EN EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

I ACTUALIZACION Y FUTURO DEL OXIDO NIiTRICO

Efectos del 6xido nitrico sobre la funcion cardiaca
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El 6xido nitrico (NO) liberado por préacticamente todas
las células del corazon ejerce multiples efectos sobre la
funcién cardiaca. Modula las respuestas inotrépicas y
cronotropicas, el flujo de entrada de Ca* y el ciclo del
Ca** en el reticulo sarcoplasmico, la transmision autoné-
mica, la frecuencia cardiaca, la respiracion mitocondrial,
el consumo miocardico de O, y la eficiencia mecanica. El
NO regula la contractilidad cardiaca en respuesta a la
distension e inhibe la relacion fuerza-frecuencia y las res-
puesta a la estimulacion B-adrenérgica. También mejora
la distensibilidad ventricular y aumenta el trabajo latido en
pacientes con miocardiopatia dilatada, y desempefa un
importante papel en la fase tardia del precondicionamien-
to isquémico. Por ultimo, el NO puede modular la activi-
dad de los canales cardiacos, la arritmogénesis, la apop-
tosis y la funcion cardiaca en el miocardio insuficiente.
Para realizar todas estas funciones, las NO sintasas
(NOS) se localizan en microdominios de los cardiomioci-
tos en intima vecindad con las vias de sefalizacion que
modulan. Sin embargo, es necesario conocer mejor los
mecanismos implicados en la regulacion y la localizacion
celular de las NOS, asi como las vias no enzimaticas de
sintesis del NO, su localizacion y su inactivacion en diver-
sas situaciones fisipatoldgicas antes de que podamos
trasladar las multiples acciones del NO en una alternativa
terapéutica.

Palabras clave: Oxido nitrico. Oxido nitrico sintasas.
Contraccion miocardica. Frecuencia cardiaca.

Effects of Nitric Oxide on Cardiac Function

The nitric oxide (NO) that is released from almost all
cardiac cells exerts numerous effects on cardiac function.
These include the modulation of cardiac inotropic and ch-
ronotropic responses, sarcolemmmal calcium influx and
sarcoplasmic reticulum calcium cycling, autonomic nerve
transmission, heart rate, mitochondrial respiration, myo-
cardial oxygen consumption, and myocardial energetics.
NO regulates cardiac contractility in response to stretch,
depresses the force-frequency relationship, and inhibits
responses to B-adrenergic stimulation. Moreover, it impro-
ves ventricular distensibility and increases stroke work in
patients with dilated cardiomyopathy, and it plays an im-
portant role in the late phase of preconditioning. Finally,
NO can modulate cardiac ion channels, arrhythmogene-
sis, apoptosis, and cardiac function in the failing heart. In
order to perform these numerous functions, nitric oxide
synthases (NOS) are spatially confined to different car-
diomyocyte microdomains in close vicinity to second-mes-
senger pathways. However, before we can develop alter-
native therapeutic strategies based on the effects of NO,
we need to learn more about the mechanisms that regula-
te NOS activity and that determine the subcellular loca-
tion of NOS, as well as about nonenzymatic NO formation
and the storage and inactivation of NO within different
cardiac cells under various physiopathological conditions.

Key words: Nitric oxide. Nitric oxide synthases. Myocar-
dial contraction. Heart rate.

INTRODUCCION

El 6xido nitrico (NO), que puede ser producido por
practicamente todas las células del corazén, actda
como regulador paracrino, autocrino e intracrino de la
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funcién cardiaca a través de acciones directas sobre
los cardiomiocitos y de acciones indirectas, conse-
cuencia de sus efectos vasculares'®. En el miocardio,
el NO regula, entre otros procesos, el acoplamiento
excitacion-contraccion, la frecuencia cardiaca, el tono
vegetativo, la respiraciéon mitocondrial (metabolismo
energético), los procesos de hipertrofia y apoptosis, y
la fase tardia del precondicionamiento isquémico (ta-
bla 1). A escala vascular, el NO regula el tono vascu-
lar, la perfusién coronaria, la permeabilidad capilar y
la agregacién plaquetaria y, ademds, desempefia un
importante papel en el control de la angiogénesis, la
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ABREVIATURAS

ACh: acetilcolina.

Akt: proteincinasa B.

ASK-1: apoptosis signal-regulating kinase 1

[Ca*];: concentracion intracelular de calcio.

Ca+-Ca*M: complejo Ca+*-calmodulina.

CE: células endoteliales.

MCD: miocardiopatia dilatada.

dP/dt . : velocidad méxima de ascenso de la presién
desarrollada por el ventriculo izquierdo.

GCs: guanilil-ciclasa soluble.

IC: insuficiencia cardiaca.

I+ : corriente lenta de entrada de Ca** a través de

los canales tipo-L.

LPS: lipopolisacérido.

MVO,: consumo miocdrdico de O,.

NA: noradrenalina.

NO: 6xido nitico.

NOS: 6xido nitrico sintasa.

PDE: fosfodiesterasas.

PKA/G: proteincinasas A y G.

PTDVI: presion telediastélica del ventriculo
izquierdo.

Rp: receptores B-adrenérgicos.

RFF: relacion fuerza-frecuencia.

RM2: receptores muscarinicos-M2.

RS: reticulo sarcopldsmico.

RyR2: receptores/canales de calcio del reticulo
sarcopldsmico.

SERCAZ2a: ATP-asa calcio-dependiente del reticulo
sarcopldsmico.

VI: ventriculo izquierdo.

XO: xantinooxidasa.

inflamacién y la proliferacién celular vascular. La re-
gulacién de todos estos procesos es sumamente com-
pleja y depende no sélo de las concentraciones de NO,
sino también del compartimiento celular donde se esté
generando y de la via de sefializacidn activada, la si-
tuacion fisiopatoldgica analizada, el estado redox celu-
lar y la presencia de otros mediadores celulares (acetil-
colina, noradrenlina, bradicinina, angiotensina, etc.)!".
En este articulo revisaremos las principales vias de
sintesis del NO y sus vias de sefializacién y, a conti-
nuacioén, algunos de los efectos cardiacos del NO, ha-
ciendo especial mencién de los que regulan el acopla-
miento excitacién-contraccién. Las restantes acciones
cardiacas pueden consultarse en revisiones recientes!*
y las vasculares son analizadas en otro articulo de este
suplemento.
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TABLA 1. Efectos cardiacos del 6xido nitrico

Efectos inotropicos positivos (dosis bajas) y negativos (dosis altas)
Modula la relacion fuerza-frecuencia
Inhibe la respuesta inotrépica positiva a los agonistas B-adrenérgicos
Mejora la relajacion/distensibilidad ventricular
Regula la actividad de los canales idnicos cardiacos
Modula el tono vegetativo cardiaco

Aumenta el tono vagal cardiaco

Inhibe el tono simpético cardiaco

Regula la frecuencia cardiaca y la conduccion auriculoventricular
Regula la respiracion mitocondrial y el consumo miocérdico de 0,
Estimula/inhibe la apoptosis cardiaca
Maodifica el crecimiento, la hipertrofia y el remodelado cardiacos
Regula la fase tardia del precondicionamiento isquémico

SINTESIS CARDIACA DE OXIDO NiTRICO
Sintesis enzimatica

En los cardiomiocitos, el NO es generado por tres
isoformas de la 6xido nitrico sintasa: neuronal (NOS1),
inducible (NOS2) y endotelial (NOS3)!3. NOS1 vy
NOS3 son constitutivas y se activan por el complejo
Ca*-calmodulina (Ca**M), mientras que la NOS2 es
inducible, Ca**-independiente y produce NO a mayor
velocidad que las otras NOS (NOS2; 105 mmol/s,
NOS1 y NOS3, 96 y 16 nmol/s, respectivamente)’.
Para que el NO pueda ejercer sus miiltiples acciones
cardiacas, las distintas NOS se expresan en determina-
dos microdominios celulares y sintetizan NO en la pro-
ximidad de su via de sefializacién celular'-*%. Ello redu-
ce el radio de difusién del NO en los cardiomiocitos,
evita su inactivacién por radicales libres y mioglobina,
y aumenta su disponibilidad. En la tabla 2 se resumen
algunos factores que regulan la expresion/actividad de
las tres NOS?.

