.). 0,5 a 1,5 μg del RNA será 

retrotranscripto utilizando random hexamers (Byodinamics, Argentina) y Transcriptasa Reversa 

MMLV (Promega, Argentina) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las reacciones de 

qPCR serán realizadas en un ciclador I-Cycler Bio-Rad. La eficiencia de cada par de primers será 

evaluada a partir diluciones seriadas de un pool de los cDNAs a estudiar como molde y los 

primers en cuestión. A partir de los valores de ciclo umbral Ct (del inglés cycle threshold) de 

cada muestra y haciendo uso de las eficiencias de los primers y normalizándolo con los mismos 

parámetros del gen housekeeping se podrán obtener los valores de expresión normalizados. 

Lista de primers utilizados: 

Transcripto Dirección Secuencia 

ANP Forward GGATTTCAAGAACCTGCTAGACCA 

Reverse CTGCTTCCTCAGTCTGCTCACTCA 

GAPDH Forward GGGTGTGAACCACGAGAAAT 

Reverse CCACAGTCTTCTGAGTGGCA 

 

Determinación de colágeno 

Se utilizaron secciones de 5 µm tomadas de los ventrículos izquierdos de los grupos de animales 

estudiados. Las secciones se tiñeron con la técnica de Picrosirius red (Direct Red 80, Aldrich, 

Milwaukee, WI 53233, USA) para la evaluación de colágeno. Las muestras se observaron bajo 

luz polarizada, usando un analizador (U-ANT, Olympus) y un polarizador (UPOT, Olympus) para 

estudiar la birrefringencia del colágeno. Las imágenes fueron digitalizadas con una cámara 

(Olympus DP73, Japan) acoplada a un microscopio de campo amplio (Olympus BX53, Japan).  

Análisis estadístico 

Los datos se expresaron como promedio ± error estándar. Para comparar los grupos 

experimentales se utilizó el test de Student o ANOVA de una o dos vías con su correspondiente 

test de comparaciones múltiples según el caso, considerándose significativo un p-valor < 0,05. 
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Para un mejor entendimiento, se aclara luego de cada figura en los resultados el análisis 

estadístico utilizado y el correspondiente p-valor arrojado por el test elegido. 
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RESULTADOS 

Objetivo específico 1 

Investigar la contribución de la isoforma electrogénica del NBC (NBCe1) al desarrollo de 

hipertrofia cardíaca (HC). La valoración de la participación del NBCe1 permitirá establecer si 

la disminución de su función es causa o consecuencia del desarrollo de HC, estableciendo su 

posible utilidad como blanco terapéutico para el tratamiento de esta patología. Para este fin, 

se diseñó un ARN de interferencia específico contra el NBCe1, el cual fue clonado en un vector 

viral adeno-asociado cardiotrópico (AAV9-shNBCe1).  

Objetivos propuestos  

1- Administración sistémica de los vectores AAV9-shNBCe1 y AAV9-shControl en ratas adultas 

y comprobación de eficiencia de transducción. Seguimiento de crecimiento y presión arterial. 

2- Estudio morfométrico del tejido cardíaco: Análisis del tamaño y función ventricular por 

ecocardiografía y tamaño de las células cardíacas por medición en preparados histológicos. 

Cuantificación del gen fetal ANP por PCR cuantitativa (qPCR). 

3- Estudio electrofisiológico del tejido cardíaco: Medida de la duración del potencial de acción 

cardíaco (PAC). Análisis de la actividad eléctrica del corazón mediante electrocardiograma 

(ECG). 

4- Estudio fisiológico y molecular del tejido cardíaco: Evaluación de la actividad de NBCe1 

mediante monitoreo de pHi en un sistema de epifluorescencia. Análisis de los perfiles 

proteicos de los transportadores alcalinizantes de membrana vía western blot. Determinación 

de cantidad de colágeno en preparados histológicos. Estudio de amplitud de transitorios de 

calcio y frecuencia de ondas de calcio en cardiomiocitos aislados. 
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1- Administración sistémica de los vectores AAV9-shNBCe1 y AAV9-shControl en ratas 

adultas y comprobación de eficiencia de transducción. Seguimiento de crecimiento y presión 

arterial. 

Se inyectaron ambos vectores virales (AAV9-shNBCe1 y AAV9-shControl) en la vena lateral de la 

cola de ratas Wistar macho de 3-4 meses de edad. Para constatar que el virus inyectado 

sistémicamente tuviera una transducción efectiva al corazón, se realizaron cortes histológicos 

que confirmaran la presencia de la proteína fluorescente verde (GFP) introducida en el vector 

como gen reportero (Figura 21 A). Los corazones recolectados luego del mes de tratamiento 

fueron procesados adecuadamente para medir la expresión proteica de NBCe1, encontrándose 

una disminución significativa de la misma en los corazones transducidos con el vector AAV9-

shNBCe1 (shControl: 1,00±0,11, n=7; shNBCe1*: 0,71±0,04, n=5; *p<0,05 vs shControl) (Figura 

21 B). Estos datos permiten comprobar la transducción eficiente de los rAAV9 al tejido cardíaco. 

 

Figura 21. A. Micrografías de cortes histológicos (panel superior) y de células ventriculares aisladas 

(panel inferior) tomadas mediante microscopía confocal. La presencia del gen reportero GFP 

demuestra la transducción exitosa de los cardiomiocitos. B. Western Blots representativos de la 

expresión proteica de NBCe1 normalizado por GAPDH y su correspondiente análisis densitométrico. El 

análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05 vs. 

shControl. 

Por otro lado, se realizó el seguimiento de la presión arterial por el método pletismográfico de 

registro de presión sistólica en la vena de la cola durante 4 semanas post inyección, sin registrar 

cambios significativos en la presión sistólica entre los grupos shNBCe1 y shControl (Figura 22 A). 
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Además, se estudió la variación del peso de los roedores y no se encontraron cambios 

significativos entre ambos grupos (Figura 22 B).  

 

Figura 22. A. Registro de la presión arterial medida por el método pletismográfico a lo largo de todo el 

tratamiento. B. Diferencia de peso de los roedores al final y al inicio del tratamiento. El análisis estadístico 

fue realizado mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05 vs. shControl. 

2- Estudio morfométrico del tejido cardíaco: Análisis del tamaño y función ventricular por 

ecocardiografía y tamaño de las células cardíacas por medición en preparados histológicos. 

Cuantificación del gen fetal ANP por PCR cuantitativa (qPCR). 

Se realizó un seguimiento ecocardiográfico durante el mes de tratamiento al que fueron 

sometidos los animales de ambos grupos para evaluar el posible desarrollo de hipertrofia 

cardíaca. Las ratas inyectadas con el AAV9-shNBCe1 mostraron un aumento significativo del 

índice de masa ventricular izquierda (IMVI) normalizado por el peso corporal (mg/g; shControl: 

1,013±0,01, n=11; shNBCe1*: 1,46±0,11, n=11; *p<0,05 vs shControl) (Figura 23 A). Además, 

se registró un aumento en el grosor de la pared ventricular, ambos signos característicos de 

hipertrofia cardíaca (shControl: 1,011±0,07, n=12; shNBCe1*: 1,34±0,09, n=10; *p<0,05 vs 

shControl) (Figura 23 B). 
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Figura 23. A. (Izq) Datos promedio del índice de masa ventricular izquierdo (IMVI) normalizado por el 

peso del animal al principio y al final del tratamiento. (Der) Datos promedio del IMVI con respecto al 

tiempo cero de tratamiento para cada grupo de animales. B. (Izq) Datos promedio del espesor de la 

pared ventricular al comienzo y al final del tratamiento. (Der) Datos promedio del espesor parietal con 

respecto al tiempo cero de tratamiento para cada grupo experimental. El análisis estadístico fue 

realizado mediante test de Student o ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak cuando 

correspondiese, considerándose significativo un p<0,05 vs. shControl. 

Al momento de evaluar la función cardíaca, no se encontraron diferencias significativas en los 

parámetros fracción de acortamiento (shControl: 0,91±0,11, n=12; shNBCe1: 0,82±0,08, n=11; 

*p<0,05 vs shControl) y fracción de eyección (shControl: 0,96±0,05, n=12; shNBCe1: 

0,91±0,04, n=11; *p<0,05 vs shControl) (Figura 24 A-B). Estos resultados demuestran que la 

hipertrofia generada por la disminución del NBCe1 cardíaco no modifica la función cardíaca. 
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Figura 24. A. (Izq) Datos promedio de la fracción de acortamiento medida mediante ecocardiografía al 

principio y al final del tratamiento. (Der) Datos promedio de la fracción de acortamiento con respecto 

al tiempo cero de tratamiento para cada grupo de animales. B. (Izq) Datos promedio de la fracción de 

eyección medida por ecocardiografía al comienzo y al final del tratamiento. (Der) Datos promedio de 

la fracción de eyección con respecto al tiempo cero de tratamiento para cada grupo experimental. El 

análisis estadístico fue realizado mediante test de Student o ANOVA de dos vías corregido por test de 

Sidak cuando correspondiese, considerándose significativo un p<0,05 vs. shControl. 

Los datos obtenidos a través de la medida del área de sección transversal en preparados 

histológicos de ventrículos izquierdos teñidos con hematoxilina-eosina muestran un aumento 

significativo en el tamaño de los miocitos cardíacos (µm2; shControl: 247,5±13,7, n=9; 

shNBCe1*: 297,6±15,9, n=8; *p<0,05 vs shControl), confirmando de esta forma los datos 

obtenidos por ecocardiografía (Figura 25). 
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Figura 25. A. Cuantificación del área de sección transversal de los cardiomiocitos. B. Micrografías 

representativas de los preparados histológicos teñidos con hematoxilina-eosina. 20x, las barras 

corresponden a 10µm. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose 

significativo un p<0,05 vs. shControl.  

