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Introduccion

Aspectos generales sobre la hipertrofia miocardica

El corazén es un o6rgano vital cuya funcion es promover la circulacién de la
sangre a través del sistema circulatorio. Para cumplir con esta funcion el tejido
cardiaco cuenta con células musculares estriadas altamente diferenciadas
denominadas miocitos cardiacos, las cuales son capaces de desarrollar fuerza
contractil en forma organizada. Los miocitos cardiacos representan ~30% del
numero total de células cardiacas, pero dado su gran tamaro constituyen
~76% del volumen del érgano. Ademas de miocitos, el tejido cardiaco cuenta
con otros tipos celulares, entre los que se encuentran células endoteliales
endocardicas y vasculares, musculares lisas, fibroblastos, macréfagos, células
especializadas en la conduccién de estimulos y células con funcién endocrina,
las que junto con el tejido intersticial representan el 24% restante del volumen
del organo (1).

Resulta muy interesante, que a pesar de que los miocitos son células altamente
diferenciadas que pierden su capacidad de proliferar muy tempranamente
luego del nacimiento (2, 3), son capaces de responder a estimulos externos
gue promuevan su crecimiento. Diversos estimulos entre los que se cuentan
cambios en las cargas hemodinamicas y factores humorales promueven el
aumento del tamafo celular a expensas de la formacion o agregado de
sarcomeros a la maquinaria contractil, sin incrementar el nimero de células. De
esta manera el miocito puede crecer tanto en largo como en ancho, lo cual se
denomina hipertrofia cardiaca (HC).

La eutrofia cardiaca postnatal normal como consecuencia de una redistribucién
hemodinamica (luego de la eliminaciéon de la circulacién umbilical, cierre del
foramen oval y cierre del conducto arterioso) y la HC fisiologica resultante del
condicionamiento por ejercicio fisico, son consideradas formas de crecimiento
cardiaco adaptativo. Sin embargo, cuando aparece un aumento anormal de la
carga hemodinamica, se induce el crecimiento de la célula cardiaca y por ende
el aumento de tamaro de toda la masa ventricular en respuesta a la mayor

demanda contractil, proceso que se considera una variante patologica de HC.

Raul Ariel Dulce 2



Introduccion

Aunque inicialmente la HC fue considerada una respuesta adaptativa
beneficiosa del corazén frente a un elevado estrés biomecanico, actualmente
se acepta que en las situaciones donde existe una actividad fisica de alta
exigencia, la capacidad del miocardio para crecer en respuesta a las demandas
hemodinamicas seria una caracteristica favorable, mientras que en aquellos
casos donde la hipertrofia estd asociada a hipertension, estenosis,
remodelamiento post-infarto, mutaciones genéticas que afecten proteinas
sarcoméricas o del citoesqueleto, etc.,, seria una mala adaptacion que
conduciria a una disfuncidn cardiaca progresiva, insuficiencia cardiaca y muerte
subita (4, 5).

En el presente trabajo se tratan aspectos relacionados a la HC patolégica de la
cual se describiran seguidamente algunas caracteristicas generales. Existen
dos patrones basicos de HC que dependen del estimulo que la dispara:
concéntrica y excéntrica. La HC concéntrica se caracteriza por la incorporacién
de sarcomeros en paralelo (al menos predominantemente) con un consecuente
crecimiento en ancho del miocito, generalmente asociada a estimulos tales
como sobrecarga crénica de presiéon (hipertension arterial) o valvulas cardiacas
estenoticas. LLa HC excéntrica se caracteriza por el agregado de sarcomeros en
serie lo cual induce un aumento en la longitud del miocito y se encuentra
frecuentemente asociada a la sobrecarga de volumen como ocurre cuando hay
valvulas regurgitantes.

De modo general, se podria decir que Ila respuesta hipertréfica o
remodelamiento hipertréfico, es el resultado de la estimulacidon de multiples
vias de senalamiento que alteran la transcripcién génica (6, 7) promoviendo
modificaciones a nivel celular y molecular que se manifiestan mediante una
serie de cambios morfolégicos y funcionales. En los ultimos afios, el estudio del
proceso de desarrollo de HC patolégica ha sido motivo de numerosos trabajos
de investigacion, a pesar de lo cual aun no se lo comprende plenamente. Se
sabe que la respuesta hipertréfica involucra la alteracion de genes que
codifican para proteinas involucradas en la homeostasis del calcio (Ca*®) y del

sodio (Na*) asi como el aumento de los niveles de oxido nitrico (NO) y péptidos
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natriuréticos (8-11). Sin embargo, diversos estudios han demostrado que una
de las caracteristicas mas notorias de la HC es la reexpresion de genes fetales
los cuales se constituyen de este modo en marcadores consistentes de HC
(12).

Una amplia variedad de factores, algunos de los cuales son producidos por el
corazén mismo, han sido implicados en la patogénesis de la HC (13). Péptidos
vasoactivos como angiotensina 1l (Ang Il) o endotelina (ET) han sido
involucrados en la respuesta hipertréfica a la sobrecarga hemodinamica
mediante mecanismos autocrinos/paracrinos (14-17). Resulta interesante que
un reconocido blanco de accién de estos péptidos es el intercambiador Na*™-H*
(NHE) (18, 19), mecanismo celular alcalinizante que ha sido repetidamente
vinculado al desarrollo de HC independientemente de su etiologia (18-23). En
tal sentido, De la Sierra y colaboradores encontraron que el NHE estaba
hiperactivo en eritrocitos de pacientes con hipertrofia ventricular izquierda (24)
y que la hiperactividad se correlacionaba muy bien con el nivel de hipertrofia y
no asi con los valores de presién arterial. Por otra parte se ha demostrado que
los corazones hipertroficos de ratas espontaneamente hipertensas tienen
aumentada la actividad del NHE (25, 26) y, en concordancia con los resultados
de De la Sierra, en estos animales es posible corregir la HC por inhibicién del
NHE sin reducir significativamente los valores de presién arterial (21, 27, 28).
Un conocido segundo mensajero en la transduccién de una extensa cantidad
de sefales intracelulares involucradas en el crecimiento celular es el Ca*?. Zhu
y colaboradores (29) demostraron que la induccion de hipertrofia por ET-1 en
cardiomiocitos requiere la activacion de rutas dependientes de Ca*%-
calmodulina kinasa Il (CaMKIl) y calcineurina (fosfatasa, ver figura 3)
posteriores al aumento de Ca*’. A pesar de que el aumento de la
concentracion de Ca*? intracelular ([Ca*z]i) ha sido propuesto como mediador
de los efectos hipertréficos de ET (29), los trabajos no describen con claridad
las posibles causas del aumento de Ca™.

De todo lo anterior se desprende que a pesar de que las causas del desarrollo

de HC han sido motivo de un gran nimero de trabajos de investigacion, todavia
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queda mucho camino por recorrer en cuanto a la identificaciéon de las vias de
senalizacion. El esclarecimiento de las sefales intracelulares que provocan la
HC podria resultar de fundamental importancia para el desarrollo futuro de

estrategias preventivas y/o terapéuticas para su control.

Bases celulares y moleculares de la hipertrofia miocardica

Angiotensina Il y Endotelina

La Ang !l es un octapéptido que, ademas de poseer un potente efecto
vasoconstrictor, produce numerosos efectos sobre otros tejidos. En el
miocardio produce aumento del inotropismo y de la frecuencia de contraccion,
estimulacion de la sintesis proteica e hipertrofia miocitica, y estimulacién de la
proliferacién de fibroblastos y produccién de colageno (30). Si bien
originalmente el sistema renina-angiotensina (SRA) fue descrito como un
sistema hormonal general (31), actualmente se conoce la existencia de SRA
locales capaces de ejercer funcién modulatoria en diversos tejidos incluido el
miocardio (32). Al respecto cabe sefalar que varios de los componentes del
SRA fueron encontrados en gran cantidad de tejidos y la sintesis local de Ang li
se ha demostrado en érganos aislados (33).

La forma clasica general descripta en la década de 1960, propone que en
respuesta a la disminucion de la presiéon arterial o a la disminuciéon del Na*
extracelular (Na’s) a nivel sistémico, las células yuxtaglomerulares renales
liberan renina al plasma (34). Esta proteasa ejerce su accion sobre el
angiotensinégeno, un glucopolipéptido circulante de 14 aminoacidos (aa)
perteneciente a la familia de las a-2-globulinas y sintetizado principalmente por
el higado (figura 1) generando un producto de 10 aa, conocido como
angiotensina | (Ang 1). Luego la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
presente principalmente en pulmédn, cliva la Ang | produciendo el octapeéptido
Ang lI. Esta tiene una vida media muy corta (aproximadamente una hora) ya
que es degradada por distintas peptidasas presentes en los tejidos dando como
producto la angiotensina |ll de mucho menor actividad (35). En el musculo

cardiaco se ha comprobado la expresiéon de RNA mensajeros (RNAm) para el
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angiotensindégeno, la enzima convertidora de angiotensina y receptores de Ang
Il (36-38) sustentando la posibilidad de una sintesis local del péptido. En
consonancia con esto, las concentraciones de Ang | y Ang |l medidas en el
intersticio miocardico se hallan en el rango nanomolar, valores que superan en
aproximadamente 100 veces la concentracion plasmatica de ambos péptidos
(39-41).

Asimismo, trabajos recientes han demostrado la participacidon del SRA tisular
en el aumento del inotropismo y la hipertrofia, entre otros efectos observados al

estirar el miocardio (41-48).

172 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
H2N-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr-Ser-R
Angiotensinégeno +

Renina

H2N-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-COOH
Angiotensina |

ECA

H2N-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-COOH
+ Angiotensina Il

Aminopeptidasa

H2N-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-COOH
Angiotensina Il

Figura 1: Representacién del SRA. Etapas de generacién y degradacion de Ang Il
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Por estudios de union de ligando (“binding”) se han encontrado dos tipos de
receptores (Rc) de Ang Il en diferentes tejidos (49): el tipo 1 (AT1) sensible al
bloqueo con losartan (Los) (50) y el tipo 2 (AT2) que es inhibido por PD123319
(51). Ambos tipos se expresan en el corazén humano y de otras especies como
gato, rata, conejo y mono (52, 53). La distribucién de los subtipos de Rc cambia
segun el tejido y la especie que se considere, variando las proporciones
relativas de ambos (53-58).

Los Rc ATy y AT, tienen acciones opuestas en lo que respecta al crecimiento
celular (59-61). Ha sido demostrado que la estimulacion de los AT, media
efectos antiproliferativos, proapoptéticos, de diferenciacién celular, disminucion
de la matriz extracelular en el corazén (62, 63), aumenta la produccion de oxido
nitrico (NO) y disminuye la frecuencia cardiaca (64, 65). Los Rc ATy, en
cambio, favorecen el efecto inotropico positivo (EIP), vasoconstriccion,
expresion génica y sintesis proteica que conducen a HC, fibrosis vy
remodelamiento cardiaco (50, 66-69), constituyendo el inicio de la via de
sefalizacién que se estudia con mayor detalle en este trabajo.

En tal sentido, el Rec ATy estd compuesto por 359 aa, contiene 7 dominios
transmembrana y tiene un 30 % de homologia con el Rc AT,. Ambos
receptores pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas
regulatorias G (RAPG, la cual recibe este nombre por la capacidad de fijar
nucleotidos de guanina) especialmente la tipo g (Gq) (70-72). Esta proteina G
es un complejo proteico compuesto por 3 subunidades, alfa (a), beta (B) y gama
(y) que intervienen en multiples caminos de sefalamiento intracelulares. La
subunidad o tiene el sitio de unién para los nucleétidos de guanina y la
actividad GTPasa, y es la determinante del tipo de efecto asociado al Rc (da la
denominacién al tipo de proteina G). Durante el estado inactivo, una molécula
de GDP se encuentra unida al sitio de unién a nucleétidos (73). La unién de
Ang Il con el Rc AT, determina que se active el mecanismo, de esta manera la
subunidad a4 sufre un cambio conformacional que causa el reemplazo de GDP
por GTP y disociacion del trimero (ver mecanismo de accién general en figura

2). Esta subunidad o4 activa la isoforma 3 de fosfolipasa C (PLCp).
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Ligando especifico

| ) r
L v
1 El efector es activado y
generara los segundos
< mensajeros
r
’
P
/
/

,
,*" La actividad GTPasa
* de la subunidad o
hidroliza GTP a GDP
y se reasocia con fy

Figura 2: Mecanismo general de accion de receptores asociados a proteina G. La unién del
ligando al receptor activa la proteina G, la cual se disocia en el dimero Byy la subunidad o, a la
vez que esta Ultima desplaza el GDP de su sitio para unir GTP. La subunidad o activa, se
traslada hasta interaccionar con el efector blanco, el cual amplifica la sefal sintetizando
segundos mensajeros.

La PLC es una enzima que hidroliza fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP2) para
dar inositol-1,4,5-trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG). El IP3; puede inducir la
liberacion de Ca* al citosol desde depdsitos intracelulares (74-76). El DAG,
gue permanece unido a la membrana, es un activador de proteina quinasa C
(PKC) de la cual existen varias isoformas, algunas dependientes de Ca** (a,
B1, B2) y otras independientes de ese catién (5, € y M/C) (72, 77-79).

De esta manera, tanto PKC como |IP; median muchos de los efectos de Ang Il
actuando como segundos mensajeros a diferentes niveles intracelulares. PKC
puede activar, entre otras vias, quinasas tales como JAK-STATJanus (kinase-
signal tranducers and activators of transcription) y MAPKs (Mitogen-activated

protein Kinases) (ver figura 3, 80-82).
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Figura 3: Representacion esquemat/ca la via de sefializacion que activa la quinasa PKC, la
cual promueve aumento de Ca*? y activacién de moléculas implicadas en vias de sefializacién
intracelular que modifican la sintesis proteica y la transcripciéon de genes, procesos que estan
estrechamente relacionados con el efecto inotrépico y el desarrollo de hipertrofia.

Se ha demostrado recientemente que Ang Il puede también activar fosfolipasa
A2 (83) y la produccion de NO a través de Rcs AT, (84).

Los mecanismos disparados por estimulacion de los Rc AT, son menos
conocidos, pero existen evidencias de que a través de la activacién de tirosinas
fosfatasas, ejerceria sus efectos antihipertréficos por oponerse a los efectos de
las quinasas antes mencionadas (61, 62, 85).

Numerosas investigaciones apoyan la nocién de que varios de los efectos
originalmente atribuidos a la accién de la Ang Il involucrarian en realidad la
participacion de ET enddgena. En tal sentido se ha demostrado que la
administracion de Ang Il estimula la expresion del ARNm de preproendotelina y
la liberacion ET en diversas células incluidos los miocitos cardiacos (86, 87).
Por otra parte, los efectos de Ang Il mediados por ET serian evidentes cuando

Radl Ariel Dulce 9



Introduccién

la concentracion de Ang Il es pequena (del orden nanomolar o inferiores) (88)
mientras que cuando su concentracién es del orden micromolar se observan
los efectos directos de la Ang Il (89). Se ha comprobado que el bloqueo de los
receptores de ET evita humerosos efectos atribuidos a Ang Il tales como el
desarrollo de hipertension provocado por su administracion crénica (90), el
efecto hipertrofico sobre miocitos cardiacos (44) y la activacion del NHE (45,
91) y del intercambiador CI/THCO3s™ Na* independiente (92).

La ET es un potente péptido vasoconstrictor aislado iniciaimente de cultivos de
células endoteliales de aorta porcina (93) y se conocen al menos 3 isoformas
derivadas de genes diferentes, que dan como resultado final péptidos de 21 aa
denominados ET-1, ET-2 y ET-3 (94). Las endotelinas derivan de
preproendotelinas (de aproximadamente 212 aa) las cuales son clivadas por
una proteasa del tipo de la furina (95, 96) dando las respectivas ET-grandes (o
“big-ETs”) de 38 aa. Luego son tomadas por una metaloproteasa llamada
enzima convertidora de endotelina (ECE) para dar los polipéptidos de 21 aa.
Respecto de la ECE, se conocen 3 isoenzimas: ECE-1, ECE-2 y ECE-3. ECE-1
es una proteina de membrana derivada de un solo gen que da 4 isoformas
posibles (ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c y ECE-1d) (97, 98). Las 3 isoenzimas se
expresan en distintas proporciones segun el tejido. Tanto ECE-1 como ECE-2
son mas especificas para big-ET1 que ECE-3. ECE-2 es activada
preferentemente a bajos pHs y es la Unica que no se encuentra en la
membrana celular (99). ECE-3 fue descripta en microsomas de iris bovino

siendo muy especifica para big-ET3 (100) (figura 4).
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ET-1
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ET-2
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Cys-Thr-Cys-Phe-Thr-Tyr-Lys-Asp-Lys-Glu-Cys-Val-Tyr-Phe-Cys-His-Leu-Asp-lle-lle-Trp
1 ses ]
ET-3

Figura 4: Esquema del procesamiento de la prepro-ET e isoformas de ET.

