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Introducción 1

La Angiotensina II (Ang II) es la molécula efectora del sistema renina- 

angiotenesina, y se ha visto implicada en varios procesos fisiológicos y 

fisiopatológicos. Su efecto vasoconstrictor es el más conocido (1); sin embargo, en los 

últimos años ha adquirido importancia la modulación que la Ang II ejerce sobre el 

acoplamiento éxcito-contráctil y la contractilidad en el músculo cardíaco (2'12). El 

conocimiento de los mecanismos de acción de la Ang II sobre el miocardio en 

condiciones fisiológicas, favorecerá la interpretación de la fisiopatologia de aquellas 

enfermedades que la involucren (13‘16). Para una mejor comprensión de los 

mecanismos subcelulares por medio de los cuales la Ang II modula la contractilidad 

cardíaca resulta fundamental hacer una revisión de los eventos que participan en el 

acoplamiento éxcito-contráctil en el miocardio y de su regulación.

ACOPLAMIENTO EXCITO-CONTRACTIL

El acoplamiento éxcito-contráctil (AEC), como se esquematiza en la figura 1, 

comprende la secuencia de procesos involucrados desde la despolarización de la 

membrana plasmática hasta que se produce la contracción muscular (17). En los 

miocitos cardíacos, la transición desde el estado de reposo, o diàstole, hasta el de 

contracción o sístole, ocurre debido a una entrada de Ca2+ por la membrana 

sarcolemal (18). Esta entrada de Ca2+, que en la mayoría de las especies no sería 

suficiente para explicar la fuerza que realiza el músculo cardíaco en un latido (18), 

induce la liberación de una cantidad mayor de Ca2+ por el retículo sarcoplasmático 

(RS) (20,21). El Ca2+ liberado se une a las proteínas contráctiles produciendo la 

contracción. La remoción del Ca2+ citosólico es el paso que cierra el ciclo, llevando al 

miocito a su estado de reposo original.
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Introducción 2

Figura 1: Esquema de los eventos que participan del acoplamiento éxcito-contráctil. La 
corriente de Ca2+ que se genera durante el potencial de acción (PA) produce la entrada del ion 
por los canales de Ca2+ voltaje dependientes o receptores de dihidropiridinas (DHPR). Esta 
entrada de Ca2+ produce una mayor liberación del mismo del retículo sarcoplasmático (RS) a 
través de los canales de Ca2+ de éste o receptores de rianodina (RyR). El aumento de Ca2+¡ 
produce la interacción de los miofilamentos (MF), actina y miosina, produciendo así la 
contracción. Otro mecanismo que podría participar en el aumento del Ca2+¡ es el intercambiador 
Na+/Ca2+ (NCX) trabajando en su modo revertido. Los mecanismos que reducen la [Ca2+]¡ para 
relajar al miocito son principalmente la SERCA2 o bomba de Ca2+ del RS y también el NCX 
trabajando en su modo directo. Tanto la Ca2+ATPasa de la membrana plasmática (MP), como 
el transportador de Ca2+ mitocondrial (MIT), contribuyen con menos del 1% de la remoción del 
Ca2+ durante la relajación. (Modificado de Cingolani HE y colaboradores. En Fisiología Humana 
de Houssay. Sección I Fisiología General, (ed) El Ateneo 2000, pp 59-93, Buenos Aires).

La secuencia de sucesos que comprende el AEC es la siguiente:

a) Entrada de Ca2+. El evento inicial en el acoplamiento entre la excitación y la 

contracción es la entrada de Ca2+ a la célula que ocurre fundamentalmente a través de 

los canales de Ca2+ de tipo L durante la meseta del potencial de acción (PA) (figura 1). 

El estímulo externo produce una despolarización localizada que provoca la apertura de 

los canales de Na+ dependientes del voltaje(22). El cambio de potencial dado por la 

entrada de Na+ se propaga por la membrana despolarizando al miocito. La 

despolarización de la membrana abre los canales de Ca2+ operados por voltaje o tipo 

L, que generan una corriente hacia adentro, debido al influjo de Ca2+, que mantiene la
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Introducción 4

Figura 3: Esquema del fenómeno de CICR. A. 
acoplamiento éxito-contráctil. B. amplificación de 
la zona remarcada en A. Los receptores de 
dihidropiridinas (DHPR) se encuentran próximos a 
los RyR. Con la despolarización se produce una 
variación en el potencial (V) de la membrana 
plasmática que abre a los DHPR generando un 
pulso de Ca2+ que activa a los RyR. (Modifidado de 
Cingolani HE y colaboradores. En Fisiología 
Humana de Houssay. Sección I Fisiología General. 
(ed) El Ateneo 2000, pp 59-94, Buenos Aires).

Julieta Palomeque

Actualmente se conocen dos 

tipos diferentes de canales que 

liberan Ca2+ de depósitos 

¡ntracelulares y que están 

localizados en el RS, llamados 

receptores de rianodina (RyR) (28) 

(debido a su alta afinidad por el 

alcaloide del mismo nombre) y 

receptores de inositol 1,4,5- 

trifosfato (IP3R) (2M4). En el RS 

cardíaco el RyR es mucho más 

relevante en el AEC que el IP3R, 

cuya participación en el AEC 

miocàrdico, como se verá más 

adelante, es controvertida (30’33'36\  

Los RyR responden a la rianodina 

en forma dual (37), ya que a bajas 

concentraciones (<10pM) el 

alcaloide induce su apertura con 

una baja conductancia, 

deplecionando los depósitos de 

Ca2+ del RS, y a concentraciones 

mayores bloquea completamente 

el canal. Se ha demostrado que la 

probabilidad de apertura de estos 

canales aumenta cuando son 

expuestos a concentraciones de 

Ca2+ en el rango micromolar y a 

metilxantinas como la cafeína(38,39). 

El efecto descripto para la 

rianodina ha sido usado como 

herramienta para corroborar la 

hipótesis de que el Ca2+ requerido 

para una contracción proviene 

fundamentalmente del RS. Así, 

Mitchell y colaboradores (40)



Introducción 5

encontraron que la rianodina a altas concentraciones no alteraba la corriente lenta de 

Ca2+ y, sin embargo, disminuía o suprimía por completo la contracción. Los RyR se 

localizan en la vecindad de los canales de Ca2+ de tipo L y son activados durante el 

AEC por un incremento local del Ca2+ luego del influjo de Ca2+ transarcolemal a través 

de la corriente de Ca2+ de tipo L (23) (figura 3).

La contribución de la liberación de Ca2+ del RS al aumento del Ca2+ intracelular 

para la activación del los miofilamentos, varía según las diferentes especies. Por 

ejemplo, en el ventrículo de rana depende fundamentalmente del Ca2+ que entra a la 

célula por los canales de Ca2+ de tipo L(41), en el conejo el aumento del Ca2+ citosólico 

proviene tanto del influjo a través la corriente de Ca2+ de tipo L como del liberado por el 

RS (41), y en la rata el aporte está dado principalmente por el Ca2+ del RS (41,42).

La intervención en la contracción normal del miocardio de los IP3R, aunque están 

presentes en el músculo cardíaco, es discutida. Sin embargo, los IP3 constituyen el 

principal canal que media el acoplamiento farmacomecánico en el músculo liso (32,36), y 

tanto estructural como funcionalmente comparten homologías considerables con los 

RyR (34).

c) Contracción cardíaca. El aumento del Ca2+ citosólico, inicia una serie de 

procesos que desencadenan la contracción por fijación del ion a las proteínas 

contráctiles (figura 4). La [Ca2+]¡ aumenta aproximadamente 100 veces su valor de 

reposo, permitiendo así la interacción de las proteínas contráctiles, actina y miosina, 

produciendo la contracción(43).

Figura 4: A: Representación esquemática de la disposición 
de las moléculas de miosina en el filamento grueso y de las de 
actina, troponina y tropomiosina en el filamento fino . B: 
esquema de un sarcómero en sección longitudinal a distintos 
grados de acortamiento. Se observa que aunque el 
sarcómero se acorta, lo que se traduce en un acercamiento 
de las bandas Z, la longitud de las proteínas contráctiles no 
disminuye. Miosina en negro, actina en blanco. L o n g itu d  d e l s a r c ó m e r o  en el 

m ú s c u l o  m á x i m a m e n t e  c o n t r a í d o
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Introducción 6

La unidad contráctil fundamental que permite la contracción muscular es el 

sarcómero (figura 4) (43,44). Cada sarcómero está compuesto por un conjunto de 

filamentos gruesos y finos interdigitados entre sí. Los filamentos gruesos están 

formados por miosina. Esta proteína tiene forma de bastoncito, con una cola orientada 

hacia el centro del filamento y una cabeza globular flexible, que se proyecta fuera de él 

y tiene actividad ATPasa. La cabeza de la miosina conforma la base molecular del 

puente cruzado. Los filamentos finos se extienden desde las líneas Z, que constituyen 

los límites del sarcómero, hacia el centro del mismo (figura 4). Estos filamentos están 

compuestos fundamentalmente por actina, pero también contienen otras proteínas, la 

troponina y la tropomiosina, que resultan indispensables en la regulación de la 

contracción muscular(43,45). La actina posee la capacidad de interactuar con la miosina 

y de activar la ATPasa de esta última. Las moléculas de tropomiosina son largas y 

delgadas y se extienden a lo largo del filamento fino. La troponina esta constituida por 

la troponina T (TnT), la I (Tnl) y la C (TnC), que en conjunto forman lo que se 

denomina complejo troponínico. La TnT es la que une el complejo troponínico a la 

tropomiosina, la Tnl inhibe, junto con la tropomiosina, la interacción entre la actina y la 

miosina, y la TnC tiene la capacidad de unirse al Ca2+ <434546\  Aunque existen otras 

proteínas en el sarcómero, éstas son las principales en el proceso de contracción 

muscular.

El acortamiento del músculo estriado durante la contracción muscular es el 

resultado del deslizamiento de los filamentos finos sobre los gruesos hacia el centro 

del sarcómero, lo que se traduce en una disminución de la longitud del cada uno de los 

sarcómeros (figura 4), y por lo tanto del músculo, sin que la longitud de los filamentos 

individuales se modifique. La interacción cíclica entre las cabezas de miosina (puentes 

transversales) con la actina, asociada con la hidrólisis del ATP, sería la base molecular 

de la contracción muscular y lo que causaría que la actina se deslice entre las cadenas 

de miosina(43,46) (figura 5).
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Introducción 7

Figura 5: Procesos bioquímicos durante un ciclo de contracción. El puente cruzado se une al 
filamento fino y girando sobre su eje genera tensión y tracciona sobre el filamento fino, que se 
desliza sobre el grueso; luego la cabeza de miosina se libera para volver a fijarse en otro punto 
del filamento de actina, y así sucesivamente. Los puentes cruzados de las mitades opuestas 
del sarcómero giran en direcciones opuestas y de esta forma acercan cada mitad del 
sarcómero al centro (ver figura 4). La energía para este trabajo proviene de la hidrólisis del ATP 
en ADP y Pi. El ATP se une a la cabeza de la miosina inhibiendo la unión de ésta a la actina 
(1). Por su baja capacidad ATPasa la miosina, todavía no activada por la actina, desdobla 
lentamente el ATP en ADP y Pi formando un complejo intermedio, miosina-ADP-Pi (2), que se 
disocia muy lentamente. Este complejo es capaz de unirse a la actina formando lo que se 
denomina el complejo activo, actina-miosina-ADP-Pi (3). La interacción así formada entre la 
actina y la miosina promueve la actividad ATPasa de la miosina produciéndose la liberación del 
fosfato de alta energía del ATP, lo que determina un cambio en la posición del puente cruzado 
y provoca el deslizamiento del filamento fino sobre el grueso (4). De esta manera la energía 
química del ATP se ha transformado en trabajo mecánico. Este ultimo estado descripto se 
conoce como complejo de rigor y permanece intacto hasta que una nueva molécula de ATP se 
une a la cabeza de la miosina.

El deslizamiento entre los miofilamentos está regulado por la troponina y la 

tropomiosina, que inhiben naturalmente la contracción en ausencia de Ca2+, 

impidiendo la interacción entre la actina y la miosina (43'4546). En presencia del ion la 

contracción se inicia, no por una activación del proceso contráctil en sí, sino por una 

reversión de la inhibición preexistente. Durante la diàstole, el complejo troponina- 

tropomiosina cubre físicamente el sitio activo de la actina, lo que bloquea la interacción 

entre los miofilamentos. Cuando durante el AEC el Ca2+ citosólico aumenta, se 

produce la desinhibición del bloqueo (figura 6). El Ca2+ se une a la troponina C 

produciendo un cambio en el complejo regulatorio, que determina el corrimiento de la
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Introducción 8

tropomiosina, lo que libera el sitio activo de la actina y permite la unión entre la actina y 

la miosina.

Figura 6: Regulación de la contracción por el Ca2+. En reposo la tropomiosina y la troponina 
"tapan" el sitio de unión entre la actina y la miosina, impidiendo la interacción entre ambas 
moléculas. Al incrementarse la [Ca2+]¡, la unión del ion a la troponina C produce el corrimiento 
del complejo troponina-tropomiosina, liberando el sitio activo de la actina.

d) Relajación miocàrdica. Una vez que se ha desarrollado la fuerza y/o el 

acortamiento del músculo cardíaco, para que éste se relaje es necesario que la [Ca2+]¡ 

vuelva a valores de reposo. Cuatro sistemas compiten por el Ca2+ citosólico durante la 

relajación en el músculo cardíaco, la Ca2+ATPasa del RS, el NCX, la Ca2+ATPasa del 

sarcolema, y el transportador de Ca2+ de la mitocondria(47). La proporción en que cada 

uno de estos sistemas contribuye a la extrusión de Ca2+ del citosol varía según las 

especies y las condiciones patofisiológicas(47), pero en general la Ca2+ATPasa del RS 

es el principal sistema encargado de la recuperación de los valores diastólicos de 

Ca2+¡, seguido por el NCX (figura 7). Como ya se mencionó (figura 1), la Ca2+ATPasa 

del sarcolema, y el transportador de Ca2+ de la mitocondria tienen una participación 

menor al 1% en la reducción del Ca2+ sitosólico, sin embargo, la bomba de Ca2+ 

sarcolemal, por lo menos en algunas especies, podría jugar un rol importante en el 

mantenimiento del Ca2+diastólico.
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Introducción 9

Figura 7: Representación esquemática de las vías de salida de Ca2+. Una vez que el ciclo de 
contracción ha finalizado, el complejo troponina-tropomiosina libera el Ca2+. La disminución de 
la [Ca2+]¡ se produce principalmente a través de la SERCA2a. La SERCA2 está inhibida 
tónicamente por otra proteina del RS, la fosfolamban. La fosforilación (P) de fosfolamban 
revierte esta inhibición. Otro mecanismo que participa en la disminución del Ca2+¡ es el NCX 
trabajando en su modo directo. Como se mencionó en la figura 1, la Ca2+ATPasa de la 
membrana plasmática y el trasportador de Ca2+ mitocondrial participan en menos del 1% en la 
disminución del Ca2+¡.

La Ca2+ ATPasa del RS cardíaco, SERCA2a (sarcoplasmic -endoplasmic- 

reticulum calcium ATPase), ha sido bien caracterizada en estudios de retoma de Ca2+ 

donde se utilizaron vesículas de membrana de RS (48). El KCa para el transporte de 

Ca2+ es de 300-400nM (49), por lo que la SERCA2a es fuertemente activada a las 

concentraciones de Ca2+ fisiológicas que maneja la célula en cada ciclo de 

contracción-relajación. La velocidad con que la Ca2+ATPasa del RS del miocardio 

transporta el Ca2+ está regulada por medio de la fosforilación de otra proteina, 

denominada fosfolamban (50) (figura 8). Esta proteina, cuando está desfosforilada, tiene 

la capacidad de fijarse a la SERCA2a e inhibir el transporte de Ca2+ (51). Cuando se 

fosforila se remueve la inhibición de la fosfolamban, resultando fundamentalmente en 

una menor KCa para el transporte de Ca2+ (55). La fosforilación de fosfolamban puede 

ocurrir a través de la proteina kinasa dependiente de AMPc (proteina kinasa A, PKA) a 

nivel del residuo serina 16 (Ser16) (52,53) y/o por la proteina kinasa dependiente de Ca2+- 

calmodulina (CaMKII) (la calmodulina es otra proteina aceptora de Ca2+ que cuando 

tiene todos sus sitios de unión para el ion ocupados, es capaz de activar a la proteina 

kinasa) en el residuo treonina 17 (Thr17) (54). Este aumento de la velocidad con que el 

Ca2+ es recapturado por el RS aumenta la velocidad de relajación y además el 

contenido de Ca2+ del mismo, incrementando de esta forma la CICR en la próxima 

contracción. Es decir, que el grado de fosforilación de la fosfolamban regula tanto la 

relajación como la contracción miocàrdica. Este es el mecanismo principal por el cual 

la mayoría de las intervenciones que aumentan el AMPc, como por ejemplo los
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Introducción 10

agentes p-adrenérgicos, el dibutiril AMPc, la forskolina y el glucagón entre otros, 

producen un efecto relajante e inotrópico positivo í56’58-59). pero además, la regulación 

de la actividad de fosfolamban resulta de un equilibrio entre la acción de proteínas 

kinasas y de proteínas fosfatasas (60), por lo que un mecanismo alternativo de 

regulación sería la estimulación o inhibición de la proteina fosfatasa tipo 1 (PP1) que 

desfosforila a fosfolamban. PP1 es activada, por ejemplo, por estimulación colinèrgica 

e inhibida por agonistas p-adrenérgicos y por acidosis (61'63).

Figura 8: Regulación de la SERCAIa. La fosfolamban desfosforilada interactúa con la 
SERCA2a inhibiéndola, disminuyendo de esta manera el secuestro de Ca2+ por el RS. Cuando 
la fosfolamban es fosforilada (P) en el residuo Ser16, por PKA, o en Thr17, por CaMKII, se libera 
la inhibición sobre la SERCA2a y se estimula la retoma de Ca2+ y la carga de Ca2+ del RS. El 
proceso se revierte por acción de la proteína fosfatasa tipo 1 (PP1), que desfosforila a 
fosfolamban. Esta proteína es inhibida por PKA, lo que potencia el efecto p-adrenérgico.

Otro medio por el cual el miocito disminuye la [Ca2+]¡, es la extrusión de Ca2+ por 

el N C X (47,64), aunque en la mayoría de las especies el principal mecanismo para este 

fin es la retoma de Ca2+ por el RS. Como se mencionó en el inciso a, durante la mayor 

parte del potencial de acción, las concentraciones de Na+ y Ca2+ y el voltaje de la 

membrana plasmática condicionan al NCX para que éste funcione en su modo directo 

extruyendo Ca2+ de la célula y disminuyendo así la [Ca2+]¡.
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MODULACION DE LA CONTRACTILIDAD MIOCARDICA

En el músculo cardíaco la fuerza contráctil puede ser regulada, a nivel 

subcelular, por dos mecanismos básicos, no excluyentes el uno del otro. Estos son: 1) 

un cambio en la [Ca2+]¡ y/o 2) una modificación en la respuesta de las proteínas 

contráctiles al Ca2+. Esta última modificación podría deberse a un aumento o 

disminución en la sensibilidad, a nivel de las proteínas regulatorías de los filamentos 

finos, y/o por un aumento o disminución en la fuerza máxima, a nivel de los puentes 

transversales en los filamentos gruesos(65) (figura 9).

