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Resumen Muchos de los efectos de la angiotensina II (Ang II) son mediados en realidad por la acción de en-
dotelina (ET) endógena liberada y/o producida en respuesta a la Ang II. En este trabajo evaluamos

la interacción Ang II/ET-1, sus consecuencias en la contractilidad cardíaca y el papel de las especies reactivas
del oxígeno (EROs). Se usaron cardiomiocitos aislados de gato. La Ang II, 1 nM, produjo un efecto inotrópico
positivo (EIP) de 31.8±3.8% que fue cancelado por inhibición de los receptores AT1, de los receptores de ET,
del intercambiador Na+/H+ (NHE), del modo inverso del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) o por el secuestro de
EROs. La Ang II, 100 nM, produjo un EIP de 70.5±7.6% que fue cancelado por inhibición de los receptores AT1
y bloqueado en parte por inhibición de los receptores de ET, del NHE, del modo inverso del NCX o por el se-
cuestro de EROs. La Ang II, 1 nM, incrementó el ARNm de la preproET-1 lo cual fue anulado por el bloqueo de
los receptores AT1. Los resultados permiten concluir que el EIP de la Ang II es debido a la acción de la ET-1
endógena liberada/formada por la Ang II. La ET-1 produce: estimulación del NHE, activación del modo inverso
del NCX y un consecuente EIP. Dentro de esta cascada también participarían los EROs.

Palabras clave: angiotensina II, endotelina, intercambiador Na+/Ca2+, especies reactivas del oxígeno,
intercambiador Na+/H+

Abstract Angiotensin II-induced endothelin-1 release in cardiac myocytes. Many of the effects thought
to be due to angiotensin II (Ang II) are due to the release/formation of endothelin (ET). We tested

whether Ang II elicits its positive inotropic effect (PIE) by the action of endogenous ET-1 and the role played by
the reactive oxygen species (ROS) in this mechanism. Experiments were performed in cat isolated ventricular
myocytes in which sarcomere shortening (SS) was measured to asses contractility after pharmacological inter-
ventions and the effect of Ang II on inotropism were analyzed. Ang II 1 nM increased SS by 31.8±3.8% (p<0.05).
This PIE was cancelled by AT1 receptor blockade, by ET-1 receptors blockade, by Na+/H+ exchanger (NHE) in-
hibition, by reverse mode Na+/Ca2+ exchanger (NCX) blockade or by ROS scavenging. Ang II 100 nM increases
SS by 70.5±7.6% (p<0.05). This PIE was completely abolished by AT1 receptors blockade and were partially
bocked by ET-1 receptors blockade, by NHE inhibition, by reverse mode NCX blockade or by ROS scavenging.
Ang II increased preproET-1 mRNA, effect that was blunted by AT1 receptors blockade. We conclude that Ang
II induces (through its AT1 receptor) release/formation of ET-1, which acting in autocrine fashion on ET receptors
of the isolated myocytes increases inotropism through NHE stimulation and NCX reverse mode activation. The
participation of ROS is involved is this chain of events.
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Evidencias previas indican que ciertos efectos cardio-
vasculares de la angiotensina II (Ang II) observados tan-
to in vitro como in vivo, son debidos en realidad a la ac-
ción de la endotelina (ET) endógena liberada y/o forma-
da en respuesta a la Ang II1-11.

Ito y coautores describieron en miocitos cardíacos
neonatales de rata la inhibición de la hipertrofia inducida
por la Ang II usando inhibidores del receptor ETA (BQ
123) o oligonucleótidos antisense contra ARNm de
preproendotelina1. Adicionalmente, Liang y Gardner2, tra-
bajando también con miocitos neonatales de ratas de-
mostraron que el incremento de la actividad del promo-
tor del gen del péptido natriurético cerebral inducido por
Ang II es prevenido bloqueando los receptores ETA. Por
otra parte, el aumento de la presión arterial en rata indu-
cido por la infusión de Ang II fue revertido por un
bloqueante de los receptores ETA, PD1550803, o por un
bloqueante de los receptores ETA y ETB, Bosentan4. En
conjunto, esta información sugiere que la Ang II induce
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la liberación y/o formación de ET que actuando en forma
autocrina o paracrina media distintas señales intrace-
lulares.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el nexo
existente entre la Ang II y la ET-1 en miocitos cardíacos
aislados, sus consecuencias en la contractilidad cardía-
ca, y el papel que cumplen las especies reactivas del
oxígeno (EROs) en dicho nexo.

