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INTRODUCCION

RESUMEN

Previamente mostramos que el pretratamiento con el inhibidor de la 6xido nitrico sintetasa,
Ne€-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), revierte la hipotension y anula los cambios en
la frecuencia cardiaca inducidos por la hemorragia.

Objetivo

Evaluar la actividad histoquimica (técnica NADPH-diaforasa) y la expresion (Western blot)
de la 6xido nitrico sintetasa en la auricula derechay en el ventriculo izquierdo de animales
sometidos a una hemorragia del 20% de la volemia.

Material y métodos

Se conformaron cuatro grupos de animales (n = 14, por grupo): S (sham), H (hemorragia),
SL-NAME (sham + L-NAME) (0,5 mg/kg/h 1V = 100 pl/h) y HL-NAME (hemorragia + L-
NAME). El sacrificio de los animales se realiz6 por decapitaciéon a los 60 y a los 120 min
posteriores al sangrado y se extrajo el corazén para su estudio.

Resultados

La pérdida de sangre aument6 la actividad de la NOS en la auricula y en el ventriculo a los
60y 120 min (auricula: 8% y 21%, respectivamente; ventriculo: 21% y 45%, respectivamen-
te) del sangrado. El analisis de Western blot con empleo de un anticuerpo antioxido nitrico
sintetasa inducible revel6 la presencia de dicha proteina en la auricula y en el ventriculo a
los 120 min del sangrado (654 + 13 y 465 =+ 9 unidades arbitrarias, respectivamente). La
expresion de la 6xido nitrico sintetasa endotelial aumenté en la auriculay en el ventriculo a
los 60 min (18% y 147%, respectivamente) en comparacion con S, normalizandose a los 120
min de la hemorragia.

Conclusiones

El estado hipovolémico inducido por una hemorragia del 20% de la volemia esta asociado
con un patrdn heterogéneo y dinamico de regulacion de la actividad y de la expresion de la
oxido nitrico sintetasa en el tejido cardiaco.
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A Absorbancia L-NAME N¢-nitro-L-arginina metil éster
ANOVA Anélisis de la varianza de una variable nNOS  Oxido nitrico sintetasa neuronal
EEM  Error estandar de la media NO Oxido nitrico

eNOS  Oxido nitrico sintetasa endotelial NOS Oxido nitrico sintetasa

EE Frecuencia cardiaca PAM Presion arterial media

iNOS  Oxido nitrico sintetasa inducible

cidad del sangrado y de la especie examinada. (1) El
sistema del 6xido nitrico (NO), uno de los multiples

La hemorragia aguda es la causa mas frecuente de
shock hipovolémico. La adaptacion cardiovascular ante
la pérdida de volumen sanguineo depende no s6lo del
control dindmico del sistema nervioso autdnomo, sino
también de la magnitud de la hemorragia, de la velo-

sistemas que se estimulan durante la deplecion agu-
da de volumen, participa en esa respuesta adaptativa.
(2) Se ha descripto que el aumento de la produccion
de NO durante una hemorragia descompensada con-
tribuye a la hiporreactividad vascular y, probablemen-
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te, a la alteracion de la regulacion autonémica de la
funcion cardiaca en este estado. (3, 4) EI NO se sinte-
tiza enddgenamente a partir de la L-arginina y del
oxigeno molecular mediante una reaccién que es
catalizada por una familia de enzimas denominadas
oxido nitrico sintetasas (NOS): la NOS inducible
(INOS), la NOS endotelial (eNOS) y la NOS neuronal
(NNOS). La expresion de las diferentes isoformas en
el corazdn es especifica de célula. (5) La eNOS se ha
identificado por inmunohistoquimica predominante-
mente en células endoteliales de la vasculatura
coronaria y endocardicas. Esta enzima también se
expresa en los miocitos cardiacos y en células de los
nodulos sinusal y auriculoventricular. (6) La nNOS
se ha identificado en el ganglio parasimpético
intracardiaco, (7) asi como en neuronas de las regio-
nes autonémicas cardiacas del cerebro. (8) La isoforma
iNOS, independiente del calcio, se expresa en respues-
ta a endotoxinas y citocinas en ciertas situaciones cli-
nicas, como el traumay la sepsis. (9, 10) La iNOS, con
dependencia del estimulo, puede expresarse en célu-
las infiltrantes inflamatorias, células de la micro-
vasculatura coronaria, células endoteliales endo-
cardicas, musculo liso de la vasculatura coronaria,
fibroblastos y en miocitos cardiacos. (11)