C am bio s  en  la co ncen trac ión  intracelu lar de calcio

C am b io s  en  la respuesta  d e  los m iofilam entos al calcio

Figura 9: Modulación de la contractilidad miocàrdica. A: aumento de la fuerza por aumento de la [Ca2+]¡. El 
aumento de la [Ca2+], produce un aumento de la contractilidad sin modificaciones de la relación fuerza-pCa 
(pCa es el logaritmo negativo de la [Ca2+]). Al aumentar el Ca2+, hay un desplazamiento sobre la misma curva a 
valores mayores de fuerza. B: aumento de la sensibilidad de las proteínas contráctiles al Ca2+. Se observa un 
desplazamiento paralelo de la relación fuerza-pCa, lo que se traduce en una mayor fuerza desarrollada para 
cada [Ca2+] a partir de donde se empieza a desarrollar fuerza (umbral) y una menor [Ca2+] necesaria para 
alcanzar la fuerza máxima. C; aumento de la fuerza máxima . La fuerza máxima es mayor, esta se alcanza a la 
misma [Ca2+]¡ que en la situación control y también la [Ca2!  umbral es la misma en las dos situaciones.
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1 ) Cambios en el Ca2+ citoplasmàtico

Los aumentos de Ca2+ citoplasmàtico se traducen en un aumento de la fuerza de 

acuerdo con la relación fuerza-Ca2+ (66) (figura 9A). En otras palabras incrementos de la 

[Ca2+]¡ (transient de Ca2+), tales como los que producen diferentes intervenciones 

inotrópicas positivas, desplazan la fuerza a lo largo de la curva fuerza-Ca2+ 

correspondiente. Este cambio en la capacidad del sarcómero para realizar fuerza o 

acortarse por aumentos en el transient de Ca2+ se produce porque el ascenso del ion 

aumenta el Ca2+ unido a la troponina C con el consecuente aumento de la capacidad 

de desarrollo de fuerza del corazón (67).

Como ya se ha mencionado, el aumento del Ca2+¡ necesario para una 

contracción está dado principalmente por el mecanismo de CICR durante el AEC . 

Este fenómeno puede ser regulado a varios niveles, por un lado modulando el influjo 

de Ca2+ a través de la membrana plasmática (68,69), lo que constituye el disparador del 

proceso de CICR; por otro regulando la “ganancia” del proceso de CICR (70'72), que 

determinará la cantidad de Ca2+ liberada a través del mismo para un dado influjo de 

Ca2+ a una determinada velocidad; y por último modificando la cantidad de Ca2+ que se 

acumula en el RS (73), lo que constituirá el reservorio de Ca2+, y por lo tanto, el Ca2+ 

que será liberado en la contracción siguiente.

Regulación del influjo de Ca2+

Dado que la entrada de Ca2+ gatilla la liberación de Ca2+ por el RS, las 

variaciones del influjo de Ca2+ afectarán la cantidad de Ca2+ liberada por el RS. Ya se 

ha mencionado con anterioridad que la entrada de Ca2+ a la célula en el AEC está 

dada principalmente por la corriente de Ca2+ de tipo L. Esta tiene varios puntos de 

control, a saber, a) por voltaje (74) y por Ca2+ (75), b) por agonistas y antagonistas (76,77) y 

c) por regulación hormonal, mediante fosforilación, ya sea de la PKA (78) o de la 

proteina kinasa C (PKC) (79'83).

a) La rápida despolarización de la membrana plasmática desde potenciales 

relativamente negativos promueve la apertura de los canales de Ca2+. La corriente de 

Ca2+ de tipo L muestra dos tipos de inactivación: lenta y rápida. La primera es 

dependiente del voltaje, ya que a -25mV el canal se encuentra 50% inactivado (74); 

mientras que la segunda es causada por el aumento del Ca2+¡ (75) a través de un 

mecanismo de retroalimentación negativa. En esta inactivación Ca2+-dependiente
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participaría la calmodulina que, unida al Ca2+, podría fijarse a un motivo del canal 

inactivándolo.

b) Con respecto al control por agonistas y antagonistas, se sabe que los canales 

de Ca2+ de tipo L son blanco de una cantidad de drogas clínicamente importantes. 

Dentro de los antagonistas las de mayor relevancia son las dihidropirídinas (DHP) y las 

fenilalquilaminas (PAA) tales como la nifedipina y el verapamilo respectivamente (76). 

Entre los agonistas, el más utilizado es el BayK8644 UT> en experimentos de 

laboratorio.

c) La regulación humoral está dada por la fosforilación del canal de Ca2+ de tipo 

L. La fosforilación del canal dependiente de AMPc a través de PKA, aumenta la 

disponibilidad del canal a abrirse durante la despolarización. Esta propiedad de los 

canales hace que la acción inotrópica positiva de las catecolaminas sea causada, en 

parte, por un aumento del influjo de Ca2+ a través de la corriente de tipo L ^

Por otro lado, la acción de la PKC sobre los canales de Ca2+ de tipo L es muy 

controvertida. Se ha descripto que los ésteres de forbol, que estimulan directamente a 

la PKC, pueden incrementar(80), disminuir (81), tener un efecto bifásico (82) o incluso 

carecer de efecto (83) sobre la corriente de Ca2+ de tipo L.

Además, no se debe olvidar que el aumento del Ca2+ citosólico que dispara el 

CICR podría estar dado también, al menos en parte, por el NCX (84,85). El Ca2+, podría 

aumentar a través de este mecanismo por un aumento de la actividad del 

intercambiador en su modo revertido, es decir haciendo entrar Ca2+ en la célula, o por 

una disminución de su actividad en su modo directo, sacando menos Ca2+ del espacio 

intracelular.

La corriente del NCX tiene varios puntos de control. Ya se mencionó su 

regulación por voltaje y aquella que tiene lugar cuando las concentraciones de 

sustrato, Ca2+ y Na+, cambian (26,27). Se ha sugerido también que, en la regulación del 

transportador, estarían involucrados los receptores acoplados a proteína G (86), siendo 

Gq la que estimula la actividad del intercambiador, ya que se ha mostrado que la Ang 

II, la endotelina 1 y la fenilefrina median el aumento de su actividad (87). Por otro lado, 

estudios de Shigematsu y Arita (88) concluyeron que la acidosis disminuye tanto la 

corriente hacia adentro como la comente hacia fuera del intercambiador.

Regulación de la carga de Ca2+ del RS

El estado de carga que tiene el RS para el CICR es de crucial importancia ya 

que la fracción del contenido de Ca2+ que es liberada en cada contracción puede ser
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influenciada fuertemente por la cantidad de Ca2+ almacenada en el RS (89), y por lo 

tanto determinará la magnitud de la contracción, en ausencia de cambios en la 

respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles. Una de las fuentes de Ca2+ que 

participa en la carga del RS incluiría a la corriente de Ca2+ (90). Otra fuente que ha sido 

sugerida para esta función es el NCX funcionando en su modo directo (84,85). Como se 

mencionó, el NCX compite por la disminución del Ca2+¡ durante la relajación con la 

SERCA2, y por lo tanto, cuanto más Ca2+ extrnya el NCX, menor será la retoma del ion 

por la bomba del RS y menor la carga de Ca2+ del mismo. Es decir, el NCX podría 

contribuir a la carga del RS si la actividad del intercambiador funcionando en modo 

directo estuviese enlentecida, por el contrario, si la actividad del NCX en modo directo 

estuviese acelerada la carga del RS disminuiría. Pero sin duda, debido a que la 

actividad de la SERCA2 es más importante en la mayoría de las especies, la carga del 

RS es responsabilidad principal de la Ca2+ATPasa, cuya regulación está dada 

fundamentalmente por medio de la fosforilación de la fosfolamban (50).

Por otro lado, la carga del RS puede modificarse farmacológicamente por medio 

de agentes que, por ejemplo, disminuyen la retoma de Ca2+. La tapsigargina (91) y el 

ácido ciclopiazónico (92) inhiben directamente la Ca2+-ATPasa del RS, impidiendo el 

secuestro de Ca2+ y por lo tanto también su liberación. Otras drogas, como la 

rianodina, que como ya se ha explicado, tiene un efecto dual (37), produce a bajas 

concentraciones la depleción de los depósitos de Ca2+ del RS y a altas 

concentraciones bloquea completamente el canal. La cafeína y la teofilina activan la 

liberación de Ca2+ (93)del RS incrementando la probabilidad de apertura del canal.

2) Cambios en la respuesta al Ca2+ de los miofilamentos

Como se describió más arriba, la contractilidad puede ser también modulada, 

además de por variaciones en el Ca2+ intracelular, por cambios en la respuesta de las 

proteínas contráctiles al Ca2+, que a su vez pueden deberse a alteraciones en la 

sensibilidad de los miofilamentos (figura 9B), y/o en la fuerza máxima (figura 9 C )(65).

Los aumentos en la sensibilidad se reflejan en desplazamientos paralelos hacia 

la izquierda de la relación fuerza-Ca2+, lo que se traduce en una mayor fuerza a una 

dada [Ca2+]¡, o una menor [Ca2+]¡ para lograr una fuerza dada. El mecanismo básico 

por el cual cambia la sensibilidad al Ca2+ de los miofilamentos es una modificación en 

la afinidad de la TnC por el Ca2+ (45,46). Esta afinidad está determinada por la velocidad 

de asociación y disociación entre el Ca2+y la TnC. Entonces, si disminuye la velocidad 

con la que el Ca2+ se disocia de la TnC, el Ca2+ quedará unido a ella por más tiempo, 

aumentando la afinidad de la TnC por el Ca2+, y produciendo así una mayor interacción
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de las proteínas contráctiles, lo que resulta en un aumento de la fuerza para esa 

[Ca2+]¡. Este fenómeno no afecta directamente los puentes cruzados y por lo tanto no 

hay efectos sobre la fuerza máxima.

Las alteraciones en la fuerza máxima pueden deberse a un cambio en la 

disponibilidad de puentes cruzados, en el número de puentes cruzados unidos 

fuertemente a la actina o en la fuerza que pueda realizar cada uno de los puentes(65).

Generalmente en las intervenciones que producen una alteración de la respuesta 

al Ca2+ de las proteínas contráctiles es difícil diferenciar si esta alteración se debe a 

cambios en la sensibilidad o en la fuerza máxima, ya que, por un lado, la mayoría de 

las intervenciones que modifican la sensibilidad frecuentemente alteran también la 

fuerza máxima, y por otro, las modificaciones en la fuerza máxima son de dificultosa 

comprobación en preparaciones intactas.

Dentro de las situaciones que afectan la respuesta al Ca2+ de los miofilamentos 

se pueden nombrar a los cambios en la longitud inicial (94), la acidosis (95), la 

fosforilación de las cadenas livianas de miosina (96) y la estimulación a y (3 

adrenérgica(97), entre otras.
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LA ANGIOTENSINA II

La Ang II produce un efecto inotrópico positivo en diferentes especies animales 

(2-9,11,12) qUe ocurre asociado a un efecto antirrelajante o lusitrópico negativo(98). Los 

mecanismos subcelulares que determinan estos efectos son aún motivo de 

controversia, aunque se sabe la activación de receptores acoplados a proteína G por 

el péptido, y la consecuente generación de segundos mensajeros, serían los 

responsables de los efectos biológicos de la hormona. Con el propósito de comprender 

mejor el mecanismo de acción de la Ang II, se revisarán los mecanismos involucrados 

en las trasducciones de señales.

TRASDUCCION DE SEÑALES

Los mecanismos homeostáticos que ajustan la función del miocito cardíaco a las 

diversas intervenciones que se realicen sobre ellos, requieren, debido a la presencia 

de la membrana plasmática, de una comunicación entre el medio intra y el 

extracelular. La transmisión de una señal involucra la interacción de un ligando con su 

receptor transmembrana, que habitualmente es una proteína integral de la membrana 

plasmática que posee dominios a ambos lados de la bicapa lipídica. El receptor 

activado por su ligando gatilla una actividad catalítica en el citosol generando una 

segunda señal (segundo mensajero), siendo la amplitud de esta última mucho mayor 

que la señal extracelular original. El segundo mensajero puede a su vez activar una 

serie de proteínas o puede incrementar la cantidad de alguna molécula pequeña 

dentro de la célula que producirá el efecto final. Este sistema escalonado de 

reacciones se denomina trasducción de señales (99) (figura 10). Los puntos de control 

son en general de una molécula sobre la activación de la siguiente (downstream), pero 

las cascadas de señales pueden ramificarse o bifurcarse generando distintos 

productos de los cuales cada uno producirá otro compuesto diferente. Estos 

productos, a su vez, pueden interaccionar entre sí y amplificar o inhibir reacciones 

dentro de la misma cascada o de otra (cross-talk); o pueden modular por 

retroalimentación (upstream) el efecto final(100).
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Figura 10: Vista esquemática de una vía de trasducción de 
señales. Los ligandos extracelulares se unen a sus receptores 
sarcolemales. Los receptores activados consisten en una 
estructura de 7 dominios transmembrana que interactúan con 
un trasductor que estimulará a un efector. La activación de 
receptores con actividad tirosina kinasa puede activar 
directamente varios sistemas de efectores. Los efectores 
activados generan segundos mensajeros que actúan sobre una 
cascada blanco.

Las intervenciones que modifican la respuesta inotrópica del miocardio, 

generalmente no afectan directamente a las proteínas contráctiles del miocito sino que 

inician sus acciones cuando se acoplan a receptores de membrana e inician una 

cascada de señales intracelulares que culminan en un efecto dado sobre la maquinaria 

contráctil.

Las cascadas de trasducción de señales pueden clasificarse de acuerdo al 

receptor que les da inicio, siendo los de mayor importancia los receptores que poseen 

actividad proteína kinasa en su dominio citosólico, y los que están acoplados a 

proteína G, como es el caso del receptor de la Ang I I (99).

Los receptores con actividad proteína kinasa se activan por unión de su ligando, 

lo que promueve que el dominio intracitoplasmático se fosforile a sí mismo; esta 

autofosforilación activa a otras proteínas diana dentro de la célula, las cuales se 

convierten en nuevos sustratos para próximas reacciones enzimáticas. Los receptores 

con actividad proteína kinasa más comunes son tirosina kinasa pero también hay 

algunos serina/treonina kinasa (99).

Los receptores que se acoplan a proteína G, la cual recibe este nombre por la 

capacidad de fijar nucleótidos de guanina, están compuestos por tres subunidades, a, 

p y y. Este trímero inactivo está constitutivamente asociado al receptor. Cuando éste 

es activado, por unión de su ligando, se produce un cambio conformacional a nivel de
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la subunidad a que causa la liberación del GDP que tiene unido en estado basal. 

Como la concentración de GTP citosólico es mucho mayor que la de GDP, el sitio 

vacante para el nucleótido es ocupado por el GTP, lo que induce a la subunidad a a 

disociarse del receptor y de las subunidades Py, acarreando el GTP. Tanto el 

monómero a como el dímero (3y, pueden actuar sobre proteínas blanco generalmente 

asociadas con la membrana, las cuales actuarán sobre otros blancos en el citoplasma. 

La subunidad a tiene actividad GTPasa, por lo que al hidrolizar el GTP a GDP puede 

reasociarse con el dímero py y de esta manera reiniciar el ciclo (figura 11) (101,102). Las 

proteínas G traducen señales de una gran cantidad de receptores y a su vez hay una 

gran variedad de proteínas G (tabla 1) (99). Los segundos mensajeros más comunes 

son los nucleótidos cíclicos como el AMPc; sin embargo, otro grupo importante 

consiste en pequeñas moléculas lipídicas, como los fosfoinositósidos y el diacilglicerol.

Tabla 1: clases de proteína G, sus efectores, segundos mensajeros y ejemplos de agonistas 
que las activan. +, estimulación. inhibición. IP3) inositol 1,4,5-trifosfato. DAG, diacilglicerol.

Figura 11: M ecanism o de acción de un receptor acoplado a proteina G.
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Las acciones biológicas de la Ang II comienzan cuando el péptido se une a 

receptores específicos en la membrana plasmática, estando éstos acoplados a una 

proteína Gq. El complejo hormona-receptor produce la disociación de la subunidad a  y 

ésta, traslocándose por la membrana produce la activación de la isoforma (3 de la 

fosfolipasa C, enzima que hidroliza fosfoinositósidos de membrana (fosfatidilinositol

4,5-bifosfato) en 1,2-diacilglicerol (DAG), que activa a la PKC, e inositol1,4,5-trifosfato 

(IP3) (98,99). Estos segundos mensajeros, PKC e IP3, a través de su acción sobre 

distintos blancos intracelulares, producen la mayoría de los efectos biológicos de la 

Ang II. Sin embargo la cascada de señales de la Ang II no es tan simple ni lineal, sino 

que media también la activación de la vía JAK-STAT y de las MAPKs (Mitogen 

Activated Protein Kinases), principalmente a través de PKC (103). Además, estudios 

recientes indican que la Ang II no sólo activa a la PLC, sino que también sería el 

ligando que desencadena la activación de fosfolipasa A2 (104) y la producción de óxido 

nítrico (105).

Ligandos
La Ang II es el producto final del sistema renina-angiotensina (SRA). El SRA 

participa en el control de la presión arterial por vía humoral, pero también está 

presente en el sistema nervioso central(106), en la pared de los vasos sanguíneos(107) e 

incluso en el músculo cardíaco (108). La renina, elaborada por las células 

yuxtaglomerulares de la pared de la arteriola aferente del glomérulo renal, es una 

enzima proteolítica que es secretada ante una caída de la presión arterial o depleción 

del Na+ con disminución del compartimiento del líquido extracelular(109). Al ser liberada 

actúa sobre el angiotensinógeno, producido en el hígado, del cual libera un 

decapéptido, la angiotensina I, cuya actividad biológica se desconoce. La enzima 

convertidora de angiotensina (ECA), presente principalmente en pulmón, pero también 

en otros tejidos (106), cataliza la conversión de angiotensina I en Ang II, un octapéptido. 

La Ang II, que ejerce los principales efectos fisiológicos del sistema, es inactivada por 

las angiotensinasas, peptidasas presentes en la mayoría de los tejidos que hacen que 

la vida media de la Ang II sea de aproximadamente un minuto (110).

Receptores
Por estudios de unión (binding) de la Ang II a su receptor se ha determinado la 

presencia de varios subtipos de receptores en diferentes tejidos(111). En el corazón se 

han descripto dos tipos de receptores por los cuales la Ang II tiene la misma afinidad, y 

que son susceptibles de inhibición farmacológica, el AT1, sensible al bloqueo por
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losartan (112), y el AT2, capaz de ser inhibido por PD123177 (113). Ambos subtipos se 

expresan en varias especies, incluyendo rata, conejo, gato, y humano(114,115); y median 

acciones contrapuestas, principalmente en lo que se refiere a la regulación del 

crecimiento celular (116,117). Se ha demostrado que la estimulación del AT2 media un 

efecto antiproliferativo, en contraposición a la promoción del crecimiento que produce 

la activación del AT1 sobre el músculo liso vascular(118). También hay evidencia de 

que la estimulación de los AT2 se opone al efecto hipertrófico de los AT1 en miocitos 

ventriculares de ratas neonatas (117), a la inducción de síntesis proteica en corazones 

de ratas adultas (119) y al efecto cronotrópico en corazón de ratones adultos (119,120). 