Materiales y métodos

Aislamiento de los miocitos

Los experimentos se realizaron en miocitos de gato enzimáti-
camente aislados mediante una técnica descripta anteriormen-
te12 que involucra la reperfusión de los corazones con colage-
nasa por el método de Langendorff.

Medida de la longitud de los sarcómeros

Para medir la longitud de sarcómero (LS), las células fueron
colocadas en una cámara de perfusión sobre la platina de un
microscopio invertido (Nikon). Se las perfundió continuamente
a una velocidad de 1 ml/min con una solución que contenía:
(en mM): 5 KCl, 118 NaCl, 1.2 MgSO4, 0.8 Cl2Mg, 1.35 Cl2Ca,
10 glucosa, 20 NaHCO3, el pH es ajustado en 7.4 burbujeando
permanentemente con una mezcla gaseosa de CO2 5% y O2

95%. Los miocitos se estimularon por campo con dos elec-
trodos de platino colocados a cada lado de la cámara de
perfusión a una frecuencia de 0.5 Hz. La LS fue registrada
utilizando un software específico (Ion Wizard). Mediante una
cámara acoplada al microscopio se observan las células y se
selecciona una zona en la región media del miocito. El pro-
grama determina la LS más frecuente observada en la zona
elegida. Esta imagen digitalizada del miocito es analizada on-
line con una transformada de Fourier (Ion Optix). Antes de
cada intervención se esperó a que las células estén estabili-
zadas. Aproximadamente a los 15 minutos tenían la LS en
un valor estable. La LS fue medida a 30°C utilizando un sis-
tema que controla la temperatura (TC2, Cell micro controls).

Medida de ARNm por RT-PCR

Para la determinación de preproET-1 por real time RT-PCR,
de acuerdo a lo descripto previamente13, se utilizó el ARN total
aislado (RNeasy Mini Kit, Qiagen) de los miocitos y se reali-
zó una transcripción reversa (Omniscript RT Kit, Qiagen). El
ADNc se sometió a cuantificación relativa mediante PCR en
tiempo real (Bio-Rad, iCycler iQ Real-Time PCR Detection
System) mediante la técnica de SYBR Green con Taq DNA
Polymerase (Invitrogen) y GAPDH como estándar interno. La
determinación de la especificidad de los productos y la
cuantificación se realizaron a partir del software del equipo
(iCycler IQ OSS, version 3.0a, Bio-Rad).

Estadística

Los datos se presentan como media ± error estándar (ES).
Las comparaciones fueron hechas por test de t de Student
para muestras apareadas o por ANOVA de una vía para
muestras apareadas seguido de un test de Student-Newman-
Keuls, según corresponda. Un valor de p<0.05 se consideró
como significativo estadísticamente.

Resultados

En el panel A de la Fig. 1 se observa el curso en el tiem-
po de los cambios de la longitud de los sarcómeros de
un miocito antes y después de agregar 1 nM de Ang II al
medio extracelular. En el panel B se muestra el acorta-
miento individual de los puntos indicados en el panel A.
La Ang II incrementa el acortamiento de los sarcómeros
alcanzando el estado estacionario aproximadamente a
los 10 minutos. En el panel C se muestra el acortamiento
promedio (n=16), expresado como % de la longitud ini-
cial, antes (control) y luego de 15 minutos de agregar
Ang II, 1 nM, al medio extracelular. La Ang II produjo un
efecto inotrópico positivo (EIP) (respecto a la longitud
basal) de 31.8±3.8 % (p<0.05).

Dosis mayores de Ang II incrementaron el EIP hasta
alcanzar el efecto máximo con 100 nM de Ang II. Por
este motivo, en el presente trabajo nos propusimos eva-
luar y comparar los efectos de 1 y 100 nM de Ang II. En
el panel A de la Fig. 2 se muestra el curso en el tiempo
del acortamiento de los sarcómeros antes y después de
agregar Ang II, 100 nM, al medio extracelular. En el pa-
nel B se muestran los trazos individuales de los puntos
indicados en el panel A. La Ang II, 100 nM, incrementó el
acortamiento un 70.5±7.6 % (p<0.05).

