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Introducción

HIPERTROFIA CARDÍACA

La hipertrofia cardíaca (HC) es una condición presente en numerosas 

enfermedades cardiovasculares como la hipertensión arterial, valvulopatías y 

siguiendo al infarto de miocardio. Surge como una respuesta del miocardio frente 

a una variedad de estímulos: péptidos vasoactivos, estimulación p-adrenérgica, 

factores inductores de crecimiento, y principalmente el aumento del estrés 

mecánico debido a sobrecarga hemodinámica. La HC que ocurre en los pacientes 

con patologías cardiovasculares es un fenómeno maladaptativo (HC patológica), 

ya que se acompaña de deterioro de la función contráctil y habitualmente 

evoluciona a insuficiencia cardíaca. Constituye por si misma un factor de riesgo 

independiente de morbimortalidad cardiovascular (1,2) y su regresión implica una 

reducción de dicho riesgo, independientemente del tratamiento por el que se 

logre.(3,4) A diferencia de ésta, la HC que se desarrolla en los atletas sometidos a 

ejercicio físico intenso, hipertrofia adaptativa o fisiológica, no compromete la 

función miocàrdica.

Por tratarse de un órgano diferenciado, el crecimiento del miocardio se produce 

por un aumento del tamaño, y no del número, de los miocitos determinado por una 

mayor síntesis proteica que sólo en la HC patológica va acompañado de un 

aumento de la fibrosis y la apoptosis, disminución de la densidad vascular y 

reprogramación de la expresión gènica con inducción de genes fetales y represión 
de los genes que codifican las respectivas isoformas del adulto.(5-10) Esta 

reprogramación incluye a los genes de los péptidos natriuréticos atrial (ANP) y 

cerebral (BNP), así como las isoformas fetales de las proteínas 

contráctiles. (4,11,12)

El corazón modifica su morfología en respuesta a los requerimientos 

hemodinámicos y el tipo de sobrecarga determina el patrón de HC. La sobrecarga 

de presión produce un aumento del espesor de la pared ventricular, con poco o 

ningún grado de dilatación de la cavidad. La adición de los sarcómeros es en 
paralelo originando hipertrofia concéntrica. La sobrecarga de volumen, en cambio, 

está caracterizada por un incremento modesto en el espesor de la pared 

ventricular y un gran aumento en el volumen de la cavidad, debido a la adición de 

nuevos sarcómeros en serie. Este tipo de hipertrofia es llamada hipertrofia 
excéntrica. En el post-infarto de miocardio la situación es más compleja y se 
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produce una combinación de sobrecarga de volumen y de presión que 
desencadenan tanto hipertrofia como dilatación.(13,14) (Figura 1)

Figura 1 Se esquematizan los tres patrones principales de HC según el tipo de sobrecarga 

hemodinámica que las origina. En la sobrecarga de presión el tamaño de los miocitos aumenta 

predominantemente en el grosor, dando lugar a la hipertrofia concéntrica. Se observa en un corte 

transversal que el crecimiento de la pared del miocardio es predominantemente hacia el centor de 

la cavidad. En la sobrecarga de volumen el tamaño de los miocitos aumenta predominantemente 

en largo, originando la hipertrofia excéntrica. En el post-infarto de miocardio existe sobrecarga de 

presión y de volumen sobre las zonas no infartadas y el resultado es una combinación de 

hipertrofia concéntrica y excéntrica. La fibrosis contribuye a los tres patrones.

La HC podría interpretarse, según la Ley de Laplace, como una respuesta 
adaptativa del miocardio frente a una situación de sobrecarga hemodinámica. De 

acuerdo a ella, la tensión o estrés (T) a la que está sometido el ventrículo, si este 

se considera aproximadamente esférico, con un radio r y espesor de pared h, y 

soportando una presión intraventricular P, es:
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Al aumentar el espesor de la pared ventricular, como consecuencia de la HC, se 

provoca una normalización del estrés al que está sometido el órgano frente a un 

aumento de presión o del radio determinado por un aumento del volumen. Sin 

embargo, en el caso de la HC patológica son numerosas las evidencias que 

sustentan que la HC en sí no es necesaria para la compensación funcional frente 

a una situación de sobrecarga hemodinámica a pesar de prevenir el aumento del 

estrés. La inhibición del desarrollo de HC patológica no produce deterioro en la 

función cardíaca.(15-17)
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ESTIRAMIENTO MIOCARDICO: SEÑALES QUE INICIAN LA HC

La sobrecarga hemodinámica por aumentos de presión y/o de volumen se traduce 

en estiramiento del miocardio. Este estiramiento es la señal mecánica que dispara 

la activación de cascadas de señalización intracelular que llegarán al núcleo 

celular promoviendo un aumento de la transcricpción gènica y consiguientemente 

de la síntesis proteica; provocando de este modo el desarrollo de HC. Es por ello 

que resulta necesario el estudio del estiramiento miocàrdico como mecanismo 

inicial de la HC.

A pesar de que la actividad contráctil del miocardio se encuentra bajo influencia 

nerviosa, hormonal y electrofisiológica continua, el corazón posee mecanismos 

intrínsecos mediante los cuales es posible adaptar el volumen minuto cardíaco a 

las variaciones en las condiciones hemodinámicas. Un incremento en el volumen 

diastólico final (VDF) inducido por aumento de la resistencia aórtica a la eyección 

o del retorno venoso lleva inmediatamente a una contracción ventricular más 

poderosa. Esto fue reconocido por primera vez por von Anrep (18) en 1912 que 

mostró que la dilatación del corazón inducida por interrupción del flujo de salida 

era seguida por una disminución en el volumen cardíaco hacia el volumen inicial. 

Esto constituye el mecanismo bien conocido de Frank-Starling que permite que el 

corazón incremente el volumen minuto (VM) luego de un aumento en el retorno 

venoso o para eyectar el mismo volumen latido contra una mayor poscarga 

cuando se presenta un aumento de la presión arterial (PA). Durante los 10 ó 15 

minutos que siguen al estiramiento repentino, continúa aumentando la 

performance miocàrdica y el VDF retorna a su valor original (Figura 2).
En 1973, Parmley y Chuck (19) reprodujeron por primera vez en tiritas aisladas de 

miocardio ventricular el efecto contráctil del estiramiento. Los autores mostraron 

que cuando se incrementa la longitud del músculo se produce un incremento 

rápido seguido de otro más lento de la fuerza desarrollada, llamado segunda fase 

de fuerza (SFF) o efecto Anrep. Estos autores descartaron la posibilidad de una 

liberación de catecolaminas por las terminales nerviosas como un mecanismo que 

jugase un papel en el desarrollo de la SFF, dado que también ocurría en músculos 

aislados de animales reserpinizados.
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Figura 2: Representación esquemática de un incremento repentino en la presión aórtica. El panel 

A muestra, de arriba hacia abajo, los cambios en VM, PA y VDF que ocurren luego de un 

incremento repentino de la PA. Unos pocos latidos luego del incremento de la PA, un incremento 
en la sensibilidad de los miofilamentos al Ca2+, permite al corazón eyectar el mismo volumen latido 

(VL) a pesar de la PA aumentada (mecanismo de Frank-Starling o “regulación heterométrica”, 

desde el punto 1 al 2). El incremento del VDF es seguido por un retorno progresivo hacia el 

volumen inicial que se desarrolla durante los siguientes 10 minutos. Dado que durante este tiempo 

ni la PA ni el VL cambian, la disminución del VDF (desde los puntos 2 a 3) refleja un incremento en 

la contractilidad. Un cambio desde los puntos 1 a 2 ocurre en la curva control (mecansimo de 

Frank-Starling) si el fenómeno es examinado en las curvas de función ventricular (panel B), 

inmediatamente luego del incremento en el VDF. Luego de esto, el desplazamiento al punto 3 

indica un desplazamiento hacia una curva con un mayor estado contráctil debido a que un mismo 

VL es eyectado a un menor VDF. Las curvas intermedias indican el desplazamiento (desde los 

puntos 1 a 3) a través de una familia de curvas con un progresivo incremento del inotropismo. TC: 

Trabajo cardíaco. Modificado de News Physiol Sci 16:88-91, 2001.

Las bases celulares y moleculares del mecanismo de Frank-Starling (o 

“autoregulación heterométrica”) son bien conocidas e involucran un incremento en 
la respuesta de los miofilamentos al Ca2+,(20) sin embargo el mecanismo de la 

SFF (autoregulación homeométrica) es menos comprendido. Es conocido que el 

incremento en la contractilidad miocàrdica que tiene lugar durante los 10-15 

minutos que siguen al estiramiento del músculo no involucra cambios en la 
sensibilidad de los miofilamentos al Ca2+ y podría ser explicado cuantitativamente 

por un progresivo incremento en los transitorios de Ca2+ (Figura 3).
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Figura 3 Luego de estirar un músculo papilar desde el 92 al 98% de Lmáx (longitud a la que 

desarrolla la fuerza máxima), aumenta inmediatamente la fuerza (de a a b, panel A), debido a un 
incremento de la sensibilidad de los miofilamentos al Ca2+. Posteriormente se desarrolla un 

incremento progresivo en la fuerza, la SFF, que es debida un incremento en los transitorios de 
Ca2+ (panel B), secundario al incremento de la [Na+]¡ (panel D “control”). La SFF, el incremento en 

la [Na+]¡ y el incremento de los transitorios de Ca2+ son abolidos al bloquear los receptores ATi de 

angiotensina II (Ang II) con losarían (paneles C y D). Modificado de News Physiol Sci 16:88-91, 

2001.

El incremento en el transitorio de Ca2+ que subyace a la SFF no se debe a un 

incremento en la liberación de Ca2+ desde el retículo sarcoplásmico (21) ni a un 

incremento en la corriente de Ca2+ del tipo L.(22)

En 1998 se detectó en músculos papilares de gato la producción de alcalinización 
miocárdica inducida por estiramiento debida a la activación del intercambiador 
Na+/H+ (NHE) en solución libre de bicarbonato y se caracterizó la cascada de 

eventos autocrinos/paracrinos desencadenada por el estiramiento que conducen a 

dicha activación.(23) Se mostró que el estiramiento del miocardio provocaba la 

liberación de Ang II, y que esta última, a través de la endotelina (ET) era 

responsable de la activación del NHE. Estos hallazgos permitieron postular un 
nexo entre la activación del NHE y el influjo de Ca2+ mediado por el intercambiador 

Na+/Ca2+ (NCX) en su modo inverso; es decir, ingresando un ion Ca2+ por cada 
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tres Na+ que extruye de la célula.(23-29) La liberación de Ang II preformada así 

como la de ET por cardiomiocitos de ratas neonatas sometidos a estiramiento, ya 

había sido descripta.(30,31) Dado que existen diferencias significativas entre los 

cardiomiocitos de animales neonatos y adultos en lo referido a los receptores de 

membrana y a las vías de señalización intracelular, la mayor contribución del 

trabajo citado fue la de detectar en preparaciones multicelulares de corazones de 

animales adultos la existencia de un mecanismo autocrino/paracrino inducido por 

el estiramiento.(23) Ese descubrimiento podría tener importantes implicaciones 

acerca de los mecanismos involucrados en el desarrollo de la HC.

El NHE representa uno de los principales mecanismos regulatorios del pH 

intracelular (pH¡) al intercambiar un H+ intracelular por un Na+ extracelular. La 

estimulación del NHE inducida por estiramiento podría incrementar la fuerza al 

menos por dos mecanismos: a) el incremento en el pH¡ que a su vez aumenta la 
sensibilidad de los miofilamentos por el Ca2+ (32,33) y b) el incremento de la [Na+]¡ 

que aumenta la [Ca2+]¡ a través del NCX actuando en su modo inverso. Sin 

embargo, cuando los experimentos de estiramiento se realizan en presencia de 

bicarbonato no se observan cambios significativos en el pH¡,(23,25) mientras que 

aun se mantiene el aumento en la fuerza. La explicación para la ausencia de 

cambios en el pH¡ luego de la activación del NHE se puede encontrar en el hecho 

de que tanto la Ang II como la ET activan simultáneamente al menos dos 

mecanismos reguladores del pH¡ antagónicos: el alcalinizante NHE y el 

acidificante intercambiador CI7HCO3’ Na+-independiente (AE);(31,34) 

compensando uno la activación del otro. La Figura 4 ilustra el hecho de que la 

Ang II, a través de la liberación/formación de ET, estimula simultáneamente al 

NHE y al AE, minimizando entonces los cambios en el pH¡. Sin embargo el AE no 

puede compensar el incremento de la [Na+]¡ provocado por la mayor actividad del 

NHE. Por lo tanto, la activación del NHE puede ser detectada por un incremento 

en el pH¡ sólo si el bicarbonato está ausente del medio, pero el incremento en la 

[Na+]¡ siempre es evidente.
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Figura 4 Mecanismo propuesto para el efecto del estiramiento sobre los mecanismos reguladores 

del pH¡. El estiramiento induce la liberación de Ang II preformada, la cual, de una manera 

autocrina/paracrina induce la liberación/formación de ET. La ET activa al NHE y al AE. Dado que el 

AE no transporta Na+, la activación simultánea de ambos mecanismos previene el incremento en el 

pH¡ pero no el incremento de la [Na+]¡. Sin embargo, un incremento en pH¡ luego del estiramiento 

puede tener lugar en ausencia de bicarbonato (buffer HEPES). Dado que el primer paso del 
mecanismo autocrino/paracrino es la liberación de Ang II endógena, similares efectos pueden 

obtenerse con la adición exógena del péptido.

El incremento en la [Na+]¡ puede inducir un aumento en los niveles intracelulares 

de Ca2+ a través del NCX ya sea como resultado de una disminución del eflujo de 
Ca2+ (modo directo disminuido) o a un incremento de la entrada de Ca2+ (modo 

inverso aumentado) (Figura 5). El incremento en la [Na+]¡ desplaza el potencial de 

inversión del NCX (ENcx) hacia valores más negativos otorgando más tiempo para 

que el NCX actúe en su modo inverso durante el potencial de acción promoviendo 
el influjo de Ca2+ a la célula y determinando el incremento de fuerza. En las 

condiciones experimentales citadas, la [Na+]¡ basal determinada fue de 
aproximadamente 5.5 mM.(35) Teniendo en cuenta este valor de [Na+]¡ y 
considerando que la [Na+] y la [Ca2+] extracelulares fueron 140 y 1.35 mM, 
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respectivamente, y que la [Ca2+]¡ puede ser estimada en 200 nM, el cálculo de 

Encx (ENCx=3ENa-2Eca) da un valor de aproximadamente +20 mV. Valores de 
potencial de membrana positivos al Encx generan la operación del modo inverso 

de este transportador. Debido a que la célula cardíaca normalmente alcanza el 

valor de ENcx solamente por unos pocos milisegundos durante la fase rápida de la 

despolarización del potencial de acción, el modo inverso del NCX participaría muy 

poco o nada de la contractilidad basal en condiciones normales.

íi

Figura 5. Mecanismos por los que el NHE influye en la actividad del NCX.

Consistentemente, no se observó contribución del NCX en modo inverso a la 

contractilidad basal de músculos papilares de gato; Sin embargo, el incremento en 

la [Na+]¡ de aproximadamente 2.5 mM detectado en los experimentos de 

estiramiento y de Ang II y de ET-1 exógenas (24,35,36) llevan al Encx a un valor 
de -5 mV, permitiendo de esta manera el funcionamiento del modo inverso del 

NCX durante la mayor parte de la meseta del potencial de acción cardíaco. La 

SFF se cancela en presencia de un inhibidor del modo inverso del NCX.(35) 

Factores adicionales al aumento de la [Na+]¡ y al consecuente desplazamiento 

negativo del ENcx afectan también el modo inverso del NCX y podrían participar 

del incremento de fuerza producido durante la SFF. Se ha mostrado por ejemplo, 

que la ET-1 en adición al desplazamiento negativo del Encx, también produce una
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estimulación directa del NCX, posiblemente por fosforilación del NCX por un 

mecanismo dependiente de la proteina quinasa C (PKC).(35)

En resumen, los resultados experimentales disponibles a la fecha sugieren que el 

modo inverso del NCX es modulado por el estiramiento miocàrdico mediante las 

siguientes vías: a) Una dependiente de la [Na+]¡, consistente con un 

desplazamiento negativo del ENCx luego de un incremento de la [Na+]¡ debido a la 

activación del NHE;(24,25,35,36) b) una estimulación del NCX [Na+]¡- 

independiente y PKC-dependiente¡(35) y c) prolongación de la duración del 

potencial de acción.(37) Con respecto a los dos primeros mecanismos, ambos 

parecen participar de la SFF. Sin embargo, el segundo contribuiría a la SFF luego 

de la participación primaria del primero, que parece ser un paso obligatorio.

La Figura 6 resume en un esquema la secuencia propuesta de eventos 

desencadenados por el estiramiento miocàrdico, que provocan el aumento de la 
[Ca2+]¡.

