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PARTICIPACION DE LA ENDOTELINA ENDOGENA EN EL EFECTO 

HIPERTROFIANTE DE LA ANGIOTENSINA II. 

 

INTRODUCCIÓN: 

El corazón es un órgano cuya principal función es la de propulsar la sangre a través 

del sistema circulatorio. Para cumplir con esta función, el tejido cardíaco cuenta con 

células musculares de tipo estriado denominadas miocitos cardíacos, los cuales son 

capaces de desarrollar fuerza contráctil organizada. Además de dichos miocitos, el 

corazón también posee otros tipos celulares, entre los que se encuentran células 

endoteliales endocárdicas y vasculares, musculares lisas, fibroblastos, macrófagos, 

células especializadas en la conducción de estímulos eléctricos y células con función 

endócrina (1). 

Resulta muy interesante el hecho de que aunque los miocitos posiblemente pierden 

la capacidad de proliferar tempranamente luego del nacimiento por ser células 

altamente diferenciadas (2,3), son aún capaces de responder a estímulos que 

promueven su crecimiento (4,5) como sucede en diversas condiciones fisiológicas 

y/o patológicas. Entre estos estímulos se encuentra el estiramiento del miocardio 

producido por el aumento de la carga hemodinámica y/o la liberación de factores 

humorales circulantes o provenientes de las mismas células cardíacas (mecanismos 

autocrinos y/o paracrinos) que a través de la activación de señales intracelulares, 

promueven el aumento del tamaño de los cardiomiocitos a expensas de la formación 



 
o agregado de sarcómeros. De esta manera los miocitos cardíacos crecen en largo 

y/o en ancho dando origen a la hipertrofia cardíaca (HC). 

Definición de Hipertrofia Cardíaca 

El concepto de HC se basó tradicionalmente en el aumento de peso del corazón 

determinado principalmente por el mayor tamaño de los miocitos, como ya fue 

señalado. Las células musculares cardíacas si bien representan sólo 

aproximadamente el 30% del número total de las células del miocardio, dado su gran 

tamaño constituyen aproximadamente el 76% del volumen del órgano y por ello su 

crecimiento impacta significativamente sobre el peso final del corazón. Sin embargo 

recientemente Merkle y col. (6) que trabajaron con un modelo en ratón que 

sobreexpresa la proteína caspasa I (cisteína-proteasa involucrada en los 

mecanismos de apoptosis) señalaron que se evidenció HC y fibrosis en el miocardio 

sin aumento del peso del corazón. Esta nueva evidencia sugiere la posibilidad de 

reubicar la definición de HC a nivel del tamaño del miocito, no necesariamente 

acompañada por aumento de peso del órgano si se tiene en cuenta que el 

determinante de la respuesta hipertrófica puede generar simultáneamente apoptosis 

disminuyendo entonces el número total de miocitos con su repercusión en el peso 

final del corazón. 

Tipos de Hipertrofia Cardíaca 

La HC podría interpretarse “a priori” como una respuesta adaptativa del miocardio 

frente a la situación que la origina. Al aumentar el espesor de la pared ventricular 

como consecuencia de la HC, se favorecería la normalización del estrés al que está 

sometido el ventrículo ante una sobrecarga hemodinámica, de acuerdo a lo 

enunciado por la Ley de Laplace (Tensión: Presión x Radio/2Espesor). En 



 
determinadas situaciones como durante el crecimiento, el embarazo o la práctica de 

actividad física intensa, la respuesta a la sobrecarga hemodinámica se caracteriza 

por aumento del tamaño de los miocitos con incremento proporcional de los 

elementos estructurales del miocardio y con función contráctil conservada o incluso 

aumentada. Este tipo de respuesta se denomina HC fisiológicaHC fisiológicaHC fisiológicaHC fisiológica y cumple realmente 

una función de adaptación.  

Por el contrario, puede suceder que la HC se acompañe de aumento de la fibrosis 

intersticial, mayor incidencia de apoptosis, disminución de la densidad capilar y 

reprogramación de la expresión génica con inducción de genes fetales y represión 

de los genes que codifican las respectivas isoformas del adulto (5,7-11). Estas 

alteraciones en la estructura del miocardio se asocian con deterioro de la función 

ventricular evolucionando habitualmente hacia la insuficiencia cardíaca¸ razón por la 

que a este tipo de HC se la define como HCHCHCHC patológica.patológica.patológica.patológica.    

Son numerosas las evidencias que sustentan que la HC patológica no es necesaria 

para la compensación funcional frente a una situación de sobrecarga hemodinámica 

a pesar de prevenir o atenuar el aumento del estrés parietal. La inhibición de su 

desarrollo en distintas situaciones de sobrecarga hemodinámica experimental no 

produce deterioro en la función cardíaca (12-14). Del mismo modo, la inducción de 

su regresión conlleva una reducción del riesgo cardiovascular independientemente 

del tratamiento por el que se logre (15,16).    

Al analizar la respuesta hipertrófica en el corazón entero es importante tener en 

cuenta no solamente la modificación de su peso sino la relación del espesor parietal 

con el diámetro de la cavidad, principalmente al estudiar la hipertrofia ventricular 

izquierda, porque a partir de este análisis se encontrarán diferentes modificaciones 



 
de la geometría de esa cavidad. Según el estímulo que origine la HC la respuesta 

generará un incremento proporcionalmente mayor del espesor parietal en relación al 

diámetro de la cavidad o de éste último en relación al espesor de la pared, dando 

origen a los fenotipos de HC concéntrica o excéntrica respectivamente (17). La HC 

concéntrica se caracteriza por un aumento del espesor de la pared ventricular, con 

poco o ningún grado de dilatación de la cavidad. La incorporación de sarcómeros es 

predominantemente en paralelo con el consecuente crecimiento en ancho del 

miocito. Esta forma de HC está generalmente asociada a estímulos que producen 

sobrecarga crónica de presión (por ejemplo, hipertensión arterial o estenosis 

aórtica). La HC excéntrica se caracteriza por un incremento menor del espesor de la 

pared ventricular y aumento en el volumen de la cavidad debido al agregado de 

sarcómeros en serie que induce un aumento preferentemente en la longitud del 

miocito. Se encuentra frecuentemente asociada a la sobrecarga de volumen como 

ocurre cuando hay valvulopatías regurgitantes. La aparición de un infarto de 

miocardio genera una situación de sobrecarga hemodinámica más compleja 

determinando una combinación de sobrecarga de volumen y de presión que 

desencadena un aumento del espesor de la pared ventricular en la región no 

infartada con dilatación de la cavidad (18,19). El aumento de la fibrosis, como 

resultado de una mayor síntesis de colágeno por los fibroblastos, está presente en 

los tres patrones de HC patológica. 

En la figura 1 se encuentran representados los diferentes fenotipos que se pueden 

encontrar en la HC. 

 



 

 

 

Figura 1:    Esquematización de los patrones principales de HC según el tipo de sobrecarga 
hemodinámica que las origina. En la sobrecarga de presión el tamaño de los miocitos 
aumenta predominantemente en el grosor, dando lugar a la HC concéntrica. Se observa en 
un esquema de corte transversal del ventrículo izquierdo, que el crecimiento de la pared del 
miocardio es predominantemente hacia el centro de la cavidad. En la sobrecarga de 
volumen el tamaño de los miocitos aumenta predominantemente en largo, originando la HC 
excéntrica. En el post-infarto de miocardio existe sobrecarga de presión y de volumen sobre 
las zonas no infartadas y el resultado es una combinación de HC concéntrica y excéntrica.  

    
La respuesta hipertrófica o remodelamiento hipertrófico, es el resultado de la 

estimulación de múltiples vías de señalización intracelular que alteran la 

transcripción génica (20,21) promoviendo modificaciones a nivel celular y molecular 

que se manifiestan mediante una serie de cambios morfológicos y funcionales. En 

los últimos años, el estudio del proceso de desarrollo de HC patológica ha sido 

motivo de numerosos trabajos de investigación, a pesar de lo cual aún no se lo 

comprende plenamente (22,23). Se sabe que la respuesta hipertrófica involucra la 

alteración de genes que codifican proteínas involucradas en la homeostasis del 



 
calcio (Ca+2) y del sodio (Na+) así como el aumento de los niveles de óxido nítrico 

(NO) y péptidos natriuréticos (24-27). Además, diversos estudios han demostrado 

que una de las características más notorias de la HC es la reexpresión de genes 

fetales (factor natriurético atrial (ANF), cadena pesada de la miosina β y alfa-actina 

esquelética), los cuales constituyen de este modo marcadores consistentes de HC 

(28). 

    

Mecanismos celulares de la respuesta hipertrófica 

 

Una amplia variedad de factores, algunos de los cuales son producidos por el 

corazón mismo, han sido implicados en la patogénesis de la HC (29). Péptidos 

vasoactivos como Angiotensina II (Ang II) o Endotelina (ET) han sido involucrados 

en la respuesta hipertrófica a la sobrecarga hemodinámica mediante mecanismos 

autocrinos/paracrinos (30-33). Resulta interesante que un reconocido blanco de 

acción de estos péptidos es el intercambiador Na+/H+ (NHE) (34,35), mecanismo 

celular alcalinizante que ha sido reiteradamente vinculado al desarrollo de HC 

independientemente de su etiología (36-40). En tal sentido, De la Sierra y 

colaboradores (41) encontraron que el NHE estaba hiperactivo en eritrocitos de 

pacientes con hipertrofia ventricular izquierda y que la hiperactividad se 

correlacionaba muy bien con el nivel de HC y no así con los valores de presión 

arterial. Por otra parte se ha demostrado que los corazones hipertróficos de ratas 

espontáneamente hipertensas (SHR) tienen aumentada la actividad del NHE 

(42,43); en concordancia con los resultados de De la Sierra en estos animales es 



 
posible corregir la HC por inhibición del NHE sin reducir significativamente los 

valores de presión arterial (44,45).  

Un conocido segundo mensajero en la transducción de una extensa cantidad de 

señales intracelulares involucradas en el crecimiento celular es el Ca+2 intracelular 

(Ca+2i). Zhu y colaboradores (46) demostraron que la inducción de HC por la 

isoforma 1 de la ET (ET-1) en cardiomiocitos requiere la activación de rutas 

dependientes de Ca+2-calmodulina quinasa II (CaMKII) y de la fosfatasa calcineurina. 

A pesar de que el aumento de la concentración Ca+2 intracelular ([Ca+2]i) ha sido 

propuesto como mediador de los efectos hipertróficos de ET-1 (46), los trabajos 

realizados con el fin de demostrar esto no describen con claridad las posibles 

causas de dicho aumento. 

De lo expresado anteriormente se desprende que a pesar de que las causas del 

desarrollo de HC han sido motivo de un gran número de trabajos de investigación, 

todavía queda mucho camino por recorrer en cuanto a la identificación de las vías de 

señalización involucradas. El esclarecimiento de las señales intracelulares que 

provocan la HC podría resultar de fundamental importancia para el desarrollo futuro 

de estrategias preventivas y/o terapéuticas destinadas a su control. 

 

Angiotensina II  

 

La Ang II es un octapéptido que, además de poseer un potente efecto 

vasoconstrictor, produce numerosos efectos sobre otros tejidos. En el miocardio 

produce aumento del inotropismo y de la frecuencia de contracción, estimulación de 

la síntesis proteica e hipertrofia de los miocitos, estimulación de la proliferación de 



 
fibroblastos y producción de colágeno (47). Si bien originalmente el sistema renina-

angiotensina (SRA) fue descrito como un sistema hormonal general (48), 

actualmente se conoce la existencia de SRA locales capaces de ejercer una función 

modulatoria en diversos tejidos incluido el miocardio (47,49). Al respecto cabe 

señalar que varios de los componentes del SRA fueron encontrados en numerosos 

tipos de tejidos y la síntesis local de Ang II se ha demostrado en órganos aislados 

(47,49,50). 

La forma clásica descripta en la década de 1960 para la secreción de Ang II propone 

que en respuesta a la disminución de la presión arterial o a la disminución del Na+ 

extracelular (Na+e) a nivel sistémico, las células yuxtaglomerulares renales liberan 

renina al plasma (51). Esta última es una proteasa que ejerce su acción sobre el 

angiotensinógeno, un glucopolipéptido circulante de 14 aminoácidos (aa) 

perteneciente a la familia de las α-2-gobulinas y sintetizado principalmente en el 

hígado generando un producto de 10 aa, conocido como angiotensina I (Ang I). 