NOS3

Se expresa en el endotelio vascular y endocérdico,
asi como en los cardiomiocitos, los monocitos y las
plaquetas®. En los cardiomiocitos se localiza en las
caveolas del sarcolema y, en particular, de los tibulos
T. En el miocardio humano predomina en el epicardio
del ventriculo izquierdo (VI) y en la auricula'®!!. En el
hurén, su expresién es maxima en el epicardio del VI,
en la auricula derecha y en el nodo senoauricular, in-
termedia en la pared del ventriculo derecho y muy re-
ducida en el endocardio del VI'°. En el perro, la NOS3
se expresa 15 veces mds en los microvasos que en las
grandes arterias coronarias; en éstas, la maxima expre-
sion se observa en la arteria circunfleja, seguida de la
arteria coronaria derecha, la descendente anterior iz-
quierda y la aorta'2,

La NOS3 presenta una doble acilacién (miristoila-
cién en Gly2 y palmitoilacién en Cys15 y Cys 26) ne-



TABLA 2. Factores que regulan la actividad de las
oxido nitrico sintasas cardiacas

NOS1 aumenta Hsp90, calmodulina, HIF

Hipoxia aguda y crénica

Enalaprilo

Noradrenalina, isoproterenol

Citocinas (IL-1B, TNFo, INFy, LPS)

Hipoxia aguda y crénica, HIF

Estrogenos, estatinas

Hiperglucemia

Distension

Corticoides, bosentan, aldosterona,
ciclosporina A, acido retinoico

Akt, PKA, PKC, PKG, calmodulina,
dinamina-2

Cizallamiento, distension, Hsp90,
estimulacion cardiaca, ejercicio

Isquemia aguda y crénica, mondxido
de carbono, hipoxia aguda

Acetilcolina, adenosina, angiotensina Il
agonistas de receptores (31/2-
adrenérgicos, AT1-angiotensina Il, o1A-
adrenérgico y 5-HT2B)

Bradicinina, estrogenos, histamina,
insulina, serotonina, sustancia P

Estatinas, ciclosporina A

Caveolinas 1y 3, NOSTRIN, LDL, LPS,
TNFa, radicales libres

ADMA, PKC, endostatina, hipoxia cronica

Hiperglucemia, productos de glucosilacion
avanzada, diabetes tipo 1

Corticoides, eritropoyetina, anfotericina,
milrinona

NOS2 aumenta

NOS2 disminuye

NOS3 aumenta

NOS3 disminuye

ADMA: dimetilarginina asimétrica; HIF: factor de transcripcion inducible por
hipoxia; IL: interleucina; INF: interferén; NOS: éxido nitrico sintasa; PLS: lipo-
polisacaridos, TNF: factor de necrosis tumoral.

cesaria para su anclaje en las caveolas, donde interac-
tda con las caveolinas-1 (células endoteliales [CE]) y 3
(cardiomiocitos), que la inactivan'. En las caveolas se
colocaliza con diversos receptores (B-adrenérgicos,
M2-muscarinicos, BK2-bradicinina), enzimas (pro-
teincinasa C, Rho A, rac) y canales (HCN4)3. Cuando
un estimulo (p. €j., el aumento de la frecuencia cardia-
ca) o un agonista incrementan la concentracién intra-
celular de calcio ([Ca**],) se forma un complejo Ca*-
calmodulina (Ca*-Ca*M) que desplaza la NOS3 de la
caveolina-3 y la NOS3 recupera su actividad cataliti-
ca’’ (fig. 1). Sin embargo, estos agonistas producen
una rdpida desensibilizacién (en minutos) de la NOS3
y el aumento de las concentraciones de NO disminuye
la [Ca*]; a través de la inhibicién de la entrada capaci-
tativa de Ca*!'4; como consecuencia, ejercen un feed-
back negativo sobre su propia sintesis. La NOS3 tam-
bién puede activarse independientemente de la [Ca*],,
a través de la fosforilacién por la proteina serina/treo-
nina cinasa Akt. En las caveolas, la proteina del cho-
que térmico Hsp90 facilita la disociacién de la NOS3
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de la caveolina-3 y su unién al complejo Ca+-Ca**M,
y actiia como punto de unién entre la NOS3 y la Akt,
lo que facilita la fosforilacién y la activaciéon de la
NOS3%. Por el contrario, algunas proteinas (NOSIP-
NOS3 interactin protein, NOSTRIN-NOS3 traffic in-
ducer) interactdan con la NOS3 y la translocan a es-
tructuras del citosol donde se inactiva.

Las concentraciones de caveolinas modulan los efec-
tos cardiacos de la NOS3. Los ratones deficientes
en caveolina-1 presentan una menor vasoconstriccién
en respuesta a la estimulaciéon de los receptores
a-adrenérgicos debido a la mayor liberaciéon de NO
formado por la NOS3!6, asi como una miocardiopatia
dilatada con hipertensién pulmonar'’; los deficientes
en caveolina-3 presentan una micardiopatia dilatada
hipertréfica con activacién de la via de las proteincina-
sas reguladas por estimulos extracelulares ERK1/2!8,
acentudndose la miocardiopatia en los animales que
carecen de ambas caveolinas!. Las concentraciones de
caveolina-3 disminuyen en perros con miocardiopatia
hipertréfica, lo que aumenta la actividad no sélo de la
NOS3, sino también de la NOS1%; por el contrario, en
la insuficiencia cardiaca (IC) pueden aumentar las
concentraciones de caveolina-3, lo que contribuye a
disminuir la actividad de la NOS3. Las estatinas facili-
tan la interaccién entre Hsp90 y NOS3 y aumentan la
actividad de la NOS3, al disminuir los valores de caveo-
lina-1 en las CE*! y los cardiomiocitos.

La principal regulaciéon postranscripcional de la
NOS3 tiene lugar a través de la fosforilacién de la
Ser1177, que aumenta su actividad. Este es el punto de
accién de las proteincinasas B (Akt), A (PKA), C
(PKC) y G (PKG)*>P. La fosforilizacién de Ser617 y
Ser635 producidas por PKA y PKB también activa la
NOS3, mientras que la fosforilacién de Thre495 pro-
ducida por PKC y PKA la inactiva?. La estimulacién
de las CE con histamina o sustancia P implica la des-
fosforilacion de Thre495; ello facilita la unién en este
dmbito de la Ca*M, la posterior fosforilacién de la
Ser1177 y la activacién de la NOS3%.

NOS1

Se expresa en la auricula, los nodos senoauricular y
auriculoventricular, las arterias epicérdicas, los termi-
nales nerviosos simpdticos y vagales, y las neuronas in-
tracardiacas?*?. También se ha identificado una varian-
te de la NOSI en la mitocondria (mtNOS o NOSa).
En el hurén, la NOS1 predomina en el septum y endo-
cardio del VI' y, en la rata, en las auriculas***. En los
cardiomiocitos, la NOS1 se localiza en el reticulo sar-
coplasmico (RS), en la proximidad del receptor para
rianodina (RyR2) y, por tanto, de los canales de Ca*
tipo-L, lo que sugiere que la NOS1 podria regular los
flujos de Ca* en ambas estructuras’®?’. La NOS1 con-
tiene un dominio PDZ que la permite unirse a la caveo-
lina-3 y a la ATP-asa Calcio-dependiente del sarcolema
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Fig. 1. Mecanismo de accion del dxido nitrico en los cardiomiocitos.

AC: adenil ciclasa; Ach: acetilcolina; Akt: proteincinasa B; C3: caveolinas-3; [Ca**];: concentracion intracelular de calcio; Ca+*-Ca**M: complejo Ca**-
calmodulina; CCa**-L: canales de calcio tipo L; GCs: guanilil ciclasa soluble; Gi: proteina G inhibitoria; Hsp: proteinas del choque térmico; If: co-
rriente marcapaso de la célula cardiaca; mtNOS: ¢xido nitrico sintasa mitocondrial; NA: noradrenalina; NOS1: dxido nitrico sintasa neuronal; NOS2:
Oxido nitrico sintasa inducible; NOS3: dxido nitrico sintasa; ONOO~: peroxinitrito; PDE: fosfodiesterasas; PKA/G: proteincinasas A y G; PLB: fosfo-
lambano; RB: receptores B-adrenérgicos; RM2: receptores muscarinicos-M2; RS: reticulo sarcopldsmico; RyR2: receptores/canales de calcio del
reticulo sarcopldsmico; SERCA2a: ATP-asa calcio-dependiente del reticulo sarcopldsmico; SNP/SNS: terminales nerviosos parasimpaticos (vaga-

les) y simpéticos cardiacos; TnC/I: troponina C e I; XO: xantinooxidasa.

o formar un complejo con la sinaptosina [ y una protei-
na adaptadora (CAPON) en los terminales nerviosos
cardiacos. La fosforilacién de la Ser847 de la NOSI1
por una proteicinasa dependiente de Ca**-Ca**M inhibe
la sintesis de NO.