Los receptores de ET pertenecen también a la familia de receptores acoplados
a proteina G. Sus 7 dominios transmembrana estan separados por 3 loops
intracelulares y 3 extracelulares, sus extremos N-terminal son extracelulares y
los C-terminal intracelulares. Inicialmente se identificaron 2 tipos de receptores
especificos para ET, ETa y ETg, con un 50 % de homologia entre ellos y
estructura conservada en los mamiferos. Ambos se expresan en una amplia
cantidad de tejidos, aunque en proporciones variables segun el tipo, y se los ha
identificado en el corazén de una gran variedad de especies (101, 102). La
afinidad de las diferentes ETs por cada Rc es distinta. ET-1 tiene mayor
afinidad que ET-3 por el Rc ETa, sin embargo, las dos isoformas se unen
igualmente al Rc ETg. ET-2 se une con una afinidad similar a la de ET-1 a
ambos Rcs (103). Recientemente se ha descubierto, clonado y caracterizado
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un tercer tipo de Rc de ET, llamado ET¢ (104) especifico para ET-3 y presente
en celulas de varias especies pero no se halla en humanos.

Al igual que los Rcs de Ang |, los de ET se encuentran acoplados a proteina G.
Se ha propuesto la existencia de 2 subtipos de Rcs ETa, ETa1 y ETa2 con
diferente sensibilidad a las diferentes isoformas de ET (105, 106). En forma
general, la activacibn de los ETa esta estrechamente asociada con
vasoconstriccion y EIP. EI mecanismo involucrado es mediante la disociaciéon
de la proteina Gq (y/o Gi1) y ésta, a su vez activa la PLCB que produce
traslocacion a la membrana, activacién de las PKC y sus consecuentes efectos.
También, a través de los Rcs ETa se activan varias vias de sefializacion
mediadas por quinasas, tal como se menciond para la accién de Ang Il por Rcs
AT (ver figura 3).

Por otro lado, hay evidencia de que existen también 2 subtipos de Recs ETg,
ETgs vy ETgo, los cuales se asocian a efectos vasodilatadores (mediados por
produccion de NO y prostaglandina I, en endotelio) y vasoconstrictores
(directamente sobre musculo liso) respectivamente (107-113). Es probable que
en el efecto contractii mediado por ETg esté involucrado el acoplamiento al
subtipo de proteina Gaq3z (114).

Las distintas isoformas de ET son producidas en gran variedad de tejidos y
tipos celulares. ET-1 se genera en células endoteliales (94, 115), pero también
la produce el miocardio, el rifién, el sistema nervioso central y el musculo liso
vascular (112). ET-2 es sintetizada en rifién, placenta, intestino, corazén vy
células endoteliales (117, 118). Finalmente, la ET-3 es producida en grandes
cantidades en cerebro y se la encuentra también en miocardio y tracto
gastrointestinal (119).

En preparaciones multicelulares de miocardio, las tres ETs tienen efectos
inotropicos positivos de potencias similares (105). A diferencia de ello, en
cultivos de células cardiacas aisladas, ET-1 presenta mayor eficacia y potencia

en cuanto a su efecto sobre la contractilidad (120).
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Intercambiador Na*/H* (NHE)

Como se menciond antes, un efector comun a ambos péptidos, Ang Il y ET-1,
es el NHE, proteina integral de membrana cuya principal funcion es contribuir a
la regulacién del pH; mediante el intercambio de H' intracelulares por Na*
extracelular, siendo el principal encargado de remover los H* producidos
durante el metabolismo celular.

Se conocen 9 isoformas del intercambiador con estructuras basicamente
similares, nominados correlativamente NHE-1 a NHE-9. De éstas, la isoforma
mas abundante en tejido cardiaco es la NHE-1, la cual tiene un peso molecular
de 91 KDa, 12 dominios transmembrana y presenta 2 sitios de glicosilacién en
los lazos extracelulares. Ambos extremos, N-terminal y C-terminal son
citoplasmaticos. En el extremo C-terminal del NHE-1 hay un sitio de union a
ATP, un sitio receptor para proteinas homdélogas a calcineurina (CHP-R), dos
sitios de unién para calmodulina (CAM-A y CAM-B) y varios residuos
fosforilables (P) que estan involucrados en la regulacién de la actividad del
intercambiador en respuesta a diferentes estimulos (figura 5).

Estudios recientes han revelado que el NHE-1 se encuentra preferentemente
en los tldbulos T y discos intercalares, y que es escasa su presencia en el

sarcolema lateral (121).

Extracelular

815 e
HOOC-

Figura 5: Representacion esquematica del NHE.
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El transportador se activa frente a cargas acidas y se detiene al alcanzar
valores de pH; cercanos a 7.2, valor al cual normalmente el flujo neto de
protones es casi nulo. Es importante destacar que en la mayoria de las células
de mamiferos, incluidos los cardiomiocitos, el pH; se mantiene entre 7,1y 7,2,
valores que no pueden ser explicados por equilibrio termodinamico para el H' a
través de la membrana celular. Sin embargo, esta situaciéon se puede mantener
gracias a la presencia de mecanismos activos de extrusion de H*, entre los que
se destaca el NHE-1. Una consecuencia directa de la actividad especifica del
NHE-1 como regulador del pH; miocardico es un ingreso masivo de Na* al
citosol, un aspecto sumamente significativo para la homeostasis celular. En tal
sentido, se ha descrito que aproximadamente entre el 40 y 50 % del Na* que
ingresa al cardiomiocito en condiciones normales es mediado por el NHE (122,
123), lo cual hace que muchos procesos celulares tales como el metabolismo
basal, la homeostasis del Ca*?, la expresidn génica, la contractilidad, etc. sean
particularmente afectados por modificaciones en la actividad de este
intercambiador.

Ademas de Ang Il y ET, otros factores cominmente asociados a la modulacion
de la actividad cardiaca como agonistas a1 y B adrenérgicos modifican la
actividad del NHE-1 (124, 125). En lineas generales, los agonistas activarian el
intercambio i6nico por modificacion de la sensibilidad al pH; del sensor
intracelular de H*, haciendo que la curva de activacion se desplace hacia

valores mas alcalinos (126).

Intercambiador Na*/Ca*? (NCX)

Al igual que el NHE, el NCX es una proteina integral de membrana, pero éste
promueve el transporte de 3 iones Na* por cada Ca* en direcciones opuestas
generando el flujo de una carga neta positiva en cada ciclo y siendo entonces
un transportador electrogénico. EI NCX esta en la membrana plasmatica de
gran parte de las células de los mamiferos, contribuyendo a mantener la
homeostasis del Ca*?. Se han encontrado 3 isoformas (127) derivadas de 3

genes diferentes: NCX1 o tipo cardiaco (128), NCX2 o tipo muscular
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esquelético (129) y NCX3 o tipo cerebral (130). EI NCX1 es el mas
ampliamente distribuido, aunque abunda mas en tejido cardiaco y cerebral
(131).

La expresion del NCX1 ocurre en etapas muy tempranas de la cardiogénesis
(132), siendo maxima cerca del nacimiento en mamiferos normales (133)
cayendo luego en la vida postnatal, proceso opuesto al que ocurre con otra
proteina vinculada al manejo del Ca®*, la SERCA (sarcoplasmic-endoplasmic-
reticulum calcium ATPase) cuya expresion aumenta durante la vida postnatal
(134-137). Asi, en los recién nacidos, la participacion del NCX en el
acoplamiento éxito-contractil cardiaco seria mas relevante que en los
corazones adultos (ver mas adelante en “Acoplamiento éxito-contractil”).

El NCX1 tiene 970 aa y un peso molecular (PM) de 110 KDa (128). Posee 9
segmentos transmembrana, con la porcién N-terminal por fuera de la célula,
mientras que el extremo C-terminal se encuentra hacia el citoplasma (figura 6)
(138-140). Posee ademas un gran lazo interno hidrofilico (entre los aa 250 y
796) entre los segmentos transmembrana 5 y 6, el cual es importante para la

regulacion alostérica intracelular por Ca* o Na* (141, 142).

CH,0

Extracelular

Gran lazo
citoplasmatico

Sitio regulado :
por Ca” B'2
B-1

N

Figura 6: Representacion esquematica del NCX.

COOH

Raul Ariel Dulce 15



Introduccién

La funcién primaria del NCX es el manejo de Ca*®. Bajo condiciones
fisiolégicas y suponiendo que los gradientes de Na* y Ca™ permanecen
constantes en el espacio subsarcolemal, podemos estimar que el potencial de
inversion del NCX (Encx) (valor del potencial de membrana que anula el flujo
i6nico por gradiente de concentraciones a través del intercambiador), es

aproximadamente —40 mV que surge de la siguiente ecuacién:

Encx=3ENa-2Eca
Ena=(RT/F) In{[Na*]o/[Na"]} (ecuacion 1)
Eca=(RT/2F)In{[Ca*?]/[Ca**]}

donde los simbolos entre corchetes indican concentracion del ién, pudiendo ser
intracelular (j) o extracelular (¢), Ena Y Eca son los potenciales de equilibrio para
el Na*y Ca*? respectivamente, R la constante de los gases, T la temperatura
absoluta y F la constante de Faraday, considerandose como valores
fisiolégicos de [Na'];y [Na*]e 10 y 140 mmol/L respectivamente.

Dado que se trata de un transportador electrogénico, la fuerza impulsora (FI)
que actlia sobre el NCX esta determinada por la diferencia entre el potencial de
membrana (Vm) y el Encx (FI=Vm-Encx). Cuando el Vm es igual al Encx no se
registra corriente, pues la Fl es cero. A Vm mas negativos que el Excx se ve
favorecida la salida de Ca*? y entrada de Na* (modo directo o “forward”,
corriente catiénica hacia adentro o “inward”) contribuyendo a la relajacion de la
célula muscular. Cuando el Vm toma valores mas positivos que el Encx se
registran flujos de estos iones en sentidos opuestos, es decir modo inverso o
“reverse”, corriente catidnica hacia afuera o “outward”. El hecho de que durante
un potencial de accién miocardico (PA) el Vm supere el valor teérico de Encx
haria pensar que el modo inverso del NCX (NCXjn,) participaria activamente en
el ingreso de Ca*? durante el acoplamiento éxito-contractil. Sin embargo, existe
gran controversia respecto de la contribucion del NCX;,, a la contractilidad
basal (143-147) debido a que durante el PA el nivel de Ca'? aumenta, y esto
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modifica el Encx haciéndolo mas positivo. De esta manera existe un
compromiso entre el aumento del Encx Yy del Vm, probablemente impidiendo
que dicho PA alcance o supere el Encx real (ver ecuacion de Encx). Sin
embargo ha sido demostrado que bajo ciertas condiciones farmacoldgicas y/o
patolégicas, el modo inverso puede cobrar mayor relevancia para la funcién
contractil (134, 148-151). En la insuficiencia cardiaca por ejemplo se encuentra
aumentada la expresion del NCX, supuestamente como un mecanismo
compensador para mantener la contractilidad ante la deficiente funcién del RS,
lo que hace pensar que el NCX contribuiria a la entrada de Ca*? al citosol y, de
esta manera mantendria la funcién contractil (149, 150).

Como ya se dijo, la actividad del NCX es afectada por los iones que transporta.
Tanto el Ca* como el Na* modulan la actividad del NCX1 (152, 153). Mas aun,
ambos modos del intercambiador solo son activos cuando se encuentra Ca*?
unido al sitio intracelular de alta afinidad localizado en la parte central del gran
lazo citoplasmatico (154, 155). Aunque existe controversia, el valor de la
constante de afinidad de este sitio (K1) se encontraria entre 0.022 y 0.4 uM.
En presencia de Ca*% y de Ca' en el sitio regulatorio intracelular, altas
concentraciones de Na®™ en la superficie citoplasmatica activan rapidamente el
transporte, seguido por una caida lenta hacia el estado estacionario (152). Esto
se conoce como inactivacién dependiente de Na* (156) y se ha sugerido que
ocurre cuando el sitio de transporte esta muy cargado con Na* (152, 156). La
inactivacién dependiente de Na® estda modulada por una gran variedad de
factores: es aumentada cuando aumentan los niveles de H” intracelulares (bajo
pH) (152, 157, 158) y es atenuada por concentraciones pmolares de ca®?,
milimolares de ATP, o PIP2 (151, 159, 160). Esta inactivacion esta ausente
cuando la superficie intracelular es digerida parcialmente por una enzima
proteolitica (141), sugiriendo que el lazo intracelular esta involucrado en esta
inactivacion. Ademas, el tratamiento del NCX1 con distintos agentes reductores
(ditiotreitol y FeSO3) produce un aumento de su actividad (161) interpretandose

como una atenuacién de la inactivacion dependiente de Na* (162).
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El aumento de Na" intracelular favorece la entrada de Ca*? por el modo inverso
y/o deprime su salida por el modo directo, produciéndose una acumulacion
intracelular de Ca*? que, de mantenerse en forma croénica, podria tener efectos
nocivos (163).

Muchos cationes divalentes y trivalentes funcionan como bloqueantes del NCX,
como La*® (164) Ni*? (165, 166) y Cd*? (167, 168). Por otra parte el KB-R7943
es un potente y selectivo inhibidor del NCX,, (143, 169, 170).

Estiramiento del miocardio e hipertrofia cardiaca

Se ha demostrado que cuando se estira el musculo cardiaco se produce un
aumento de la fuerza de contracciéon que ocurre en dos fases: una inmediata de
desarrollo rapido, seguida de una segunda fase de desarrollo gradual en la que
la fuerza aumenta aproximadamente 20-25% mas. El primer aumento de fuerza
es debido a una mayor respuesta de los miofilamentos al Ca*?, ocurre sin
cambios en el incremento transitorio de Ca*% (TCa*%) que da origen a la
contraccion (171) y se considera que seria la expresién del mecanismo de
Frank-Starling o regulacion heterométrica de la contractilidad miocardica. En
cambio, el aumento de fuerza de la segunda fase se acompafnia de un aumento
del TCa*? (45, 171) y seria la causa del efecto Anrep descripto en 1912 (172).
Trabajos recientes de nuestro laboratorio han abordado en detalle el estudio de
la segunda fase de aumento de fuerza post-estiramiento y han permitido
sugerir que el mecanismo que lleva al aumento del TCa™ es de naturaleza
autocrina-paracrina e involucra la liberacién secuencial de Ang Il vy ET
endogenas (173). La Ang Il, a través de Rcs ATy, provoca la liberaciéon de ET
que a su vez activa al intercambiador NHE-1, esto lleva al aumento de la [Na'];,
lo cual facilita el funcionamiento del NCXi,, promoviendo el ingreso de Caala
célula y el consecuente aumento del TCa'? (46, 91).

En el corazén intacto, una sobrecarga hemodinamica seria equivalente a estirar
el miocardio. Por lo tanto es razonable pensar que estos mecanismos se
pudieran poner en marcha con el consecuente aumento del Ca*? intimamente

asociado al desarrollo de HC. La evidencia experimental demuestra que el
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estiramiento del miocardio induce hipertrofia cardiomiocitica (14, 15, 174) pero
poco se conoce acerca de los mecanismos involucrados. En ambos procesos
el estimulo mecanico requiere la integridad de la estructura de ciertas proteinas
de membrana y del citoesqueleto (175).