Con el fin de conocer que tipo de receptor de Ang II
estaba involucrado en el EIP, se evaluó el acortamiento
de los sarcómeros con ambas dosis de Ang II pero en
presencia del antagonista de los receptores tipo 1 (AT1),
losartan. En el panel A de la Fig. 3 se observa el acorta-
miento promedio (n=4) en condiciones control y luego de
adicionar sucesivamente losartan 1 µM, y Ang II, 1 nM,
(panel A) o 100 nM (panel B) al medio extracelular. El
losartan no modificó el acortamiento basal de los
sarcómeros pero sí previno el EIP inducido por ambas
dosis de Ang II, indicando que el receptor involucrado en
el EIP inducido por Ang II es el AT1.

Para conocer el rol que cumple la ET en el EIP induci-
do por ambas dosis de Ang II, se midió el efecto de la
Ang II sobre el acortamiento de los sarcómeros en célu-
las pre-tratadas con un bloqueante de los receptores de
ET (bloqueante ET

A y ETB), TAK044, 1 µM. En el panel A
de la Fig. 4 se observa el promedio del acortamiento en
condiciones control y luego de adicionar sucesivamente
al medio extracelular TAK044 y Ang II, 1 nM. El TAK044
no modificó el acortamiento basal. El bloqueo por TAK044
previno totalmente el EIP inducido por 1 nM de Ang II,
indicando que todo el EIP inducido por esta concentra-
ción de Ang II es mediado por la acción de ET endógena
liberada por la Ang II. Por otro lado, como puede obser-
varse en el panel B de la Fig. 4, en presencia de TAK044
la Ang II, 100 nM, produce un EIP pero de menor magni-
tud  (aproximadamente 40%) al observado en su ausen-
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cia (Fig. 2). Estos resultados indican que en el EIP indu-
cido por Ang II, 100 nM, interviene además una vía inde-
pendiente de ET.

Con el fin de evidenciar si la Ang II induce la forma-
ción de ET-1 se midió la expresión del ARNm de la
preproET-1 en cardiomiocitos aislados luego de incubar-
los 15 minutos con Ang II, 1 nM. En la Fig. 5 se observa
cómo el nivel de ARNm de preproET-1 se vio incremen-
tado desde 100±4% en control (n=7) hasta 267±45%
(n=7) luego de Ang II. Este incremento fue anulado por
losartan (76±21%, n=3).

Hemos demostrado previamente en músculos papi-
lares de gato que el EIP producido por Ang II, 1 nM, es
totalmente prevenido por la inhibición del intercam-biador
Na+/H+ (NHE) con el bloqueante selectivo de este trans-
portador, HOE642, y por el bloqueante selectivo del modo
inverso del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX), KB-R794314.
Para evaluar si la estimulación del NHE-1 y del modo
inverso del NCX cumplen algún rol en el EIP producido
por la Ang II en miocitos aislados, estudiamos el efecto
de ambas dosis de Ang II en presencia de 10 mM HOE642
o de 1 µM KB-R7943. En el panel A de la Fig. 6 se obser-
va que en presencia de HOE642 la Ang II, 1 nM, es inca-

paz de producir un incremento en el acortamiento celu-
lar. Por otro lado, como se observa en el panel B de esta
figura, en presencia de HOE642 la Ang II, 100 nM, pro-
duce un EIP de menor magnitud al observado sin el
bloqueante, ya que cuando está inhibido el NHE la Ang II
incrementa el acortamiento porcentual en aproximada-
mente un 35%. Por lo tanto, podemos asumir que la ac-
tivación del NHE está involucrada enteramente en el EIP
de la dosis de Ang II más baja utilizada y al menos en
parte en el EIP inducido por 100 nM de Ang II.

En el panel C de la Fig. 6, se observa que en presen-
cia del bloqueante del modo inverso del NCX la Ang II, 1
nM, no produce EIP, indicando que la totalidad del EIP
inducido por esta concentración de Ang II es mediado
por la estimulación del modo inverso del NCX. Por otro
lado, en presencia de KB-R7943 (Fig. 6 D) la Ang II, 100
nM, produce un EIP de menor magnitud (aproximada-
mente 35%) que el observado en ausencia del blo-
queante. Por lo tanto, de manera similar al NHE, pode-
mos asumir que el modo inverso del NCX está involucrado
en el EIP de la vía autocrina Ang II/ET.