El NO es reconocido como un factor autacoide-
paracrino involucrado en la modulaciéon del control
autondmico cardiaco. (12) Algunos trabajos mostra-
ron que el inhibidor no selectivo de la NOS, N®-nitro-
L-arginina metil éster (L-NAME), induce un aumen-
to sostenido de la frecuencia cardiaca (FC) en respues-
ta a la hemorragia. (13) Sin embargo, otros autores
han descripto que la inhibicién de la sintesis de NO
atenda la taquicardia y la excitacién simpatica indu-
cida por una hemorragia aguda. (14)

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objeti-
vo del presente trabajo fue evaluar la participacion
del sistema del NO cardiaco en las alteraciones
hemodindmicas asociadas con un estado hipovolémico
inducido por una hemorragia aguda en ratas anes-
tesiadas.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos (230-250 g). Los
animales se mantuvieron en un ambiente con humedad y
temperatura controlada con un ciclo de luz-oscuridad de 12-
12 horas. Los animales fueron alimentados con una dieta
balanceada provista por Nutrimentos Purina, Buenos Ai-
res, Argentina, y con agua ad libitum hasta el dia de los
experimentos. Todos los animales incluidos en los protoco-
los experimentales se trataron de acuerdo con los linea-
mentos y principios de la Disposicion N° 6344-96 de la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica, Ministerio de Salud y Ambiente de la
Nacioén.

Animales

Las ratas fueron anestesiadas con etiluretano (1,0 g/kg, ip).
La temperatura corporal se monitorizé con un termémetro
rectal y se mantuvo entre 36 y 38 °C durante todo el tiempo

experimental. La traqueotomia se practicé con un tubo de
polietileno (PE-240) con el objetivo de mantener una venti-
lacion pulmonar correcta. La medicion de la presion arterial
media (PAM) se realiz6 con una canula inserta en la arteria
femoral derecha conectada a un transductor de presion
(Statham P23 ID, Gould Inst. Cleveland, OH) y se registré
con un poligrafo (Physiograph E & M Co, Houston, TX).
Los valores de FC se obtuvieron partir de la sefial de pre-
sion pulsatil latido a latido mediante un tacografo
preamplificador (S77-26 tachometer, Coulbourn Inst.,
Allentown, PA). Para la adquisiciéon de datos se utilizd el
programa Labtech Notebook (Laboratory Tech., Wilmington,
MD). Se realizé la monitorizacion continua de los valores de
la presion arterial media (PAM) y de la FC. Se canularon la
vena femoral izquierda para la administracion de la infu-
sion continua de L-NAME (0,5 mg/kg/h 1V = 100 ul/h) (15)
y la arteria femoral derecha para practicar el sangrado. El
shock hemorragico fue inducido por una pérdida del 20%
del volumen sanguineo total, durante 2 min, a velocidad de
flujo constante. El volumen de sangrado (20% de la volemia)
se calculé individualmente a partir del volumen sanguineo
total correspondiente al peso corporal de cada animal.

Protocolo experimental

Se utilizaron cuatro grupos experimentales:

1) Ratas sham (S). Luego de un periodo de estabilizacion
de 30 min, se registraron los valores basales de PAM y
FC durante 5 min. A continuacion se registraron la PAM
y la FC durante 120 min (n = 14).

2) Efecto del L-NAME en ratas sham (S L-NAME). Luego
de un periodo de estabilizacion de 30 min, se registra-
ron los valores basales de PAM y de FC. A continuacion
se administré el L-NAME mediante una infusion hasta
el final del periodo experimental. Los valores de PAM y
de FC se registraron durante 120 min (n = 14).

3) Ratas con hemorragia (H). Luego de un periodo de esta-
bilizacion de 30 min, se registraron los valores basales
de PAM y de FC durante 5 min. A continuacién los ani-
males fueron sometidos a una hemorragia del 20% de la
volemia. Los valores de PAM y de FC se registraron du-
rante 120 min (n = 14).