Es importante destacar que la contribucion del NHE-1 al aumento secundario
de fuerza post-estiramiento es a través del aumento del Na*; que se produce, y
no por cambios en el pH intracelular (pH;). En tal sentido, ha sido previamente
demostrado que la activacion del NHE-1 por Ang Il y otros factores de
crecimiento se acomparnia, en condiciones en las que el buffer fisiolégico CO,-
HCO3 esta presente, de la activacion simultanea del intercambiador aniénico
CI/HCO3 (AE), mecanismo acidificante independiente de Na*, lo cual se
traduce en la ausencia de cambios significativos de pH; (92, 176, 177).

En consonancia con el mecanismo autocrino-paracrino propuesto para explicar
el aumento del TCa*? y del desarrollo de fuerza de la segunda fase, Fujita y
Endoh (178) trabajando en miocitos aislados de corazén de conejo,
demostraron que la activaciéon del NHE-1 y la subsiguiente induccion del NCXqy
participan en el efecto inotrépico positivo de la Ang Il. Ademas, en un trabajo
posterior los mismos autores demostraron la participaciéon del NCX;,, en la
generacién del EIP de ET (179). En la misma linea, una comunicacion reciente,
en miocitos cardiacos de gato, muestra que la Ang Il provoca aumento de la
corriente producida por el NCX actuando en modo inverso y que este efecto
esta mediado por ET endégena (180).

Pareciera posible especular que el estiramiento sostenido en el tiempo seria
capaz de inducir HC por accion autocrina-paracrina de Ang II/ET sobre el NHE-

1 y consecuente modulacion del NCX (14).

Acoplamiento éxito-contractil (AEC)

Se denomina AEC al conjunto de procesos que comienzan con la
despolarizaciéon de la membrana plasmatica y terminan en la contraccion
muscular (181). Los procesos gque se ponen en juego se pueden separar en

tres etapas:
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1. PAy entrada de Ca*?

2. Liberacion de Ca* inducida por Ca*?

3. Contraccién muscular
Frecuentemente se agrega a esta secuencia de procesos, una cuarta etapa
gue corresponde a la “relajacién muscular’, la cual tiene importancia relevante
entre los ciclos contractiles. De esta manera es comun que el ciclo completo se
denomine “Acoplamiento Excitacién-Contraccién-Relajacion”.

1- PAy entrada de Ca*%:
Cuando el musculo cardiaco es estimulado, se abren canales rapidos de Na*,
aumentando la permeabilidad al i6n, el cual ingresa a la célula despolarizando
el sarcolema de los miocitos (182). Esta despolarizacion se propaga por toda la
superficie celular en forma de PA. El PA de miocitos ventriculares cardiacos
presenta una meseta (fase 2) de varios milisegundos de duracion donde existe
un equilibrio transitorio de corrientes polarizantes y despolarizantes. La
principal corriente despolarizante en la meseta es la corriente de Ca*? (ICa*?)
debida a los canales de Ca*? tipo L (del inglés “long lasting” o larga duracién).
Se sabe que las células cardiacas tienen al menos dos tipos de canales de
Ca*? operados por voltaje (183, 184): los tipo T (rapidos) que se cree que son
los responsables de la propiedad de marcapaso de las células cardiacas (185)
y los tipo L, responsables de la mayor cantidad de Ca*? que entra a las células
a nivel del sarcolema durante la meseta del PA, evento que vincula los
fendmenos eléctricos con los mecanicos ya que es necesario para inducir la
liberacion de Ca*™ desde el reticulo sarcoplasmico (RS) (figura 7). Los tipo L
son inactivados por varios compuestos organicos e inorganicos
(dihidropiridinas, fenilalquilaminas, Cd*?, La*®y Mn*®) (183, 186).
Otra via por la cual podria ingresar Ca*? a la célula durante el AEC es el
NCXin, pero como ya se ha mencionado antes, se discute si este mecanismo
es de relevancia en condiciones normales, adquiriendo notable preponderancia
cuando mayor es la [Na']; (168, 187-191).

2- Liberacion de Ca*? inducida por Ca*?:
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En el musculo cardiaco el principal reservoric de Ca** es el RS. En el RS se
conocen 2 tipos de canales diferentes que liberan Ca*?, llamados receptores de
rianodina (RyR) (192, 193) (tienen alta afinidad por el alcaloide rianodina) y
receptores de IP; (IP3R) (73, 194-195).

El RyR es el mas importante en el AEC cardiaco normal, siendo la participacion
de IP3R en estas condiciones todavia discutida. Los RyR estan localizados en
la vecindad de lo canales tipo L favorecido por la disposicion en diadas del RS
y los tdbulos T. Luego de la despolarizacién y entrada de Ca*? se produce un
aumento local de la concentracién de Ca*® y activacion de un RyR o de un
pequefno grupo de ellos, lo cual produce elevaciones muy pequefias y muy
localizadas de la [Ca*?] en el citoplasma, conocidas en inglés como “sparks” (0

chispas de Ca) (196). La sumacidon espacial y temporal de varios de estos

sparks produce el TCa* (figura 7).

Ca” 3Na’ y\

Figura 7: Esquema de las posibles fuentes de aumento del Ca™, y fendmeno de liberacion de

Ca™ inducida por Ca**: Con flechas rojas se indican las principales vias de entrada de Ca* al
citosol, a través de los canales tipo L (DHPR), desde el reticulo sarcoplasmico (RS) a traves de
los canales de rianodina (RyR), o a través del NCX,,. Los canales de Ca* tipo L se encuentran
préximos a los de RyR. En respuesta al cambio del potencial de la membrana sarcoplasmica
(MS) por la llegada del potencial de accién (PA), se activa una corriente de Ca™ tipo L (ICa*?) y
generan un pulso de Ca”™ que activa a los receptores de rianodina (RyR) en el reticulo

sarcoplasmico (RS).
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3. Contraccion muscular:

Luego de la liberacién de Ca*? de RS, el Ca* citosdlico aumenta desde
aproximadamente un valor de 107 M a 10® M, o sea 10 veces su valor en
reposo. Este incremento de la [Ca*?) inicia distintos procesos, uno de los
cuales culmina en la contraccion miocardica.

La unidad contractil del mdsculo se denomina sarcémero y esta limitada por 2
lineas Z (figura 8) (197, 198). Cada sarcomero es un conjunto interdigitado de
filamentos finos y gruesos. Cada filamento grueso tiene una longitud

aproximada de 1.55 um y esta compuesto por una proteina llamada miosina.

Longitud del sarcomero
en el musculo elongado

an'da z Ban&a 4

o]

L
|
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Longitud del sarcémero
en el musculo contraido

Figura 8: Esquema de un sarcémero. Seccién longitudinal de un sarcdmero en distintos grados
de acortamiento. Se observa claramente como aunque el sarcomero se acorte, acercandose
las lineas Z, la longitud de las proteinas contractiles no se modifica. Miosina en negro, actina en
blanco. (Modificado de Cingolani HE, Houssay AB y colaboradores. Fisiologia Humana de
Houssay. Seccidn |. Fisiologia General (ed) El Ateneo 2000, pp 59-94, Buenos Aires).

La miosina es una molécula de alto peso molecular que tiene forma de baston y
posee una cola que esta orientada hacia el centro del sarcomero y una cabeza
globular flexible que se orienta hacia los discos Z. La cabeza es la base
molecular del puente cruzado debido a la actividad ATPasa que posee (figuras

9 A). Los filamentos finos tienen una longitud aproximada de 1 uym y se
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extienden de la linea Z hasta el centro del sarcémero. Estan compuestos en su
mayoria por una proteina denominada actina y por otras proteinas regulatorias,
la troponina y la tropomiosina (197, 199). Los mondémeros de actina G
(globular) se ordenan formando el filamento fino (actina F). Estos filamentos se
disponen en pares de hélices o. La actina puede interactuar con la miosina y
activar la actividad ATPasa de su cabeza. La tropomiosina es una molécula
delgada y larga que se extiende en todo el filamento fino. Cada molécula de
tropomiosina se extiende sobre 7 de actina G (figura 9 B). La troponina esta
formada por tres componentes, la T (TnT), lal (Tnl) y la C (TnC). El conjunto de
estas tres se denomina complejo troponinico. La TnT es la que une el complejo
con la Tropomiosina, la Tnl junto con la tropomiosina inhibe la unién de la
actina con la miosina, y la TnC une Ca* (196, 197, 199). Existen otras
proteinas asociadas al sarcémero que contribuyen al mantenimiento de la
estructura. En la figura 9 se esquematiza la estructura de los filamentos.

Segun la teoria del deslizamiento de los filamentos, el acortamiento del
musculo estriado se produce debido al deslizamiento de los filamentos finos
sobre los gruesos hacia el centro del sarcomero provocando que cada uno de
los sarcomeros se acorte sin que se modifique la longitud de los filamentos. La
base molecular de la contraccién muscular es debida a la interaccion ciclica de
la actina con las cabezas de miosina (puentes cruzados) asociada a la
hidrolisis de ATP (196, 197). El deslizamiento de los filamentos y su
consecuencia, la contraccidon muscular, estan regulados por la troponina y la

tropomiosina.
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Figura 9: Miofilamentos. Panel A: Representacién esquematica de una molécula de miosina.
Las colas estan formadas por dos cadenas pesadas enroscadas entre si hasta un extremo en
donde se separan y enroscan sobre si mismas, formando la cabeza. Las colas dan rigidez al
filamento, las cabezas salen del mismo constituyendo los puentes cruzados. Panel B: Esquema
del filamento fino donde se muestra la disposicion de la actina (circulos grises), tropomiosina
(Tm), troponina | (Tn 1), troponina C (Tn C) y la troponina T (Tn T). (Modificado de Cingolani
HE, Houssay AB y colaboradores. Fisiologia Humana de Houssay. Seccién . Fisiologia
General (ed) El Ateneo 2000, pp 59-94, Buenos Aires).

A+M_ADP.Pi
(atta afinidad por fa actina)

Filamento grueso

A+ M. ATP
(baja afinidad por la actina)
AnP
A+M.ADP.Pi

3 ORI
A+M > 1ope®

Figura 10: Procesos bioquimicos durante un ciclo de contraccion. El puente transversal se une
al filamento fino girando sobre si mismo y generando tensién tracciona del filamento fino, que
se desliza sobre el grueso; luego la cabeza de miosina se libera para volver a fijarse en otro
punto del filamento de actina, y asi sucesivamente. Los puentes transversales de las mitades
opuestas del sarcémero giran en direcciones opuestas y de esta forma acercan cada mitad del
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sarcomero al centro. La energia para la contraccion proviene de la hidrélisis de ATP en ADP y
Pi. EI ATP se une a la cabeza de miosina inhibiendo Ja unién de esta con la actina (1). La baja
actividad ATPasa de la miosina hace que el ATP sea desdoblado lentamente en ADP y Pi
formando un complejo intermedio, miosina-ADP-Pi (2). Este complejo es capaz de unirse a la
actina formando el complejo activo, actina-miosina-ADP-Pi (3). Esta nueva interaccion formada
promueve la actividad ATPasa de la miosina haciendo que se libere el fosfato de alta energia
del ATP, determinando un cambio en la posicién del puente transversal y el deslizamiento del
filamento fino sobre el grueso (4). De esta manera la energia quimica es transformada en
mecanica. El nuevo estado (4) se conoce como complejo de rigor y permanece asi hasta que
una nueva molécula de ATP se una a la cabeza de miosina. (Modificado de Cingolani HE,
Houssay AB y colaboradores. Fisiologia Humana de Houssay. Seccion |. Fisiologia General
(ed) El Ateneo 2000, pp 59-94, Buenos Aires).

Cuando aumenta la [Ca*’] citosolico ([Ca*).) se revierte la inhibicion
preexistente entre actina y miosina, y se desencadena la contraccion muscular.
El Ca*? se une a la TnC y produce un cambio conformacional en el complejo
tropomiosina-troponina que hace que se libere el bloqueo del sitio activo de Ia
actina y de esta forma pueda interactuar con la miosina. Este hecho promueve
la actividad ATPasa de la miosina, la hidrélisis del ATP y la fuerte unién con la

actina que precede al desarrollo de tension.

RGP =
o
Puente
transversal i
— f
; Cab

Miosina

Sitio activo de la actina
Complejo troponinico
Tropomiosina

Ca’

Figura 11: Regulacion de la contraccion por Ca*’. En reposo la Tm y el complejo troponinico
bloquean el sitio activo de la actina. Al incrementarse la [Ca+2]i, luego de la despolarizacién,
este i6n se une a la Tn C y produce el corrimiento del complejo Tm y Tn, liberando el sitio
activo de la actina. (Modificado de Cingolani HE, Houssay AB y colaboradores. Fisiologia
Humana de Houssay. Seccién |. Fisiologia General (ed) El Ateneo 2000, pp 59-94, Buenos
Aires).

4. Relajaciéon muscular:
Para que el musculo se relaje es necesario que baje la [Ca*?).. Cuatro sistemas

estan involucrados en la disminucién del Ca*? citoplasmatico, la proporcion en
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que cada uno de ellos contribuye varia segun la especie y las condiciones
fisiopatoldgicas. El principal responsable de la relajacion muscular es el RS ya
que posee en la membrana una proteina Ca-ATPasa, la SERCA2a, la cual
transporta Ca*™ desde el citosol hacia el RS (retoma de Ca*?) a una velocidad
suficiente como para producir la relajacion. La capacidad de transporte de la
SERCA esta regulada por medio de la fosforilacion de la proteina fosfolamban,
que se encuentra unida a ella. Cuando la fosfolamban estéd desfosforilada se
fija a la SERCA2a y deprime el transporte de Ca*?, mientras que fosforilada se
libera aumentando la retoma de Ca* (200, 201).

Otros de los mecanismos involucrados en la relajacion muscular, pero con
menor importancia, son el NCX (actuando en el modo directo), la Ca** ATPasa
de la membrana celular y el transportador de Ca*® mitocondrial (202). En
especies en las que el RS es menos importante, como el sapo, estos ultimos

mecanismos tienen mas peso (203) (figura 12).

Figural2: Representacién esquemdtica de las vias de el/m/naaon del Ca**citosdlico. Luego de
la contraccion el complejo troponina-tropomiosina libera Ca* porque la su concentracnon
citosolica disminuye. Con flechas rojas se muestran las principales vias de eliminacion de Ca*
Estas son a través de la SERCA2a (SERCA), cuya inhibicion preexistente se revierte cuando
fosfolamban (PLB) se fosforila. Otros mecanismos que participan en la relajamon son el modo
directo del NCX, la Ca®* ATPasa del sarcolema y el transportador de Ca® de las mitocondrias
(MIT).
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Objetivos

El objetivo general del presente trabajo de Tesis Doctoral fue dilucidar el
mecanismo mediante el cual la Ang Il produce EIP e hipertrofia miocardica. Los
antecedentes expuestos en INTRODUCCION permiten pensar en un
mecanismo autocrino-paracrino similar al disparado por el estiramiento del
miocardio y responsable de la segunda fase de aumento de fuerza, el cual

incluye: Liberacion de ET endbégena—activacion del NHE-1— aumento de
Na*;—activacion del NCX;,, —aumento del TCa*?;

La hipétesis principal es que esta secuencia de eventos es responsable del
desarrollo del EIP y a la vez es la sefial de inicio para el desarrollo de HC en

respuesta a Ang Il exégena.

En este marco se intentara probar que:

tanto el EIP como el efecto pro-hipertréfico de bajas dosis de Ang Il

(suficiente como para producir un aumento de fuerza similar al de la
segunda fase de fuerza) es mediado por la formacion/liberaciéon de ET,

¢ el mecanismo subyacente por el cual ocurren estos fendmenos involucra
la activacion del NHE-1 y el consecuente aumento de la [Na™];,

¢ el aumento de Na'; magnifica la funcién en sentido inverso del NCX, el
cual contribuye a una mayor entrada de Ca™ al miocito durante la
contraccion,

¢ este aporte extra de Ca*? al citosol influye tanto en el mayor desarrollo de
fuerza como en la activacién de las vias de sefalizacién que llevan a la

HC.
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Materials y Métodos

Aspectos Generales

Los experimentos fueron llevados a cabo respetando las normativas generales
para uso de animales de laboratorio estipuladas en la “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, NIH Publication No. 85-23, 1996” en musculos
papilares de gato y en miocitos aislados de corazones de ratas Wistar recién

nacidas (2 a 3 dias de edad).