Pero además, en estudios, en donde el gen para la expresión de AT2 ha sido 

ablacionado o sobreexpresado, han revelado que el AT2 atenúa el efecto presor de la 

Ang II mediado por los AT1 (121). Además, Gunasegaram y colaboradores (122), 

demuestran que la estimulación del AT1 incrementa la actividad del intercambiador 

Na+/H+, y este efecto disminuye si el AT2 no es bloqueado, lo que indica que el AT2 

tendría un efecto opuesto al del AT1 sobre este intercambiador. Se ha observado 

también que el bloqueo del efecto inotrópico positivo de la Ang II, en las especies que 

lo presentan, es posible con losarían pero no con PD123177, sugiriendo que el AT1 

sería el receptor implicado en el aumento del inotropismo dado por la Ang II rii.123.124) 

Por otro lado, aunque ambos receptores coexistan en el corazón, la proporción relativa 

en la cual éstos están expresados, varía entre las diferentes especies. Por ejemplo en 

la rata y el conejo ambos receptores se expresan por igual (114), mientras que los 

corazones de bovinos y simios expresan principalmente AT1 (114,115) y e| miocardio de 

los humanos, AT2 (115). También, esta proporción puede variar ante determinadas 

circunstancias, como en casos de hipertrofia por sobrecarga de presión, en donde se 

observa una disminución de los receptores AT1 (125). Además, recientemente ha sido 

descripto un nuevo tipo de receptor de Ang II, el A T 4 (126), que tiene una alta afinidad 

por un metabolito de la Ang II, la Ang IV; y aunque estos receptores se han identificado 

en preparaciones cardíacas (127), los efectos sobre la contractilidad miocàrdica están 

aún por dilucidarse.

El receptor AT1 está compuesto por 359 aminoácidos y contiene 7 dominios 

transmembrana que exhiben un 20-30% de homología en la secuencia con otros 

receptores acoplados a proteina G (128). Los residuos tirosina localizados en los lazos 

citoplasmáticos y en el dominio C-terminal son potenciales sitios de fosforilación. El 

receptor posee motivos de anclaje para Stat3, Src y PI-3 kinasa, que participarían en 

el acoplamiento de la vía JAK-STAT y en la activación de otras cascadas de señales.
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Segundos mensajeros
Como se mencionó anteriormente, ia unión de la Ang II con el receptor AT1 

activa a la fosfolipasa C, la cual metaboliza el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato en IP3, que 

al ser hidrosoluble difunde por el citoplasma, y DAG, que permanece en la membrana 

y activa a la PKC 

IP3

Los datos publicados sobre músculo liso han demostrado fehacientemente que 

el IP3 generado produce liberación de Ca2+ de depósitos intracelulares no 

mitocondriales (34'36). Este hecho ha llevado a varios laboratorios a investigar el posible 

rol del IP3 como segundo mensajero en el AEC del músculo estriado, arrojando, 

desafortunadamente, resultados contradictorios (129'133). La sospecha de que el IP3 

participe del AEC en el corazón está basada en que: 1) la cascada del IP3 está 

presente en el músculo cardíaco y es activada por drogas y hormonas que producen 

efecto inotrópico positivo con elevación del Ca2+ citoplasmático (134); 2) el IP3 produce la 

contracción de fibras cardíacas desprovistas de membrana (134); 3) microsomas 

cardíacos fusionados con bicapas lipídicas planares exhiben canales de Ca2+ cuya 

actividad está modulada por el IP3; (134) y 4) análisis de Western y Northern blot, 

usando tejido cardíaco, indican que el receptor para IP3 está presente en el 

corazón(134). No obstante, la liberación de Ca2+ del RS cardíaco inducida por IP3 no ha 

sido demostrada convincentemente, y el papel del receptor de IP3 en el miocardio es 

aún controvertido. Tanto en células como en preparaciones multicelulares, 

desprovistas de membrana, coexisten varios problemas para el estudio de la función 

del IP3. Uno de ellos es que la difusión dificulta el incremento en la concentración de 

IP3 alrededor del RS lo suficientemente rápido como para mimetizar el aumento que 

ocurre en las células intactas (135). Otro factor adicional, es el rápido metabolismo del 

IP3 por la actividad de fosfatasas o kinasas (136). Para evitar estos inconvenientes 

Kentish y colaboradores (130) utilizaron IP3 enjaulado ("caged IP3"), una molécula 

inactiva pero fotolábil que difunde a través de la preparación (trabéculas ventriculares 

desprovistas de membrana con saponina) y que es liberada y activada por fotolisis, lo 

que produce un rápido y homogéneo incremento de IP3 en la preparación. Con esta 

técnica, este grupo de investigadores, mostró que el IP3 podría afectar al RS y 

precipitar la liberación de Ca2+ produciendo una respuesta contráctil, aunque más débil 

y más lenta que la producida por la CICR. Por otro lado, dado que experimentos en 

músculo esquelético sugirieron que el IP3 tendría un efecto directo sobre la maquinaria 

contráctil (137), aumentando la respuesta al Ca2+ de los miofilamentos, Nosek y 

colaboradores estudiaron este hecho en el músculo cardíaco(133). Estos autores
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comprobaron que el IP3 no tiene efecto ni sobre la sensibilidad al Ca2* ni sobre la 

fuerza máxima de las proteínas contráctiles, y que esta ausencia de efecto no se debía 

a la degradación del IP3. En base a los datos expuestos, la Ang II podría producir sus 

efectos sobre el músculo cardíaco a través del IP3 ya que, por un lado, produce 

liberación de Ca2+ del RS, y por otro aumenta el metabolismo de los fosfoinosítidos. 

Sin embargo esta posibilidad no ha sido estudiada aún.

PKC

Las PKC están emparentadas con la familia de las serina/treonina kinasas, y 

existen varias isoformas (138). La PKC actúa como señal intracelular de diversas 

sustancias, y su activación puede, además, modular indirectamente otras cascadas de 

señales como la Raf-MEK1-MAPK y la PI3 kinasa-Akt(139). Hasta el momento se han 

documentado al menos 12 isoformas (138) de PKC. Las más conocidas pueden ser 

agrupadas como PKC convencionales (a, pi, pll, y y), que son Ca2+ dependientes y se 

activan por fijación del DAG y de fosfatidilserina (PS); nuevas PKC (8, e, rj y 0), que son 

Ca2+ independientes pero que también se activan por DAG y PS; y PKC atípicas y 

iA), las cuales son Ca2+ y DAG independientes pero sensibles a PS. La distribución de 

estas isoformas depende del tejido y la especie en cuestión. A su vez, las diferentes 

isoformas tienen distintas funciones celulares, debido a una localización celular 

específica y a una aparente activación preferencial en respuesta a estímulos 

hormonales o biológicos. Por ejemplo, la PKC(3I (PKC convencional) se trasloca desde 

el citosol a regiones perinucleares cuando es activada, en contraposición a la PKC5 y e 

(nuevas PKC), que se localizan en el perinúcleo y el núcleo en estado basai y cuando 

son activadas se traslocan al citoesqueleto fibrilar(138). Además, se ha demostrado que 

puede haber cambios en isoformas específicas localizadas en el miocardio, en 

situaciones de isquemia-reperfusión, precondicionamiento isquémico, insuficiencia 

cardíaca por miocardiopatía y diabetes(140). Para determinar los efectos biológicos de 

cada isoforma de PKC, se han usado animales trasgénicos en donde se sobreexpresa 

o se produce la ablación de una isoforma. También se ha inhibido o activado una 

isoforma en particular por medio de la manipulación de la interacción entre las distintas 

isoformas de PKC con sus proteínas de anclaje específicas (RACKs) (141). Se ha 

postulado que estas proteínas fijan y traslocan cada isoforma de PKC. Los resultados 

provenientes de estos estudios han revelado evidencia definitiva de que, por ejemplo, 

la PKCe tendría importantes efectos sobre el crecimiento de los cardiomiocitos y 

facilitaría la protección miocàrdica del precondicionamiento isquémico (142), mientras 

que la PKCp disminuiría la contractilidad miocàrdica y aumentaría la fibrosis (140). Sin 

embargo, mucho queda por saber acerca de las funciones de otras isoformas de PKC.
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Enzimáticamente, la PKC fosforita residuos serina o treonina, utilizando como 

sustrato MgATP, con un Km para el ATP en un rango menor a pM (143). Con respecto a 

los efectos de la PKC sobre la regulación del Ca2+¡ por el NCX, Ballard y Schaffer(87) 

han publicado que un inhibidor de la kinasa atenúa el efecto estimulatorio de la Ang II 

sobre el NCX. En cuanto a los canales de Ca2+ de tipo L, los datos disponibles son 

poco claros, ya que, como se ha dicho con anterioridad (ver página 7), la actividad de 

la PKC sobre la corriente de Ca2+ de tipo L es muy controvertida(79‘83). En la regulación 

del pHj, se ha observado que la PKC aumenta la actividad del intercambiador 

Na+/H+(144), así como también activa al intercambiador CI/HCO3' Na+ independiente (145).
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POSIBLES MECANISMOS SUBCELULARES DEL EFECTO INOTROPICO 

POSITIVO Y LUSITROPICO NEGATIVO DE LA ANG II

Debido a que se ha encontrado que la Ang II ejerce un efecto inotrópico positivo 

en múltiples especies animales e incluso en los seres humanos (2-9-11-12)j en los últimos 

años varios laboratorios han enfocado sus esfuerzos en determinar los mecanismos 

subcelulares que provocan este efecto inotrópico positivo, siendo los resultados muy 

contradictorios. A pesar de que parte de la controversia podría deberse a las 

diferentes especies utilizadas (9), resultados opuestos fueron también reportados 

dentro de la misma especie. Por otro lado, los mecanismos intrínsecos del efecto 

antirrelajante asociado al efecto inotrópico positivo de la Ang II son desconocidos.

La Ang II podría modificar la fuerza contráctil del corazón, por medio de un 

cambio en la concentración del Ca2+ citosólico y/o a través de un cambio en la 

respuesta al Ca2+ de los miofilamentos. Con respecto a la relajación cardíaca, los 

mecanismos a través de los cuales la Ang II podría prolongarla, serían, por un lado, 

como en el caso de la contracción, un aumento en la respuesta al Ca2+ de las 

proteínas contráctiles; y por otro, una mayor permanencia del Ca2+ en el citosol debido 

a una disminución en la actividad de los mecanismos de remoción del Ca2+¡ o a una 

prolongación del influjo de Ca2+.

Modifica, la Ang II, la [Ca2+]¡ ?

Corriente de Ca2+ de tipo L (lCa)

Los trabajos que estudian modificaciones en la lCa son muy contradictorios; 

pues se ha visto que la Ang II podría aumentar la lCa (4'146'147), disminuirla (148) o incluso 

no modificarla (8,149). Parte de esta discrepancia podría ser explicada por el uso de 

diferentes técnicas para medir la lCa, ya que experimentos recientes han demostrado 

que el aumento en la lCa evocado por agentes que comparten la cascada de señales 

de la Ang II, como la fenilefrina o la endotelina-1, sólo podría ser detectado por la 

técnica de patch-clamp bajo la configuración de patch-perforado o cell-attached 

(registros de corriente unitaria), dos condiciones que preservan el medio 

intracelular(150,151). Por otro lado, Kaibara y colaboradores (145) concluyeron que el 

aumento en la lCa, por la Ang II, en miocitos de conejo, era debido a un incremento en 

el pH¡, resultado de la activación del intercambiador Na+/H+. Contrariamente, Ikenouchi 

y colaboradores (8) describieron en la misma especie, un aumento en el pH¡ sin 

cambios significativos en la lCa. Por su parte, usando herramientas farmacológicas, 

Talukder y Endoh (152), concluyeron que el influjo de Ca2+ a través de los canales de
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Ca2+ de tipo L era uno de los mecanismos de mayor importancia por los cuales la Ang 

II incrementaba el Ca2+¡.

Intercambiador Na+/Ca2+ (NCX)

Tanto Watenabe y Endoh(153) como Barry y colaboradores (154), sugieren que el 

NCX puede ser uno de los mecanismos responsables del aumento en el Ca2+¡ 

producido por la Ang II. La base de este razonamiento reside en que el aumento del 

Na+¡, producido por la Ang II a través de la activación del intercambiador Na+/H+, 

favorecería el influjo de Ca2+ a través del NCX en su modo revertido. Este aumento en 

la carga de Na+¡ podría producir también un enlentecimiento del modo directo del 

intercambiador, produciendo una disminución del eflujo de Ca2+ a través del mismo, y 

de esta forma aumentar la [Ca2+]¡. Además, se ha mostrado, en experimentos in vitro, 

que la Ang II produce una activación directa del intercambiador, al igual que otros 

agentes que también desdoblan el fosfatidilinositol, como la fenilefrina y la endotelina-
«j(87)

Retículo sarcoplamático (RS)

Un aumento de la [Ca2+]¡ inducido por la Ang II, también podría deberse a una 

mayor liberación de Ca2+ por el RS inducida por IP3. Aunque el efecto inotrópico 

positivo de la Ang II se ha asociado con un incremento de los niveles de IP3, una 

relación de causa y efecto entre el IP3 y el efecto inotrópico positivo inducido por la 

Ang II no ha sido estudiada.

Respecto al efecto lusitrópico negativo de la Ang II, aunque no ha sido 

estudiado previamente, una explicación posible para este fenómeno, podría ser el 

retardo en la retoma de Ca2+ por el RS. Este hecho enlentecería la caída del transient 

de Ca2+y de esta manera prolongaría la relajación. Los efectos de la modulación de la 

retoma de Ca2+ por el RS por la PKC son controversiales(155'157). Avalando la hipótesis 

planteada, en miocitos cultivados y permeabilizados de ratas neonatas, se ha 

demostrado una disminución de la retoma de Ca2+ por el RS mediada por la activación 

de PKC (157). Sin embargo, Movsesian y colaboradores (155), han descripto una 

fosforilación de fosfolamban dependiente de PKC y un subsecuente aumento en la 

retoma de Ca2+ en preparaciones de RS cardíaco de perro. Por otro lado, un trabajo 

realizado en corazones de conejo (156), mostró que no se observaba fosforilación de 

fosfolamban mediada por PKC, a través de la estimulación a-adrenérgica.
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Duración del potencial de acción (DPA)

Se ha descripto que la Ang II produce un aumento de la DPA (4), así como 

también un cambio bifásico en la misma, disminuyéndola inicialmente, y luego 

aumentándola de manera sostenida (158). Sin embargo, en este último estudio, la 

contribución de la prolongación en la DPA al efecto inotrópico positivo de la Ang II, no 

fue evaluada. Morita y colaboradores (158), observaron en corazones de conejo una 

disociación en el curso en el tiempo entre el efecto inotrópico positivo inducido por la 

Ang II y el aumento que provoca en la corriente de CI'. Este incremento de la corriente 

de CI', que en esta especie contribuiría a la prolongación de la DPA, no explicaría el 

efecto inotrópico positivo de la Ang II debido a la disociación en el tiempo que existe 

entre ambos efectos.

Por otro lado, el aumento de la DPA podría explicar el efecto lusitrópico 

negativo de la Ang II. El mantenimiento del potencial de membrana a valores más 

positivos por períodos mayores, podría, como se dijo, mantener durante más tiempo la 

entrada de Ca2+ por los canales de Ca2+de tipo L. Además, podría también disminuir el 

eflujo o aumentar el influjo de Ca2+ a través del NCX, por una disminución de su 

actividad en modo directo, o un aumento de la misma en su modo revertido, 

respectivamente. Este hecho daría como resultado un mayor período en el cual el 

Ca2+¡ estaría elevado, retardando el tiempo de relajación.

Cambia, la Ang II, la respuesta al Ca2+ de los miofilamentos?

La modulación que la Ang II podría tener sobre la respuesta al Ca2+ de las 

proteínas contráctiles, fue propuesta en primera instancia por Ikenouchi y 

colaboradores en 1994 (8), quienes observaron, en miocitos de conejo, que el efecto 

inotrópico positivo de la Ang II estaba asociado a un incremento del pH¡, y no a un 

aumento en el Ca2+¡. Este hecho permitió que los autores concluyeran que el 

mecanismo predominante por el cual la Ang II ejercía su efecto inotrópico positivo era 

un aumento en la respuesta al Ca2+ de los miofilamentos debida a una alcalosis 

intracelular mediada por la activación del intercambiador Na+/H+. Esta hipótesis se 

consideró muy factible ya que, por un lado, la estimulación a-adrenérgica y la 

producida por la ET-1, producen un efecto inotrópico positivo a través de este 

mecanismo (97,159); y por otro, existen evidencias que indican que la Ang II incrementa 

la actividad del intercambiador Na+/H+ (119). Además, experimentos más recientes, del 

mismo laboratorio, demostraron que la Ang II inducía también un aumento en el Ca2+¡ 

en la misma especie (161). Por otro lado, la activación del intercambiador Na+/H+ no 

debe ser tomada como sinónimo de alcalosis intracelular(11). Experimentos realizados
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en un buffer fisiológico (H C 037C 02), han demostrado que la Ang II activa tanto a un 

mecanismo alcalinizante, al intercambiador Na7H+ (11), como a uno acidificante, al 

intercambiador CI'/HCCV Na+-independiente (162), siendo el resultado final una 

ausencia de cambio en el pH¡. Además, en estos experimentos se observó que aunque 

el pH¡ no se modificaba en presencia de Ang II el efecto inotrópico positivo seguía 

estando presente (11). Por lo tanto el hecho de que un incremento en el pH¡ sea el 

responsable del aumento de contractilidad inducido por la Ang II es discutido.

La respuesta al Ca2+ de los miofilamentos podría estar aumentada por otros 

mecanismos independientes del pH¡. El IP3 ha sido identificado como causante de este 

efecto (137), sin embargo este hecho no concuerda con los resultados de otros 

autores(133), como ya se ha mencionado (ver página 21). Una controversia similar se 

presenta con respecto a la PKC, ya que se ha documentado que la kinasa produce un 

aumento(163), no cambio(164), e incluso una disminución (165) de la respuesta al Ca2+ de 

las proteínas contráctiles. Estos hallazgos dejan abierta la posibilidad de pensar en 

que un aumento de la respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles pH¡- 

independiente podría contribuir al efecto inotrópico positivo producido por la Ang II.

Por otra parte, y respecto al efecto antirrelajante de la Ang II, es conocido que 

la alcalosis intracelular disminuye la velocidad de disociación del Ca2+ unido a la 

TnC(166). La disociación lenta del Ca2+ de los sitios regulatorios del complejo 

troponínico podría retardar la relajación. Este es el mecanismo propuesto para explicar 

el efecto lusitrópico negativo de la estimulación a-adrenérgica (167), cuya cascada de 

señales intracelulares es la misma que la de la Ang II. Pero, por otro lado, el aumento 

del pH¡ no es el único mecanismo que puede aumentar la respuesta al Ca2+ de los 

miofilamentos. Como ya se mencionó, la estimulación a-adrenérgica produce la 

fosforilación de las proteínas contráctiles, lo que vincularía la activación de la PKC con 

el efecto antirrelajante.

Cuáles son los segundos mensajeros responsables del efecto inotrópico 

positivo y lusitrópico negativo de la Ang II?

Como se ha descripto, tanto el IP3 como la PKC podrían desempeñar un rol 

fundamental en la producción del efecto inotrópico positivo y lusitrópico negativo que la 

Ang II produce en el miocardio. Sin embargo, la reciente identificación de distintos 

subtipos de receptores para la Ang II en muchos tejidos, implica que esta hormona podría 

estimular múltiples cascadas de señalización en sus células blanco. Como se ha 

mencionado, estudios recientes indican que la Ang II no sólo activa a la PLC (98,99), sino 

que también activaría múltiples vías de trasducción de señales como ser la activación de
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fosfolipasa A2 (104), la producción de óxido nítrico (105) y la regulación de las proteínas 

kinasas activadas por mitógenos (103).