Además de estos datos morfométricos, se evaluó por PCR cuantitativa los niveles del RNAm 

del gen ANP en muestras de ventrículos, el cual aumenta frente a una hipertrofia cardíaca181 

(Figura 26). Los resultados obtenidos reflejan un incremento significativo de ANP en las ratas 

inyectadas con el AAV9-shNBCe1 y por lo tanto confirman molecularmente el desarrollo de 

hipertrofia cardíaca (shControl: 1±0,24, n=5; shNBCe1*: 2,18±0,44, n=5; *p<0,05 vs. 

shControl). 

 

Figura 26. Datos promedio de la cuantificación por qPCR de los niveles de RNA mensajero del gen ANP, 

normalizado con el gen GAPDH. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, 

considerándose significativo un p<0,05 vs. shControl.  

3- Estudio electrofisiológico del tejido cardíaco: Medida de la duración del potencial de 

acción cardíaco (PAC). Análisis de la actividad eléctrica del corazón mediante 

electrocardiograma (ECG). 
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Teniendo en cuenta que la corriente generada por la activación del NBCe1 (INBC) puede 

provocar cambios en el potencial de acción cardíaco (PAC), se analizó mediante la técnica 

patch clamp en buffer bicarbonato la duración del mismo en miocitos ventriculares aislados 

de los dos grupos ensayados (Figura 27). Se encontró que aquellos animales a los cuales se les 

silenció el NBCe1 presentaban un aumento significativo en la duración de su PAC, medido al 

50% de la repolarización (APD50) (mseg; shControl: 45,21±4,74, n=10; shNBCe1*: 75,06±14,3, 

n=9; *p<0,05 vs. shControl). Con respecto al APD90, no se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos. Además, los animales del grupo AAV9-shNBCe1 presentaron un 

potencial de membrana en reposo (PMR) más positivo que las ratas del grupo control (PMR 

(mV): shControl: -80,18±0,51, n=11; shNBCe1*: -73,82±2,18, n=10; *p<0,05 vs. shControl). 

Estos resultados son coherentes con la disminución de la actividad del NBCe1 encontrada en 

los miocitos aislados de estas ratas, hecho que estaría impactando a su vez en la corriente INBC 

y provocando estos cambios en el potencial de las células.  

 

Figura 27. A. Datos promedio de duración del potencial de acción al 50% de la repolarización (APD50) 

medido en células aisladas. B. Datos promedio del potencial de acción al 90% de la repolarización 

(APD90) medido en células aisladas. C. Trazos representativos del PAC registrado en células 
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ventriculares aisladas en ambos grupos experimentales. D. Datos promedio de potencial de membrana 

en reposo medido en células aisladas. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, 

considerándose significativo un p<0,05 vs. shControl.  

Asimismo, se realizaron en cardiomiocitos ventriculares aislados las mismas mediciones en 

buffer HEPES libre de bicarbonato para confirmar que los datos obtenidos en la Figura 27 

fueran explicados por la presencia de la corriente INBC (Figura 28). No se encontraron 

diferencias significativas en el PMR o en la duración del PAC entre las células de ambos grupos 

experimentales (PMR (mV): shControl: -80,3±0,72, n=10; shNBCe1: -77,73±2,18, n=4; APD50 

(mseg): shControl: 70,6±5,86, n=8; shNBCe1: 76,07±7,44, n=6; *p<0,05 vs. shControl). Estos 

resultados señalan que sólo se encontraron cambios electrofisiológicos en las células aisladas 

de miocitos de ratas shNBCe1 en buffer bicarbonato, por lo cual se pueden atribuir a la 

presencia de la corriente repolarizante asociada al NBCe1, INBC, ausente en buffer HEPES. 

 

Figura 28. A. Datos promedio de potencial de membrana en reposo medido en células aisladas. B. 

Datos promedio de duración del potencial de acción al 50% de la repolarización (APD50) medido en 

células aisladas. C. Datos promedio del potencial de acción al 90% de la repolarización (APD90) medido 
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en células aisladas. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose 

significativo un p<0,05 vs. shControl.  

Por otro lado, para realizar un estudio más completo de las consecuencias electrofisiológicas 

de silenciar el NBCe1 también se evaluó la actividad eléctrica ventricular de ambos grupos 

mediante electrocardiograma, realizados antes y luego de 1 mes de tratamiento. Se analizó la 

duración del intervalo QT corregido por frecuencia cardíaca (QTc), que corresponde a la 

despolarización y repolarización ventricular en cada ciclo cardíaco, por lo que su duración es 

un reflejo de la duración del potencial de acción de cada miocito ventricular. Se encontró un 

aumento significativo del mismo en las ratas que tenían silenciado el NBCe1 cardíaco. 

Asimismo, la frecuencia cardíaca no presentó variaciones entre los grupos (Figura 29). Estos 

datos coinciden con el aumento significativo encontrado en la duración del potencial de acción 

cardíaco de las células aisladas en la Figura 27. 

 

Figura 29. A. Imágenes representativas de los registros de ECG obtenidos para ambos grupos 

experimentales al inicio y al final del tratamiento. (Recuadro) Esquema representativo del ECG de rata. 

B: Datos promedio del intervalo QT corregido por la frecuencia cardíaca (QTc), obtenidos por ECG 

durante todo el tratamiento. C. Datos promedio de la frecuencia cardíaca, obtenida por ECG durante 

todo el tratamiento. El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de dos vías corregido por 

test de Sidak, considerándose significativo un p<0,05, indicado en el gráfico. 
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4- Estudio fisiológico y molecular del tejido cardíaco: Evaluación de la actividad de NBCe1 

mediante monitoreo de pHi en un sistema de epifluorescencia. Análisis de los perfiles 

proteicos de los transportadores alcalinizantes de membrana vía western blot. 

Determinación de cantidad de colágeno en preparados histológicos. Estudio de amplitud de 

transitorios de calcio y frecuencia de ondas de calcio en cardiomiocitos aislados. 

Para medir la función del cotransportador NBCe1 cardíaco se aislaron miocitos de los 

corazones de los animales luego de 1 mes de la inyección sistémica con shControl o shNBCe1. 

Los cardiomiocitos se cargaron con un indicador fluorescente ratiométrico sensible a pH, 

BCECF-AM, y la fluorescencia se registró con el sistema IonOptix. Se realizó además una curva 

de calibración para transformar ese valor en pH, utilizando soluciones con pH conocido. Se 

midió el aumento de pHi generado por la técnica “Pulso de K+” en la cual las células se 

despolarizan y se activan de esta forma únicamente los mecanismos electrogénicos. Entonces, 

la diferencia de pHi registrada es debida al funcionamiento del NBCe1, que actuará ingresando 

HCO3
- y por lo tanto alcalinizando el interior celular. 

El análisis de los datos confirma que además de haberse generado una disminución de la 

expresión del NBCe1 cardíaco en los animales inyectados con shNBCe1, la función de este 

cotransportador se encuentra también significativamente reducida (Figura 30) (shControl: 

0,15±0,05, n=5; shNBCe1*: 0,03±0,02, n=7; *p<0,05 vs. shControl).  

 

Figura 30. A. Figura representativa de los registros de pHi medidos en células cardíacas aisladas con el 

indicador BCECF-AM en un microscopio mediante epifluorescencia con el sistema IonOptix. B. Datos 

promedio de la diferencia de pHi en los registros antes y después del pulso de K+. El análisis estadístico 

fue realizado mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05 vs. shControl.  
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Con la hipótesis de que podría existir una maniobra compensadora para el silenciamiento del 

NBCe1 cardíaco, teniendo en cuenta que no es el único mecanismo alcalinizante sarcolemal, 

se buscaron cambios en la expresión proteica de NBCn1 y NHE1. El análisis de estos resultados 

confirma que ambos se encuentran aumentados significativamente en aquellas ratas que 

tienen disminuido el NBCe1 (NHE1: shControl: 1±0,14, n=6; shNBCe1*: 1,91±0,32, n=5; 

*p<0,05 vs shControl; NBCe1: shControl: 1±0,09, n=5; shNBCe1*: 1,47±0,15, n=5; *p<0,05 vs. 

shControl) (Figura 31). Esta sobreexpresión compensatoria podría ser la causante de la 

hipertrofia cardíaca encontrada en el modelo, puesto que se esperaría frente a la misma un 

aumento en el ingreso de Na+ a las células, lo cual indirectamente podría sobrecargar al 

miocito de Ca2+ y activar vías pro-hipertróficas. 

 

Figura 31. A. Western Blots representativos de la expresión proteica de NHE1 normalizado por GAPDH 

y su correspondiente análisis densitométrico. B. Western Blots representativos de la expresión 

proteica de NBCn1 normalizado por GAPDH y su correspondiente análisis densitométrico. El análisis 

estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05 vs. 

shControl. 

Para confirmar esta hipótesis se evaluó mediante microscopía de fluorescencia en un 

microscopio confocal los niveles de Ca2+ en cardiomiocitos aislados cargados con el indicador 

Fluo 4-AM, sensible a Ca2+. El análisis de la amplitud de los transitorios de Ca2+ no indica que 

existan diferencias entre los dos grupos ensayados (Figura 32 A). Sin embargo, las células 

aisladas de las ratas inyectadas con AAV9-shNBCe1 presentaron una mayor frecuencia de 
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ondas de calcio, debidas a la liberación espontánea de calcio del retículo sarcoplásmico, como 

puede observarse en las imágenes representativas (Figura 32 B).  

 

Figura 32. A. Datos promedio de la amplitud de los transitorios de calcio en células aisladas luego de 

un mes de tratamiento para ambos grupos experimentales. B. Datos promedio de la frecuencia de 

ondas de calcio medidos en células aisladas luego de un mes de tratamiento para ambos grupos 

experimentales. C. Imágenes representativas tomadas con microscopía confocal de fluorescencia. El 

análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05 vs. 

shControl. 