Estudios de contractilidad en misculo cardiaco aislado

Los experimentos se realizaron utilizando musculos papilares (mp) aislados del
ventriculo derecho de gato de acuerdo a una técnica descripta anteriormente
(90, 173). Los mp se montaron en una camara de sobreperfusién continua
ubicada sobre la platina de un microscopio invertido, adaptado para la medicion
simultanea de iones intracelulares por fluorescencia y fuerza contractil, entre un
transductor de fuerza y un soporte fijo. Se registré la fuerza desarrollada y la
velocidad de contraccion y relajacion durante contracciones isométricas
obtenidas por estimulacion eléctrica a través de pulsos cuadrados de una
intensidad ~ 20 % por encima del umbral, a una frecuencia constante de 0.2
Hz. Los mp se estabilizaron durante 15 minutos a carga 0 (sin estirar),
determinandose su longitud y superficie de seccidon transversal bajo estas
condiciones. Se realizaron estiramientos sucesivos cada 5 minutos mediante
un tornillo micrométrico, para determinar la longitud a la cual los mp
desarrollaban la fuerza maxima (Lmax). Alcanzada Lmax los mp se acortaron
hasta obtener un desarrollo de fuerza equivalente al 95% del desarrollado a
Lmax (longitud que corresponde a ~98% de Lmax) y en esta longitud se
estudiaron los efectos de las distintas maniobras farmacoldgicas. Como
solucién salina normal de sobreperfusion se usé Ringer-bicarbonato de
composicion (en mmol/L): 128.3 de NaCl, 4.5 de KCI, 1.35 de CaCl,, 20.23 de
NaHCO;, 1.05 de MgSO4 y 11 de glucosa, equilibrado con una mezcla
gaseosa de 5% de CO; en Oy (pH~7.40). Para eliminar la influencia de las

catecolaminas liberadas por las terminales nerviosas en los efectos inotropicos,
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se agregaron atenolol y prazosin (bloqueantes B y a respectivamente) ambos

en concentracion 1 umol/L. Los experimentos se realizaron a 30° C.

Determinacién de Ia [Na']; por fluorescencia en mp de gato.

La [Na'}; se determin6 mediante el indicador fluorescente SBF! (sodium-binding
benzofuran isophtalate), usando una versidén modificada de una técnica
descripta por Harootunian y col. (204). Brevemente, los mp se incubaron con
SBFI-AM 10 umol/L durante 2 horas, al cabo de las cuales se procedié al
lavado del liquido extracelular con solucién buffer libre de indicador durante ~1
hora. Cuando se usan formas AM de un indicador, una vez que el mismo se
encuentra dentro de la célula, es necesario esperar un tiempo para que el éster
sea hidrolizado por las estearasas intracelulares, las cuales lo liberan de la
porcion AM y lo transforman en su forma acida libre, que es la sensible al ién y es
impermeable a la membrana, lo cual minimiza su pérdida hacia el liquido
extracelular. Las longitudes de onda de la luz incidente (excitacion) fueron 340 y
380 nm, y la emision fue recogida luego de atravesar un filtro especifico de
535+5 nm. Dado que los cambios en [Na']; no alteran la emision luego de excitar
con 380 nm, pero promueven una modificacion en la emisidn luego de excitar con
340 nm, dividiendo las emisiones 340 nm/ 380 nm el cociente aumenta cuando
aumenta [Na']. El cociente entre la fluorescencia de las sefales emitidas fue
realizado off-line luego de sustraerles los correspondientes valores de
autofluorescencia (fluorescencia basal en ausencia del indicador) en cada
longitud de onda. Los cocientes de fluorescencia del SBFI fueron
transformados en valores de [Na']; mediante calibraciones “in vivo” (205). La
calibracién “in vivo” de la fluorescencia del SBFI fue hecha de acuerdo a
Harootunian y colaboradores, con una soluciéon conteniendo gramicidina 2.0
puM, monensina 5.0 uM y ouabaina 50 uM. Las diferentes concentraciones de
Na® fueron preparadas a partir de mezclas apropiadas de una solucién de alta
concentracion de Na® (150 mmol/L) con una de alto contenido de K* (150
mmol/L). Las curvas de calibracion de Na* de diferentes preparaciones fueron

lineales en el rango de concentraciones fisioldégicas (4 a 16 mM).
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Determinacion del pH; por fluorescencia en mp de gato.

El pHi se determiné mediante el intercambiador fluorescente 2°,7-bis (2-
carboxietil)-5,6-carboxifluoresceina (BCECF). Los H* son capaces de unirse a
la forma desesterificada del indicador fluorescente, modificando su emision
segun la longitud de onda con la cual se lo excita. Los mp se cargaron con la
forma éster acetoximetilada de este indicador (conocida como forma “BCECF-
AM”) la cual, por ser muy lipofilica atraviesa muy faciimente la membrana celular.
Se incubaron durante 30 minutos en la solucién salina control conteniendo 10 uM
de BCECF-AM a 30°C. Posteriormente se lavé el espacio extracelular con
solucion libre de indicador con el mismo fin que se indico antes de permitir la
desesterificacion intracelular del indicador. Para lograr la excitaciéon del BCECF,
los mp se iluminaron (luz excitante) con un rayo proveniente de una lampara de
Xenon (Oriel arc lamp model 68806) previo paso por un filtro de banda Unica
selectivo (495 6 440 nm) y luego de insidir en un espejo dicroico (515 nm) el cual
refleja el haz y lo conduce hacia el musculo para iluminar un area de
aproximadamente 1.5 mm de diametro. La luz fluorescente emitida por el
indicador paso por el objetivo y se transmitié por un espejo dicroico (DIILP 580
nm) para atravesar un filtro de emisién de 5355 nm vy finalmente llegar a un
fotomultiplicador (3527 Hammamatsu) colocado en una capsula sellada y opaca a
la luz ambiente. La sefal proveniente del fotomultiplicador se filtré6 a 100 Hz y se
dirigi6 a una PC compatible a través de un convertidor analdgico/digital (2801-A
Data Translation). Las sefiales se almacenaron luego en la computadora, para
poder calcularse el cociente de fluorescencias, previa substraccion de la
autofluorescencia basal (sin indicador) para cada sefal. Simultaneamente se
almaceno en la computadora la fuerza generada por el musculo.

Calibracion de la sefial fluorescente de BCECF: Al final de cada experimento la
sefal fluorescente se calibré con soluciones de pHs conocidos, que contienen
(en mmol/L): HEPES 12, KCI 140, MgCl, 1, EGTA 2 y 2,3-butanediona monoxima
(BDM) 15, a las que se les agregd 12 pmol/L de nigericina. El BDM es una droga
que previene la hipercontractura de la célula ya que desacopla la excitacion de la

contraccion impidiendo la interaccién entre la actina y la miosina. La nigericina es
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un contratransportador H/K* que permite anular el gradiente de pH
transarcolemal, lo cual garantiza que el pH de la solucion de calibracion es el
mismo que “sensa” el indicador de pH que esta en el citosol. El pH de las
soluciones se ajusté con KOH en cuatro diferentes valores entre 7.5 y 6.5. Se
registraron los cocientes de fluorescencia que generan cada uno de esos pHs
conocidos, se ajustaron linealmente y se interpolaron los valores experimentales
en ese ajuste (206).

Protocolos experimentales: el efecto de Ang Il o ET-1 sobre mp fue
ensayado en ausencia o en presencia de: HOE642 (1 umol/L) inhibidor del
NHE-1, losartan (1 umol/L) bloqueante de receptores ATy, TAKO44 (1 umol/L)
bloqueante inespecifico de receptores de ET, phosphoramidon (100 pmol/L)
inhibidor de la ECE y KB-R7943 (5 umol/L) inhibidor del modo inverso del NCX.
En todos los casos los bloqueantes o inhibidores fueron agregados ~20
minutos antes de Ang Il o ET-1, periodo durante el cual el desarrollo de fuerza
no sufri6 cambios mayores a un 3%. Ademas se constatdé cuidadosamente que
la fuerza desarrollada haya alcanzado un estado estable antes del agregado de

algun péptido.

Estudios de los efectos pro-hipertréficos de Ang Il y ET en cardiomiocitos

de ratas recién nacidas (CMRRN)

Aislamiento de CMRRN.

Para cada experimento se digirieron enzimaticamente 15 a 20 ventriculos de
ratas Wistar de 2 a 3 dias de vida, previamente cortados en trozos de
aproximadamente 1 mm?®. La digestion se realizo en 6 a 8 ciclos de 10 minutos
y a 37 °C con agitaciéon continua en un medio amortiguador a base de fosfatos
con la siguiente composicion (mmol/L): 136.7 de NaCl, 2.68 de KCI, 1.47 de
KH,PO,4, 8.33 de NaH,PO4 y 55 de glucosa (PBS/glucosa) conteniendo 740
unidades de colagenasa Il, 370 unidades de tripsina | y 2880 unidades de
DNAsa (todas de Wortington). Los sobrenadantes se agregaron sobre una

mezcla de 5 mL de suero fetal bovino (FBS) y 5 mL de suero de caballo (HS)
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(ambos de GIBCO). La suspension de células fue filtrada a través de una malla
de 100 um de poro y se centrifugd a 2000 rpm durante 5 minutos. Se retiré el
liquido sobrenadante y el sedimento celular fue resuspendido en una solucién
amortiguadora ADS de composicién (mmol/L): 116 de NaCl, 20 de HEPES, 1
de NaH>PO4, 5.36 KCI, 0.81 de MgS0O4 y 5.5 de glucosa (llevado a pH 7.4 con
solucién de NaHO), y filtrado nuevamente con una malla de 100 um de poro. La
suspension celular obtenida se centrifugd a 3500 rpm a través de un gradiente
de Percoll (constituido por las siguientes fases: 45% de percoll en ADS la
superior y 65% la inferior) para separar los cardiomiocitos de los otros tipos
celulares. Luego, los cardiomiocitos recolectados de la interfase entre las
soluciones de percoll, fueron lavados con medio de cultivo Nutriente F10
(SIGMA) y separados por centrifugacion a 2000 rpm durante 5 minutos.
Finalmente, se contaron y se plagquearon en platos de cultivo previamente
cubiertos por una capa de colageno tipo | (UPSTATE Biotechnology) a una
densidad de aproximadamente 10° células por cm? (excepto para los
experimentos destinados a determinar el area superficial) e incubaron en medio
de cultivo F10 conteniendo 10 % de FBS, 10 % de HS, 100 unidades/mL de
penicilina y 100 pg/mL de streptomicina. A las 24 horas, se les reemplazé el
medio de cultivo por DMEM (GIBCO) conteniendo 1% de FBS, 0.2% de
seroalbumina bovina (BSA), 20 nmol/L de selenito de sodio, 10 pg/mL insulina,
10 ug/mL apo-transferrina y 20 mg/mL acido ascorbico y se incubé durante
otras 24 horas. Al cabo de este tiempo, el medio fue reemplazado por DMEM
con suplementos y libre de FBS, y en esas condiciones los cardiomiocitos se
incubaron nuevamente 24 horas. En todos los casos se mantuvo los cultivos en
presencia de 10 umol/L de B-arabinofuranésido (SIGMA), inhibidor de la

sintesis de ADN, para prevenir la proliferacién celular.

Determinacién de Ia [Na']; y [Ca*?]; por fluorescencia en CMRRN
Se usaron cardiomiocitos crecidos hasta confluencia sobre vidrios cubreobjeto

cubiertos de colageno tipo |. Se estimularon eléctricamente a una frecuencia
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similar a la que presentaban espontaneamente en cultivo (0.5 Hz) con
intensidad 20% mayor a la umbral. El estimulo eléctrico fue iniciado 5 minutos
antes de comenzar a registrar la fluorescencia. La rotaciéon de los filtros de
excitacion y el registro de la fluorescencia se llevaron a cabo con un Sistema
de Fluorescencia lonOptix acoplado a un microscopio invertido Nikon TE-2000
U. La [Na']; se determin6é mediante SBFI de manera similar a la descripta para
mp.

Para la determinacion del [Ca?*], las células se cargaron con el indicador Fura-
2 AM durante 15 minutos. El proceso de carga fue seguido por 3 lavados con
solucién sin indicador e incubacién por otros 30 minutos para permitir su
desesterificacion. Las longitudes de onda de excitacion fueron 340 y 380 nm y
se monitored la fluorescencia emitida luego de pasar a través de un filtro de
510 nm. El cociente 340/380 de fluorescencia emitida fue realizado off-line
luego de sustraerles los correspondientes valores de autofluorescencias a cada

*2); se calculé a partir de la siguiente ecuacion [Ca*?=

longitud de onda. La [Ca
K'g (R-Rmin)(Rmax-R) con K'g= Kq (St2/Sp2) (207). En nuestras condiciones, Ky,
Rmin ¥ Rmax fueron 5584 nmol/l, 0.211 y 1.099 respectivamente. La
fluorescencia de Fura-2 se calibré con soluciones de diferentes niveles de Ca*?
libre, las que se obtuvieron mezclando una solucién A (sin Ca*?) con otra
solucion B (con Ca+2), en proporciones adecuadas. Las composiciones de
dichas soluciones fueron las siguientes (en mmol/L): solucién A, 120 de NacCl,
4 de KCI, 1.2 de MgCl,, 10 de HEPES, (pH 7.4 con NaOH) 4 de NaCN, 20 de
BDM, 2 de Aacido iodoacético y 0.01 de ionomicina, 10 de EGTA. La
composicion de la solucién B fue similar a la anterior pero con 10 mmol/L de
CaCl, resultando una [Ca*?] libre de 30 umol/L.

Induccién del modo inverso del intercambiador Na*/Ca** en CMRRN

Los cardiomiocitos cargados con Fura-2 fueron sometidos a una abrupta
remocion del Na* extracelular para forzar el funcionamiento del NCX en modo
inverso. La soluciéon de sobreperfusién control contenia (en mmol/L):140 de
NaCl, 6 de KCI, 1 de MgCl,, 1.8 de CaCl,, 6 de HEPES, 6 de glucosa (llevado a

pH 7.4 con NaOH). La remocién del Na*. se realizé cambiando la solucién
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control por una solucién de similar composicion pero libre de Na®*, el cual fue
sustituido por una concentracién equimolar de LiCl (llevado a pH 7.4 con LiOH).

El estimulo de marcapaso fue detenido en el momento de la remocion del Na

extracelular.

Determinaciéon de la velocidad de relajacion del TCa'% inducido por un

pulsos de cafeina en CMRRN

Se realizaron de acuerdo a un protocolo similar al descripto por Bassani y col.
(208). A los CMRRN cargados con Fura-2 y estimulados eléctricamente
durante 15 minutos, se les detuvo el marcapaso durante 15 segundos al cabo
de los cuales se cambié rapidamente la solucién control (similar a la descripta
anteriormente) por una similar conteniendo cafeina 10 mmol/L, monitoreando
simultaneamente el Ca*’. Se analizaron las velocidades de relajacién de los
pulsos de Ca*? obtenidos en condiciones control y tratados durante 24 horas
con ET-1.

Determinacion del pH; por fluorescencia en CMRRN.

El método utilizado para CMRRN fue similar al descripto para mp, pero con
leves modificaciones. Se incubaron los miocitos durante 30 minutos con
BCECF-AM vy luego se lavdo durante otros 30 minutos para favorecer la

desesterificacion intracelular del indicador.

Determinacion de la actividad del NHE en CMRRN.

La actividad del NHE se puede medir determinando el flujo de H* (Ju+) hacia
afuera de la célula luego de una carga acida en un medio libre de bicarbonato
(buffer HEPES). Para lograr la acidosis se recurrio a la técnica conocida como
“prepulso de amonio”, para lo cual se expusieron CMRRN a NH4Cl 20 mmol/L
durante 4 minutos, condicion en la cual el NH3 presente en la solucién difunde

rapidamente al interior celular y se combina con H® para formar NH4,
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produciendo un marcado aumento de pH dentro de las células. Luego de los 4
minutos de incubacion se lavé el amonio extracelular con solucién de perfusion
normal para promover la disociacion del NH," intracelular y generar NHz que
sale rapidamente de las células a favor del gradiente de concentracion, dejando
H* libres en el citosol, que son responsables de la sobrecarga acida (209, 210).
En ausencia del anién HCO3', la velocidad de recuperacion del pH;, estimada
como la derivada del ajuste exponencial de pH; vs. tiempo (dpHi/dt), es indice
de la actividad del NHE. Sin embargo, para evitar distorsiones debidas a
pequefos cambios de capacidad amortiguadora intrinseca (B;) entre las
distintas células, la actividad del NHE se expres6 como flujo de H”, el cual fue
calculado con la ecuacion: Jy.=BxdpHi/dt, donde B se estimdé en cada

experimento a partir del Abase / ApH; causado por el lavado del NH4CI.