Figura 6 Representación esquemática de la cascada de eventos propuesta luego del estiramiento 

miocárdico. La Ang II endógena es liberada desde los miocitos activando de manera autocrina los 

receptores ATV La estimulación de los receptores ATi induce la liberación/formación de ET, la cual 

activará simultáneamente al NHE y al AE a través de los receptores de ET. La estimulación del AE 

previene el incremento en el pH¡ mediado por el NHE, pero no previene el incremento en la [Na+]¡. 
El incremento en la [Na+]¡ llevará al intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) a operar en su modo inverso 

durante un período de tiempo más prolongado, determinando el incremento en el transitorio de 
Ca2+. Como se describió en el texto, una estimulación directa [Na+]¡-independiente del NCX 

también puede contribuir al incremento de fuerza. Nótese que aunque en este esquema se 

identifica al mecanismo inducido por estiramiento como autocrino, no se puede descartar la 

posibilidad de que las células endoteliales o los fibroblastos contribuyan de un modo paracrino.
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VÍAS DE SEÑALIZACIÓN INTRACELULAR QUE CONDUCEN A LA 

HIPERTROFIA MIOCARDICA

La HC, como ya fuera mencionado, surge como resultado de un número de 

estímulos diferentes tales como el estiramiento del miocardio, la activación 

neurohumoral, factores de crecimiento y citoquinas. Cada uno de ellos actúa 

mediante la activación de receptores de membrana asociado a un grupo particular 

de proteínas (iniciadores) que activan vías de señalización intracelular que regulan 

una cascada de moléculas (ejecutoras) responsables del desarrollo de la 

respuesta hipertrófica. Entre los receptores involucrados se encuentran los 

acoplados a proteína G (GPCR), receptores con actividad de tirosina quinasa 

intrínseca (RTyrK), receptores de citoquinas y las integrinas, por mencionar sólo a 

los más conocidos. Si bien la unión de los ligandos específicos a estos receptores 

activa en cada caso caminos de señalización intracelular distintos, existe un alto 

grado de entrecruzamiento e interdependencia entre ellos. De lo anteriormente 

desarrollado se desprende que ninguna cascada de señalización intracelular 

regula la hipertrofia de los cardiomiocitos de manera aislada. Por el contrario, 

daría la impresión de que cada vía intracelular opera como un componente 

integrado de una respuesta orquestada.

A continuación se describen sintéticamente las cascadas de señalización 

intracelular mejor conocidas involucradas en la respuesta hipertrófica y su 
conexión con el estiramiento y la vía Ang ll/ET/NHE.

Activación de receptores acoplados a proteína G: los receptores de siete 

dominios transmembrana se acoplan a proteínas G heterotriméricas del tipo Gq, 

Gs y Gi. Las proteínas G están formadas por una subunidad Ga y otra Gpy. La 

ocupación del receptor por su agonista promueve el intercambio de GDP por GTP 

en la subunidad Ga y esto provoca la disociación de ambas subunidades del 

receptor, permitiendo a cada una de ellas activar distintas vías de señalización 

intracelular. Algunos de los agentes inductores de HC más estudiados, como la 

Ang II, la ET y los agonistas a-adrenérgicos, se unen a sus respectivos receptores 

acoplados a la proteína Gq desencadenando la respuesta hipertrofiante del 

miocardio.(30,38,39) (Figura 7) El estímulo hipertrófico, al inducir la disociación 
de la subunidad a permite que esta reclute a la PLCp a la membrana, que 
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hidroliza al fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), dando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) 

y diacilglicerol (DAG). El DAG formado facilita la activación de PKC que a su vez 

activa MAPKs a través de Raf. La activación de las MAPKs se produce además 

por una vía independiente de Gaq que involucra a Src/Grb2/Ras/Raf. La MAPK 

ERK1/2 fosforila a la quinasa p90RSK, y esta última activa por fosforilación al 
NHE.(40) De esta manera se promueve la entrada de Ca2+ a través de la ruta 

NHE/NCX. El IP3, por otro lado, podría ser la señal que determine la liberación de 
Ca2+ desde el retículo sarcoplásmatico (RS). El aumento de la [Ca2+]¡ sería el 

responsable de la activación de fosfatasas y/o quinasas que determinan el 

aumento de la transcripción y de la síntesis proteica y por ende el desarrollo de 
HC.(41) De las cascadas intracelulares prohipertróficas dependendientes de Ca2+, 

la de la calcineurina/NFAT (factor de transcripción nuclear de las células T 

activadas) parece jugar un papel determinante en el desarrollo de HC 

patológica.(42) Por otro lado, recientemente se describió en cardiomiocitos 

aislados de corazones de ratón y de conejo que el IP3, mediante su unión a 
receptores nucleares, produce liberación de Ca2+ de la envoltura nuclear y 

activación de la ¡soforma ó de la quinasa dependiente de Ca2+ y calmodulina 

(CaMKIIó), que induce la transcripción por inhibir a las desacetilasas de histona 

(HDAC).(43) Finalmente, estas cascadas convergen en la activación de factores 

de transcripción nuclear, como el NFAT, GATA4 y MEF2, que interactuando 

sinèrgicamente inducen la transcripción de genes de respuesta hipertrófica.(44)
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Figura 7 Principales mediadores de la vía activada por Gq. Esta vía de señalización intracelular 

involucra la activación de la fosfolipasa Cp (PLCp), producción de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 

diacilglicerol (DAG), activación de la PKC y aumento de la [Ca2+]i, además de activación de 

miembros de la familia de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) y converge en 

la activación de factores de transcripción nuclear, como el NFAT, GATA4 y MEF2, que inducen la 

transcripción de genes de respuesta hipertrófica.

La activación de receptores acoplados a proteina Gs, por ejemplo por estimulación 

de receptores p-adrenérgicos por isoproterenol, conduce a un aumento en la 

producción de cAMP y activación de la proteina quinasa A (PKA). Si bien esta vía 

de señalización intracelular está principalmente vinculada al control de la 

contractilidad miocàrdica y de la [Ca2+]¡, también participa en el desarrollo de HC. 

Ha sido propuesto que su efecto posiblemente sea a través de la activación de 
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calcineurina,(45) de PKC (46) y de la vía de la PI3K.(47) En el caso de los 

receptores acoplados a proteína Gi, la acción hipertrofiante estaría mediada 

principalmente por vías activadas por la subunidad py.

Activación de receptores con actividad intrínseca de tirosina quinasa 

(RTyrK): esta vía es la activada por factores de crecimiento como la insulina, la 

GH (hormona de crecimiento), el IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina), 

el EGF (factor de crecimiento epidérmico) así como por transactivación a través de 

algunos GPCR (por ejemplo ATi).(48) Cuando estos receptores son activados por 

sus ligandos específicos, se inducen al menos dos vías de señalización 

intracelular distintas: la vía PI3K/Akt y la vía Ras/MAPKs. Con respecto a la primer 

vía, su principal efector es la isoforma la de la quinasa de lípidos PI3K (p110a) y 

su efector principal la quinasa Akt (PKB), que una vez activa promueve la síntesis 

proteica mediante fosforilación del activador de la traducción, mTOR (blanco de 

rapamicina en mamíferos), y la transcripción génica mediante fosforilación e 

inactivación de la GSK3p.(49) (Figura 8). La GSK30 en su estado activo fosforila 

e inhibe a varias moléculas vinculadas con el desarrollo de HC, por ejemplo los 

miembros de la familia NFAT. La vía hasta aquí descripta se ha vinculado 

fundamentalmente al desarrollo de HC fisiológica o adaptativa dado que su 
activación se caracteriza por una HC con función contráctil preservada, ausencia 

de fibrosis intersticial, ausencia de inducción de genes fetales y es completamente 

reversible.(50,51) Es importante destacar además que la vía PI3K/Akt promueve la 

sobrevida celular al inhibir en múltiples sitios al proceso de apoptosis y se 

considera que evita la activación de los mecanismos que desencadenan la 

insuficiencia cardíaca.

Sin embargo, como ya se ha mencionado, la inducción de la vía de los RTyrK 

puede producirse además por transactivación. Evidencias recientes sugieren que 

todos o gran parte de los efectos prohipertrofiantes de los agonistas de los 
GPCRs, se deben a la transactivación de RTyrK como el del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR). La transactivación estaría mediada por varios mecanismos 

que no son mutuamente excluyentes y que incluyen la participación de moléculas 
intermediarias de señalización intracelular como el Ca2+; la asociación física de 

ambos tipos de receptores en balsas lipídicas y la activación de metaloproteasas 
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que clivan y liberan de la membrana celular un factor similar al EGF, el HB-EGF, 
que actúa como agonista de estos receptores. (48)

Además, los agonistas de los GPCRs, mediante la subunidad G(3y, activan a la 

isoforma p11Oy de la PI3K, (Figura 8) y consecuentemente a la Akt y sus 

efectores. La aparente contradicción que se presenta debido a que una misma vía 

(la de la PI3K/Akt) está involucrada tanto en la HC adaptativa como en la 

maladaptativa, se resolvería considerando que es diferente la intensidad y/o 

duración de la señal provocada por p110a y p110y (52) y que en la HC 

maladaptativa se reclutan además otras vías de señalización (Gq/PLCp/Ca2+).

Figura 8 Principales mediadores de las vía activadas por RTyrK. La unión de factores de 

crecimiento, como IGF-1, insulina y GH a su receptor produce por un lado la traslocación de la 

isoforma p110a de la PI3K y la fosforilación por esta quinasa de fosfatidilinositoles de la membrana 

en la posición 3’ del anillo inositol. Los lípidos fosforilados de esta manera, junto con PDK1, activan 

a la quinasa Akt (PKB). La Akt entonces es capaz de activar a mTOR, un regulador central de la 

síntesis proteica, a partir de sus efectos tanto sobre la biogénesis de ribosomas como sobre la 

maquinaria de traducción proteica. La Akt también fosforila e inhibe la GSK3p (quinasa 3(3 de la 

glicógeno sintasa). Dado que la GSK30 es un inhibidor clave del proceso de traducción, gran 

número de factores de transcripción relacionados con la inducción del programa hipertrófico, la 

inhibición de la GSK3J3 promueve tanto la síntesis de proteínas como la transcripción génica. En el 

recuadro sombreado de la esquina superior derecha se muestra como esta vía puede ser activada 

mediante la estimulación de los GPCRs, en este caso participa la isoforma p110y de la PI3K y las 

subunidades py de la proteina G para promover la activación de Akt. Por otro lado, la activación de 
los RTyrK también puede activar la vía Ras/Raf/MAPK.
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Activación de la vía de la qlicoproteina (qp130): la gp130 es una proteina de 

membrana que actúa como co-receptor en respuesta a los miembros de la familia 

de la interleuquina 6 (IL-6) de las citoquinas: la IL-6, la cardiotrofina-1 (CT-1) y el 

factor inhibidor de la leucemia (LIF), capaces de promover el desarrollo de HC.(53) 

La IL-6 no se encuentra elevada en HC fisiológica y sí en la patológica (54) y se 

ha descripto para todos los miembros de la familia de la IL-6 que tanto su 

producción como su efecto sobre la HC es inducido por Ang II. (55,56) La unión 

de estas citoquinas a su receptor específico a induce la dimerización con gp130 y 

ello activa a las quinasas Janus (JAKs), que activadas fosforilan al receptor, 

generando un sitio de anclaje para la SHP2 (tirosina fosfatasa con dominio SH2), 

que es a su vez fosforilada por JAK, permitiendo la unión del complejo Grb2/SOS. 

El reclutamiento de SOS al complejo, promueve la activación de Ras e induce la 

vía de señalización Ras-Raf-MAPK, de forma similar a lo que sucede en la 

activación de GPCRs. Las JAK activadas también fosforilan y activan a miembros 

de la familia STAT (transductor de señales y activador de la transcripción) que se 

traslocan al núcleo y activan la transcripción de genes directamente vinculados al 

desarrollo de HC. Existe evidencia que sustenta un papel citoprotector para la vía 

gp130/JAKs/STAT, además de su función facilitadora en el desarrollo de HC.(57-

IL-6 |
CT-1 1 4— Ang 11
LIF j

(x gp130

59). (Figura 9)

Figura 9. Activación de la vía gp130. La vía de señalización se inicia cuando la citoquina se une a 

su receptor a, de baja afinidad, promoviendo así la dimerización con gp130 y la fosforilación de las 

18



Introducción

tirosina quinasa JAK asociada. A su turno, la JAK activada fosforila al receptor, acción que 

proporciona un sitio de anclaje para SHP2 y para los STAT. Una vez unidas a gp130, los STAT son 

fosforilados y subsecuentemente liberadas del receptor, dimerizándose. En su forma de dímeros, 

los STAT se traslocan al núcleo y participan de la inducción de la transcripción gènica. La 

fosforilación del receptor por las JAK también provee un sitio de anclaje para la SHP2 (tirosina 

fosfatasa con dominio SH2), que es a su vez fosforilada por JAK, permitiendo la unión del complejo 

Grb2/SOS. El reclutamiento de SOS al complejo, promueve la activación de Ras e induce la vía de 

señalización Ras-Raf-MAPK.

Activación de sensores de estiramiento-inteqrinas: las integrinas conforman 

una clase de receptores que conectan el aparato contráctil de los miocitos a las 

proteínas de la matriz extracelular, y juegan un papel fundamental en la 

conversión de la fuerza mecánica (sobrecarga hemodinámica) en respuesta 

hipertrófica.(60) Consisten en subunidades a y p que se extienden a través de la 

membrana plasmática y se caracterizan por poseer un dominio extracelular 

extenso mediante el cual se unen a laminina, fibronectina y demás proteínas de la 

matriz; y una cola citoplasmàtica corta que permite la interacción indirecta con los 

filamentos de actina a través de proteínas accesorias, entre las que se encuentran 
talina, vinculina, a-actinina, ILK (quinasa unida a integrina), parvina, paxilina, 

filamina y VASP.(61,62) Aunque la función de estas proteínas aun no se conoce 

detalladamente, se sabe que además de actuar como nexo entre las integrinas y 

la actina, muchas de ellas poseen acción enzimàtica o actúan como activadores 

de vías de señalización intracelular. La ILK es capaz de fosforilar tanto a Akt como 

a la GSK3p.(63) La complejidad de esta maquinaria molecular aumenta debido a 

la presencia de un número de proteínas de señalización que se reclutan en 

respuesta al estiramiento, como las quinasas SRC, FAK, PIPKIy y las proteínas 

adaptadoras p130CAS, melusina, migfilina y zyxina. El complejo talina/vinculina en 
su conformación extendida/activa es capaz de interactuar con las quinasas 

mencionadas y activarlas.(64) La quinasa de adhesión focal (FAK) es capaz de 

activar a la PI3K y a la MAPK ERK1/2.(65) (Figura 10) La melusina también 

controla la fosforilación de Akt y GSK3p en respuesta al estiramiento.(66) Ratones 

transgénicos que carecen del gen que expresa la melusina poseen función 

cardíaca basai normal pero fracasan en el desarrollo normal del crecimiento de los 

miocitos cuando se incrementa la presión arterial por constricción de la aorta.(66)
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Figura 10. En respuesta al estiramiento la quinasa FAK es reclutada por las integrinas. Esto 

conduce a la autofosforilación y activación de FAK. La FAK activada es capaz de inducir las vías 

de hipertrofia PI3K/Akt y Ras/ERK1/2, descriptas anteriormente. La melusina es una proteina 

moduladora que interactúa con las integrinas y en respuesta al estiramiento activa la vía 

hipertrofiante PI3K/Akt. Con fines de claridad, no se muestran las proteínas estructurales- 

moduladoras accesorias que participan en el anclaje integrina-actina.

Las integrinas probablemente constituyan una ruta de señalización alternativa o 

paralela a la ya descripta para el estiramiento, aunque no se descarta la 

posibilidad de activación del lazo Ang ll/ET mediante esta vía.

Recientemente se ha descripto a las glicoproteínas Wnt como inductores de HC 

de emergente interés.(67,67) Estas glicoproteínas actúan a través de sus 

receptores Frizzled (Fz) de dos maneras distintas: la “clásica”, que involucra la 

interacción de los receptores Fz con una proteína similar al receptor de LDL y 

conduce a la activación del Dvl y consecuentemente a la inactivación de la GSK3p 

y activación de p-catenina que activa la transcripción,(69) en la “no clásica” se 

involucran vías intracelulares ya conocidas debido a que los Fz se comportan 

como GPCRs.(70)
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HC, Ca2+ Y CALCINEURINA

La mayoría de los estímulos que inducen HC maladaptativa en respuesta a una 

sobrecarga hemodinámica activan la via de Gq y confluyen en el aumento de la 
[Ca2+]¡ activando las vías de señalización intracelular dependientes de este ion. El 

aumento de la [Ca2+]¡ es uno de los fenómenos más importantes en el desarrollo 

de la respuesta hipertrófica y esto se ha confirmado provocando el aumento de la 
[Ca2+]¡. por medio de agonistas calcicos,(71) de ionóforos de Ca2+,(72) o mediante 

la elevación del Ca2+ extracelular,(73) induciéndose en todos estos casos 

hipertrofia en cardiomiocitos in vitro.

Activación de calcineurina:
Tradicionalmente, el análisis de la señalización intracelular ha estado 

principalmente asociado a la acción de quinasas, como las MAPKs y la PI3K, 

entre otras. Sin embargo, las fosfatasas son también importantes factores de 

transducción de señales que regulan el crecimiento y las respuestas al estrés en 

una amplia variedad de tipos celulares. Una de estas fosfatasas es la fosfatasa de 

proteínas 2B (PP2B), calcineurina. La calcineurina es una fosfatasa específica de 
serina/treonina que se activa de modo singular por elevación sostenida del [Ca2+]¡ 

e interacción con calmodulina.(74-76)

Estructura e isoformas
Cualquiera sea su origen, la holoenzima calcineurina activa se presenta siempre 
como un heterotrímero formado por una subunidad catalítica de 59-63 kDa, 

denominada calcineurina A, una subunidad regulatoria de 19 kDa, denominada 
calcineurina B, y la proteína fijadora de Ca2+ calmodulina.(42) La calcineurina A 

posee además del dominio fosfatasa, un dominio de unión a calmodulina y en su 

extremo C-terminal un dominio autoinhibitorio. Un esquema de dicha estructura se 

presenta en la Figura 11.

Existen tres isoformas de calcineurina A identificadas en mamíferos: a, p y y, que 

son producto de tres genes distintos (77) y comparten un 81% de identidad de 

secuencia a lo largo de los 350 aminoácidos de extensión que constituyen el 
dominio catalítico. Las isoformas Aa y Ap se expresan de acuerdo a un patrón 
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relativamente ubicuo y superpuesto en todo el organismo,(78) mientras que la 

¡soforma Ay se expresa en un patrón más restringido que incluye al testículo.(79) 

En los cardiomiocitos están presentes calcineurina Aa y A(3, pero no calcineurina 

Ay.