Por otro lado, para evaluar la posible presencia de fibrosis en las ratas que carecían 

parcialmente de NBCe1 se cuantificó mediante la técnica Picrosirius red el colágeno total en 

cortes histológicos de los ventrículos izquierdos tomados de ambos grupos de animales (Figura 

33). El colágeno es una proteína fibrilar secretada principalmente por fibroblastos y cuya 

cantidad aumenta en presencia de una fibrosis. Asimismo, se discriminó entre colágeno tipo I 

y tipo III y se calculó la relación de los mismos. En ambos casos no se encontraron diferencias 

significativas en las muestras evaluadas.  

 

Figura 33. A. Datos promedio de la determinación de colágeno total medido en preparados 

histológicos de ventrículos para ambos grupos experimentales. B. Datos promedios de la relación 
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colágeno I/colágeno III medido en preparados histológicos de ventrículos para ambos grupos 

experimentales. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose 

significativo un p<0,05 vs. shControl. 
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Discusión de Objetivo específico 1 

En esta primera parte del trabajo se administró sistémicamente en ratas Wistar adultas un 

vector viral adenoasociado recombinante para generar el silenciamiento del cotransportador 

sodio/bicarbonato electrogénico cardíaco (NBCe1). Se demostró que este vector, AAV9-

shNBCe1, es efectivo para alcanzar los miocitos cardíacos, como puede observarse en los 

preparados histológicos que a través de microscopía confocal se visualizan verdes por la 

presencia de la proteína fluorescente verde (GFP), que se encuentra tanto en el vector AAV9-

shNBCe1 como en el control AAV9-shControl. Además, el análisis de la expresión proteica de 

NBCe1, medida por western blot y cuantificada por densitometría mostró una disminución 

significativa en las ratas inyectadas con el vector AAV9-shNBCe1. En conjunto, estos 

resultados, demuestran una transducción viral exitosa. 

Asimismo, se demostró que las ratas que tienen silenciado el NBCe1 también presentan una 

reducción significativa de su actividad.  Estos resultados se obtuvieron gracias a la maniobra 

pulso de K+, que consiste en cambiar el medio extracelular en el que se encuentran los 

miocitos aislados desde una solución con K+ normal hacia otra con K+ alto, provocando una 

despolarización en las células que activa al NBCe1.  

Por otro lado, el seguimiento ecocardiográfico de ambos grupos de ratas demuestra que sólo 

el grupo que carece parcialmente del NBCe1 desarrolla hipertrofia cardíaca (HC), hecho 

avalado conjuntamente con el incremento significativo del tamaño de los miocitos, medido 

en preparados histológicos teñidos con hematoxilina-eosina, y con el aumento del gen pro-

hipertrófico ANP en las ratas mencionadas. 

En este sentido, el aumento hallado en el intervalo QTc de las ratas hipertróficas medido a 

través del ECG podría ir de la mano con los resultados anteriores, teniendo en cuenta que la 

HC genera un incremento de este parámetro. Sin embargo, para la discusión de este dato no 

debe dejarse de lado la contribución de la corriente repolarizante INBC, que en este caso se 

encontraría reducida generando el alargamiento del PAC observado al 50% de la 

repolarización y pudiendo explicar también el alargamiento del intervalo QTc mencionado. El 

hecho de que en buffer libre de HCO3
- no se encuentran diferencias significativas en el PMR o 

en la duración del PAC confirma que los cambios electrofisiológicos hallados en los animales 
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que tienen silenciado el NBCe1 son causados por los efectos de esta maniobra en la actividad 

y la corriente del NBCe1 cardíaco. 

EL aumento en la duración del PAC observado en miocitos ventriculares aislados fue 

significativo al 50% de la repolarización, pero no al 90% de la misma. Como el potencial de 

reversión esperado para INBC es cercano a -95mV, una posible explicación para esta 

discordancia es que la relevancia de esta corriente en el PAC es más importante a potenciales 

a nivel de la meseta que a potenciales cercanos al potencial de membrana en reposo.  

Los resultados expuestos en este apartado del trabajo sugieren que la HC se desarrolla, al 

menos en parte, por la disminución de la expresión del NBCe1. Esta HC, además, se da 

independientemente de cambios vasculares, puesto que no se encontraron diferencias 

significativas en la presión sistólica de ambos grupos experimentales. Cabe destacar que 

además no se reporta expresión de NBCe1 en arterias coronarias, cerebrales y 

mesentéricas119. Sin embargo, sí se reporta presencia de ARNm de NBCe1 en arteriolas 

aferentes renales de ratón, tanto en células musculares lisas como en células endoteliales182.  

Se propone que esta reducción en la actividad y expresión del NBCe1 desencadena una 

respuesta compensatoria que implica el aumento de la expresión de los transportadores 

alcalinizantes restantes, NHE1 y NBCn1. En este sentido, ya existen reportes en ratones KO 

para NBCe1 del aumento en los niveles de mARN de NHE1183. Se podría esperar además un 

concomitante incremento en la actividad de los mismos, lo cual generaría un mayor ingreso 

de Na+ intracelular. De haber un aumento en la concentración intracelular de Na+, se 

desplazará el potencial de inversión del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) hacia valores más 

negativos, provocando que el mismo actúe ingresando Ca2+ a la célula84. Este mecanismo ya 

ha sido propuesto para explicar la activación de NCX dependiente del aumento de Na+ por 

NHE184. El NCX, cuya estequiometría para el miocito cardíaco es 3Na+:1Ca2+184, puede 

funcionar tanto en modo directo como inverso, con la dirección de transporte determinada 

por el voltaje transmembrana y la concentración de los iones intercambiados. Además, se ha 

descripto que en modelos de hipertrofia cardíaca existe un aumento tanto del Na+ como del 

Ca2+ intracelular185-188. 

El Ca2+ es necesario para la contracción a corto plazo, pero en caso de mantenerse elevado en 

el tiempo, podría actuar como una señal hipertrófica activando vías dependientes de 
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calcineurina (CaN) y el factor nuclear de células T activadas (NFAT)189 o de la quinasa regulada 

por Ca2+ y calmodulina (CaMKII), que culminaría con la expresión de genes fetales y pro-

hipertróficos87; 190: los péptidos natriuréticos BNP y ANP, las cadenas pesadas de miosina (α-

MHC, β-MHC), cadena liviana de miosina 2, entre otros. 

En las ratas hipertróficas inyectadas con el shNBCe1 no se ha encontrado un aumento 

significativo del Ca2+ intracelular, sin embargo se observa una tendencia. Los datos obtenidos 

de cardiomiocitos aislados para el grupo shNBCe1 tienen mayor variabilidad, lo cual podría 

explicarse por la posibilidad de que se hayan medido células no transducidas. La eficiencia de 

transducción nunca fue del 100%, lo cual se ha comprobado observando las células en un 

microscopio de fluorescencia en varios aislamientos y además puede deducirse en las 

imágenes representativas de la Figura 21 A, en la cual se pueden distinguir cardiomiocitos con 

menor intensidad de verde. Debe tenerse en cuenta que las células cardíacas presentan cierta 

autofluorescencia cuando son estimuladas con luz de longitudes de onda cercanas al verde. 

Por el contrario, sí se observó un incremento significativo de la frecuencia de ondas de calcio 

espontáneas en las ratas hipertróficas.  

Por todo esto, se propone a la sobrecarga de Na+ generada por la ausencia del NBCe1 como la 

responsable de la HC encontrada. De hecho, existen varios estudios que enfatizan en el 

aumento de Na+ encontrado en modelos de HC185-188, a pesar de que los métodos de medición 

de Na+ son variados y la mayoría tiene limitaciones.  

Adicionalmente, estos datos ayudan a esclarecer la patogenia del modelo de ratas 

espontáneamente hipertensas (SHR), en el que se encontró una disminución de la expresión 

del NBCe1 en membrana en conjunto con una funcionalidad reducida89, pudiendo así 

establecer la causalidad de su hipertrofia cardíaca. Por otro lado, también son consistentes 

con los resultados encontrados previamente en el grupo de trabajo, que indican que ANG II, 

hormona pro-hipertrófica, es capaz de activar al NBCn1 y al mismo tiempo inhibir al NBCe168. 

En conclusión, el aumento compensador en la expresión de NBCn1 y NHE1 generado a partir 

de silenciar al NBCe1 provocaría un incremento en la concentración intracelular de Na+. Como 

se ha dicho, el NBCe1 actúa regulando el pH de manera más eficiente por incorporar menor 

cantidad de Na+ (1/2 molécula por cada molécula de HCO3
-) a comparación del NBCn1. Se 
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generaría entonces por acción del NCX una sobrecarga de Ca2+, que resultaría ser deletérea 

para las células cardíacas y desencadenaría el desarrollo de una hipertrofia cardíaca.  

 

 

Figura 34. Panel derecho. Fisiología normal: corazón normotrófico con todos los mecanismos 

alcalinizantes activos. Panel izquierdo. Cardiomiocito con silenciamiento del NBCe1: corazón 

hipertrófico con sobreexpresión del NBCn1 y NHE1 y sobrecarga de Ca2+. 
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Objetivo específico 2 

Evaluar las consecuencias de la sobreexpresión del NBCe1 en ratas espontáneamente 

hipertensas (SHR), un modelo de hipertrofia cardíaca (HC) por incremento sostenido de la 

presión arterial. Teniendo en cuenta que una disminución del NBCe1 puede llevar al desarrollo 

de hipertrofia cardíaca, se sugiere que un aumento del NBCe1 podría llevar a revertir la 

hipertrofia una vez establecida. Para este fin, se diseñó un vector viral adeno-asociado 

cardiotrópico para la sobreexpresión del NBCe1 (AAV9-NBCe1).  