Existe evidencia previa que muestra que la dosis de
KB-R7943 utilizada en el presente trabajo bloquea el

Fig. 1.– Panel A: Registro continuo representativo de la longitud de los sarcómeros
de un miocito antes y después de agregar Ang II (1 nM) a la solución extracelular.
Panel B: Acortamiento individual de los puntos indicados en el panel A, a: con-
trol y b: después de 15 minutos con Ang II (1 nM). Panel C: Promedio del acor-
tamiento de los sarcómeros (AS) expresado como porcentaje de la longitud ini-
cial (%Li), en condiciones control y luego de 15 minutos de Ang II (1 nM). La
Ang II produjo un EIP de 31.8 ± 3.8% (p<0.05, n=16). * indica diferencia signifi-
cativa respecto al control por test de t para muestras apareadas.
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Fig. 2.– Panel A: Registro continuo representativo de la longitud de los sarcómeros de
un miocito antes y después de agregar Ang II (100 nM) a la solución extracelular.
Panel B: Acortamiento individual de los puntos indicados en el panel A, a: control y
b: luego de 15 minutos con Ang II (100 nM). Panel C: Promedio del AS expresado
como %Li en condiciones control y luego de 15 minutos de Ang II (100 nM). La Ang
II produjo un EIP de 70.5±7.7 % (p<0.05, n=6). * indica diferencia significativa res-
pecto al control por test de t para muestras apareadas.

Fig. 3.– Panel A: Promedio del AS (n=4) expresado como %Li en condiciones control y
luego de agregar a la solución extracelular sucesivamente losartan 1 µM y Ang II 1
nM + losartan. Panel B: Promedio del AS (n=4) expresado como %Li en condicio-
nes control y luego de agregar a la solución extracelular sucesivamente losartan 1
µM y Ang II 100 nM + losartan (Los).
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modo inverso del NCX en miocitos cardíacos15-17. Como
puede observarse en la Fig. 6 el KB-R7943 disminuye
significativamente el acortamiento basal de los sarcó-
meros. Este resultado podría deberse a la contribución
del modo inverso del NCX a la contracción basal de los
miocitos cardíacos de gato o a efectos inespecíficos del
KB-R7943. Han sido descriptos diferentes efectos
inespecíficos de esta droga, pero a dosis mayores a las

utilizadas en este trabajo17, 18. Sin embargo no podemos
descartar completamente que este compuesto actúe a
través de un mecanismo diferente del bloqueo del modo
inverso del NCX.

Debido a que la producción de EROs por Ang II y/o
ET es una acción bien aceptada de estos péptidos19, 20-22,
estudiamos los efectos del secuestrador de EROs, MPG
(1 mM) sobre el EIP inducido por ambas dosis de Ang II.
En el panel A de la Fig. 7 se observa el efecto de la Ang
II (1 nM) sobre el acortamiento de los sarcómeros en
presencia de MPG. Como puede observarse, el EIP pro-
ducido por la Ang II (1 nM) fue totalmente cancelado por
el pre-tratamiento de los miocitos con este secuestrador
de EROs. En el panel B de la Fig. 7 se observa que en
presencia de MPG la Ang II (100 nM) produce un EIP
pero de menor magnitud que el observado sin este se-
cuestrador, ya que cuando está presente el MPG la Ang
II incrementa el acortamiento de los sarcómeros un
30.1±7.1%. Estos resultados indican que las EROs par-
ticipan de la señalización intracelular de la vía autocrina
Ang II/ET, pero no del incremento contráctil inducido por
los otros mecanismos presentes a dosis altas de Ang II.