Estos estudios sugieren que otras alternativas puedan entrar en juego en la 

modulación de la contractilidad y relajación miocàrdica mediada por Ang II, además de la 

clásica más aceptada (IP3 y/o PKC).
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El presente estudio está dirigido a examinar, en el miocardio de gato, los 

mecanismos involucrados en el efecto inotrópico positivo y lusitrópico negativo o 

antirrelajante de la Ang II, que son los menos conocidos y los más controvertidos 

comparados con los de otras intervenciones que también aumentan el metabolismo del 

fosfatidilinositol.

Se pondrá especial interés en disecar si el efecto inotrópico positivo se produce a 

través de un aumento de la [Ca2+]¡ o de la respuesta al Ca2+ de los miofilamentos y en este 

último caso si ésta es dependiente o no de los cambios del pH¡. Se caracterizará el efecto 

lusitrópico negativo de la Ang II, así como también se intentará disecar los posibles 

mecanismos celulares a través de los cuales la hormona produce este efecto. Se 

investigarán además, las posibles cascadas de señales que puedan estar vinculadas con la 

regulación de la contractilidad y de la relajación miocàrdica mediada por Ang II. Para esta 

finalidad, se usarán miocitos ventriculares aislados e intactos y músculos papilares. Las 

células intactas aisladas son las preparaciones indicadas, en contraposición a la fibra 

hiperpermeable, para evaluar tanto cambios de la [Ca2+]¡ y del pH¡ así como cambios en la 

respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles cuando se intenta dilucidar si éstos ocurren o 

no como consecuencia de un cambio del medio intracelular, como es un cambio en el pHj. 

Los músculos papilares constituyen una preparación ideal para examinar la contracción y 

fundamentalmente la relajación cardíaca en condiciones isométricas.

El presente estudio intenta responder específicamente las siguientes preguntas:

1. El efecto inotrópico positivo de la Ang II es mediado por un aumento de la 

[Ca2+]¡? De ser un aumento en la [Ca2+]¡ el responsable de los efectos observados:

• Cuál o cuáles de los mecanismos involucrados en la regulación de la [Ca2+]¡, es 

responsable del aumento del [Ca2+]¡ producido por la Ang II

2. El efecto inotrópico positivo de la Ang II es mediado por un aumento de la 

respuesta de las proteínas contráctiles al Ca2+? De ser esta la vía a través de cual la Ang II 

produce su efecto inotrópico positivo, cuál es el mecanismo de la mayor respuesta de las 

miofibrillas al Ca2+?

• Una mayor sensibilidad de los miofilamentos al Ca2+? o
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•  Un aumento de la fuerza máxima que las proteínas contráctiles pueden 

realizar?

• Y de existir alguno de estos mecanismos, son ellos producto de cambios en 

el pH¡?

3. Cuáles son los mecanismos subcelulares responsables del efecto lusitrópico 

negativo de la Ang II?

• Un aumento en la respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles? o

• Una mayor permanencia del Ca2+ en el citosol debido a un retardo en su 

remoción? De ser esta la hipótesis correcta, cuál es el mecanismo que 

retarda la disminución del Ca2+¡ luego de la contracción, una menor retoma del 

ion por el RS, o una menor actividad del NCX trabajando en su modo directo?

4. Qué papel juegan los segundos mensajeros, el IP3 y el DAG, y la

consecuente activación de la PKC en el efecto inotrópico positvo y en el lusitrópico

negativo de la Ang II?
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AISLAMIENTO DE MIOCITOS

Se realizaron experimentos en miocitos de gato enzimàticamente aislados con 

una técnica que se utiliza de rutina en nuestro laboratorio (168,169). Gatos adultos fueron 

anestesiados por inyección intraperitoneal de pentobarbital sódico (35 mg (Kg peso)'1). 

Los corazones sujetos por la aorta a través de una cánula, fueron extraídos 

rápidamente y colocados en un sistema de perfusión tipo Langendorff. Los mismos 

fueron perfundidos retrógradamente a 37°C y a presión de perfusión constante (70-80 

mmHg) durante 7 minutos para lavarlo de sangre y estabilizarlo con una solución 

Krebs-Henseleit con la siguiente composición (mM): 146.2 CINa, 4.7 CIK, 1.35 CI2Ca, 

10.0 ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfonico (HEPES), 0.35 P 04NaH2, 1.05 

S 04Mg, 10.0 glucosa, ajustada a pH 7.4 con OHNa (llamaremos a dicha solución, 

solución de HEPES). La solución fue continuamente burbujeada con 0 2 al 100%. Luego 

de ese lapso, la perfusión continuó con la misma solución, pero ahora nominalmente 

libre de Ca2+, por 5 minutos. Este período de perfusión con una solución sin Ca2+ es de 

crucial importancia, ya que la integridad de los discos intercalares depende del Ca2+ y 

se ha descripto que bajos niveles del ion reducen la adherencia entre las células (170). 

Posteriormente se hizo recircular por 7-12 minutos la misma solución con 0.61mg/ml de 

colagenasa tipo II (160U/ml), 0.07mg/ml de pronasa y 0.4 mg/ml de suero de albúmina 

bovina (BSA). Durante la perfusión con las enzimas, se agregó 36 pM de CI2Ca y luego 

20 pM de CI2Ca cada 5 min. El Ca2+ actúa como un cofactor que activa a las enzimas, 

por lo tanto, el agregado gradual de CI2Ca permite regular la actividad de las 

enzimas(171). La perfusión continuó hasta que los corazones presentaron flacidez (15-25 

min), momento en que fueron removidos del aparato de perfusión cortándolos a nivel 

de la unión atrio-ventricular. Los miocitos aislados se separaron del tejido no digerido y 

se lavaron varias veces con solución HEPES conteniendo 1% de BSA, y 0.5 mM de 

CI2Ca. El tejido ventricular no digerido fue cortado y disociado con pinzas. Dicho tejido 

se incubó durante 3-5 min a 37°C, agitándolo lentamente en una atmósfera de 0 2 en la 

misma solución con enzimas (solución de HEPES + enzimas + BSA al 10%). Luego de 

este procedimiento, los miocitos desagregados fueron separados del tejido sin digerir a 

través de una tela de nylon (con poros de 300 pm), y colocados en un tubo de 

centrífuga con el doble de volumen de tejido de una solución de HEPES con 0.2 mM de 

CI2Ca. Se centrifugaron por 1 minuto a velocidad lenta (aproximadamente 1000 rpm). 

Se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en una solución de HEPES con

0.5 mM de CI2Ca. Al tejido remanente en el nylon sin digerir, se lo incubó en el agitador 

como se describe más arriba. Este proceso se repitió tantas veces como fue necesario,
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hasta digerir la mayor cantidad de tejido posible. Luego de cada lavado, las células 

fueron dejadas sedimentar durante 10 min, y en cada resuspensión se fue 

incrementando paulatinamente la concentración de Ca2+ extracelular hasta alcanzar 

una concentración final de Ca2+ extracelular de 1.35 mM. La recalcificación lenta y 

escalonada tiene por objetivo minimizar los efectos adversos de la "paradoja del Ca2+" 

(172,173) es ^gcir, evitar el deterioro que se produce cuando se recalcifica luego de un 

período de perfusión libre de Ca2+ (174). Los miocitos aislados suspendidos en solución 

HEPES fueron mantenidos a temperatura ambiente (20-22°C) hasta su utilización.

Para la realización de los experimentos descriptos se utilizaron solamente 

aquellos miocitos con forma alargada, estriaciones claramente definidas y con evidente 

respuesta de acortamiento y relajación al ser estimulados. Todos los experimentos 

se realizaron a temperatura ambiente.

MEDICION DE LA FLUORESCENCIA DE INDO-1 Y DEL ACORTAMIENTO 

CELULAR

Los miocitos aislados fueron cargados con lndo-1/AM. Los indicadores 

actualmente disponibles para las medidas de Ca2+, (Quin-2, fura-2, indo-1, Fluo-3, 

Rhod-2), han sido diseñados en base al EGTA, un quelante selectivo del Ca2+. Las 

modificaciones químicas que han sufrido estos indicadores, sumado al uso de dos 

longitudes de onda (ya sea para la excitación, fura-2, como para la emisión, indo-1), 

permiten calcular el Ca2+¡ libre a través de la proporción de indicador unido al Ca2+ y de 

indicador libre de Ca2+ cuando el indicador está en equilibrio con la concentración de 

Ca2+ libre. Esta característica permite manejar los datos de fluorescencia como relación 

de la intensidad de fluorescencia a dos longitudes de onda (método del cociente). Con 

este método, variables que perturban las mediciones pueden ser eliminadas; por 

ejemplo, factores independientes de los iones que afectan la intensidad de la señal, 

como concentración intracelular no uniforme del indicador, pérdida del indicador, 

inactivación a lo largo del tiempo cuando entra en contacto con la luz de excitación, 

espesor de la célula y artefactos de movimiento. Tanto el lndo-1 como el Fura-2, son 

los apropiados para las medidas de Ca2+ en células aisladas. Si bien el lndo-1 es más 

susceptible a la inactivación por contacto con la luz de excitación que el Fura-2, el 

primero presenta menos problemas de hidrólisis incompleta y compartementalización. 

En el caso del fura-2 la doble-excitación/simple-emisión dificulta el monitoreo de 

cambios rápidos de Ca2+¡ ya que no hay una verdadera simultaneidad en el registro de 

las dos longitudes de onda utilizadas para obtener el cociente. El lndo-1, o cualquier 

otro indicador, en su forma permeable de ester de acetometilo (AM), se comporta como
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una molécula hidrofóbica y sin carga; estas propiedades le permiten atravesar las 

membranas celulares. Una vez en el citosol, las estearasas endógenas “activan” al 

indicador transformándolo en su forma ácida, la cual es impermeable al sarcolema, lo 

que impide que el indicador se “escape” de la célula. Una propiedad importante del 

indicador de Ca2+ es su selectividad por el Ca2+ sobre el Mg2+; el lndo-1 tiene un Kd 

para el Ca2+ de aproximadamente 250 nM, por lo que es muy específico para la 

medición del Ca2+¡. Otro ion que puede competir por los sitios de unión para el Ca2+ del 

lndo-1 es el H+. El EGTA, que tiene un pKa de 9.5, se encuentra protonado dentro de 

rangos de pH¡ fisiológicos (6.5 - 8), y por lo tanto no puede unirse al Ca2+ citosólico. Los 

indicadores fluorescentes de Ca2+ tienen, en cambio, un pKa menor a 6.5, por esta 

razón dentro de rangos de pH¡ fisiológicos no se encuentran protonados y pueden 

fijarse al Ca2+. Los problemas que pueden citarse del manejo de estos indicadores son: 

1) la amortiguación que producen sobre la [Ca2+]¡, lo que puede alterar los cambios 

cinéticos del Ca2+ y por lo tanto influenciar las respuestas transitorias de Ca2+; 2) la 

compartamentalización en las organelas (especialmente en mitocondrias), que en el 

caso del lndo-1 alcanza un 50% en miocitos cardíacos; 3) la incompleta 

desesterificación, que resulta en una contribución de fluorescencia insensible al Ca2+ y 

4) la contribución de fluorescencia dada por la autofluorescencia celular, debida a la 

producción de NAD(P)H mitocondrial (170,175).

La luz de excitación para el lndo-1 se centra a 350nm, mientras que la

fluorescencia emitida se recoge a 

410nm y a 490nm. En la figura 12 se 

observa que la fluorescencia emitida a 

410nm en una solución libre de Ca2+ 

es prácticamente nula, mientras que 

la emitida a 490nm en la misma 

solución es máxima. Al contrario, 

cuando la concentración de Ca2+ 

satura al indicador, la máxima emisión 

se observa a 410nm mientras que a 

490nm la emisión es mínima. Esta 

emisión dual del lndo-1 a las 

longitudes de onda de 490 (para el 

indicador libre de Ca2+) y de 410 (para 

el indicador unido al Ca2+) permite, 

como ya se ha mencionado, calcular 

la relación o cociente (ratio) de la

Figura 12: Espectro de emisión del lndo-1. Espectro de 
emisión del lndo-1 AM obtenido en un buffer de la 
siguiente composición (mM): 120 KCI, 20 HEPES, 10 
NaCI, 0.5 MgCI2 con Ca2+a las concentraciones indicadas 
en la figura más 1 mM EGTA, a pH 7.2. La saturación 
(Sat) del Ca2+ se obtiene con 1 mM de CaCI2. (Modificado 
de Thomas, AP y Delaville F. En Cellular Calcium. The 
use of fluorescent indicators for measurement of 
cytosolic-free calcium concentration in cell populations 
and single cell. Ed. J. G. McCormak and P. H. Cobbold. 
IRL Press, Oxford. 1-54.1988).
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fluorescencia emitida a las dos longitudes de onda (410/490), lo que posibilita corregir 

la pérdida de indicador que se produce a lo largo del tiempo, ya sea porque se 

"escapa" de la célula o por la inactivación que sufre por contacto con la luz de 

excitación. Debido a que cuando los miocitos aislados son cargados con lndo-1/AM, 

hay una compartamentalización significativa del indicador en las mitocondrias, cuyo 

grado varía de célula a célula, los resultados no se expresaron como valores 

absolutos de [Ca2+]¡ sino como relación de fluorescencia. Este cociente de 

fluorescencia del lndo-1 se considera, entonces, como una estimación del Ca2+¡.

Los miocitos se incubaron con lndo-1/AM, disuelto en dimetil sulfóxido (DMSO) 

y ácido plurónico, para lograr una mejor dispersión del indicador. El indicador se incubó 

durante 9 min a una concentración de 17 pM y a temperatura ambiente, de acuerdo al 

método de Spurgeon y colaboradores (176). En general, los experimentos en los que se 

miden cambios cinéticos de iones intracelulares requieren tiempos de carga cortos (10- 

30 min), baja concentración del indicador, temperatura ambiente y alta densidad 

celular. La combinación de estos factores, que se determinan en cada condición 

experimental, permitirá obtener el máximo número de moléculas de indicador 

internalizadas por cada célula individual (177,178). Luego de este período de incubación 

con el indicador, las células se lavaron y se las dejó desesterificar durante 45 min, 

lapso que se considera suficiente para la hidrólisis de la mayoría de los ésteres AM (177).

Las células cargadas con el indicador de Ca2+ fueron colocadas sobre la 

platina de un microscopio invertido (Nikon Diaphot 200) adaptado para 

epifluorescencia. Se las perfundió continuamente con HEPES (pH 7.4) a un flujo 

constante de 1 ml/min. Se realizó estimulación por campo a través de dos electrodos 

de platino colocados a cada lado de Ja cámara de perfusión (ondas cuadradas de 2 ms 

de duración y de una intensidad de 20% por encima del umbral) a una frecuencia de 

30 pulsos/min. Las células fueron iluminadas por un haz de luz centrado a 350 nm y la 

fluorescencia emitida por las mismas registrada a 410 y 490 nm, fue adquirida por dos 

fotomultiplicadores. La fluorescencia inespecífica (fondo) se sustrajo de cada señal, 

antes de obtener el cociente de fluorescencia 410/490. Para obtener el cociente de 

fluorescencia diastólico se consideró el valor promedio de dicho cociente en un 

período de 100 ms luego de que la contracción se completara. El cociente de 

fluorescencia sistòlico fue determinado directamente en el pico del cociente registrado.

La platina del microscopio fue iluminada con luz roja (640-750 nm) a través de 

su sistema óptico para luz visible, con el fin de permitir mediciones simultáneas de 

fluorescencia y acortamiento celular (figura 13). La longitud del miocito en reposo y el 

acortamiento del mismo fueron medidos por un detector de movimiento de bordes 

(Crescent electronics, UT, SA) y los datos almacenados en un software para su
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posterior análisis. El acortamiento celular fue registrado simultáneamente en un 

registrador analógico de dos canales (Gould RS 3200). El equipo utilizado se 

esquematiza en la figura 13.

Figura 13: Esquema que muestra la disposición del instrumental utilizado para la 
determinación del pH¡ y el Ca2+¡ por epifluorescencia, y el acortamiento celular. Tanto para la 
medida de pH¡ como para la determinación del Ca2+¡, se utiliza como fuente de luz una lámpara 
de xenón cuyo haz de luz es centrado a la longitud de onda correcta a través del filtro 
adecuado para excitar apropiadamente a cada indicador. Este haz de luz es reflejado por un 
espejo dicroico que concentra la luz en el miocito seleccionado. La fluorescencia emitida por la 
célula es recolectada por un fotomultiplicador a través de los filtros adecuados, según la 
emisión del indicador, y por medio de un convertidor analógico/digital la señal puede ser 
analizada posteriormente. La computadora posee un solware que archiva y permite el análisis 
ulterior. Simultáneamente, se detecta la variación de longitud celular a través de un monitor y 
un detector de bordes que emiten una señal también digitalizada y almacenada en la 
computadora. A la derecha del instrumental se observa un registro de fluorescencia (transient 
de Ca2+) y uno de longitud celular, en donde aparecen indicados los parámetros usados para 
medir contracción y relajación. t1/2, tiempo hasta la mitad de la relajación del acortamiento o 
hasta la mitad de la caída del transient de Ca2+.

Julieta Palomeque



Métodos 39

MEDICION DE pH¡

Para las mediciones del pH¡, los miocitos fueron cargados con el indicador 

fluorescente H+-sensible SNARF-1/AM, tal como se realizó con el lndo-1/AM, en su 

forma permeable de áster de acetoximetilo. Los indicadores de pH¡ más utilizados 

son el BCECF y el SNARF-1. El BCECF es excitado secuencialmente a dos 

longitudes de onda alternantes, y el cociente es obtenido de la fluorescencia emitida 

para cada excitación (179'181). Esta propiedad del BCECF (doble excitación/simple 

emisión), al igual que el fura-2, no permite monitorear cambios rápidos del pH¡ 

porque no hay simultaneidad en el registro de las longitudes de onda usadas para 

obtener el cociente (182), lo que ha favorecido el uso de el SNARF-1 en la medida de 

cambios del pH¡ en miocitos aislados (183,184). Además, hay evidencia de que el 

SNARF-1 no presenta compartamentalización en las mitocondrias (182). Debido a que 

las mitocondrias representan el 40%, aproximadamente, del volumen de los miocitos 

y a que estas organelas tienen un pH 0.3-0.5 unidades más alcalinas que el citosol, 

cualquier compartamentalización en las mismas complicaría la interpretación de las 

medidas de pH¡. Como se observa en la figura 14, el SNARF-1 excitado a 530 nm 

tiene un espectro de emisión con dos picos bien separados a 590 y 640 nm que 

corresponden a las formas ácidas (o protonado) y básicas (o libre de H+) del 

indicador, respectivamente. Nótese que cuando la concentración H+ es mayor (pH 

6.5 en el ejemplo), la emisión es máxima a 590nm y mínima a 640nm. La emisión 

dual del SNARF-1 permite calcular el cociente de la fluorescencia emitida a las dos

longitudes de onda que, 

como se mencionó para el 

lndo-1/AM, corrige la 

inactivación que sufre el 

indicador por contacto con la 

luz de excitación o la pérdida 

de indicador de la célula.