Luego, la enzima convertidora de angiotensina (ECA), presente principalmente en 

pulmón, cliva la Ang I produciendo el octapéptido Ang II. Ésta tiene una vida media 

muy breve (aproximadamente una hora) ya que es degradada por distintas 

peptidasas presentes en los tejidos dando como producto la angiotensina III que 

posee menor actividad (524). En el músculo cardíaco se ha comprobado la 

expresión de ARN mensajero (ARNm) del angiotensinógeno, de la ECA y de 

receptores de Ang II (50,53) sustentando la posibilidad de la síntesis local de Ang II. 

La figura 2 esquematiza sintéticamente las etapas de la generación y degradación 

de Ang II. En concordancia con esto, las concentraciones de Ang I y Ang II medidas 

en el intersticio miocárdico se hallan en el rango nanomolar, valores que superan en 



 
aproximadamente 100 veces la concentración plasmática de ambos péptidos (54). 

Asimismo, trabajos recientes han demostrado la participación del SRA tisular en el 

aumento del inotropismo y de la HC, entre otros efectos observados al estirar el 

miocardio (55-58). 

 

 

 

Figura 2: Representación del SRA. Etapas de generación y degradación de Ang II. 

 

Mediante estudios de unión de ligando (“binding”) se han encontrado dos tipos de 

receptores de Ang II en diferentes tejidos: el tipo 1 (AT1) sensible al bloqueo con 

losartán (Los) y el tipo 2 (AT2) que es inhibido por PD123319 (59-61). Ambos tipos 

de receptores se expresan en el corazón humano y de otras especies como gato, 

rata, conejo y mono (62,63). La distribución de los subtipos de receptores cambia 

según el tejido y la especie que se considere, variando las proporciones relativas de 

ambos (64-67). 



 
Los receptores AT1 y AT2 tienen acciones opuestas en lo que respecta al crecimiento 

celular (68-70). Ha sido demostrado que la estimulación de los AT2 produce efectos 

antiproliferativos, proapoptóticos, de diferenciación celular y de disminución de la 

matriz extracelular en el corazón (71.72).También se evidenció aumento en la 

producción de NO y disminución de la frecuencia cardiaca (73,74). Los receptores 

AT1, en cambio, favorecen el efecto inotrópico positivo (EIP), la vasoconstricción, el 

aumento de la expresión génica, de la síntesis proteica, de la fibrosis y del 

remodelamiento cardíaco que conducen a la HC (59,75-78), constituyendo el inicio 

de la vía de señalización que se estudia con mayor detalle en este trabajo. 

El receptor AT1 está compuesto por 359 aa, contiene 7 dominios transmembrana y 

tiene un 30 % de homología con el receptor AT2. Ambos receptores pertenecen a la 

familia de receptores acoplados a proteínas regulatorias G (RAPG) la cual recibe 

este nombre por la capacidad de fijar nucleótidos de guanina, específicamente a la 

proteína G de tipo q (Gq) (79). Esta proteína G es un complejo proteico compuesto 

por 3 subunidades, alfa (α), beta (β) y gama (γ) que intervienen en múltiples caminos 

de señalización intracelulares. La subunidad α tiene el sitio de unión para los 

nucleótidos de guanina y la actividad GTPasa y es la determinante del tipo de efecto 

asociado al receptor (da la denominación al tipo de proteína G). Durante el estado 

inactivo, una molécula de GDP se encuentra unida al sitio de unión a nucleótidos 

(80). La unión de Ang II con el receptor AT1 determina que la subunidad αq sufra un 

cambio conformacional que causa el reemplazo de GDP por GTP y la disociación del 

trímero (ver mecanismo de acción general en figura 3). Esta subunidad αq activa la 

isoforma β de la fosfolipasa C (PLCβ). 

 



 

 

 

 

Figura 3: Mecanismo general de acción de los receptores asociados a proteína G. La unión 
del ligando al receptor activa la proteína G, lo cual promueve el intercambio de GDP por 
GTP en la subunidad Gα y esto provoca la disociación de ambas subunidades del receptor 
en el dímero βγ y la subunidad α. La subunidad α activa, se traslada hasta interaccionar con 
el efector blanco, el cual amplifica la señal a través de la síntesis de segundos mensajeros. 

 

La PLCβ es una enzima que hidroliza fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP2) para dar 

inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 puede inducir la liberación 

de Ca+2 al citosol desde depósitos intracelulares (81,82) como el retículo 

sarcoplásmico (RS) o desde la envoltura nuclear (83). El DAG, que permanece unido 

a la membrana, es un activador de proteína quinasa C (PKC) de la cual existen 

varias isoformas, algunas dependientes de Ca+2 (α, β1, β2, γ) y otras independientes 

de ese catión (δ, ε, λ/ζ) (84,85). La PKC a su vez activa a las quinasas de proteínas 

activadas por mitógenos (MAPKs) a través de la quinasa Raf. La activación de las 



 
MAPKs puede producirse a través de Raf por una vía independiente de Gαq que 

involucra a quinasas de tirosina. La MAPK ERK1/2 fosforila a la quinasa p90RSK, y 

esta última activa por fosforilación al NHE (86). De esta manera se promueve la 

entrada de Ca2+ a través de la ruta NHE/ intercambiador Na+/ Ca+2 (NCX). El 

aumento de la concentración de Ca2+i ([Ca2+]i)sería el responsable de la activación 

de fosfatasas y/o quinasas que determinan el aumento de la transcripción y de la 

síntesis proteica y por ende el desarrollo de HC (ver figura 4) (87). 

De esta manera, tanto PKC como IP3 median muchos de los efectos de Ang II 

actuando como segundos mensajeros a diferentes niveles intracelulares. PKC puede 

activar, entre otras vías, quinasas tales como JAK-STAT (Janus kinase-signal 

tranducers and activators of transcription) (88-90). 

 

 

 

Figura 4: Representación esquemática de la vía de señalización que activa la quinasa PKC, 
la cual promueve aumento de [Ca2+]i y activación de moléculas implicadas en vías de 
señalización intracelular que modifican la síntesis proteica y la transcripción de genes, 
procesos que están estrechamente relacionados con el efecto inotrópico y el desarrollo de 
hipertrofia.  



 
 

Se ha demostrado recientemente que la Ang II puede también activar a la fosfolipasa 

A2 (91) y la producción de NO a través de los receptores AT2 (74). 

Los mecanismos desencadenados por estimulación de los receptores AT2 son 

menos conocidos, pero existen evidencias de que a través de la activación de 

tirosina fosfatasas, ejercerían sus efectos antihipertróficos por oponerse a los 

efectos de las quinasas antes mencionadas (70, 71,92). 

 

Endotelina 

 

La ET es un potente péptido vasoconstrictor aislado inicialmente de cultivos de 

células endoteliales de aorta porcina (93). 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 

nuevamente clivadas por una metaloproteasa llamada enzima convertidora de 

endotelina (ECE) para dar los polipéptidos de 21 aa. Respecto de la ECE, se 

conocen tres isoenzimas: ECE-1, ECE-2 y ECE-3. ECE-1 es una proteína 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 

según el tejido. Tanto ECE-1 como ECE-2 son más específicas para big-ET1 que 

ECE-3. ECE-2 es activada preferentemente a bajos pH y es la única que no se 



 
encuentra en la membrana celular (99). ECE-3 fue descripta en microsomas de iris 

bovino siendo muy específica para big-ET3 (100) (figura 5). 

 

 

Figura 5: Esquema del procesamiento de la prepro-ET e isoformas de ET. 

 

Las distintas isoformas de ET son producidas en gran variedad de tejidos y tipos 

celulares. ET-1 se genera en células endoteliales (94,101), pero también la producen 

el miocardio, el riñón, el sistema nervioso central y el músculo liso vascular (104). 

ET-2 es sintetizada en riñón, placenta, intestino, corazón y células endoteliales 

(102). Finalmente, la ET-3 es producida en grandes cantidades en el cerebro y se la 

encuentra también en miocardio y tracto gastrointestinal (102,103). 

En preparaciones multicelulares de miocardio, las tres ET tienen efectos inotrópicos 

positivos de potencias similares (104). A diferencia de ello, en cultivos de células 



 
cardíacas aisladas, ET-1 presenta mayor eficacia y potencia en cuanto a su efecto 

sobre la contractilidad (105). 

Al igual que los receptores de Ang II, los de ET se encuentran acoplados a proteína 

G. Sus siete dominios transmembrana están separados por tres lazos intracelulares 

y tres extracelulares, el extremo N-terminal es extracelular y el C-terminal 

intracelular. Inicialmente se identificaron dos tipos de receptores específicos para 

ET, los receptores tipo A (ETA) y los receptores tipo B (ETB), con estructura 

conservada en los mamíferos (106). Ambos se expresan en una amplia cantidad de 

tejidos, aunque en proporciones variables según el tipo, y se los ha identificado en el 

corazón de una gran variedad de especies (107,108). Se ha propuesto la existencia 

de dos subtipos de receptores ETA, ETA1 y ETA2 con diferente sensibilidad a las 

diferentes isoformas de ET (104,109). En general, la activación de los ETA está 

estrechamente asociada con vasoconstricción y EIP. El mecanismo involucrado es 

mediante la disociación de la proteína Gq (y/o G11) y ésta provoca la activación de la 

PLCβ que produce traslocación a la membrana, activación de las PKC y sus 

consecuentes efectos. También, a través de los receptores ETA se activan varias 

vías de señalización mediadas por quinasas, tal como se mencionó para la acción 

de Ang II a través de los receptores AT1 (ver figura 3). 

Por otra parte, hay evidencia de que existen también dos subtipos de receptores 

ETB, ETB1 y ETB2, los cuales se asocian a efectos vasodilatadores (mediados por 

producción de NO y prostaglandina I2 en el endotelio) y vasoconstrictores 

(directamente sobre músculo liso) respectivamente (110-116). Es probable que en el 

efecto contráctil mediado por ETB esté involucrado el acoplamiento al subtipo de 

proteína Gα13 (117). 



 
La afinidad de las diferentes ET por cada receptor es distinta. ET-1 tiene mayor 

afinidad que ET-3 por el receptor ETA, sin embargo, las dos isoformas se unen de 

igual forma al receptor ETB. ET-2 se une con una afinidad similar a la de ET-1 a 

ambos receptores (118). Recientemente se ha descubierto, clonado y caracterizado 

un tercer tipo de receptor de ET, llamado ETC específico para ET-3 y presente en 

varias especies pero que no se halla en humanos (119). 

 

Las Especies Reactivas derivadas del Oxígeno: 

 

Las especies reactivas derivadas del oxígeno (ERO) incluyen radicales libres como 

el anión superóxido (O2-) y el radical hidroxilo (.OH) y compuestos como el peróxido 

de hidrógeno (H2O2). Estos compuestos participan en reacciones bioquímicas tanto 

normales como patológicas (120). Las células poseen sistemas antioxidantes 

intrínsecos que contrarrestan la acumulación de ERO. Estos sistemas incluyen 

enzimas como la catalasa, la glutatión peroxidasa (GPx) y la superóxido dismutasa 

(SOD). También poseen sistemas antioxidantes no enzimáticos, como las vitaminas 

E, C, el β-caroteno, la ubiquinona, el ácido lipotico y el urato (120,121). 

El O2- es formado intracelularmente por diferentes enzimas: nicotinamida-adenina 

dinucleotido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), la xantina oxidasa (XO), el desacople 

de la óxido nítrico sintasa (NOS) y por el transporte y la "fuga" de electrones durante 

la fosforilación oxidativa en la mitocondria (120,122,123). La SOD convierte el O2- en 

H2O2, la cual es convertida a agua por la catalasa y por la GPx. El H2O2 puede 

generar .OH a través de la reacción química de Fenton (que involucra átomos de 

Fe+3) en condiciones patológicas (120).  



 
El NO es otra molécula importante en el control de la homeostasis cardiovascular. El 

NO estimula la síntesis de guanidin monofosfato cíclico (GMPc) que es un segundo 

mensajero intracelular, por la activación de guanilato ciclasa soluble, el GMPc activa 

a la proteína quinasa G 1 (PKG-1), que a su vez, modula la función, el crecimiento y 

el remodelado de los miocitos (124). Sin embargo, el NO también interactúa con 

proteínas a través de la nitrosilación de los residuos de cisteína de las mismas 

modificando su función (125,126). La nitrosilación se ve facilitada por O2- a niveles 

fisiológicos, sin embargo, este proceso se inhibe a altos niveles de O2 - (120). El O2- 

puede interactuar con el NO para formar peroxinitrito, una de las ERO que es capaz 

de desencadenar una serie de procesos citotóxicos, entre ellos la peroxidación 

lipídica, la oxidación y la nitración de proteínas alterando el acoplamiento excitación-

contracción de los miocitos (127) y la activación de metaloproteinasas de la matriz 

(MMPs) que pueden contribuir al remodelado de la cámara cardíaca (130,131). El 

NO también puede actuar como antioxidante, ya que inhibe la activación de la XO 

(128,129) y de la NADPH oxidasa (130,131) y así mantiene la homeostasis de O2 - / 

NO. 