Objetivos propuestos  

1- Administración sistémica de los vectores AAV9-NBCe1 y AAV9-mCherry en ratas SHR 

adultas y comprobación de eficiencia de transducción. Seguimiento de crecimiento y presión 

arterial. 

2- Estudio morfométrico del tejido cardíaco: Análisis del tamaño y función ventricular por 

ecocardiografía y tamaño de las células cardíacas por medición en preparados histológicos. 
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1- Administración sistémica de los vectores AAV9-NBCe1 y AAV9-mCherry en ratas SHR 

adultas y comprobación de eficiencia de transducción. Seguimiento de crecimiento y presión 

arterial. 

Se inyectaron ambos vectores virales (AAV9-NBCe1 y AAV9-mCherry) en la vena lateral de la cola 

de ratas espontáneamente hipertensas (SHR) macho de 3-4 meses de edad. Durante las 7 

semanas de duración del tratamiento se realizó la medida de presión arterial por el método 

pletismográfico de registro de presión sistólica en la vena de la cola. No se registraron cambios 

en la presión arterial a lo largo del tiempo entre estos animales (Figura 35 A). Además, se estudió 

la variación del peso de los roedores y tampoco se encontraron cambios significativos entre 

ambos grupos (Figura 35 B). 

 

Figura 35. A. Registro de la presión arterial medida por el método pletismográfico a lo largo de todo el 

tratamiento. B. Datos promedio del peso de ambos grupos de ratas durante todo el tratamiento. El análisis 

estadístico fue realizado mediante ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak, considerándose 

significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry. 

Para comprobar la eficiencia de transducción del vector viral recombinante, se midió la expresión 

proteica de NBCe1 en estas ratas. Se encontró un aumento de la expresión del NBCe1 de 

aproximadamente un 50% con respecto a los animales control (AAV9-mCherry: 1,0±0,09, n=6; 

AAV9-NBCe1*: 1,53±0,17, n=5, *p<0,05 vs. AAV9-mCherry). 
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Figura 36. Western Blots representativos de la expresión proteica de NBCe1 normalizada por GAPDH y su 

correspondiente análisis densitométrico. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, 

considerándose significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry. 

2- Estudio morfométrico del tejido cardíaco: Análisis del tamaño y función ventricular por 

ecocardiografía y tamaño de las células cardíacas por medición en preparados histológicos. 

Con el objetivo de evaluar si el vector AAV9-NBCe1 es capaz de provocar cambios en el tamaño 

ventricular, se realizó un seguimiento ecocardiográfico de los animales de ambos grupos 

durante las 7 semanas post-inyección. Se encontró en aquellas ratas inyectadas con el AAV9-

NBCe1 un aumento significativo de la masa ventricular izquierda (MVI) y del índice de masa 

ventricular izquierda (IMVI), indicando que la hipertrofia cardíaca ya establecida se había 

incrementado. Cuando se comparó el cambio en el tiempo del IMVI de los dos grupos 

experimentales (Figura 37 C) se encontró una tendencia de las ratas SHR que sobreexpresan 

el NBCe1 a presentar un incremento de este parámetro a comparación con las ratas control. 
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Figura 37. A. Datos promedio de la masa ventricular izquierda (MVI) durante todo el tratamiento.  B. 

Datos individuales del índice de masa ventricular izquierdo (IMVI) normalizado por el peso del animal 

al principio y una vez finalizado el tratamiento. C. Datos promedio del IMVI con respecto al tiempo 

cero de tratamiento para cada grupo de animales. El análisis estadístico fue realizado mediante test 

de Student o ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak cuando correspondiese, considerándose 

significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry. 

Además, se analizó la correlación entre la expresión de NBCe1 y el IMVI en las ratas SHR de 

ambos grupos y se encontró un valor p= 0,0028 en la prueba de correlación de Pearson. 

 

R2=0,74 
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Figura 38. Relación lineal entre el índice de masa ventricular izquierda y la expresión proteica de NBCe1 

en las ratas SHR, tanto AAV9-mCherry (en negro) como AAV9-NBCe1 (en verde). El análisis estadístico 

fue realizado mediante test de correlación de Pearson, considerándose significativo un p<0,05. 

Por otro lado se analizó el espesor de la pared ventricular, que en una hipertrofia cardíaca se 

encuentra característicamente aumentado. Sin embargo, no se encontraron cambios 

significativos en la comparación del mismo entre ambos grupos experimentales (AAV9-

mCherry: 1,062±0,22, n=4; AAV9-NBCe1: 1,21±0,15, n=5, *p<0,05 vs. AAV9-mCherry) (Figura 

39). 

 

Figura 39. A. Datos promedio del espesor de la pared ventricular al comienzo y al final del tratamiento. 

B. Datos individuales del espesor de la pared ventricular al comienzo y al final del tratamiento. C. Datos 

promedio del espesor parietal con respecto al tiempo cero de tratamiento para cada grupo 

experimental. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student o ANOVA de dos vías 

corregido por test de Sidak cuando correspondiese, considerándose significativo un p<0,05 vs. AAV9-

mCherry. 

Asimismo, se evaluó la función cardíaca representada por los parámetros fracción de 

acortamiento y fracción de eyección mediante ecocardiografía bidimensional (Figura 40). Se 
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encontró que las ratas de la cepa SHR que sobreexpresan NBCe1 presentaban una función 

cardíaca conservada luego de las 7 semanas post inyección. 

 

Figura 40. A. Datos promedio de la fracción de acortamiento al principio y 7 semanas post-inyección. 

B. Datos promedio de la fracción de eyección al comienzo y al final del tratamiento.  El análisis 

estadístico fue realizado mediante ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak, considerándose 

significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry. 

Por otro lado, los datos obtenidos a través de la medida del área de sección transversal en 

preparados histológicos de ventrículo teñidos con hematoxilina-eosina no demuestran que 

exista una diferencia significativa en el tamaño de los cardiomiocitos entre los grupos 

experimentales analizados (µm2; AAV9-mCherry: 230,1±36,1, n=4; AAV9-NBCe1: 262,2±45,68, 

n=5, *p<0,05 vs AAV9-mCherry). 

 

Figura 41. A. Cuantificación del área de sección transversal de los cardiomiocitos. B. Micrografías 

representativas de los preparados histológicos teñidos con hematoxilina-eosina. 20x, las barras 

corresponden a 10µm. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose 

significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry.  
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Discusión de Objetivo específico 2 

La hipertensión arterial es la causa principal de hipertrofia ventricular izquierda y falla 

cardíaca191. Una sobrecarga de presión sostenida en el tiempo puede llevar al desarrollo 

compensatorio de hipertrofia cardíaca (HC) y progresar luego a un estadio más severo con 

disfunción ventricular diastólica y sistólica y disfunción cardíaca. Las ratas espontáneamente 

hipertensas (SHR) son un modelo de hipertensión arterial esencial ampliamente utilizado y se 

caracterizan por un aumento temprano de la presión arterial y una hipertrofia ventricular 

izquierda, que evoluciona lentamente hasta una disfunción ventricular y falla cardíaca en la 

madurez y senescencia192. La transición de HC compensada a HC con falla cardíaca se da 

acompañada por una fibrosis miocárdica marcada con un aumento en la relación colágeno 

tipo I/colágeno tipo III193; 194. Esta cepa de animales desarrolla HC a partir de los 3 meses de 

edad195. 

Es de interés destacar que las ratas SHR poseen una sobre-activación del sistema renina 

angiotensina aldosterona (SRAA)196, lo cual las hace susceptible a terapias que inhiben esta vía 

para el tratamiento tanto de la hipertensión197, la hipertrofia cardíaca198 o la fibrosis199. 

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en ratas Wistar normotróficas que avalan el 

desarrollo de HC generado a partir del silenciamiento génico del NBCe1 cardíaco, se razonó 

que podría ser beneficioso sobreexpresar el NBCe1 en un modelo donde la misma se 

encontrara francamente establecida -las ratas SHR- en la búsqueda de una terapia exitosa para 

esta patología. Con este fin, se inyectaron dos grupos de ratas SHR: un grupo con un vector 

viral cardiotrópico que sobreexpresa NBCe1 (AAV9-NBCe1) y un segundo grupo con un vector 

control que sobreexpresa la proteína fluorescente roja mCherry (AAV9-mCherry). Por 

impedimentos de tamaño génico fue imposible generar un vector combinando NBCe1 y la 

proteína mCherry, puesto que el tamaño combinado de ambos genes superaría la capacidad 

de empaquetamiento de los AAVs (4,7 Kb). Debe considerarse que todos estos resultados 

están enmarcados en un miocardio que sobreexpresa NBCe1, como lo demuestra el aumento 

significativo del 50% en la expresión proteica del mismo en las ratas SHR inyectadas con el 

vector viral AAV9-NBCe1. 

Para un estudio más exhaustivo y teniendo en cuenta además el modelo utilizado, ratas 

hipertensas, se registró la presión sistólica por el método pletismográfico de medición en la 
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vena de la cola de los animales y no se encontraron cambios significativos en la misma en 

ninguno de los grupos experimentales a lo largo del tratamiento. 

Se realizó el seguimiento ecocardiográfico de estos animales, encontrando que ni a las 2 

semanas ni al mes de tratamiento se registraron cambios en el tamaño ventricular. Por esto, 

se decidió prolongar el tratamiento unas semanas más, hasta completarlo en la semana 7 post 

inyección, en la que se observó un aumento en la HC de las ratas inyectadas con AAV9-NBCe1, 

medida que basalmente estos animales ya poseían aumentada por su hipertensión. Sin 

embargo, el análisis de los resultados obtenidos de la medida de área transversal de los 

cardiomiocitos en preparados histológicos teñidos con hematoxilina-eosina no demuestra que 

existan diferencias significativas entre los grupos en este aspecto. Esta discordancia podría 

deberse a que exista también un aumento de colágeno que esté contribuyendo al aumento 

de la masa cardíaca, lo cual parece plausible si se observa la imagen representativa del área 

de sección transversal de AAV9-NBCe1 en la Figura 41 B. En este apartado no se ha medido 

cantidad de colágeno, por lo cual sería interesante realizar este análisis en el futuro. Asimismo, 

el número de animales es bajo y quizás aumentarlo pueda favorecer las tendencias 

encontradas.  