Calcineurina B es una proteína altamente conservada, identificada originalmente 
en base a su secuencia primaria como una proteína ligante de Ca2+ con manos 

EF.(80) Como puede predecirse en base a su secuencia, une 4 iones Ca2+, uno 
con alta afinidad (kd<10'7 M) y los tres restantes con afinidad en el rango 

micromolar.(81) En mamíferos existen dos ¡soformas de calcineurina B: CNB1, 

asociada con calcineurina Aa y A0¡ y CNB2, que se expresa sólo en testículo.(82)

3 genes catalíticos
CnAa ubicuo
CnAp ubicuo
CnAy testículo, cerebro

Figura 11 Representación esquemática de la

2 genes regulatorios
CnB1 ubicuo
CnB2 testículo, cerebro

subunidad catalítica de calcineurina (CnA), la

subunidad regulatoria de calcineurina (CnB) y calmodulina; y un resumen de la expresión de los 3 

genes que codifican para calcineurina A y los 2 genes que codifican para calcineurina B. Cam: 

dominio de unión a calmodulina; DAI: dominio autoinhibitorio.

Regulación por calcio
La dependencia de Ca2+ de la actividad fosfatasa de calcineurina está controlada 

por las proteínas ligantes de Ca2+ calmodulina y calcineurina B.(83) Cuando la 

[Ca2+] no supera los 10'7 M, la calcineurina B con su sitio de alta afinidad ocupado 

se encuentra estrechamente unida a calcineurina A. En este estado la enzima es 

inactiva. La ocupación de los sitios de baja afinidad (kd entre 0.5 y 1 pM) ocasiona 

una activación débil. La interacción con calcineurina B cumple un papel estructural 
y es necesaria para la actividad basal. Esta actividad basal se incrementa más de 
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20 veces con la adición de cantidades equimolares de calmodulina y es 

estrictamente el resultado de un aumento de Vmáx. La concentración de Ca2+ 

necesaria para la activación de la enzima es menor cuanto mayor es la 

concentración de calmodulina, y viceversa.(84) Esto es consistente con el hecho 

de que la activación es el resultado de la unión de calmodulina a calcineurina A, 
mediada por Ca2+. Del mismo modo que ocurre con la mayoría de las enzimas 

reguladas por calmodulina, el mecanismo de activación involucra la unión a un 

dominio específico, resultando en un desplazamiento de un dominio 

autoinhibitorio.(85,86) Una representación esquemática de la activación por Ca2+ 

de calcineurina puede observarse en la Figura 12. Se incluye asimismo a la 

proteína modulatoria que interactúa con calcineurina (MCIP), también conocida 

como calcipresina. La MCIP inhibe la actividad de calcineurina mediante 

interacción directa proteína-proteína.(87)

Efecto res
El blanco mejor caracterizado de calcineurina lo constituye la familia de factores 

de transcripción NFAT (factor nuclear de células T activadas). Ante aumentos 
sostenidos en la [Ca2+]¡ la calcineurina se activa por el complejo Ca2+/calmodulina 

y desfosforila a miembros de la familia NFAT en el citosol, permitiendo que éstos 

se trasloquen al núcleo y estimulen la transcripción génica. Esto lo hacen 

interactuando cooperativamente con otros factores de transcripción nuclear como 
AP-1, GATA-4 y MEF-2,(88) como se esquematiza en la Figura 12. NFAT y 

GATA-4 activan sinergísticamente el promotor BNP e inducen de esta manera la 

síntesis de su ARNm.(42) Entre los genes cuya expresión es regulada 

positivamente por NFAT se encuentra el gen de CnAp.(89)
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Figura 12. La calcineurina heterodimérica es activada mediante la unión de calcio y calmodulina 

(CaM). La subunidad catalítica (CnA) contiene un dominio N-terminal catalítico y regiones de unión 

tanto para la subunidad regulatoria B (CnB) como para CaM. El extremo C-terminal contiene un 

dominio autoinhibitorio que se pliega para ocluir el sitio activo cuando CaM no está unida. El 
aumento de la [Ca2+]¡ promueve la unión de Ca2+ a CnB y la del complejo Ca2+/CaM a CnA y 

desplaza el dominio autoinhibitorio. La desfosforilación de NFAT promueve su traslocación al 

núcleo, donde se une al DNA cooperativamente con otros factores de transcripción, entre los que 

se encuentran AP1, GATA4, MEF2. La proteína modulatoria que interactúa con calcineurina 

(MCIP), por unión directa a la calcineurina inhibe su actividad.

La activación de la calcineurina es una señal suficiente para inducir HC aunque 
posiblemente no estrictamente necesaria.(90,91) Su participación en el desarrollo 

de HC fue confirmado por las siguientes evidencias: a) ratones transgénicos que 

expresan una forma de calcineurina activa o de NFAT activo desarrollan HC;(92) 

b) el tratamiento con inhibidores de la calcineurina como el FK506 y la ciclosporina 

(aunque con algunos resultados contradictorios en este último caso), induce la 

regresión o previene el desarrollo de HC en distintos modelos experimentales;(93- 

95) c) la sobreexpresión del inhibidor endógeno de la calcineurina, la MCIP1, 

también inhibe la respuesta hipertrófica del miocardio.(96,97)
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EL INTERCAMBIADOR SODIO-HIDROGENO

En los miocitos cardíacos, como en otros tipos celulares, numerosos procesos son 

sensibles a los cambios de pH¡. En particular, casi todos los pasos del proceso 

excitación-contracción en los cardiomiocitos son inhibidos por acidosis 

intracelular,(33) resaltando la importancia de los mecanismos reguladores del pHi 

que han evolucionado para prevenir o corregir esta condición. Uno de los 

principales mecanismos lo constituye el NHE, una glicoproteína integral de 

membrana de distribución ubicua que, como ya se ha mencionado, posibilita el 

intercambio electroneutro de un H+ intracelular por un Na+extracelular (1:1) Hasta 

el momento se han descripto nueve isoformas del intercambiador (Tabla 1), las 

cuales difieren en su expresión tisular, distribución celular y sensibilidad a 

inhibidores. El NHE-1 fue la primer isoforma clonada,(98) identificada como un 

transportador sensible a amiloride involucrado en la regulación del pH¡. La 

identidad de secuencia primaria de las distintas isoformas varía en un rango entre 

25 a 70%, aunque se ha predicho que comparten una estructura secundaria 

similar.(99) Con respecto al NHE-1, no sólo se ha demostrado que su distribución 

es ubicua en la membrana plasmática de todos los tipos celulares, sino que ha 

sido identificada como la isoforma predominante en el miocardio,(100) y por lo 

tanto es considerada la isoforma específica del tejido cardíaco.

Las isoformas NHE-2 a NHE-5 también se localizan en la membrana plasmática 

de las células, pero a diferencia del NHE-1 su patrón de expresión es más 

restringido. NHE-2 y NHE-3 presentan un nivel de expresión alto en riñón e 

intestino, localizados en la membrana apical de epitelios e involucrados en la 

reabsorción de Na+ y agua.(101) NHE-4, junto con NHE-1, está ubicado en la 

membrana basolateral de las células de epitelio tubular renal, y se ha mostrado 

que posee una baja afinidad por el H+.(102) sugiriendo que el NHE-4 está 

involucrado en un papel fisiológico distinto al del NHE-1. La expresión de NHE-5 

está restringida al cerebro, donde se ha sugerido que participa en la regulación del 

pH¡ neuronal.(103) Las isoformas NHE-6 a NHE-9 no están ubicadas en la 

membrana plasmática, sino que se las encuentra en la membrana de distintas 

organelas de la célula. NHE-6 se localiza en los endosomas recién reciclados 

(104) mientras que NHE-7 se encuentra en el Golgi distal (105) y se sugiere que 

ambos participan manteniendo el pH¡ de la organela. Las isoformas NHE-8 
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(106,107) y NHE-9 (107) se han identificado recientemente y se las ha localizado 

en el Golgi medio a distal y en los endosomas de reciclado tardío, 

respectivamente. La localización intracelular de las isoformas NHE-6 a NHE-9 

sugiere un papel en la regulación de la homeostasis iónica de las organelas y 

constituye un mecanismo para el mantenimiento del pH¡ específico desde los 

endosomas de reciclaje temprano hasta el Golgi distal.(107)

NHE-1 es la única isoforma expresada ubicuamente, y la única expresada en la 

membrana plasmática de las células miocárdicas.

Tabla 1. Caracterización y distribución de las distintas isoformas descriptas del NHE.

Isoforma Localización Caracterización

NHE-1
Todas las células. Isoforma 
predominante en el corazón

Mayor sensibilidad al amiloride 
y al cariporide (HOE642)

NHE-2 Tracto gastrointestinal y riñón Membrana apical de epitelios

NHE-3 Tracto gastrointestinal y riñón Membrana apical de epitelios

NHE-4 Riñón Membrana basolateral de epitelios

NHE-5 Cerebro

NHE-6 Todo tipo de células Intracelular. Membrana mitocondrial, 
endosomas recién reciclados

NHE-7 Todo tipo de células Intracelular. Golgi distal

NHE-8 Todo tipo de células Intracelular. Golgi medio a distal

NHE-9 Todo tipo de células Intracelular. Golgi medio a distal

Estructura del NHE-1
El NHE-1 (Figura 13) es una proteina de 815 aminoácidos, con una masa 

molecular estimada a partir de su estructura primaria de 85 kDa, en la que se 

distinguen un dominio N-terminal asociado a la membrana (~ 500 aminoácidos de 

longitud) y una larga cola citoplasmàtica en su extremo C-terminal. El dominio de 

membrana, compuesto por 12 regiones transmembrana, está asociado al 

transporte iónico y contiene el sensor alostérico al H+, que determina la exquisita 
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sensibilidad del intercambiador al H+ intracelular. El dominio citoplasmàtico (~ 300 

aminoácidos de longitud) está involucrado en la regulación del intercambiador 

mediante varios mecanismos. La remoción de la región distai de la cola citosólica 

ocasiona un corrimiento de la sensibilidad al pH¡ hacia zonas más ácidas, además 

de una importante inhibición de la estimulación del NHE-1 por factores de 

crecimiento.(108)

Extracelular

Figura 13. Estructura y regulación del NHE-1. Se encuentran representados los 12 dominios 

transmembrana, los lazos intra y extracelulares (ILs y ELs); y la cola citosólica en el extremo C- 

terminal. En la cola citosólica se destacan los principales activadores (en color gris claro) e inhi 

bidores (en color gris oscuro).

El NHE-1 presenta un grado de fosforilación basal, y un aumento en la 

fosforilación ocasiona un aumento de actividad.(109) Los sitios de fosforilación son 

blanco de ERK1/2, p90rsk y otras como la quinasa Rho y la quinasa relacionada 

con Nck.(108,110) Se ha demostrado que la CaMKII puede fosforilar el dominio C- 

terminal del NHE-1 in vitro. Otras quinasas, como PKC y PKD son capaces de 
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influir en la actividad del NHE-1, activándolo en respuesta a la estimulación 

neurohormonal, aunque no sería por fosforilar directamente al intercambiador. 

Está descripta además la inhibición del NHE-1 por PKG,(111,112) aunque aun se 

desconoce el mecanismo por el cual esto ocurre. El NHE-1 es también susceptible 

a la acción de fosfatasas, como PP1 (113) y PP2A.(114) Otros mecanismos de 

regulación de la actividad del NHE-1 involucran fosforilación y/o desfosforilación 

de proteínas regulatorias e interacción con cofactores. Las proteínas de unión a 
Ca2+ calmodulina (CaM), proteína 1 homologa a calcineurina B (CHP-1) y 

tescalcina, ejercen un efecto inhibitorio sobre la actividad del intercambiador que 
se libera cuando unen Ca2+. La sobreexpresión de CHP-1 previene la activación 

del NHE-1 y este efecto es abolido mediante estimulación con factores de 

crecimiento. Células transfectadas con tescalcina exhiben una marcada inhibición 

de la actividad del NHE-1 luego de una carga ácida. En la región proximal a la 

membrana de la cola citosólica existen dos posibles sitios de unión a inositol 4,5 

bifosfato (PIP2), involucrados en la regulación del NHE-1 por ATP. Aunque el 

intercambiador no utiliza ATP en forma directa, la depleción de ATP produce una 

disminución significativa de la actividad transportadora.(108,110)

Otra enzima de la que se ha conocido recientemente su influencia sobre la 

actividad del NHE-1 es la anhidrasa carbónica II (ACII).(113) La ACII cataliza la 

hidratación de CO2, que luego de disociarse produce HCO3‘ y H+. La enzima se 

une al dominio citosólico, siendo esta unión función del grado de fosforilación del 

NHE-1. Al inhibir la ACII disminuye la actividad del NHE-1 .(113)

Las proteínas ligantes de actina, miembros de la familia de ezrina, radixina y 
moesina (ERM) forman enlaces entre el citoesqueleto y las proteínas integrales de 

la membrana plasmática e interactúan con la cola citosólica del NHE-1.(110) 

En resumen, el NHE-1 funciona como un reclutador de complejos de vías de 

señalización.

La estimulación de los receptores acoplados a proteína Gaq mediante Ang II, ET y 

agonistas ai adrenérgicos, así como las especies reactivas del oxígeno (ROS) y la 

acidosis intracelular, son activadores bien establecidos del NHE-1, al menos en 

parte, a través de activación de las MAPKs.(114) Otros factores autocrinos, 

paracrinos y hormonales, como EGF, aldosterona, adenosina, trombina y la 

osmolaridad; también modulan la actividad del intercambiador.(114) Aunque la 
hiperactividad del NHE-1 se asocia generalmente con un incremento en el pH¡, 
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esto no es necesariamente correcto. En presencia de bicarbonato, y como se 

mencionara anteriormente, la estimulación del NHE-1 por Ang II o ET-1 no induce 

alcalosis intracelular, o ella es mínima, dado que se activa simultáneamente el 

intercambiador AE por una vía dependiente de PKC.(114) Se enfatiza este punto 

dado que no está enteramente aceptada la observación de la ausencia de 

cambios en el pH¡ en medios con bicarbonato luego de la estimulación del NHE-1 

con factores de crecimiento; aunque fue publicado por Ganz y colaboradores (116) 

en 1988 en células mesangiales y fue motivo de revisión en una carta de Thomas 

a Nature un año después.(117)

En condiciones fisiológicas estacionarias, la actividad del NHE-1 es baja,(118,119) 

sin embargo el aumento de actividad del mismo como resultado de una acidosis 

intracelular o debido tanto a mecanismos traduccionales como post- 

traduccionales, puede ocasionar un efecto perjudicial. Existe sólida evidencia de 

que el efecto perjudicial resultante de la hiperactividad del NHE-1 se debe a que el 
aumento de [Na+]¡ desencadena una sobrecarga de Ca2+ a través del NCX, 

disfunción miocàrdica, hipertrofia, apoptosis e insuficiencia cardíaca.(35,120-123) 

En consecuencia, surge la inhibición de esta hiperactividad como una estrategia 

terapéutica para prevenir las consecuencias perjudiciales del aumento de la [Na+]¡ 
y de la [Ca2+]¡, la activación de varias vías de señalización intracelulares y sus 

consecuencias: hipertrofia, necrosis y apoptosis.
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INTERCAMBIADOR Na+/H+ E HIPERTROFIA CARDIACA
Aunque la relación entre estiramiento miocàrdico y desarrollo de HC había sido 

extensamente estudiada, así como las bases celulares y moleculares que 

subyacen a la SFF, la conexión entre estas dos respuestas al estiramiento no 

había sido propuesta hasta la descripción del fenómeno autocrino/paracrino 

desencadenado por el estiramiento que involucra la activación secuencial de 

receptores ATì y de ET y finalmente del NHE-1.(124) En la Figura 6 se mostró 

una representación esquemática de la cascada de eventos propuesta, basada 

principalmente en resultados obtenidos en preparaciones multicelulares cardíacas 

sometidas a estiramiento.

El nexo entre la SFF y la hipertrofia miocàrdica es reforzado por el hecho de que 

el bloqueo específico del NHE-1 en forma similar a su efecto sobre la SFF revierte 

la HC en diversos modelos experimentales.(120-122,125-130) Se hace énfasis en 

que el esquema ilustrado en la Figura 6 no es el único mecanismo que podría 

conducir al desarrollo de HC. Como se describió anteriormente, vías intracelulares 

diferentes a la que involucra al NHE-1, pueden conducir al aumento de la [Ca2+]¡ y 

al desarrollo de HC.(131,132) O aun la HC puede ocurrir sin aumentos de la [Ca2+] 

citosólico (43). Sin embargo, la pretensión es focalizar en la activación del NHE-1 

como un mecanismo emergente en la producción de HC y su inhibición como una 

herramienta terapéutica con la cual la regresión de la HC podría ser alcanzada 

independientemente de las condiciones de carga.

Se ha descripto que la hiperactividad del NHE-1 en el miocardio de ratas 

espontáneamente hipertensas (SHR) ocurre sin provocar cambios en el pH¡ en 

condiciones fisiológicas.(133) El hecho de que una actividad elevada del NHE-1 

no se acompañe de un incremento en el pH¡ puede resultar a priori difícil de 

interpretar ya que la actividad de este intercambiador ha sido tradicionalmente 

ligada más a la regulación del pH¡ que a otros eventos celulares. Más aún, el 

estudio seminal realizado en huevos de erizo de mar demostrando que la 

fertilización se acompañaba de un incremento en el pH¡ y que la prevención de la 

alcalinización cancelaba el crecimiento celular (134) otorgó sustento para unir 

ambos procesos. Sin embargo, otros investigadores destacaron el hecho de que el 

pH¡ puede incrementar o disminuir con factores de crecimiento dependiendo de la 

ausencia o presencia de bicarbonato en el medio.(135,136) como fue demostrado 

en la Figura 4. Claramente, el hecho de que los cambios en la [Na+]¡ vayan o no 
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acompañados por cambios en el pH¡ dependerá del interjuego entre el incremento 

en la actividad del NHE-1 y de los mecanismos dependientes de bicarbonato. 

