Capitulo 61

SENALES INTRACELULARES PRECOCES QUE LLEVAN
A LA HIPERTROFIA MIOCARDICA

Horacio E. Cingolani

( \
| Palabras clave)

Hipertrofia miocdrdica, angiotensina II, endotelina, Na*/Ca?* intracelulares, Intercambiador Na*/H* cardfaco.

)

(Abreviaturas utilizadas )

AII: angiotensina II

ET: endotelina

HC: hipertrofia cardiaca

LOS: losartan

NCX: intercambiador Na*/Ca**

NEFAT: factor de transcripcion nuclear de células T activadas
NHE-1: intercambiador Na*/H* cardiaco
PA: presi6n arterial

pHi: pH intracelular

ROS: especies reactivas derivadas del oxigeno
TAC: constriccién de la aorta transversa

~

TBARS: sustancias reactivas al 4cido tiobarbitdrico
VI: ventriculo izquierdo
MR: receptor de mineralocorticoides
\_ EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico .

~ ( Sintesis Inicial ) ~N

Kde calcineurina.

Hemos tratado de hacer una revisién de los mecanismos que inducen hipertrofia cardiaca tras el estimulo mecdnico (so-
brecarga hemodindmica). El estiramiento del miocardio promueve la liberacién de angiotensina II de los cardiomiocitos
que a través de la estimulacién de los receptores AT1 gatilla una serie de eventos en serie que involucran la activacién
de la NADPH oxidasa, produccién de ROS mitocondriales, activacién de quinasas redox-sensibles, fosforilacién del
NHE-1 y aumento de la concentracién de Na* y Ca** intracelulares que llevan a senales prohipertréficas por activacién

j

INTRODUCCION

Nos referiremos aqui, brevemente, a la HC presente tras el
aumento de la poscarga. El ejemplo mds frecuente lo cons-
tituye la HC de los individuos con hipertensién arterial; sin
embargo ésta tiene numerosos puntos de contacto con la
HC que ocurre en el marco de otras patologias. La tabla 61-1
resena alguna de estas situaciones.

El aumento de la PA ocasiona que el corazén eyecte un
volumen de sangre inferior al que le llega durante varios la-
tidos, aumentando la presién diastélica final del VI 'y por lo
tanto su volumen. Este “estiramiento” de las fibras miocardi-

cas le permite al corazdn volver a eyectar el mismo volumen
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de sangre aunque ahora contra una mayor poscarga (aumento
de la PA). El mecanismo de Frank-Starling ha entrado en jue-
go. El miocardio asi “estirado” con el transcurso del tiempo
se hipertrofiard. ;Qué significa que se hipertrofie? Desde el
punto de vista clinico significa que la masa del VI (determina-
da por ecocardiografia u otros métodos complementarios de
diagndstico) normalizada por la superficie corporal supere un
limite preestablecido para cada sexo y edad. Desde el punto
de vista histopatolégico significa que el miocito cardiaco haya
aumentado su tamafio.

El miocardio no estd compuesto exclusivamente por car-
diomiocitos (que representan sélo aproximadamente 1/3 del
numero de sus células); posee ademds fibroblastos, musculo
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Tabla 61-1 Modelos de hipertrofia cardiaca en las
que el NHE-1 desempena un papel

Modelos de hipertrofia cardiaca

Sobrecarga cardiaca

Estiramiento de miocitos cardiacos de ratas recién nacida
Estimulacion de Ang Il

Estimulacion de ET-1

Postinfarto de miocardio

Estimulacion de la Leptina

Insuficiencia cardiaca

Monocrotalina

Hiperparatiroidismo

Hipertiroidismo

Modelo de miocardiopatia hereditaria en hambster
Estimulacion de mineralocorticoides

Péptido natriurético auricular en ratones con deficiencia
Inhibicién de la anhidrasa carbonica

Estimulacion p-adrenérgica

Estimulacion a-adrenérgica

Estimulacion inducida

(Modificada de Cingolani HE y Ennis IL, Circulation 115(9):1090-
100, 2007 con autorizacion)

liso vascular y coldgeno. No obstante, los miocitos por su gran
tamafo constituyen alrededor de las 2/3 partes de la masa
miocdrdica. Como conclusién, existe generalmente una bue-
na correlacion entre el tamafio de los cardiomiocitos y la masa
del VI. No obstante, puede coexistir masa normal de acuerdo
a los criterios ecocardiograficos y tamafio del cardiomiocito
aumentado en el remodelamiento cardiaco.! En este caso la
masa cardfaca no alcanza los valores arbitrarios establecidos
para definir HC.