4) Efecto del L-NAME en ratas con hemorragia (H L-
NAME). Luego de un periodo de estabilizacion de 30 min,
se registraron los valores basales de PAM y FC durante
5 min. A continuacion se administré el L-NAME median-
te una infusion hasta el final del periodo experimental.
Luego de 10 min de iniciada la infusion con el inhibidor
inespecifico de la NOS, los animales fueron sometidos a
una hemorragia del 20% de la volemia. Los valores de
PAM y de FC se registraron durante 120 min (n = 14).

Actividad histoquimica de la NOS

Se determiné la actividad NADPH-diaforasa como activi-
dad total de la NOS en los grupos Sy H (n = 5 por grupo).
Un grupo de animales de Sy H fueron sacrificados por deca-
pitacion a los 60 min y otro a los 120 min luego de la hemo-
rragia. Se extrajeron la auricula derecha y el ventriculo iz-
quierdo, que posteriormente se fijaron en paraformaldehido
al 4% (buffer fosfato 0,1 M, pH = 7,4). Los tejidos se crio-
preservaron en sacarosa 15% y se congelaron. Se cortaron
en criostato secciones de tejido de 15 pm que luego se mon-
taron en portaobjetos gelatinizados. A continuacion, los cor-
tes se incubaron con una solucién con 1,2 mM de NADPH y
0,24 mM de azul de nitrotetrazolio (buffer fosfato con tritén
X-100: 0,3%) durante 60 min a 37 °C. La observacion de los
cortes, la determinacion de la absorbancia (A) y la toma de
fotografias se realizaron con un microscopio Zeiss Axiophot
acoplado a la cdmara. El anélisis de las imagenes obtenidas
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de los cortes de tejido se efectud con un analizador Kontron-
ZEISS VIDAS-Analyzer.

Western blot

Animales pertenecientes a los grupos Sy H (n = 5 por gru-
po) fueron sacrificados por decapitacién, a los 60 miny a los
120 min luego de producida la hemorragia, para la extrac-
cion de la auricula derecha y el ventriculo izquierdo. Los
tejidos se transfirieron de inmediato a un vaso de precipita-
do con buffer de homogeneizacion (50 mmol/L Tris, 0,1 mmol/
L EDTA, 0,1 mmol/L EGTA, 1% tritén, 1 mmol/L PMSF, 1
pmol/L pepstatina, 2 umol/L leupeptina; Roche Diagnostics).
La cuantificacion de las proteinas se efectu6 con el método
de Lowry. Se separaron cantidades iguales de las muestras
de proteinas (45 ug) en un gel 7,5% SDS-PAGE y posterior-
mente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(Bio-Rad, Munchen, Germany). Se prosiguié con una
incubacion primaria con anticuerpo policlonal de conejo anti
las tres isoformas de la NOS (dilucién 1:500: anti-NOS
inducible, epitope en el carboxilo terminal; anti-NOS
endotelial, epitope en el amino terminal y anti-NOS
neuronal, epitope en el amino terminal). Como anticuerpo
secundario se utiliz6 un anticuerpo de cabra anticonejo con-
jugado con peroxidasa de rabanito (dilucién 1:5.000). Las
muestras se revelaron por quimioluminiscencia con el
reactivo ECL (Amersham Pharmacia Biotech., Uppsala,
Sweeden) durante 2-4 min. La densidad de las bandas se
determiné por densitometria con un escaner Hewlett-

Packard y un software de analisis Totallab (Biodynamics
Corp., Seattle, WA).

Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media = error estdndar de la
media (EEM). Para el analisis de los datos se utiliz6 el ana-
lisis de la varianza de una variable (ANOVA) seguido de una
prueba de Bonferroni para multiples comparaciones. Se uti-
liz6 la prueba de la t de Student para comparar los datos
apareados 0 no apareados entre dos grupos. Se considero
significativo el 5% de probabilidad. Para el analisis estadis-
tico se utilizo el programa de estadistica GraphPad Prism
versiéon 3.02 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