Es importante destacar que el índice de masa ventricular normalizado por peso de los 

animales 7 semanas post inyección correlaciona positivamente y de manera lineal con la 

expresión proteica del NBCe1 medida en los mismos.  

Por trabajos previos del laboratorio, se sabe que el NBCe1 se encuentra disfuncional en los 

cardiomiocitos de la cepa SHR, hallándose aumentado en expresión total pero imposibilitado 

para actuar por encontrarse disminuida su expresión en membrana, donde es activo.  

Este objetivo se planteó siguiendo la hipótesis de que si el silenciamiento del NBCe1 genera 

HC, su sobreexpresión en un modelo donde la HC estuviese establecida podría ser la causa de 

su regresión, quizás por una disminución compensatoria de la expresión de NBCn1 y NHE1. 

Sin embargo, los experimentos realizados en esta parte sugieren que al sobreexpresar el 

NBCe1 en las ratas SHR se habría provocado un incremento de la HC ya establecida en el 

modelo, medido por el IMVI. Es posible que la sobreexpresión del NBCe1 provoque un mayor 

ingreso de Na+ al cardiomiocito. De esta forma, el aumento del tamaño ventricular podría 

atribuirse en parte a la sobrecarga de Na+ a la que estarían sometidos estos animales, ya que 
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como se ha descripto anteriormente, provoca que el NCX actúe en su modo reverso, 

ingresando Ca2+ y transportando Na+ afuera del interior celular, y exacerbando con este 

aumento de Ca2+ una serie de vías pro-hipertróficas190 y posibles eventos arritmogénicos200. 

Asimismo, no cabría pensar que el aumento del Na+ intracelular se dé a expensas de los otros 

transportadores alcalinizantes de membrana, puesto que ya se encuentran hiperactivos en 

estas ratas89; 201 y además la respuesta compensatoria al incremento del NBCe1 consistiría en 

disminuir su expresión, si se extrapolan los resultados obtenidos en las ratas normotróficas 

inyectadas con el vector AAV9-shNBCe1. Sería interesante medir los niveles de Na+ en células 

ventriculares aisladas, para poder confirmar este posible escenario. 

Por otro lado, también se debería tener en cuenta en este análisis que al tratarse de un modelo 

patológico los resultados podrían desviarse de lo esperado. En este sentido, se ha reportado 

que existe una sobreexpresión del NBCe1 en corazones hipertróficos14; 89 y con falla 

cardíaca202. Además, se ha descripto que la inhibición del NBCe1 mejora la función cardíaca 

luego de un protocolo de isquemia-reperfusión202; 203. En los ratones KO para NBCe1, se ha 

encontrado que existe una disminución de la apoptosis en los cardiomiocitos luego de 

isquemia-reperfusión y que la pérdida de NBCe1 no empeora la función cardíaca en 

condiciones basales o en respuesta a estimulación β-adrenérgica183. Asimismo, se ha 

reportado que sobreexpresar al NBCe1 en ratones transgénicos sometidos a ligación de la 

arteria coronaria izquierda exacerba el remodelado patológico en esos corazones, efecto que 

atribuyen al aumento de Ca2+ intracelular204. 

En conclusión, estos datos sugieren que sobreexpresar al NBCe1 en un miocardio hipertrófico 

no mejora la patología, sino que por el contrario la empeora. El incremento de la expresión 

del NBCe1 en ratas SHR generaría una sobrecarga de Na+, que aunque quizás leve 

considerando la estequiometría de este cotransportador (1/2 Na+- 1HCO3
-), sería suficiente 

para aumentar el ingreso de Ca2+ al cardiomiocito y exacerbar así la HC establecida en este 

modelo.  
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Figura 42. Panel derecho. Rata SHR hipertrófica con aumento de la actividad y expresión de NBCn1 y 

NBCe1 con expresión aumentada, pero secuestrado en vesículas endocíticas. Panel izquierdo. Rata 

SHR con sobreexpresión de NBCe1, lo cual genera una hipertrofia cardíaca exacerbada por aumento 

de Na+. 
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Objetivo específico 3  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la sección anterior, donde se sobreexpresa el 

NBCe1 en un modelo de hipertrofia cardíaca patológica, se plantea estudiar las consecuencias 

de sobreexpresar el NBCe1 en condiciones fisiológicas, específicamente a nivel 

electrofisiológico. Con este fin, se ha administrado por vía sistémica el vector viral 

cardiotrópico AAV9-NBCe1, utilizado previamente. 

Objetivos propuestos  

1- Administración sistémica de los vectores AAV9-NBCe1 y AAV9-mCherry en ratones c57bl/6 

y comprobación de eficiencia de transducción. Seguimiento de crecimiento. 

2- Estudio morfométrico del tejido cardíaco: Análisis del tamaño ventricular por 

ecocardiografía y del tamaño de las células cardíacas por medición en preparados histológicos. 

3- Estudio electrofisiológico del tejido cardíaco: Medida de la duración del potencial de acción 

cardíaco (PAC). Análisis de la actividad eléctrica del corazón mediante electrocardiograma 

(ECG).  

4- Estudio fisiológico del tejido cardíaco: Evaluación del pH basal en cardiomiocitos aislados. 
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1- Administración sistémica de los vectores AAV9-NBCe1 y AAV9-mCherry en ratones 

c57bl/6 y comprobación de eficiencia de transducción. Seguimiento de crecimiento. 

Se inyectaron ambos vectores, AAV9-NBCe1 y AAV9-mCherry, en el seno retro-orbital de 

ratones c57bl/6 de 3-4 meses de edad, previa anestesia con isofluorano. Para comprobar la 

eficiencia de transducción, se visualizaron en un microscopio de fluorescencia cardiomiocitos 

ventriculares aislados de los ratones inyectados con AAV9-mCherry. Se confirmó una alta 

eficiencia de transducción mediante la observación de células rojas (Figura 43). Las células 

aisladas de los ratones inyectados con AAV9-NBCe1 no poseen fluorescencia roja puesto que 

el rAAV tiene como limitante el tamaño génico y no permite el empaquetado de ambos genes. 

 

Figura 43. Micrografías de células ventriculares aisladas tomadas mediante microscopía de 

fluorescencia. La presencia del gen reportero mCherry demuestra la transducción exitosa de los 

cardiomiocitos en los ratones control. 20x, las barras corresponden a 25µm. 

Se analizaron tanto la expresión proteica como los niveles de mRNA de NBCe1 mediante 

cuantificación por PCR cuantitativa (Figura 44). De esta forma, se confirmó que existía un 

incremento significativo en la expresión de este cotransportador en los corazones de los 

animales inyectados con el vector AAV9-NBCe1 (Expresión proteica: AAV9-mCherry: 1±0,24, 

n=4; AAV9-NBCe1*: 2,53±0,31, n=5; *p<0,05 vs. AAV9-mCherry; Niveles de mRNA: AAV9-

mCherry: 1±0,06, n=4; AAV9-NBCe1*: 1,66±0,09, n=4; *p<0,05 vs. AAV9-mCherry). 
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Figura 44. A. Western Blots representativos de la expresión proteica de NBCe1 normalizada por GAPDH 

y su correspondiente análisis densitométrico. B. Análisis de los niveles de mRNA de NBCe1 

normalizados por niveles de GAPDH. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, 

considerándose significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry.  

Además, para un mejor estudio del modelo se registró la variación del peso en el tiempo de 

los roedores (Figura 45) y no se encontraron cambios significativos entre los grupos (AAV9-

mCherry: 3,57±0,61, n=5; AAV9-NBCe1: 1,19±0,54, n=6; *p<0,05 vs. AAV9-mCherry). 

 

Figura 45. Datos promedio de la diferencia de peso al final y al principio de tratamiento para cada 

animal. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose significativo un 

p<0,05 vs. AAV9-mCherry.  

2- Estudio morfométrico del tejido cardíaco: Análisis del tamaño ventricular por 

ecocardiografía y del tamaño de las células cardíacas por medición en preparados 

histológicos. 
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Con el objetivo de evaluar si el vector AAV9-NBCe1 era capaz de provocar cambios en el 

tamaño ventricular, se realizó el análisis ecocardiográfico durante el mes del tratamiento 

(Figura 46). Los resultados confirman que no se encontraron diferencias significativas en el 

índice de masa ventricular izquierdo (IMVI) en ninguno de los grupos evaluados (mg/g; AAV9-

mCherry: 1,279±0,13, n=5; AAV9-NBCe1: 1,065±0,08, n=6; *p<0,05 vs AAV9-mCherry).  

 

Figura 46. A. Datos promedio del índice de masa ventricular izquierdo (IMVI) normalizado por el peso 

del animal durante todo el tratamiento. B. Datos promedio del IMVI con respecto al tiempo cero de 

tratamiento para cada grupo de animales. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student 

o ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak cuando correspondiese, considerándose significativo 

un p<0,05 vs. AAV9-mCherry.  

Además, el análisis de la función sistólica medida por fracción de acortamiento, parámetro 

que se obtiene del estudio ecocardiográfico bidimensional indicó que no hubo cambios en la 

funcionalidad cardíaca durante el tratamiento. 
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Figura 47. Datos promedio de la fracción de acortamiento ventricular en sístole. El análisis estadístico 

fue realizado mediante ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak, considerándose significativo 

un p<0,05 vs. AAV9-mCherry.  