La fig. 61-1 muestra tres fenotipos de corazones, el nor-
mal, el de una HC concéntrica y el de una HC excéntrica. El
corazén normal en su camino hacia la HC concéntrica pue-
de aumentar el tamafo de sus cardiomiocitos sin alcanzar los
limites arbitrariamente fijados para el diagndstico de HC.
A esta condicién se la denomina remodelamiento cardiaco.

Luego de esta breve introduccién, volvamos a los meca-
nismos responsables del desarrollo de HC.

¢POR QUE SE HIPERTROFIA EL
MIOCARDIO AL ESTIRARSE?

Al estirar un musculo papilar nosotros detectamos un au-
mento del pHi y de la concentracién de Na* intracelular
determinados por la hiperactividad del NHE-1.2 ;Por qué
el estiramiento provoca la hiperactividad de este intercam-
biador que introduce Na* a la célula? En un primer momen-
to pensamos en la posibilidad de que unidades del NHE-1
ocultas en pliegues del sarcolema se “exteriorizaran” al esti-
rarse el miocardio. Sin embargo, luego reparamos en expe-
rimentos realizados en Harvard por Sadoshima y col.? en
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas que describiremos
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a continuacién; y en la posibilidad de que la All estuviese
involucrada en el aumento de la actividad del NHE-1 que
nosotros detectamos.®®

Los simples experimentos realizados por Sadoshima, Izu-
mo, Ito y colaboradores,” produjeron un enorme impacto
en la comprensién de los mecanismos que conducen al de-
sarrollo de HC. Los miocitos aislados se pegan al fondo de
una cdpsula de Petri que es de xylastic. Al estirar la cdpsula
de xylastic, los miocitos se estiran y observamos que se hi-
pertrofian (fig. 61-2). Sin embargo hay circunstancias que
merecen un comentario particular:

—_

. Si tomo el medio de cultivo de los miocitos que fueron
estirados y lo coloco en otra cdpsula conteniendo mioci-
tos no estirados, estos también se hipertrofian.

2. En el medio de cultivo de los miocitos estirados se detecta

All en concentracién ~500 pmol/L.

3. Si coloco un oligonucledtido antisentido para ET, no se

produce hipertrofia en los cardiomiocitos estimulados

con AIL7

Normal Hipertrofia concéntrica Hipertrofia excéntrica

Figura 61-1. Relacién entre el indice de masa y el espesor relativo
de la pared ventricular izquierda. Un aumento del indice de masa
ventricular izquierda indica el desarrollo de HC. Si el espesor de la
pared ventricular en relacién al radio de la cavidad no aumenta pro-
porcionalmente, el volumen de la cavidad estd aumentado ocur-
riendo un tipo de hipertrofia mas excéntrica. Sin embargo, si tanto
el espesor relativo como el indice de masa aumentan se desarrolla
una hipertrofia de tipo concéntrico.

Estiramiento

Figura 61-2. Los experimentos realizados por Sadoshima y co-
laboradores® en miocitos aislados de corazones de ratas neonatas
mostraron que estirando las placas a las cuales estaban adheridos los
cardiomiocitos, estos se hipertrofiaban. Tomando medio de cultivo
de las placas con miocitos que habian sido estirados y transfundién-
dolo a placas con miocitos no sometidos a estiramiento la respuesta
hipertréfica también se desarrollaba. Esto sustenta la liberacion de
una sustancia hipertrofiante al medio. Se detecté All (~ 500 pmol/L)
en el medio. Posteriormente, Ito y colaboradores’ demostraron que
era posible inhibir el desarrollo de hipertrofia inducida por All medi-
ante la administracién de un oligonucleétido antisentido contra ET;
sustentando que la All inducia la liberacién de ET.
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La fig. 61-3 explica el mecanismo observado hasta aqui.

El estiramiento de los cardiomiocitos induce la libera-
cién de AIl almacenada en vesiculas intracelulares en el
miocito. Esta All activa el receptor AT1 del mismo car-
diomiocito (actuando de forma autocrina) y produce li-
beracién y/o formacién de ET que estimula a su receptor
ETA. Estos experimentos hechos en miocitos aislados de
corazones de ratas neonatas fueron criticados en cuanto a
la factibilidad de extrapolar sus resultados a cardiomioci-
tos de corazones adultos por las diferencias existentes entre
ambos tipos celulares en cuanto a la expresion de recepto-
res de All y en el proceso éxito-contrictil. No obstante, el
conocimiento de ellos y el saber que la All y la ET eran dos
reconocidos activadores del NHE-1 nos llev a pensar que
los experimentos en los que detectdbamos que al estirar
el miocardio adulto aumentaba la actividad del NHE-1,
podrian ser explicados por la liberacién de AIl y ET. As{
demostramos que el aumento del pHi y del Na* intrace-
lular provocados por el estiramiento de fibras miocdrdicas
se cancelaban con LOS, un bloqueante de los receptores
AT1; con BQ123, un antagonista selectivo de los recep-
tores ETA; o con TAK044, un antagonista no selectivo de
los receptores de ET.*%’ También demostramos que con
la administracién de All en concentraciones relativamente
bajas (Inmol/L) es posible reproducir los efectos del es-
tiramiento sobre el aumento de la concentracién de Na*
intracelular; y que este se suprime inhibiendo al NHE-1."