Estudio de los efectos pro-hipertréficos de Ang Il y ET-1 sobre CMRRN.
Incorporacién de [°H]-fenilalanina.

Se midié la incorporacion de [*H]-fenilalanina ([*H]-Phe) como indice de sintesis
proteica. Las células se cultivaron en policubetas de 22 mm de diametro cada
una. Después de la incubacidén por 24 horas en medio libre de suero, fueron
incubadas por duplicado durante otras 24 horas con o sin las drogas de estudio
en DMEM con L-[2,3,4,5,6-3H] fenilalanina (10 pCi/mL) y conteniendo DL-
fenilalanina 400 uM sin marcar. Al final de la incubacién, los miocitos fueron
lavados con PBS frio (pH 7.4) y tratados con acido tricloro acético al 10 %
(TCA) toda la noche a 4°C, para precipitar proteinas y DNA. Cada cubeta fue
raspada y el precipitado lavado una vez con TCA al 10 % y dos veces con
etanol al 95 %. Entre los lavados con TCA, la suspensién fue sonicada
brevemente para mejorar el procedimiento de lavado. Finalmente el precipitado
fue disuelto en solucién de NaOH 0.15 M. Alicuotas de estas soluciones fueron
llevadas a un contador de centelleo liquido y los resultados expresados como

nmoles de [*H]-Phe incorporada por disco. El DNA/disco fue determinado
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fluorométricamente en las muestras neutralizadas con el colorante fluorescente
bisbenzimida (Hoecht 33258).

Medicion del area celular.

Las células fueron plaqueadas a una densidad de 1.5x10* /em? en discos de
cultivo de 35 mm. Al término del tratamiento (24 horas) se lavaron dos veces
con PBS/glucosa y se fijaron en un buffer con 10 % de paraformaldehido. El
area de los cardiomiocitos fue determinada en 50 células por experimento
seleccionadas aleatoriamente. Las imagenes fueron capturadas usando una
camara de video (Digital Eyepiece Camera DEC-18 WPI) adaptada a un
microscopio invertido (Nikon Eclipse TE2000-S), luego fueron digitalizadas y
procesadas con un programa de morfometria (Image-Pro Plus for Windows
95/98 v4.5 - Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA).

Determinacién de proteinas por inmunoanalisis “western blot”.

El medio de cultivo fue removido y los miocitos se lavaron dos veces con PBS
enfriado entre 0 y 4 °C y lisados con RIPA buffer conteniendo (en mmol/L): 50
de Tris, 150 de NaCl, 1 de EDTA, 1 de EGTA, 1% de Triton X100, 0.5% de
desoxicolato de sodio, pH 7.5 con inhibidores de proteasas. Las muestras se
colocaron en hielo durante 30 minutos y se centrifugaron a 14000 rpm a 4 °C
por 12 minutos. Los sobrenadantes se almacenaron a -80° C hasta ser
utilizados. Las membranas de los CMRRN se desnaturalizaron y se sembraron
(45 pg de proteina/calle determinadas por el método de Bradford) en un gel
(7% de arcrilamida), para ser sometidas a una electroforesis PAGE. El analisis
de inmunotransferencia se realizé con anticuerpo policlonal de conejo contra el
NHE-1. La proteina NCX fue medida con un anticuerpo monoclonal (MAB-
1590, Chemicon). La inmunodeteccion del anticuerpo primario se llevé a cabo
con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y potenciada por un
sistema de reaccion de quimioluminiscencia (Amersham Biosciences). El
analisis densitométrico de las proteinas NHE-1 y NCX fue expresado respecto

de la densitometria para actina.
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Aislamiento del ARN total y RT-PCR en tiempo real.

Se realizé6 PCR cuantitativa para medir expresion del ARN mensajero (ARNm)
del péptido natriurético atrial (ANP) usando el método de SYBR Green PCR en
tiempo real. El ARN total se aisldé usando un kit RNeasy Mini y un set de DNAsa
libre de RNasa (Qiagen) y un kit de transcriptasa reversa usando Omniscript
RT (Qiagen) segun se ha descripto antes (211). Los primers se seleccionaron
usando el software Primer3 basandose en las secuencias publicadas: primer al
derecho de GAPDH de 5-GGGTGTGAACCACG AGAAAT-3', primer al inverso
5-CCACAGTCTTCTGAGTGGCA-3"; primer al derecho de ANP de 5'-
AGGGCTTCTTCCTCTTCCTG-3', primer al inverso 5-TCCAGGTGGTCTAGCA
GGTT-3".

Protocolo experimental general.

Los miocitos cultivados en ausencia de FBS durante 24 horas fueron sometidos
a condiciones control o tratados con Ang [l 1 nmol/L o ET-1 5 nmol/L solas, o
en presencia de uno de los siguientes farmacos: HOE 642 1 umol/L, KB-R7943
5 umol/L, TAK 044 1 pmol/L o BQ123 300 nmol/L (bloqueante selectivo de
receptres ETa). En los experimentos con los antagonistas de receptores o
drogas inhibitorias, éstos fueron agregados al medio de cultivo 15 minutos
antes de la adicion de Ang Il o ET-1. Paralelamente se realizaron cultivos
controles con TAK 044, HOE 642, KB-R7943, BQ123 o dimetilsulféxido
(DMSQO) 0.05%. La duraciéon de los tratamientos farmacolégicos fue de 24
horas. Todos los compuestos se disolvieron en agua bidestilada con la
excepciéon del KB-R7943 que fue disuelto en una solucién al 50% de DMSO (la

concentracion final de DMSO en el medio de cultivo fue 0.05%).
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Andlisis estadistico.

Todos los resultados se presentan como el valor promedio % error estandar.
Las diferencias estadisticas entre grupos se evaluaron por test de “t” de
Student o analisis de varianza de una via (one-way ANOVA) seguido del test
de Student-Neuman-Keuls como post-hoc, segun los casos. Se consideré

diferencia estadisticamente significativa un valor de P<0.05.
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Resultados

Efecto de Ang Il y ET-1 sobre la contractilidad miocardica en mp aislados

de ventriculo de gato. Participacién de los intercambiadores NHE y NCX.

Se seleccioné un a concentracién de Ang Il que produjera un EIP de
aproximadamente 20 %, similar al aumento de contractilidad que ocurre
durante la segunda fase de aumento de fuerza posterior al estiramiento del
musculo cardiaco (91). El incremento promedio de la fuerza al cabo de 30

minutos de Ang |l fue de 231+2% respecto de la situacién control (figura 13).

A 1 nmol/L Ang Il

v

Fuerza 2
(g/mm?)
1

140 ¢ *

(% del control)

100 [~

80

5 min

Figura 13: EIP de Ang Il sobre mp de gato. (A) Registro tipico compactado de la fuerza ejercida
por un mp desde 5 minutos previos hasta 30 minutos posteriores al agregado de una
concentraciéon 1 nmol/L de Ang Il. (B) Promedio general de resultados expresados en % del
control pre-Ang Il (n=4). * indica P < 0.05 vs. control pre-Ang Il.
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Como era de esperar, este efecto fue completamente abolido por el bloqueo de

los receptores AT¢ con losartan, como se muestra en la figura 14.

A 1 umoliL. Losartan B 30-
1 nmol/L. Ang Il — *
! g
3 § 20+
Fuerza 5 °
(g/mm’) < 101
1 3 —
[¢] 0
Ang li Ang
+

Losartan

Figura 14: Efecto del bloqueo de los receptores AT, frente a Ang Il en mp de gato. (A) Registro
tipico de fuerza desde 5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de Ang Ii en
presencia de losartan. (B) Resultados promedio del aumento de TD (expresado en % del
control pre-Ang Il) a los 30 minutos del agregado de Ang Il en ausencia 0 presencia de losartan
(n=4 en cada grupo). * indica P<0.05 vs. control pre-Ang Il.

Con la idea de probar si la dosis usada de Ang |l produjo su EIP a través de la
liberacion/formacion de ET enddgena, estudiamos su efecto en presencia del
bloqueante inespecifico de de Rcs de ET TAKO44 o del inhibidor de la ECE,
phophoramidon. Tanto el bloqueo de los receptores de ET como la inhibicion
de la ECE, previnieron el aumento de fuerza que produce la Ang I, tal como se

observa en la figura 15.
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Figura 15: Efecto del bloqueo de los receptores de ET y e inhibiciéon de la ECE frente al
agregado de Ang Il en mp de galo. Registro tipico de fuerza de un mp cuando se agrega Ang Il
en presencia de TAK 044 (A) o phosphoramidon (B). Resultados promedio del aumento de TD
(expresado en % respecto del control pre-Ang If) a los 30 minutos de Ang Il en ausencia o en
presencia de TAK 044 (C) o phosphoramidon (D) (n=4 en cada grupo). * indica P<0.05 vs.
control pre-Ang Il

Estos resultados sugieren que efectivamente ET enddgena es un mediador del
EIP de Ang Il exdgena (a la concentracion estudiada), pero ademas muestran
que se requiere de la conversién de big-ET en ET mediante la ECE para que el
EIP se manifieste, lo cual indica que Ang Il estimula la formacion de novo de
ET.

Siguiendo la hipotesis planteada en objetivos, la activacion del NHE-1 serfa un
paso obligado en la respuesta inotrépica a esta concentracion de Ang Il. Para
verificarlo se inhibié al intercambiador con HOE642 previo al agregado de Ang
ll, resultados que se muestran en la figura 16. Como se puede observar, la

inhibicién del NHE-1 también logré evitar el EIP de Ang Il.
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Figura 16: Efecto la inhibicién del NHE-1 frente a Ang Il en mp de gato. (A) Registro tipico de
fuerza desde 5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de Ang Il en presencia
de HOE 642. (B) Resultados promedio del aumento de TD (expresado en % respecto del
control pre-Ang Il) a los 30 minutos de Ang Il en ausencia o presencia de HOE 642 (n=4 en
cada grupo). * indica P<0.05 vs. control pre-Ang II.

Los resultados obtenidos hasta aca permiten concluir que Ang Il, a la
concentraciéon estudiada, activa receptores AT;, esto promueve Ia
formacion/liberacion de ET, la que actuando a través de un mecanismo
autocrino o paracrino activa el NHE-1 y determina el cambio contractil.

El préximo paso fue estudiar el EIP de una dosis de ET exdgena equipotente a
Ang 1l 1 nmol/L para poder comparar ambos efectos. Una dosis de ET-1
exogena de 5 nmol/L resultd inotropicamente equipotente a 1 nmol/L de Ang I,

produciendo un EIP promedio de 21+2% como se observa en la figura 17.

Radul Ariel Dulce 45



Resultados

A 5 nmol/L ET-1
a v
3_
Fuerza
(g/mm?) o
1 =
O
B
1407
*
TD 1201
(% del control)
1004
80 7

5 min

Figura 17: EIP de ET-1 sobre mp de gato. (A) Registro tipico compactado de la fuerza ejercida
por un mp desde 5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de una
concentracion 5 nmol/L de ET-1. (B) Promedio general de resultados expresados en % del
control pre-ET-1 (n=4). * indica P < 0.05 vs. control pre-ET-1.

Con el fin de comprobar que todo el EIP de ET-1, en la dosis usada, era
mediado sélo por Rcs especificos de ET, ensayamos el efecto del péptido en
presencia del inhibidor inespecifico de Rcs de ET TAK044, encontrando una

completa prevencion del aumento de fuerza, segun se muestra en la figura 18.

A 1 umol/L TAK 044 B
5 nmol/L ET-1
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Figura 18: Efecto del bloqueo de los receptores de ET frente a ET-1 en mp de gafo. (A)
Registro tipico de fuerza desde 5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de
ET en presencia de TAK 044. (B) Resultados promedio del aumento de TD (expresados en %
del control pre-ET-1) a los 30 minutos del agregado de ET-1 en ausencia o en presencia de
TAK 044 (n=4 en cada grupo). * indica P < 0.05 vs. control pre-ET-1.
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En concordancia con nuestra hipotesis, el EIP de ET-1 también fue cancelado
por inhibiciéon del NHE-1 con HOE642 (figura 19), lo cual demuestra que al
igual que lo observado con Ang Il la estimulacién de la actividad del NHE-1 es

un paso obligado en el aumento de la contractilidad inducido por ET-1.

A 1 umol/L HOEG42 B
5 nmol/L ET-1
l 30+
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Figura 19: Efecto de la inhibicion del NHE-1 frente a ET-1 en mp de gato. (A) Registro de tipico
de fuerza desde 5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de ET-1 en
presencia de HOE 642. (B) Resultados promedio del aumento de TD (expresado en % respecto
del control pre ET-1) a los 30 minutos de ET-1 en ausencia o presencia de HOE 642 (n=4 en
cada grupo). * indica P < 0.05 vs. control pre-ET-1

Para descartar la posibilidad de que de manera analoga a lo descripto para la
relacion Ang Il exdgena/ET endégena el efecto de ET-1 exdgena esté mediado
por la liberaciéon y posterior accion autocrina/paracrina de Ang Il, realizamos
experimentos en lo cuales se pre-incubé con el bloqueante de Rcs AT4 losartan
antes de agregar ET-1. Como muestra la figura 20, el EIP del péptido no fue
cancelado por el bloqueo de receptores AT4, condicién en la cual el aumento
de contractilidad fue de 18+4%. Esto sugiere que si bien Ang Il exégena actlua

a través de ET, la ruta inversa no es posible.
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Figura 20: Efecto del bloqueo de los receptores AT, frente a ET-1 en mp de gato. (A) Registro
tipico de fuerza desde 5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de ET-1 en
presencia de losartan. (B) Resultado promedio del aumento de TD (expresado como % del
control pre-ET-1) a los 30 minutos del agregado de ET-1 en ausencia o en presencia de
losartan (n=4 en cada grupo). * indica P < 0.05 vs. control pre-ET-1.

Los resultados indican claramente que la activacion del NHE-1 participa del EIP
de ET, tanto cuando es liberada en respuesta a Ang Il como cuando es
agregada exégenamente, de modo que la siguiente pregunta a resolver fue
mediante qué mecanismo un aumento de la actividad del NHE-1 podria inducir
un aumento de la fuerza contractil.

Anteriormente se mencioné que el NHE transporta H* hacia el exterior de Ia
célula y Na* hacia adentro. Si se piensa en una mayor actividad del NHE-1
seria razonable esperar una alcalinizacién intracelular y un aumento de la [Na'];
como consecuencias inmediatas. Ambas condiciones son per se capaces de
generar aumento de la fuerza contractil: la alcalinizacion porque promueve
sensibilizacién de los miofilamentos al Ca*?, redundando en una mayor fuerza
contractil para cada dada [Ca*¥];, y el incremento de Na*; porque modifica el
funcionamiento del NCX haciéndolo mas lento en su modo directo o bien
forzando su modo inverso lo cual conduce a una elevacién del Ca*? citosélico
con el consecuente aumento de fuerza contractil. Con la idea de explorar cual
de estas vias estaba involucrada, en primer término fuimos a estudiar el efecto
de Ang Il y ET-1 exdégenas sobre el pH;, resultados que se muestran en la

figura 21. Como se puede observar, no se detectaron cambios significativos en
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Figura 21: Efecto de Ang Il o ET-1 sobre el pH; en mp en un medio de perfusién con
bicarbonato. (A) Resultados promedio de pH; antes y después de 30 minutos de Ang Il. (B)
Resultados promedio de pH; antes y después de 30 minutos de ET-1 (n=4 en ambos grupos).

el pH; luego del agregado de los péptidos, resultados que son coherentes con
experimentos previos de nuestro laboratorio en los cuales se ha demostrado
que en presencia del anidén bicarbonato tanto Ang Il como ET activan no sélo al
NHE-1 (mecanismo alcalinizante), sino también al intercambiador CI/HCO3
Na*-independiente (mecanismo acidificante), compensando los potenciales
cambios de pH; (92, 179, 212). Por otra parte, y volviendo al objetivo conque se
plantearon estos experimentos, el hecho de no haberse encontrado cambios
significativos del pH; luego de la adicion de Ang Il o ET-1 eliminan a la
alcalinizacion como una posible causa del EIP.