NOS2

En corazones normales humanos, la NOS2 esta au-
sente. Sin embargo, las citocinas (interleucinas [IL-1[3,
IL-6], factor de necrosis tumoral [TNF] o, interferén
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[IFN] vy) y el lipopolisacarido (LPS) inducen su expre-
sién en el septo y el epicardio del VI, el endotelio en-
docardico y vascular, las células inflamatorias (macré-
fagos), los fibroblastos y las células musculares lisas
vasculares''. En cardiomiocitos tratados con LPS o ci-
tocinas, el aumento de las concentraciones de ARNm
de la NOS2 y la disminucién de la contractilidad car-
diaca son maximos al cabo de 6 h y, en ocasiones, la
induccién de la NOS2 no sélo disminuye la contracti-
lidad, sino que puede inducir la necrosis y la apoptosis
cardiaca. La induccion de la NOS2 se inhibe con éste-



res de forbol y bisindolilmaleimida, lo que sugiere la
participacién de la PKC!!. En ratas en las que se reali-
za un trasplante cardiaco alogénico, la induccién de la
NOS2 es maxima al cabo de 2 semanas y acompaiia a
la apoptosis cardiaca y al rechazo del trasplante, mien-
tras que la inhibicion selectiva de la NOS2 con amino-
guanidina mejora la contractilidad cardiaca y aumenta
la supervivencia del trasplante®®. La expresién de la
NOS2 aumenta en modelos experimentales de isque-
mia/reperfusion, en el corazén de atleta y en pacientes
con sepsis, miocardiopatias (dilatada [MCD], inflama-
toria o periparto, pero no en la isquémica o valvular),
respuesta inflamatoria sistémica o IC, observandose
que la expresion de NOS2 en biopsias endomiocar-
dicas se relaciona con disfuncién ventricular sistdli-
ca/diastélica en la ecograffa!~**-3!, La actividad de la
NOS2 aumenta con el adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) o la activacién de la PKC, lo que sugiere que
el aumento en los valores de catecolaminas o de angio-
tensina II podria inducir la expresion de la NOS2 en el
miocardio del paciente con IC.

Sintesis no enzimatica del 6xido nitrico

El hallazgo de que los valores de NO aumentan du-
rante la isquemia experimental incluso tras inhibir las
NOS sugiere la presencia de otras vias de sintesis del
NO. En un medio 4cido (isquemia), los nitritos forman
dcido nitroso (HNO,), que puede reaccionar con nitri-
tos o un donador de electrones para formar triéxido
de dinitrégeno (N,O,) que, a su vez, puede producir
NO. De hecho, la infusién de nitritos aumenta el flujo
sanguineo en la arteria braquial antes y durante el ejer-
cicio, incluso tras la inhicién de las NOS*2, 1o que de-
muestra que los nitritos no s6lo representan el princi-
pal producto de la oxidacién del NO, sino también un
importante depésito de NO. La xantinooxidasa (XO)
del endotelio vascular también puede reducir los nitri-
tos/nitratos a NO, particularmente en presencia de is-
quemia. Por dltimo, los nitritos pueden reaccionar con
la desoxihemoglobina para constituir una forma nitro-
silada y S-nitrosohemoglobina, generdndose NO en
esta reaccion.

VIiAS DE SENALIZACION DEL OXIDO NiTRICO

Dos son las principales vias de sefializacién del NO:
la produccién de guanosin-3’, 5’-monofostato ciclico
(GMPc) y la S-nitrosilacién de grupos tioles proteini-
cos, que estdn moduladas, respectivamente, por la fos-
fodiesterasa 5 (PDES5) que se encuentra en las caveolas
y la formaldehido deshidrogenada dependiente de glu-
tation.

El NO se une a la porcién hemo de la guanilil cicla-
sa soluble (GCs), a la que activa y aumenta la produc-
cién de GMPc que, a su vez, activa a la proteincinasa
G (PKG) y modula la actividad de diversas fosfodies-
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terasas (PDE)"!'!333 (fig. 1). A bajas concentraciones
de NO (rango nM), el GMPc inhibe la PDE3, con el
consiguiente aumento en los valores de AMPc, que
activan la PKA vy la corriente de entrada de Ca** a tra-
vés de los canales L de la membrana (I )*. Recien-
temente se ha propuesto que el aumento de AMPc po-
dria también ser independiente de la via GMPc e
implicar la activacién directa de las proteinas G*. A
mayores concentracions de NO (rango pmol/l), la
PKG inhibe la I+ y fosforila la troponina I, dismi-
nuyendo la sensibilidad de los miofilamentos al Ca*y
la formacién de enlaces cruzados durante la didsto-
le!!137. A estas concentraciones el NO podria también
inhibir los RyR2.

La S-nitrosilaciéon estd asociada con la capacidad
del NO para reaccionar con grupos tiol del aminodcido
cisteina presentes en diversas proteinas implicadas en
el acoplamiento excitacién-contraccion®®. La S-nitrosi-
lacién de los canales de Ca*™ tipo L* y RyR2?7* mo-
dula su actividad dependiendo del estado redox celu-
lar. En cardiomiocitos aislados, el S-nitrosoglutatién
aumenta la amplitud de la I+ * y puede incremen-
tar*® o inhibir la probabilidad de apertura del canal
RyR2%. Es decir, el NO controla la actividad de los
canales de Ca* tipo-L y RyR2 a través de ambas vias
de sefalizacion, la PKG y la S-nitrosilacion.

EFECTOS DEL OXIDO NiTRICO SOBRE
LA CONTRACTILIDAD CARDIACA

Contractilidad basal

En corazones animales y humanos, el NO produce
un efecto bifdsico que puede reproducirse con donado-
res de NO (NO exégeno) y por el NO liberado desde
las CE coronarias con bradicinina y sustancia P'-3241-44,
A concentraciones submicromolares, el NO aumenta
la contractilidad y los transientes celulares de Ca*33-34,
Este efecto implica un aumento de la I+ secundario
a la inhibicién de la PDE3 producida por el GMPc,
que activa la via AMPc-PKA vy fosforila el canal®,
aunque también podria participar la NOS1 a través de
la activacion de los canales RyR2%73°. La disminucién
de la contractilidad podria deberse a la activacion de la
via NOS3-GMPc-PKG, que fosforila la troponina I y
disminuye su sensibilidad por el Ca**33446 vy a la in-
hibicién de la la I+, producida por la NOS1¥". De he-
cho, en miocitos ventriculares de rata transfectados
con la NOS3 aumenta la contraccion basal*®, mientras
que los ratones que sobrexpresan 90 veces la NOS3
cardfaca presentan una reduccion de la contraccién ba-
sal*®. Por otro lado, los inhibidores selectivos de la
NOSI o en ratones NOS17~ aumentan la I+, el con-
tenido de Cat*, su liberacidén a través de los canales
RyR2 del RS y la contractilidad basal®’#"48, Sin em-
bargo, en ratones NOS17-, NOS27~ 0 NOS37"1a con-
tractilidad basal no se modifica (o incluso aumenta en
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TABLA 3. Efectos inotrépicos, lusitropicos y cronotropicos del 6xido nitrico en corazones
en ausencia (basal) o tras estimulacion de los receptores (3-adrenérgicos (ERBA)

en ratones que carecen de NOS1, NOS2 y NOS3

Inotropismo Lusitropismo Cronotropismo
Modelo
Basal ERBA Basal ERBA Basal ERBA
NOS1-+ =/T =TI =/ = =/T
NOS2-+ = = = - -
NOS3- =T =T = T =TI =

NOS: 6xido nitrico sintasa.
Modificada de Massion et al”.

los NOS17) (tabla 3)624474 Ello es debido a que en
estos modelos se encuentran presentes varios factores
de confusién: la produccién de NO por otras NOS no
modificadas, un aumento en las concentraciones de
péptidos natriuréticos auriculares que activan el GMPc
y la hipertensién que desarrollan los ratones NOS3™,
que puede producir adaptaciones estructurales tipicas
del fenotipo hipertréfico (rarefaccidén vascular, cam-
bios en los depdsitos intracelulares de Ca*)'7.

Modulacion de la contraccion cardiaca
estimulada

A continuacion analizaremos los efectos del NO so-
bre tres mecanismos que en condiciones fisioldgicas
aumentan la contractilidad cardiaca durante el ejerci-
cio: el aumento de la frecuencia cardiaca (relacién
fuerza-frecuencia [RFF]), la distensién de los miocitos
cardiacos y la estimulacién de los receptores [-adre-
nérgicos.

Relacion fuerza-frecuencia

En cardiomiocitos de rata estimulados a frecuencias
crecientes aumenta la [Ca*], y la produccion de NO,
que disminuye la amplitud de las contracciones y apla-
na la RFFY. Estos efectos estdn mediados a través la
via NOS3-PKG, que fosforila la troponina I y desensi-
biliza las proteinas contractiles al Ca**, ya que se repro-
ducen con 8-bromo-GMPc (un activador de la PKG) y
se bloquean con inhibidores de la NOS?’. Sin embargo,
en voluntarios sanos o en pacientes con MCD, la admi-
nistracion intracoronaria de un inhibidor de la NOS (L-
NMMA) no modifica la RFF*. La NOS1 es necesaria
para mantener la RFF, ya que los ratones NOS1~ pre-
sentan una RFF plana, mientras que los ratones
NOS3 presentan una RFF7#7#° similar a la de los ra-
tones NOS3**, La RFF plana en los ratones NOS1~ se
acompafia de una reduccion en los transientes de Ca* y
en los depdsitos de Ca™ del RS a frecuencias rdpidas®.
Ello podria deberse a que los depdsitos de Ca++ del RS
no son capaces de rellenarse a frecuencias rdpidas por-
que disminuye la recaptacién de Ca* y/o aumenta la li-
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beracién de Ca** desde el RS. Sin embargo, el hallazgo
de que en estos ratones disminuye el cociente fosfo-
lambano/ATP-asa calcio-dependiente del reticulo sar-
coplasmico o SERCA2a (la actividad de la SERCA2a
aumenta y la del fosfolambano disminuye) hace supo-
ner que la reduccién de los depdsitos de Ca** seria de-
bida a un aumento de su salida a través de los canales
RyR2 a frecuencias rdpidas®.