Pardmetros hemodindmicos

En condiciones basales, los valores de PAM (mm Hg)
y de FC (Ipm) no mostraron diferencias significativas
en los cuatro grupos de animales estudiados (S = 89
+4;332+7;SL-NAME =94 +5;326 + 8; H=90 + 5;
322 + 6; H L-NAME = 93 + 6; 328 + 10; respectiva-
mente) (p = ns). La Figura 1 (gréficos A, B, Cy D)
ilustra el curso temporal de la PAM en los cuatro gru-
pos de animales estudiados. La infusion de L-NAME
no modificé la PAM en el grupo S con respecto a los
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Fig. 1. Efecto del L-NAME sobre la presion arterial media (PAM). Ratas sham (S) y ratas hipovolémicas (H). mgrupo S; A grupo H; @grupo
N L-NAME; A grupo H L-NAME. *p < 0,01 versus valores basales (n = 14 por grupo).
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valores basales. La hemorragia provocé una disminu-
cion significativa de la PAM, tanto en el grupo H como
en el grupo H L-NAME. En el grupo H, la PAM se
estabilizé a los 15 min en valores cercanos a 50 = 5
mm Hg (*p < 0,01 versus valores basales). La
hipotensién se mantuvo a lo largo de todo el tiempo
experimental. El pretratamiento con L-NAME no ate-
nué la hipotensién inmediata ocasionada por la he-
morragia. A partir de los 30 min no se observaron di-
ferencias significativas en los valores de PAM con res-
pecto a los valores basales.

La Figura 2 (gréaficos A, B, C y D) ilustra el curso
temporal de la FC en los cuatro grupos de animales
estudiados. La hemorragia indujo, luego de la espera-
da respuesta refleja, una bradicardia en la primera
etapa, seguida de un incremento gradual de la FC en
las fases mas tardias (basal FC = 322 + 6; FC 60 min
=352 = 7*; FC 120 min = 382 * 6*, *p < 0,01 versus
valores basales). La infusion de L-NAME anul6 los
cambios en la FC inducidos por la hemorragia (basal

FC =328 + 10, FC 60 min = 334 =+ 15, FC 120 min =
335 + 17).

Actividad histoquimica de la NOS en el corazén

En la Tabla 1 se muestran los cambios en la actividad
histoquimica de la NOS en los grupos Sy H. La acti-
vidad de la NOS en la auricula derecha y en el
ventriculo izquierdo aument6 a los 60 min (8% y 21%,
respectivamente) y a los 120 min (24% y 45%, res-
pectivamente) luego de inducido el estado hipo-
volémico.

Western blot

En las Figuras 3 y 4 pueden observarse los resultados
del analisis del Western blot. Los histogramas ilus-
tran los valores promedio de los niveles proteicos de
las diferentes isoformas de la NOS en los grupos Sy
H a los 60 y 120 min de producida la hemorragia. La
pérdida aguda de sangre aumentd la expresion de la
isoforma eNOS en la auricula derecha a los 60 min en
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Fig. 2. Efecto del L-NAME sobre la frecuencia cardiaca (FC). Ratas sham (S) y ratas hipovolémicas (H). B grupo S; A grupo H; @ grupo
N L-NAME; A grupo H L-NAME. *p < 0,01 versus valores basales (n = 14 por grupo).
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Tabla 1. Actividad NADPH-
diaforasa a los 60 y 120 min
posteriores a una hemorragia
del 20% de la volemia en la

Grupo S 60 min (A) Grupo H 60 min (A) Grupo S 120 min (A) Grupo H 120 min (A)

. . i + + * o= + *
auricula derecha y el ventriculo Auricula derecha 0,186 + 0,006 0,201 + 0,005 0,190 + 0,004 0,235 + 0,002
izquierdo. Ratas sham (S) y Ventriculo izquierdo 0,119 + 0,009 0,144 + 0,005* 0,124 + 0,004 0,180 + 0,004*
ratas hipovolémicas (H)

A: Absorbancia. *p < 0,01 versus grupo S.

A A

Unidades Unidades

densitométricas S 60 H 60 S 120 H 120 densitométricas S 60 H 60 S 120 H 120

144 kDs y i
300 a _ - NOS - 135kDa _ — iNOS
250
*
o
200 * 600
.
150
400
100
50
200
S 60 H 60 S 120 H 120
0 J
S 60 H 60 S 120 H 120
[ I —

B B

Unidades Unidades S 60 H 60 S 120 H120

densitométricas S 60 Hreo S120 H120 densitométricas ~ .