La generación de ERO por la Ang II y la ET-1 ha sido involucrada tanto en señales  

intracelulares fisiológicas (120,122,123) como patológicas (134,135). La generación 

de ERO es un componente normal de la fosforilación oxidativa y desempeña un 

papel en el control redox (reacciones de oxidación/reducción) fisiológico de la 

señalización intracelular (120,122,123) Las ERO influyen directamente en la función 

contráctil debido a la modificación de las proteínas fundamentales para el 

acoplamiento excitación-contracción del miocardio (136). Esto incluye la 

modificación crítica de grupos tiol (-SH) de los receptores de rianodina para 



 
aumentar su probabilidad de apertura (137), la supresión de la corriente de Ca+2 de 

los canales tipo L (138) y la interacción con la bomba de calcio del retículo 

sarcoplásmico (SERCA) para inhibir la retoma de Ca+2 de la misma (139,140). 

En la figura 6 se resumen los mecanismos tanto citosólicos como mitocondriales de 

producción de ERO. 

 

 

 

Figura 6: Fuentes celulares y mitocondriales de ERO: La NADPH oxidasa es un complejo 

enzimático formado por 5 subunidades: Rac, gp91, p22, p47, and p67. NOS: óxido nitrico 

sintasa. GPx: glutation peroxidasa, SOD: superoxido dismutasa. 

 

El Intercambiador Na+/H+ 

 

El NHE es una proteína integral que se encuentra en la membrana plasmática 

celular. Su función principal es cambiar un H+ intracelular por un Na+ extracelular, 

siendo un mecanismo alcalinizante que protege a la célula de la acidificación 



 
intracelular, constituyendo uno de los principales sistemas regulatorios del pH 

intracelular (pHi). También participa en la regulación de flujos de Na+ (141). 

Existen 9 isoformas del NHE (NHE1 al NHE9); de ellas la isoforma 1 (NHE-1) se 

encuentra en todas las células eucariotas y es la que predomina en el miocardio. Las 

otras isoformas poseen una distribución más restringida como por ejemplo, el NHE2 

que se encuentra en el tracto intestinal, NHE3 y NHE4 que se encuentran en tejidos 

excitables como el cerebro; el NHE6 y el NHE7 en cambio se localizan dentro de la 

célula más que en la membrana plasmática (141). 

El NHE-1 contiene 815 aminoácidos que se distribuyen en dos dominios, un dominio 

integral de membrana y una “cola” citosólica (ver figura 7).  

El dominio integral de membrana del NHE-1 es el responsable del movimiento de los 

cationes. Este dominio tiene doce segmentos transmembrana. Además posee lazos 

intra y extracelulares, dos de los lazos intracelulares (2 y 4) pueden plegarse dentro 

de la bicapa lipídica y uno de los lazos extracelulares (5) que puede volver a entrar 

en la misma (142).  

 



 
 

Figura 7: : : : Representación esquemática del NHE-1: está constituido por 12 dominios 
transmembrana y presenta 2 sitios de glicosilación en los lazos extracelulares. Los 
extremos, N-terminal y C-terminal son citoplasmáticos. En el extremo C-terminal hay un sitio 
de unión a ATP, un sitio receptor para proteínas homólogas a calcineurina (CHP-R), dos 
sitios de unión para calmodulina (CAM-A y CAM-B) y varios residuos fosforilables (P) que 
están involucrados en la regulación de la actividad del intercambiador en respuesta a 
diferentes estímulos. 
 

Muchos de los segmentos transmembrana son importantes en la función de la 

proteína como por ejemplo el segmento transmembrana IV, compuesto por los 

aminoácidos 152 al 178, es crucial en la función del NHE-1 ya que los residuos Phe 

161, Phe 162, Leu 163 y Gly 173 afectan su afinidad por el Na+ o su resistencia a los 

inhibidores (143). Además, en el segmento transmembrana VII compuesto por  los 

aminoácidos 249 al 274, los residuos Glu 262 y Asp 267 también son críticos para la 

actividad ya que mutaciones en estos residuos por otros con o sin carga eliminan la 

actividad del NHE-1, mientras que, mutaciones que conserven la carga tienen 

pequeños efectos sobre su actividad (144).  

El NHE-1 posee un dominio citosólico e hidrofóbico largo compuesto por los 

aminoácidos 500 al 815 que regula la actividad del dominio integral de membrana y 

es sitio de fosforilación y de unión de proteínas reguladoras. La fosforilación de esta 

cola citosólica cambia la actividad dependiente de pH del NHE-1 haciendo al 

intercambiador más activo a pH más alcalino. En concordancia con esto, 

experimentos de Sabri y col. (145) muestran que las ERO estimulan al NHE-1 a 

través de la activación de quinasas capaces de fosforilarlo las cuales incluyen a: 

PKC, ERK 1/2, p90rsk, p160ROCK, p38 y quinasa NCK-“interactuante” (146,147). 

También está descripto que numerosas proteínas reguladoras se unen al dominio 



 
citosólico del NHE-1 incluyendo la calcineurina, calmodulina, tescalcina (146,147) y 

anhidrasa carbónica II (CAII) (148). Estas proteínas alteran la actividad pH 

dependiente del NHE-1: calmodulina y CAII tienen roles estimuladores (148,1149), 

mientras que tescalcina es inhibitoria (147).  

La activación del NHE-1 esta asociada con una variedad de eventos incluyendo la 

proliferación celular. La misma es marcadamente decreciente en células donde el 

NHE-1 tiene retrasado el punto de regulación que hace que la célula transite el 

período comprendido entre el fin de la síntesis de DNA y el comienzo de la siguiente 

mitosis (de G2 a M) (149). También juega un rol en la diferenciación celular dado que 

la deleción o inhibición del intercambiador deteriora el camino hacia la misma (150).  

El NHE-1 es importante también en la organización del citoesqueleto y en la 

migración celular. En algunos tipos de células el NHE-1 está localizado en los 

lamelipodios donde una cola compuesta por los aminoácidos 553 al 564 actúa como 

un ancla para los filamentos de actina. Una interrupción de la unión del citoesqueleto 

por mutación de un aminoácido o inhibición de la actividad del NHE-1, previene la 

formación de adhesiones locales e inhibe la migración celular (151). 



 

PROPÓSITO DE TRABAJO: 

 

El propósito general del presente trabajo de Tesis Doctoral fue estudiar la 

participación de la ET-1 endógena en el desarrollo de HC inducida por Ang II 

así como las vías de señalización intracelular involucradas.  

En virtud de los antecedentes expuestos se elaboró la siguiente hipótesis: la 

HC patológica se produciría como resultado de la activación de un mecanismo 

autocrino/paracrino desencadenado por el estiramiento del miocardio y que 

involucra la liberación de Ang II y ET-1, el aumento de las ERO y la activación 

del NHE-1. La figura 8 muestra la secuencia propuesta de los eventos que se 

desencadenarían en los miocitos cardíacos adultos cuando son expuestos a 

Ang II y/o ET-1.  

    

    

 

Figura 8: : : : Representación esquemática de la cascada de eventos propuesta luego de 
la estimulación con Ang II o ET-1. La Ang II activa a sus receptores AT1 induciendo la 
liberación/formación de ET, que activa al NHE-1 a través de su interacción con los 
receptores ETA. La estimulación del NHE-1 incrementa la [Na+]. El aumento de la [Na+]i 
favorece el funcionamiento en modo inverso del NCX durante un período de tiempo 



 

más prolongado, determinando un incremento en la [Ca2+] i que sería el responsable de 
la activación de quinasas y fosfatasas prohipertróficas.  

 

Propósitos particulares. 

 

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se intentará: 

 

• Reconocer si concentraciones de Ang II o ET-1 similares a las presentes 

en el intersticio celular en situaciones fisiológicas cuando son 

administradas exógenamente son capaces de inducir el desarrollo de 

HC. 

• Evaluar si los efectos hipertrofiantes de Ang II están mediados por ET-1. 

• Examinar si en el desarrollo de la HC inducido por Ang II / ET-1 participa 

el NHE-1. 

• Valorar si Ang II estimula la producción de ERO y si está involucrada la 

ET-1 en ello. 

• Explorar si en el desarrollo de HC inducido por Ang II / ET-1 participan 

las ERO. 

• Determinar si la activación de la vía de las MAPKs (ERK 1/2 y p90RSK) 

está mediada por la producción de ERO.  

 

Debemos señalar que si bien experimentos en miocitos de neonatos sugieren 

esta serie de eventos, creímos necesario corroborarlo en miocitos adultos ya 



 

que los mismos presentan características funcionales y vías de señalización 

intracelulares diferentes (152-155). 



 

MATERIALES Y MÉTODOS: 

Aislamiento y cultivo de miocitos cardíacos: 

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se puso a punto la técnica de 

aislamiento y cultivo de miocitos cardíacos. La misma se realizó de acuerdo a 

la técnica descripta por Volz y col. (156) con algunas modificaciones. Se 

anestesiaron los animales con pentobarbital sódico (5 mL de 3,5 % P/V), una 

vez que los animales estuvieron en la fase de anestesia profunda se abrió el 

tórax, se visualizó la aorta, se cortó la misma al inicio del cayado y se extrajo el 

corazón. Rápidamente se colocó el corazón en una bandeja con solución 

Tyrode 1,35 mmol/L de Ca+2 (ver tabla) a 37° C y burbujeado con oxígeno 100 

% y allí se lo presionó suavemente con el fin de que expulse la mayor cantidad 

de sangre posible. Seguidamente se inició la perfusión coronaria retrograda 

tipo Langendorff: se colocó en la aorta una cánula que estaba conectada a una 

bomba de flujo regulable y se inició la perfusión, así se logró eliminar todo resto 

de sangre del corazón. Luego se perfundió con otra solución Tydode sin Ca+2 

con EGTA 100 mmol/L durante 5 minutos como máximo con la finalidad de 

producir el desacople de los discos intercalares y así separar mejor los miocitos 

de su matriz extra celular. Posteriormente se perfundió la solución de enzimas 

de digestión que constó de proteasa 0,0015 % y colagenasa 0,065 % durante 

aproximadamente 25 minutos. Se evidenció la digestión cuando el corazón se 

tornó flaccido. Posteriormente se descolgó el corazón y se lo cortó en trozos 

pequeños que luego fueron pipeteados para aumentar la disgregación. El 



 

producto obtenido, se filtró a través de una malla de nylon de 500 micrones de 

diámetro y se centrifugó a baja velocidad (400 rpm) durante 3 minutos para 

poder separar las células de la solución enzimática. El pellet resultante se 

resuspendió en una solución Tyrode con 0.1 % de albúmina bovina y 0,1 

mmol/L de Ca+2. En esta misma solución se aumentó progresivamente la 

concentración de Ca+2 hasta llagar a 1,35 mmol/L y se procedió a bajar 

progresivamente la concentración de albúmina bovina. El aumento de Ca+2 

extracelular se realizó mediante la adición de distintos volúmenes de medio de 

cultivo M199. Las células así obtenidas, luego de homogeneizar la suspensión, 

fueron contadas, para ello se tomó una alícuota (10 μL) de la misma que se 

colocó en una cámara de Neubauer con el fin de conocer la cantidad de 

miocitos vivos (forma de barra) para sembrar 1,5 x 105 células por ml de medio 

ACCT (Medio DMEM suplementado con: albúmina bovina 0.1 % P/V, 2 mmol/L 

de L-carnitina, 5 mmol/L de creatina, 5 mmol/L de taurina y 10 μmol/L de 

citosina-β-D arabinofuranosido). Se sembró 1 mL de suspensión de células en 

placas de 35 mm de diámetro previamente cubiertas con laminina (10 μg por 

placa) con el fin de que las células quedaran adheridas a la misma. 

 

 

 

 

 



 

DROGA 1,35 mmol/L de 
Ca2+ 

0 Ca2+ EGTA ENZIMAS LAVADO I 

NaCl * 146.2 146.2 146.2 146.2 

KCl * 4.69 4.69 4.69 4.69 

Glucosa * 11 11 11 11 

HEPES * 10 10 10 10 

NaH2PO4H2O* 0.35 0.35 0.35 0.35 

SO4MgH2O * 1.05 1.05 1.05 1.05 

Cl2Ca * 1,35 no 0.1 0,1 

EGTA* no 100 no no 

Proteasa + no no 0.0015 no 

Colagenasa+ no no 0.065 no 

Albúmina  + no no 0.1 0.1 

 

* Concentración en mmol/L.+Concentración en % p/v. Las soluciones se 
regulan a pH: 7,4 con NaOH 3 mol/L. 