Asimismo, el estudio de la función cardíaca diastólica en estos roedores mediante 

ecocardiografía Doppler descarta que existan diferencias significativas entre ambos grupos. 

 

Figura 48. Datos promedio de la relación onda de llenado ventricular temprano (E)/contracción 

auricular (A), parámetro utilizado para evaluar función diastólica. El análisis estadístico fue realizado 

mediante ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak, considerándose significativo un p<0,05 vs. 

AAV9-mCherry.  

De esta forma, todos los parámetros ecocardiográficos evaluados indican que los corazones 

de ambos grupos experimentales se comportan de manera similar en cuanto a función y 

poseen la misma masa ventricular. 

Por otra parte, para confirmar lo encontrado en el diagnóstico por imágenes en corazón 

entero, se evaluó el tamaño de los cardiomiocitos en cortes histológicos teñidos con 

hematoxilina-eosina (Figura 49). En concordancia con los datos previos, no se encontraron 

diferencias entre ambos grupos de ratones (µm2; AAV9-mCherry: 201,8±12,24, n=5; AAV9-

NBCe1: 183,3±19,08, n=6; *p<0,05 vs. AAV9-mCherry). 
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Figura 49. A. Cuantificación del área de sección transversal de los cardiomiocitos. B. Micrografías 

representativas de los preparados histológicos teñidos con hematoxilina-eosina. 20x, las barras 

corresponden a 10µm. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose 

significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry.  

Por último, el análisis del peso tanto del corazón como del ventrículo izquierdo (VI) de ambos 

grupos de ratones normalizados por la longitud de la tibia de los mismos indicó que no existen 

diferencias significativas entre ellos.  

 

Figura 50. A. Datos promedio del peso de los corazones de los ratones normalizados por la longitud de 

sus tibias un mes post-inyección. B. Datos promedio del peso de los ventrículos izquierdos (VI) de los 

ratones normalizados por la longitud de sus tibias un mes post-inyección. El análisis estadístico fue 

realizado mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry. 

 

3- Estudio electrofisiológico del tejido cardíaco: Medida de la duración del potencial de 

acción (PAC) cardíaco. Análisis de la actividad eléctrica del corazón mediante 

electrocardiograma (ECG).  
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Teniendo en cuenta que la corriente generada por la activación del NBCe1 (INBC) puede generar 

cambios en el PAC, se estudió mediante la técnica patch clamp en buffer bicarbonato la 

duración del mismo en miocitos ventriculares aislados de los dos grupos de animales. Se 

encontró que los ratones inyectados con el vector AAV9-NBCe1 presentaban una disminución 

en el APD50, es decir, en la duración del PA al 50% de la repolarización (mseg; AAV9-mCherry: 

17,68±3,27, n=6; AAV9-NBCe1*: 10,38±1,53, n=9; *p<0,05 vs AAV9-mCherry) (Figura 51 A). 

Además, se observó en las células que sobreexpresaban NBCe1 un potencial de membrana 

significativamente más negativo (mV; AAV9-mCherry: -77±0,74, n=8; AAV9-NBCe1*: -

80,3±1,04, n=9; *p<0,05 vs AAV9-mCherry). Estos datos electrofisiológicos son consistentes 

con un miocardio que sobreexpresa NBCe1, puesto que se podría razonar que una 

sobreexpresión del mismo aumentará la corriente repolarizante INBC.  

 

Figura 51. A. Datos promedio de la duración del potencial de acción de células aisladas al 50% de la 

repolarización (APD50) en buffer bicarbonato. B. Datos promedio de la duración del potencial de acción 

de células aisladas al 90% de la repolarización (APD90) en buffer bicarbonato. C. Trazos representativos 

de los potenciales de acción registrados en las células ventriculares aisladas para cada grupo 

experimental. D. Datos promedio del potencial de membrana en reposo de los miocitos cardíacos 
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aislados en buffer bicarbonato. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, 

considerándose significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry. 

Así, con el objetivo de confirmar que los efectos observados eran debidos específicamente a 

la activación de INBC se evaluaron los mismos parámetros en buffer HEPES, es decir, en 

ausencia de HCO3
- (Figura 52), medio en el cual no se encuentra activo el NBCe1 y por lo tanto 

tampoco su corriente INBC. En todos los casos, no se encontraron diferencias significativas 

entre ambos grupos experimentales (PMR (mV): AAV9-mCherry: -75,05±1,33, n=5; AAV9-

NBCe1: -76,18±0,75, n=5; APD50 (mseg): AAV9-mCherry: 9,01±2,85, n=5; AAV9-NBCe1: 

7,57±2,76, n=5; *p<0,05 vs AAV9-mCherry). 

 

Figura 52. A. Datos promedio del potencial de membrana en reposo de los miocitos cardíacos aislados 

en buffer libre de bicarbonato. B. Datos promedio de la duración del potencial de acción de células 

aisladas al 50% de la repolarización (APD50) en buffer libre de bicarbonato. C. Datos promedio de la 

duración del potencial de acción de células aisladas al 90% de la repolarización (APD90) en buffer libre 

de bicarbonato. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose 

significativo un p<0,05 vs. AAV9-mCherry. 
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Por otro lado, para completar el análisis electrofisiológico del modelo, se realizaron 

electrocardiogramas (ECG) en ambos grupos experimentales durante las 4 semanas de 

tratamiento. Se analizó el intervalo QT corregido por la frecuencia cardíaca, correspondiente 

a la actividad eléctrica ventricular, y se encontró una disminución significativa del mismo en 

los ratones que sobreexpresan NBCe1 (Figura 53). Además, se muestra el análisis del intervalo 

PR, el cual corresponde a la actividad eléctrica auricular y de la frecuencia cardíaca medida 

como latidos por minuto a través de la magnitud del intervalo RR en cada registro.  

 

Figura 53. A. Panel izquierdo: Imágenes representativas de los registros de ECG obtenidos para ambos 

grupos experimentales al inicio y al final del tratamiento. Panel derecho arriba: Esquema 

representativo del ECG de ratón. Panel derecho abajo: Datos promedio del intervalo QT corregido por 

la frecuencia cardíaca, obtenidos por ECG durante todo el tratamiento. B. Datos promedio del intervalo 

PR para cada grupo experimental, medido durante todo el tratamiento. C. Datos promedio de la 

frecuencia cardíaca, obtenida por ECG durante todo el tratamiento. El análisis estadístico fue realizado 
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mediante ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak, considerándose significativo un p<0,05, 

indicado en el gráfico.  

Se puede evidenciar de esta forma que los datos obtenidos mediante ECG son consistentes 

con los experimentos realizados en miocitos aislados mediante la técnica patch clamp y 

reflejaron un aumento en la expresión de NBCe1 y en el incremento de su corriente INBC. 

4- Estudio fisiológico del tejido cardíaco: Evaluación del pH basal en cardiomiocitos aislados. 

Teniendo en cuenta que se está sobreexpresando un transportador sarcolemal encargado de 

la regulación del pH en el miocito cardíaco, se evaluó el pH intracelular basal de los mismos. 

Las células se cargaron con el indicador sensible a pH BCECF-AM y se registró su fluorescencia 

con el sistema IonOptix en buffer bicarbonato (Figura 54). No se encontraron diferencias 

significativas entre el grupo control y el grupo de ratones inyectado con AAV9-NBCe1 (AAV9-

mCherry: 7,10±0,03, n=11; AAV9-NBCe1: 7,10±0,23, n=8). 

 

Figura 54. Datos promedio del pH basal de los miocitos ventriculares en buffer bicarbonato. El análisis 

estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05 vs. AAV9-

mCherry. 
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Discusión de Objetivo específico 3 

En este tramo del trabajo se ha propuesto estudiar las consecuencias de sobreexpresar al 

NBCe1 en los corazones de roedores sanos, sin patología previa.  

Con este fin se administró por vía sistémica un vector viral AAV9 con tropismo cardíaco y se 

estudiaron sus efectos luego de un mes de tratamiento. Teniendo en cuenta que en esta parte 

del trabajo se utilizaron ratones, la vía elegida fue la inyección retro-orbital en el seno venoso 

de los roedores, método muy útil y alternativo a la inyección por la vena lateral de la cola, 

entre otras razones por ser menos dificultoso en su realización. La inyección por la vena lateral 

de la cola requiere que el ratón esté despierto y tiene menor tasa de éxito debido al tamaño 

de la vena, lo que aumenta el número de intentos en caso de fracaso inicial y puede estresar 

al animal. Por el contrario, la inyección retro-orbital se realiza con el ratón bajo anestesia y el 

procedimiento dura pocos segundos. Asimismo, estudios enfocados en comparar el 

rendimiento de ambos métodos aseguran que no existen diferencias entre los mismos, 

pudiendo utilizarse de manera indistinta205, y que además, la inyección retro-orbital provoca 

menos estrés en los roedores178. 

Un mes después de la inyección con el vector AAV9-NBCe1 (1012 pv/kg) se registró un 

incremento de más del doble en la expresión proteica de NBCe1 en el tejido cardíaco de los 

ratones. Asimismo, las células aisladas de ratones inyectados con AAV9-mCherry se 

observaron rojas mediante microscopía de fluorescencia, por lo que se puede confirmar la 

transducción eficiente de ambos rAAV.  