El método de carga 

de las células con el 

indicador de pH es similar al 

utilizado para el Indo-Í. Se 

preparó una solución de 

SNARF-1/AM, agregando

Figura 14. Espectro de emisión del SNARF-1. Espectro de 
emisión de 2pM de SNARF-1 en la siguiente solución (mM): 
140 KCI, 10 buffer (PIPES, pH 6.5; HEPES, pH 7.0 y 7.5), a 
25°C.(Modificado de Blank PS y colaboradores. En 
Cytosolic pH measurements in single cardiac myocytes 
using carboxy-seminaphthorhodafluor-1. Am J Physiol. 
1992; 263: H276-H284)
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140|jl de DMSO a 50|jg de SNARF-1/AM para exponer a los miocitos a una 

concentración final de 4 pM de SNARF-1/AM. Luego de 10 minutos, los miocitos 

fueron suavemente centrifugados durante 2 minutos, resuspendidos en solución de 

HEPES y mantenidos a temperatura ambiente hasta su uso posterior. El pH¡ y la 

longitud celular fueron registrados en miocitos colocados sobre la platina de un 

microscopio invertido modificado, como fue descripto previamente (182). Debido a 

que, como ya se ha mencionado, el SNARF no se compartamentaliza, la señal de 

fluorescencia fue calibrada in vivo, en los miocitos cargados con el indicador, a 

valores absolutos de pH. Para la calibración, las preparaciones fueron expuestas a 

una solución sin Ca2+ extracelular y con EGTA. Esta etapa es importante para prevenir 

la injuria celular por sobrecarga de Ca2+ cuando las células son despolarizadas. Las 

preparaciones fueron luego expuestas a las soluciones de calibración con la siguiente 

composición, en mM: Hepes 12; CIK 140; CI2Mg 1; EGTA 2; BDM 15; nigericina 12pM. 

El BDM previene la hipercontractura de la célula ya que desacopla la excitación de la 

contracción impidiendo la interacción entre la actina y la miosina. La nigericina es un 

contratransportador H+/K+ que permite anular el gradiente de pH transarcolemal. El pH 

de las soluciones fue ajustado con OHK a cuatro diferentes valores de pH entre 7.5 y 

6.5. El período de equilibrio inicial fue de aproximadamente 10 min. Los datos de 

calibración fueron tomados en los siguientes 5 a 10 min. Para evitar errores 

sistemáticos los miocitos fueron expuestos a las soluciones de calibración sin un patrón 

preestablecido; en cada célula se aplicaron cinco soluciones de diferentes valores de 

pH siendo la quinta la misma que la primera para observar la capacidad de 

reproductibilidad, que revela la integridad de la célula(108).

MUSCULOS PAPILARES

Se extrajeron rápidamente corazones de gatos anestesiados de la misma 

manera que para la obtención de miocitos aislados. De estos corazones se disecó 

un músculo papilar del ventrículo derecho y se montó en una cámara vertical 

diseñada para que se contraigan isoméricamente. El área de sección del músculo 

fue calculada a través de la medición del peso y de la longitud del mismo, 

asumiendo que el músculo es un cilindro con área de sección uniforme y una 

densidad de 1.0. El extremo mural de cada músculo papilar fue firmemente sujetado 

a la parte inferior de la cámara y el extremo tendinoso se ató a un gancho de acero 

inoxidable conectado a un trasductor de fuerza (Statham G1-4-250 -Costa Mesa, 

CA, USA- or Hewlett Packard FTA-10-1 -Palo Alto, CA, USA). El músculo fue 

estimulado a una frecuencia constante de 30 pulsos/min y se mantuvo a una
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temperatura de 30°C, también constante, con una solución de la siguiente 

composición (mM): 128.3 NaCI, 4.7 KCI, 1.35 CI2Ca, 20.25 NaHC03, 0.35 NaH2P 04) 

1.05 MgS04l 10 glucosa (solución a la que llamaremos de bicarbonato). Esta 

solución fue equilibrada con una mezcla gaseosa de 5% de C 0 2 y 95% de 0 2 (pH 

7.4). En algunos grupos de experimentos se utilizó la solución de HEPES, descripta 

para el aislamiento de los miocitos, para mantener los músculos (ver resultados). La 

contractilidad fue medida a través de la tensión desarrollada (TD), y la máxima 

velocidad de desarrollo de la fuerza (+T). La relajación se evaluó a través de dos 

índices de relajación: el tiempo hasta la mitad de la relajación (t1/2) y la relación entre 

+T y la máxima velocidad de relajación, -T, (+T/-T) (167,185).

Luego de que el músculo papilar fue montado, se estiró hasta alcanzar la 

longitud a la cual desarrollaba la máxima fuerza. En esta condición se lo dejó 

estabilizar durante 1 hora. Después del período de estabilización, la preparación fue 

incubada por 30 min con 1pM de atenolol y 1pM de prazosin para prevenir 

potenciales efectos debidos a la liberación de catecolaminas endógenas.

MATERIALES

La colagenasa tipo B fue comprada a Worthington Biochemical Corp. 

Lakewood, N.J; la pronasa a Boerhinger Mannheim Corp. GmbH, Mannheim, 

Germany; la seroalbúmina bovina (BSA) esencialmente libre de ácidos grasos, la 

tapsigarguina y la angiotensina II a Sigma Chemical Co, St. Louis, MO; indo-1-AM y 

SNARF-1-AM a Molecular Probes Inc, Eugene, Or; el KB-R7943 (2-[2-[4-(4- 

nitrobromonzyloxy) phenyljethyljisothiourea methanesulphonate a Kanebo, Osaka, 

Japón; la calfostina C a Research Biochemical International (RBI), Natick, MA, USA; 

la celeritrina a Calbiochem, La Jolla, CA, USA. Todos los demás reactivos químicos 

fueron de la máxima pureza obtenible.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como media ± ES. Las comparaciones fueron hechas 

por test de t de Student para muestras apareadas, cuando se comparó el efecto de 

un tratamiento con respecto al control, o independientes, cuando se compararon dos 

grupos diferentes. El análisis de covarianza se utilizó para comparar el efecto de la 

Ang II a diferentes tiempos y el efecto del aumento del Ca2+0 sobre la amplitud de 

contracción y la fluorescencia del lndo-1, como se indica en el texto (ver resultados). 

Un valor de p<0.05 se consideró como indicador de significación estadística.
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ANG II, CONTRACCION Y pH1

El efecto de 1 pM de Ang II sobre la contracción y el pH¡ fue evaluado 

simultáneamente en miocitos cardíacos aislados, cargados con el indicador SNARF- 

1 y estimulados eléctricamente. La concentración de Ang II fue elegida en base a los 

resultados de experimentos controles en los que se determinó que el máximo efecto 

inotrópico positivo de la Ang II ocurría en el rango de 0,5-1 pM, hecho que está de 

acuerdo con resultados previos(2,11,124).

La figura 15 muestra un ejemplo representativo del efecto de la Ang II sobre 

la contracción de un miocito aislado. La Ang II indujo un efecto inotrópico positivo 

que consistió en un aumento inicial de la amplitud de la contracción que alcanzó un 

pico entre 5 y 7 minutos, seguido de una lenta caída que llegó al estado estable 

luego de 20 minutos de incubación con la droga. En algunas células, como en el 

ejemplo de la figura, el aumento inicial de la amplitud de contracción producida por la 

Ang II fue precedida por un efecto inotrópico negativo. El panel central muestra las 

contracciones individuales del miocito, en el control, a los 5 y a los 20 minutos luego 

de la aplicación de Ang II. Este efecto inotrópico positivo de la Ang II siguió el mismo 

patrón en músculos papilares contrayéndose isomètricamente. En estas 

preparaciones (n=17) la hormona produjo un aumento máximo de la tensión 

desarrollada entre los 5 y 10 min (196 ± 12.3%), el cual fue decayendo lentamente 

hasta estabilizarse a los 20 min (153 ± 9.6%). El panel inferior de la figura 1A 

muestra un trazado típico del efecto de la Ang II sobre el pH¡ monitoreado 

continuamente, en una célula miocàrdica, durante 20 minutos. Nótese que luego de 

5 minutos de la administración de la Ang II, el pH¡ todavía no fue afectado mientras 

que el efecto inotrópico positivo alcanzó su máximo valor.

La figura 15B muestra los resultados totales de los experimentos en los que 

se estudió el curso en el tiempo del efecto de la Ang II sobre la amplitud de la 

contracción celular y el pH¡. La Ang II produjo un aumento máximo de la amplitud de 

la contracción de 163 ± 22% antes de que el aumento del pH¡ llegara a valores 

significativos. El aumento del pH¡ llegó a valores estadísticamente significativos 

luego de 15 minutos de incubación con la droga, alcanzando un máximo valor de 

0,06 ± 0.03 unidades de pH luego de 20 minutos. A este tiempo el efecto inotrópico 

positivo de la Ang II cayó desde su valor pico hasta 129 ± 14% del control.
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A

B

Figura 15. A: efecto de la Ang II sobre el acortamiento y el pH¡. El panel superior muestra un 
registro continuo de la longitud celular de un miocito donde se observa el curso en el tiempo 
del efecto inotrópico positivo inducido por la Ang II. En la célula cardiaca de gato se observa 
un efecto inotrópico negativo transitorio previo al efecto inotrópico positivo típico de la 
hormona. Debajo se observan las contracciones individuales de los puntos señalados en el 
registro continuo (a, b y c). El registro de pH¡ muestra el curso en el tiempo del efecto de la 
Ang II. La Ang II produce un incremento en la amplitud de la contracción que precede al 
aumento lento de pH¡. B: Ilustra los resultados promedio de estos experimentos (n=9) 
indicando la disociación temporal entre el efecto inotrópico y alcalinizante de la Ang II. El 
efecto inotrópico positivo inducido por la Ang II alcanza su máximo valor antes de que se 
puedan detectar cambios significativos en el pH¡ (Delta pH¡). El incremento en el pH¡ se torna 
significativo a los 15 min de la aplicación de la Ang II, cuando el efecto inotrópico positivo ya 
está decayendo. Los datos se obtuvieron promediando los valores medios de cinco medidas 
sucesivas de pH¡ y amplitud de contracción de cada experimento a los tiempos indicados. El 
valor basal de pH¡ previo a la administración de Ang II fue de 7.31 ± 0.05.
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El pHj ejerce una gran influencia sobre la contractilidad. Es conocido que una 

disminución del mismo reduce la respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles (92) 

produciendo un efecto inotrópico negativo, y lo inverso ocurre cuando el pH¡ 

aumenta, como se mencionó en la pagina 15. La figura 16 muestra un esquema de 

los mecanismos que participan en la regulación del pH¡. Los tres mecanismos 

esquematizados en el lado izquierdo de la figura: el intercambiador Na+/H+, el 

intercambiador CIYHCCV dependiente de Na+ , y el cotransportador Na+/H C 03' son los 

denominados "mecanismos alcalizantes", es decir que eliminan H+ y/o introducen 

HC03' a la célula. A la derecha de la figura se muestra los mecanismos acidificantes, el

intercambiador CI'/HCCV

independiente de Na+, que 

intercambia HC 03" intracelular por 

CI' extracelular y el intercambiador 

CI/OH", que intercambia OH" 

intracelular por CI' extracelular (186). 

El rol de los mecanismos 

regulatorios del pH¡ es más fácil de 

apreciar cuando los tejidos son 

expuestos a sobrecargas ácidas (o 

alcalinas) de las que se recuperan 

como resultado de la actividad de 

estos mecanismos.

Cuando las células son perfundidas con solución HEPES, el mecanismo 

alcalinizante que fundamentalmente regula el pH¡ es el intercambiador Na+/H+ 

debido a que no hay H C 03" en el medio, y por lo tanto, los transportadores 

dependientes de este ion no funcionan, o lo hacen mínimamente. Por lo tanto, el 

aumento de pH¡ producido por la Ang II, en solución HEPES, puede atribuirse a la 

activación del intercambiador Na+/H+.

Julieta Palomeque



Resultados 46

Para profundizar en el estudio de la posible dependencia del efecto 

inotrópico positivo de la Ang II de la alcalosis intracelular se realizaron dos 

protocolos adicionales. (1) Se indujo una acidosis intracelular por el lavado de 

células sometidas a un pulso de CINH4 de 3 minutos de duración. Al perfundir las 

células con CINH4 se produce una alcalosis intracelular debido a la difusión rápida, a 

través de la membrana de NH3 y la subsecuente asociación de esta molécula con 

los H+ intracelulares. A la vez, 

también difunde, pero más 

lentamente, NH4, el cual se disocia y 

aporta una cantidad extra de H+ al 

medio intracelular, produciendo una 

leve caída del pH¡. Cuando el CINH4 

es removido del medio se observa 

una acidificación debida a la 

generación intracelular de H+, como 

causa de la disociación del NH4 en 

H+ y NH3, y del aporte de H+ 

provenientes de la difusión lenta del 

NH4. El NH3 es extruído de la célula 

y los H+ que permanecen en el 

medio intracelular son los 

responsables de la disminución del 

pH¡ (187,188). Esta acidosis intracelular 

activa al intercambiador Na+/H \ y la 

velocidad de recuperación del pH¡ 

que ocurre al lavar el CINH4 indica, 

en una solución de HEPES, la 

actividad del intercambiador Na+/H+

(189). La velocidad de recuperación 

del pH¡ se obtuvo ajustando una 

regresión lineal a los 3 minutos 

iniciales de la recuperación de la 

acidosis(194) producida por el lavado 

del pulso de CINH4. La 

reproducibilidad de la recuperación 

del pH¡ luego de 2 pulsos

B

Figura 17: Efecto de la Ang II en la recuperación del 
pH, ante una acidosis intracelular. Registros 
representativos de pH obtenidos durante dos pulsos 
consecutivos de 15 mM de CINH4. El segundo pulso 
fue realizado luego de 5 (A) o 20 (B) minutos de la

exposición de las células a Ang II (•). La incubación 
con Ang II por un período de 5 minutos no afectó la 
recuperación del pH¡ (n=4) mientras que luego de 20 
minutos de exposición a la Ang II la recuperación de la 
acidosis se aceleró significativamente (n=5).

Julieta Palomeque

A



Resultados 47

consecutivos de CINH4 fue establecida en experimentos controles. Mediante este 

procedimiento examinamos la actividad del intercambiador Na7H+ previa a la 

aplicación de Ang II (primer pulso ácido) y luego de la aplicación de la droga 

(segundo pulso), tanto a los 5 min de aplicación, cuando el efecto inotrópico positivo 

alcanza su máximo valor, como luego de 20 minutos, cuando la respuesta contráctil 

de la Ang II alcanza el estado estable y el aumento del pH¡ ya había alcanzado 

niveles significativos. La figura 17A muestra los registros representativos de pH¡ de 

dos pulsos de CINH4 consecutivos que han sido superpuestos para su comparación. 

El perfil del segundo pulso obtenido luego de un período de 5 minutos de incubación 

con Ang II, fue similar a aquel obtenido durante el primer pulso (control). Los 

resultados totales mostraron que no se encuentran diferencias significativas en la 

velocidad de recuperación de la acidosis entre el primer pulso (control) (ApH¡/At: 

0.082 ± 0,002 unidades de pH min'1) y el segundo pulso (Ang II 5 minutos) (0.084 ± 

0.03 unidades de pH min'1), indicando que la Ang II aún no había producido 

activación detectable del intercambiador Na+/H+ a los 5 minutos de su aplicación. Sin 

embargo cuando las células fueron tratadas con Ang II por 20 minutos antes del 

segundo pulso (Fig. 17B), la velocidad de recuperación del pH¡ de la acidosis 

aumentó significativamente. Los resultados totales indicaron una variación de 0.075 

± 0.002 unidades de pH min'1 en el primer pulso (control) a 0.11 ± 0.01 unidades de 

pH min'1 en el segundo pulso (Ang II 20 minutos), indicando que la recuperación de 

la acidosis se aceleró. (2) El efecto de la Ang II sobre la amplitud de la contracción 

se examinó en presencia y ausencia de un inhibidor del intercambiador Na7H+, HOE 

642 (HOE entre 10 y 50 pM). Experimentos de Avkiran y colaboradores demostraron 

que 1pM de HOE producía una inhibición del intercambiador Na+/H+ de 

aproximadamente un 80% (190). Para asegurar una completa inhibición del 

intercambiador se utilizaron dosis 10 y 50 veces mayores. El HOE no produjo 

cambios significativos en los niveles de contractilidad basal. La administración de 

hasta 50 pM de HOE no produjo efectos cuando se aplicó luego de que el efecto 

inotrópico positivo de la Ang II había alcanzado el estado estable (figura 18A). De 

manera similar, la preincubación de células con 10 pM del bloqueante no previno el 

efecto inotrópico positivo de la Ang II (n=5) (figura 18B). Estos resultados indican 

que en el miocardio de gato el efecto inotrópico positivo y alcalinizante de la Ang II 

no son fenómenos asociados.
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Tiempo (min)

Figura 18. El inhibidor del intercambiador Na+/H+ (HOE 642) no bloquea el efecto inotrópico 
positivo inducido por la Ang II. A: Ejemplo representativo del efecto del HOE en un registro 
continuo de acortamiento celular administrado en presencia de Ang II. Debajo del mismo se 
observan las contracciones individuales de los puntos señalados en el registro continuo (a, b 
y c). El efecto inotrópico positivo sostenido de la Ang II no fue afectado por la adición de 
HOE 50 pM. B: Resultados totales del efecto de la Ang II en ausencia y presencia continua 
de HOE (10m pM) sobre la amplitud de contracción, expresados como porcentaje de los 
valores controles. No hay diferencias significativas en el efecto inotrópico positivo porducido 
por la Ang II entre las células controles y las tratadas con HOE.
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ANG II, RELAJACION Y pH¡

Para estudiar el efecto de la Ang II sobre la relajación se comparó, en 

miocitos aislados, el efecto de la hormona sobre diferentes parámetros de relajación 

para un mismo efecto inotrópico positivo producido por Ang II o por aumento del 

Ca2+ extracelular (Ca2+0). Los parametros de relajación evaluados fueron el tiempo 

hasta la mitad de la relajación (ti/2 del acortamiento) y el tiempo hasta la mitad de la 

declinación del transient de Ca2+¡ (ti/2 del transient). El hecho de comparar iguales 

aumentos del inotropismo con una u otra intervención se debe a que la caída del 

transient de Ca2+ se ve influenciada por el pico que éste alcance (191) Es decir, 

cuanto mayor sea el pico alcanzado por el transient de Ca2+ mayor será la velocidad 

de caída del mismo. En este contexto, nuestros experimentos revelaron (figura 19) 

que el aumento del Ca2+0 (amplitud de contracción 310 ± 59%, n=8) produce una 

disminución del ti/2 del acortamiento (34 ± 6.3 mseg) que se acompaña con una 

disminución en el ti/2 del transient de Ca2+ (62 ± 15.6 mseg). Para un mismo aumento 

de la contracción con Ang II (263 ± 26.3%, n=8), en cambio, aunque también se 

produce una disminución del ti/2 del acortamiento (28.9 ± 4.9 mseg) no se modifica 

significativamente el ti/2 del transient (9.7 ± 1 6  mseg). Este hecho indicaría que un 

mecanismo antirrelajante estaría interviniendo, en el caso de la Ang II, ya que que 

para el mismo pico de Ca2+¡ alcanzado por ambas intervenciones, el efecto relajante 

del aumento del Ca2+¡ no se produjo con Ang II. En otras palabras, esta 

“prolongación” relativa del transient de Ca2+ respecto del alto Ca2+ observada en 

presencia de Ang II puede considerarse como la manifestación del efecto lusitrópico 

negativo de la Ang II en condiciones isotónicas. La explicación de que el efecto 

lusitrópico negativo de la Ang II se observe solamente en el transient de Ca2+ y no en 

el acortamiento no es clara. Ha sido descripto que perturbaciones mecánicas de la 

longitud del músculo, como el acortamiento isotónico, producen una liberación extra 

de Ca2+ de la TnC. Esta liberación extra de Ca2+ durante el acortamiento se ha 

atribuido a una menor afinidad de la TnC por el Ca2+ producida por la disminución de 

la longitud del músculo (192,193). Esta menor afinidad de la TnC por Ca2+ acelera la 

relajación mecánica. Es posible que esta disminución de la afinidad al Ca2+ de la 

TnC sea tan importante que impida la detección de un efecto lusitrópico negativo, a 

pesar de la prolongación del transient de Ca2+.
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Figura 19. Efecto lusitrópico negativo de la Ang II en miocitos aislados. En el gráfico de la 
izquierda se observa que un mismo acortamiento producido tanto por alto Ca2+ como por Ang 
II, se acompaña de una disminución del t1/2del acortamiento. En el gráfico de la derecha, el 
mismo aumento en la amplitud del transient producida por las mismas intervenciones 
produce una disminución del t1/2 del transient para el alto Ca2+ y sin embargo no modifica el 
ti^ del transient para la Ang II.