144 KD NOS 600 135kDa _ - iNOS
00 - 1o e e —
250 4 500
200 A 400
*
T
150 300
*
.
100 -
200
50 -
100 S 60 H 60 S 120 H 120]
0 4
S 60 H 60 S 120 H 120 N — JE— .

Fig. 3. Western blots representativos de la NOS endotelial a los
60y 120 min posteriores a una hemorragia del 20% de la volemia,
en la auricula derecha (grafico A) y en el ventriculo izquierdo
(grafico B). Ratas sham (S) y ratas hipovolémicas (H).

I grupo S; T grupo H. * p < 0,01 versus grupo S (n =5 ratas/
grupo).

Fig. 4. Western blots representativos de la NOS inducible a los
60y 120 min posteriores a una hemorragia del 20% de la volemia,
en la auricula derecha (grafico A) y en el ventriculo izquierdo
(gréafico B). Ratas sham (S) y ratas hipovolémicas (H).

I grupo S; 3 grupo H. * p < 0,01 versus grupo S (n =5 ratas/
grupo).

comparacién con S. No se observaron cambios en los
niveles de esta isoforma a los 120 min posteriores al
sangrado (p = ns) (Figura 3, panel A). La Figura 3 (pa-
nel B) muestra los cambios de la expresion de la
isoforma en el ventriculo izquierdo. La hemorragia in-
dujo un incremento en la expresion de la NOS endotelial
a los 60 y 120 min en comparacion con S. En la Figura
4 se muestra la presencia de la isoforma inducible de la
NOS, tanto en la auricula derecha como en el ventriculo
izquierdo a los 120 min del sangrado en comparacién
con el grupo S (Figura 4, graficos Ay B).

DISCUSION

El presente estudio muestra que la pérdida aguda de
sangre induce una activacion dependiente del tiempo
de las diferentes isoformas de la NOS en el tejido car-
diaco. Este patrdn dinamico de activacion estaria re-
lacionado con las alteraciones hemodinamicas obser-
vadas durante el estado hipovolémico en ratas anes-
tesiadas.

Los animales de los diferentes grupos presenta-
ron condiciones hemodindmicas basales similares. La
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pérdida del 20% de la volemia indujo un descenso ra-
pido y significativo (68%) de la presién arterial. El
estado hipotensivo se mantuvo durante todo el tiem-
po experimental. La inhibicion del sistema del NO no
modificé la hipotension inmediata (61%), pero ocasio-
noé la rapida recuperacion de la PAM. Estos hallazgos
sugieren que la hipotensidn inmediata seria indepen-
diente del sistema del NO. Sin embargo, luego de los
5 minutos de producido el sangrado, el NO modularia
la respuesta vascular sistémica a través de su accion
vasodilatadora en el musculo liso vascular. Ademas,
no descartamos la participacién de otros factores
neurochormonales (catecolaminas, endotelinas,
vasopresina, sistema renina-angiotensina) que se ac-
tivan en respuesta a una pérdida aguda de sangre.
(16, 17)

Al evaluar la respuesta cronotrdépica, se ha encon-
trado que el estado hipovolémico indujo luego de la
inmediata y esperada taquicardia refleja una bradi-
cardia breve seguida por un incremento gradual y pro-
gresivo de la FC a los 60 y 120 minutos (10% y 16%,
respectivamente). El pretratamiento con L-NAME
anulé los cambios observados en la FC inducidos por
la pérdida de sangre. La inhibicidon del sistema del
NO alteraria el control autonémico de la FC en nues-
tro modelo experimental. En los ultimos afios se ha
demostrado que el NO actuaria presingpticamente
facilitando el tono vagal (18) y disminuyendo la FC
luego de la taquicardia refleja en ratas sometidas a
una hemorragia. La falta del cronotropismo positivo
a los 60 y 120 min posteriores al sangrado podria de-
berse a una accién directa, o bien a un efecto secun-
dario que resultaria de la ausencia del estado hipo-
tensivo luego de la inhibicién de la via de produccidn
del NO.