 

Determinación del efecto hipertrofiante de la Ang II y la ET-1:  

 

Se evaluó el efecto hipertrofiante de concentraciones nanomolares de Ang 

II (1 nmol/L) o ET-1 (5 nmol/L) en cultivos primarios de miocitos cardíacos 

adultos estimulados eléctricamente a 0,5 Hz durante 18 hs. Para ello se 

midieron los siguientes parámetros: 

1) Incorporación de fenilalanina marcada con tritio (PheH3) y normalizada 

por el contenido de ADN, 

2) Tamaño celular: largo, ancho y área celulares, 

3) Expresión del ARNm de ANF como gen marcador de HC. 



 

 

1) Incorporación de fenilalanina marcada con H3:  

 

Para esto se cuantificó la incorporación de PheH3 ya que este aminoácido 

no es producido ni degradado por el tejido cardíaco y atraviesa rápidamente la 

membrana celular.  

Las células se sembraron como se describió anteriormente y se las incubó 

durante 18 hs en medio ACCT con o sin las drogas en estudio en presencia de 

L (2,3,4,5,6-H) PheH3. Al final de la incubación se lavó cada placa con buffer 

fosfato (PBS) pH 7.4 a 0ºC, se colocó 1,5 mL de ácido tricloroacético al 10% y 

se las dejó a 4ºC durante 12 hs. Luego de ese período, se raspó cada placa y 

el contenido de cada una se colocó en un tubo de 1,5 mL; se centrifugó a 

12.000 rpm durante 5 minutos y el pellet de cada muestra así obtenido, se lavó 

tres veces con ácido tricloroacético al 10% y dos veces con etanol 95%. Entre 

cada lavado la suspensión se sonicó para homogeneizarla. Finalmente los 

pellets se suspendieron en 0,15 mol/L de OHNa. Se tomaron alícuotas y se 

colocaron en un contador de centelleo. Los resultados se expresaron en 

nanomoles de PheH3 incorporada por disco/ ug de DNA por disco. Para poder 

expresar los resultados de esta forma debió medirse el DNA de cada muestra. 

1.a)    Cuantificación de DNA 

El contenido de DNA se determinó fluorométricamente por el método de 

Labarca y Paigen (157) utilizando DNA de esperma de arenque (Biodynamics) 



 

como estándar. Se tomaron alícuotas del extracto celular obtenido por el 

método anteriormente descripto y se las diluyó con buffer TNE 10X (10 mmol/L 

de EDTA, 100 mmol/L de Tris, 2 mmol/L de NaCl) a las cuales se les agregó 

una solución de fluoróforo para DNA, H 33258 (American Hoechst Corporation), 

de concentración 200 ng/mL en buffer TNE 1X. La fluorescencia se determinó 

con un espectrofluorómetro (Beckman) con una longitud de onda de emisión y 

excitación de 450 nm y 350 nm respectivamente. 

Todas las intervenciones que se realizaron en los cultivos celulares se 

hicieron en presencia de los siguientes agonistas o bloqueantes en forma 

aislada o combinada:  

Ang II (1nmol/L), 

Losartán (1 μmol/L): antagonista selectivo de receptores AT1,  

BQ123 (10 μmol/L): antagonista selectivo de los receptores ETA, 

ET-1 (5 nmol/L), 

HOE642 (10 μmol/L): inhibidor del NHE-1;  

Mercaptopropionilglicina (MPG 2 mmol/L): capturador de ERO.  

 

2) Tamaño celular: largo, ancho y área celulares. 

 

Se sembraron las células como se describió anteriormente y al final del 

tratamiento las células se enjuagaron dos veces con PBS. Se seleccionaron al 

azar 50 células por situación. Las imágenes se capturaron con una cámara de 



 

video analógica y se digitalizaron y procesaron con un programa morfométrico 

Image-Pro Plus 6.0 U (W. Rasband, National Instutute of Health. USA). En la 

figura 9 se pueden observar fotomicrografías representativas de los diferentes 

cultivos de miocitos marcapaseados durante 18 hs. las cuales se utilizaron para 

evaluar el tamaño celular. 

A                                        B                                       C 

   
 

D                                               E                                         F 

   
 
Figura 9: Fotomicrografías representativas de los cultivos de células estimuladas 
durante 18 hs. A. control, B: tratadas con Ang II, C: tratadas con Ang II + Losartán, D: 
control, E: ET-1, F: ET-1 + MPG.  
 

Todas las intervenciones que se realizaron en los cultivos celulares se 

hicieron en presencia de los siguientes agonistas o bloqueantes en forma 

aislada o combinada:  

Ang II (1 nmol/L), 

Losartán (1 μmol/L): antagonista selectivo de receptores AT1,  

BQ123 (10 μmol/L): antagonista selectivo de los receptores ETA;  



 

ET-1 (5 nmol/L), 

HOE642 (10 μmol/L): inhibidor del NHE-1;  

MPG (2 mmol/L): capturador de ERO.  

 

3) Expresión del ARNm de ANF como gen marcador de HC. 

 

 Se evaluó la expresión del ARNm de ANF (Factor Natriurérico Atrial) como 

marcador de HC mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real. 

Se realizó la determinación del ARNm del ANF a partir de ARN total de 

miocitos cultivados. Se utilizó como estándar interno el ARNm de GAPDH (ver más 

adelante). 

Aislamiento de ARN total  

A partir de 500.000 a 750.000 miocitos por tratamiento, conservados en 

RNAlater (Qiagen) a -80ºC se realizó el asilamiento de ARN total utilizando el kit 

RNeasy (Qiagen) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras, una 

vez descongeladas, se homogeneizaron empleando el homogeinizador Pro 250 

(Pro Scientific Ltd.) durante 20 segundos en el buffer de lisis provisto en el kit, 

conteniendo isotiocianato de guanidina y β-mercaptoetanol para proveer 

condiciones desnaturalizantes y permitir la inmediata inactivación de 

ribonucleasas. A continuación, las muestras se sometieron a 10 minutos de 

digestión proteica a 55ºC empleando proteinasa K (Invitrogen) y se cargaron las 

columnas del kit, previamente se adicionó etanol para ajustar las condiciones de 



 

unión del ARN a la fase sólida. Se llevaron a cabo 3 pasos de lavado, digestión 

con desoxirribonucleasa (Qiagen) durante 15 minutos a temperatura ambiente 

para eliminar interferencias de ADN y finalmente se eluyó el ARN con 50 μL de 

agua libre de nucleasas (Qiagen). Toda la manipulación de las muestras y la 

preparación de soluciones a partir de la elución del ARN purificado se realizaron 

con puntas de pipeta con filtro y agua libre de nucleasas. 

Determinación de la concentración de ARN: 

La concentración de ARN se determinó mediante la lectura de 

absorbancia a 260 nm (A260) en espectrofotómetro (SmartSpec 3000, Bio-Rad). 

Para ello se realizó una dilución apropiada del ARN purificado en agua, 

usualmente 1/10, para asegurar lecturas mayores de 0.15 unidades de 

absorbancia, y se midió la A260 utilizando cubetas de 50 μL transparentes a la luz 

UV y llevando la absorbancia a cero con agua. 

Para la cuantificación se consideró que la absorbancia de 1 unidad a 260 

nm corresponde a una concentración de ARN de 40 μg/mL. 

Transcripción reversa  

Este paso tiene como objetivo la obtención de una cadena de ADN copia 

(ADNc) del ARNm de ANF, para poder ser utilizada como molde en la reacción 

de PCR. Se realizó utilizando transcriptasa reversa Omniscript (Qiagen). La 

enzima posee actividad de ADN-polimerasa dependiente de molde de ARN y 

actividad de exoribonucleasa dependiente de una doble cadena híbrida ARN: 

ADN. Los pasos de la reacción incluyen: a) hibridización de cebadores o 



 

“primers”, necesarios como punto de partida para el inicio de la actividad de 

polimerización de la enzima; b) RT propiamente dicha, consistente en la 

síntesis de una cadena de ADN partiendo del primer y utilizando un molde de 

ARN; y c) degradación del ARN presente en cadenas híbridas ARN:ADN, esta 

actividad de exorribonucleasa sólo actúa sobre el ARN hibridizado al ADNc 

sintetizado, y no afecta al ARN de cadena simple. 

Como cebadores de la reacción se utilizaron los primers antisentido 

diseñados a partir de la secuencia del gen de ANF y de GAPDH de gato: 

Primer antisentido para ANF: 5’-CTCCAAATGGTCCAGCAAAT-3’ 

Primer antisentido para GAPDH: 5′-AGAAGGGGCAGAGATGATGA-3′ 

Para cada muestra experimental de ARN purificado se preparó la siguiente mezcla 

de reacción en tubos de PCR de 200 μL libres de ribonucleasas y manipulando 

todos los reactivos en baño de hielo: 

- Mezcla de desoxinucleótidos trifostato (dNTPs): 0.5 mmol/L de cada uno (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP). 

- Primer antisentido 1μM de cada uno (ANF y GAPDH). 

- Inhibidor de ribonucleasas (Invitrogen): 10 Unidades. 

- Transcriptasa reversa Omniscript (Qiagen): 4 Unidades. 

- 1.6 μg de ARN. 

- Buffer de reacción (Qiagen): hasta completar 20 μL. 

La reacción se llevó a cabo durante 60 minutos a 37ºC, seguidos de 5 

minutos de inactivación de la enzima a 95ºC y enfriado a 4ºC, en un ciclador 



 

térmico (PTC-150 Mini Cycler). Se conservó el ADNc obtenido a -80ºC hasta el 

momento de su utilización como molde en la RT-PCR en tiempo real. 

RT-PCR en tiempo real 

Fundamentos: Este método conserva el fundamento de una PCR estándar con la 

posibilidad adicional de seguir en tiempo real el curso de la reacción y calcular así 

parámetros mediante los cuales se puede estimar la cantidad inicial de ADNc 

utilizado como molde. Como en cualquier PCR, la real time PCR consiste en ciclos 

sucesivos de desnaturalización de la doble hebra de ADN, hibridización de los 

primers al ADN molde, síntesis de la cadena complementaria mediante una 

polimerasa resistente al calor (Taq polimerasa) y nuevamente desnaturalización 

del ADN doble cadena para recomenzar el ciclo. 

En cada ciclo la cantidad de ADN se duplica y, en condiciones ideales, en 

un ciclo dado (n), el número de copias de ADN (Nn) podría calcularse según la 

ecuación Nn=N0x2n, donde N0 es el número de copias inicial. El crecimiento 

exponencial del número de copias de ADN ocurre hasta que los reactivos se 

agotan y/o se produce inhibición por producto. La real time PCR se lleva a cabo en 

un ciclador térmico que tiene acoplado un detector óptico que mide la 

fluorescencia en cada ciclo y en cada reacción individual. En la técnica empleada 

en este trabajo, se utilizó el indicador SYBR Green I que emite fluorescencia a 490 

nm al unirse al surco menor del ADN doble cadena. El equipo ciclador permite 

programar las condiciones para obtener una lectura de fluorescencia en cada ciclo 

al finalizar la etapa de polimerización y antes de la etapa de desnaturalización de 



 

la doble hebra. De esta manera, se obtiene para cada reacción individual una 

curva de amplificación, que se define como la curva de fluorescencia en función 

del número de ciclos.    En ella se distinguen tres fases: 1) una fase inicial en la que 

debido a una cantidad aún baja de ADN los cambios de fluorescencia no son 

detectados por el equipo y por lo tanto la señal es aproximadamente constante; 2) 

una fase exponencial donde se observa el mayor crecimiento de fluorescencia con 

el número de ciclos; y 3) una fase de meseta o declinación, en la que la 

fluorescencia es constante o crece más lentamente. 

Intuitivamente es posible deducir que cuanto mayor sea la cantidad de 

ADN inicial, más pronto se observará un aumento significativo de fluorescencia 

en el curso de la reacción. La fase inicial de la curva de amplificación define 

una línea de base por encima de la cual se detecta la acumulación del producto 

de PCR. Al establecer arbitrariamente una línea umbral por encima de esta 

línea de base, se define el parámetro CU (ciclo umbral) como el número 

fraccional de ciclos en el que la fluorescencia intersecta la línea umbral. 