Los datos obtenidos a través del estudio de los ratones que sobreexpresan el NBCe1 en sus 

corazones indican que no desarrollan hipertrofia cardíaca, hecho avalado por métodos tanto 

morfométricos como por el análisis de imágenes de cortes histológicos. Resultados similares 

se han reportado previamente en modelos de sobreexpresión de NBCe1 en ratones 

transgénicos204. Este hecho podría explicarse sobre la base de una disminución compensatoria 

de la actividad o expresión del NBCn1 y el NHE1. A pesar de que no se han medido estos 

parámetros, el hecho de que el pHi basal en buffer bicarbonato de las células de ambos grupos 

se encuentre igual es consistente con esta hipótesis. Sería interesante profundizar en el 

entendimiento de estos mecanismos en el futuro.  
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Es de interés destacar que a partir del estudio de estos roedores se descubrió que existen 

cambios en su electrofisiología. Se observa tanto una disminución de la duración del potencial 

de acción cardíaco (PAC) como una disminución de la duración del intervalo QT corregido por 

la frecuencia cardíaca (QTc) en el electrocardiograma (ECG) in vivo. Asimismo, los resultados 

son consecuentes y se contraponen con lo observado en el modelo de ratas que tienen 

silenciado el NBCe1.  

Es posible que los efectos electrofisiológicos observados tanto en el PAC como en la duración 

del intervalo QTc sean exclusivamente consecuencia de la sobreactivación de la corriente INBC 

luego de sobreexpresar NBCe1. El hecho de que no se registraron cambios electrofisiológicos 

en ausencia de HCO3
- indicaría que INBC es la corriente responsable cuando este buffer está 

presente en el medio extracelular. Sin embargo, no se podría descartar por completo la 

influencia de esta maniobra experimental en otras corrientes aniónicas.  

La disminución en la duración del PAC observada en miocitos ventriculares aislados fue 

significativa al 50% de la repolarización, pero no al 90% de la misma. Como se ha señalado 

anteriormente, el potencial de reversión esperado para INBC es cercano a -95mV22 por lo cual 

una posible explicación para esta discordancia es que la corriente INBC tiene más relevancia a 

potenciales a nivel de la meseta que a potenciales cercanos al PMR. Por otro lado, se evidenció 

una reducción significativa en el intervalo QTc. Como estos registros se obtuvieron in vivo, la 

frecuencia cardíaca y la temperatura fisiológicas podrían haber colaborado en la detección del 

impacto repolarizante tardío de INBC en la duración del intervalo QTc. 
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Objetivo específico 4 

Investigar las consecuencias cardiovasculares de silenciar el NBCn1 en ratas Wistar 

normotróficas machos de 3 meses de edad. Para este fin, se diseñó un ARN de interferencia 

específico contra el NBCn1, el cual fue clonado en un vector viral adeno-asociado 

cardiotrópico (AAV9-shNBCn1). 

 

Objetivos propuestos 

1- Administración sistémica de los vectores AAV9-shNBCn1 y AAV9-shControl en ratas adultas 

y comprobación de eficiencia de transducción. Seguimiento de crecimiento y presión arterial. 

2- Estudio morfométrico del tejido cardíaco: Análisis del tamaño y función ventricular por 

ecocardiografía y tamaño de las células cardíacas por medición en preparados histológicos. 

3- Estudio molecular del tejido cardíaco: Análisis de los perfiles proteicos de los 

transportadores alcalinizantes de membrana vía western blot.  
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1- Administración sistémica de los vectores AAV9-shNBCn1 y AAV9-shControl en ratas 

adultas y comprobación de eficiencia de transducción. Seguimiento de crecimiento y presión 

arterial. 

Se administraron por vía intravenosa los vectores AAV9-shNBCn1 y AAV9-shControl en ratas 

Wistar macho de 3-4 meses de edad. Para constatar que el virus inyectado sistémicamente 

haya tenido una transducción efectiva al tejido  cardíaco, se realizaron cortes histológicos que 

confirmaran la presencia de la proteína fluorescente verde (GFP) introducida en el vector 

como gen reportero (Figura 55 A). Se utilizaron además muestras de ventrículo para 

determinar la expresión proteica de NBCn1, encontrándose disminuidos en los animales 

inyectados con el vector AAV9-shNBCn1 (shControl: 1,0±0,12, n=5; shNBCn1*: 0,58±0,10, n=5; 

p<0,05 vs. shControl).  

 

Figura 55. A. Micrografías de cortes histológicos tomadas mediante microscopía confocal. La presencia 

del gen reportero GFP demuestra la transducción exitosa de los cardiomiocitos. B. Datos promedio y 

geles representativos del análisis de la expresión proteica de NBCn1. El análisis estadístico fue realizado 

mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05. 

Por otro lado, con el fin de estudiar posibles efectos vasculares, se midió la presión arterial 

mediante el método pletismográfico de registro de la presión sistólica utilizando la vena de la 

cola. Se determinó que las ratas shNBCn1 presentaban un incremento leve pero significativo 

de la presión arterial, encontrado a partir de la tercera semana de tratamiento (Figura 56).  
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Figura 56. Registro de la presión arterial medida por el método pletismográfico a lo largo de todo el 

tratamiento. El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak, 

considerándose significativo un p<0,05 vs shControl. 

Para encontrar una explicación a este incremento en la presión arterial se colectaron las 

arterias aortas de las ratas al momento del sacrificio y se realizaron preparados histológicos 

en los que se observó la presencia de GFP tanto en las muestras de las ratas inyectadas con 

AAV9-shNBCn1 como en las muestras control, AAV9-shControl. En la Figura 57 también puede 

observarse una tercera imagen correspondiente a un preparado de aorta sin inyectar con 

AAV9. De esta forma, se confirmó que los AAV9 son capaces de transducir músculo liso 

vascular. 

 

Figura 57 Micrografías que dan cuenta de la transducción de las células musculares lisas, que se 

observan verdes por contener GFP. Se visualizan intercaladas las fibras elásticas características del 

tejido vascular aórtico, que autofluorescen. La marca azul corresponde a DAPI, marcador de núcleos. 

Además, se monitoreó el peso de los animales antes y durante el tratamiento para descartar 

que silenciar el NBCn1 tuviese algún efecto en este parámetro (Figura 58). No se encontraron 
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diferencias significativas entre los grupos en ningún momento del tratamiento (shControl: 

29,8±7,19, n=5; shNBCn1: 36,2±3,81, n=5; p<0,05 vs. shControl).  

 

Figura 58. A. Medida del peso corporal de los animales antes y durante el tratamiento con ambos 

vectores virales. B. Diferencia entre el peso corporal final e inicial para ambos grupos experimentales. 

El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student o ANOVA de dos vías corregido por test 

de Sidak cuando correspondiese, considerándose significativo un p<0,05 vs shControl.  

2- Estudio morfométrico del tejido cardíaco: Análisis del tamaño y función ventricular por 

ecocardiografía y tamaño de las células cardíacas por medición en preparados histológicos. 

Para estudiar posibles efectos pro-hipertróficos, teniendo en cuenta los resultados obtenidos 

al inyectar AAV9-shNBCe1, se realizó el análisis ecocardiográfico durante el mes del 

tratamiento para ambos grupos de animales (Figura 59). Sin embargo, no se encontraron 

diferencias significativas en el IMVI en ninguno de los grupos evaluados (mg/g; shControl: 

0,97±0,11, n=5; shNBCn1: 0,92±0,07, n=5; *p<0,05 vs shControl).  

 

Figura 59. A. Datos promedio del índice de masa ventricular izquierdo (IMVI) normalizado por el peso 

del animal al principio y al final del tratamiento. B. Datos promedio del IMVI con respecto al tiempo 
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cero de tratamiento para cada grupo de animales. El análisis estadístico fue realizado mediante test 

de Student o ANOVA de dos vías corregido por test de Sidak cuando correspondiese, considerándose 

significativo un p<0,05 vs shControl. 

Por otra parte, se evaluó el tamaño de los cardiomiocitos en cortes histológicos teñidos con 

hematoxilina-eosina (Figura 60), y en concordancia con los datos previos, no se encontró 

diferencia entre ambos grupos de animales (µm2; shControl: 292,6±29,8, n=5; shNBCn1: 

260,1±23,1, n=5; *p<0,05 vs. shControl). 

 

Figura 60. A. Cuantificación del área de sección transversal de los cardiomiocitos. B. Micrografías 

representativas de los preparados histológicos teñidos con hematoxilina-eosina. 20x, las barras 

corresponden a 10µm. El análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose 

significativo un p<0,05 vs shControl.  

Por último, el análisis del peso tanto del corazón como del ventrículo izquierdo (VI) de las ratas 

normalizados por la longitud de la tibia de los mismos (Figura 61) indicó que no existen 

diferencias significativas entre ellos (PC/LT: shControl: 0,29±0,005, n=5; shNBCn1: 0,29±0,005, 

n=5; PVI/LT: shControl: 0,24±0,004, n=5; shNBCn1: 0,24±0,003, n=5; p<0,05 vs. shControl).  

 

Figura 61. A. Datos promedio del peso de los corazones de las ratas normalizados por la longitud de 

sus tibias un mes post-inyección. B. Datos promedio del peso de los ventrículos izquierdos (VI) de las 
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ratas normalizados por la longitud de sus tibias un mes post-inyección. El análisis estadístico fue 

realizado mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05 vs shControl. 

De esta forma, se puede concluir tanto por métodos de análisis de imágenes como biométricos 

que el silenciamiento del NBCn1 cardíaco no genera hipertrofia cardíaca. 

3- Estudio molecular del tejido cardíaco: Análisis de los perfiles proteicos de los 

transportadores alcalinizantes de membrana vía western blot.  

Teniendo en cuenta que se encontró un aumento compensador en la expresión de los 

mecanismos alcalinizantes cuando se silenció al NBCe1, se evaluó la expresión proteica del 

NBCe1 en las ratas inyectadas con shNBCn1. A pesar de haber analizado pocas muestras, se 

observa una tendencia a favor de un aumento de la expresión del NBCe1 en las ratas shNBCn1 

(shControl: 1±0,08, n=3; shNBCn1: 2,01±0,33, n=5; *p<0,05 vs. shControl). De todas formas, 

es necesario aumentar el número de muestras para confirmar esta tendencia. 