Distension cardiaca

La distensién mecdnica de los cardiomiocitos fosfo-
rila la Ser1179 de la NOS3 a través de la Akt y aumen-
ta la liberaciéon de NO y la contractilidad cardiaca®
(fig. 1). Este efecto inotrépico del NO desaparece en
ratones NOS37, es independiente del GMPc (no se
bloquea por ODQ, un inhibidor de la guanilil ciclasa
soluble [GCs]) e implica una mayor liberacién de Ca**
a través de los canales RyR2 del RS*. Por tanto, el
NO podria participar en el aumento de la contractili-
dad que se produce para compensar el aumento del vo-
lumen telesist6lico y la disminucién del volumen por
latido producidos al aumentar la poscarga del VI (efec-
to Anrep).

Estimulacion B-adrenérgica

La NOS1 y la NOS3 se activan al incrementar la
[Ca*],, algo que sucede al aumentar la frecuencia car-
diaca’ o tras la administracién de catecolaminas'!!.
La NOS3 inhibe la respuesta inotrépica maxima pro-
ducida por las catecolaminas en modelos animales y
en el hombre'*!'°, mientras que la I.++; y la contrac-
tilidad en respuesta al isoproterenol aumentan tras la
administracion de un inhibidor de la NOS y en cardio-
miocitos de ratones NOS17~y NOS3~ o tras la inhibi-
cién de la NOS1!223475152 (tabla 3). M4s adn, la res-
puesta inotrépica del isoproterenol se inhibe en
ratones NOS3~ en los que se restaura la expresion de
la NOS3% y tras la sobrexpresion de la NOS3 cardia-
ca, lo que confirma el efecto antiadrenérgico de la
NOS35, La discrepancia entre la ausencia de potencia-
ciéon P-adrenérgica observada en algunos ratones



NOS3- y la hallada en presencia de inhibidores no es-
pecificos de la NOS sugiere que la NOS1 también po-
dria atenuar el inotropismo B-adrenérgico.

Clasicamente se crefa que la NOS3 contrarrestaba el
efecto inotrépico positivo de las catecolaminas por
3 mecanismos (fig. 1): a) la inhibicién de la I+ %, ya
sea a través de la una fosforilacién dependiente de la
PKG% o por aumentar la actividad de la PDE 3 sensi-
ble al GMPc que hidroliza el AMPc y disminuye sus
concentraciones intracelulares®; b) la fosforilacién de
la troponina I por la PKG y la PKA, que disminuye su
sensibilidad por el Ca=*%, y/o ¢) el bloqueo de los ca-
nales RyR2%. A su vez, la inhibicién producida por la
NOSI implicaria la inhibicién de la I+ *'; también se
ha propuesto que la NOS1 inhibe los RyR2 y la libera-
cién de Ca™ desde el RS* aunque, en ocasiones, pue-
de activar los RyR2°.

Sin embargo, hoy dia se cree que es la activacion de
los receptores P3-adrenérgicos (RB3) la causante de la
activacién de la NOS3 y de la produccion de NO que
inhibe el aumento de contractilidad producida por la
estimulacién simpdtica, ya que: a) la estimulacién de
los RB3 reproduce efectos inotrépicos negativos del
NO en el corazén humano®’; ) el NO no inhibe el au-
mento de la contractilidad producido por la estimula-
cién B-adrenérgica en ratones que carecen de RB3°%; ¢)
el BRL37344, un agonista de los RB3, produce un
efecto inotrépico negativo que desaparece en ratones
NOS3~~ (no en los NOS17-)®, y d) los ratones NOS3-
o deficientes en RB3 muestran una potenciacién de las
respuestas inotrépicas y cronotrépicas positivas a las
catecolaminas. La estimulacion de la via RB3-NO pue-
de tener implicaciones en la IC. En esta situacién au-
menta la expresion de los RP3°® lo que, unido a la dis-
minucién de los RB1, actuaria como un mecanismo
protector frente a una excesiva estimulacion simpaética,
que incrementa la [Ca**]. y el consumo miocdrdico de
0, (MVO,) en estos pacientes.

EFECTO SOBRE LA RELAJACION CARDIACA

La NOS3 acelera la relajacién, aumenta la longitud
de los cardiomiocitos en didstole y desplaza la curva
longitud pasiva-tensién hacia la derecha; ademds, an-
tagoniza (no potencia) el efecto lusitrépico producido
por las catecolaminas, observandose que los ratones
NOS3~~ muestran una major relajacién en presencia
de catecolaminas!7¥35!. La mejoria de la distensibili-
dad ventricular también ha sido demostrada en corazo-
nes humanos normales, en modelos de IC y en pacien-
tes con MCD o estenosis adrtica*¥. La mejorfa de la
relajacién ha sido atribuida a la fosforilacién de la tro-
ponina I producida por la PKG, que inhibe la forma-
cion de enlaces cruzados durante la didstole®. El au-
mento de la distensibilidad ventricular podria también
deberse al NO liberado desde el endotelio. De hecho,
la bradicinina y la sustancia P aumentan las concentra-
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ciones de GMPc en los cardiomiocitos y aceleran la
relajacién ventricular, efectos que se bloquean tras eli-
minar el endotelio endocardico.

En cardiomiocitos aislados y en corazones aislados,
las concentraciones de NO fluctian durante el ciclo
cardiaco, alcanzando concentraciones maximas (rango
umol/l) al final de la didstole, justo lo contrario de lo
que sucede con la [Ca**].%¢!. La liberacién de NO dis-
minuye cuando lo hace la precarga y aumenta marca-
damente por la noradrenalina, lo que sugiere que el
NO podria desempefiar un papel importante en el aco-
plamiento excitacién-contraccién. Asi, cuando aumen-
ta la precarga, la mayor liberaciéon de NO mejoraria la
distensibilidad ventricular y normalizaria la precarga.
El andlisis de las contracciones isométricas demuestra
que el NO no modifica la velocidad de acortamiento
cardiaco, pero reduce el pico tensional y acelera la re-
lajacién®’. Este acortamiento de la contraccién podria
mejorar la perfusién coronaria, especialmente a fre-
cuencias rapidas, que acortan la didstole y el tiempo de
perfusién coronaria.

En pacientes sometidos a un cateterismo cardiaco
(fig. 2), la infusién intracoronaria de nitroprusiato sé-
dico (un donador de NO) o de sustancia P (que aumen-
ta la liberacién de NO por las CE) no modifica la fase
de ascenso de la presion sistélica del VI, pero disminu-
ye la presién maxima al final de la sistole, y la presién
telediastélica del VI (PTDVI) y mejora la distensibili-
dad ventricular, desplazando la relacién presién-volu-
men al final de la didstole hacia abajo y hacia la dere-
cha*¥ 1o que en pacientes con MCD se acompafiaba
de un aumento del volumen por latido del VI*. Tanto la
reduccién de la PTDVI izquierda como el aumento del
volumen por latido indican que el NO no deprime la
contractilidad cardiaca en voluntarios sanos y en pa-
cientes con MCD.

En pacientes sin cardiopatia isquémica, la adminis-
tracién intracoronaria de L-NMMA reduce la veloci-
dad méxima de ascenso de la presién desarrollada por
el VI (dP/dt,, ), pero no modifica la relajacioén isovo-
lumétrica, la PTDVI o la frecuencia cardiaca, y en pa-
cientes con MCD, en los que aumenta la expresion de
la NOS2 en las biopsias intramiocdrdicas, el L-
NMMA mejora la relajacién, pero no modifica la
dP/dt_. o la PTDVI®. Estos resultados indican que el
NO no egjerce efectos inotrépicos y mejora la relaja-
cién ventricular en pacientes con corazén normal o
MCD. Igualmente, en pacientes con MCD a los que se
infundia dobutamina, la administracioén intracoronaria
de donadores de NO o de sustancia P produce una li-
gera reduccion de la dP/dt, ,, pero ello no implica un
deterioro hemodindmico, ya que no se altera el volu-
men final sistélico y disminuye la PTDVI*%*6263 Re-
sultados similares han sido observados en pacientes
con MCD durante la infusién intravenosa de dopamina
y la administracién intracoronaria de L-NMMA o ena-
laprilo®#%°%3, asi como en perros con IC inducida por
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Fig. 2. A: efectos de la administracion intracoronaria de nitroprusiato
de sodio (SNP IC) sobre la presion del ventriculo izquierdo en el cora-
z6n humano normal. B: efectos de la infusion intracoronaria de sus-
tancia P sobre la relacion presién-volumen del ventriculo izquierdo en
el corazén normal. Modificada de Paulus et al*.