Asimismo, el hecho de que se produzca un aumento de la [Na+]¡ dependerá de 

cuán eficientemente la bomba Na+/K+ ATPasa compense la hiperactividad del 

NHE-1. Sin embargo, pareciera que pequeños incrementos en la [Na+]¡ no 

detectados por la bomba Na+/K+ ATPasa son suficientes para influenciar la 

actividad del NCX.(137)

En resumen, se ha descripto: 1) Una actividad incrementada del NHE-1 sin 

cambios en el pH¡ en el miocardio de ratas SHR.(133,138) 2) Un incremento en la 

[Na+]¡ pero no en el pH¡ luego de la estimulación por Ang II o ET-1¡(31,34) 3) La 

participación de la ET-1 endógena en la estimulación del NHE-1 (19) y del AE (31) 

y 4) La cancelación del efecto inotrópico positivo del estiramiento miocàrdico (SFF 

o efecto Anrep) al prevenir el incremento de la [Na+]¡.(24,25)

Todas estas contribuciones sugerirían que el incremento del pH¡ no está 

necesariamente ligado al crecimiento celular y muestran que factores de 

crecimiento pueden actuar a través de cambios en la [Na+]¡ aún si el pH¡ 

permanece inalterado. Sin embargo, un trabajo reciente de Putney y Barber (139) 

mostró que un aumento del pH¡ en ausencia de hiperactividad del NHE-1 

promueve la transición de la fase S hacia el estado G2/M siendo por lo tanto una 

señal de crecimiento. Pareciera ser entonces, que existe la posibilidad de que un 

incremento en el pH¡ pueda inducir incremento en la síntesis de proteínas 
independientemente de aumentar de la [Na+]¡ y la [Ca2+]¡. No obstante, esto no 

indica que la alcalinización intracelular sea un requisito necesario y suficiente para 

la producción de HC.
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INHIBICION DEL INTERCAMBIADOR Na+/H+ Y REGRESION DE LA 

HIPERTROFIA CARDIACA
Inhibición del NHE-1
Se han desarrollado numerosos inhibidores del NHE-1 con el objetivo de producir 

cardioprotección luego de la activación del intercambiador, previniendo los 
aumentos de [Na+]¡ y [Ca2+]¡. El amiloride (Figura 14), un diurético ahorrador de K+, 

fue el primer inhibidor del NHE descripto. NHE-1 y NHE-2 son las isoformas más 

sensibles a esta droga, que también inhibe canales de Na+ y al NCX. Con el 

objetivo de mejorar la potencia y la selectividad sobre la isoforma NHE-1, se 

obtuvieron derivados sintéticos del amiloride, modificando los sustituyentes pero 

conservando el heterociclo de pirazina considerado esencial para su bioactividad. 

Realizando una sustitución doble sobre el nitrógeno del grupo amino 5, se ha 

obtenido una serie de compuestos, entre los que se han distinguido los derivados 

del amiloride N-alquilados DMA (dimetilamiloride), HMA (hexametilenamiloride) y 

EIPA (etilisopropilamiloride); de los cuales el EIPA ha sido uno de los más 

utilizados. Su IC50 es aproximadamente 100 veces menor que la del amiloride, y 

posee menos acción sobre los canales de Na+ y el NCX.

Figura 14. Estructura molecular del amiloride, se muestran los grupos pirazina y guanidina.

Investigaciones posteriores llevaron al empleo de un nuevo enfoque de síntesis, 

basándose en la hipótesis de Paolini (140) de que la porción fundamental de la 

molécula de amiloride era el grupo guanidina y no el heterociclo de pirazina; ya 

que el primero es prácticamente idéntico en carga, forma y tamaño al ion Na+ tal 

como se lo encuentra hidratado en solución acuosa rodeado trigonalmente por 3 

moléculas de agua. (Figura 15)
Se han sintetizado aproximadamente más de 100 derivados de guanidina y se los 

puede clasificar según la naturaleza del grupo R.
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Figura 15. Estructuras moleculares en las que se observa la similitud entre: A el ion Na+ tri- 

hidratado, B el ion guanidinio nativo y C ion guanidinio sustituido con el grupo genérico R.

Entre los mejor caracterizados, el amiloride y sus derivados mencionados 

anteriormente pertenecen al grupo de las heteroarilguanidinas con ciclo de 6 

átomos, el SM-20550 y el zoniporide (CP-597396) pertenecen al grupo de 

heteroarilguanidinas con ciclo de 5 átomos, mientras que el HOE694; el HOE642 

(cariporide); el EMD96785 (eniporide); el BIIB513; el BIIB723 y el EMD87580 

pertenecen al grupo de las arilguanidinas. La mayoría de los nuevos compuestos 

desarrollados posee un IC50 del mismo orden de magnitud que el EIPA, pero 

mucha mayor selectividad por el NHE-1 que por las demás isoformas. Estos 

compuestos difieren en su solubilidad, las posibles rutas de administración y la 

persistencia del efecto luego del lavado de la droga.(141) El desafío para la 

síntesis lo ha constituido tanto la selectividad sobre la isoforma del NHE como su 

acción diferencial con respecto a otros transportadores de Na+ como los canales 

de Na+ y el NCX. Si bien se ha progresado en la caracterización in vitro de estas 

drogas desde el amiloride a esta parte, poco se conoce sobre el accionar in vivo 

de los compuestos más recientemente sintetizados.
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Regresión de la HC por inhibición del NHE-1
Dado que la actividad del NHE-1 se encuentra incrementada en el miocardio 

hipertrófico de las ratas SHR,(133,138) se hipotetizó que la inhibición del 

intercambiador podría revertir o prevenir el desarrollo de HC. La HC hipertensiva 

es un modelo de HC inducido por sobrecarga de presión caracterizado por 

hipertrofia concéntrica, fibrosis y expresión de marcadores genéticos fetales. 

Camilión de Hurtado y colaboradores (125) demostraron que la HC de las ratas 

SHR se revierte con el tratamiento con cariporide. La relación entre la 

normalización de la actividad del NHE y la regresión de la HC también había sido 

demostrada luego del tratamiento crónico con otros fármacos con efecto 

antihipertrófico conocido, como losarían, enalapril o nifedipina.(142) El último 

estudio también demostró el hecho interesante de que la regresión de la HC 

puede ser independiente de la magnitud de la disminución de la PA, según la 

intervención farmacológica utilizada.

El nexo entre la actividad del NHE-1 y la HC ha sido establecido también para 

diversos modelos neurohumorales de HC distintos de la cardiopatia hipertensiva. 

La hipertrofia del miocito y la fibrosis de la hipertrofia miocàrdica inducida por la 

estimulación p-adrenérgica fue prevenida por la inhibición del NHE-1.(126,127) De 

modo similar, Ennis y colaboradores (127) demostraron que la HC inducida por 
isoproterenol fue prevenida mediante la co-administración de un inhibidor del 

NHE-1. Kusumoto y colaboradores (131) demostraron que la inhibición específica 

del NHE-1 con cariporide disminuyó la HC y el remodelamiento que se desarrolla 

luego del infarto del miocardio como consecuencia de la sobrecarga 

hemodinámica de los miocitos sobrevivientes. En los años subsiguientes se 

destacó la participación del NHE-1 en varios otros modelos de HC. Corazones 

hipertiroideos hipertróficos poseen actividad del NHE-1 incrementada (120) y es 

interesante destacar que ratones con alteración genética específica de la ET de 

miocitos son resistentes a la hipertrofia hipertiroidea.(143) Una relación entre la 

hipertrofia ventricular izquierda y la actividad de la parathormona ha sido descripta 

en pacientes con enfermedad renal terminal e hiperparatiroidismo 

secundario.(144) Dado que la actividad del NHE-1 puede ser modulada por la 

parathormona (145) es tentador especular acerca de la posible participación del 

NHE-1 en este tipo de hipertrofia cardíaca. La aldosterona induce HC y activación 
de la cascada de las MAPKs acompañada por un aumento de la expresión del
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NHE-1 en cardiomiocitos de ratas neonatas.(128) En estos experimentos el 

tratamiento con inhibidores del NHE-1 abolió el aumento de expresión del NHE-1 y 

la hipertrofia de los cardiomiocitos pero la actividad de las MAPKs se mantuvo 

elevada.(128) En un trabajo muy interesante recientemente publicado en Nature, 

el desarrollo de HC inducido por constricción aórtica fue prevenido y revertido 

mediante un aumento de la actividad de PKG.(146) Por un lado es posible que 

este aumento de PKG induzca inhibición del NHE-1 ,(111,112) y por otro lado ha 

sido descripto que la PKG es capaz de revertir la hipertrofia producida por 

calcineurina constitutivamente activa,(147) pudiendo ser la conjunción de ambas 

evidencias la causa del efecto antihipertrófico observado.

En cuanto a la especulación acerca de si la inhibición de la actividad del NHE-1 

cambia el [Na+]¡ y/o el pH¡, cabe mencionar que el bloqueo del NHE-1 es una 

importante herramienta farmacológica para reducir la [Na+]¡. El incremento en la 

[Na+]¡ induce diversas señales intracelulares como la activación del PKC, del NCX 

y aumento del estrés oxidativo.(35,148,149)

Hallazgos experimentales demostraron que la hiperactividad del NHE-1 juega un 

papel importante en el desarrollo de la injuria por isquemia/reperfusión, en el 

remodelamiento post-infarto de miocardio, asi como que su inhibición 
farmacológica disminuye la sobrecarga de Na+ y Ca2+ intracelular en estas 

condiciones experimentales mejorando la función cardiaca.(150-154) La evidencia 

farmacológica para el efecto beneficiai de la inhibición del NHE-1 en la injuria por 

isquemia/reperfusión fue confirmada en corazones de ratón con ablación del NHE- 

1 (Nhe1-/-) que exhiben resistencia incrementada a la injuria por
isquemia/reperfusión.(155) Más aun, una comunicación reciente muestra que la 

hiperactividad del NHE-1 puede ser abolida disminuyendo su nivel de fosforilación 

en el aminoácido serina 703 del extremo C-terminal mediante la generación de un 

ratón transgénico dominante negativo de RSK. Este ratón transgénico posee 

menor grado de apoptosis de los cardiomiocitos y presenta una mayor tolerancia a 
la isquemia/reperfusión.(156)

Todas estas evidencias motivaron el análisis de la inhibición del NHE-1 en seres 

humanos mediante la realización de ensayos clínicos programados.(157-159) Los 

resultados aun no son concluyentes dado que en el ensayo clínico más reciente 

(EXPEDITION), si bien se obtuvo una reducción altamente significativa del riesgo 

relativo de infarto y de mortalidad de origen cardíaco, desafortunada e 
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inesperadamente los efectos beneficiosos del cariporide en la isquemia miocàrdica 

fueron oscurecidos por una alta incidencia de accidentes cerebro-vasculares 

(ACV), lo que condujo a la interrupción prematura del ensayo clínico.(157) No se 

ha establecido si el retiro abrupto del bloqueo crónico del NHE-1 juega algún papel 

en la alta incidencia de ACV pero se sabe que con el tratamiento crónico con 

cariporide ocurre un aumento en la expresión del NHE-1.(160) Se desconoce 

hasta el momento si este aumento en la expresión del NHE-1 es compartido por 

otros inhibidores del intercambiador.
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Objetivos

El objetivo general del presente trabajo consistió en estudiar los mecanismos 

celulares involucrados en la regresión de la HC hipertensiva cuando se inhibe el 

NHE-1, y los efectos que produce dicha inhibición en la función miocàrdica. El 

trabajo se realizó administrando crónicamente dos inhibidores distintos del NHE-1: 

cariporide y BIIB723 a ratas SHR, que desarrollan HC secundariamente a la 

hipertensión arterial que está genéticamente determinada en estos animales. 

Además se aplicó el mismo tratamiento a ratas normotensas de la cepa Wistar. 

Los experimentos fueron diseñados para responder los siguientes interrogantes:

1) ¿La administración crónica y sistèmica de los inhibidores del NHE-1 

produce algún efecto extracardíaco? ¿Es posible que las drogas utilizadas 

actuando sobre el NHE-1 en riñón produzcan un aumento de la diuresis y/o 

natriuresis? Para responder esta pregunta se realizó el monitoreo durante el 

tratamiento con cariporide y BIIB723 de la diuresis, la natriuresis y del volumen 

de agua ingerida.

2) ¿Cómo está caracterizada la regresión de HC por inhibición del NHE-1 en el 

modelo de ratas SHR? Para cuantificar la magnitud de la regresión de la HC se 

evaluaron los siguientes índices: el cociente peso biventricular/peso corporal 

(PBV/PC) y la expresión del marcador molecular de HC, BNP.

3) ¿Está involucrada la vía intracelular calcineurina/NFAT en la HC con 

hiperactividad del NHE-1 presente en las ratas SHR? Para determinarlo se 

evaluó la actividad de esta vía en ratas SHR no tratadas y se contrastó con los 

resultados obtenidos en ratas SHR sometidas a inhibición crónica del NHE-1.
4) ¿Cómo está caracterizada ecocardiográficamente la regresión de HC 

inducida por inhibición crónica del NHE-1? Para responder esta pregunta se 

determinaron los diámetros ventriculares de fin de sístole y de fin de diàstole, 

así como el cociente h/r, un estimador del grado de concentricidad del 

ventrículo izquierdo (VI), antes y después de realizar el tratamiento 

farmacológico con los dos inhibidores del NHE-1

5) ¿Qué consecuencias funcionales tiene la regresión de la HC conseguida 

mediante inhibición del NHE-1? Para saberlo, se determinaron por 
ecocardiografia antes y luego de finalizar el tratamiento crónico con cariporide 

y BIIB, el acortamiento endorcárdico (AEnd) y el acortamiento medio 

ventñcular (AMV) y se contrastaron con los valores de estrés sistòlico pico 
(ESP).

38



MÉTODOS



Métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Se utilizaron ratas macho de 4 meses de edad de la cepa Wistar y SHR. Los 

animales fueron criados en el Bioterio del Centro de Investigaciones 

Cardiovasculares, mantenidos en un macroambiente ventilado, con temperaturas 

entre 18 y 22 °C y ciclos de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. Luego del 

destete a los 21 días se los colocó en cajas de acero inoxidable con lecho de 

viruta esterilizada y tapa tipo tolva para permitir el acceso ilimitado a alimento 

balanceado para rata y agua de la canilla que se administró en mamaderas.

Wistar
Las ratas Wistar constituyen una cepa de ratas albinas exocriadas pertenecientes 

a la especie Rattus norvegicus. Esta cepa fue desarrollada en 1906 en el Instituto 

Wistar de Filadelfia para su utilización en investigación biológica y médica por el 

fisiólogo Henry Donaldson. Las cepas de la mayoría de los laboratorios 

descienden de la colonia establecida en el Instituto Wistar, y actualmente es una 

de las cepas más populares en investigación. En el presente trabajo se utilizaron 

ratas Wistar como control normotenso y normotrófico.

SHR
Introducidas originalmente en el año 1963 por Okamoto y Aoki (161) mediante seis 
generaciones de endocría a partir de una pareja de ratas de la cepa Wistar que 
presentaba presión arterial persistentemente elevada, constituyen un modelo para 

el estudio longitudinal de la progresión natural de hipertrofia ventricular izquierda 

producida por un aumento de la poscarga. Normalmente, el crecimiento postnatal 

del tejido cardíaco implica una hipertrofia de las miofibrillas e hiperplasia del tejido 

conectivo con un aumento en masa del órgano en proporción al aumento de masa 

corporal. En un corazón sometido a una mayor poscarga el crecimiento ocurre de 

una manera similar, sin embargo la respuesta, principalmente del ventrículo 

izquierdo, es desproporcional con respecto al peso corporal. (162) En este modelo 

el estiramiento mecánico y la HC ocurren de manera crónica y secundaria a un 

aumento de la presión arterial genéticamente determinado.
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PROTOCOLO DE TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO

Para analizar los efectos de la inhibición crónica del NHE-1 los animales de 4 

meses de edad fueron distribuidos al azar en los siguientes grupos 

experimentales:

Grupos control
Grupo Wistar. Ratas Wistar: Control normotenso y normotrófico.

Grupo SHR. Ratas SHR: Control hipertenso e hipertrófico.

Grupos con tratamiento farmacológico
Grupo SHR+cariporide. Ratas SHR tratadas con el inhibidor específico del NHE- 

1: cariporide (HOE 642).

Grupo SHR+BIIB. Ratas SHR tratadas con el inhibidor específico del NHE-1: BIIB 

723 (Boehringer-lngelheim).

Grupo Wistar+cariporide. Ratas Wistar tratadas con cariporide.

Grupo Wistar+BIIB. Ratas Wistar tratadas con BIIB 723.

En la Figura 16 se presenta un esquema de los grupos experimentales 

empleados, junto con un resumen de las determinaciones realizadas, que se 

detallan a continuación.

Figura 16. Resumen de los grupos experimentales utilizados y las determinaciones realizadas.
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Los animales fueron colocados en jaules metabólicas individuales una semana 

antes de comenzar el protocolo experimental para permitir la aclimatación al 

nuevo microambiente y disminuir el estrés. Como se observa en la Figura 17, 
cada una de dichas jaulas posee una mamadera individual mediante la cual es 

posible ajustar el volumen de agua a los valores diarios de consumo y un sistema 

de embudo que permite colectar diariamente la orina para determinación de la

diuresis y natriuresis.

Figura 17 Esquema de una jaula metabòlica. Posibilita efectuar registros de volumen de agua 

ingerida, colectar la orina total y medir la diuresis.

Los tratamientos consistieron en la administración por vía oral de una dosis de 30 

mg/kg/día de la droga respectiva, suministrada en el agua de bebida. Dicha 

administración se realizó diariamente por el período de un mes, corrigiendo la 

dosis de acuerdo a registros diarios de agua ingerida y semanal de peso corporal. 