Descartado el pH; como posible causa del EIP de ambos péptidos el paso
siguiente fue estudiar el efecto de Ang Il y ET sobre los niveles de Na*; con el
fin de comprobar si la activaciéon del NHE-1 efectivamente involucraba un
aumento de la [Na"]..

Conforme con la hipétesis planteada, la activacion del NHE-1 se evidencid por
un aumento en la [Na'];, el cual al cabo de 30 minutos de tratamiento con Ang |l
fue de 2.2+0.2 mmol/L por encima del control como puede verse en la figura
22. En experimentos paralelos se encontré que esta subida de la [Na']; estuvo
acompafiada por un aumento en el pico sistdlico de Ca*? desde 0.674+0.11 a
0.768+£0.13 umol/L (n=4, P<0.05) sin cambios significativos en la [Ca*?);
diastélico (0.310+£0.03 vs. 0.317+0.03 pmol/L). Como era de esperar, ET-1

exogena también incrementé el [Na']; (2.4+0.4 mmol/L a los 30 minutos de
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tratamiento) como se muestra en la figura 22. En concordancia con los
experimentos anteriores en los que se estudid solo contractilidad, tanto el
efecto de Ang Il como el de ET-1 sobre la [Na'], fueron eliminados por el
blogueo de receptores de ET con TAKO44 (figura 22).
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Figura 22: Efecto de Ang Il o ET-1 sobre el nivel de Na®.(A) Resultados promedio de la [Na®];
desde 5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de Ang Il en ausencia o
presencia de TAK044.(B) Resultados promedio de la [Na']; desde 5 minutos antes hasta 30
minutos posteriores al agregado de Ang Il en ausencia o presencia de TAK044 (n=4 en cada
grupo). * indica P < 0.05 vs. control pre-Ang Il o pre-ET-1.

Para demostrar que este aumento de Na'’; era debido a la activacién del NHE-
1, se midio la concentracién intracelular del cation con los mismos estimulos
pero inhibiendo el NHE-1. La figura 23 muestra que el HOEB42 previno el

aumento de Na*;, tanto frente al tratamiento con Ang Il como con ET-1.
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Figura 23: Efecto de Ang Il o ET-1 sobre el nivel de Na®;(A) Resultados promedio de la [Na®];
desde 5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de Ang Il en ausencia o
presencia de HOE 642.(B) Resultados promedio de la [Na']; desde 5 minutos antes hasta 30
minutos posteriores al agregado de Ang Il en ausencia o presencia de HOE 642 (n=4 en cada
grupo). * indica P < 0.05 vs. control pre-Ang It o pre-ET-1.
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Los resultados vinculan claramente la activacién del NHE-1, por ET, con un
aumento en la [Na']; y este aumento con el EIP. Una explicacién posible para
esta relacion entre los niveles intracelulares de Na* y el EIP se basa en que la
subida de la [Na']; podria producir una negativizacién del potencial de inversion
del NCX (Encx) haciendo que este funcione en modo inverso durante un lapso
mas prolongado del potencial de accién y promoviendo asi una mayor entrada
de Ca*? ala célula.

Basandonos en esta idea, realizamos una nueva serie de experimentos en los
cuales investigamos la participacion del NCXj,, en los efectos de Ang Il o su
mediador, ET. En tal sentido preincubamos mp con un inhibidor especifico del
modo inverso del NCX, el KB-R7943, y en estas condiciones ensayamos el
efecto de Ang Il tanto sobre el desarrollo de fuerza contractil como sobre la
[Na’];.. En concordancia con lo propuesto en el parrafo anterior, se encontré que
el KB-R7943 previno completamente el aumento de fuerza inducido por Ang Il,
sin afectar el aumento de Na*; (figura 24). Resulta interesante apreciar que el
agregado de KB-R7943, mas alla de no afectar el incremento de Na™ipor Ang Il
en realidad produjo un aumento ligeramente mayor del ién (aunque no fue
estadisticamente significativo), lo cual es coherente con la idea de que

bloquear al NCX;,, equivale a eliminar una via de salida de Na* de la célula.
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Figura 24: Efecto de la inhibicién del NCX,, frente a Ang Il en mp de gato. (A) Registro tipico
de fuerza desde 5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de Ang I en
presencia de KB-R7943. (B) Resultado promedio del aumento de TD (expresadoc como % del
control pre-Ang Hl) a los 30 minutos del agregado de Ang Il en ausencia o en presencia de KB-
R7943. (C) Resultados promedio de la [Na'] desde 5 minutos antes hasta 30 minutos
posteriores al agregado de Ang Il en ausencia o presencia de KB-R7943 (n=4 en cada grupo). *
indica P < 0.05 vs. control pre-Ang |l.

Con el objetivo de ver si el NCXj,, también estaba implicado en el efecto que
producia el mediador enddégeno de la Ang I, [a ET, se intenté revertir el EIP
producido por ET-1 con KB-R7943. En efecto, el agregado de KB-R7943 a
musculos en los que el aumento de fuerza por ET-1 estaba completamente
establecido, revirtié el efecto sobre la contractilidad (figura 25) y, de modo
similar a lo encontrado con Ang Il, no detuvo la subida del Na*; (figura 25),

confirmando que el NHE-1 permanecia hiperactivo.
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Figura 25: Efecto de la inhibicion del NCXj,, sobre la respuesta a ET-1 en mp de gato. (A)
Registro tipico de fuerza en el cual se agregé KB-R7943 sobre el EIP de ET-1 completamente
desarrollado. (B) Resultado promedio del aumento de TD (expresado como % del control pre-
ET-1) a los 30 minutos del agregado de ET-1 y luego de 30 minutos del agregado de KB-
R7943. (C) Resultados promedio de la [Na'] desde 5 minutos previos hasta 60 minutos
posteriores al agregado de ET-1. A los 30 minutos de ET-1 se agregdé KB-R793 (n=4). * indica
P < 0.05 vs. control pre-ET-1.

Para descartar que el KB-R7943 haya estado actuando por efectos
inespecificos, se muestra que esta droga, a la concentracién utilizada, no tuvo
efectos sobre la contractilidad basal del masculo cardiaco (figura 26 A y B) ni
sobre una condiciéon de contractilidad mayor, similar en magnitud al aumento
que promueven Ang Il o ET-1. Este aumento de contractilidad de ~20% es
provocado por agregado de Ca* a la solucién de sobreperfusion (desde una
concentraciéon de 1.35 a 1.90 mmol/L) (figura 26 C y D).
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Figura 26. Efecto de la lnh/bICIon del NCX;, sobre la contractilidad basal y luego de
incrementar la fuerza con Ca*" extracelular en mp de gato. (A) Registro tipico de fuerza desde
5 minutos antes hasta 30 minutos posteriores al agregado de KB- R7943 (B) Resultados
promedio de la fuerza contractil en condicidén basal (expresado en g/mm ) antes y después de
30 minutos de la incubacién con KB-R7943 (n=6). (C) Reglstro tipico de fuerza en el cual se
agrego KB-R7943 sobre el EIP debldo al agregado de Ca*. (B) Resultados promedio de la
contractilidad (expresado en g/mm ) a los 30 minutos del agregado de Ca™ e luego de 30
minutos del agregado de KB-R7943 (n=4). * indica P < 0.05 vs. control pre- -Ca*..

Resumiendo brevemente, de los resultados mostrados hasta aqui se interpreta
gue dosis bajas de Ang Il exégena producen un EIP sobre mp de gato mediado
por activacion de Rcs ATy e involucra un aumento de la [Na®]; dependiente de
la activacion del NHE-1, ya que dicho aumento fue sensible al HOE 642 al igual
que el EIP. Cuando se inhibi6é el NCX,, con KB-R7943 se logré prevenir el EIP
de Ang Il, pero no la subida de Na';. Esto sugiere que el NCX participa en el
EIP del octapéptido debido a una mayor actividad de su modo inverso
introduciendo mas Ca*? a las células, probablemente favorecido por el mayor
contenido de Na*. Como sustento de este mecanismo esta el hecho de que
hubo un aumento del TCa*4 en los mp tratados con Ang |I.

Por lo tanto el aumento de Na’; seria el responsable de inducir el NCXn, y su
consecuente aumento de Ca*? promoviendo asi el EIP de Ang Il

Ademas, estos resultados demuestran que, por un lado el EIP obtenido por

agregado de ET-1 exégena comparte el mismo mecanismo descripto para Ang

Raul Ariel Dulce 54



Resultados

I, y por otro que la formacion/liberacion ET endbégena media el EIP de Ang Il ya
que este ultimo fue prevenido bloqueando los Rcs de ET o inhibiendo la ECE.
Se puede afirmar que este “cross talk” entre los péptidos no ocurre en la forma
inversa ya que el bloqueo de los Rcs AT¢ con losartan no evité el aumento de
fuerza que indujo ET-1.

Dado que la hipétesis de este trabajo propone que el aumento de [Ca*z]i a
través del NCXi,, no solamente seria responsable del aumento de contractilidad
inducido por Ang Il o por ET, sino que también su accion crénica podria ser
disparador de procesos hipertroficos, se investigo la posibilidad de que este
mismo mecanismo estuviera participando del conocido efecto pro-hipertréfico
que inducen ambos péptidos. Para esto decidimos utilizar cultivos de CMRRN
debido a que es un modelo ampliamente utilizado para este fin. A pesar de que
por ser miocitos cardiacos de animales neonatales debieran conservar su
capacidad proliferativa, lo cual seria un efecto no deseado para probar nuestra
hipétesis, los mismos fueron cultivados en presencia de un inhibidor de la
sintesis de ADN, condicién que previene la replicacion gendémica y por lo tanto
la mitosis. Respecto a la utilizacién de rata, experimentos previos de nuestro
laboratorio en esta especie han demostrado que el estiramiento del miocardio
dispara un mecanismo similar al que describimos para el aumento de fuerza
por Ang Il y ET (46), lo cual creemos otorga validez a la eleccion de este
modelo experimental, que como ya dijimos, es ampliamente usado para los

estudios de HC.

Hipertrofia inducida por Ang ll y ET-1 en CMRRN
Los CMRRN en cultivo muestran actividad contractil espontanea, lo cual no fue
modificado para el protocolo experimental.
El efecto hipertréfico de Ang Il y ET-1 fue evaluado mediante el incremento del
area superficial de las células (SC), incorporacién de 3H-fenilalanina, contenido
de proteina total y expresién del ARNm de ANP.
En los CMRRN estimulados con Ang I, la SC fue 124+3% respecto del control

como puede verse en la figura 27 (n=230 con Ang Il y n=248 en situacion
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control, producto de 4 aislamientos de células en cada uno, de los cuales se
midieron alrededor de 60 células por tratamiento; P<0.05). Este efecto fue
suprimido por TAK0O44 5 umol/L (n=184, producto de 3 aislamientos).

c - ‘ iiw Ang Il + TAK
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Figura 27: Tamario de CMRRN en cultivo como indicador de crecimiento celular. En el panel
superior se muestran fotografias representativas de CMRRN en cultivo en condiciones control y
tratados con Ang Il en ausencia o en presencia de TAK044. En el panel inferior se muestran los

resultados promedio de SC (expresados en pmz) en las condiciones sefialadas. * indica P <
0.05 vs. otros grupos.

La Ang Il también aumentd la incorporacion de *H-fenilalanina en un 140.2+8%
respecto del control (n=8 para cada situacion; P<0.05), efecto que fue
disminuido por el bloqueo de los receptores de ET (116+6% respecto del
control, n=6, P<0.05) como se puede observar en la figura 28 (barras lisas). En
la misma figura se muestra, en barras rayadas, que el contenido de proteina
total aumenté en los CMRRN tratados con Ang Il (123+t6% respecto del control,
n=8; P<0.05). El pretratamiento con TAKO44 mostré una tendencia a reducir
dicho aumento pero el cambio no fue estadisticamente significativo (113+10%,

n=5 vs control).
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Figura 28 Parametros utilizados como indices de sintesis proteica. Resultados promedio de
incorporaciéon de *H-Phe (barras lisas) y contenido de proteina total (barras rayadas) en
CMRRN en condiciones control y tratados con Ang Il en ausencia o presencia de TAK044, *
indica P < 0.05 vs. condicién control.

Un marcador de hipertrofia frecuentemente utilizado es el nivel de expresién de
ANP. El contenido de ARNm para dicho péptido (utilizado como indicador de la
expresiéon de ANP) no mostré cambios significativos en los CMRRN tratados
con Ang Il ni en aquellos tratados con Ang II+TAK 044 (datos no mostrados),
resultados que estan en contra de lo esperado. A pesar de ello, consideramos
que los resultados permiten decir hasta aqui que 1 nmmol/L. de Ang Il induce
efecto pro-hipertréfico en CMRRN y para que dicho efecto se produzca es
necesaria la mediacion de Rcs de ET. Esto sugiere que, al igual que el EIP de
esta dosis de Ang Il, su efecto pro-hipertréfico seria mediado por ET liberada
en forma enddgena. En funcidn de esa idea se estudio el efecto pro-hipertréfico
de ET-1, usando una concentracién igual a la utilizada en los experimentos de
contractilidad.

Se encontré que en los CMRRN tratados con ET-1 aumentaron todos los
marcadores de hipertrofia como se muestra en las siguientes figuras. En la
figura 29 se muestra que la SC aumenté un 131+3% respecto del control

(n=325 en cada situacién; P<0.05) y este efecto fue suprimido por TAK044.
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Figura 29: Tamario de CMRRN en cultivo como indicador de crecimiento celular. En el panel
superior se muestran fotografias representativas de CMRRN en cultivo en condiciones control y
tratados con ET-1 en ausencia o en presencia de TAKO044. En el panel inferior se muestran los
resultados promedio de SC (expresados en pmz) en las condiciones sefialadas. * indica P <
0.05 vs. otros grupos.

En experimentos paralelos se determind el efecto la inhibiciéon especifica de
Rcs ETa con el antagonista BQ123 sobre el aumento de tamafio inducido por
ET-1, maniobra que no previno el crecimiento de los CMRRN (figura 30).

Ademas experimentos preliminares mostraron que el BQ123 no previene el
aumento de incorporacion de *H-Phe que indujo ET-1 (datos no mostrados). En
tal sentido, si se revisa la literatura disponible se detecta que los datos acerca
de la capacidad del BQ123 para antagonizar el efecto pro-hipertréfico de ET-1
son controvertidos. Mientras algunos autores afirman que este bloqueante
ejerce inhibicion completa (87, 208), otros encontraron que tanto los receptores
ETa como ETg estan implicados en la hipertrofia por ET-1 (15). Por otro lado,

otro trabajo asigna actividad agonista parcial al BQ123 (213).
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Figura 30: Tamafio de CMRRN en cultivo como indicador de crecimiento celular. Resultados
promedio de SC (expresados en umz) en condiciones control y tratados con ET-1 en ausencia o
en presencia de BQ123. * indica P < 0.05 vs. condicion control.

La incorporacion de *H-fenilalanina en presencia de ET-1 fue alrededor del
doble respecto de los controles (9.49+1.30 vs. 4.45%0.71 nmol/disco,
respectivamente, n=12 en cada caso; P<0.05) (figura 31). Este efecto de ET-1
se previno con TAKO44 (5.0941.49 nmol/disco, n=5; P<0.05). Las barras lisas
de la figura 30 muestran datos expresados en % del control y las rayadas los
contenidos de proteina total. ET-1 aumenté la proteina en los CMRRN vy
nuevamente dicho efecto se previno con TAKO44. En cada condicidon
experimental, el aumento en la incorporacion de 3H-fenilalanina fue
acompafnado por un incremento del contenido de proteina total, mostrando una

correlacion directa entre ambos parametros.
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Figura 31: Parametros utilizados como indices de sintesis proteica. Resultados promedio de
incorporacién de ®*H-Phe (barras lisas) y contenido de proteina total (barras rayadas) en
CMRRN en condiciones control y tratados con ET-1 en ausencia o presencia de TAK044. *
indica P < 0.05 vs. otros grupos.
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Cuando se midié la expresion de ANP, se encontrd que la ET-1 incremento el
contenido de ARNm para el péptido natriurético en CMRRN hasta un 190+25%
respecto del control (n=8, P<0.05) el cual fue prevenido por co-tratamiento con
TAKO44 (figura 32). El contenido de DNA no fue alterado por ninguno de los

tratamientos (ver tabla 2).
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Figura 32: Expresién del ARNm de ANP como indice de hipertrofia. Resultados promedio de
niveles de ARNm de ANP en CMRRN en condiciones control y tratados con ET-1 en ausencia
o presencia de TAK044. * indica P < 0.05 vs. otros grupos.