VWI: volumen ventriculo izquierdo; PVI: presion ventriculo izquierdo.

estimulacién ventricular rapida®. Por tanto, en pacien-
tes con MCD, la mejoria de la funcién diastdlica del
VI contrarresta la posible reduccién de la contractili-
dad producida por el NO durante la estimulacién -
adrenérgica.

En pacientes con IC, el aumento de la NOS2 se co-
rrelaciona con una mejor distensibilidad y el manteni-
miento del trabajo del latido del VI®. En los que pre-
sentan un patrén restrictivo de llenado del VI se
observa una menor expresion intramiocdrdica de
NOS2 y NOS3, mientras en que los que presentan un
llenado ventricular normal y una evolucién mds benig-
na, la expresion de ambas NOS es similar a la observa-
da en el corazén de atleta*%; ello concuerda con el he-
cho de que la mejoria producida por los inhibidores de
la enzima de conversion de la angiotensina (IECA) o
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los bloqueadores beta se acompafia de un aumento en
la actividad de la NOS3 intramiocdrdica®.

Todos estos resultados sugieren que el NO aumenta
la reserva diastdlica y participa en el mecanismo de
Frank-Starling en respuesta al aumento de precarga a
través del incremento de la distension ventricular.

EFECTO SOBRE LA FRECUENCIA CARDIACA

El NO disminuye la frecuencia cardiaca en cardio-
miocitos aislados'*!!. Sin embargo, el efecto directo
del NO en las células del nodo senoauricular es varia-
ble, ya que activa la corriente marcapaso I, sensible al
GMPc® y/o inhibe el aumento de la I .+ producida
por el isoproterenol en células del nodo senoauricu-
lar®. En el nodo auriculoventricular, la NOS3 produce
una inhibicién dependiente del GMPc de la I+, me-
diada a través de la degradacién del AMPc producido
por la PDE 2 tras la estimulacién B-adrenérgica®’.

La NOS3 aumenta el tono vagal cardiaco y participa
en el antagonismo producido por la acetilcolina (ACh)
sobre la taquicardia causada por la estimulacién B-
adrenérgica!**®. Cuando la ACh estimula los receptores
muscarinicos-M2, éstos se translocan a las caveolas
junto a la NOS3, que se activa y libera NO; éste activa
la via GMPC-PKG, que inhibe la I~ en las células
del nodo senoauricular y la frecuencia cardiaca®*®’. De
hecho, el efecto cronotrépico negativo de los agonistas
muscarinicos y la inhibicién de la I+ producida por
la ACh en las células marcapaso desaparece en ratones
NOS3 (tabla 3), pero puede restaurarse tras la trans-
feccion del ADNc de la NOS3'.

El NO producido por la NOS1 facilita la bradicardia
inducida por via vagal, tanto por aumentar la libera-
cién en el dmbito presindptico de ACh como por inhi-
bir la liberacién de noradrenalina (NA)**%. La NOS1
actia en la presinapsis (ganglios cardiacos y termina-
les vagales, donde su expresion alcanza los valores
mas altos y se colocaliza con la colina acetiltransfera-
sa) y facilita la bradicardia inducida por via vagal, tan-
to por aumentar la liberacién presindptica de ACh
como por inhibir la liberacién de NA?*%, El aumento
de la liberacidn presindptica de Ach implica la activa-
cién de la via GCs-GMPc, que inhibe la PDE3 y activa
la via AMPc-PKA; ésta, a su vez, fosforila-activa los
canales presindpticos de Ca**tipo N y P que controlan
la liberacién exocitética de Ach. En ratones NOS17- o
tras el bloqueo de la NOS1 disminuye la inhibicién va-
gal de la frecuencia cardiaca (tabla 3) y el aumento de
la variabilidad de la frecuencia cardiaca, mientras que
la transfeccién de la NOS1 en auriculas de cobaya po-
tencia la liberacion presindptica de ACh y la bradicar-
dia vagal®®. La NOS1 también inhibe la liberacion de
presindptica de NA; ello es consecuencia de la activa-
cién producida por el GMPc sobre la PDE2 en los ter-
minales simpdticos, que inhibe la via AMPc-PKA, la
fosforilacién de los canales de Ca* tipo N y la libera-
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cion de NA. Por el contrario, la inhibicién de la NOS1
aumenta la liberacién de NA y la frecuencia cardiaca
en respuesta a la estimulacién nerviosa simpatica®. La
expresion neuronal de la NOS1 cardiaca aumenta tras
un infarto de miocardio, lo que potenciaria el tono va-
gal® y permitiria controlar la taquicardia inducida por
la hiperactividad simpética® . Por tanto, la NOS1 y la
NOS3 actiian en el dmbito presindptico y postsindpti-
co, respectivamente, para modular el tono vagal cardi-
aco®. Por dltimo, la activacién de las NOS3 aumenta
la resistencia a la induccién de arritmias cardiacas en
perros’!, y los ratones NOS3 presentan una mayor
susceptibilidad al desarrollo de actividad desencadena-
da en presencia de digoxina y catecolaminas’.

EFECTOS DEL OXIDO NiTRICO SOBRE
LOS CANALES IONICOS CARDIACOS

En la figura 3 se muestran las corrientes iénicas que
participan en la génesis del potencial de accién cardi-
aco. En miocitos ventriculares de ratén y cobaya, el
NO inhibe la corriente de entrada de sodio (I,), al re-
ducir la probabilidad de apertura del canal y/o el nu-
mero de canales funcionantes’; estos efectos pueden
reproducirse con andlogos permeables del AMPc y
GMPec, lo que indica que actdan a través la activacién
simultdnea de la PKG y PKA. El NO puede aumentar
o inhibir la I+, registrada en miocitos auriculares™®.
El aumento de la I+, es consecuencia de la activa-
cién de la inhibicién de la PDE3 producida por el
GMPc>-%%7 y la inhibicién es debida a un efecto me-
diado a través de la S-nitrosilacion del canal o de la
via GMPc-PKG**. Los efectos del NO sobre los ca-
nales RyR2 del RS también son contradictorios, y se

ha propuesto que aumentan®’-* o reducen la probabili-
dad de apertura®. E1 NO aumenta las corrientes de K
sensibles a acetilcolina [l c, 1™ y ATP (Iyqp). La
activacion de los canales KATP del sarcolema o mito-
condriales se produce a través de la via GMPc-PKG y
acorta la duracién del potencial de accién, conserva
las concentraciones de ATP y reduce la acumulacién
intracelular de Ca*. El NO inhibe la corriente de K
generada por los canales HERG expresados en ooci-
tos de Xenopus laevis’ a través de la via GMPc-PKG.
En miocitos ventriculares de cobayo, el nitroprusiato
sédico aumenta la amplitud del componente lento de
la corriente rectificadora tardia (Iy,); este efecto impli-
ca la S-nitrosilacién del canal Ks y se asocia con un
acortamiento en la duracién del potencial de accién”.
Recientemente, Delpén et al han demostrado que el
NO bloquea los canales hKv1,5 que generan la co-
rriente repolarizante auricular humana I, un efecto
que implica la activacién de la via GMPc-PKG y la S-
nitrosilacién del canal.

PAPEL DEL OXIDO NIiTRICO EN LA GENESIS
DE LAS ARRITMIAS CARDIACAS

Diversos hallazgos sugieren que el NO podria parti-
cipar en el proceso de remodelado que facilita la per-
petuacién de la arritmia y la disfunciéon contrictil en
los pacientes con fibrilacién auricular (FA) crénica. En
un modelo porcino de FA, los valores endocardicos de
NO son mayores en la auricula izquierda que en la de-
recha y, a su vez, tres veces mayores que en el endote-
lio de la aorta’™. En este modelo se observa que tras la
estimulacion auricular rdpida disminuyen marcada-
mente la expresion de la NOS3 y los valores de NO en
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el endocardio de la auricula izquierda, alcanzando va-
lores similares a los de la aorta, que no se modifican;
es decir, la FA parece inducir una disfuncion endocdr-
dica en la auricula izquierda. Por otra parte, en pacien-
tes con FA crénica: a) aumentan el estrés oxidativo au-
ricular, las concentraciones de proteinas S-nitrosiladas
y la formacién de especies derivadas del NO%®, lo que
podria explicar, en parte, la disfuncién contrictil que
acompaiia a la FA%#2; b) disminuyen los valores plas-
maticos de nitritos y de GMPc plaquetario, que recu-
peran sus valores basales tras la cardioversion eléctrica
a ritmo sinusal®®; ¢) disminuye la vasodilatacién me-
diada por NO endotelial producida en respuesta al
egjercicio fisico, lo que contribuye a la reduccién de la
capacidad de ejercicio®, y d) por ultimo, los ratones
NOS3~~ presentan, en ocasiones, episodios de FA no
sostenida®®, lo que sugiere que el NO también podria
modular las propiedades eléctricas auriculares y parti-
cipar en el remodelado eléctrico en la FA.