Durante el período de tratamiento se midió diariamente la diuresis y se efectuaron 

medidas semanales de la presión arterial, registrada utilizando el método indirecto 
de medición en la cola del animal. A partir de las muestras de orina recogidas se 

midió la concentración de el ion Na+ por absorción atómica, empleando un 

espectrómetro de llama. De esta manera se pudo seguir el curso diario de los 

parámetros: agua ingerida, diuresis y natriuresis.
Una vez finalizado el período de tratamiento y realizado el segundo estudio 

ecocardiográfico, los animales fueron eutanizados bajo anestesia profunda con 

éter. Se extrajeron rápidamente los corazones, que luego de ser desprovistos del 

tejido conectivo adyacente, las aurículas y los grandes vasos se secaron en papel 

de filtro y se pesaron para la determinación del índice de hipertrofia cardíaca 

según el cociente peso biventricular/peso corporal (PBV/PC).
Inmediatamente se procedió a conservar el material proveniente del ventrículo 
izquierdo de manera apropiada para las determinaciones moleculares a realizar.
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Para determinar por western blot el nivel de expresión de calcineurina total, 

calcineurina Ap y NFAT nuclear y citosólico; se congeló el tejido en nitrógeno 

líquido y se conservó a -80°C hasta el momento de su utilización. Para las 

determinaciones del ARNm del BNP mediante transcripción reversa (RT) y 

posterior cuantificación relativa mediante reacción en cadena de la polimerasa en 

tiempo real (real time RT-PCR), se preservo el tejido en RNAIater (Qiagen) 

cortado en pequeños trocitos para permitir el rápido acceso del estabilizador, y se 

conservó a -80°C hasta el momento de ser utilizado.

DETERMINACIÓN DE AGUA INGERIDA, DIURESIS Y NATRIURESIS
El agua ingerida se determinó diariamente por diferencia de volumen en las 

mamaderas con el día previo, como ml/24 horas. De modo similar, la diuresis se 

determinó mediante-la medida de volumen de orina colectada de cada jaula 

metabòlica individual cada 24 horas. Para determinar la natriuresis se tomó de 

cada animal una muestra diaria de 1 mi de orina. Estas muestras se centrifugaron 

durante 10 minutos a 400xg (marca) para separar el sedimento. La concentración 

de Na+ en la orina se determinó en diluciones 1/5000 del sobrenadante, mediante 

lecturas a 589 nm en un espectrofotómetro de absorción atómica (Shimadzu, AA- 
630-12) y una curva de calibración realizada con 0M, 10'5M, 2.5x10‘5M, 5x10'5M y 

10‘4M de NaCI Pro analysi (Merck). La natriuresis fue calculada como el producto 

de la diuresis por la concentración de Na+ en la orina, en mg Na+/24 horas.

EVALUACIÓN ECOCARDIOGRÁFICA

Se realizaron registros ecocardiográficos a los animales de todos los grupos, al 

inicio y a los 30 días del protocolo, es decir, un estudio antes y otro en el último 

día de recibir el tratamiento. Para ello, se anestesiaron los animales con 35mg/kg 

de pentobarbital sódico intrapeñtoneal, se depiló la zona torácica y se aplicó gel 

ultrasónico. El ecocardiograma transtorácico se obtuvo utilizando un transductor 

de 7.5 mHz (ATL 3500). Las vistas fueron tomadas en planos equivalentes al eje 
corto paraesternal en humanos. El modo M fue derivado de la vista de eje corto a 

nivel de los músculos papilares, una vez obtenidas imágenes bidimensionales de 

buena calidad del ventrículo izquierdo. El flujo de la válvula aórtica se registró con 
Doppler pulsado desde la vista apical de 4 cámaras. Las imágenes congeladas en 

43



Métodos

modo M y la señal Doppler se digitalizaron para realizar las determinaciones off

line. Las mediciones para el análisis de la estructura y función del ventrículo 

izquierdo fueron efectuadas en 3 latidos consecutivos, de acuerdo a las 

recomendaciones de la American Society of Echocardiography.(163) El período de 

eyección del ventrículo izquierdo se midió en el registro de flujo de la válvula 

aórtica.

De cada registro se tomaron los siguientes parámetros de la forma en que se 

puede apreciar en la Figura 18:
DDVI diámetro diastólico del VI

DSVI diámetro sistòlico del VI

TlVd espesor diastólico del tabique interventricular

TIVs espesor sistòlico del tabique interventricular

PPd espesor en diàstole de la pared posterior del VI

PPs espesor sistòlico de la pared posterior del VI

Figura 18 Ecocardiograma típico de rata. Modo M, Transductor 7.5 mHz. Se muestra la forma de 

efectuar las lecturas de espesor diastólico y sistòlico del tabique interventricular (TlVd y TIVs), 

diámetro diastólico y sistòlico del VI (DDVI y DSVI) y espesor en diàstole y en sístole de la pared 

posterior del VI (PPd y PPs).
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El espesor parietal relativo (h/r), el acortamiento endocàrdico (AEnd) y el 

acortamiento medio ventricular (AMV) se calcularon según lo previamente 

descripto (163-165) y que se detalla a continuación:

Espesor parietal relativo

Acortamiento endocàrdico

Acortamiento medio ventricular

El índice de estrés circunferencial no invasivo fue calculado como estrés sistòlico 

pico (ESP) a partir de los datos ecocard¡ográficos de diámetro y espesor del 

ventrículo izquierdo y de presión arterial sistòlica (PAS), aplicando la fórmula 

propuesta por Quiñones y colaboradores.(166)

Estrés sistòlico pico

DETERMINACIÓN DE LA RIGIDEZ MIOCÁRDICA
Para evaluar la rigidez miocàrdica, se aislaron músculos papilares del ventrículo 

izquierdo y se montaron en una cámara de perfusión horizontal, entre un 
transductor de fuerza (AEM801 SensorOne) y un soporte fijo para realizar los 

registros isométricos. Los músculos se bañaron a una velocidad constante de 5 

ml/min con una solución amortiguada con CO2/HCO3" de composición (mmol/l): 
NaCI 128.3, KCI 4.5, CaCI2 1.35, NaH2PO4 0.35, NaHCO3 20.23, MgSO4 1.05, 
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glucosa 11.0; equilibrada con 5% CO2/95% 02 (pH .7.4). Las preparaciones 

fueron estimuladas con pulsos cuadrados de 5 mseg de duración y con un voltaje 

- . 20% mayor que el umbral. Luego del montaje, y con el músculo en estado laxo, 

se realizó la determinación de la longitud (Lo), espesor y ancho mediante lectura 

en una cuadrícula impresa en la lente de un estereomicroscopio SZ30 Olympus 

Zoom fijado en una magnificación 30x. Posteriormente se estiraron los músculos 

de forma progresiva en escalones de 10% de Lo hasta la longitud en la que 

desarrollaron la fuerza máxima de contracción (Lmáx). La fuerza se normalizó con 

respecto al área de sección transversal de cada músculo, calculada mediante el 

producto del espesor y el ancho y corregida por un factor de 0.75 asumiendo que 

los músculos papilares poseen forma elipsoidal. La relación tensión-longitud para 

cada músculo se ajustó a una ecuación exponencial de la que se extrajeron 

valores fijos de tensión (AL/LmáX) mediante interpolación en cada 

experimento.(167)
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DETERMINACIONES MOLECULARES

A- Determinación de proteínas
Se realizaron determinaciones de la expresión de proteínas específicas en tres 

tipos de preparados:

* Homogenatos de ventrículo izquierdo

* Fracción nuclear de ventrículo izquierdo

* Fracción citosólica de ventrículo izquierdo

A continuación se detalla el procedimiento seguido para la obtención de cada 

preparado

Preparación de homogenatos de ventrículo izquierdo
Para la determinación de la expresión proteica en homogenatos de ventrículo 

izquierdo las muestras congeladas se colocaron en 5 volúmenes (5ml/g) de buffer 

de lisis (sacarosa 300 mmol/l; DTT 1 mmol/L¡ EGTA 4 mmol/L, cocktail de 

inhibidores de proteasas (Complete Mini Roche) 1 pastilla/15 mi de buffer; Tris- 

HCI 20 mmol/L, pH 7.4), y se realizaron 3 pasos de homogeinización en baño de 

hielo utilizando la velocidad 6 de un homogeinizador de tejidos Polytron 

(Brinkmann modelo PCU11), de 10 segundos cada uno, separados por 30 

segundos. Luego de la homogeinización las muestras se mantuvieron en baño de 

hielo durante 30 minutos para completar la acción del buffer de lisis. A 

continuación se realizó una centrifugación a baja velocidad: 5000xg a 4°C durante 

15 minutos (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifugue); para separar 
los restos de tejido no homogeneizado. Se descartó el pellet y el sobrenadante se 

centrifugó a alta velocidad: 50000xg a 4°C durante 60 minutos en ultracentrífuga 

(Beckman Optimma TLX, rotor TLA 100.4); para separar las fracciones de 

membrana remanentes. El pellet fue descartado y el sobrenadante se sonicó 5 

segundos y se conservó como homoqenato de ventrículo izquierdo, a -80°C.

Preparación de fracciones nuclear y citosólica del ventrículo izquierdo
Se utilizó el procedimiento descripto por Bare y colaboradores.(168) para el 

fraccionamiento subcelular de tejido cardíaco. Se homogeneizaron los corazones 

congelados de rata en 10 volúmenes (10 ml/g) de Buffer A (HEPES 10 mmol/litro, 

pH 7.2, sacarosa 320 mmol/litro, MgCh 3 mmol/litro, pirofosfato de sodio 25 
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mmol/litro, ditiotreitol (DTT) 1 mmol/litro, EGTA 5 mmol/litro, 

fenilmetanosulfonilfluoruro (PMSF) 1.0 mmol/litro, leupeptina y pepstatina 1 

pmol/litro) utilizando el homogeinizador de tejidos Polytron (Brinkmann modelo 

PCU11) en velocidad 6 durante 15 segundos. El homogenato resultante fue 

filtrado secuencialmente por filtro de gasa doble y fitros de polipropileno de 0.84 y 

0.30 mm de tamaño de poro. El filtrado fue centrifugado a 3800xg durante 20 

minutos a 4°C (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifugue). Se conservó 

el sobrenadante como fracción citosólica de ventrículo izquierdo. El pellet fue 

resuspendido en el mismo volumen de Buffer A1 (igual que buffer A, pero con 

sacarosa 2.4 mmol/litro y sin pirofosfato de sodio). Los núcleos de los miocitos del 

ventrículo izquierdo fueron sedimentados a 50000xg y 4°C durante 90 minutos en 

ultracentrífuga (Beckman Optimma TLX, rotor TLA 100.4). El pellet fue lavado por 

resuspensión en 1 mi de Buffer A, centrifugado a 3800xg y 4°C durante 20 

minutos y nuevamente resuspendido en 500 pl de Buffer A. Finalmente se sonicó 

(Colé Parmer ultrasonic homogenizer) y se conservó a -80°C como fracción 

nuclear de ventrículo izquierdo.

Determinación de la concentración de proteínas
Para la medida de la concentración de proteínas en las distintas fracciones se 

empleó el método espectrofotométrico de Bradford (BioRad Protein Assay) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Partiendo de diluciones apropiadas de 

las muestras se realizaron las determinaciones por triplicado, leyendo la 

absorbancia a 595 nm, con sustracción del blanco de reactivos, en un 

espectrofotómetro UV/visible (SmartSpec 3000, Bio-Rad), La cuantificación se 

realizó a partir de.una curva de calibración realizada con 4 diluciones de 

seroalbúmina bovina (Sigma-Aldñch).

Determinación de la expresión de calcineurina total, calcineurina Ap y NFAT 

Mediante la técnica de western-blot se evaluó la expresión de las proteínas 

citadas en los distintos grupos experimentales utilizando en casa caso la fracción 

apropiada. Para ello se utilizó el sistema de cuba y buffers para electroforesis y 

transferencia Novex (Invitrogen). A continuación se describe el procedimiento en 

común para todas las determinaciones y más adelante se detallan las condiciones 

específicas para cada proteína.
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Preparación de las muestras: las muestras se descongelaron en baño de hielo. Se 

tomó el volumen adecuado según la proteína a analizar y se procedió a la 

desnaturalización y preparación para la electroforesis utilizando buffer de muestra 

y 10% de agente reductor (ambos de Invitrogen). Se completó con agua 

bidestilada para alcanzar el volumen a sembrar en el gel en cada caso. Todo este 

procedimiento se realizó en baño de hielo. Las muestras se desnaturalizaron en 

baño termostático (PRECISION) a 70°C durante 10 minutos.

Electroforesis: para la separación electroforética de las proteínas se utilizaron 

geles preensamblados de poliacrilamida en gradiente 4-12% Bis-Tris (Invitrogen) y 

dilución adecuada del buffer 20X (Invitrogen) de composición 1.00 mol/litro MOPS, 

1.00 mol/litro Tris base, 69.3 mM SDS, 20.5 mM EDTA y agua bi-destilada hasta 

500 mL, pH 7.7. Al buffer reconstituido utilizado para la cámara interna se le 

agregó agente reductor (Invitrogen) en una concentración final de 0.1%. Se 

sembró un volumen apropiado de las muestras en el gel, más 1 gL de marcador 

de pesos moleculares (MagicMarc, Invitrogen). La corrida electroforética se realizó 

a temperatura ambiente y a 200 V, suministrados por una fuente de poder PS 251- 

2 (Sigma-Aldrich). La corrida se prolongó durante el tiempo necesario para que el 

frente de solvente alcanzara el extremo del gel (aproximadamente 45-60 minutos).

Transferencia: las proteínas separadas por su peso molecular fueron transferidas 

a membranas de PVDF (Millipore). Se empleó una dilución adecuada del buffer de 

transferencia 20X (Invitrogen) de composición 500mM bicina, 500mM Bis-Tris, 

20.5 mM EDTA, 1 mM clorobutanol y agua ultrapura hasta 600 mL. Al reconstituir 
el buffer se le adicionó metanol (Cario Erba) y agente reductor (Invitrogen) en una 

concentración final de 10 y 0.1%, respectivamente. Las membranas se activaron 

sumergiéndolas durante 30 segundo en metanol, luego se las enjuagó con agua 

bidestilada y se las dejó equilibrar en el buffer de transferencia varios minutos, al 

igual que los papeles de filtro y las esponjas utilizadas en el sandwich. La 

transferencia se llevó a cabo con la cuba en baño de hielo, utilizando el voltaje y el 

tiempo apropiados en cada caso. Una vez finalizada, se retiraron las membranas y 

se corroboró la presencia de proteínas en la misma mediante tinción reversible 
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con Ponceau (0.1% Ponceau en 0.5% de ácido acético) y posteriormente se 

enjuagó con T-TBS (tris base 0.05M, NaCI 0.15M, Tween 20 0.1%).

Bloqueo: las membranas se bloquearon durante 60 minutos en agitador orbital 

(Decalab) a temperatura ambiente con solución en T-TBS de leche en polvo 

descremada (Molico) o de BSA en concentración apropiada.

Incubación con anticuerpo primario específico: luego de un breve enjuage con T- 

TBS de la solución de bloqueo, se incubaron las membranas con 10 ml_ de la 

dilución correspondiente de anticuerpo primario contra la proteína de interés, en T- 

TBS adicionado con 1% de BSA. Este procedimiento se realizó “over-night”, a 4°C 

y con agitación orbital.

Lavado del anticuerpo primario: para eliminar el anticuerpo primario que se 

hubiere adherido ¡nespecíficamente a la membrana, luego de retirar el anticuerpo 

primario se realizaron 4 lavados con T-TBS a temperatura ambiente en agitador 

orbital. El primero de 5 minutos y los tres siguientes de 10 minutos.

Incubación con anticuerpo secundario: las membranas se incubaron durante 60 

minutos a temperatura ambiente y con agitación, con 10 mL de la dilución 

apropiada del anticuerpo secundario correspondiente en T-TBS adicionado con 

1% de BSA. El anticuerpo secundario está acoplado a la enzima peroxidasa de 

rábano (HRP) y está diseñado para reconocer la fracción Fe específica de la 

especie en la que se obtuvo el anticuerpo primario, haciendo de nexo de esta 

manera entre la proteína de interés y el sistema posterior de detección.

Lavado del anticuerpo secundario: se realizó de la misma manera que el lavado 

del anticuerpo primario.

Revelado: se utilizó el sistema de detección ECL Plus (Amersham) de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante. La reacción se basa en la generación de éster de 
acridinio a partir de un sustrato, agua oxigenada y la HRP, en las condiciones 

alcalinas del medio esta sustancia se oxida generando un producto excitado que 
emite señal quimioluminiscente que puede ser detectada y cuantificada. La 
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detección se realizó mediante la cámara CCD de un equipo Chemidoc XRS (Bio- 

Rad), que captura y digitaliza las imágenes.

Cuantificación: se cuantificó la intensidad de las bandas por densitometría 

utilizando el programa Scion Image.

Condiciones específicas

CnA total CnA|3 NFATn NFATc

Proteína sembrada 
por caiie 40 pg 110 pg 10 pg 40 pg

Voitaje y tiempo 
de transferencia 30 V 3 hs 35 V 2.5 hs 30 V4 hs 30 V 4 hs

Bloqueo Leche 5% Leche 5% Leche 5% Leche 5%

Anticuerpo 
primario

1:500
556350 

(BD Pharmingen'“)

1:500 
sc-6124 

(Santa Cruz 
Biotechnology)

1:500
sc-8321 

(Santa Cruz 
Biotechnology)

1:500
sc-8321 

(Santa Cruz 
Biotechnology)

Anticuerpo 
secundario

1:5000
anti-mouse

NA931VS
(Amersham)

1:10000 
anti-goat 

sc-2354 
(Santa Cruz 

Biotechnology)

1:5000 
anti-rabbit

NA934VS 
(Amersham)

1:5000 
anti-rabbit

NA934VS 
(Amersham)

B- Determinación de ARNm
Se realizó la determinación del ARNm del BNP a partir de ARN total aislado de 

ventrículo izquierdo, utilizando la técnica de real time RT-PCR. Se utilizó como 

estándar interno el ARNm de GAPDH (ver más adelante).