 

Figura 62. Datos promedio y geles representativos del análisis de la expresión proteica de NBCe1. El 

análisis estadístico fue realizado mediante test de Student, considerándose significativo un p<0,05. 
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Discusión de objetivo específico 4 

Se administró sistémicamente el vector AAV9-shNBCn1 para estudiar los efectos in vivo de 

disminuir la expresión del cotransportador sodio bicarbonato electroneutro cardíaco (NBCn1). 

En un principio, se demostró que el vector viral fue capaz de transducir células cardíacas, 

encontrándose marca fluorescente en preparados histológicos de ventrículos extraídos de los 

animales estudiados. Asimismo, se determinó que existía una disminución significativa en la 

expresión proteica del NBCn1, validando entonces el modelo en análisis. 

El monitoreo en el tiempo de la presión arterial permitió comprobar que la misma se 

encontraba incrementada significativamente en los animales que tenían silenciado el NBCn1 

desde la semana 3. Este dato concuerda con lo hallado en los ratones KO para NBCn1120, los 

cuales también presentan un aumento leve en la presión arterial. Se demostró entonces que 

el vector AAV9-shNBCn1 es capaz de transducir células musculares lisas mediante la presencia 

de GFP en preparados de aorta obtenidos al momento del sacrificio de los animales. Al 

respecto del uso del serotipo 9 para transducir músculo liso, se ha reportado su eficiencia en 

aorta de ratones adultos por administración intravenosa. Se señala además que la eficiencia 

de transducción es pobre cuando se ensayan aortas de ratones recién nacidos206.  

Se ha descripto que en el modelo de ratones KO NBCn1-/- existe una reducida capacidad de 

relajación y sensibilidad al Ca2+ en músculo liso de arterias mesentéricas120. En esta tesis no se 

ha profundizado en estos aspectos moleculares, pero es posible que sean los causantes del 

aumento de la presión arterial encontrado en las ratas shNBCn1. 

El estudio ecocardiográfico de ambos grupos experimentales a lo largo del tratamiento 

descarta que se desarrolle una hipertrofia cardíaca en los animales shNBCn1. Estos datos 

están avalados además por el análisis del área de sección transversal de los cardiomiocitos en 

preparados histológicos teñidos con hematoxilina-eosina y por los datos obtenidos por el 

pesaje del tejido al momento del sacrificio normalizado por la longitud de la tibia para cada 

rata. Es posible que no se evidencie una hipertrofia aún en presencia de un aumento de la 

presión arterial debido a que ese incremento es de solo 10 mm Hg y puede no ser suficiente 

para generar una sobrecarga hemodinámica. También se debe tener en cuenta que por la 

duración del tratamiento tampoco se trata de un estímulo sostenido por tiempo suficiente.  
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Se describió en estas ratas un posible aumento compensador en la expresión del NBCe1. Esta 

sobrexpresión podría explicar que no se haya encontrado un aumento en el tamaño 

ventricular, ya que podría ser un modelo similar a la sobreexpresión de NBCe1 en ratones, 

analizado en el objetivo específico 3. Sin embargo, para un mejor esclarecimiento de este 

modelo debería medirse también la expresión del NHE1, que en este caso podría no estar 

incrementada. 

En conclusión, el silenciamiento del NBCn1 en ratas genera principalmente un aumento leve 

en la presión sistólica. En contraposición a las ratas a las cuales se les silenció el NBCe1, no se 

encontraron evidencias de desarrollo de hipertrofia cardíaca.  
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CONCLUSIONES 

Las enfermedades cardiovasculares, entre ellas la hipertrofia cardíaca, constituyen la principal 

causa de muerte en el mundo actual. La hipertrofia cardíaca se define como un aumento de 

la masa miocárdica que excede al crecimiento embrionario y postnatal normal del corazón. Si 

bien existen ciertas cardiomiopatías hipertróficas familiares consecuencia de mutaciones 

genéticas, es mucho más frecuente la hipertrofia cardíaca reactiva, provocada por sobrecarga 

hemodinámica. Así, en el marco de enfermedades cardiovasculares como la hipertensión 

arterial, valvulopatías o luego de un infarto agudo de miocardio se desarrolla un tipo 

maladaptativo de hipertrofia que puede culminar en falla cardíaca y muerte. 

En esta tesis doctoral se propuso investigar la contribución del cotransportador Na+/HCO3
- 

electrogénico (NBCe1) cardíaco en el desarrollo de la hipertrofia cardíaca (HC). Teniendo como 

antecedente que en ratas SHR, que constituyen un modelo de HC explicado por hipertensión 

arterial esencial, se describió que la función del NBCe1 estaba deficiente, se razonó que esta 

podía ser la causa de HC en esta cepa. Para comprobar esto, se desarrolló un vector viral 

adenoasociado cardiotrópico que posibilitó el silenciamiento génico del NBCe1 (AAV9-

shNBCe1). Los resultados obtenidos indican que el miocardio se hipertrofia como 

consecuencia de esta maniobra y se ha podido demostrar que esto es debido al aumento 

compensatorio en la expresión de los transportadores NBCn1 y NHE1, que indirectamente 

sobrecargarían al miocito de calcio.  

Los datos presentados contribuyen con el esclarecimiento de esta patología cardíaca y a su 

vez permiten proponer a los transportadores alcalinizantes sarcolemales como blanco 

terapéutico para revertir la HC. En este sentido, se han reportado varios estudios que 

enfatizan en el silenciamiento o inhibición del NHE1 para disminuir la HC en distintos 

modelos79; 82; 83. Sin embargo, no existen investigaciones que apunten a las isoformas 

cardíacas del NBC. Se ha propuesto como objetivo específico sobreexpresar al NBCe1 en ratas 

SHR con la hipótesis de que se revertiría la HC presente en esta cepa. No obstante, los 

resultados no han sido favorables para confirmar esto, sino que por el contrario parecería ser 

que esta maniobra empeora la HC ya establecida. Desde ya, es necesario un mejor estudio de 

este modelo para confirmar estas aseveraciones. Asimismo, sobreexpresar NBCe1 en ratones 

c57bl/6 sin patología previa no genera cambios en la masa o función ventricular, al menos 

luego de un mes de administrado el vector adenoasociado recombinante. Si bien hay trabajos 
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que avalan la sobreexpresión del NBCe1 como deletérea, por ejemplo en el remodelado por 

daño post-infarto de miocardio204, en esta tesis doctoral no ha sido posible identificar a esta 

proteína reguladora del pHi como autora de alguna injuria miocárdica en animales sanos ni 

como blanco terapéutico en animales hipertróficos. Por estos motivos, se apuntó entonces al 

estudio de la contribución de la isoforma electroneutra del NBC en corazón. El silenciamiento 

del NBCn1 cardíaco no genera cambios a nivel del tamaño ventricular o de los cardiomiocitos 

ventriculares. Adicionalmente, se observa una tendencia al aumento compensatorio en la 

expresión del NBCe1, que debido a su estequiometría (1/2Na+ por cada HCO3
-) no estaría 

generando una sobrecarga intracelular de Na+ y el aumento de Ca2+ concomitante. Se presume 

que el NHE1 no se encontraría sobreexpresado o actuando con mayor actividad en este 

modelo, pero esto no se ha podido evaluar en el presente trabajo. 

Sería interesante investigar las consecuencias de silenciar al NBCn1 en ratas hipertróficas, 

posiblemente en la cepa SHR89 o en ratas sometidas a sobrecarga hemodinámica por 

constricción de la aorta14, modelos en los cuales se ha reportado una sobreexpresión de dicho 

cotransportador. Teniendo presente además que su silenciamiento en ratas normotróficas no 

provoca HC, es factible que esta maniobra contribuya a prevenir o revertir este parámetro una 

vez establecida.  

La corriente del NBCe1 (INBC) fue descripta por nuestro laboratorio en miocitos ventriculares 

de gato y rata como una corriente repolarizante aniónica dependiente de sodio y bicarbonato 

que produce un acortamiento del potencial de acción cardíaco (PAC) de aproximadamente el 

25%22; 23. Con respecto al PAC, ya había sido reportado en trabajos previos del laboratorio que 

el uso de anticuerpos policlonales inhibitorios (aL3) y estimulatorios (aL4) contra el NBCe1 

generaba el incremento y la disminución de la duración del mismo, respectivamente12. En esta 

tesis doctoral se ha establecido la participación del NBCe1 a través de su corriente INBC en la 

duración del PAC. Esto ha sido avalado tanto en la sobreexpresión como en el silenciamiento 

génico del NBCe1, encontrando en cada caso resultados contrapuestos. 

El ECG es la herramienta clínica para medir la actividad eléctrica del corazón. Lo que se obtiene 

es un registro gráfico de la propagación de los PA a través de los cardiomiocitos en función del 

tiempo, de manera no invasiva. El intervalo QT representa toda la actividad eléctrica 

ventricular, es decir tanto despolarización como repolarización, y se mide desde el comienzo 

del complejo QRS hasta el final de la onda T. Debido a que su duración depende de forma 
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inversamente proporcional a la frecuencia cardíaca, es necesario para su mejor estudio 

analizarlo normalizado por la misma. Como el intervalo QTc indica cuánto tiempo permanecen 

despolarizados los ventrículos, es una medida grosera de la duración del “potencial de acción 

ventricular”. En este trabajo de tesis se encontraron por primera vez cambios 

electrofisiológicos registrados in vivo mediante el ECG debidos a la influencia del NBCe1. Estos 

cambios han sido contrapuestos en el silenciamiento y la sobreexpresión del NBCe1, 

confirmando la importancia de la corriente INBC en el ECG. 

De esta forma, los resultados presentados evidencian la participación del NBCe1 a través de 

su corriente repolarizante en la duración del PAC y del intervalo QTc en el ECG, demostrándose 

su importancia por primera vez in vivo y convirtiéndose de esta manera en un actor a tener 

en cuenta en estudios electrofisiológicos futuros. 
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