Procedimiento: Cada PCR se realizó por triplicado, tanto para ANF como para 

GAPDH, partiendo de una dilución 1/10 del producto obtenido en la RT. Los 

primers utilizados fueron: 

GAPDH  

primer sentido 5′-GGTGATGCTGGTGCTGAGTA-3′ y  

primer antisentido 5′-AGAAGGGGCAGAGATGATGA-3′;  

ANF  



 

primer sentido 5’-TGTCAGCTCTTGTGGCAAAC-3’  

primer antisentido 5’-CTCCAAATGGTCCAGCAAAT-3’.  

Las reacciones se prepararon en placa de 96 pocillos, con la siguiente 

composición 

- dNTPs (Amersham) 0.2 mmol/L de cada uno. 

- MgCl2 (Invitrogen) 1.5 mM. 

- Fluoresceína (Bio-Rad) 10 nmol/L. 

- SYBR Green I (Molecular Probes) dilución 1/1000: 0.8 (L/reacción. 

- Primers (Operon) 0.5 (M de primer sentido y 0.5 (M de primer antisentido. 

- Taq ADN polimerasa (Invitrogen) 1.25 Unidades/reacción. 

- ADNc molde: dilución 1/10 de la RT. 

- Buffer de PCR (Invitrogen): hasta un volumen de 25 (L/reacción. 

Además se realizó una curva de eficiencia para cada gen con diluciones 

1/2, 1/10 y 1/100 de una mezcla constituida por todos los productos de RT 

obtenidos (pool), cada punto de la curva se realizó también por triplicado. Como 

control negativo se prepararon mezclas de reacción que en lugar de contener 

ANDc molde, se cargaron con agua bidestilada. Una vez realizadas todas las 

mezclas de reacción se cubrió la placa con una pieza de film óptico (Bio-Rad) y se 

llevó a cabo la reacción en un equipo para PCR en tiempo real (iCycler, Bio-Rad). 

Todos los parámetros derivados de esta reacción fueron calculados utilizando el 

programa Real-Time Detection System Software, versión 3.0 (Bio-Rad). 



 

Todas las intervenciones que se realizaron a los cultivos celulares se hicieron 

en presencia de los siguientes agonistas o bloqueantes en forma aislada o 

combinada:  

ET-1 (5 nmol/L), 

MPG (2 mmol/L): capturador de ERO, 

EMD87580 (5 μmol/L): inhibidor del NHE-1. 

 

Determinación del papel de las ERO en el desarrollo de HC por Ang II:  

 

Se evaluó mediante mediciones de ERO por medio de epifluorescencia del 

indicador desesterificado: 

Los miocitos se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente con 20 

μmol/L de diacetato de dicloro-hidrofluoresceina H2DCFDA (Molecular Probes), 

en su forma esterificada que es un indicador fluorescente para medir ERO. 

Luego de la incubación las células se lavaron con buffer sin indicador, la 

desesterificación por parte de las estearasas intracelulares transforma así el 

indicador en un compuesto que se fija a las ERO que se quieren medir lo cual 

modifica sus propiedades fluorescentes. Luego los miocitos fueron colocados 

sobre una cámara de perfusión que se encuentra sobre la platina de un 

microscopio invertido (Nikon Eclipse 2000) y fueron excitados con luz de 

longitud de onda de 490 nm. El indicador H2DCFDA se usó con simple 

excitación y emisión. La fluorescencia que emitieron los miocitos, luego del 



 

paso por un multiplicador con filtro de 535 nm, se registró con un convertidor 

digital conectado a una computadora (Ionoptix System). A cada señal 

fluorescente se le restó la fluorescencia basal del sistema (incluidas las células) 

obtenida en ausencia de indicador. Los resultados se expresaron en % de 

aumentos respecto de la situación control.    

Todas las intervenciones que se realizaron a los miocitos aislados se 

hicieron en presencia de los siguientes agonistas o bloqueantes en forma 

aislada o combinada:  

Ang II (1 nmol/L), 

Losartán (1 μmol/L): antagonista selectivo de receptores AT1, 

TAK044 (1 μmol/L): bloqueante no selectivo de receptores de ET-1, 

BQ123 (10 μmol/L): antagonista selectivo de los receptores ETA, 

MPG (2 mmol/L): capturador de ERO.  

 

Determinación de participación de las MAPK relacionada con la producción de 

HC. 

 

Se basó en la técnica de Western blot con anticuerpos específicos para las 

formas fosforiladas de MAPKs (ERK 1/2 y p90RSK).  

 

Se utilizaron 500.000 a 750.000 miocitos aislados por tratamiento experimental, 

luego de homogeneizarlos en buffer RIPA con inhibidores de proteasas (300 



 

mmol/L de sacarosa, 1 mmol/L de DTT, 4 mmol/L de EGTA, 20 mmol/L de Tris, 

1% de Tritón y 1 tableta de Complete Mini cada 15 mL de buffer) se guardaron 

las muestras a -80ºC. Posteriormente las mismas se descongelaron en baño de 

hielo y se procedió a la determinación de la concentración de proteína presente 

en cada una. Para tal fin se empleó el método espectrofotométrico de Bradford 

(BioRad Protein Assay) siguiendo las instrucciones del fabricante. Partiendo de 

diluciones apropiadas de las muestras se realizaron las determinaciones por 

triplicado, leyendo la absorbancia a 595 nm, con sustracción del blanco de 

reactivos, en un espectrofotómetro UV/visible (SmartSpec 3000, Bio-Rad). La 

cuantificación se realizó a partir de una curva de calibración realizada con 4 

diluciones de albúmina bovina (Sigma-Aldrich). 

 

Preparación de las muestras para Western blot: las mismas se descongelaron 

en baño de hielo. Se tomó el volumen adecuado de cada una según la proteína 

a analizar y se procedió a la desnaturalización y preparación para la 

electroforesis utilizando buffer de muestra y 10% de agente reductor (ambos de 

Invitrogen). Se completó con agua bidestilada para alcanzar el volumen a 

sembrar en el gel en cada caso. Todo este procedimiento se realizó en baño de 

hielo. Las muestras se desnaturalizaron en baño termostático (Precision) a 

70ºC durante 10 minutos.  

Electroforesis: para la separación electroforética de las proteínas se utilizaron 

geles preensamblados de poliacrilamida en gradiente 4-12% Bis-Tris 



 

(Invitrogen) y dilución adecuada del buffer 20X (Invitrogen) de composición 

1.00 mol/L de MOPS, 1.00 mol/L de Tris base, 69.3 mmol/L de SDS, 20.5 

mmol/L de EDTA y agua bi-destilada hasta 500 mL, pH 7.7. Al buffer 

reconstituido utilizado para la cámara interna se le agregó agente reductor 

(Invitrogen) en una concentración final de 0.1%. Se sembró un volumen 

apropiado de las muestras en el gel, más 1 µL de marcador de pesos 

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

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

251-2 (Sigma-Aldrich). La corrida se prolongó durante el tiempo necesario para 

que el frente de solvente alcanzara el extremo del gel (aproximadamente 45-60 

minutos). 

Transferencia: las proteínas así separadas por su peso molecular fueron 

transferidas a membranas de PVDF (Millipore). Se empleó una dilución 

adecuada del buffer de transferencia 20X (Invitrogen) con la siguiente 

composición: 500 mmol/L de glicina, 500 mmol/L de Bis-Tris, 20.5 mmol/L de 

EDTA, 1 mmol/L de clorobutanol y agua ultrapura hasta 600 mL. Al reconstituir 

el buffer se le adicionó metanol (Carlo Erba) y agente reductor (Invitrogen) en 

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

activaron sumergiéndolas durante 30 segundos en metanol, luego se las 

enjuagó con agua bidestilada y se las dejó en el buffer de transferencia durante 

varios minutos para que se equilibren, al igual que los papeles de filtro y las 

esponjas utilizadas en el sandwich. La transferencia se llevó a cabo con la cuba 



 

en baño de hielo, utilizando el voltaje y el tiempo apropiados en cada caso. Una 

vez finalizada, se retiraron las membranas y se corroboró la presencia de 

proteínas en la misma mediante la tinción reversible con Ponceau (0.1% 

Ponceau en 0.5% de ácido acético) y posteriormente se enjuagó con T-TBS 

(0.05 mol/L de tris base, 0.15 mol/L de NaCl, 20 0.1% de Tween). 

Bloqueo: las membranas se bloquearon durante 60 minutos en agitador orbital 

(Decalab) a temperatura ambiente con solución en T-TBS de leche en polvo 

descremada (Molico) o de BSA en concentración apropiada.  

Incubación con anticuerpo primario específico: luego de un breve enjuague con 

T-TBS de la solución de bloqueo, se incubaron las membranas con 10 mL de la 

dilución correspondiente de anticuerpo primario contra la proteína de interés, 

en T-TBS adicionado con 1% de BSA durante 12 hs a 4ºC, con agitación 

orbital. 

Lavado del anticuerpo primario: para eliminar el anticuerpo primario que se 

hubiere adherido inespecíficamente a la membrana, luego de retirar el 

anticuerpo primario se realizaron 4 lavados con T-TBS a temperatura ambiente 

en agitador orbital. El primero de 5 minutos y los tres siguientes de 10 minutos 

cada uno.  

Incubación con anticuerpo secundario: las membranas se incubaron durante 60 

minutos a temperatura ambiente y con agitación, con 10 mL de la dilución 

apropiada del anticuerpo secundario correspondiente en T-TBS adicionado con 

1% de BSA. El anticuerpo secundario está acoplado a la enzima peroxidasa de 



 

rábano (HRP) y está diseñado para reconocer la fracción Fc específica de la 

especie en la que se obtuvo el anticuerpo primario, haciendo de nexo de esta 

manera entre la proteína de interés y el sistema posterior de detección.  

Lavado del anticuerpo secundario: se realizó de la misma manera que el lavado 

del anticuerpo primario. 

Revelado: se utilizó el sistema de detección ECL Plus (Amersham) de acuerdo 

a las instrucciones del fabricante. La reacción se basa en la generación de 

éster de acridinio a partir de un sustrato, agua oxigenada y la HRP, en las 

condiciones alcalinas del medio esta sustancia se oxida generando un producto 

excitado que emite señal quimioluminiscente que puede ser detectada y 

cuantificada. La detección se realizó mediante la cámara CCD de un equipo 

Chemidoc XRS (Bio-Rad), que captura y digitaliza las imágenes.  

Cuantificación: se cuantificó la intensidad de las bandas por densitometría 

utilizando el programa Scion Image. 

Todas las intervenciones que se realizaron a los miocitos aislados se hicieron 

en presencia de los siguientes agonistas o bloqueantes en forma aislada o 

combinada:  

ET-1 (5 nmol/L), 

MPG (2 mmol/L): capturador de ERO. 

 

Análisis estadístico 



 

Los datos se presentan como media ± error estándar (ES). Para comparar 2 

intervenciones se utilizó test de t de Student para muestras desapareadas. Un 

valor de p<0.05 se consideró como estadísticamente significativo. Para 

comparar más de 2 intervenciones se usó ANOVA de una vía para muestras 

independientes seguido de un test de Student-Newman-Keuls. Un valor de 

p<0.05 se consideró como estadísticamente significativo.  

Se usó el programa Primer of Biostatistics (McGraw Hill) para realizar estas 

pruebas estadísticas. 



 

RESULTADOS:  
 
Efecto hipertrofiante de Ang II: 
 
El efecto hipertrofiante de Ang II fue evaluado en miocitos cardíacos aislados 

mediante la estimación de dos parámetros: 1) incorporación de 3H 

fenilalanina/DNA y 2) tamaño celular (largo, ancho y área)  

Se cultivaron cardiomiocitos aislados de corazones de gatos adultos en 

presencia o ausencia de Ang II, marcapaseados a 0.5 Hz durante 18 hs. Los 

resultados se expresaron en porcentaje respecto del control (valor 100 %). En 

la figura 10 se observa que la Ang II produjo un aumento de la incorporación de 

3H fenilalanina/DNA a un valor de 137 ± 7.7 % (n= 12 p < 0.05). Este efecto, fue 

cancelado cuando los miocitos se cultivaron en presencia del bloqueante de los 

receptores AT1, Losartán (Ang II + Losartán, 110 ± 7.4 % n= 12). 

 

 

 

Figura 10: Incorporación de 3H fenilalanina/DNA, resultados promedio de n=12. * = p< 
0.05 vs. control, analizado por ANOVA. 