PAPEL DEL OXIDO NiTRICO
EN LA APOPTOSIS CARDIACA

El NO puede producir efectos proapoptéticos y an-
tiapoptéticos®®® (fig. 4). El NO producido por la
NOS?2 parece participar en la apoptosis inducida por
citocinas, LPS, angiotensina II, hiperglucemia o isque-
mia/reperfusion a través de diversos mecanismos: a) la
generacién de peroxinitrito (NO + O,- — ONOO"), un
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potente oxidante que aumenta la expresion de la pro-
tefna Bax, activa el gen supresor de tumores p53, inhi-
be los complejos I y II de la cadena respiratoria y faci-
lita la apertura del poro de transicidn; esta apertura
facilita la liberacién del citocromo c hacia el citoplas-
ma celular, donde activa el factor activador de apopto-
sis (APAF-1) y las caspasas 3 y 9; b) la activacién de
la via GMPc-PKG; ¢) la activacion del factor de trans-
cripcién AP-1, un efecto mediado a través de las pro-
teincinasas activadas por mitégenos (cinasa de la re-
gién N-terminal del factor de transcripcién c-jun o
JNK y ERK1/2); d) la activacién del gen supresor de
tumores p53, que induce la expresién de proteinas
Bax, Bad y Bid que actiian promoviendo la liberacién
de citocromo c desde la mitocondria; ¢) la inactivacién
de la ADN-ligasa, que impide la reparacién del dafio
en el ADN; f) la activacion de la cinasa de IkB (IKK)
que fosforila y degrada al inhibidor (IxkBo) del NF-
kB, que ahora se transloca al nicleo donde induce la
expresion de factores proapoptéticos y g) la activacion
de la cinasa ASK-1 por facilitar su disociacién de la
tioredoxina que inhibe su actividad.

Por otro lado, a concentraciones fisioldgicas, el NO
también puede inhibir la apoptosis por: a) oxidar el
glutation reducido y estimular las proteinas del choque
térmico Hsp32 y 70 que protegen a la célula del estrés
oxidativo, inhiben la activacién de las caspasas y pre-
vienen la liberacién de citocromo c; b) aumentar los
valores de GMPc, lo que disminuye la [Ca**];, un po-



tente estimulo de la apoptosis, e inhibe la activacion de
caspasas; c) inducir la S-nitrosilacién (Cys163) y la
inactivacién de las caspasas 3 y 9 y de las cinasas INK
y ASK-1 (apoptosis signal-regulating kinase 1); d) in-
ducir la denitrosilacién de la IKK (en la Cys 169), y e)
inhibir la degradacién de Bcl-2 y Bcel-XL, que se en-
cuentran en la membrana externa de la mitocondria e
inhiben la liberacién de citocromo c.

OXIDO NIiTRICO EN EL .
PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO

El NO desempefia un importante papel en la fase tar-
dia del precondicionamiento isquémico, protegiendo al
miocardio frente al aturdimiento y la necrosis, y en el
fenémeno de precondicionamiento remoto®®. Sin em-
bargo, el papel del NO en la fase temprana del precon-
dicionamiento isquémico es dudoso. La NOSI1 partici-
pa en la fase tardia del precondicionamiento isquémico
producida por la isquemia o el ejercicio, y la NOS2 en
la producida por la isquemia, adenosina, agonistas 61
opidceos, endotoxina y ejercicio®®!. Este efecto protec-
tor del NO se bloquea con inhibidores de las NOS, se
reproduce con dadores de NO (nitratos) y desaparece’
en ratones NOS3~~. Diversos mecanismos participan en
el efecto protector de la NO en la fase tardia del pre-
condicionamiento isquémico: a) efectos microvascula-
res, no s6lo vasodilatadores y antiagregantes, sino tam-
bién inhibidores de la adhesién de neutrdfilos al
endotelio®; b) la activacién de la via GMPc-PKG, que
fosforila-activa canales K,;, del sarcolema y/o mito-
condriales (ya que se inhibe por 5-hidroxidecanoato y
ODQ, respectivamente)®; como consecuencia, se pro-
duce la pérdida del potencial de membrana mitocon-
drial y se inhibe la captacion y la sobrecarga de Ca* en
esta organela durante la isquemia; c¢) la inhibiciéon de la
apoptosis cardiaca, y d) la induccién de la NOS2%. El
NO generado por la NOS3 activa diversas proteincina-
sas (PKCe, Src) y factores de transcripcién (factor nu-
clear-kB o NF-kB), que inducen la expresiéon de la
NOS2; a su vez, el NO producido por la NOS2 puede
activar diversas proteinas cardioprotectoras, como la ci-
clooxigenasa-1 (con la consiguiente produccién de
prostaglandinas E2 e I2) y la aldosa-reductasa, que
confieren resistencia frente al estrés isquémico. Sin
embargo, la induccién mantenida de la NOS2 estimula
el estrés nitrosativo y la apoptosis®®.

PAPEL DEL OXIDO NIiTRICO EN LA ISQUEMIA
CARDIACA

Durante la fase temprana de la isquemia experimen-
tal se observa una respuesta bifdsica sobre la actividad
de las NOS. Las NOS1 y NOS3 se activan durante los
primeros 30-60 min, pero si la isquemia se prolonga y
la acidosis aumenta, la actividad de la NOS3 disminu-
ye. Al comienzo de la reperfusién, la actividad de la
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NOS3 y la produccién de NO aumentan, si bien con el
tiempo la actividad de la NOS3 y las concentraciones
de NO vuelven a sus valores control®>. Sin embargo,
durante la isquemia, la situacién es mucho mas com-
pleja, ya que también aumentan otros mediadores que
modulan la actividad de las NOS (angiotensina II, ra-
dicales libres, citocinas) (tabla 2).

Durante la fase aguda del infarto de miocardio, la ac-
tividad de la NOS3 no se modifica o aumenta de forma
transitoria, normalizando sus valores al cabo de 3 dias,
mientras que la expresiéon de la NOS1 aumenta en la
primera semana en las zonas infartada y no infarta-
da®®?7, La sobrexpresion de la NOS3 cardiaca y la ad-
ministracién de NO o dadores de NO antes o en el mo-
mento de la reperfusién mejora la funcién ventricular y
el remodelado hipertréfico ventricular en el miocardio
remoto®* y disminuye la incidencia de IC y la necro-
sis?®%, Igualmente, en los ensayos clinicos se ha de-
mostrado que la administracién antes de la isquemia-
reperfusion de farmacos que aumentan la expresion de
NOS3 (estatinas, amlodipino, carvedilol o IECA) redu-
ce el tamafo del infarto y la disfuncién endotelial y
ventricular. Por tltimo, la presencia de polimorfismos
que inhiben la actividad de la NOS3 (Glu298Asp,
G894T, T-786C, 4a/4b) se asocian con un mayor riesgo
de infarto de miocardio, restenosis intra-stent, vasos-
pasmo coronario y mortalidad®'%!; el genotipo 786CC
se asocia con vasospasmo coronario, y en pacientes
con hiperhomocisteinuria incrementa hasta 9 veces el
riesgo de eventos coronarios agudos!®!. Por el contra-
rio, el genotipo no-GG del polimorfismo 4a/4b dismi-
nuye la incidencia de sindromes coronarios agudos!'®2,

Los resultados descritos en ratones NOS3~~ que fue-
ron sometidos a isquemia-reperfusién son muy varia-
bles y en ocasiones contradictorios, dependiendo del
tiempo de isquemia-reperfusion’'%*!%, Cuando se reali-
za una isquemia corta (16 min), se observa en estos ra-
tones una mejoria en la recuperacion de la contraccién-
relajacién y del metabolismo cardiaco (valores de ATP
y fosfocreatina), lo que sugiere que el NO ejerceria un
efecto deletéreo en estas condiciones, posiblemente
porque al reaccionar con anién superdéxido podria au-
mentar los valores de peroxinitrito, lo que lesionaria la
célula cardiaca. Sin embargo, en otros estudios se ob-
serva un aumento del drea de infarto que ha sido atri-
buido a la reduccién del flujo coronario, lo que sugiere
el efecto protector de las acciones vasodilatadoras del
NO!03104 "En ratones NOS37~ sometidos a 30 min de is-
quemia aumenta la producciéon de NO debido a la in-
duccién de la NOS2, que desensibiliza los miofilamen-
tos contréctiles, reduce la respuesta contracturante y el
aumento del MVO, durante la fase temprana de la re-
perfusidn, cuando la disponibilidad energética esta dis-
minuida'®. Cuando en estos animales se realiza una li-
gadura coronaria, el tamafio del infarto de miocardio
no se modifica, pero los corazones presentan rarefac-
cion capilar, hipertrofia, disfuncién sistélica y diastoli-
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ca y una mayor mortalidad'®®, Por el contrario, la so-
breexpresion de la NOS3 mejora la funcién y el remo-
delado hipertréfico ventricular y disminuye la inciden-
cia de IC”. Estos hallazgos confirman el papel
beneficioso de la NOS3 en el remodelado ventricular
postinfarto, posiblemente por aumentar la colateraliza-
cién coronaria y limitar la hipertrofia cardiaca.