Aislamiento de ARN total
A partir de 20-30 mg de tejido conservado en RNAIater (Qiagen) a -80°C se realizó 

el asilamiento de ARN total utilizando el kit RNeasy (Qiagen) y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Las muestras de tejido, una vez descongeladas, se 

homogeneizaron durante 40 segundos en el buffer de lisis provisto por el kit, 

conteniendo isotiocianato de guanidina y p-mercaptoetanol para proveer 

condiciones desnaturalizantes y permitir la inmediata inactivación de 

ribonucleasas, empleando un homogeinizador Glas-Col Model K-41 TRI-R STIR-R 

y vástago de teflón. A continuación se sometió el tejido homogeneizado a 10 

minutos de digestión proteica a 55°C empleando proteinasa K (Invitrogen) y se 
cargaron las columnas del kit, previa adición de etanol para ajustar las condiciones 
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de unión del ARN a la fase sólida. Se llevaron a cabo 3 pasos de lavado, digestión 

con desoxirribonucleasa (Qiagen) durante 15 minutos a temperatura ambiente 

para eliminar interferencias de ADN y finalmente se eluyó el ARN con 50 de 

agua libre de nucleasas (Qiagen). Toda la manipulación de las muestras y 

preparación de soluciones a partir de la elución del ARN purificado se realizó con 

puntas de pipeta con filtro y agua libre de nucleasas.

Determinación de la concentración de ARN
La concentración de ARN se determinó mediante la lectura de absorbancia a 260 

nm (A26o) en espectrofotómetro (SmartSpec 3000, Bio-Rad). Para ello se realizó 

una dilución apropiada en agua del ARN purificado, usualmente 1/10, para 

asegurar lecturas mayores de 0.15 unidades de absorbancia, y se midió la A26o 

utilizando cubetas de 50 |iL transparentes a la luz UV y llevando la absorbancia a 

cero con agua.

Para la cuantificación se consideró que la absorbancia de 1 unidad a 260 nm 

corresponde a una concentración de ARN de 40 pig/mL.

Transcripción reversa
Este paso tiene como objetivo la obtención de una cadena de ADN copia (ADNc) 

del ARNm de BNP, para poder ser utilizada como molde en la reacción de PCR. 

Se realizó utilizando transcriptasa reversa Omniscript (Qiagen). La enzima posee 

actividad de ADN-polimerasa dependiente de molde de ARN y actividad de 

exoribonucleasa dependiente de una doble cadena híbrida ARN:ADN. Los pasos 

de la reacción incluyen: a) hibridización de cebadores o “primers”, necesarios 

como punto de partida para el inicio de la actividad de polimerización de la 

enzima; b) RT propiamente dicha, consistente en la síntesis de una cadena de 

ADN partiendo del primer y utilizando un molde de ARN; y c) degradación del ARN 

presente en cadenas híbridas ARN.ADN, esta actividad de exorribonucleasa solo 

actúa sobre el ARN hibridizado al ADNc sintetizado, y no afecta al ARN de cadena 
simple. Un esquema de los pasos mencionados se muestra en la Figura 19.
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1

Reacciones posteriores

Figura 19 Esquema de la transcripción reversa. La híbridización del primer con la secuencia 

complementaria del ARNm posibilita la acción enzimática de ADN poiimerasa utilizando como 

molde el ARNm. La doble hebra híbrida formada es susceptible a la acción de ribonucleasa de la 

enzima, garantizando la formación de una única copia de ADNc por cada cadena de ARNm 

presente.

Como cebadores de la reacción se utilizaron los primers antisentido diseñados a 

partir de la secuencia del gen de BNP y de GAPDH de rata:

Primer antisentido para BNP: 5'-TTCTGCATCGTGGATTGTTC-3'.

Primer antisentido para GAPDH: 5'-CCACAGTCTTCTGAGTGGCA-3'.

Para cada muestra experimental de ARN purificado se preparó la siguiente mezcla 

de reacción en tubos de PCR de 200 pL libres de ribonucleasas y manipulando 

todos los reactivos en baño de hielo:

- Mezcla de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs): 0.5 mM de cada uno (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP).

- Primer antisentido 1 pM de cada uno (BNP y GAPDH).

- Inhibidor de ribonucleasas (Invitrogen): 10 Unidades.

- Transcriptasa reversa Omniscript (Qiagen): 4 Unidades.

- 1.6 pg de ARN.
- Bufferde reacción (Qiagen): hasta completar 20 pL.

La reacción se llevó a cabo durante 60 minutos a 37°C, seguidos de 5 minutos de 

inactivación de la enzima a 95°C y enfriado a 4°C, en un ciclador térmico (PTC- 
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150 Mini Cycler). Se conservó el ADNc obtenido a -80°C hasta el momento de su 

utilización como molde en la real time PCR.

Real time PCR
Fundamentos

Este método conserva el fundamento de una PCR estándar, más la posibilidad 

adicional de seguir en tiempo real el curso de la reacción y calcular así parámetros 

mediante los cuales se puede estimar la cantidad inicial de ADNc utilizado como 

molde. Como en cualquier PCR, la real time PCR consiste en ciclos sucesivos de 

desnaturalización de la doble hebra de ADN, hibridización de los primers al ADN 

molde, síntesis de la cadena complementaria mediante una polimerasa resistente 

al calor (Taq polimerasa) y nuevamente desnaturalización del ADN doble cadena 

para recomenzar el ciclo (Figura 20).

Figura 20 Se esquematizan los pasos de una PCR: desnaturalización del ADN doble cadena, 

hibridización de primers y polimerización. El indicador SYBR Green I fluorece a 490 nm sólo 

cuando se une a ADN doble cadena.

En cada ciclo la cantidad de ADN se duplica y, en condiciones ideales, en un ciclo 

dado (n), el número de copias de ADN (Nn) podría calcularse según la ecuación
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Nn=Nox2n, donde No es el número de copias inicial. El crecimiento exponencial del 

número de copias de ADN ocurre hasta que los reactivos se agotan y/o se 

produce inhibición por producto. La real time PCR se lleva a cabo en un ciclador 

térmico que tiene acoplado un detector óptico que mide la fluorescencia en cada 

ciclo y en cada reacción individual. En la técnica de empleada en este trabajo, se 

utilizó el indicador SYBR Green I que emite fluorescencia a 490 nm al unirse al 

surco menor del ADN doble cadena (Figura 20). El equipo ciclador permite 

programar las condiciones para obtener una lectura de fluorescencia en cada ciclo 

al finalizar la etapa de polimerización y antes de la etapa de desnaturalización de 

la doble hebra. De esta manera, se obtiene para cada reacción individual una 

curva de amplificación, que se define como la curva de fluorescencia en función 

del número de ciclos, similar a la que se muestra en la Figura 21. En ella se 

distinguen tres fases: 1) una fase inicial en la que debido a una cantidad aun baja 

de ADN los cambios de fluorescencia no son detectados por el equipo y por lo 

tanto la señal es aproximadamente constante; 2) una fase exponencial donde se 

observa el mayor crecimiento de fluorescencia con el número de ciclos; y 3) una 

fase de meseta o declinación, en la que la fluorescencia es constante o crece más 

lentamente.

Intuitivamente es posible deducir que cuanto mayor sea la cantidad de ADN inicial, 

más pronto se observará un aumento significativo de fluorescencia en el curso de 
la reacción. La fase inicial de la curva de amplificación define una línea de base 
por encima de la cual se detecta la acumulación del producto de PCR. Al 

establecer arbitrariamente una línea umbral por encima de esta línea de base, se 

define el parámetro Cu (ciclo umbral) como el número fraccional de ciclos en el 

que la fluorescencia intersecta la línea umbral (Figura 21).
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Figura 21 Curva de amplificación: fluorescencia en función del número de ciclos de PCR. En la 

fase 1 no se detectan cambios de fluorescencia, en la Fase 2 la fluorescencia aumenta de manera 

exponencial y este aumento se hace más lento o desaparece en la Fase 3. El Cb se mide en la 

intersección de la curva con la línea umbral, que se fija en la zona exponencial y por encima de la 

línea de base.

Si se realizan varias reacciones partiendo de distintas cantidades de ADN, el 
gráfico del logaritmo de la cantidad de ADN inicial en función del Cu de cada una 

de ellas, es una línea recta (siempre que los Cu se obtengan a partir de una línea 

umbral establecida en la fase exponencial de la curva de amplificación). Esta recta 

constituye una curva de calibración o curva de eficiencia (Figura 22).

Figura 22 Curva de calibración o de eficiencia: Cu en función del logaritmo de la cantidad inicial de 

ADN. Se construye amplificando diluciones conocidas del ADNc.
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Si en la fase exponencial el rendimiento de la reacción fuese ideal, sería posible 

calcular la cantidad inicial de ADN en una muestra desconocida a partir de un 

reordenamiento de la fórmula antes mencionada:

57

Como en la práctica no ocurre de esta manera, es necesario reemplazar el factor 

“2” por la eficiencia real de amplificación, y el cálculo entonces sería:

donde E es ia eficiencia que se obtiene a partir de la pendiente de la curva de 

calibración o eficiencia:

(2)

(!)

Si bien el modo más directo y sencillo de calcular la cantidad inicial de ADN, e 

inferir por lo tanto la cantidad de ARNm de partida, es el presentado en la 
ecuación (2), se han desarrollado modelos matemáticos más complejos para el 

cálculo, y entre ellos el presentado por Pfaffl (169) se ajusta a las condiciones 

experimentales del presente trabajo. El modelo mencionado está diseñado para 

ser aplicado a la cuantificación relativa del ARNm de un gen dado en una 

determinada condición experimental con respecto a una condición control, y al 

mismo tiempo corrige las posibles fluctuaciones de las reacciones de PCR, 

normalizando el valor encontrado con respecto a un gen de referencia o estándar 

interno, que no modifica su nivel de expresión en las condiciones experimentales 

empleadas. La fórmula utilizada para el cálculo es:

Donde R es la relación de expresión relativa del gen de interés, BNP, entre una 

condición experimental (SHR, SHR+cariporide o SHR+BIIB) y la situación control 

(ratas Wistar); normalizada por la expresión del estándar interno, GAPDH en las 
mismas situaciones. El parámetro E es la eficiencia de amplificación de cada gen, 

determinado a partir de la curva de eficiencia correspondiente, y ACu se obtiene 

restando el Cu en la condición experimental del Cu en la situación control.



Métodos

Para verificar la ausencia de formación de productos no deseados se realizan 

curvas de desnaturalización o “melting” una vez finalizada la PCR. Esta curva se 

obtiene midiendo la fluorescencia en función de la temperatura en un rango 

habitual entre 98-65°C. La fluorescencia depende de la proporción de ADN doble 

cadena y desnaturalizado, y esto último de la temperatura y de el contenido de 

guanina + citosina, o sea de la secuencia del ADN analizado. Si existe un único 

producto, la derivada de la fluorescencia en función del número de ciclos dará una 

curva con un solo pico, como en la Figura 23.

Figura 23 Curvas de melting. Fluorescencia en función de la temperatura (A) y (-dF/dT) en función 

de la temperatura. La presencia de un solo pico indica que sólo un producto ha sido amplificado.

Procedimiento

Cada PCR se realizó por triplicado, tanto para BNP como para GAPDH, partiendo 

de una dilución 1/10 del producto obtenido en la RT. Los primers utilizados fueron: 

GAPDH

primer sentido 5'-GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3' y

primer antisentido 5r-CCACAGTCTTCTGAGTGGCA-3';

BNP

primer sentido 5'-CCCAGATGATTCTGCTCCTG-3'

primer antisentido 5^TTCTGCATCGTGGATTGTTC-3'.

Las reacciones se prepararon en placa de 96 pocilios, con la siguiente 

composición
- dNTPs (Amersham) 0.2 mM de cada uno.

- MgCh (Invitrogen) 1.5 mM.

- Fluoresceína (Bio-Rad) 10 nM.

- SYBR Green I (Molecular Probes) dilución 1/1000: 0.8 ¡iL/reacción.
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- Primers (Operon) 0.5 pM de primer sentido y 0.5 pM de primer antisentido.

- Taq ADN polimerasa (Invitrogen) 1.25 Unidades/reacción.

- ADNc molde: dilución 1/10 de la RT.

- Bufferde PCR (Invitrogen): hasta un volumen de 25 pL/reacción.

Además se realizó una curva de eficiencia para cada gen con diluciones 1/2, 1/10 

y 1/100 de una mezcla constituida por todos los productos de RT obtenidos (pool), 

cada punto de la curva se realizó también por triplicado. Como control negativo se 

prepararon mezclas de reacción que en lugar de contener ANDc molde, se 

cargaron con agua bidestilada. Una vez armadas todas las mezclas de reacción 

se cubrió la placa con una pieza de film óptico (Bio-Rad) y se llevó a cabo la 

reacción en un equipo para PCR en tiempo real (¡Cycler, Bio-Rad). El protocolo de 

temperaturas utilizado se esquematiza en la Figura 24.

Figura 24 Protocolo de temperatura utilizado. El software del equipo inserta el paso 1 con la 

finalidad de ajustar posibles diferencias de volumen entre los distintos pocilios. En el paso 2 se 
permite desnaturalización del ADN doble cadena (94°C), hibridización de primers con el ADN 

molde (55°C) y polimerización (72°C). Se toman lecturas de fluorescencia en los últimos 10 

segundos de polimerización y en 10 segundos adicionales (81 °C). El paso completo se repite 40 

veces. El paso 3 tiene como finalidad completar la polimerización. El paso 4 consiste en una rampa 

de incremento de 1°C cada 10 segundos, se toma una lectura de fluorescencia cada 10 segundos 

para construir las curvas de melting. En el paso 5 la temperatura desciende hasta 4°C.

Todos los parámetros derivados de esta reacción fueron calculados utilizando el 

programa Real-Time Detection System Software, versión 3.0 (Bio-Rad).
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datos se presentan como media ± Error Standard (ES). El análisis estadístico 

utilizado dependió del protocolo experimental. Las comparaciones fueron hechas 

por test de t de Student para muestras apareadas, cuando se comparó el efecto 

de un tratamiento con respecto al control, o independientes, cuando se 

compararon dos grupos diferentes.

Para comparar 2 o más intervenciones diferentes se usó ANOVA de una vía para 

muestras apareadas seguido de un test de Student-Newman-Keuls.

Se usó el programa Primer of biostatistics (McGraw Hill) para realizar estas 

pruebas estadísticas.

Un valor de p<0.05 se consideró como estadísticamente significativo.
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INVESTIGACIÓN DEL POSIBLE EFECTO EXTRACARDÍACO DE LOS 

INHIBIDORES DEL NHE-1 CARIPORIDE Y BIIB723

Dado que el NHE-1 se encuentra presente en la membrana plasmática de todas 

las células de los mamíferos, y que es conocido que las primeras drogas utilizadas 

para inhibir el NHE-1, como el amiloride, poseen acción diurética y pueden 

disminuir la pre y postcarga, se evaluó la posible presencia de una acción 

extracardíaca del cariporide y del BIIB723. Cabe la posibilidad de que ambos 

inhibidores, actuando sobre el NHE-1 de las células tubulares renales, pudieran 

afectar la excreción de Na+ por vía urinaria afectando concomitantemente los 

valores de diuresis, y que ambos efectos combinados influyeran en la PA. Es por 

esto que para profundizar en el estudio del mecanismo involucrado en la regresión 

de la HC inducida por inhibición del NHE-1, en primer lugar fue necesario 

descartar la posibilidad de una acción extracardíaca de los inhibidores que 

impactase indirectamente sobre el miocardio. Para ello se alojaron los animales en 

jaulas metabólicas durante el tratamiento, lo que posibilitó la recolección diaria del 

volumen de orina excretada y lectura de la diuresis. Además, se tomaron muestras 

diarias de orina para realizar mediciones por absorción atómica de la 

concentración de Na+ y, junto con el dato de diuresis, calcular la cantidad de Na+ 

excretado por día en la orina, o natriuresis. Asimismo se midió la ingesta diaria de 

agua de los animales, parámetro que debiera correlacionarse con el volumen de 

orina excretado.

En la Figura 25 se muestran los resultados diarios de diuresis, expresados como 

mL/24 horas, comenzando 6 días antes del tratamiento con los inhibidores, hasta 

la finalización del mismo. A pesar de haber fluctuaciones diarias, la inhibición 

crónica del NHE-1 con cariporide y BIIB723 no mostró variaciones significativas de 

la diuresis durante el tiempo evaluado.
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Figura 25 Diuresis, expresada en mi de orina/24 horas, en función de los días de tratamiento. No 

se produjeron cambios significativos detectables en ninguno de los dos grupos de tratamiento, ni 

en el grupo control.

El tratamiento con los inhibidores del NHE-1 tampoco modificó los valores de 

natriuresis (Figura 26) ni el volumen de agua ingerida (Figura 27).
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Figura 26 Natriuresis, expresada como mg de Na+ excretados por orina en 24 horas, en función de 

los días de tratamiento. No se observaron aumentos en la excreción de sodio por haber inhibido 

crónicamente el NHE-1 con ninguna de las dos drogas utilizadas.
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Figura 27 Agua ingerida, expresada en ml_, en función de los días de tratamiento. Al igual que lo 

ocirrido con la diuresis y la natriuresis, la inhibición crónica del NHE-1 con cariporide y BIIB723 no 

modificó los valores de este parámetro.

En la Figura 28 se presentan los resultados globales de diuresis, natriuresis y 

volumen de agua ingerida para cada grupo de tratamiento. Los valores se 

obtuvieron realizando el promedio de cada parámetro en los días previos al 

tratamiento para comparar con el promedio obtenido en cada determinación 

después del tratamiento. Se observa claramente que ni el cariporide ni el BIIB723 

produjeron un aumento en la diuresis y en la natriuresis. Este resultado permite 

descartar la presencia de una efecto a nivel renal en las ratas SHR durante los 30 

días de tratamiento con los fármacos mencionados.
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Figura 28 Resultados promedio de diuresis, natriuresis y volumen de agua ingerida para los 

grupos control, tratado con cariporide y tratado con BIIB723. Ninguno de los parámetros analizados 

fue modificado por el tratamiento.