 

Cuando se evaluó el tamaño celular la Ang II aumentó el valor del largo de los 

cardiomiocitos al 131±3.3 %, el valor del ancho al 117 ± 5.1 % y el valor del 

área al 145 ± 5.9 % como se muestra en la figura 11. En presencia de Ang II + 

Losartán el aumento del tamaño fue cancelado ya que, las células así 

cultivadas no modificaron los valores de su largo (99 ± 1.0 %), ni de su ancho 

(97 ± 2.7 %) ni de su área (97 ± 2.0 %). Para cada parámetro n= 9 p < 0.05 vs. 

de Ang II, ANOVA. 

 

 

Figura 11: Resultados promedio del tamaño celular de n=9 expresados como % 
respecto de control. * = p< 0.05 vs. control, analizado por ANOVA. 

 

Los datos presentados en las figuras 10 y 11 sugieren entonces, en nuestro 

modelo experimental, que el efecto hipertrofiante de la Ang II es debido a un 

aumento de la síntesis proteica que produce un aumento del tamaño celular.  

 



 

Efecto hipertrofiante de Ang II mediado por ET-1:   

 

Con el fin de establecer si la ET-1 estaba involucrada en el efecto hipertrofiante 

de la Ang II, se cultivaron miocitos siguiendo el mismo protocolo experimental 

pero con Ang II en presencia de BQ 123 que es un bloqueante de los 

receptores ETA de ET-1. Como se muestra en la figura 12, BQ 123 disminuyó el 

valor de la incorporación de 3H fenilalanina/DNA inducido por Ang II ya que el 

mismo fue 114 ± 7.4 %,(n= 12). 

 

 

 

Figura 12: Incorporación de 3H fenilalanina/DNA, resultados promedio de n=12. * 
significa distinto de control, p< 0.05, analizado por ANOVA. 

 

Con respecto al tamaño celular el aumento del mismo que provocó la Ang II, 

también fue prevenido por BQ 123 como se muestra la figura 13. Cuando las 

células fueron tratadas con Ang II+BQ 123 el valor para el largo fue de un 99 ± 



 

1.3 %, el valor para el ancho fue de un 101 ± 1.5 % y el valor para el área fue 

de 99 ± 2.5 % respecto de control (n= 9). 

 

 

 

Figura 13: Resultados promedio del tamaño celular de n=9 expresados como % 
respecto de control. * = p< 0.05 vs. control, analizado por ANOVA. 
 

Los resultados obtenidos en los experimentos anteriores sugieren que el efecto 

hipertrofiante de Ang II esta mediado por ET-1 endógena, la cual actúa en 

forma autocrina. La presencia en el miocito felino de los precursores de la ET-

1: preproendotelina, big-endotelina y enzima convertidora de ET-1 ha sido 

demostrada previamente en este laboratorio (158). 

 

Efecto hipertrofiante de ET-1: 

 



 

Si el efecto hipertrofiante de Ang II es el resultado de la liberación de ET-1 por 

parte del miocito cardíaco actuando de forma autocrina, se debería poder 

reproducir este efecto mediante la exposición de miocitos cardíacos a ET-1 

exógena. El efecto hipertrofiante de ET-1 exógena fue evaluado en 

cardiomiocitos aislados mediante la medición de tres parámetros 1) 

incorporación de 3H fenilalanina/DNA y 2) tamaño celular de los miocitos (largo, 

ancho y área) y 3) expresión del ARNm de ANP.  

Siguiendo el protocolo experimental utilizado para explorar el efecto 

hipertrofiante de la Ang II se cultivaron cardiomiocitos aislados de corazones de 

gatos adultos marcapaseados a 0.5 Hz. durante 18 hs en presencia o ausencia 

de ET-1. Como se muestra en las figuras 14 y 15 las células tratadas con ET-1  

aumentaron la incorporación de 3H fenilalanina/DNA y el tamaño celular. 

 

 

 

Figura 14: Incorporación de 3H fenilalanina/DNA, resultados promedio expresados 
como % respecto de control. La ET-1 exógena aumentó el valor de  la incorporación 



 

de 3H fenilalanina/DNA al 153 ± 10.9 % (n= 14). * = p< 0.05 vs. control, analizado por 
test de t. 

 

 

 

Figura 15: Resultados promedio del tamaño celular de n=8 para ET-1 expresados 
como % respecto de control. La ET-1 exógena aumentó los valores de largo, ancho y 
área al 124 ± 6.32 %, 117 ± 1.95 % y 125 ± 5.4 %, respectivamente. * = p< 0.05 vs. 
control, analizado por test de t. 

 
Participación del NHE-1 en el efecto hipertrofiante de la ET-1: 

 

Una vez que se evidenció que el efecto hipertrofiante de la Ang II estaba 

mediado, en nuestra situación experimental, por ET-1 endógena se evaluó si el 

NHE-1 estaba involucrado en dicho efecto hipertrofiante. La Ang II y la ET-1 

son agonistas de receptores acoplados a proteína G que son conocidos 

activadores del NHE-1. Se repitieron los cultivos de miocitos en presencia de 

ET-1 más un bloqueante específico del NHE-1, el HOE 642. Se evaluó el efecto 

del HOE 642 a nivel de la incorporación de 3H fenilalanina/DNA y el tamaño 



 

celular (largo, ancho y área). Como se muestra en la figura 16 el bloqueante 

específico del NHE-1 canceló el efecto hipertrofiante de ET-1. El valor de la 

incorporación de 3H fenilalanina/DNA de las células tratadas con ET-1+HOE 

642 fue de 87 ± 21% (n= 6). 

 

 

 

Figura 16: Incorporación de 3H fenilalanina/DNA, resultados promedio de n= 14. * = p< 
0.05 vs. control, analizado por ANOVA. 

 

Cuando se evaluó el tamaño celular, se evidenció que el efecto hipertrofiante 

de ET-1 fue cancelado por HOE 642 ya que los cardiomiocitos tratados con ET-

1+HOE 642 no aumentaron el valor de su largo (85 ± 7.2 %), ni el valor de su 

ancho (96 ± 5.3 %) ni el valor de su área (81 ± 8.8 %) como se muestra en la 

figura 17 (n=8 para cada parámetro). Estos valores, ligeramente diferentes al 

valor control, no fueron estadísticamente significativos.  

 



 

 

 

Figura 17: Resultados promedio del tamaño celular de n=8 expresados como % 
respecto de control. * = p< 0.05 vs. control, analizado por ANOVA. 

 
Participación del NHE-1 en la expresión del ARNm de ANF mediada por ET-1:   

 

La participación del NHE-1 como eslabón necesario en la vía de señalización 

intracelular que conduce al desarrollo de HC estimulada por ET-1 también se 

investigó a nivel de la expresión de uno de los marcadores moleculares de HC, 

el ANF. Para ello se cultivaron células, con el mismo protocolo experimental 

antes mencionado, en presencia de ET-1 y de EMD 87580 que es otro inhibidor 

del NHE-1. La ET-1 produjo un aumento en la abundancia del ARNm de ANF 

(144 ± 15.2 %, n= 5) que fue cancelado en presencia del bloqueante del NHE-1 

(81 ± 8.2, n= 6), como se muestra en la figura 18.  

  



 

 

 

Figura 18: Promedio de la expresión del RNAm de ANP como marcador de hipertrofia 
(% respecto de control). * = p< 0.05 vs. control, analizado por ANOVA. 

 

Participación de la ET-1 en la producción de ERO estimulada por Ang II: 

 

Dado que se ha sugerido el papel hipertrofiante de las ERO y su acción como 

segundos mensajeros intracelulares, se evaluó si la respuesta hipertrófica 

desencadenada por Ang II involucraba un incremento de la producción de 

ERO. Para este fin, se investigó si la Ang II en concentración 1 nmol/L era 

capaz de producir un aumento en la producción de ERO. Para ello se midió la 

epifluorescencia del indicador H2DCFDA desesterificado de miocitos incubados 

con el mismo, marcapaseados a 0.5 Hz tratados con Ang II y con losartán. 

Además se evaluó si la ET-1 estaba involucrada en la producción de ERO 

inducida Ang II, para ello se bloquearon ambos tipos de receptores (A y B) de 

la ET-1 con TAK 044 antes de la administración de Ang II. La Ang II indujo un 



 

aumento en la producción de ERO que se canceló en presencia del bloqueante 

de los receptores AT1, losartán y más interesante aún, también cuando se 

bloquearon los receptores de ET-1 con TAK 044 (bloqueante inespecífico de 

receptores de ET-1) o con BQ 123 (bloqueante específico de receptores ETA). 

Como era de esperarse, el MPG también previno el aumento en la acumulación 

de ERO. La figura 19 muestra registros típicos de fluorescencia en función del 

tiempo y la figura 20 resume los valores promedio de cada grupo experimental. 

Estos resultados sugieren que la producción de ERO incrementada luego de la 

administración de Ang II es el resultado de la liberación de ET-1 tras el estímulo 

de los receptores AT1. 

 

 

 

Figura 19: Aumento de ERO inducido por Ang II e inhibición del mismo por Ang II 
+TAK 044 y por Ang II+losartán.  

 

 



 

 

 
Figura 20: Disminución del aumento de ERO por losartán, TAK 044, BQ 123 y MPG * 
p< 0.05 vs. control (n= 8), analizado por ANOVA. 

 
Participación de las ERO en el efecto hipertrofiante de ET-1: 

 

Los resultados experimentales antes expuestos evidencian que el efecto 

hipertrofiante de la Ang II se produce a través de ET-1 y que el NHE-1 

representa un eslabón necesario en dicho proceso ya que su inhibición cancela 

el desarrollo de HC. Por otra parte, se evidenció que la Ang II por medio de la 

ET-1 induce un aumento en la producción de ERO.  

Como antes se mencionara, experimentos de Sabri y col. (145) muestran que 

las ERO estimulan al NHE-1 a través de la activación de quinasas, es posible 

especular que la Ang II/ET-1 induce la formación de ERO que al activar dichas 

quinasas, estimulan al NHE-1. Con el fin de evaluar la participación de las ERO 

en el efecto hipertrofiante de ET-1, se cultivaron cardiomiocitos aislados 



 

siguiendo el mismo protocolo experimental, en presencia y ausencia de ET-1 y 

de un agente capturador de ERO, el MPG. Los resultados de estos 

experimentos se muestran en las figuras 21, 22 y 23 en donde el aumento de la 

incorporación de 3H fenilalanina/DNA, del tamaño celular (largo, ancho y área) 

y de la expresión de ANF de las células tratadas con ET-1 fue cancelado 

cuando se cultivaron con ET-1 en presencia de MPG. 

 

 

 

Figura 21: Incorporación de 3H fenilalanina/DNA, cuyo valor fue de 92 % ± 19.8 
resultados promedio de n=8. * significa distinto de control, p< 0.05, analizado por 
ANOVA. 

 



 

 

 

Figura 22: Resultados promedio del tamaño celular de n=8 expresados como % 
respecto de control. El valor del largo fue de 89 ± 1.1 %, el valor del ancho fue de 98 ± 
4.4 y el valor del área fue de 89 ± 5.4 %. * = p< 0.05 vs. Control, analizado por 
ANOVA. 

 

 

 

Figura 23: Promedio de la expresión del RNAm de ANP como marcador de hipertrofia 

(% respecto de control) 145 ± 15.2 % n= 8, p < 0.05) y 98 ± 9.6 (n= 5) para ET-1 y 
ET-1 + MPG, respectivamente. * = p< 0.05 vs. Control, analizado por ANOVA. 

 



 

Participación de las MAPK en el efecto hipertrofiante de ET-1: 
 

Se mencionó anteriormente que la liberación de ERO activa la vía ERK 1/2-p90 

RSK y esta vía a su vez sería la que activa al NHE-1 (145). A fin de corroborar 

esta cascada de eventos en nuestras condiciones experimentales, se analizó el 

efecto de ET-1 sobre la fosforilación de ERK 1/2 y de p90RSK. También se 

analizó la participación de las ERO en la activación de dicha vía. 

En las células tratadas con ET-1 se detectó un aumento de la fosforilación de 

ERK 1/2 al 145 ± 9.4 % (n=8 p < 0.05) y de p90RSK al 136 ± 8.5 % (n=6, p < 

0.05) respecto de la situación control que se consideró 100 %. 

Este aumento de la fosforilación de ERK 1/2 y de p90RSK por ET-1, no se 

produjo en las células tratadas con ET-1 + MPG (102 ± 4.8 % n=4 y 103 ± 5.5 

% n=5 respectivamente) como se observa en la figura 24.  

 

 

 

Figura 24: Promedio de la fosforilación de ERK 1/2 y p90RSK (% respecto de control). * 
= p< 0.05 vs. control, analizado por ANOVA.