En un modelo crénico de infarto de miocardio (a 6
meses), no se encontraron diferencias entre los ratones
NOS3™ y los normales”!?”, lo que concuerda con el
hallazgo de que durante la fase crénica de remodelado
ventricular postinfarto disminuye la expresiéon de la
NOS3!'% y la inhibicién que ésta ejerce sobre el tono
simpdtico'®. Sin embargo, la ausencia de NOS3 dis-
minuye el efecto cardioprotector de los inhibidores de
la enzima de conversion y de los antagonistas de los
receptores AT1 de la angiotensina IT'”7, lo que sugiere
que, a pesar de todo, el NO podria modular los efectos
del sistema renina-angiotesina sobre el remodelado
cardiaco.

La induccién de la NOS2 tiene lugar tras la oclusién
coronaria y alcanza su maximo a los 3 dias del infarto;
posteriormente, su actividad disminuye en la zona in-
fartada, pero persiste elevada al cabo de 1 mes en zo-
nas remotas a ésta (p ej., en el septo interventricu-
lar)*®!%_El bloqueo de la NOS2 reduce el tamafio del
infarto!''? y los ratones NOS27~ sometidos a ligadura
coronaria presentan al cabo de 4 meses una mejoria
hemodindmica (mayor presion del VI) y una mayor su-
pervivencia atribuible a la reduccién de la apoptosis en
la zona no infartada'!!. Estos resultados sugieren que
la expresion de la NOS2 en la zona no infartada podria
contribuir a la progresion de la IC postinfarto.

PAPEL DEL OXIDO NiTRICO
EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Se ha propuesto que en el NO participa en la fisiopa-
tologia de la IC. En la IC hay un desequilibrio NO/re-
dox, ya que aumentan las vias enzimadticas que produ-
cen radicales libres (p. ej., NADPH oxidasas
vasculares, xantino oxidasa (XQ) cardiaca, enzimas
mitocondriales, hemoglobina oxidasa en los eritrocitos)
que oxidan las proteinas que participan en el acopla-
miento excitacién-contraccién e inactivan el NO y alte-
ran la actividad y localizacién de las enzimas producto-
ras de NO (NOSs y XO0)!"2!3, Ello conduce a un
desacoplamiento mecanoenergético, caracterizado por-
que la reduccién de la contraccién no se acompafia de
una reduccién similar en el consumo de energia. Ade-
mads, hay una marcada activacién neurohumoral y un
aumento de citocinas proinflamatorias que inducen la
expresion de la NOS2!®112 y en ocasiones, aumentan
la actividad de la NOS1 y NOS3? y se modifica la loca-
lizacién de la NOS1!%!!4 Sin embargo, la hipétesis de
que el NO desempeifia un importante papel en la etiopa-
togenia de la IC no concuerda con el hallazgo de que el
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NO ejerce un efecto cardioprotector frente a la isque-
mia o que en el miocardio insuficiente hay una menor
expresion de NOS. De hecho, en modelos experimenta-
les y en pacientes con IC, la actividad de NOS3 puede
aumentar, disminuir o no modificarse>”!3, y la NOS2
aumenta marcadamente en algunos estudios, pero no
en todos?7303L108109.1I4115 Fllo sugiere que los cambios
en la expresion de NO2 y NOS3 pueden ser un epife-
némeno que acompaiia a la IC, pero no su causa.

En el miocardio insuficiente, la disminucién del NO
podria contribuir a la menor vasodilatacién coronaria
endotelio-dependiente, a la reduccién de la relajacion
ventricular y al aumento del MVO,%%. Desde este
punto de vista, la sobrexpresion de la NOS3 deberia
mejorar estas alteraciones. De hecho, en ratones que
sobrexpresan la NOS3 cardiaca humana (30 veces) no
se observan alteraciones de la funcion contrictil o la hi-
pertrofia cardiaca, aunque si se bloquea la respuesta a
la estimulacién BA; ademds, tras realizar una ligadura
coronaria presentan una mejoria de la funcién contric-
til y una reduccion de la hipertrofia del VI y la mortali-
dad®*?7%3, Por el contrario, ya hemos indicado que los
ratones NOS3~~ en los que se realiza una ligadura co-
ronaria presentan al cabo de 4 semanas hipertrofia y di-
latacién del VI, disminucidn del acortamiento fraccio-
nal y de la FE (aumenta el volumen telediastdlico y el
didmetro interno del VI), rarefaccién vascular y un au-
mento de la mortalidad”'®. Ademads, en estos ratones
NOS3- disminuyen los efectos beneficiosos de enala-
prilo o valsartan'”’. Estos resultados sugieren que la
NOS3 reduce la disfuncién ventricular y el remodelado
postinfarto, y participa de alguna forma en la disfun-
cién ventricular producida por la angiotensina II.

También hemos mencionado que, en pacientes con
MCD, la disminucién del NO no altera la contraccion
cardiaca, y la infusién intracoronaria de NPS o sustan-
cia P no modifica los pardmetros hemodindmicos!*>*6!,
Sin embargo, en un modelo de IC inducido en perros
por sobrestimulacién se pudo demostrar que la fase de
descompensacién cardiaca se caracterizaba por una
marcada reduccién de la produccién de NO, de la
dP/dz_,. vy de la distensibilidad ventricular (que aumen-
ta la PTDVI) y un aumento del MVO,, a la vez que el
metabolismo cardiaco pasa de utilizar 4cidos grasos a
utilizar glucosa como fuente de energia®; estos resul-
tados sugieren que el NO participa en el acoplamiento
entre el flujo coronario, la actividad contrictil y el me-
tabolismo cardiaco.

En pacientes con MCD aumenta la expression de la
NOSI, que se transloca desde el RS (donde se encuen-
tra acoplada a la XO) al sarcolema, localizandose en la
caveolina-3 donde, al igual que sucede con la NOS3,
se asocia con una ATP-asa Calcio dependiente regula-
da por la calmodulina''*. Estos cambios de expresién y
localizacién pueden ser beneficiosos en la IC, ya que
la NOS1: a) inhibe las respuestas cardiacas a la esti-
mulacién de los RP y al inhibir la I, (y quizéds la



liberacién de Ca* desde el RS) podria ejercer un efec-
to protector frente a la cardiotoxicidad de las catecola-
minas*’; b) aumenta el tono vagal cardiaco, disminu-
yendo la frecuencia cardiaca®; c¢) restaura la actividad
baroceptora central, y d) podria compensar la inhibi-
cién de la NOS3!'%. Sin embargo, es posible también
que el desplazamiento de la NOST al sarcolema facili-
te el estrés oxidativo, ya que se perderia el control que
ejerce sobre la actividad de la XO en el RS y alteraria
el balance 6xido/redox del sarcolema''>.

En la IC se observa una reduccién de la respuesta
inotrépica a la estimulacién BA como consecuencia de
alteraciones en la densidad receptora (disminuyen los
RP1 y B2 y aumentan los RB3 que median respuestas
inotrépicas negativas) o en el acoplamiento del recep-
tor con sus vias de sefializacion (aumenta la expresion
de la cinasa especifica del receptor B-adrenérgico o
ARK y de proteinas Gi, y disminuyen las Gs). Los R3
son mas resistentes a la desensibilizacién homdéloga
que representa el aumento del tono simpatico caracte-
ristico de la IC, por lo que su estimulacion facilitarfa la
produccién continua de NO en presencia del incremen-
to del tono simpético existente en la IC, Por tanto, el
NO sintetizado a través de la via RPB3-NOS3, de la
NOSI1 que se ha translocado al sarcolema y de la in-
duccién de la NOS2, modularia la respuesta a las cate-
colaminas y antagonizaria su toxicidad en el miocardio
insuficiente. De hecho, la inhibicién de la NOS poten-
cia el aumento contrictil producido por los agonistas -
adrenérgicos en modelos animales? y en pacientes con
IC3052116 Sin embargo, parece 16gico pensar que el NO
es tan sélo uno de los factores que regulan la respuesta
a los agonistas B-adrenérgicos en el paciente con IC!"7,