Paralelamente, se realizó un monitoreo de la PAS en todos los grupos 

experimentales. Al comparar en cada grupo de tratamiento los valores de PAS en 

el día 0 con respecto a los valores obtenidos en el día 28 se observó que el 

tratamiento con cariporide indujo una ligera disminución de la PAS de ~8 mmHg 

(p<0.05 Test de t por apareados, n=8) en el grupo de ratas SHR (Figura 29). 
Mientras que en el grupo tratado con BIIB723, no se observaron cambios 
significativos en la PAS (Figura 30). Un grupo de ratas SHR que no recibió 

tratamiento farmacológico (grupo control) fue monitoreado durante el mismo 

período de tiempo, y no se observó ningún cambio significativo en la PAS al 

finalizar la cuarta semana (Figura 31).
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Figura 29 Presión arterial sistòlica (PAS) de ratas SHR a lo largo del tratamiento con cariporide 

Este tratamiento produjo una pequeña pero significativa disminución de la PAS. (* indica 

significativamente diferente con respecto al día 0)

Figura 30 Presión arterial sistòlica (PAS) de ratas SHR a lo largo del tratamiento con BIIB723. No 

se observaron diferencias significativas durante el tratamiento.
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Figura 31 Presión arterial sistòlica (PAS) de ratas SHR no tratadas. No se observaron variaciones 

significativas durante el período evaluado.

Las razones del pequeño descenso de PAS observado únicamente en el grupo de 

ratas SHR tratatas con cariporide no pueden ser atribuidas a una mayor diuresis o 

natriuresis, como se evidencia en los resultados presentados en las Figuras 25 y 

26
De esta forma, queda contestada la primera de las preguntas planteadas en los 

objetivos del trabajo: los fármacos empleados para inhibir el NHE-1 con el objetivo 

de inducir regresión de la HC no poseen efectos sobre la diuresis ni la natriuresis 

que puedan influir sobre la PAS ni superponerse a su efecto específico sobre el 

miocardio.
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CARACTERIZACIÓN DE LA REGRESIÓN DE HIPERTROFIA CARDIACA
PRODUCIDA POR INHIBICIÓN CRÓNICA DEL NHE-1 CON CARIPORIDE Y
BIIB723

Con el objeto de profundizar en el conocimiento de las vías intracelulares 

involucradas en el desarrollo de la HC, y de su regresión inducida mediante el 

tratamiento crónico con inhibidores específicos del NHE-1 en el modelo de ratas 

SHR, se procedió en segundo lugar a caracterizar la magnitud de la HC y a 

analizar en qué condiciones se produce dicha disminución. Para ello se registraron 

el PBV y el PC al finalizar el período de 30 días de tratamiento con cariporide y 

BIIB723.

Como se observa en la Figura 32, y en concordancia con un trabajo previo,(170) 

la inhibición crónica del NHE-1 revirtió la HC sin afectar el PC, provocando una 

disminución significativa del cociente PBV/PC en los animales tratados (3.63±0.07 

mg/g para ratas SHR sin tratamiento vs. 3.06±0.05 mg/g y 3.02±0.13 mg/g para 

las ratas SHR tratadas con cariporide y BIIB723, respectivamente; n=4; P<0.05).

Figura 32 HC evaluada según el cociente PBV/PC. Al tratar crónicamente las ratas SHR durante 

un mes con cariporide y BIIB723 en dosis de 30 mg/kg/día se produjo una disminución significativa 
de este parámetro en comparación con el mismo índice de las ratas SHR no tratada. Con el fin de 

evidenciar la magnitud de la disminución del PBV/PC se ha incluido en la figura una línea de 

puntos que señala el valor de este parámetro obtenido en ratas Wistar del mismo sexo y edad. n=4 

para cada grupo; P<0.05.
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El mismo tratamiento de inhibición crónica del NHE-1 no produjo variaciones en el 

cociente PBV/PC en las ratas normotensas (2.15±0.03, 2.14± 0.01 y 2.24± 0.08 

mg/g para los grupos Wistar, Wistar+cariporide y Wistar+BIIB, respectivamente; 

n=4; NS) (Figura 33), sugiriendo que el tratamiento farmacológico actúa sobre 

algún mecanismo que se encuentra exacerbado en los animales con HC pero que 

no está presente en los animales normotróficos.

Figura 33 Cociente PBV/PC evaluado en los grupos de ratas normotensas. La inhibición del NHE-

1 durante 30 días no produjo variaciones en dicho parámetro.

Para caracterizar la hipertrofia a nivel molecular se evaluó el grado de expresión 

del ARNm del BNP mediante real time RT-PCR utilizando la técnica de 
SYBRGreen. Se empleó GAPDH como estándar interno, ya que su ARNm no 

presenta variaciones en las condiciones experimentales que se pretendían 

evaluar. En primer lugar se verificó que los fragmentos detectados por 

fluorescencia correspondieran a un único producto de amplificación. Para ello se 

construyeron las curvas de “melting” del producto amplificado. Como en todo ADN 

de doble cadena, al aumentar la temperatura de la reacción, se produce 

disociación de las mismas y por lo tanto disminuye la fluorescencia del indicador 
SYBRGreen, que fluorece a 490 nm únicamente cuando se encuentra intercalado 

en la doble hebra de ADN. La curva presenta una pendiente máxima en la 
disminución dependiendo del contenido de guanina y citosina del ADN evaluado, y 
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ese parámetro es característico de la secuencia de nucleótidos del fragmento 

amplificado.

Como se observa en la Figura 34, la amplificación realizada con cebadores 

específicos resultó en la obtención de un único pico en las curvas de melting, 

indicando la presencia de sólo un producto amplificado en cada reacción y 

sustentando por lo tanto el empleo de la técnica para la cuantificación relativa de 

este marcador molecular de HC.

Figura 34 Curvas de melting de GAPDH y BNP. En los paneles superiores se gráfica la 

fluorescencia en función de la temperatura y en los paneles inferiores se gráfica la primera 

derivada de la curva de melting, en cada caso se observa un solo pico, indicando la presencia de 

sólo un producto de amplificación.

Posteriormente se evaluó la cantidad relativa del ARNm de BNP en los dos grupos 

de ratas SHR tratadas, con respecto al control SHR no tratado. En la Figura 35 se 

muestra que ambos tratamientos indujeron una disminución significativa de la 
expresión miocàrdica del ARNm de BNP: cariporide y BIIB723 disminuyeron la 

abundancia de BNP al 57% (n=8) y 26% (n=5), respectivamente, de los valores 
observados en el miocardio hipertrófico de las ratas SHR no tratadas (n=12; 

P<0.05).
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Figura 35 Expresión relativa de ARNm de BNP con respecto al grupo SHR sin tratamiento. (* 

indica significativamente diferente con respecto a SHR)

Los resultados presentados hasta aquí permiten cumplir con el segundo objetivo 

planteado, consistente en la caracterización de la regresión de la HC inducida 

mediante la administración sistèmica de dos inhibidores distintos del NHE-1 a 

ratas SHR. Tanto el indicador macroscópico PBV/PC como el parámetro molecular 

que representa la abundancia del ARNm del BNP evidencian la regresión de la 

HC, que en las ratas SHR se produce sin observarse cambios en el estímulo 

hemodinámico que le dio origen. Es decir, la inhibición farmacológica del NHE-1 

con las dosis indicadas de cariporide y BIIB723 durante un período de 30 días 

indujo regresión de la HC que no estuvo determinada por cambios en la 

diuresus/natriuresus que pudieran afectar la PA.
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EFECTO DE LA INHIBICIÓN DEL NHE-1 SOBRE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN 

INTRACELULAR CALCINEURINA/NFAT

Debido a la evidencia existente sobre un papel fundamental de la calcineurina en 

varios modelos patológicos de HC,(92,170-175) se investigó su participación en la 

vía de señalización involucrada en la regresión de HC por inhibición del NHE-1. Se 

evaluó la expresión de calcineurina total, y como indicador de la actividad de 

calcineurina se analizó la expresión de CnAp. Se eligió esta forma de evaluar el 

grado de actividad de calcineurina por dos motivos distintos: 1) el ensayo 

enzimàtico de la actividad de fosfatasa en homogenatos de tejido es problemática. 

Esto es debido a múltiples factores. Por un lado en los extractos tisulares existen 

diversas fosfatasas y es necesario realizar ensayos en paralelo inhibiendo a las 

que no son de interés, y calcular la actividad como diferencia entre los ensayos sin 

y con dichos inhibidores. El ácido ocadaico, que es uno de los inhibidores 

necesarios, posee un efecto parcial sobre la actividad de calcineurina. Otra 

consideración radica en la labilidad de la fosfatasa debida a la oxidación del Fe-Zn 

en el centro activo, se ha observado que la enzima es entre 10 y 20 veces más 

activa in situ que en extractos proteicos purificados. Dejando de lado los aspectos 

metodológicos del ensayo enzimàtico, un punto primordial a tener en cuenta 

aunque el ensayo se lleve a cabo apropiadamente es que constituye sólo una 

medida indirecta de la actividad y por lo tanto es inadecuada para evaluar la 
actividad de calcineurina in vivo. Los ensayos tradicionales miden el pico de 

actividad en presencia de niveles saturantes de calmodulina, y de esta manera 

probablemente sólo reflejen el contenido de la enzima disponible para activación y 

no la fracción activada ¡n vivo-, 2) la expresión de la isoforma p de la subunidad 

catalítica de calcineurina, se correlaciona con la actividad enzimàtica de la 

fosfatasa, debido a que el promotor del gen de CnAp posee sitios de consenso 

para el NFAT; es decir que el gen CnAp es uno de los genes regulados 

positivamente por el efector de la calcineurina activa, NFAT.(89) Este método de 
evaluar la actividad de calcineurina ha sido previamente validado.(171,172) 

Se encontró que la expresión de calcineurina total medida por Western blot estaba 

aumentada aproximadamente un 60% en el VI de los corazones de ratas SHR si 

se los comparaba con las ratas Wistar. Como se muestra en la Figura 36, la
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inhibición crónica del NHE-1 con cariporide revierte parcialmente este aumento, 

mientras que el tratamiento con BIIB723 provoca una reversión total (100±6.8; 

158±3¡ 125.5±3.6 y 97±3.7 % para Wistar, SHR, SHR+cariporide y SHR+BIIB, 

n=7, 4, 4 y 4, respectivamente; P<0.05, ANOVA).

Figura 36 Expresión de calcineurina total. La expresión de la fosfatasa calcineurina es mayor en el 
miocardio hipertrófico de las ratas SHR que en el miocardio normotrófico de las ratas Wistar. El 

tratamiento crónico de los animales con inhibidores del NHE-1 provoca una disminución 

significativa de la expresión de calcineurina. (* indica significativamente diferente con respecto a 

SHR, # indica significativamente diferente con respecto a Wistar y SHR+BIIB).

Al evaluar el nivel de expresión de CnAp, se encontró que en el miocardio de ratas 

SHR sin tratamiento es mayor que en el de ratas Wistar, y que por la 
administración crónica de los inhibidores del NHE-1 se ve significativamente 

disminuido (Figura 37).
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Figura 37 Expresión de calcineurina A£. En la parte superior de la figura se muestran los blots 

representativos. El gráfico de barras corresponde a los resultados promedio para los distintos 

grupos experimentales. (* indica significativamente diferente con respecto a SHR, P<0.05)

Una vez activa, la calcineurina desfosforila sus moléculas blanco, entre ellas 

NFAT. Esta desfosforilación de NFAT posibilita que se trasloque al núcleo donde 

promueve la transcripción genética. Por lo tanto, la abundancia de NFAT en el 
núcleo constituye otro índice del grado de activación de la vía de calcineurina. 

Para corroborar los resultados obtenidos de expresión de CnA£, se separó la 

fracción nuclear de la fracción citosólica de VI y se midió la abundancia de NFAT 

en ambos preparados, dado que este método ya ha sido validado 

anteriormente.(176,177)
En la Figura 38 se muestran los resultados obtenidos en la fracción nuclear. 

Consistentemente con los datos anteriores, la abundancia nuclear de NFAT se 

encuentra aumentada en el miocardio hipertrófico de las ratas SHR sin 
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tratamiento, mientras que se ve significativamente disminuida a causa del 

tratamiento con inhibidores del NHE-1.

Figura 38 Abundancia nuclear de NFAT. (* indica significativamente distinto de SHR no tratadas).

Al analizar la abundancia de NFAT en la fracción citosólica, (Figura 39) se 

observaron resultados opuestos a los hallados en la fracción nuclear. Es decir, la 

abundancia citosólica en los grupos de ratas SHR tratados con inhibidores del 

NHE-1 fue mayor que la de las ratas SHR no tratadas, como cabría esperar dado 

que ante una menor actividad de calcineurina, NFAT se halla más fosforilado y 

restringido al citosol.
Este hallazgo de la activación de la vía calcineurina/NFAT en el miocardio 
hipertrófico, puede atribuirse a cambios de la [Ca2+]¡, el activador de calcineurina. 

En experimentos realizados en cultivos de miocitos ventriculares de ratas recién 

nacidas se mostró que la estimulación con ET-1, un agente inductor de hipertrofia 
bien conocido, induce un incremento significativo de la [Ca2+]¡ diastólica sin 
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cambios significativos en los niveles Ca2+ sistòlico y que el aumento de Ca2+ 

diastólico es completamente abolido por la inhibición del NHE-1 con 

caripoñde.(178)

Figura 39 Abundancia de NFAT en la fracción citosólica. (*¡ndica significativamente distinto de 

SHR no tratadas).

En respuesta al tercer objetivo planteado, los resultados presentados aquí 

muestran que tanto la expresión de calcinerurina total, como la expresión de CnAp 

se encuentran aumentados en el miocardio hipertrófico de ratas SHR no tratadas, 

en comparación con las ratas NT; y que la regresión de HC inducida por inhibición 

del NHE-1 normaliza esos valores. La regulación negativa de la expresión de 

CnA[3 inducida por ambos inhibidores del NHE-1 se acompañó de normalización 
de la abundancia nuclear de NFAT.
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ANÁLISIS ECOCARDIOGRÁFICO DE LA FUNCIÓN SISTÓLICA

La evaluación ecocardiográfica de los animales de cada grupo experimental reveló 

una disminución en el espesor de la pared del VI (h), sin registrarse cambios 

significativos en el DDVI (Figura 40) ni en el DSVI (Figura 41), al finalizar el 

tratamiento con ambos inhibidores del NHE-1.

Figura 40 Diámetro diastólico del ventrículo izquierdo (DDVI), antes y después del tratamiento con 

los inhibidores del NHE-1, y del grupo SHR control. La inhibición del NHE-1 no produjo cambios 

estadísticamente significativos en este parámetro.
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Figura 41 Diámetro sistòlico del ventrículo izquierdo (DSVI), antes y después del tratamiento con 

los inhibidores del NHE-1, y del grupo SHR control. La inhibición del NHE-1 no produjo cambios 

significativos en este parámetro. Se observa sin embargo una tendencia a la disminución del DSVI 

luego del tratamiento durante un mes con los inhibidores del NHE-1.

Estos datos indican una disminución en la concentricidad de la cavidad del VI, 
como se refleja en los valores del cociente h/r (Figura 42); que sufrió una 

disminución de aproximadamente 20% y 29% luego del tratamiento con cariporide 
y BIIB723, respectivamente (P<0.05; n=8 en cada grupo).
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Figura 42 Cociente h/r. El tratamiento de las ratas SHR con cariporide provoca una disminución de 

un 22% del cociente h/r, mientras que el tratamiento con BIIB723 lo hace en un 29%. Con fines de 

comparación se incluyen en la figura los datos correspondientes a ratas Wistar de la misma edad y 

a las que se les realizó un monitoreo ecocardiografico simultáneamente a los tres grupos de ratas 

SHR. En el panel superior puede apreciarse un esquema del corte transversal del VI realizado con 
los valores promedio de h y r para cada grupo. (* indica significativamente distinto al valor 

correspondiente al día 0).

Luego del tratamiento con los inhibidores del NHE-1, se calcularon el AEnd y el 

AMV. Los resultados se muestran en la Figura 43 en el caso del grupo tratado 

con cariporide, y en la Figura 44 para el grupo tratado con BIIB723. A pesar del 

aumento esperado en la tensión parietal, (Figura 45) debido a la disminución del 

espesor de la pared del VI inducida por la inhibición del NHE-1 sin un descenso 

significativo en la PAS ni en las dimensiones del VI, la regresión de la HC no 

afectó negativamente al AEnd ni al AMV. Más aun, ambos inhibidores del NHE-1 

indujeron un ligero pero significativo incremento del AMV (25.5 ± 1.68 vs. 27.9 ± 
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1.74 y 22.2 ± 0.63 vs. 30 ± 1.78 antes y después del tratamiento con cariporide y
BIIB723, respectivamente; P<0.05; n=8 en cada grupo).

Figura 43 Acortamiento medio ventricular (AMV) y acortamiento endocàrdico (AEnd) en los 

corazones de ratas SHR, antes y después del tratamiento con cariporide. El AEnd no sufrió 

modificaciones por el tratamiento, mientras que el AMV aumento significativamente. (* indica 

significativamente distinto al valor correspondiente al día 0).

Figura 44 Acortamiento medio ventricular (AMV) y acortamiento endocárdico (AEnd) en los 

corazones de ratas SHR, antes y después del tratamiento con BIIB723. De la misma manera que 

lo ocurrido con cariporide, la inhibición del NHE-1 con el BIIB723 no provocó modificaciones en el 

AEnd, pero sí indujo un aumento significativo en el AMV.(* indica significativamente distinto al valor 

correspondiente al día 0).
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Figura 45 Efecto de la inhibición crónica del NHE-1 sobre el estrés pico sistòlico. En ambos casos 

el ESP aumentó luego del tratamiento, n=4. (* indica significativamente distinto con respecto al 

valor previo al tratamiento)

La ausencia de un efecto deletéreo en el AEnd a pesar del aumento del ESP 

puede explicarse mediante dos hipótesis alternativas: la HC hipertensiva de las 

ratas SHR podría estar acompañada de un efecto inotrópico negativo y por lo 

tanto su regresión significaría una restauración del inotropismo; o bien las 

intervenciones farmacológicas utilizadas para revertir la HC producen por sí 

mismas un efecto inotrópico positivo. Aunque estas dos posibilidades no pueden 

discriminarse fácilmente, se intentó esclarecer el mecanismo involucrado en la 

mejoría de la función contráctil tratando ratas Wistar con ambos inhibidores del 

NHE-1.