Como se dijo más arriba, la inactivación en el miocito también está modulada 

por la carga impuesta a la célula durante el ciclo de contracción-relajación, a mayor 

acortamiento (menor carga) mayor velocidad de relajación, ya que cuanto menor sea 

la fuerza desarrollada (mayor acortamiento), menor será la sensibilidad de los 

miofilamentos al Qa2+(193<194). Debido a que el comportamiento de la relajación 

cardíaca es dependiente de la carga en los mamíferos (195), decidimos estudiar el 

efecto lusitrópico negativo de la Ang II en músculos papilares contrayéndose 

isométricamente, es decir, sometidos a una carga máxima.

Julieta Palomeque



Resultados 51

Así como la caída del transient de Ca2+, en miocitos aislados, está 

influenciada por el pico alcanzado, en preparaciones isométricas, los aumentos en 

+T están habitualmente asociados con un aumento proporcional en -T  en 

intervenciones inotrópicas positivas que no poseen un efecto relajante, como por 

ejemplo la elevación del Ca2+0(167,185) Debido a esta dependencia del inotropismo, los 

cambios en - T  tienen que relacionarse con los cambios en +T para evaluar el 

lusitropismo. Además, para una mejor interpretación de los resultados, es 

conveniente comparar los datos obtenidos de la intervención en estudio con una 

elevación de la [Ca2+]0 que mimetice el aumento de contractilidad alcanzado por el 

agente inotrópico positivo. A modo de ejemplo, un aumento proporcionalmente 

mayor en +T que en -T , con lo cual aumenta el cociente +T/-T, y un aumento en el 

t1/2, reflejan un efecto lusitrópico negativo típico (191) La figura 20 muestra que, para 

un aumento similar en la contractilidad (tensión desarrollada, TD) producido tanto 

por el incremento de Ca2+0 como por la administración de Ang II, hay un 

comportamiento diferente en los parámetros de relajación (t1/2 y +T/-T). El recuadro 

de la figura muestra un experimento típico en donde el Ca2+0 se aumentó lo 

necesario para alcanzar la misma contractilidad producida por la Ang II. A la 

derecha, las contracciones individuales superpuestas y normalizadas en una escala 

de tiempo expandida, de una contracción control y una luego de la intervención, 

muestran que la Ang II prolongó la relajación mientras que la elevación del Ca2+0 no 

lo hizo. Los gráficos de barras muestran los resultados totales del efecto de la Ang II 

y el aumento del Ca2+0 sobre los distintos parámetros estudiados. Cuando se elevó 

el Ca2+0 hubo un incremento proporcional en +T y en -T, por lo que no hubo cambios 

en la relación +T/-T. Contrariamente, la Ang II produjo un aumento menor de -T que 

de +T, por lo que la relación +T/-T se incrementó significativamente. El efecto 

antirrelajante de la Ang II también fue detectado a través de la prolongación del t1/2, 

parámetro que no se modificó con el aumento del Ca2+0.
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Figura 20. Efecto de la Ang II sobre la relajación. El recuadro muestra registros continuos de 
la tensión desarrollada (TD) por un músculo papilar contrayéndose isomètricamente en 
presencia de Ang II o de una [Ca2+]0 tal que mimetice el aumento en la contractilidad 
producido por la Ang II. A la derecha se observan las contracciones individuales de los 
puntos señalados en el registro continuo (a y b), normalizadas a la máxima TD, indicando 
que, a diferencia del efecto que produce el aumento del Ca2+0, la Ang II produce una 
significativa prolongación de la relajación. Los gráficos de barras muestran los resultados 
totales del efecto de la Ang II (n=17) y el alto Car+ (n=6) sobre distintos parámetros (TD, t1/2y 
+T/-T). Para un efecto inotrópico positivo similar alcanzado por las dos intervenciones (TD), 
sólo la Ang II induce un prolongación de los parámetros de relajación (t1/2 y +T/-T). *P 0.05 
con respecto al control.

Habiendo caracterizado el efecto lusitrópico negativo de la Ang II, 

examinamos la dependencia de este efecto con el pH¡, para lo cual realizamos, 

también en músculos papilares, experimentos en distintas soluciones buffer y en 

ausencia y presencia de HOE. La figura 21 ilustra los registros típicos y los 

resultados totales de estos experimentos. En el panel superior se observan las 

contracciones individuales superpuestas y normalizadas, en una escala expandida 

de tiempo, en solución HEPES, donde la regulación de pH¡ está dada prácticamente 

por el intercambiador Na+/H+; en solución bicarbonato, en donde la Ang II no produce 

cambios del pH¡, como se mencionó en la introducción (ver pagina 44); y en solución 

HEPES en ausencia y presencia de 1pM de HOE, en donde la alcalinización 

producida por la activación del intercambiador Na7H+ inducida por la Ang II quedaría 

anulada por el inhibidor del intercambiador. Como se puede observar, la Ang II 

produjo un efecto antirrelajante en todas las situaciones. Estos resultados
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concordarían con los obtenidos al examinar el efecto inotrópico positivo de la 

hormona, y confirmarían que el efecto lusitrópico negativo de la Ang II no puede ser 

atribuido a un aumento de la respuesta al Ca2+ dependiente de cambios en el pH¡.

Figura 21. El efecto antirrelajante de la Ang II es 
independiente del pH¡. Los trazos corresponden a las 
contracciones individuales superpuestas y normalizadas a la 
máxima fuerza desarrollada de un músculo papilar. Se observa 
que el efecto lusitrópico negativo de la Ang II está presente 
tanto en una solución de HC03" (n=17) como en una solución 
de HEPES (n=16) y en presencia de un inhibidor del 
intercambiador Na+/H+ (n=6), HOE. El gráfico de barras 
muestra los resultados totales del efecto de la Ang II sobre la 
relajación (At1/2 respecto del control). Tanto en la solución de 
HC03', como en la de HEPES, como en presencia de HOE se 
produjo un efecto antirrelajante de magnitud similar.

Debido a que, tanto el efecto inotrópico positivo como el lusitrópico negativo 

inducido por la Ang II, no puede ser atribuido a un aumento en la respuesta al Ca2+ 

de las proteínas contráctiles mediado por una alcalosis intracelular, examinamos los 

mecanismos alternativos que podrían ser responsables del efecto inotrópico positivo 

y antirrelajante de la Ang II, entre ellos, un aumento del Ca2+ intracelular (Ca2+¡) y/o 

un aumento de la respuesta al Ca2+ de los miofilamentos, independiente del pH¡.
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ANG II, CONTRACCIÓN Y Ca2+ INTRACELULAR

Para investigar el efecto de la Ang II (1 pM) sobre la contracción y el Ca2+¡ se 

usaron miocitos ventriculares cargados con el indicador lndo-1. La figura 22A 

muestra un ejemplo representativo del efecto inotrópico positivo de la Ang II y del 

aumento de Ca2+¡ asociado al mismo. El aumento inicial de la amplitud de la 

contracción producido por la Ang II fue seguido de una lenta caída de la misma y se 

acompañó de un perfil similar de aumento y lenta caída de la amplitud del Ca2+¡ y del 

Ca2+ sistòlico pico. Ni la longitud celular diastólica ni el Ca2+¡ diastólico fueron 

afectados significativamente por la Ang II. Como ya se mencionó, en algunas células 

un efecto inotrópico negativo precede al aumento de la amplitud de contracción 

producida por la Ang II, hecho que se asocia con una disminución del Ca2+¡. La figura 

22B muestra los resultados totales de estos experimentos indicando el curso en el 

tiempo del efecto de la Ang II sobre la amplitud de la contracción y del Ca2+¡. 

Considerando la similitud del curso en el tiempo del efecto de la Ang II sobre la 

contracción y sobre el Ca2+¡ es razonable sugerir que el aumento de la concentración 

intracelular de Ca2+ inducida por Ang II es el mecanismo dominante responsable del 

efecto inotrópico positivo observado.
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Figura 22. Efecto de la Ang II sobre la fluorescencia del lndo-1 y la amplitud de la 
contracción. A: Los trazos inferiores de fluorescencia de lndo-1 y longitud celular fueron 
obtenidos a los tiempos indicados por las letras en el registro continuo de acortamiento que 
está más arriba (a, b, c y d). La condición control (a) es seguida por una disminución 
transitoria de la amplitud de la contracción, como también se observa en la figura 1, y de la 
amplitud de la fluorescencia de lndo-1 (b), y subsecuentemente por un efecto inotrópico 
positivo que es máximo y luego decae hasta alcanzar un estado estable. El trazo c 
representa el pico de aumento de la amplitud de contracción y el trazo d, el estado estable de 
la contracción alcanzada luego de 20 min de la administración de la Ang II. Estos efectos 
están asociados con cambios similares en la amplitud de lo fluorescencia de lndo-1. B: 
Resultados totales del curso en el tiempo del efecto de la Ang II sobre la contracción y la 
amplitud de la fluorescencia de lndo-1 expresados como porcentaje de los valores controles. 
Los datos son la media ± SEM de cinco células. La Ang II induce cambios paralelos de la 
amplitud de la contracción y de la fluorescencia de lndo-1.
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ANG II Y RESPUESTA AL Ca2* DE LOS MIOFILAMENTOS

Para evaluar si un aumento en la respuesta al Ca2* de las proteínas 

contráctiles independiente del pH¡ contribuye también al efecto ¡notrópico positivo de 

la Ang II, se usaron dos procedimientos diferentes. (1) Se utilizó el método de 

Spurgeon y colaboradores (176), que consiste en graficar la longitud instantánea del 

miocito versus la medida simultánea de la fluorescencia por indo-1 (Ca2+¡) durante una 

contracción (diagrama en fase-plana o bucle). El valor de la [Ca2+], cambia tan 

lentamente durante la fase final de la relajación, que los autores que describieron este 

método concluyeron que la [Ca2+]¡ y la longitud celular estaban en un equilibrio dinámico 

durante este período. Aceptando esta suposición, esta fase puede usarse para 

establecer la relación entre el Ca2+¡ y el acortamiento. Así, para contracciones 

individuales con diferente grado de inotropismo, en donde no hay cambios en la 

respuesta al Ca2+ de los miofilamentos (como por ejemplo un aumento de la 

concentración de Ca2+0), la relación entre la longitud celular y la [Ca2+]¡ antes de que la 

relajación se complete es igual para todas las contracciones, describiendo en el 

diagrama de fase-plana una trayectoria común al final de la relajación (figura 23A). Al 

contrario del ejemplo citado, intervenciones que disminuyen la respuesta de los 

miofilamentos al Ca2+ (ej., acidosis) desvían la trayectoria hacia abajo y hacia la 

derecha, indicando que para un dado Ca2+ el acortamiento es menor, mientras que, 

intervenciones que incrementan la respuesta de los miofilamentos al Ca2+ (ej., drogas 

sensibilizantes al Ca2+) tienen efectos opuestos. La figura 23B ilustra un ejemplo de 

cada caso. La posición de la trayectoria de la fase final de la relajación reflejaría 

entonces la respuesta de los miofilamentos al Ca2+.

Figura 23. Diagramas en fase plana. A: Acortamiento celular vs. relación de fluorescencia a 
varias concentraciones diferentes de Ca2+0. Obsérvese la trayectoria común durante la fase de 
relajación. B: Diagramas de fase plana para intervenciones que modifican la respuesta al Ca2+ 
de los miofilamentos. Obsérvese como se desplaza el bucle hacia la izquierda a medida que 
disminuye la respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles.
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Figura 24. El efecto de la Ang II sobre la 
respuesta al Ca2+ de los miofilamentos. 
Diagrama de la fluoresciencia de lndo-1 vs. 
la longitud celular (diagrama en fase plana) 
para las contracciones en situación control, 
en el pico (10 min) y en el estado estable 
(20 min) del efecto inotrópico positivo de la 
Ang II. La trayectoria común durante la fase 
de la relajación de los miocitos que se 
observa entre los bucles del control y los 
de la Ang II, reflejaría la ausencia de efecto 
de la Ang II sobre la respuesta de los 
miofilamentos al Ca2+.

Se compararon, entonces, diagramas en fase plana (bucles) obtenidos de 

contracciones en condiciones controles y luego de 10 y 20 minutos de la aplicación 

de Ang II, tiempos en los que el efecto inotrópico positivo de la Ang II alcanzó el pico 

y el estado estable, respectivamente (figura 24). La fase final de la relajación de los 

bucles obtenidos de las contracciones controles, y de las obtenidas luego de 10 y 20 

minutos de la aplicación de la Ang II tienen una trayectoria común indicando que la 

respuesta al Ca2+ de los miofilamentos no fue modificada luego de la administración 

de la Ang II. Diagramas en fase plana similares fueron observados en otras 5 células 

expuestas a 1 pM de Ang II. 2

(2) El segundo procedimiento para evaluar la respuesta al Ca2+ de los 

miofilamentos consistió en comparar los aumentos del Ca2+ sistòlico pico inducidos 

por elevar la concentración extracelular de Ca2+ con el aumento del Ca2+ sistòlico 

pico producido por Ang II (1 pM). Se tuvo especial cuidado para conseguir que los 

aumentos en la amplitud de la contracción producidos por aumentar el Ca2+0 y por la 

Ang II fueran similares. La figura 25 muestra un ejemplo representativo obtenido 

siguiendo este protocolo. Para un aumento similar en la amplitud de la contracción 

producida por un aumento del Ca2+0 o por Ang II también hubo un aumento similar 

del Ca2+ sistòlico pico.
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Figura 25. Ausencia de efecto de la Ang II sobre la respuesta de los miofilamentos al Ca2+. 
Registro continuo típico del acortamiento celular que muestra aumentos similares en el 
acortamiento celular inducidos tanto por elevaciones del Ca2+0 como por la administración de 
Ang II. Debajo están los trazos de las contracciones individuales y las variaciones de la 
fluorescencia del lndo-1 correspondientes a los tiempos indicados por las letras a a d  en el 
registro continuo.

Los resultados promedio (n=8) del efecto de aumentar el Ca2+0 (entre 3 y 5 

mM) o de administrar Ang II sobre la contracción y la amplitud del Ca2+ intracelular 

se muestran en la figura 26A y en la tabla 1.

AC, indica amplitud de la contracción; Los valores son la media ± SEM. * significativo vs valor 
control (P<0.05)
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En la figura 26B se comparan las relaciones que existen entre el aumento en 

el Ca2+ sistòlico pico y el pico del acortamiento obtenidas luego de 10 y 20 minutos 

de Ang II y luego de aumentar el Ca2+0. Las pendientes de las rectas ajustadas a los 

tres distintos grupos de puntos no fueron significativamente distintas entre sí 

(análisis por covarianza). Esto significa que para un mismo aumento del Ca2+¡ 

producido por el aumento del Ca2+0 y por Ang II, se produce el mismo aumento en la 

amplitud de contracción. En conjunto, estos resultados son consistentes con una 

falta de efecto de la Ang II sobre la respuesta al Ca2+ de la proteínas contráctiles a 

todo lo largo del curso en el tiempo del efecto inotrópico positivo de la Ang II. Estos 

resultados indican que la Ang II aumenta la contratilidad miocàrdica por un aumento 

del Ca2+¡ sin modificar significativamente la respuesta al Ca2+ de las proteínas 

contráctiles, y por lo tanto nos permiten excluir a este mecanismo como responsable 

del efecto lusitrópico negativo. Decidimos entonces, explorar a continuación los 

mecanismos mediante los cuales este aumento del Ca2+¡ puede ocurrir.

A

Figura 26. La Ang II no modula la 
respuesta al Ca2+ de los
miofilamentos. A: Resultados
totales del efecto del alto Ca2+0 y 
de la Ang II sobre la amplitud de la 
contracción y la fluorescencia pico 
de lndo-1 (n=8). Ambas
intervenciones produjeron
aumentos similares de la amplitud
de contracción y de la
fluorescencia pico. B: Relación 
entre el aumento de la
fluorescencia pico de lndo-1 y el 
pico del acortamiento luego de 10 
min (efecto inotrópico positivo 
máximo) y 20 min (estado estable) 
de la aplicación de Ang II. Estos 
resultados son comparados con la 
relación obtenida por un aumento 
del Ca2+0. Todos los puntos 
pueden ser ajustados a una 
misma relación.
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ANG II E INTERCAMBIADOR Na+/Ca2+ (NCX)

Si la duración del potencial de acción está prolongada por la Ang II, como ha 

sido previamente descripto (4,158), las células están a un potencial de membrana más 

positivo por un período mayor, y por lo tanto, este hecho disminuiría el eflujo de Ca2+ 

a través del NCX funcionando en modo directo o aumentaría el influjo de Ca2+ por 

medio de una mayor actividad del intercambiador en modo revertido. Entonces, un 

aumento en la entrada de Ca2+ a través del NCX funcionando en modo revertido 

podría jugar un rol, tanto en el efecto inotrópico positivo como en el lusitrópico 

negativo de la Ang II. Para examinar la posibilidad de que la Ang II produjera un 

aumento de la actividad del NCX produciendo una mayor entrada de Ca2+, 

estudiamos el efecto de la Ang II en presencia de 2.5 pM de KB-R7943 (KB), un 

inhibidor específico del NCX en su modo revertido (196). En primer término, se 

realizaron experimentos destinados a determinar si esta concentración de KB 

bloqueaba el aumento de Ca2+¡ luego de la activación del modo revertido del NCX 

(figura 27) provocado por una reducción del Na+ extracelular desde 143 a 70 mM (el 

CINa se reemplazó por cloruro de colina). Cuando se reduce abruptamente la 

concentración de Na+ extracelular se fuerza al NCX a funcionar en modo revertido, 

es decir, extruyendo Na+ e ingresando Ca2+ a la célula. El aumento del Ca2+¡ 

producido, como se observa en la figura, es anulado por la concentración de KB 

utilizada, indicando la efectividad de la droga a esa dosis para inhibir el modo 

revertido del intercambiador. Un método similar para forzar al NCX a funcionar en 

modo revertido, fue usado previamente por Ladilov y col.(197). A pesar de que el KB 

produjo una significativa disminución del acortamiento celular basai (45 ± 10%), el 

aumento porcentual de la amplitud de la contracción producido por la Ang II en 

presencia de KB no fue significativamente distinto de aquel producido en ausencia 

del bloqueante del NCX (n=5) (figura 27). En presencia de KB la Ang II aumentó la 

amplitud del transient de Ca2+¡ un 27 ± 3%. Este incremento no fue significativamente 

diferente de aquel producido en ausencia del bloqueante del NCX. Estos resultados 

están de acuerdo con resultados obtenidos en experimentos adicionales realizados 

en músculos papilares de gato contrayéndose isomètricamente. En estas 

preparaciones, concentraciones de KB de hasta 5 pM produjeron sólo una modesta 

disminución de la contractilidad basai (7 ± 1.9%, n=12). Esta concentración de KB no 

modificó significativamente el efecto inotrópico positivo de 0.5 y 1 pM de Ang II.
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Figura 27. KB no previene el efecto inotrópico positivo de la Ang II. Los trazos de la izquierda 
corresponden al efecto del KB sobre el modo revertido del NCX. Cuando se reduce 
abruptamente el Na+extracelular, el NCX se ve forzado a funcionar en modo revertido, por lo 
que aumenta el Ca2+¡ (condición control). Al realizar la misma intervención en presencia de 
2.5 jjM del bloqueante del modo revertido del intercambiador, éste es incapaz de ingresar 
Ca2+ al miocito. El registro continuo de acortamiento celular muestra el efecto típico de la Ang 
II sobre la contracción de un miocito pretratado y perfundido continuamente con el 
bloqueante del modo revertido del NCX. Debajo, los resultados totales muestran del curso en 
el tiempo de los efectos contráctiles de la Ang II administrada sóla, y en presencia continua 
de KB. Los datos son la media ± SEM; n=5 células por grupo.
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La contribución de un aumento de la 

actividad del modo revertido del NCX al efecto 

antirrelajante de la Ang II también fue 

examinada en músculos papilares. La figura 28 

muestra que el efecto lusitrópico negativo de la 

Ang II aun se evidenciaba en presencia de 5pM 

de KBR.