En determinadas circunstancias, el aumento de NO
sintetizado tras la induccién de la NOS2 puede ser be-
neficioso en el miocardio insuficiente, ya que mejora
la relajacién ventricular*!4, reduce el MVO,!"® y la
respuesta a la estimulacién BA!*%* y aumenta la angio-
génesis'!’®. En cardiomiocitos de pacientes con tras-
plante cardiaco, el isoproterenol produce un discreto
aumento de la contractilidad y frecuencia cardiacas y
la inhibicién de la NOS2 normaliza ambas respuestas,
asi como los transientes de Ca*!'">. Sin embargo, la in-
hibicién de la NOS2 no produce ningtin efecto en car-
diomiocitos normales o en cardiomiocitos de pacientes
con IC en los que la respuesta al isoproterenol estaba
conservada y en los que la expresién de NOS2 era mi-
nima'®, Es decir, en pacientes con IC la expresién de
la NOS2 limita la respuesta a los agonistas [-adrenér-
gicos, un efecto que podria estar mediado por la inhi-
bicién de la liberacién de Ca* desde el RS a través de
una via independiente del GMPc, pero relacionada con
modificaciones del estado redox celular producidas
por el peroxinitrito!®, En ratones en los que se sobre-
expresa la NOS2 cardiaca aumenta la generacién de
peroxinitrito y se observa dilatacion, hipertrofia y fi-
brosis cardiaca; mds adn, aunque raramente desarro-
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llan IC, si presentan una alta incidencia de muerte su-
bita asociada con bradiarritmias'?!. Sin embargo, los
ratones con sobrexpresién no condicional de la NOS2
presentan un genotipo normal, ya que el NO produci-
do es neutralizado por la mioglobnina en el citoplas-
ma; cuando se repiten estos experimentos en ratones
carentes de mioglobina, los animales si presentan hi-
pertrofia, fibrosis intersticial y dilatacién ventricu-
lar'?2,

Como ya hemos mencionado, en la IC aumentan las
vias enzimadticas que producen radicales libres (las
NADPH oxidasas cardiacas estin muy aumentadas, en
parte, debido al aumento de angiotensina II, la XO
cardiaca y vascular y la hemoglobina oxidasa eritroci-
taria) y se elevan las enzimas productoras de NO
(NOSs y XO), lo que produce vasoconstriccion y desa-
coplamiento mecanoenergético''®. De hecho, en mode-
los animales, la transicidn hacia la IC descompensada
implica un déficit en NOS1 y NOS3 y en la sintesis
cardiaca de NO, y un aumento en la actividad de la
XO'"3, El NO también regula una NADH oxidasa que
inhibe la liberacién de Ca** por el RS, por lo que el ba-
lance entre NO y estrés oxidativo también regula
la funcién cardiaca a través de sus efectos sobre la se-
falizacion intracelular del Ca**. La XO, un importante
fuente de radical superéxido, aumenta en el miocardio
y los vasos de los pacientes con IC'?*, produciendo
disfuncién endotelial, depresién de la funcién cardia-
ca, desacoplamiento mecénico-energético y apopto-
sis!?*125_ La inhibicién de la XO con alopurinol mejora
la eficiencia mecdnica (cociente entre el trabajo ventri-
cular/O, consumido), el remodelado postinfarto de
miocardio y la respuesta a las catecolaminas'?. Lo in-
teresante es que los efectos del alopurinol se suprimen
al bloquear la NOS con L-NMMA y los de ésta con
alopurinol'?, lo que indica que hay una interrelacion
entre ambas vias de sefializacién''>. Por otro lado, al-
gunos farmacos actualmente utilizados en el trata-
miento de la IC, como las estatinas'?’ y los IECA'?%,
modifican el balance NO/redox al aumentar los valo-
res de bradicinina y la sintesis de NO, y reducir la pro-
duccién de radicales libres (superéxido, peroxinitrito)
al inhibir la NADPH oxidasa.

Efectos del 6xido nitrico sobre la funciéon
mitocondrial

Las NOS mitochondriales (NOS1, NOS3 y mtNOS)
son las causantes del 50% del NO citosdlico en el mio-
cardio de la rata y su actividad aumenta durante la
hipoxia?®'?°. El propio NO, a través de la via GCs-
GMPec, regula la expresion de la mtNOS y la biogéne-
sis mitocondrial, efectos que se asocian con un aumen-
to de la fosforilacidn oxidativa y del contenido celular
de ATP'*. A concentraciones nM, el NO nitrosila e in-
hibe la citocromo ¢ oxidasa (complejo IV) y, como
consecuencia, la respiracion mitocondrial, las enzimas
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implicadas en la glucdlisis, y el MVO,, y el metabolis-
mo energético'®!. Ademas, regula los valores del factor
de transcripcién inducible por hipoxia y contribuye
a la adaptacioén celular a la hipoxia. A altas concentra-
ciones, el NO directamente y a través de la formacioén
de peroxinitrito inhibe los complejos I y II de la cade-
na respiratoria y las enzimas del ciclo de Krebs, pro-
duciendo una lesién cardiaca directa. En modelos ani-
males, los donadores de NO reducen y los inhibidores
de la NOS aumentan el MVO, y disminuyen la efi-
ciencia mecdnica®'?*!32; o mismo sucede en la IC ter-
minal, caracterizada por la produccién de bajas con-
centraciones cardiacas de NO?>!'3, Ademds, la tran-
sicion hacia la IC descompensada se acompaia de una
reduccion en la produccién de NO y en un cambio en
la utilizacién de sustratos, de 4cidos grasos a glucosa,
por el coraz6n®. Todo ello sugiere que el NO regula la
contraccion, el proceso que consume mas energia, y
también la produccién de energia por la mitocondria.

PROBLEMAS METODOLOGICOS

A lo largo de este capitulo se puede comprobar que
los efectos cardfacos del NO son muy variados y, en
ocasiones, contradictorios. Lo mismo se puede decir
de los resultados obtenidos en animales que carecen de
alguna de las isoformas de la NOS (tabla 3). Estas
contradicciones, que impiden conocer cudl es el papel
real del NO en el control de las propiedades electrofi-
sioldgicas y contrictiles del corazén, son debidas a:

— Los efectos del NO varfan segtin la NOS que lo
sintetiza, la célula que lo sintetiza y la via de sefializa-
cién activada, por lo que hay marcadas diferencias no
sOlo interespecies, sino entre los distintos tejidos car-
diacos (auricula, ventriculo, tejido de conduccién) de
una misma especie animal, lo que dificulta la extrapo-
lacién de resultados.

— Desconocemos el papel y la importancia de la pro-
duccidén no enzimatica de NO en la regulacién cardio-
vascular en condiciones patolégicas.

— Los donadores de NO no siempre reproducen los
efectos del NO endégeno liberado en determinados
dominios celulares. Ademas, también hay importantes
diferencias entre ellos en cuanto a su lipofilia, cinética
de liberacién y magnitud de la liberacion de NO y se-
lectividad tisular. Igualmente, hay importantes diferen-
cias en la selectividad y en las propiedades de los inhi-
bidores de las NOS, y se olvida que algunas de sus
acciones pueden ser independientes del bloqueo de las
NOS. Todo ello dificulta la comparacién de los resul-
tados obtenidos con los distintos donadores de NO e
inhibidores de NOS.

— En los modelos in vitro se elimina el importante
papel que los elementos formes (plaquetas, leucocitos,
macréfagos) de la sangre desempefian en los efectos
vasculares del NO.
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— En modelos transgénicos en los que se suprimen o
se sobreexpresan las NOS se ponen en marcha meca-
nismos compensatorios (expresion de otras isoformas
de la NOS, liberacién de péptidos natriuréticos o pros-
taglandinas) que confunden/dificultan la interpretacién
de los resultados.

— El papel del NO varia marcadamente segtn las
condiciones experimentales: dosis, tono autondémico
cardiaco, temperatura (que determina la actividad en-
zimatica de las NOS), edad de los animales (determina
la presencia e intensidad de la hipertrofia cardiaca), es-
tado redox, tensién de O, y enfermedad asociada.

CONCLUSIONES

El NO sintetizado por las NOS constitutivas (NOS1 y
NOS3) desempeifia un importante papel en el acopla-
miento electromecénico producido en respuesta a la dis-
tension, los cambios de frecuencia o la estimulacion de
los receptores [1/B2-adrenérgicos, y modula el control
vegetativo de la funcién cardiaca, potenciando el tono
vagal e inhibiendo el tono simpético. Ademads, el NO
acelera la relajacion cardiaca participando en el meca-
nismo de Frank-Starling y regula la respiraciéon mito-
condrial y la produccién de energia cardiaca. En el mio-
cardio isquémico, el NO ejerce un efecto cardio-
protector por sus acciones vasodilatadores y antitrom-
béticas, y desempefia un papel determinante en la fase
tardia del precoz disociamiento isquémico. En el mio-
cardio insuficiente, la via NOS3-receptores 3-adrenér-
gicos y la induccién de la NOS2 contribuye a atenuar
los efectos cardiotdxicos de las catecolaminas ejercidos
a través de la estimulacion de los RB1 y B2-adrenérgi-
cos. Esta multiplicidad de efectos que el NO ejerce so-
bre funcidén cardiaca es posible gracias a que cada esti-
mulo especifico activa una determinada NOS que se
encuentra compartimentalizada en puntos especificos de
los cardiomiocitos y se acopla a una determinada via de
sefializacién. Sin embargo, desconocemos cémo cada
isoforma modula la funcién cardiaca, las vias de sefali-
zacién de cada NOS en los distintos componentes celu-
lares del corazén y el papel que la inhibicién/sobreex-
presién desempefia en condiciones fisiopatoldgicas.
Toda esta informacion es necesaria antes de poder tras-
ladar las maltiples acciones del NO en una alternativa
terapéutica.
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