Discusión

En conjunto, nuestros datos muestran que en el cardio-
miocito aislado la Ang II, 1 nM, actuando sobre los re-
ceptores AT1, produce un EIP a través de la acción
autocrina de la ET-1 endógena liberada y/o formada por
la Ang II. La estimulación del NHE por la ET-1 es un he-
cho previamente descripto23. Esta activación del NHE, al

Fig. 4.– Panel A: AS promedio (n=6) expresado como %Li en condiciones control y
luego de agregar a la solución extracelular sucesivamente TAK044, 1 µM, y Ang
II, 1 nM + TAK044. TAK044 previno totalmente el EIP inducido por la Ang II, 1
nM. Panel B: Promedio del AS (n=6) expresado como %Li en condiciones control
y luego de adicionar a la solución extracelular sucesivamente TAK044, 1 µM, y
Ang II, 100 nM, + TAK044. En presencia de TAK044 la Ang II indujo un EIP de
43.0±8.8% (p<0.05, n=6). * indica diferencia significativa respecto al control por
ANOVA para muestras apareadas.

Fig. 5.– Incremento de la expresión del ARNm de la preproET-
1 inducido por el tratamiento con Ang II, 1 nM. La expre-
sión del ARNm de la preproET-1 fue incrementada signifi-
cativamente desde 100± 4.8 en control hasta 267.2±45.6%
(p<0.05) luego de incubar las células 15 minutos con Ang
II, 1 nM. Este incremento fue anulado cuando las células
fueron pretratadas con losartan (Los).
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Fig. 6.– Panel A: Promedio del AS (n=5) expresado como %Li en condiciones control y luego
de agregar a la solución extracelular sucesivamente HOE642 10 µM y Ang II 1 nM +
HOE642. El bloqueo del NHE previno totalmente el EIP inducido por la Ang II 1 nM. Pa-
nel B: Promedio del AS (n=6) expresado como %Li en condiciones control y luego de agre-
gar a la solución extracelular sucesivamente HOE642 10 µM y Ang II 100 nM + HOE642.
El bloqueo del NHE previno parcialmente el EIP inducido por la Ang II 100 nM. El efecto
promedio se muestra a la derecha de la barra correspondiente a la Ang II 100 nM. Panel
C: Promedio del AS (n=6) expresado como %Li en condiciones control y luego de agregar
a la solución extracelular sucesivamente KB-R7943 1 µM y Ang II 1 nM + KB-R7943. El
bloqueo del modo inverso del NCX anuló totalmente el EIP inducido por la Ang II 1 nM.
Panel D: Promedio del AS (n=7) expresado como %Li en condiciones control y luego de
agregar a la solución extracelular sucesivamente KB-R7943 1 mM y Ang II 100 nM + KB-
R7943. En presencia de KB-R7943 la Ang II 100 nM indujo un EIP de 35±10 % (p<0.05,
n=7). * y ** indican diferencia significativa respecto al control y al KB-R7943, respectiva-
mente, por ANOVA para muestras apareadas.

Fig. 7.– Panel A: Promedio del AS (n=6) expresado como %Li en condiciones control y luego
de agregar a la solución extracelular sucesivamente MPG 1 µM y Ang II 1 nM + MPG. El
MPG canceló totalmente el EIP inducido por la Ang II 1 nM. Panel B: Promedio del AS
(n=6) expresado como %Li en condiciones control y luego de agregar a la solución
extracelular sucesivamente MPG 1 mM y Ang II 100 nM + MPG. En presencia del se-
cuestrador de EROs la Ang II 100 nM produjo un EIP de 30.14±7.14 % (p<0.05, n=6).
*indica diferencia significativa respecto al control por ANOVA para muestras apareadas.
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aumentar el sodio intracelular (Na+
i), induce el influjo de

Ca2+ a la célula a través del NCX actuando en el modo
inverso. En la Fig. 8 se esquematiza el mencionado me-
canismo. En esta cadena de eventos estarían involu-
crados también las EROs. Por otro lado, cuando trabaja-
mos con una dosis más alta de Ang II (Ang II 100 nM)
encontramos que existe un efecto adicional. El hecho de
que el bloqueo de los receptores de ET, del NHE o del
modo inverso del NCX diminuyen de manera similar el
EIP de la Ang II (100 nM) sugiere que el componente de
este EIP disparado por la ET endógena es enteramente
debido a la activación del NHE y del modo inverso del
NCX. En el presente trabajo no se pretendió evaluar el
mecanismo responsable de la fracción del EIP inducido
por Ang II (100 nM) no mediada por la activación de la vía
Ang II/ET/NHE/modo inverso del NCX. Sin embargo, evi-
dencias previas, sugieren que la activación de la corriente
de calcio tipo L12, 24 por Ang II podría ser el mecanismo
responsable de la fracción del EIP independiente de ET.
Es importante remarcar que las concentraciones de Ang II
utilizadas se encuentran dentro del rango utilizado por dis-
tintos autores para obtener la respuesta presora lenta de
la Ang II25-28 y similar al nivel encontrado en el intersticio
renal28 .