Actividad del NHE-1 en CMRRN

Continuando con el mismo razonamiento aplicado a los resultados de
contractilidad, donde se confirmé que ET-1 estimula la actividad del NHE-1,
estudiamos la funcién del intercambiador mediante un ensayo para medir su
actividad con el fin de verificar si en el modelo de CMRRN también es activado
por dicho péptido agregado en forma exégena. Para esto evaluamos la
recuperacion del pH; desde una carga acida intracelular (método descripto
antes en la secciéon correspondiente) en condiciones donde el Unico
mecanismo regulador del pH; es el NHE-1 (es decir, en un medio amortiguador
HEPES sin HCOg3"). Durante la fase de recuperacion del pH;, se observé una
mayor velocidad de retorno al valor estable en las células tratadas con ET-1
que en las controles como lo muestra la figura 32. En términos del Ju., la
actividad del NHE-1 fue significativamente mayor para los CMRRN tratados con

ET-1 respecto de los controles (figura 33).
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Figura 33: Actividad del NHE-1. (A) Trazos representativos de las fases de recuperacion del
pH; desde una carga &cida intracelular usando la técnica del pulso NH,Cl en CMRRN en
condiciones control y tratadas con ET-1. Los ajustes exponenciales de los registros de pH; vs.
tiempo se muestran superpuestos en blanco. (B) Resultados promedio de flujo neto de
protones (Jy.) en ambas condiciones. * indica P < 0.05 vs. condicién control.

La evidencia de que la actividad del NHE-1 fue mayor frente al tratamiento con
ET-1 sugiere que en los CMRRN hipertroficos, el contenido de Na* debiera ser
mayor que en células controles. Para verificar la hipotesis se midi6 la [Na'];,
siendo ésta mayor en los CMRRN tratados con ET-1 que en los mantenidos
como controles (8.1+1.2 vs. 4.2+1.3 mmol/L, n=4; P<0.05) (figura 34). Tal como
era de esperar, la subida del nivel de Na®; fue prevenida por el bloqueo de los
receptores de ET con TAK044 (4.2+0.5 mmol/L, n=4; P<0.05).

A su vez, con el objetivo de comprobar que la causa de dicho aumento era
efectivamente debida a la hiperactividad del NHE-1, se determiné la [Na®); en
CMRRN tratados con ET-1 y HOE642, observandose que la inhibicién del
NHE-1 canceld el aumento de Na*; (4.9+1.4 mmol/L, n=4; P<0.05) tal como se
muestra en la figura 34. Estos resultados refuerzan la idea de que la elevacion
de la [Na'] en los CMRRN hipertréficos seria consecuencia de un efecto
activador de la ET-1 sobre la el NHE-1.
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Figura 34: Niveles intracelulares de Na'. Se muestran resultados promedio de [Na'} en
CMRRN en condiciones control y tratados con ET-1 en ausencia o presencia de TAK044 o
HOE 642. * indica P < 0.05 vs. condicién control.

Para descartar la posibilidad de que la mayor actividad del intercambiador se
debiera a un mayor numero de moléculas en funcionamiento, se determinaron
los niveles de expresion de la proteina NHE-1. La figura 35 muestra que la
cantidad de NHE-1 expresada fue similar entre miocitos tratados y controles, lo
cual permite sugerir que el aumento en la [Na'}; en CMRRN hipertréficos es

resultado de una mayor velocidad de funcionamiento del NHE-1.

C ET1 ET1-HOE
NHE1 — i e o
Actina — e -

100 | =

(% del Control)

Expresién de NHE-1

C ET1 ET1
HOE

Figura 35: Expresion de la proteina NHE-1, detectada por un ensayo de inmunoanalisis
“Western blot”. Se muestran resultados promedio del contenido de NHE-1 en CMRRN en
condiciones control y tratados con ET-1 en ausencia o en presencia de HOE 642. Los valores
se expresan como % respecto del control). n=3 aislamientos distintos. * indica P < 0.05 vs.
todos los grupos.
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A la luz de los resultados mostrados hasta aqui, el paso siguiente era probar
que efectivamente la hiperactividad del NHE-1 estaba relacionada con el efecto
pro-hipertréfico de ET-1, para lo cual se exploré el efecto de la inhibicion del
NHE-1 sobre la hipertrofia miocitica inducida por el péptido. Tal como
esperabamos, el HOEG42 evitd el desarrollo de hipertrofia en CMRRN, lo cual
se evidencié en la totalidad de los parametros utilizados como indicadores de
crecimiento celular. La Figura 36 muestra que la inhibicién del NHE-1 previno el
aumento de tamarfio celular, el aumento de incorporacion de *H-Phe y el

aumento del contenido de ARNm de ANP.
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Figura 36: Prevencion del efecto hipertréfico de ET-1 por inhibicién del NHE-1. (A) Fotografias
representativas de CMRRN en cultivo en condiciones control, con HOE 642 y tratados con ET-1
en ausencia o en presencia de HOE 642. (B-D) Resultados promedio de SC (expresados en
pmz) (n=300 en control y ET, y n=200 en HOE y ET HOE), de incorporacion de °H-Phe
(expresados como % del control; n=12 en control y ET, n=5 en HOE y n=4 en ET HOE) y de
expresion de ANP (expresados como % del control; n=8 en control y ET, n=4 en HOE y n=5 en
ET HOE). *P < 0.05 vs. control.
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Estos datos en conjunto permitieron llegar a un primera conclusion acerca de la
participacion del NHE-1 en el efecto pro-hipertréfico de ET-1, sugiriendo que el
péptido activa al intercambiador, el cual seria responsable no solo del aumento

del Na®; en los miocitos, sino también de su crecimiento.

[ Ca"z],- y actividad del NCX en CMRRN hipertroficos

Segun la hipétesis planteada, el efecto pro-hipertrofico de ET-1 involucraria un
aumento del Ca*% como disparador del proceso. Cuando se determinaron los
valores de [Ca*z]i en los CMRRN estimulados eléctricamente, se observd un
incremento en el nivel “diastolico” del ién en algunas células tratadas con ET-1,
pero en los resultados generales la diferencia no resulté estadisticamente
significativa en comparacién con el control. Tampoco el nivel del pico “sistélico”
de [Ca +2]i durante la contraccion fue modificado significativamente por ET-1,
aunque mostré una tendencia similar al diastolico (figura 37). Sin embargo el
Ca'? citosolico total, evaluado como el area bajo la curva del TCa*, por
integracion vs. el tiempo durante el ciclo contractil, se encontré6 aumentado en
los CMRRN tratados con ET-1 comparado con los controles. Ante este
hallazgo, se realizaron las mismas determinaciones en CMRRN tratados con
ET-1 en presencia de HOE 642, encontrandose que al igual que para miocitos
tratados con ET-1 sola, tampoco habia cambios significativos en los niveles de
Ca*? “diastélico” ni “sistélico” (figura 37 A). Sin embargo, el calculo del area
bajo la curva del TCa*? en dichos miocitos (los que, recordemos, tenian una
[Na']; similar a la control) fue similar a la control (figura 37, B), demostrando
gue el aumento detectado con ET-1 era sensible a la inhibicion del NHE-1 y
reforzando aun mas la idea de que la activacién del NHE-1, mediante la subida

de Na®;, es disparadora del incremento de la [Ca*z]i
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Figura 37: Determinaciones de [Ca™], en CMRRN. (A) Resultados promedio de [Ca+2]i
“diastdlico” (nivel inferior) y “sistolico” (nivel superior) en condiciones control y tratados con ET-
1 en ausencia y presencia de HOE 642. (B) Resultados promedio del calculo de la integral del
transitorio de Ca+2i por ciclo contractil en las mismas condiciones (n=11, n=9 y n=7,
respectivamente). * indica P < 0.05 vs. otros grupos.

Frente a los resultados expuestos y siguiendo el mismo razonamiento usado
para los experimentos realizados en mp, el siguiente paso fue dilucidar
mediante qué mecanismo la activacion del NHE-1 producia el aumento de
Ca™. Se plante6é anteriormente que el aumento de Na'; podria alterar el
balance de flujos a través del NCX, de tal manera de producir una menor salida
de Ca™ (por el modo directo) y/o favorecer una mayor entrada de Ca*™® (modo
inverso) resultando, en ambos casos, en un aumento de la [Ca*?]. A pesar de
que en los experimentos en mp habiamos demostrado que la activacion del
NCXin era responsable del EIP de Ang Il y de ET-1, aqui decidimos evaluar
ambos modos de funcionamiento del NCX para tener un panorama mas
completo de la accién de ET-1. El modo directo fue explorado comparando los
tiempos de relajacion del TCa*? inducido por cafeina, en miocitos tratados con
ET-1 vs. controles (figura 38 A). Debido a que el modo directo del NCX es una
via fisiologica de remocion de Ca*?, consideramos que en nuestras condiciones
experimentales la medida de la relajacion del TCa™? luego de un pulso de
cafeina era una buena estimaciéon de la funcionalidad del intercambiador. La
ET-1 no modificé la velocidad de relajaciéon de los TCa*? inducidos por cafeina,

tal como indican los valores medios de tiempo al 67% de la relajacién (Tau)
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4.62+1.29 vs. 3.52+0.77 segundos en control y ET-1 respectivamente (n=5 en
ambos grupos, ver trazos representativos de la figura 38 B), sugiriendo que el

modo directo del NCX no fue afectado por el péptido.
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Figura 38: Evaluacién del modo directo del NCX en CMRRN. (A) Registros representativos de
TCa*? inducidos por un pulso de cafeina en CMRRN en condicién control (trazo gris) y tratados
con ET-1 (trazo negro). (B) Promedio de las relajaciones de los TCa"™ inducidos por cafeina
(expresados como % del maximo) en condicién control y tratados con ET-1 (n=5).

Para probar la segunda hipétesis que sostiene que el aumento de la [Na']; en
los CMRRN tratados con ET-1 favoreceria al NCXj,y, se compard el incremento
de la [Ca*z]i luego de forzar la activacién del NCXj,, en los cultivos control y los
estimulados con ET-1 mediante la remocién subita del Na'*e. En la figura 39 se
muestran trazos representativos de la entrada de Ca* tras exponer las células
a cero Na*. pudiéndose observar que la cantidad de Ca*? introducido a la célula
a través del NCX;,, fue mayor en las células tratadas con ET-1 que en las
controles. La Figura 40 muestra los promedios generales en cada grupo

experimental.
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Figura 39: Induccion del NCX,,,. Trazos tipicos mostrando el efecto de la remocién del Na*,
sobre la [Ca®] en CMRRN controles (negro) y tratados con ET-1 en ausencia (rojo) o en
presencia de HOEG42 (verde) o KB-R7943 (celeste). Cuando se remueve el Na’, el NCX
comienza a sacar Na' del interior celular en intercambio con Ca* que entra a la célula,
maniobra experimental que permite evidenciar el grado de actividad del NCXip,.

Para verificar que esta mayor entrada de Ca*?, inducida por ET-1, era debia al
NCXin, se realizé el mismo protocolo con miocitos tratados con ET-1 en
presencia de KB-R7943. La inhibicion especifica del modo inverso redujo
notablemente la entrada de Ca*? hasta valores inferiores a los registrados en
condiciones control (figuras 39 y 40). El hecho de no haber encontrado una
completa abolicién de la entrada de Ca*? a través del NCX en presencia de KB-
R7943 (figura 40 A) podria deberse a que la concentracion usada de esta
droga no fue suficiente. En tal sentido, aunque experimentos piloto
demostraron que se requieren 10 umol/L de KB-R7943 para inhibir
completamente al NCX., para nuestros experimentos se selecciond la

concentracion 5 umol/L con el fin de evitar posibles efectos inespecificos sobre

otras corrientes (214).

Una vez confirmado que la ET-1 producia aumento de Ca*% por inducir una
mayor actividad del NCX, restaba comprobar que la fuerza impulsora para
dicho aumento de actividad se debia a la mayor [Na']; que tenian esas células
tratadas con la hormona, lo cual era mediado por la actividad aumentada del

NHE-1. Para esto también se midio la entrada de Ca* a través del NCXn, en
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miocitos tratados con ET-1 y HOE642 (en los cuales el nivel de Na*; era similar
al control). Como se representa en las figuras 39 (trazo verde) y 40 A, la
inhibicion del NHE-1 en presencia de ET-1, logré que la entrada de Ca*? no

alcance niveles superiores a los alcanzados por las células en condiciones

control.
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Figura 40: Actividad del NCXj,, en CMRRN. (A) Resultados promedio de la [Ca2+]i maxima
alcanzada durante la ausencia de Na', y valores del nivel “diastélico”, en condiciones control y
tratados con ET-1 en ausencia y presencia de KB-R7943 o HOE 642. (B) Resultados promedio
de la expresion de la proteina NCX, por analisis de Western blot en las mismas condiciones. *

P < 0.05 vs el todos los grupos; £ P < 0.05 vs. condicién control.

Como se muestra en la figura 40, la [Ca*z]i diastdlica no se modificd en forma
significativa con ningun tratamiento. Como era de esperar luego de lo expuesto
hasta aqui, los CMRRN tratados con ET-1 y KB-R7943 no presentaron

diferencias en la [Ca*z]i total respecto de la situacion control (326127
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nmol/L/ciclo, n=5), es decir que la inhibicién del NCXinv previno completamente

el aumento de Ca*? promovido por ET-1.

Al igual que lo encontrado para el NHE-1, no se registraron cambios en la
expresion de la proteina NCX entre los diferentes grupos experimentales (figura
40 B), por lo tanto los resultados sugieren que la mayor entrada de Ca* por el
NCXinv, en los CMRRN tratados con ET-1, podria ser debida a una mayor
fuerza impulsora sobre el intercambiador y no a una mayor cantidad de

unidades transportadoras.

Con el objeto de probar que el mecanismo propuesto para el aumento del Ca*?
por ET-1 a través del NCX,, estaria también involucrado en el efecto
hipertréfico del péptido, se evaluaron los parametros indicadores de hipertrofia
en miocitos tratados con ET-1 en presencia de KB-R7943. Se encontré que la
inhibiciéon del NCXj,, suprimié tanto el incremento del SC (figura 41 A) que
inducia la ET-1 en los CMRRN como el aumento de la expresion de ANP
(figura 41 B y D). Aunque con KB-R7943 se observé una disminucién del
tamano comparado con el grupo de los controles, ese efecto fue similar al
producido por el solvente utilizado como vehiculo del KB-R7943, el
dimetilsulféxido (DMSQO). Sin embargo ni el KB-R7943 soélo ni el DMSO
modificaron la incorporacién de *H-fenilalanina o la expresion del ARNm del
1075 y 127+21%, n=5, respectivamente. Por otro lado, el KB-R7943 redujo
significativamente el aumento de incorporacion de *H-fenilalanina inducido por

ET-1, como se ve en la figura 41 C.
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Figura 41: Prevencién del efecto pro-hipertréfico de ET-1 por inhibicion del NCXj,,. (A)
Fotografias representativas de CMRRN en cultivo en condiciones control, con KB-R7943 y
tratados con ET-1 en ausencia o en presencia de KB-R7943. (B-D) Resultados promedio de SC
(expresados en umz) (n=300 en control y ET, y n=200 en KB-R y n=280 en ET KB-R), de
incorporacién de *H-Phe (expresados como % del control; n=12 en control y ET, n=6 en KB-R y
n=7 en ET KB-R) y de expresién de ANP (expresados como % del control; n=8 en control y ET,
n=4 en KB-R y ET KB-R). *P < 0.05 vs. todos los grupos. { indica P < 0.05 vs. control. # indica
P <0.05 vs. KB-R.