 

DISCUSIÓN: 

 

Este trabajo de Tesis Doctoral presenta y analiza los resultados obtenidos 

luego de exponer cultivos de miocitos cardíacos aislados de corazones de 

gatos adultos, a Ang II o ET-1 en lo que respecta a sus efectos sobre la HC. 

Los mismos muestran los siguientes aportes:  

 

1. La Ang II en concentraciones relativamente bajas (1 nmol/L), posee un 

efecto hipertrofiante enteramente debido a la ET-1 endógena liberada 

tras el estímulo de los receptores AT1. 

2. El efecto prohipertrófico de la ET-1 endógena se produce por la 

estimulación de sus receptores ETA.  

3. El mecanismo Ang II/ET-1 antes mencionado lleva al aumento de la 

producción de ERO que parecen ser un eslabón importante de la vía de 

señalización intracelular prohipertrófica desencadenada por Ang II/ET-1 

ya que el desarrollo de HC se cancela en presencia del capturador de 

ERO, MPG. 

4.  El NHE-1 posee un papel clave en la cascada de eventos intracelulares 

que desencadenan la HC ya que la inhibición específica del NHE-1 

previene el desarrollo de HC. 

5. La ET-1 aumenta la fosforilación de ERK 1/2- p90 RSK, que conduciría a 

la fosforilación e hiperactividad del NHE-1. Este efecto es inhibido por 



 

MPG lo que avala la participación de las ERO en el efecto hipertrofiante 

de ET-1.  

 

Liberación de ET-1 por Ang II: 

 

Numerosas investigaciones apoyan la noción de que varios de los efectos 

originalmente atribuidos a la acción de la Ang II estarían mediados en realidad 

por la ET-1 endógena. En tal sentido se ha demostrado que la administración 

de Ang II estimula la expresión del ARNm de preproendotelina y la liberación ET 

en diversas células incluidos los miocitos cardíacos (158-161). Por otra parte, 

los efectos de Ang II enteramente mediados por ET-1 ocurrirían cuando la 

concentración de Ang II es pequeña (del orden nanomolar o inferior) (158). Se 

ha comprobado que el bloqueo de los receptores de ET evita numerosos 

efectos atribuidos a Ang II tales como el desarrollo de hipertensión arterial 

provocada por su administración crónica (162), la activación del NHE (58) y del 

intercambiador Cl-/HCO3- Na+ independiente (163). 

 

Formación de ERO por Ang II 

 

Las NADPH Oxidasas como fuente de ERO 

 



 

La actividad de la NADPH oxidasa es de particular importancia en la 

fisiopatología cardíaca, dicha actividad puede ser aumentada significativamente 

por varios estímulos que son relevantes para el desarrollo de HC e insuficiencia 

cardíaca, por ejemplo, el estiramiento cíclico de cardiomiocitos(164,165), la 

Ang II (166-168), agonistas α-adrenérgicos (169), ET-1 (170) y TNF-α 

(171,172), que actúan tanto a través de la modificación post-traduccional de las 

subunidades regulatorias como de las vías de transcripción. Curiosamente, 

varios estudios han demostrado que el O2 - producido por la NADPH oxidasa 

puede servir para promover una mayor generación de ERO desde otras 

fuentes. Por ejemplo, el O2 - producido por NADPH oxidasa puede oxidar y 

degradar a la tetrahidrobiopterina (BH4), que es un co-factor de la enzima NOS, 

lo que llevaría al desacople de las subunidades de la misma. Este mecanismo 

se ha demostrado en ratones ApoE deficientes con hipertensión experimental 

(173,174). Del mismo modo, el O2 -derivado de la NADPH oxidasa también 

puede activar a la XO (175). Por lo tanto, las NADPH oxidasas pueden ser 

fundamentales incluso en entornos en los que parte del estrés oxidativo 

proviene de otras enzimas. 

La familia de enzimas NADPH oxidasa es la principal fuente de O2 - en el 

sistema cardiovascular (176-178). De hecho, las NADPH oxidasas son las 

únicas enzimas cuya función principal hasta la fecha, parece ser la producción 

de O2 - (179). Cada miembro de la familia de las NADPH oxidasas contiene una 

unidad catalítica denominada NOX que forma un heterodímero con una 



 

subunidad de menor peso molecular llamada p22phox; éste es el sitio de 

transferencia de electrones de la NADPH al O2 molecular, lo que resulta en la 

formación de O2 -. Cinco isoformas de la NOX (NOX1-5) han sido identificadas 

hasta la fecha, cada una codificada por un gen distinto (179). Es interesante 

señalar que la regulación bioquímica de las diferentes NOX varía de forma 

significativa. En particular, NOX1 y NOX2 requieren ambas la asociación de las 

subunidades citosólicas (es decir, p47phox, p67phox, p40phox y Rac, o isoformas 

del mismo) con el citocromo a fin de activar la producción de O2- (179). En 

contraste, la activación de NOX4 no parece exigir estas subunidades 

citosólicas (180-182)  

Las células cardiovasculares exhiben patrones específicos de expresión de 

NOX, distintos tipos de células pueden expresar más de una isoforma. NOX1 

es altamente expresada en células de músculo liso vascular, pero no es 

significativamente expresada en cardiomiocitos o células endoteliales 

(178,179). NOX2 es abundante en cardiomiocitos, (169,183-185) células 

endoteliales (176) y fibroblastos (186-188). La isoforma NOX4 parece ser la 

más ampliamente expresada, se encuentra en células endoteliales (183,189), 

cardiomiocitos (184) y fibroblastos (186,190).  

 

La mitocondria como fuente de ERO. 

 



 

Las mitocondrias generan ERO durante su principal función intracelular que es 

la fosforilación oxidativa. Esto se ha atribuido a las fugas de electrones 

asociados con una reducción en la actividad de los complejos que componen la 

cadena de transporte de electrones siendo así una fuente de O2 -, H2O2, y OH-. 

Este estrés oxidativo juega un papel inicial en el deterioro del ADN mitocondrial 

y por ende la función de esta organela que puede resultar en anomalías en su 

potencial de membrana, fuga de ERO y daño celular. El exceso de ERO 

derivados de las mitocondrias es probable que contribuya a la insuficiencia 

cardíaca (191). Se ha descripto que la sobreexpresión del antioxidante 

mitocondrial, 3-peroxiredoxina, mejora el daño en el ADN mitocondrial e inhibe 

los efectos adversos de la remodelación del ventrículo izquierdo después del 

infarto de miocardio (192).   

La formación de ERO dentro de la mitocondria después de la apertura de los 

canales de potasio mitocondriales dependientes de ATP (mKATP) fue 

demostrada en varios estudios (193-198). Sin embargo, el mecanismo exacto 

por el cual este efecto se lleva a cabo no está claro. Andrukhiv y col. (199) han 

informado recientemente que un aumento del pH en la matriz mitocondrial 

inducido por una mayor entrada de K + a través de los mKATP es el mecanismo 

responsable de este efecto. Estos autores también sugirieron que la apertura 

de los mKATP es inducida por la formación de O2- que se produce en el complejo 

I de la cadena de transporte de electrones (199). 

 



 

Activación de quinasas mediada por ERO: 

 

Existen diferentes moléculas involucradas en la señalización celular que son 

sensibles a redox (reacciones de oxidación/reducción) y se ha demostrado que 

pueden ser activadas por las ERO derivadas de la NADPH oxidasa. Esto 

incluye a: RAS, c-src, MAPKs, PI3 quinasa (PI3K) / Akt, NF-ĸB, AP-1, HIF-1 y 

otras (200-207). Xiao y col. (169) reportaron la activación de MEK 1/2, ERK 1/2 

y p90RSK dependiente de las ERO en cardiomiocitos aislados en respuesta a la 

fenilefrina como estímulo hipertrofiante. 

En cardiomiocitos de ratas neonatas, el H2O2 estimula la tirosina quinasa Src, 

la GTPasa RAS, PKC, MAPK (ERK1/2), y Jun-NK (145,208,209). Niveles bajos 

de H2O2 se asocian con la señal de activación de ERK1/2 y la síntesis de 

proteínas, mientras que niveles más altos estimulan señales que pueden 

inducir apoptosis (210). Las ERO también desempeñan un papel importante en 

el mecanismo de HC inducido por la activación de la estimulación de los 

receptores acoplados a proteína G como el receptor de Ang II o el α-

adrenérgico (200,211-214). Las ERO también estimulan la quinasa-1 de 

señalización de apoptosis celular (ASK-1), una quinasa que está por encima de 

Jun-KN y p38 en la cascada de señalización. La ASK-1 favorece la 

sobreexpresión NF-ĸB para estimular la HC, mientras que el bloqueo genético 

de la ASK-1 inhibe la hipertrofia inducida por Ang II, noradrenalina y ET-1 

(215). 



 

La apoptosis de los cardiomiocitos es otra fuente importante que contribuye a la 

remodelación hipertrófica y la disfunción de las células (216). Por ejemplo, en 

un modelo en ratones que carecen de señalización de la ASK-1, se demostró 

que los mismos presentaron una reducción de la remodelación ventricular y de 

la apoptosis celular en respuesta a la carga de presión o después de un infarto 

de miocardio (217). La apoptosis celular es inhibida a niveles bajos de ERO, 

mientras que lo contrario ocurre con niveles mayores (210).  

Las ERO también tienen efectos potentes en la matriz extracelular ya que 

estimulan la proliferación de fibroblastos cardíacos (218) y la activación de 

MMPs (219-221) cuyos efectos son centrales en la fibrosis y la remodelación 

de la matriz extracelular. Las MMPs son secretadas en general en una forma 

inactiva y se activan postranscripcionalmente por interacciones específicas de 

las ERO con los residuos de cisteína del dominio autoinhibitorio del propéptido 

(222). Las ERO mediante la estimulación de factores de transcripción como el 

NF-ĸB y el AP-1, pueden inducir la expresión de las MMP (220).  

 

NHE-1 e Hipertrofia Cardíaca.  

 

Como se describió anteriormente, el NHE-1 es una glicoproteína integral de 

membrana de distribución ubicua que posibilita el intercambio electroneutro de 

un H+ intracelular por un Na+ extracelular (1:1), constituyendo uno de los 

principales mecanismos regulatorios del pHi (146). En él es posible distinguir un 



 

dominio transmembrana N-terminal asociado al transporte iónico y una larga 

cola citoplasmática en su extremo C-terminal que está involucrada en la 

regulación de la actividad del intercambiador aparentemente mediante distintos 

mecanismos, siendo la fosforilación el mejor conocido de ellos (146). El NHE-1 

presenta un grado de fosforilación basal y un aumento de la misma ocasiona 

un aumento de su actividad (86). 

En el miocardio hipertrófico de las ratas SHR, el NHE-1 se encuentra hiperactivo 

(42,43). El aumento de actividad del NHE-1 se debe a un aumento de la 

actividad intrínseca de las unidades funcionales preexistentes producido por 

modificaciones post-traduccionales de la proteína (fosforilación), sin cambios en 

sus niveles de expresión (223).  

En el año 2000 fue publicado un trabajo en el que se describió por primera vez 

que la inhibición farmacológica del NHE-1 atenuaba la respuesta hipertrófica en 

el tejido cardíaco viable luego del infarto agudo de miocardio (224). 

Posteriormente Camilión de Hurtado y colaboradores (45) comunicaron un 

efecto similar sobre la HC de las ratas SHR. Es importante recalcar que la 

regresión de la HC inducida por inhibición farmacológica in vivo del NHE-1 

ocurre en ausencia de un descenso de la presión arterial sistólica. En 

concordancia con estos hallazgos, el trabajo de Álvarez y col. (225) mostró que 

distintos tratamientos farmacológicos (inhibición de la ECA, bloqueo de los 

receptores AT1 y bloqueo de los canales de Ca+2), provocan regresión de la HC 

en ratas SHR, en una magnitud que no tiene una relación proporcional con los 



 

niveles de presión arterial sistólica alcanzados. Además, en todos estos casos 

la regresión de la HC se acompañó de la normalización de la actividad del 

NHE-1 en el miocardio. El efecto antihipertrófico del bloqueo del NHE-1 fue 

descripto posteriormente en una variedad de modelos experimentales de HC 

patológica diferentes, tales como el inducido por aldosterona, (226) por 

hipertiroidismo, (227) por infusión de monocrotalina, (228) por sobrecarga 

combinada de presión y volumen (229), en ratones deficientes en el receptor de 

ANP, (38) y en la miocardiopatía hereditaria en hámsteres (230). Si bien 

actualmente este efecto se encuentra sólidamente demostrado, aún no se 

conoce con precisión el mecanismo por el cual ocurre. Se ha propuesto a la 

disminución del influjo de Na+ como un posible responsable. Los resultados 

obtenidos en el modelo de miocardiopatía hereditaria en hámsteres y en el 

modelo de HC por sobrecarga combinada de presión y volumen ya 

mencionados, también apoyan la hipótesis de que el NHE-1 participa en la HC 

modulando los niveles de la concentración de Na+ intracelular ([Na+]i.) 