Es conocido que el corazén participa de una mane-
ra trascendente en la respuesta de adaptacion ante la
hipotension inducida por el estado hipovolémico. La
pérdida de sangre constituye un estimulo estresante
para el sistema cardiaco, con disminucion de la pre-
carga y de la perfusion tisular. (19) En este trabajo
hemos mostrado, mediante el analisis histoquimico,
que el shock hipovolémico indujo un aumento de la
actividad del sistema del NO en la auricula derechay
en el ventriculo izquierdo, tanto a los 60 min como a
los 120 min de realizado el sangrado. Este aumento
de actividad de la enzima se correlacioné con aumen-
tos en los niveles proteicos de laenzima en la auricula
y en el ventriculo. Nuestros resultados mostraron que
el estado hipovolémico inducido por hemorragia se
acompafia de una activacion dinamica de las diferen-
tes isoformas de la NOS en el corazén. Se observé
una sobreexpresion de la isoforma endotelial a los 60
min posteriores al sangrado, seguida de un notorio
incremento a los 120 min de la iNOS. El aumento de
la produccion de NO, en ambos tejidos, seria de ori-
gen endotelial en las fases més tempranas (60 min)
luego de la pérdida de sangre. Sin embargo, el shock
hemorréagico indujo, en las etapas mas tardias (120

min), la activacion de la isoforma inducible en ambos
tejidos estudiados. Los mecanismos que promueven
la activacion de la isoforma constitutiva de la NOS
cardiaca en el estado hipovolémico es poco conocida.
Se ha descripto que el shock hemorrégico esta asocia-
do en las etapas més tempranas con un aumento de la
liberacién de varias sustancias enddégenas, entre las
cuales podrian mencionarse las bradicininas, el tri-
fosfato de adenosinay la serotonina. Estas sustancias
estimularian la produccion de NO a partir de la
isoforma endotelial. (20) La sobreactivacion de la
isoforma inducible en las fases mas tardias del shock
hemorréagico podria deberse a la liberacion del factor
de necrosis tumoral alfa, de interleucina 1, aumento
en la sintesis de especies reactivas del oxigeno, y de
otras endotoxinas. (21)

En resumen, los hallazgos del presente estudio
muestran por primera vez que una activacion dina-
mica, heterogénea y dependiente del tiempo de la
NOS cardiaca estaria involucrada en las alteracio-
nes hemodinamicas que se observan luego de la pér-
dida aguda del 20% del volumen sanguineo. La in-
hibicion del sistema del NO en las etapas mas tar-
dias del shock hemorragico modulando la respues-
ta taquicardizante podria constituir una herramien-
ta terapéutica beneficiosa en este estado hipovo-
Iémico.

SUMMARY

Hypovolemic State Modulates Nitric Oxide Synthase
Activity and Expression in the Cardiovascular System

Background

We have previously demonstrated that pre-treatment with
the nitric oxide synthase (NOS) inhibitor N®-nitro-L-argin-
ine-methyl ester (L-NAME), reverted hypotension and mini-
mized hemorrhage-induced heart rate changes.

Study Aim

To evaluate the histochemical activity (NADPH-diaforase
method) and expression (Western blot) of NOS in right
atrium (A) and left ventricle (V) of animals subjected to a
20% loss of the total blood volume.

Methods

We included four groups of animals (n = 14 per group): 1)
(S) sham; 2) (H) hemorrhage (20% blood loss); 3)(SL-NAME)
sham + pretreatment with L-NAME; and 4)(HL-NAME) he-
morrhage and pretreatment with L-NAME. Animals were
sacrificed by decapitation 60 and 120 min after bleeding,
and their hearts were extracted.

Results

Blood loss increased histochemical NOS activity in A and V
at 60 and 120 min (A 8% and 24%; V 21% and 45%, respec-
tively). Inducible anti-NOS antibody Western blot analysis
showed increased protein in A and V 120 min after blood
loss (654%13 and 4659 arbitrary units, respectively). A
and V endothelial NOS expression increased at 60 min (18%
and 147%, respectively) compared to S, showing a normal
value 120 min after blood loss.
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Conclusion

The hypovolemic state induced by a 20% loss of total blood
volume is associated with an heterogeneous and dynamic
regulatory pattern of the activity and expression of NOS in
heart tissue.

Key words > Hemorrhage - Nitric oxide synthase - Hypotension -
Heart rate
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