Como dato extra, se encontré6 una buena correlaciéon entre la sintesis de
proteina nueva en los miocitos (nivel de fijacién de 3H-Phe) y el contenido de
proteina total (figura 42). Se comprobé que el contenido de ADN por disco fue
similar en todas las condiciones experimentales, ya que no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos (ver tabla 1). Esto verifica que no

existieron efectos proliferativos en las condiciones indicadas.
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Figura 42: Correlacidon entre la incorporacion promedio por disco de *H-Phe en cada
fratamiento en funcion del su respectivo valor promedio de contenido de proteina total
(r=0.8914).

Contenido de ADN (ug/disco)

Control ET-1 ET+HOE  ET+KBR | HOE KBR ET + TAK

123+£0.15  136£0.13 1.35+£0.15  1.30£0.09 1.35+0.14 1224012 1.19%0.12

MR 517

(n=8) (n=8) (n=4) (n=17) (n=4) (n=7) (n=4)

. T R R I ———— s H

Tabla 1. resumen del contenido promedio de ADN por disco de cultivo de CMRRN en las
condiciones experimentales indicadas.
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DISCUSION

Los resultados expuestos permiten inferir que una concentracion de Ang |l del
orden de los niveles fisiolégicos del péptido, produce un EIP sobre el misculo
cardiaco que es enteramente debido a la liberacion/formacion de ET endégena.
La ET, actuando de un modo autocrino/paracrino, promueve la activacion del
NHE-1, el cual incrementa la [Na'];, activa el modo inverso del NCX y promueve
asi la entrada de Ca*? a la célula con el consecuente aumento de fuerza
contractil. Nuestros resultados sugieren ademas que esta misma ruta es
responsable del desarrollo de hipertrofia inducida por la Ang II/ET-1 cuando se

administran crénicamente.

En las siguientes secciones intentaremos discutir los aspectos mas salientes de
nuestros hallazgos y, en la medida de lo posible, establecer comparaciones con

resultados publicados por otros autores

“Cross talk” Ang II-ET

En las ultimas dos décadas ha crecido considerablemente la evidencia de que
muchos de los efectos clasicamente atribuidos a Ang Il son en realidad
mediados por ET endogena (86-88, 90, 215-222). Nuestros hallazgos, si bien
basados exclusivamente en intervenciones farmacoldgicas, proveen nueva
evidencia en favor de dicho “cross talk”, ya que muestran que tanto el EIP
como el efecto pro-hipertréfico de bajas dosis de Ang Il estdn mediados por
liberacion/formacion de ET endoégena. Por otra parte, nos permitimos sugerir
que el Unico “cross talk” posible entre estos dos péptidos seria en el sentido
Ang Il — ET, ya que la relacién inversa no parece probable, en virtud de que el

efecto de ET-1 no fue prevenido por bloqueo de Rcs AT (Figura 20).

Es importante remarcar que los experimentos en mp fueron realizados con

bloqueo de receptores a1 y B1 adrenérgicos, descartando asi la posibilidad de
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que la liberacion de catecolaminas por Ang |l pudiera influir sobre los
resultados (223).

Respecto de si la interrelacidon propuesta es de naturaleza autocrina o
paracrina, el hecho de utilizar preparaciones multicelulares como los mp no
permite descartar la potencial participacion de otros tipos celulares diferentes a
los miocitos. Sin embargo, basandonos en nuestros propios resultados en
CMRRN donde el grado de contaminacion con otras células no miociticas es
despreciable y en resultados previos de este mismo laboratorio en miocitos
adultos aislados (180), nos permitimos sugerir que tal interrelacién seria

autocrina.

EIP de una dosis baja de Ang ll. Mecanismo propuesto

En ausencia de cambios de pH;, como sucede en nuestros experimentos (figura
21), el EIP de ET (propuesto mediador de Ang |l) se atribuye a un aumento del
TCa*? mediado por el NCXin. Si bien otros autores también han mostrado que
el aumento en el TCa*? provocado por ET-1 es susceptible a la inhibicién del
NCXinv por KB-R7943, se ha sugerido la posibilidad de una contribucion
sinérgica entre el NCX,, (148) y los canales de Ca*? tipo L (120, 224). Nosotros
no descartamos esta posibilidad, pero proponemos que estos dos efectos
serian dosis dependiente y podrian manifestarse en zonas diferentes de la
curva dosis-respuesta ET vs. pCa. En otras palabras, el efecto sobre el NCX
predominaria en el comienzo de la curva, es decir a bajos pCa, mientras que
en zonas altas de la misma quedaria eclipsado por la predominancia de la
estimulaciéon de los canales de Ca*? tipo L. Nuestra idea encuentra sustento
ademas en un trabajo previo donde se demuestra la existencia de una pequefia
contribucion del NCX,, en el EIP de dosis maximas de Ang Il (89), condicidén en
la cual la principal via de aumento del TCa*? es a través de los canales de Ca*?
tipo L. Por otro lado, y desde el punto de vista de la contractilidad miocardica,

pareciera razonable esperar que a valores de pCa maximos donde los sitios de
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unién de Ca*? a la troponina C se encuentran saturados, un pequefio cambio

en el TCa*? por accién del NCXi, no afecte el desarrollo de tension.

Hipertrofia cardiaca inducida por una dosis baja de Ang Il

Como ya se dijo en Introducciéon la HC ocurre en respuesta a numerosos
estimulos fisiolégicos y fisiopatologicos, y las rutas de senalizacion
involucradas en el proceso son muy complejas. En este trabajo demostramos
que el efecto pro-hipertréfico de una dosis baja de Ang Il es mediado por ET
endogena a través de un mecanismo probablemente autocrino similar al que
indujo un EIP de ~20-25% en mp aislados. Nuestros resultados apoyan la idea
de que una entrada de Ca®" a la célula por estimulacién del NCX,, es el
disparador de la hipertrofia por Ang II/ET ya que la inhibicién especifica del
NCXiny con KB-R7943 redujo el efecto pro-hipertrofico de ET-1 (figura 41).
Ademas describimos que el incremento de la actividad del NCX;,, esta
intimamente ligado al aumento de la [Na']; mediada por la actividad del NHE-1.
Por otra parte, es importante destacar que los cambios en la actividad del NCX
sucedieron sin modificaciones en la expresion de la proteina (figura 40 B), lo
cual podria haber afectado per se tanto la salida como entrada de Ca* a Ia
célula a través del NCX. En este sentido, Takimoto y colaboradores reportaron
gue ratones con expresion disminuida del NCX exhibian mejora de la funcién
sistélica y mayor respuesta hipertrofica a la sobrecarga de presién, lo que fue
atribuido a la menor salida de Ca*? (225). La menor expresion del NCX deprime
tanto la velocidad de subida del TCa*? como la velocidad de relajacién y de esa
manera aumenta marcadamente el nivel diastolico de [Ca*?}; (226). En ratones
que sobreexpresan el NCX se ha reportado una aceleracién del tiempo al pico
de la contraccion y de la velocidad de relajacién (227), un mayor contenido de
Ca* en el RS (228) y una respuesta contractil potenciada frente al aumento de
la entrada de Na* a la célula muscular (227), datos estos ultimos compatibles

con una mayor actividad del NCXy,, y por lo tanto con nuestros resultados.
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La estimacién matematica del Excx predice que la entrada de Ca*? via NCX
puede suceder en los CMRRN bajo condiciones control y que la misma podria
ser  sustancialmente aumentada por estimulacién con ET-1.
Independientemente de ello, asumir que en nuestras condiciones
experimentales la [Na*}; y el TCa*? fueron uniformes en todo el citosol pareciera
una sobre simplificacion, ya que no estamos en condiciones de asegurar que
no existan gradientes intracelulares tanto para Na* como para Ca*?, durante la
contracciébn de la célula muscular, con cambios probablemente mas
pronunciados en la regiébn subsarcolemal respecto de zonas mayoritarias del
citosol donde se encuentra el indicador fluorescente. Esto obliga a considerar
sus potenciales consecuencias: 1) una mayor [Na']; a nivel subsarcolemal que
la detectada por nosotros favoreceria el funcionamiento del NCX,; 2) una
mayor [Ca*?]; subsarcolemal en cambio limitaria la entrada neta de Ca* a la
célula via NCX. En cualquiera de los casos, nuestra conclusiéon pareciera no
peligrar ya que podriamos incluso argumentar que KB-R7943 fue efectivo en
limitar el desarrollo de HC aun cuando existen grandes chances de que una

mayor [Ca*?]; subsarcolemal estuviera minimizando el efecto.

Otro aspecto a considerar es que el papel fisiologico de la entrada de Ca*? por
el NCX en el tejido ventricular adulto es muy controvertido (143), en tanto que
en células ventriculares de recién nacidos, donde el PA es mas prolongado y
tanto la expresion de la proteina NCX como su corriente son mayores (133,
229), dicha entrada de Ca*? podria cobrar mas importancia. Esto podria
desafiar la comparacion entre ambos modelos experimentales. A pesar de ello,
consideramos que las evidencias mostradas de que Ang Il disparé rutas
intracelulares similares para producir EIP en miocardio adulto y HC en

neonatos validan la comparacion.

En este trabajo se demuestra que la hipertrofia inducida por via Ang Il/ET-1 se
previene por la inhibicion del NHE-1, lo cual es consistente con una gran
cantidad de datos previos que muestran la efectividad de la inhibicién del NHE-

1 para prevenir o inducir regresion de HC en distintos modelos experimentales
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(21, 22). Aunque pareciera obvio pensar que la inhibicién del NHE-1 debiera
culminar en una disminucién del Ca®";, conocido factor de crecimiento, el
mecanismo responsable del efecto antihipertréfico de la inhibicion del NHE-1
no esta plenamente aclarado, mas auln, algunos autores han asociado
aumentos de la [Na*] y no de Ca®*; con el crecimiento celular (230, 231). En tal
sentido, si nos remitimos a los resultados aqui expuestos observaremos que la
actividad del NHE-1 fue mayor en los CMRRN tratados con ET-1 y que la
mayor [Na']; de estas células se normalizé inhibiendo al NHE-1 (figuras 33 y
34). Sin embargo, no debemos olvidar que la inhibicién del NHE-1 normaliz6
también el incremento de la [Ca*?]; citosdlico y la mayor entrada de Ca*? a
través del NCXi, (promovido por la remocion del Na*e) en aquellos miocitos
neonatales que habian sido tratados con ET-1 (figura 36), a la vez que previno
el desarrollo de hipertrofia (figura 39), sugiriendo una fuerte conexién entre

2+]i

ambos efectos. En conexion con esto, la elevacion de la [Ca ha sido

vastamente implicada en la sefalizacion de la HC (232, 233). En nuestras

+2]i

condiciones experimentales se observé un aumento de la [Ca™]; total citosodlica

(figura 37). También, como se mencioné antes, la subida de la [Ca*?),
promovida por la eliminacién del Na*; fue marcadamente mayor en los CMRRN
expuestos a ET-1, efecto que puede ser claramente atribuido a un aumento de
la funciéon del NCXi,, en presencia del péptido (figura 40). Por otro lado,
nuestros datos no permiten descartar la existencia de un efecto directo (Na*-

independiente) de ET-1 sobre el NCX como ya se ha descripto (234, 235).

Se podria argumentar que la maniobra utilizada para estudiar el NCX,y
(remocion de Na® extracelular) dista mucho de las condiciones fisiologicas
normales. Sin embargo, podria existir una condicién similar durante el
transcurso de los PA si el nivel de [Na']; esta elevado, situaciéon en la que la
fuerza impulsora sobre el NCX favorece su modo inverso (214), ya que el Vj,

superaria durante mas tiempo el valor de Encx (214, 236-238).

El hecho de que ET-1 promueva una prolongacién del PA (239) seria otro dato

a favor del mecanismo propuesto. También se ha contemplado la posibilidad de
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que el aumento de la [Na']; produjera una disminucién de la salida de Ca*? via
el NCX en modo directo (240). Sin embargo, se encontré que este efecto no
pudo haber contribuido a los resultados obtenidos pues no se detecté ningln
cambio significativo en Ia velocidad de relajacién de los TCa* inducidos por
cafeina en los CMRRN hipertroficos (figura 38). Nuestros datos coinciden con

resultados previos en un modelo de HC inducida por catecolaminas (241).

Un hallazgo inesperado fue el hecho de que los CMRRN con KB-R7943
presentaron una disminucion de la SC respecto de los controles. Este efecto no
estuvo asociado con reduccién de la incorporacion de *H-Phe o expresion del
ARNm de ANP sugiriendo que no fue debido a una disminucién generalizada
del crecimiento celular. Aun no se ha encontrado una explicacion satisfactoria
para esto, pero el hecho de que el DMSO produzca un efecto similar, permite
suponer la posibilidad de una accién no especifica del diluyente de la droga

sobre el tamano de las células.

Es importante sefialar que el aumento de la incorporacién de *H-Phe inducido
por ET-1 no fue completamente prevenido al inhibir el NCX;,, (figura 41). Ello
puede deberse, al menos a dos posibles razones: 1) Podria atribuirse a que la
dosis de KB-R7943 utilizada no inhiba completamente al NCX;,y, quedando una
actividad remanente; 2) Podriamos pensar que el aumento del Na'i es el
responsable del efecto hipertrofico pero activando mas de un mecanismo, entre
los que se incluye la activacién del NCX,. Sin embargo, para que esta
segunda opcién se cumpla deberiamos asumir que la activacién del NCXj,, es
suficiente para justificar toda la accién de Ang Il o de ET-1 sobre el inotropismo,
pero no sobre el efecto hipertréfico. Tampoco se descarta que las diferencias
observadas respecto a la participacion del NCX en el mecanismo propuesto, se
deban a diferencias entre especies o incluso a diferencias atribuibles al estado

madurativo entre los modelos utilizados.
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En resumen, estos datos representan la primera evidencia de que el NCX;,, es
una ruta de entrada de Ca*? ligada a la hipertrofia cardiaca producida por Ang
[I/ET-1 en CMRRN.

Resultados publicados por Zhu y colaboradores (29) asi como datos recientes
de nuestro laboratorio (242), muestran que ET-1 produce hipertrofia del
cardiomiocito a través de la activacion de la via de CaMKIl -y calcineurina-. En
el presente trabajo no se determinaron ninguno de esos mediadores, pero se
logra identificar una nueva via de aumento de la [Ca*?; en respuesta a Ang
I/ET-1, como responsable de la activacion de dichas sehales intracelulares
pro-hipertréficas. Por otro lado, no se descarta que otras vias de sefalizacion
también dependientes de Ca*? puedieran estar contribuyendo al desarrollo de
HC por estos peéeptidos. En tal sentido, un reporte reciente muestra que la
liberacién de Ca*? perinuclear dependiente de IP; y la subsecuente activacion
de CaMKIl median la hipertrofia inducida por ET-1 en cardiomiocitos adultos
(77). Si bien es cierto que los miocitos ventriculares adultos difieren
marcadamente de los CMRRN cultivados, estos ultimos responden en muchos
aspectos con cambios celulares similares a los observados en corazones
hipertréficos adultos in vivo. A pesar de ello, seria interesante en un futuro
corroborar en qué proporcion participa esta secuencia de eventos en el corazén
adulto. Por otro lado, es importante remarcar que la secuencia de eventos
descripta aqui para Ang Il exdgena es similar a la que genera la segunda fase
de fuerza post-estiramiento del miocardio (46), uno de los eventos mas

precoces en el desarrollo de HC (14, 15).

Por ultimo, y desde un punto de vista clinico, nuestros hallazgos avalan el
potencial uso de inhibidores del NHE-1 para prevenir el desarrollo de HC, tal
como se ha propuesto antes (243) pero ademas identifican otro potencial

blanco terapéutico para el control de la patologia, el NCXinv.

Radl Ariel Dulce 79



Discusioén y conclusiones

CONCLUSION FINAL
Nuestros resultados avalan la idea de que el EIP de una dosis baja de Ang Il es
debido enteramente a ET enddgena, la cual a través de receptores especificos
activa al NHE-1, aumentando el Na*; (sin modificaciones del pH) y luego el
TCa'?. Esta entrada de Ca*? no sélo afectaria el desarrollo de fuerza, sino que
sostenida en el tiempo seria la responsable del efecto pro-hipertrofico del

péptido.
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