(229,230). Cabe destacar que la mayor actividad del NHE-1 no provoca, en 

condiciones fisiológicas, un cambio en el pHi debido a que en la célula existe 

otro mecanismo, el intercambiador Cl-/HCO3- independiente de Na+ (AE), que 

es acidificante y compensa la activación del NHE-1 (58). Un aumento en la 

[Na+]i ocasionado por hiperactividad del NHE-1 favorecería una mayor entrada 

de Ca+2 a través del NCX actuando en su modo inverso. Este incremento en la 

concentración de [Ca+2]i jugaría un papel clave favoreciendo el crecimiento 



 

cardíaco al estimular las cascadas de señalización dependientes de Ca+2. 

Además, el aumento de la [Na+]i podría inducir el desarrollo de HC a través de 

la activación de ciertas isoformas de PKC (231). 

 

Na+i e Hipertrofia Cardíaca, el papel del NCX 

 

El NCX es una proteína integral de membrana que promueve el transporte de 3 

iones Na+ por cada Ca+2 en direcciones opuestas generando el flujo de una 

carga neta positiva en cada ciclo, siendo entonces un transportador 

electrogénico. El NCX está en la membrana plasmática de gran parte de las 

células de los mamíferos, contribuyendo a mantener la homeostasis del Ca+2. 

Se han encontrado 3 isoformas derivadas de 3 genes diferentes: NCX1 o tipo 

cardíaco, NCX2 o tipo muscular esquelético y NCX3 o tipo cerebral (232). El 

NCX1 es el más ampliamente distribuido, aunque abunda más en tejido 

cardíaco y cerebral (233,234). 

La expresión del NCX1 ocurre en etapas muy tempranas de la cardiogénesis 

(235), siendo máxima cerca del nacimiento en mamíferos normales (152) 

cayendo luego en la vida postnatal, proceso opuesto al que ocurre con otra 

proteína vinculada al manejo del Ca2+, la SERCA cuya expresión aumenta 

durante la vida postnatal (154,155,236). Así, en los corazones de los recién 

nacidos, la participación del NCX en el acoplamiento éxito-contráctil cardíaco 

sería más relevante que en los corazones adultos. 



 

El NCX1 tiene 970 aa y un peso molecular de 110 KDa (233). Posee 9 

segmentos transmembrana, con la porción N-terminal por fuera de la célula, 

mientras que el extremo C-terminal se encuentra hacia el citoplasma (figura 25) 

(237-239). Posee además un gran lazo interno hidrofílico (entre los aa 250 y 

796) entre los segmentos transmembrana 5 y 6, el cual es importante para la 

regulación alostérica intracelular por Ca+2 o Na+ (240,241). 

 

 

Figura 25: Representación esquemática del NCX. 

La función primaria del NCX es el manejo de Ca+2i. Bajo condiciones 

fisiológicas y suponiendo que los gradientes de Na+ y Ca+2 permanecen 

constantes en el espacio subsarcolemal, podemos estimar que el potencial de 

inversión del NCX (ENCX) (valor del potencial de membrana que anula el flujo 

iónico por gradiente de concentraciones a través del intercambiador), es 

aproximadamente –40 mV que surge de la siguiente ecuación: 



 

 

ENCX=3ENa-2ECa 

ENa=(RT/F) ln{[Na+]e/[Na+]i}            (ecuación 1) 

ECa=(RT/2F) ln{[Ca+2]e/[Ca+2]i} 

donde los símbolos entre corchetes indican concentración del ión, pudiendo ser 

intracelular (i) o extracelular (e), ENa y ECa son los potenciales de equilibrio para 

el Na+ y Ca+2 respectivamente, R la constante de los gases, T la temperatura 

absoluta y F la constante de Faraday, considerándose como valores 

fisiológicos de [Na+]i y [Na+]e 10 y 140 mmol/L respectivamente. 

Dado que se trata de un transportador electrogénico, la fuerza impulsora (FI) 

que actúa sobre el NCX está 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 FI es cero. A Vm más negativos que el ENCX se ve 

favorecida la salida de Ca+2 y entrada de Na+ (modo directo o “forward”, 

corriente catiónica hacia adentro o “inward”) contribuyendo a la relajación de la 

célula muscular. Cuando el Vm toma valores más positivos que el ENCX se 

registran flujos de estos iones en sentidos opuestos, es decir modo inverso o 

“reverse”, corriente catiónica hacia afuera o “outward”. El hecho de que durante 

un potencial de acción miocárdico (PA) el Vm supere el valor teórico de ENCX 

haría pensar que el modo inverso del NCX (NCXinv) participaría activamente en 

el ingreso de Ca+2 durante el acoplamiento éxito-contráctil. Sin embargo, existe 

gran controversia respecto de la contribución del NCXinv a la contractilidad 



 

basal (241-245) debido a que durante el PA el nivel de Ca+2 aumenta, y esto 

modifica el ENCX haciéndolo más positivo. De esta manera existe un 

compromiso entre el aumento del ENCX y del Vm, probablemente impidiendo 

que dicho PA alcance o supere el ENCX real (ver ecuación de ENCX). Sin 

embargo ha sido demostrado que bajo ciertas condiciones farmacológicas y/o 

patológicas, el modo inverso puede cobrar mayor relevancia para la función 

contráctil (153,246-249). En la insuficiencia cardíaca por ejemplo se encuentra 

aumentada la expresión del NCX, supuestamente como un mecanismo 

compensador para mantener la contractilidad ante la deficiente función del 

retículo sarcoplásmico (RS), lo que hace pensar que el NCX contribuiría a la 

entrada de Ca+2 al citosol y de esta manera mantendría la función contráctil 

(247,248). 

Como ya se dijo, la actividad del NCX es afectada por la concentración 

intracelular de los iones que transporta. Tanto el Ca+2 como el Na+ modulan la 

actividad del NCX1 (250,251). Más aún, ambos modos del intercambiador sólo 

son activos cuando se encuentra Ca+2 unido al sitio intracelular de alta afinidad 

localizado en la parte central del gran lazo citoplasmático (252,253). Aunque 

existe controversia, el valor de la constante de afinidad de este sitio (K1/2) se 

encontraría entre 0.022 y 0.4 μmol/L (254). En presencia de Ca+2e y de Ca+2 en 

el sitio regulatorio intracelular, altas concentraciones de Na+ en la superficie 

citoplasmática activan rápidamente el transporte, seguido por una caída lenta 

hacia el estado estacionario (250). Esto se conoce como inactivación 



 

dependiente de Na+ (255) y se ha sugerido que ocurre cuando el sitio de 

transporte está muy cargado con Na+ (250,255). La inactivación dependiente 

de Na+ está modulada por una gran variedad de factores: es aumentada 

cuando aumentan los niveles de H+ intracelulares (bajo pHi) (249,256,257) y es 

atenuada por concentraciones µmolares de Ca+2, milimolares de ATP, o PIP2 

(249,258,259). Esta inactivación está ausente cuando la superficie intracelular 

es digerida parcialmente por una enzima proteolítica (240), sugiriendo que el 

lazo intracelular está involucrado en esta inactivación. Además, el tratamiento 

del NCX1 con distintos agentes reductores (ditiotreitol y FeSO3) produce un 

aumento de su actividad (260,261) interpretándose como una atenuación de la 

inactivación dependiente de Na+ (262). 

El aumento de Na+ intracelular favorece la entrada de Ca+2 por el modo inverso 

y/o deprime su salida por el modo directo, produciéndose una acumulación 

intracelular de Ca+2 que, de mantenerse en forma prolongada, puede cargar el 

RS o aún tener efectos nocivos (248). 

 

Ca2+i y señales hipertrofiantes: 

 

La mayoría de los estímulos que inducen HC maladaptativa en respuesta 

a una sobrecarga hemodinámica activan la vía de Gq y confluyen en el aumento 

de la [Ca+2]i activando las vías de señalización intracelular dependientes de este 

ión. El aumento de la [Ca+2]i es uno de los fenómenos más importantes en el 



 

desarrollo de la respuesta hipertrófica y esto se ha confirmado provocando el 

aumento de la [Ca+2]i por medio de agonistas cálcicos (263), de ionóforos de Ca+2 

(264), o mediante la elevación del Ca+2 extracelular (265), induciéndose en todos 

estos casos hipertrofia en cardiomiocitos in vitro.  

Tradicionalmente, el análisis de la señalización intracelular ha estado 

asociado a la acción de quinasas, como las MAPKs y la PI3K, entre otras. Sin 

embargo, las fosfatasas son también importantes factores de transducción de 

señales que regulan el crecimiento y las respuestas al estrés en una amplia 

variedad de tipos celulares. Una de estas fosfatasas es la fosfatasa de proteínas 

2B (PP2B), calcineurina. Ante aumentos sostenidos en la [Ca+2]i la calcineurina es 

activada por el complejo Ca+2/calmodulina y desfosforila a miembros de la familia 

de factores de transcripción NFAT en el citosol, permitiendo que éstos se 

trasloquen al núcleo e interactúen cooperativamente con otros factores de 

transcripción como AP-1, GATA-4 y MEF-2 estimulando la transcripción génica 

(266-269) (Figura 26). 

 



 

 

    

Figura 26:    La calcineurina es activada mediante la unión de Ca+2 y CaM. La subunidad 
catalítica (CnA) contiene un dominio N-terminal catalítico y regiones de unión tanto para la 
subunidad regulatoria B (CnB) como para CaM. El extremo C-terminal contiene un 
dominio autoinhibitorio que se pliega para ocluir el sitio activo cuando CaM no está unida. 
El aumento de la [Ca+2]i promueve la unión de Ca+2 a CnB y la del complejo 
Ca+2/calmodulina a CnA, desplazando el dominio autoinhibitorio. La desfosforilación de 
NFAT promueve su traslocación al núcleo, donde se une al DNA cooperativamente con 
otros factores de transcripción, entre los que se encuentran AP-1, GATA4, MEF2. 

La activación de la calcineurina es una señal suficiente para inducir HC 

aunque posiblemente no estrictamente necesaria (270,271). Su participación 

en el desarrollo de HC fue confirmado por las siguientes evidencias: a) ratones 

transgénicos que expresan una forma constitutivamente activa de calcineurina 

o de NFAT desarrollan HC (272), b) el tratamiento con inhibidores de la 

calcineurina como el FK506 y la ciclosporina (aunque con algunos resultados 

contradictorios en este último caso), induce la regresión o previene el desarrollo 



 

de HC en distintos modelos experimentales (270,271,273-275), c) la actividad 

de calcineurina está aumentada en el miocardio hipertrófico de ratas SHR y de 

ratas con hipertensión arterial sensible a sal, y se normaliza al inducir 

farmacológicamente la regresión de la HC; (276-278) d) la sobre-expresión del 

inhibidor endógeno de la calcineurina, la MCIP1, inhibe la respuesta hipertrófica 

del miocardio (279,280), e) ratones transgénicos deficientes en CnAβ (la 

isoforma de la subunidad catalítica de calcineurina que se relaciona 

directamente con su actividad) son incapaces de desarrollar HC ante una 

sobrecarga de  presión, exposición a la Ang II o infusión de isoproterenol (281). 

CONCLUSIÓN FINAL 

En el esquema que se presenta en la figura 27 se resume la cascada de 

eventos que se propone a partir de los datos experimentales antes expuestos. 

Estos sugieren que la Ang II estimula la liberación de ET-1 endógena que a su 

vez ocasiona un aumento en la producción de ERO, que conducen a la 

activación de ERK 1/2. Ésta última fosforila a p90RSK que activa al NHE-1 por 

fosforilarlo posiblemente en la serina ubicada en la posición 703 de la cola 

citosólica del intercambiador. La hiperactividad del NHE-1 aumenta la [Na+]i  

favoreciendo que el NCX actúe en su modo inverso extruyendo Na+ al 

intercambiarlo por Ca+2, entonces esto hace que aumente la [Ca+2]i y 

desencadene efectos hipertrofiantes. Las flechas a la derecha muestran los 

inhibidores farmacológicos utilizados que permiten arribar a estas conclusiones. 



 

 

 

Figura 27: Cascada de regulación propuesta para la hipertrofia cardíaca mediada por 
Ang II/ET-1.
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