Figura 28. El efecto antirrelajante de la Ang II no 
depende de la actividad del modo directo de NCX. En 
el panel superior se observan las contracciones 
individuales superpuestas y normalizadas a la 
máxima fuerza desarrollada de un músculo papilar, 
las cuales muestran que el efecto lusitrópico negativo 
de la Ang II se manifiesta aún en presencia del 
bloqueante del modo revertido del NCX, KB. El 
gráfico de barras muestra los resultados totales del 
efecto lusitrópico negativo de la Ang II en una 
solución de HEPES (n=16) y en presencia continua 
de KB.

ANG II Y RETÍCULO SARCOPLASMÁTICO (RS)

La liberación de Ca2+ del RS juega un papel fundamental en el acoplamiento 

éxcito-contráctil del miocardio de mamífero, como se explicó en la introducción. Por 

lo tanto estudiamos el rol del RS como un posible mediador del efecto inotrópico 

positivo y lusitrópico negativo de la Ang II. Para ello, el RS fue funcionalmente 

anulado mediante el pretratamiento de las células con rianodina (Ry 500nM). Como 

ya se mencionó en la página 4, bajas concentraciones de Ry, hasta 10pM, 

mantienen los canales de Ca2+ del RS en un estado de semiapertura que depleciona 

al RS de Ca2+. Para evaluar la habilidad de la Ry para abolir funcionalmente el RS 

en nuestras condiciones experimentales, se usaron contracturas inducidas por 

cafeína en presencia y ausencia de Ry. Los trazos de la figura 29 muestran que la 

aplicación de 15 mM de cafeína indujo una contracción fásica que no pudo ser 

reproducida cuando la cafeína era administrada luego de la incubación con Ry, 

indicando la incapacidad del RS para acumular y liberar Ca2+ en presencia de Ry. El
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registro continuo de la figura 29 es un ejemplo representativo del efecto de la Ang II 

en presencia continua de Ry. A pesar de que, como era esperable, la Ry produjo un 

descenso significativo del acortamiento celular basal (53 ± 7%) asociado con una 

prolongación del tiempo hasta el acortamiento pico (37 ± 7%) y del tiempo hasta la 

mitad de la relajación (61 ± 12%), el incremento porcentual de la amplitud de la 

contracción producido por la Ang II en presencia de Ry no fue significativamente 

diferente de aquel producido por la Ang II sola. El efecto inotrópico positivo de la Ang 

II observado en presencia de Ry ocurrió asociado con un aumento del 35 ± 9% de la 

amplitud del Ca2+¡ que no fue distinto de aquel producido por la Ang II sola. El 

resultado un tanto inesperado de que el RS parece no ser necesario para el 

desarrollo del efecto inotrópico positivo de la Ang II, nos llevó a examinar el rol del 

RS en el caso de una intervención inotrópica más típica como es la de aumentar el 

Ca2+0. Estos experimentos demostraron que un aumento del acortamiento celular 

producido por elevar el Ca2+0 similar al producido por la Ang II no fue deprimido por 

la presencia de Ry 500 nM (4 mM [Ca2+]0: 191 ± 13% vs 4 mM [Ca2+]0 + 500 nM Ry: 

187 ± 19 % n=6). La figura 29 muestra los resultados totales del efecto de 1pM de 

Ang II sobre la amplitud de la contracción en presencia y ausencia de Ry. 

Resultados similares se obtuvieron en otras tres células en presencia de 500 nM de 

Ry + 1 pM de tapsigarguina, droga que bloquea la SERCA2, como se mencionó en 

la pagina 14, inhibiendo la retoma de Ca2+ por el RS, y por lo tanto deplecionándolo 

también de Ca2+.
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Figura 29. Ry no previene el efecto inotrópico positivo de la Ang II. Los trazos de la izquierda 
corresponden a un ejemplo representativo del efecto de la cafeína (Caf 15 mM) administrada 
en ausencia y presencia de Ry (500nM). La rápida aplicación de cafeína indujo una 
contracción fásica que no pudo ser reproducida luego de que las células fueran tratadas con 
Ry. Resultados similares se obtuvieron en otras 5 células. El registro continuo de 
acortamiento celular muestra el efecto típico de la Ang II sobre la contracción de un miocito 
pretratado y perfundido continuamente con Ry (500 nM). Debajo, los resultados totales 
muestran del curso en el tiempo de los efectos contráctiles de la Ang II administrada sóla, y 
en presencia continua de Ry. Los datos son la media ± SEM; n=5 células por grupo.

Para explorar la contribución del IP3 al efecto inotrópico positivo de la Ang II, 

se evaluó en miocitos aislados el efecto de la hormona sobre la contracción y la 

amplitud del transient de Ca2+ en presencia de 2-APB, un inhibidor selectivo de los 

receptores de |p3(198'1"). Ha sido demostrado previamente que 1-10 pM de 2-APB es 

capaz de inhibir la liberación de Ca2+ del RS inducida por IP3(198). Además, se 

diseñaron experimentos controles para asegurar la capacidad del 2-APB de inhibir la
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liberación de Ca2+ inducida por IP3 en tiras de aorta aisladas de gato, una 

preparación en donde el Ca2+ liberado de depósitos internos inducido por IP3 es un 

fenómeno prominente. En las tiras aórticas, la contractura inducida por fenilefrina en 

presencia de un bloqueante de los receptores p-adrenérgicos y en una solución libre 

de Ca2+ fue tomada como una estimación de la liberación de Ca2+ inducida por 

fenilefrina. En estos experimentos, 10, 25 y 50 pM de 2-APB disminuyó la respuesta 

a la fenilefrina en 5 ± 5, 45 ± 16.9 y 93 ± 7% (n=3 para cada concentración de 2- 

APB). Basados en estos resultados y en los de Gysembergh y colaboradores (198), 

mencionados más arriba, se utilizaron en estos experimentos concentraciones de 5 y 

50 pM de 2-APB. Estas concentraciones de 2-APB no modificaron significativamente 

la amplitud de contracción basal. La aplicación de 1 pM de Ang II a miocitos aislados 

en presencia de las concentraciones mencionadas de 2-APB preincubados durante 

10 min, produjo un aumento de la contracción y de la amplitud del transient de Ca2+¡ 

similar al obtenido en ausencia del inhibidor de los receptores de IP3 (figura 30). Los 

resultados promedio de estos experimentos revelaron que en presencia de 2-APB la 

administración de 1 pM de Ang II producía un máximo incremento de la contracción 

y de la amplitud del transient de Ca2+¡ de 230.1 ± 27.2% y 132.4 ± 11.0%, 

respectivamente (5 pM) y de 178.7 ± 14.6% y 152.2 ± 12.9%, respectivamente (50 

pM). Estos datos no fueron significativamente diferentes de los obtenidos en 

ausencia del inhibidor de los receptores de IP3. Resultados similares se obtuvieron 

cuando el periodo de incubación con 50 pM de 2-APB se prolongó por 60 min. La 

evidencia dada por estos experimentos indica que una concentración de 2-APB 

capaz de inhibir el 90% de la liberación de Ca2+ inducida por fenilefrina en aorta de 

gato, no afecta significativamente ni el incremento de la amplitud del transient de 

Ca2+¡ ni el aumento del acortamiento producido por la Ang II. Los resultados nos 

permiten excluir al IP3 como segundo mensajero involucrado en el aumento del Ca2+¡ 

y del efecto inotrópico positivo inducido por la Ang II.
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Figura 30. El inhibidor de los receptores de IP3 (2-APB) no bloquea el efecto inotrópico 
positivo ni el aumento del transient de Ca2+ inducido por la Ang II. Trazos representativos del 
efecto máximo de la Ang II sobre el transient de Ca2+ y la contracción en ausencia y 
presencia de dos concentraciones diferentes del bloquente de los receptores de IP3, 2-APB 
(5 pM y 50 pM). El aumento en la contracción y la amplitud del transient de Ca2+ producido 
por la Ang II no fue afectado por el bloqueante.

La participación del RS al efecto 

lusitrópico negativo de la Ang II se examinó en 

músculos papilares utilizando las mismas 

concentraciones de Ry + Tg que en los miocitos 

aislados. La figura 31 muestra los resultados de 

estos experimentos, que indicarían que una 

disminución de la retoma de Ca2+ por RS no 

sería el mecanismo subcelular responsable del 

efecto antirrelajante de la Ang II.

Figura 31. El efecto antirrelajante de la Ang II no está 
determinado por una menor retoma de Ca2+ por el 
RS. En el panel superior se observan las 
contracciones individuales superpuestas y 
normalizadas a la máxima fuerza desarrollada de un 
músculo papilar, las cuales muestran que la 
prolongación de la relajación inducida por la Ang II se 
observa aún en ausencia de un RS funcional. El 
gráfico de barras muestra los resultados totales del 
efecto lusitrópico negativo de la Ang II en una 
solución de HEPES (n=16) y en presencia continua 
de Ry +Tg (n=6).
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Estos resultados evidencian, por un lado, que la presencia de un RS 

funcional no sería necesaria para que la Ang II sea capaz de desarrollar un efecto 

inotrópico positivo típico, ni tampoco el efecto antirrelajante propio del péptido. Por 

otro, que uno de los posibles segundos mensajeros del efecto inotrópico positivo de 

la Ang II, el IP3, que podría actuar liberando Ca2+ del RS, no estaría involucrado en 

este efecto.

ANG II Y PKC

Como se describió en la introducción, la Ang II, al unirse al receptor AT1 

aumenta la hidrólisis de los fosfoinosítidos y produce dos segundos mensajeros, el 

IP3 y el DG que a su vez activa a la PKC que podrían mediar su efecto inotrópico 

positivo y lusitrópico negativo,. Los experimentos previos permitirían descartar al IP3 

como posible mediador. Exploramos entonces la posible participación de la PKC, en 

músculos papilares prefundidos con solución de HEPES o de bicarbonato en 

presencia continua de 20 pM de celeritrina (CHE) o de otro inhibidor de la PKC no 

relacionado químicamente, 1pM de calfostina C (CC). En solución HEPES, la 

incubación con CHE produjo una disminución de la contractilidad basal de 78.40 ± 

8.01% (TD), la cual fue completamente estabilizada luego de 2 hs de incubación con 

la droga, y no modificó los parámetros de relajación. En presencia de esta droga el 

efecto inotrópico positivo en el estado estable producido por la Ang II se anuló. 

Resultados similares se obtuvieron en los experimentos realizados en solución de 

bicarbonato, en donde la CHE a la misma dosis, también disminuyó la contractilidad 

basal, la cual se estabilizó luego de 2hs de incubación con la droga. En presencia de 

CHE, el efecto inotrópico positivo de la Ang II también fue completamente anulado. 

La CC no afectó la contractilidad basal ni tampoco los parámetros básales de 

relajación, pero suprimió el efecto inotrópico positivo de la Ang II (figura 32A). 

Experimentos realizados en miocitos aislados con las mismas drogas develaron 

resultados similares (figura 32B). Ni 10 pM de CHE ni 1pM de CC modificaron los 

parámetros contráctiles básales. Sin embargo la Ang II fue incapaz de reproducir el 

efecto inotrópico positivo típico en las células pretratadas con los inhibidores de la 

PKC.

Para verificar si la PKC era el segundo mensajero responsable del efecto 

lusitrópico negativo de la Ang II, se utilizó el mismo protocolo que para examinar la
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dependencia de la PKC del efecto inotrópico positivo de la hormona en músculos 

papilares, en donde se examinó el t1/2. La figura 32C muestra que la prolongación del 

ti/2 producida por la Ang II no se produjo en presencia de las drogas utilizadas para 

bloquear la actividad de la PKC. Resultados similares se obtuvieron cuando se 

consideró la relación +T/-T.

Figura 32. El efecto inotrópico positivo y lusitrópico negativo de la Ang II es dependiente de 
la activación de la PKC. A: La incubación de los músculos papilares tanto con CHE (n=8) (20 
pM, barras grises) como con CC (n=4) (1pM, barras negras) elimina por completo el efecto 
inotrópico positivo (tensión desarrollada) de la Ang II (barras blancas) en el estado estable. 
B: Resultados similares se observan en el acortamiento (longitud celular) de miocitos 
aislados utilizando la misma concentración de CC (n=4) y 10 pM de CHE (n=4). C: los 
inhibidores de la PKC anulan el efecto antirrelajante de la hormona en músculos papilares. 
Los valores están expresados como porcentaje de los valores controles. *P<0.05 respecto de 
Ang II.
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Estos resultados (figura 32) indican que el aumento de la [Ca2+]¡ y la 

subsiguiente producción de un efecto inotrópico positivo típico inducido por la Ang II 

es dependiente de la activación de PKC. Asimismo, el efecto antirrelajante producido 

por la hormona es también mediado por la activación de este segundo mensajero.
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La Ang II ha sido reconocida recientemente como potencial péptido fisiológico 

modulador de la contractilidad cardíaca, produciendo un efecto inotrópico positivo en 

varias especies incluida la humana. Los niveles plasmáticos de Ang II se encuentran 

dentro de las concentraciones umbrales para la producción del efecto inotrópico positivo 

del péptido (1). Sin embargo, la importancia fisiológica de la Ang II como moduladora de 

la contractilidad miocàrdica se refuerza en vista de las evidencias experimentales que 

muestran que los niveles de Ang II en el tejido cardíaco pueden alcanzar 

concentraciones hasta 100 veces mayores que los niveles plasmáticos (200). Además, el 

efecto antirrelajante de la hormona, cobra más importancia aún si se tiene en cuenta 

que la relajación cardíaca (lusitropismo) es un elemento esencial para una apropiada 

función del corazón como bomba. Este concepto incluye la trascendencia clínica de 

evaluar el estado de relajación del miocardio en situaciones patológicas e 

intervenciones farmacológicas.

Los mecanismos subcelulares responsables del efecto inotrópico positivo de la 

Ang II son aún motivo de controversia. Los diferentes resultados obtenidos en diversas 

especies de mamíferos pueden ser atribuidos, al menos en parte, a variaciones entre 

especies, lo cual parece ser una característica común entre los agentes que 

incrementan el metabolismo del fosfatidilinositol(9). El gato es una especie en la cual la 

Ang II produce un marcado efecto inotrópico positivo (2,11). A su vez el efecto lusitrópico 

negativo del péptido no ha sido nunca antes estudiado en detalle. Los mecanismos 

subyacentes de estos efectos (inotrópico y lusitrópico) constituyeron el objetivo de este 

estudio.

El presente estudio demostró que: (1) el principal mecanismo involucrado en el 

efecto inotrópico positivo de una concentración máxima de Ang II es un aumento del 

Ca2+¡; (2) el aumento de la contractilidad y el incremento del Ca2+¡, es dependiente de la 

activación de PKC; (3) en este fenómeno no interviene ni un aumento en la respuesta al 

Ca2+ de los miofilamentos ni el NCX funcionando en modo revertido; (4) un RS funcional 

tampoco es necesario para que la Ang II desarrolle el efecto inotrópico positivo 

observado; (5) el IP3 no sería un segundo mensajero involucrado en el aumento del 

Ca2+¡ producido por la Ang II. Además, respecto al efecto lusitrópico negativo, se 

determinó que: (1) es también debido a la activación de la PKC; (2) consistentemente
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con el efecto inotrópico positivo, tampoco se debe a un aumento de la respuesta al Ca2+ 

de los miofilamentos; (3) el NCX funcionando en modo revertido no parece estar 

participando ni tampoco sería atribuible a una menor retoma del ion por el RS. Estos 

resultados nos permiten sugerir que la mayor duración del transient de Ca2+, que a su 

vez prolonga la relajación, podría deberse al aumento de la duración del potencial de 

acción. La prolongación de la duración del potencial de acción, enlententecería el modo 

directo del NCX, lo que retardaría el eflujo de Ca2+¡, y/o proveería una entrada de Ca2+ 

durante un período más prolongado a través de los canales de Ca2+ de tipo L.

EFECTO INOTROPICO POSITIVO

Incremento en el Ca2+ intracelular vs. incremento en la respuesta de los 

miofilamentos al Ca2+; papel del pH¡

La disociación temporal entre el incremento del pH¡ y de la contractilidad 

producidos por la Ang II sumada al hecho de que el efecto inotrópico se encuentra 

preservado en presencia de HOE, indican que la alcalosis intracelular inducida por la 

Ang II no modula la respuesta de los miofilamentos al Ca2+. Considerando los resultados 

de Fabiato y Fabiato (95), este no es un hallazgo inesperado ya que, usando células 

cardíacas sin membrana, estos autores demostraron que era necesario un incremento 

del pH¡ de 0.4 unidades para producir un modesto incremento en la tensión 

(aproximadamente 30% a pCa 6.0). Más aún, un cambio del pH¡ sólo produjo cambios 

en la fuerza máxima cuando este cambio fue hacia la acidosis, pero no hacia la 

alcalosis (95). De este modo, si es válido extrapolar estos resultados al miocardio de gato 

y a una preparación más intacta que las células sin membrana, como son los miocitos 

aislados, el incremento de pH¡ de 0.06 unidades producido por la Ang II en estas 

preparaciones, no sería suficiente para inducir un incremento detectable de la respuesta 

de los miofilamentos al Ca2+. Experimentos previos de Ikenouchi y col (8) en corazón de 

conejo no pudieron detectar un aumento significativo en el Ca2+ intracelular luego de la 

administración de la Ang II. Estos autores concluyeron que el incremento de la 

contractilidad producido por la Ang II (más del 100%) fue debido enteramente a un 

aumento de la respuesta de los miofilamentos al Ca2+ dependiente del pH¡. Sin embargo 

el aumento de pH¡ inducido por la Ang II en estos experimentos (aproximadamente 0.2 

unidades), aunque mayor que el detectado en ventrículo de gato (por Mattiazzi y col. (11)
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y los resultados presentes) tampoco sería suficiente de acuerdo a los resultados de 

Fabiato y Fabiato (95), para justificar totalmente el aumento de la contractilidad 

observado. Confirmando esta idea, experimentos más recientes del mismo grupo de 

investigadores y en la misma especie, demostraron que la Ang II también induce un 

incremento del Ca2+ intracelular en el corazón de conejo (161). Por otra parte, otras 

evidencias experimentales indican que la activación del intercambiador Na+/H+ inducida 

por la Ang II no implica necesariamente la producción de una alcalosis intracelular 

(n.162,201,202) Como se ha mencionado (pagina 27), trabajando con un buffer más 

fisiológico como es el bicarbonato, se ha demostrado que la Ang II, no produce cambios 

en el pH¡ ya que activa mecanismos contrapuestos en cuanto a la regulación del mismo 

(11,201) No obstante en estas condiciones (buffer bicarbonato), el efecto inotrópico 

positivo de la Ang II estuvo presente (11). De este modo, la conclusión de que el 

incremento del pH¡ juega un papel predominante en la determinación del incremento dé 

contractilidad inducido por Ang II no puede generalizarse y debe ser avalada por un 

incremento del pH¡ de magnitud suficiente para explicar una relación causa-efecto. 