En las ratas Wistar, ni el cariporide ni el BIIB723 indujeron cambios significativos 

en la PAS si se comparan las lecturas de PAS antes y después del tratamiento 

(Figura 46).
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Figura 47 Presión arterial sistòlica (PAS) medida en ratas Wistar control, tratadas con cariporide y 

tratadas con BIIB723, tomadas antes y después de los respectivos tratamientos. En ninguno de los 

grupos se observaron diferencias significativas luego del tratamiento.

La inhibición crónica del NHE-1 en ratas Wistar tampoco provocó variaciones de la 

masa cardíaca, como se mostró en los datos de PBV/PC representados en la 

Figura 32.
Los estudios ecocardiográficos luego de finalizado el tratamiento no mostraron 

efecto del bloqueo del NHE-1 sobre el AEnd (55.9±6 vs. 59.6±5 y58.4±5 vs. 

60.9±6 antes vs. después del tratamiento con cariporide y BIIB723, 

respectivamente; n=4 en cada grupo) (Figura 47) ni en el AMV (28.1 ±5 vs. 30.2±5 

y 28.7±5 vs. 27.9±3 antes vs. después del tratamiento con cariporide y BIIB723, 

respectivamente; n=4 en cada grupo). (Figura 48) La ausencia de cambios en los 

parámetros funcionales determinados por ecocardiografía sugiere que las 

intervenciones farmacológicas utilizadas no producen un efecto inotrópico positivo 

por sí mismas.
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Figura 47 Acortamiento medio ventricular (AMV) y acortamiento endocàrdico (AEnd) en los

corazones de ratas Wistar, antes y después del tratamiento con cariporide. No se observaron 

cambios significativos de estos parámetros. (n=4)

Figura 48 Acortamiento medio ventricular (AMV) y acortamiento endocàrdico (AE) en los 

corazones de ratas Wistar, antes y después del tratamiento con BIIB723. No se observaron 

cambios significativos de estos parámetros (n=4)
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Por otro lado, dado que la regresión de la HC inducida por la inhibición del NHE-1 

puede acompañarse de una disminución de la fibrosis (126,127,167) y 

normalización de la rigidez miocàrdica (Figura 49) (167) se podría argumentar que 

la ausencia de un efecto perjudicial en la función cardíaca a pesar del aumento de 

la tensión parietal observada luego de la inhibición crónica del NHE-1 fue debida a 

una mejora en la función diastólica. A fin de evaluar el efecto del tratamiento con 

ambos inhibidores sobre la rigidez miocàrdica, se registró el comportamiento de la 

fuerza en función de la longitud en mp aislados del VI. Como se aprecia en la 

figura 49 los mp de las ratas SHR son más rígidos que su correspondiente control 

normotenso, y el tratamiento con los inhibidores del NHE-1 no fue capaz de 

modificar esta mayor rigidez. Estos datos concuerdan con el trabajo de Cingolani y 

colaboradores.(167) que muestra que el tratamiento de ratas SHR con cariporide 

durante 30 días no disminuye los depósitos de colágeno intersticial, la rigidez, ni 

los valores plasmáticos del propéptido carboxiterminal del colágeno tipo I (PIP), 

marcador de la síntesis del colágeno tipo I.
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Figura 49 Rigidez de los mp evaluados según la relación tensión-longitud. En todos los casos es 

necesario ejercer mayor tensión para estirar el mp, a medida que la longitud aumenta. Este es el 

comportamiento normal del músculo. Sin embargo, como se observa en el Panel A la curva 

correspondiente a los mp de corazones de ratas SHR posee mayor pendiente que la curva 

correspondiente a mp de corazones de ratas Wistar. Esto significa que los mp de ratas SHR son 

más rígidos que los mp de las ratas Wistar. También se muestra que el tratamiento con cariporide 

durante 30 días no produjo disminución de la rigidez en los mp de las ratas SHR. En el Panel B se 

observan resultados similares, comparando las curvas tensión-longitud de los grupos Wistar, SHR 

y SHR+BIIB. El tratamiento con BIIB723 durante un mes no provocó disminución de la rigidez de 

los mp.
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Este trabajo de Tesis Doctoral presenta y analiza los resultados obtenidos 

luego del tratamiento crónico de ratas SHR con dos inhibidores farmacológicos 

distintos del NHE-1 en lo que respecta a su efecto sobre la HC. Los mismos 

pueden ser resumidos en los siguientes ítems:

1) La inhibición farmacológica crónica del NHE-1 en las ratas SHR 

produce una disminución del cociente PBV/PC y de la expresión del 

ARNm del BNP, y es por lo tanto eficaz para inducir regresión de la HC 

patológica en este modelo.

2) Dicha regresión es independiente de una disminución de la PAS y de 

un efecto sobre la diuresis/natriuresis; descartándose la presencia de un 

efecto extracardíaco de las drogas utilizadas, lo que permite entonces 

indagar sobre algún posible mediador cardíaco de este efecto.

3) La inhibición del NHE-1 en las ratas SHR se acompaña de una 

disminución de la expresión miocàrdica de calcineurina A(3 y de la 

abundancia nuclear de su blanco principal, el NFAT. Estas evidencias 

implican que la inhibición crónica del NHE-1 produce una disminución de 

la actividad de la vía de señalización intracelular prohipertrófica 

calcineuñna/NFAT.

4) Los corazones de las ratas en los que se indujo regresión de la HC 

mediante inhibición del NHE-1 mostraron un aumento del AMV a pesar 

del mayor estrés parietal al que estuvieron sometidos debido a la 

reducción del cociente h/r sin cambios simultáneos en la PA. La 

relevancia de esta observación radica en que el efecto antihipertrófico del 

tratamiento con los inhibidores del NHE-1 implica una mejoría en la 

función contráctil, que no es detectada en los corazones de los animales 

normotensos.

Aumentos sostenidos de la PA dan lugar al desarrollo de HC. A pesar de 
que esto podría interpretarse inicialmente como un fenómeno adaptativo del 

88



Discusión

corazón, hay evidencias claras de que estos cambios “compensadores” 
implican desde el inicio un pronóstico desfavorable aumentando el riesgo de 

morbimortalidad de causa cardiovascular; a diferencia de lo que ocurre con la 

HC desencadenada por el ejercicio físico intenso.(15-17,179)

En el miocardio hipertrófico de las ratas SHR, un modelo experimental de 

HC patológica que reproduce el desarrollo de HC por hipertensión arterial 

esencial en humanos, se encuentra hiperactivo el NHE-1, revistiendo este dato 

gran importancia para la comprensión de los mecanismos que a nivel celular y 

molecular desencadenan y ejecutan la respuesta hipertrófica. El aumento de 

actividad del NHE-1 puede ser el resultado de un aumento intrínseco de la 

actividad de las unidades funcionales, una regulación positiva de su expresión 

o bien una combinación de ambos mecanismos. En el miocardio de las ratas 

SHR, la hiperactividad se debe a un aumento de la actividad intrínseca de las 

unidades funcionales preexistentes producido por modificaciones post- 

traduccionales de la proteína (fosforilación), sin cambios en los niveles de 

expresión.(138,180) Sin embargo, en otros modelos de HC se ha detectado un 

aumento en la expresión del intercambiador y su normalización mediante el 

tratamiento con inhibidores del NHE-1.(126,127,181) De todas maneras, el 
incremento de actividad del NHE-1 ya sea por aumento de la actividad 

intrínseca o de la expresión del intercambiador, se ha ligado con el desarrollo 

de HC, mientras que su inhibición se correlaciona con la normalización de la 

masa cardíaca.(126,127,180,181)

En este modelo de HC, Ennis y colaboradores.(182) demostraron que la 

regresión de la HC que se lograba por el tratamiento con inhibidores de la ECA 

se acompaña de normalización de la actividad del NHE-1. Más aun, en el año 

2000 fue publicado un trabajo seminal en este campo de investigación en el 

que se describió que la inhibición farmacológica del NHE-1 atenuaba la 

respuesta hipertrófica en el tejido cardíaco viable luego de un infarto de 

miocardio.(181) Posteriormente Camilión de Hurtado y colaboradores.(125) 

comunicaron un efecto similar sobre la HC de las ratas SHR. Es importante 

recalcar que la regresión de la HC inducida por inhibición farmacológica in vivo 

del NHE-1 en este modelo experimental ocurre, como fuera descripto en los 
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resultados del presente trabajo, en ausencia de un descenso de la PAS. En 

concordancia con estos hallazgos, el trabajo de Álvarez y colaboradores.(142) 

mostró que distintos tratamientos farmacológicos (inhibición de la ECA, bloqueo 
de los receptores ATi y bloqueo de los canales de Ca2+), indujeron regresión de 

la HC en ratas SHR, en una magnitud que no tuvo una relación proporcional 
con los niveles de PAS alcanzados. Es necesario recordar que en todos estos 

casos la regresión de la HC se acompañó de normalización de la actividad del 

NHE-1 en el miocardio. El efecto antihipertrófico del bloqueo del NHE-1 fue 

descripto posteriormente en una variedad de modelos experimentales 

diferentes de HC, tales como el inducido por aldosterona,(128) por 

hipertiroid¡smo,(120) por infusión de monocrotalina,(129) por sobrecarga 

combinada de presión y volumen,(121) en ratones deficientes en el receptor de 

ANP,(130) y en la cardiomiopatía hereditaria en hamsters.(122) Si bien 

actualmente este efecto se encuentra sólidamente demostrado, aun no se 

conoce con precisión el mecanismo por el cual ocurre. Se ha propuesto a la 

disminución del influjo de Na+ como un partícipe potencial.(124,183) Por un 

lado, este ión podría favorecer el desarrollo de HC a través de la activación de 
ciertas isoformas de PKC.(149) Los resultados obtenidos en el modelo de 

cardiomiopatía hereditaria en hamsters y en el modelo de HC por sobrecarga 

combinada de presión y volumen ya mencionados, también apoyan la hipótesis 

de que el NHE-1 participa en la HC modulando los niveles de [Na+]¡. Como 

fuera desarrollado en la Introducción de esta Tesis, un incremento de la [Na+]¡, 

combinado con un aumento en la duración del potencial de acción del NCX en 
el miocardio hipertrófico permitiría un mayor influjo de Ca2+ a través del NCX 

actuando en su modo inverso. Este incremento en la [Ca2+]¡ jugaría un papel 

clave favoreciendo el crecimiento cardíaco al estimular las cascadas de 
señalización dependientes de Ca2+, como la de la vía calcineurina/NFAT.

A pesar de la existencia antecedentes que permitían hipotetizar que el 

efecto antihipertrófico producido por la inhibición del NHE-1 se debía a la 
disminución de la [Ca2+]¡, hasta el momento no se había hallado un nexo 

posible entre ambos parámetros que sustentara esta hipótesis. Es decir, cómo 
se traducía esa disminución de la [Ca2+]¡ en regresión de la HC en este modelo 
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experimental. La Figura 50 muestra un esquema de la vía de señalización 

propuesta para el desarrollo de HC provocado por la hiperactividad del NHE-1.

Figura 50 Mecanismo intracelular propuesto para el desarrollo de HC a través de la vía iniciada 
por la estimulación del NHE-1. La inhibición de esta vía provoca una disminución del Na+¡ y una 
subsecuente disminución del Ca2+¡, en estas condiciones es menor la activación de la vía 

calcineurina/NFAT y por lo tanto menor la transcripción y la síntesis proteica.
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En el miocardio de las ratas SHR había sido demostrado que la actividad 

de calcineurina se encuentra aumentada, y que este aumento se suprime con 

bloqueantes de los canales de Ca2+.(142) De forma similar, en el miocardio 

hipertrófico de ratas con hipertensión sensible a sal, se ha comunicado un 

aumento de actividad de calcineurina conjuntamente con una regulación 

positiva de la expresión de CnAp, y su prevención mediante tratamiento de 

bloqueantes del receptor 170) En concordancia con estos hallazgos, otros 

autores mostraron que un modelo de ratón deficiente en CnAp era incapaz de 

desarrollar una respuesta hipertrófica ante sobrecarga de presión, Ang II o 

infusión de isoproterenol.(173)

Por otro lado, se ha descripto un efecto antiapoptótico de la inhibición del 

NHE-1,(184) lo cual descartaría que un aumento de la apoptosis pudiera ser la 

causa de la reducción de la masa cardíaca.

Los resultados presentados en este trabajo son los primeros en mostrar 

que la regresión de HC causada por inhibición del NHE-1, que es un efecto 

independiente de la carga, involucra la normalización de la vía 

calcineurina/NFAT evidenciado por la disminución de la expresión de CnAp y 

de la abundancia nuclear de NFAT. Experimentos realizados por Dulce y 

colaboradores.(178) en miocitos de ratas neonatas dan apoyo adicional a la 

propuesta de desactivación de la vía calcineurina/NFAT inducida por inhibición 

del NHE-1. En ellos se describe que la ET-1, al tiempo que induce un aumento 

en el tamaño de los cardiomiocitos, provoca un aumento de la [Ca ]¡ diastólica, 
y que ambos sucesos son abolidos por cariporide. Además se ha mostrado 

recientemente que en miocitos cardíacos de conejo con HC e insuficiencia
9+ cardíaca, el tratamiento crónico con cariporide disminuye los niveles de Ca 

diastólico.(121) No obstante no es posible excluir la posibilidad de que efectos 

adicionales de la intervención farmacológica empleada estén contribuyendo a 

la regresión de la HC. Se ha propuesto que el cariporide podría ejercer efectos 
a nivel mitocondrial (184-187) y que ciertos inhibidores del NHE-1 podrían tener 

la capacidad de inactivar algunas ROS,(188) por lo tanto no se puede excluir 

que alguna de estas acciones de los inhibidores del NHE-1 esté involucrado en 

su efecto antihipertrófico, ya que una disminución en la producción de ROS 
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causa atenuación de la HC.(126,189-194) En este sentido se ha descripto que 

la atenuación del remodelamiento que ocurre en el post-infarto de miocardio, 

inducida mediante inhibición del NHE-'i, ocurre a través de una mejora de la 

función mitocondrial.(195) Por otro lado, y como ya fue mencionado, un 

aumento del pH¡ provocado por la hiperactividad del NHE-1 ha sido propuesto 

como una causa del crecimiento cardíaco. Sin embargo es improbable que 

ocurra esta alcalinización intracelular en condiciones fisiológicas, es decir en 

presencia de bicarbonato en el medio.(133,136,181,196)

Se hace énfasis en que el mecanismo propuesto en este trabajo, y 

esquematizado en la Figura 50, es sólo una de las vías posibles que conducen 

al desarrollo de HC y que otras rutas intracelulares distintas a las que 
involucran al NHE-1 también pueden producir un aumento de la [Ca2+]¡ y por lo 

tanto desencadenar HC;(131,132) Incluso sin un aumento del Ca2+ citosólico, 

dado que en un trabajo donde se estimulan cardiomiocitos con ET se muestra 
que ocurre un aumento de los niveles de Ca2+ únicamente de localización 

perinuclear responsable de la activación de CaMKII. No obstante en este 

trabajo no se investigó la vía de señalización calcineurina/NFAT.(43) Del mismo 
modo, aun en la cascada propuesta el aumento de la [Ca2+]¡ provocado 

indirectamente por hiperactividad del NHE-1, podría activar vías distintas a la 

de calcineurina/NFAT. En este sentido, el trabajo de Kilic y colaboradores.(130) 

muestra que en u,p modelo de HC inducido por sobrecarga hemodinámica 
están aumentadas la actividad del NHE-1 y la [Ca2+]¡ así como las cuatro vías 

prohipertróficas examinadas: MAPKs, Akt, calcineurina y CaMKII; sin embargo 

la regresión de HC inducida por el tratamiento con cariporide normaliza solo 

dos de las vías evaluadas: la de CaMKII y la de Akt. Hasta el momento se 

desconocen los motivos de las discrepancias y aunque es posible la presencia 

de variables no previstas debidas al modelo transgénico de HC utilizado y al 

distinto tiempo de tratamiento, es un tema que merece seguir siendo estudiado.

Con respecto a los resultados obtenidos del análisis de la función 

cardíaca en el desarrollo de esta Tesis, no es posible establecer una relación 

causa-efecto inequívoca entre la actividad de la vía calcineurina/NFAT y la 

preservación de la función cardíaca. Sin embargo estas dos variables parecen
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estar asociadas. En conexión con esto, y a pesar de que existen resultados 

contradictorios,(197) se ha publicado recientemente que en el desarrollo de la 

HC fisiológica inducida por entrenamiento físico, un modelo de HC que no está 

asociado al deterioro de la función sistòlica, no participa la calcineurina;(175) 

Más aun, ha sido descripto que la calcineurina provoca un efecto inotrópico 

negativo a través de distintos mecanismos;(198,199) por lo cual cabría esperar 

que la inactivación de la vía de la calcineurina produjera un efecto inotrópico 
positivo. No obstante es difícil explicar cómo una disminución del influjo de Ca2+ 

a la célula, inducida por inhibición del NHE-1, puede mejorar la contractilidad 

miocàrdica. Sin embargo el hecho de que se preserve la función cardíaca luego 

de la regresión de HC no es un hallazgo único de la regresión de HC por 

inhibición del NHE-1.(15-17,200) Se podría especular que la disminución de la 
[Ca2+] diastólico pudiera ser sensada por la vía calmodulina-calcineurina, y no 

por la maquinaria "contráctil, que sensa especialmente el Ca2+ sistòlico. La 

calcineurina se activa preferentemente por elevación sostenida de la [Ca2+]¡ e 

incluso se ha sugerido que lo hace por el Ca2+ contenido en reservónos 

subcelulares específicos.(201)
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