Los experimentos realizados mediante la técnica de
RT-PCR en tiempo real muestran que cuando los miocitos
son pre-tratados con 1 nM de Ang II se produce un incre-
mento en el nivel del ARNm de la preproET-1. Estos re-
sultados sugieren que la Ang II aumenta la expresión de
ET-1 con el posible fin de restaurar el pool intracelular de
este péptido que estaría siendo liberado desde el miocito
por acción de la Ang II.

La generación de EROs por Ang II y/o ET ha sido
involucrada tanto en señales fisiológicas19, 29, 30 como pa-
tológicas4, 27. Nuestros resultados nos permiten proponer
que las EROs están involucrados en el EIP inducido por

Fig. 8.– Esquema del mecanismo propuesto. La Ang II indu-
ce la producción de ET-1 endógena, que actuando de
manera autocrina estimula la actividad del NHE, aumen-
tando el Na+

i y favoreciendo el modo inverso del NCX con
el consecuente aumento de la concentración intracelular
de Ca2+ y de la contractilidad. Las EROs intervienen en
esta cadena de eventos.

la ET-1 endógena liberada por la Ang II, ya que cuando
usamos el MPG bloqueamos totalmente el EIP inducido
por la Ang II 1 nM y parcialmente el EIP inducido por 100
nM de Ang II hasta un nivel similar a la inhibición produ-
cida por TAK044. De acuerdo a nuestras observaciones,
no podemos discriminar dónde se ubica la producción
de EROs dentro de la cadena de eventos que propone-
mos. Es decir, no sabemos si las EROs están antes o
después de la activación de los receptores de ET. Un
estudio reciente realizado por Hong y col.30 en miocitos
de músculo liso vascular, sugirió que la Ang II induce la
formación de ET-1 a través de la producción de EROs y
de la fosforilación de la quinasa regulada por señales
extracelulares (ERK). Por otro lado, Sand y col.19 demos-
traron en aurícula de rata que el efecto inotrópico positi-
vo (EIP) de la ET-1 es en parte mediado por EROs.
Adicionalmente ha sido descripta la activación del NHE-
1 por el peróxido de hidrógeno31, 32. Experimentos adicio-
nales son necesarios para evaluar en qué parte de la
cadena de eventos se ubican las EROs.

En músculos papilares de gato ha sido demostrado
que la Ang II produce aumento de Na+

i y alcalinización se-
cundarias a la activación del NHE, sólo si se trabaja con
el buffer HEPES (en ausencia de bicarbonato (HCO3

-))5.
Por el contrario, cuando se trabaja en presencia del bu-
ffer fisiológico HCO3

-, sólo se observa el incremento de
Na+

i, pues el mecanismo acidificante dependiente de
HCO3

- (intercambiador Cl-/HCO3
-) también se activa por

Ang II y evita el cambio de pHi
6, 33. Debido a que los expe-

rimentos fueron realizados en presencia del buffer fisio-
lógico, proponemos que la activación del NHE produce
un aumento del Na+

i en ausencia de cambios en el pHi ,
que consecuentemente favorece el modo inverso del
NCX, el influjo de Ca2+ y el aumento de la contractilidad.

Los resultados del presente estudio están sustenta-
dos por evidencias previas. Se ha descripto, en miocitos
cardíacos de conejo, que la estimulación del modo in-
verso del NCX por Ang II34 produce un EIP. Por otro lado
ha sido demostrado que el EIP inducido por Ang II (1 nM)
en músculos papilares de gato es totalmente cancelado
por inhibición de los receptores de ET o del NCX14.

En resumen, hemos demostrado que una parte signi-
ficativa del EIP de la Ang II es mediado a través de la
liberación de ET-1 del miocito, la cual actuando en forma
autocrina estimula el NHE-1 y al modo inverso del NCX,
induciendo el EIP. Las EROs por mecanismos aún no
aclarados intervienen en esta cadena de eventos, dado
que su neutralización cancela este efecto.
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