Nuestros hallazgos indican que el efecto inotrópico de la Ang II no está relacionado con 

cambios del pH¡ en miocitos aislados de ventrículo de gato. Esta conclusión está de 

acuerdo con resultados previos en la misma especie utilizando preparaciones 

multicelulares (11).

La respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles podría aumentar por un 

mecanismo independiente del pH¡, por ejemplo por una fosforilación de las cadenas 

livianas de miosina (65) o por acción del IP3 (137). Sin embargo, los experimentos 

presentes demuestran que la Ang II no produce aumentos de la respuesta al Ca2+ ni por 

vías pH-dependientes ni independientes. Los resultados revelaron que aumentos 

similares de contractilidad producidos tanto por administración de Ang II como por un 

incremento del Ca2+0 se asocian con similares incrementos en el Ca2+¡ (figura 25 y 26). 

Estos resultados, junto con aquellos obtenidos con el análisis de los diagramas en fase 

plana del acortamiento celular vs. [Ca2+]¡ (figura 24) medidos ya sea en el pico del efecto 

inotrópico positivo de la Ang II o cuando este efecto alcanza su nivel de estabilización, 

indican que, en el ventrículo de gato, la Ang II no produce cambios en la respuesta de 

los miofilamentos al Ca2+ y que, al menos en esta especie, el efecto inotrópico positivo 

inducido por la Ang II está enteramente determinado por cambios en el Ca2+¡.
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Mecanismos subcelulares del incremento del Ca2+ intracelular

Experimentos recientes en corazón de conejo han sugerido que el NCX puede 

representar el principal mecanismo por el cual el Ca2+¡ aumenta luego de administrar 

Ang II (203). Como se mencionó al plantear el estado actual del problema, la posible 

contribución del NCX al efecto inotrópico positivo de la Ang II ha sido sugerida también 

por varios autores (153-154). Además, ha sido demostrado en experimentos in vitro que la 

Ang II activa directamente al NCX (87). Sin embargo, los resultados expuestos en el 

presente trabajo niegan una participación significativa del NCX en el incremento del 

Ca2+¡ inducido por 1pM de Ang II debido a las siguientes razones: (1) no se detectaron 

cambios significativos del pH¡ en el momento en que el efecto inotrópico positivo de la 

Ang II alcanzó su valor máximo; (2) la presencia de HOE no modificó el efecto inotrópico 

positivo de la Ang II; y (3) el efecto inotrópico positivo y el incremento del Ca2+¡ inducido 

por la Ang II a una concentración máxima, estuvieron preservados en presencia del 

bloqueante específico del modo revertido del NCX.

La liberación de Ca2+ del RS mediada por IP3 en el acoplamiento éxcito-contráctil 

cardíaco es aún, como ya se ha mencionado, muy controvertida (pagina 21). La Ang II 

es una molécula que podría producir su efecto sobre la contractilidad miocàrdica 

mediado por la producción de IP3 debido a que se ha documentado la correlación entre 

el efecto inotrópico positivo y el aumento del metabolismo de los fosfoinosítidos (124). El 

2-APB, es una nueva herramienta experimental para el estudio de los receptores de IP3 

(198.199) y se demostrado que una concentración de 5 pM es suficiente para bloquear 

la liberación de Ca2+ del RS inducida por IP3 en miocitos aislados (208). Los experimentos 

del presente trabajo demostraron que ni esta concentración de 2-APB ni una 10 veces 

mayor del inhibidor (capaz de bloquear más del 90% de la contractura inducida por 

fenilefrina en aorta de gato) fue capaz de afectar el aumento del transient de Ca2+ ni el 

efecto inotrópico positivo de la Ang II. La incapacidad de la rianodina y la tapsigarguina 

de prevenir el efecto inotrópico positivo de la Ang II no debe ser tomado como evidencia 

de que la liberación de Ca2+ del RS no contribuye normalmente al aumento del 

inotropismo de la hormona. Sin embargo, los presentes resultados demostraron que la 

presencia de un RS funcional no es necesaria para que la Ang II desarrolle una típica 

respuesta inotrópica positiva. Estos resultados concuerdan con los de Kentish y 

colaboradores (137) quienes, como se comentó en la introducción, a pesar de haber 

encontrado una respuesta contráctil con "caged” IP3 concluyeron que la liberación de
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Ca2+ por 1P3 del RS no juega un papel significativo en el acoplamiento excito-contráctil 

del músculo cardíaco.

Debido a que los presentes experimentos excluyen al NCX funcionando en 

modo revertido y al RS en el aumento del Ca2+¡ y el consecuente efecto inotrópico 

positivo de la Ang II, y a que el incremento del Ca2+¡ sería realmente el responsable de 

este efecto, cabe sugerir que un aumento de la lCa sería la determinante del fenómeno 

observado. El incremento en la lCa inducido por Ang II en miocitos cardíacos ha sido 

detectado en algunos pero no en todos los estudios previos. De hecho se ha encontrado 

que la lCa estaba aumentada (4146'147)) no cambiaba (8,149) o aparecía disminuida en 

presencia de Ang I I (148). La razón de estas discrepancias no es clara. Podría deberse, al 

menos en parte, a las diversas especies utilizadas y/o a las diferentes técnicas 

empleadas para medir la lCa. El presente estudio nos permite sugerir a la lCa como 

mecanismo responsable del efecto inótropico positivo inducido por la Ang II, en 

concordancia con los trabajos en los cuales se demuestra un aumento de la lCa inducida 

por la Ang II, entre ellos, un reciente estudio de nuestro laboratorio (204). Este estudio 

conecta además el aumento de la lCa inducido por el péptido con la activación de la 

PKC. Sin embargo, no podemos excluir como mediador del aumento del Ca2+¡ al modo 

directo del NCX. Debido a que la Ang II prolonga la duración del potencial de 

acción(4,158), este hecho podría disminuir el eflujo de Ca2+ a través del NCX funcionando 

en modo directo y de esta manera aumentar el Ca2+¡. La prolongación de la duración del 

potencial de acción, al mantener el potencial de membrana por un período mayor a 

valores superiores a los 40 mV, haría que el NCX funcione menos tiempo en modo 

directo, produciendo así el efecto descripto. Esto mismo también podría ocurrir a nivel 

de los canales de Ca2+ de tipo L. Es decir, la duración del potencial de acción 

prolongada aumentaría el tiempo en que la lCa estaría activada.

Por otra parte, la supresión del efecto inotrópico positivo (figura 18) con los 

inhibidores de la PKC, calfostina C (CC) y celeritrina (CHE), indican que es la activación 

de la PKC y no el IP3 el segundo mensajero involucrado en el efecto inotrópico positivo 

de la Ang II. La CC, es un inhibidor que interactúa con el dominio regulatorio de la PKC 

e inhibe a la enzima por competición con el DG a nivel del sitio de unión de los ésteres 

de forbol (205), en tanto que la CHE interactúa con el dominio catalítico de la PKC, 

comportándose como un inhibidor competitivo de sustrato y como un inhibidor no 

competitivo para el ATP (206). El hecho de que se hayan obtenido resultados similares 

con dos inhibidores estructuralmente diferentes y químicamente no relacionados de la

Julieta Palomeque



Discusión 76

PKC permite descartar que la inhibición de los efectos de la Ang II sean debidos a una 

acción inespecífica de estos inhibidores.

EFECTO LUSITROPICO NEGATIVO

Los mecanismos subcelulares y la cascada de señales del efecto antirrelajante 

de la Ang II no han sido nunca considerados. Este efecto no es una consecuencia 

directa del aumento de la contractilidad producida por el péptido, ya que un efecto 

inotrópico positivo de magnitud similar producido por un aumento del Ca2+0) en 

músculos papilares, no fue capaz de mimetizar el incremento del 11/2 o de la relación 

+T/-T observado con Ang II. Además, en miocitos aislados contrayéndose 

isotónicamente, usando el mismo protocolo, se detectó el efecto lusitrópico negativo de 

la hormona a través de una prolongación de la caída del transient de Ca2+ con respecto 

a la caída del mismo en condiciones de alto Ca2+0.

Los resultados presentados nos permiten señalar a la PKC como el segundo 

mensajero involucrado en el efecto lusitrópico negativo inducido por la Ang II. Respecto 

a los mecanismos que estarían determinando el efecto antirrelajante del péptido, se ha 

visto con anterioridad, como se comentó en la introducción, que un aumento de la 

respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles dependiente del pH¡ contribuía al efecto 

antirrelajante de la estimulación a-adrenérgica (167), quien comparte la misma cascada 

de señales que la Ang II. Sin embargo, éste no parece ser el mecanismo responsable 

del efecto antirrelajante de la Ang II ya que no sólo no afecta el pH¡ en el miocardio de 

gato contrayéndose en una solución de bicarbonato (11), sino que además el efecto 

lusitrópico negativo de la hormona siguió estando presente aún en presencia de un 

inhibidor del intercambiador Na+/H+ en una solución de HEPES, en donde la Ang II 

aumenta leve, pero significativamente, el pH¡ una vez alcanzado el estado estable del 

efecto inotrópico positivo. Pero lo más destacable es, como se demostró para el efecto 

inotrópico positivo, que la Ang II no modifica la respuesta al Ca2+ de los miofilamentos a 

los diferentes tiempos estudiados. No obstante, el efecto lusitrópico negativo del péptido 

se mantiene presente.

Otra posibilidad para explicar el efecto antirrelajante inducido por la Ang II es un 

retardo en la retoma de Ca2+ por el RS, lo que demoraría la caída del transient de Ca2+ 

y, de esta manera, la relajación mecánica. Si bien en experimentos in vitro hay un 

trabajo que avala la menor retoma de Ca2+ por el RS (157), los datos referentes al efecto
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de la PKC son contradictorios e indican que la PKC no actúa sobre la retoma de Ca2+ 

por el RS o la aumenta (155'157). Sin embargo, los presentes experimentos, en donde aún 

en ausencia de un RS funcional, el efecto lusitrópico negativo producido por la Ang II 

estuvo presente, nos permite sugerir que un retardo en la retoma de Ca2+ por el RS 

dependiente de la PKC no parecería ser el mecanismo por medio del cual la Ang II 

ejerce su acción antirrelajante en el ventrículo de gato. Por otro lado, un posible 

mecanismo que debe ser considerado para explicar este fenómeno es la prolongación 

de la duración del potencial de acción inducida por la Ang II. El aumento de la duración 

del potencial de acción, que ha sido previamente descripto (4,158), produciría una mayor 

permanencia del Ca2+ en la célula, produciendo un efecto antirrelajante, por una 

disminución del eflujo de Ca2+ a través del NCX funcionando en modo directo y/o por un 

aumento en el influjo del ion debido a una mayor actividad del modo revertido del 

intercambiador. Esta última posibilidad fue descartada, ya que el efecto lusitrópico 

negativo de la Ang II no se modificó en presencia de una concentración de KB-R7943 

que bloquea selectivamente el modo revertido del NCX.

En resumen, el presente trabajo revela los mecanismos responsables del efecto 

inotrópico positivo y lusitrópico negativo de la Ang II. Habiéndose examinado los 

distintos eventos del AEC en presencia de Ang II y estudiado los pasos de señalización 

intracelular involucrados en el efecto inotrópico positivo y antirrelajante de la hormona, 

los resultados presentados demuestran por primera vez que en el miocardio de gato el 

efecto inotrópico positivo inducido por Ang II está mediado exclusivamente por un 

incremento en el Ca2+ intracelular a través de la activación de la PKC y que este 

fenómeno está asociado con una acción antirrelajante. El efecto lusitrópico negativo de 

la hormona sería también mediado por la activación del mismo segundo mensajero y 

podría atribuirse a una reducción en el eflujo de Ca2+ a través del modo directo del NCX 

debido a la prolongación de la duración del potencial de acción. Sin embargo, la 

prolongación de la duración del potencial de acción podría aumentar el tiempo que los 

canales de Ca2+ de tipo L permanecen abiertos, lo que aumentaría la entrada al citosol 

del ion.
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La Angiotensina II (Ang II) produce un efecto inotrópico positivo y lusitrópico 

negativo en varias especies animales e incluso en el ser humano, cuyos mecanismos 

subcelulares y segundos mensajeros involucrados no están aclarados.

Con el fin de dilucidar los mecanismos subcelulares y los segundos mensajeros 

involucrados en los efectos citados se realizaron experimentos en miocitos ventriculares y 

en músculos papilares de gato. Se utilizaron indicadores sensibles al Ca2+¡ y al pH¡ con el 

objetivo de disecar si un aumento en el Ca2+¡ o un aumento en la respuesta al Ca2+ de los 

miofilamentos (dependiente o no de cambios en el pH¡) estaban involucrados en los 

efectos de la Ang II. A la vez se investigó la cascada de señales involucrada en el efecto 

inotrópico positivo y lusitrópico negativo de la hormona.

EFECTO INOTROPICO POSITIVO

• La Ang II (1pM) produjo en músculos papilares contrayéndose isomètricamente un 

aumento máximo de la tensión desarrollada entre los 5 y 10 min de aplicada la droga 

de 196 ± 12.3 % del control. Además, en miocitos aislados se observaron incrementos 

paralelos en la amplitud de la contracción y del Ca2+¡ y una alcalinización intracelular 

que se desarrolló lentamente. Los máximos incrementos, en las células cardíacas, en 

la amplitud de la contracción y en la amplitud del Ca2+¡ fueron 163 ± 22 y 43 ± 8% del 

control, respectivamente, y ocurrieron entre los 5 y los 7 min posteriores a la 

administración de Ang II, en tanto que el aumento de pH¡ (0.06 + 0.03) se tornó 

significativo sólo 15 min después del agregado de Ang II. Además, el efecto inotrópico 

de la Ang II no se modificó por el bloqueo del intercambiador Na+/H+. Estos resultados 

indican que el efecto inotrópico positivo de la Ang II es independiente de los cambios 

del pH¡.
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• En miocitos aislados, incrementos similares en la contractilidad, producidos tanto por 

elevaciones en el Ca2+ extracelular ([Ca2+]0) como por la aplicación de Ang II, 

produjeron similares incrementos en el Ca2+ sistólico pico. Estos resultados indican 

que el efecto inotrópico positivo inducido por la Ang II no puede ser atribuido a un 

aumento en la respuesta al Ca2+ de los miofilamentos.

• El efecto inotrópico positivo de la Ang II, en las células cardíacas, no fue modificado ni 

en presencia de KB-R7943, un bloqueante específico del intercambiador Na+/Ca2+, 

trabajando en modo revertido, ni de rianodina más tapsigarguina, usadas para 

bloquear la función del retículo sarcoplasmático

• El 2-APB, un bloqueante de los receptores de IP3, tampoco logró anular el aumento de 

contractilidad producido por la hormona. Sin embargo, los inhibidores de proteína kinasa 

C (PKC), celeritrina y calfostina inhibieron completamente, tanto en miocitos aislados 

como en músculos papilares, el efecto inotrópico positivo inducido por la Ang II.

EFECTO LUSITROPICO NEGATIVO

• En miocitos aislados, contrayéndose en condiciones isotónicas el aumento de la 

[Ca2+]0 produjo una disminución del 11/2 del acortamiento (33.9 ± 6.3 mseg) que se 

acompañó con una disminución en el t1/2 del transient de Ca2+ (62.1 ± 15.6 mseg). En 

cambio, para un mismo aumento de la contracción con Ang II, aunque hubo una 

disminución en el t1/2 del acortamiento (28.9 ± 4.9 mseg), el t1/2 del transient no se 

modificó. Esta “prolongación” relativa del transient de Ca2+ respecto del alto calcio 

observada en presencia de Ang II sería la manifestación del efecto lusitrópico negativo 

de la Ang II en condiciones isotónicas.

• En músculos papilares contrayéndose isométricamente, la Ang II produjo una 

prolongación de la relajación, que se reflejó en un aumento del tiempo hasta la mitad 

de la relajación (t1/2); este efecto no se observó cuando la contractilidad fue
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aumentada a valores similares al producido por el péptido por un aumento del Ca2+0. 

Estos resultados caracterizan un efecto lusitrópico negativo típico.

• En músculos papilares, en buffer bicarbonato y en buffer HEPES en presencia de un 

bloqueante específico del intercambiador Na+/H+, el efecto lusitrópico negativo que 

produce la Ang II no se modificó, aun en ausencia de cambios del pH¡.

• La contribución del intercambiador Na7Ca2+ trabajando en su modo revertido, al efecto 

antirrelajante de la Ang II, fue descartada por medio de experimentos en los cuales se 

utilizó un bloqueante del intercambiador en dicho modo, en los cuales el efecto 

lusitrópico negativo de la Ang II seguía siendo evidente. Además, la exclusión de la 

SERCA2 y del retículo sarcoplasmático, por medio del uso de rianodina más 

tapsigarguina, no logró anular el efecto lusitrópico negativo

• El efecto antirrelajnte de la Ang II fue anulado por la administración de inhibidores de 

la PKC.

Estos resultados nos permiten concluir que en el ventrículo de gato, por un lado, el 

efecto inotrópico positivo inducido por la Ang II 1) es independiente de los cambios de pH¡; 

2) es producido por un aumento en el Ca2+¡ sin cambios en la respuesta al Ca2+ de los 

miofilamentos; 3) no depende de la actividad del intercambiador Na+/Ca2+ trabajando en 

modo revertido; 4) ocurre en ausencia del retículo sarcoplasmático funcional, lo que, 

sumado al hecho de que no se modifica en presencia del bloqueante de los receptores de 

IP3, permitiría descartar la participación de una liberación de Ca2+ del retículo 

sarcoplasmático inducida por IP3 en el aumento del Ca2+¡ producido por la la hormona y 5) 

es dependiente de la PKC. Por otro lado, el efecto lusitrópico negativo que se asocia al 

efecto inotrópico positivo inducido por el péptido, 6) también es independiente de pH¡; 7) 

se debe a una mayor permanencia del Ca2+en la célula sin un aumento de la respuesta al 

Ca2+ de los miofilamentos, 8) no se debe a una disminución en la retoma de Ca2+ por el

Julieta Palomeque



Resumen 101

retículo sarcoplasmático ni a un aumento del influjo de Ca2+ a través del intercambiador 

Na+/Ca2+; 9) al igual que el efecto inotrópico positivo, depende de la PKC. 10) Sugerimos 

entonces, que la Ang II modularía la contractilidad y la relajación miocàrdica a través de la 

activación de la PKC y que el aumento en el Ca2+¡ inducido por la Ang II se debería 

fundamentalmente a un mayor influjo de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ de tipo L. La 

prolongación de la relajación producida por el péptido podría deberse a un mayor tiempo 

del influjo de Ca2+ por los canales y/o a una disminución del eflujo de Ca2+ por el 

intercambiador Na+/Ca2+funcionando en modo directo.
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