Hasta aqui sabemos que el estiramiento del miocardio
induce la liberacién de All producida en el cardiomiocito y
que la activacién de los receptores AT1 induce la liberacién
y formacién de ET, y la activacién del NHE-1; pero aun no
sabemos si esto puede provocar HC.

Tratamos de probar luego, con cierto grado de certi-
dumbre, que la hiperactividad del NHE-1 detectada tras
del estiramiento induce HC. La mayor parte de los lec-
tores conocerdn un modelo experimental de hipertension
arterial esencial constituido por las ratas espontdneamente
hipertensas 6 SHR. En ellas nosotros detectamos la hipe-
ractividad del NHE-1 en el miocardio e hipertrofia de los
cardiomiocitos.11 Si tratamos a estas ratas durante cuatro
semanas con inhibidores farmacolégicos del NHE-1, que
no modifican significativamente las cifras de PA, la HC
disminuye 12-14

Estira-
miento

Estira-
miento

Na*

Figura 61-3. El estiramiento miocardico promueve la liberaciéon de
A Il preformada en el miocito, esta actuando en forma autocrina
sobre los receptores AT1 provoca la liberacion/formacion de ET que
por inducir la produccién de ROS estimula al NHE-1.

El aumento del Na* intracelular causado por la hiperacti-
vidad del NHE-1, provoca un aumento de la concentracién
de Ca* intracelular a través del NCX. Este aumento del Ca**
intracelular favorece la activacién de la fosfatasa calcineurina
que desfosforila factores de transcripcién de la familia NFAT
que se traslocan al nicleo y promueven la transcripcién gé-
nica con el consecuente desarrollo de HC (fig. 61-4).

Significa que a través del aumento de la actividad del
NHE-1 y el aumento consecuente del Na* intracelular lle-
gamos a aumentar el Ca* intracelular y esto conduce al
desarrollo de HC mediado por calcineurina; lo que brinda
un mayor sustento al mecanismo que estamos describien-
do como inductor de HC. Por otro lado experimentos in
vitro realizados recientemente brindan sustento a nuestra
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Figura 61-4. Esquema que representa en forma sintética la via de
sefalizacion intracelular disparada por el estiramiento del miocardio.
Los ROS (anion superodxido o el H,0, originada por su dismutacion)
producidos por la NADPH oxidasa que es activada por la AII/ET, activan
la via de quinasas redox-sensible MEK1/2ERK1/2-p90RSK que condu-
cen a la fosforilacién del NHE-1 en el residuo serina 703 aumentando
la actividad del intercambiador. El aumento de la concentracion de
Na+ intracelular altera el potencial de inversién del NCX y de esta
forma favorece la entrada de Ca?* a la célula, activando a la fosfa-
tasa calcineurina. La calcineurina asi activada defosforila a factores de

transcripcion de la familia NFAT que se traslocan al nucleo y estimulan
la transcripcion génica iniciando la respuesta hipertréfica.

P-NFAT
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propuesta.” Nakamura y colaboradores” demostraron que
a activacion de -1 era suficiente para generar senales
la act del NHE-1 ficiente para g 1
ependientes de Ca** capaces de inducir el desarrollo de hi-
d dientes de Ca?* de ind 1 d llo de h
pertrofia e insuficiencia cardfacas.

¢POR QUE LA All Y/O LA ET ACTIVAN
AL NHE-1?

El NHE-1 aumenta su actividad por cambios postraslacio-
nales como su fosforilacién en la serina en posicién 703.
Esta fosforilacién es el resultado de la activacién secuencial
de las quinasas MEK1/2-ERK1/2-p90RSK." La MEK1/2
es una quinasa redox sensible capaz de aumentar su acti-
vidad en presencia de ROS. Significa esto que ante un au-
mento de la actividad de la NADPH oxidasa inducido por
AlI/ET, se produce anién superdxido que estimula la pro-
duccién de ROS mitocondriales por el mecanismo conoci-
do como “liberacién de ROS inducida por ROS”."” '8 Estos
ROS serian los responsables directos de la activacién de la
via MEK1/2-ERK1/2-p90RSK que determina la hiperacti-
vidad del NHE-1.

Entonces, podriamos decir que el estiramiento del mio-
cardio promueve el desarrollo de HC por estimular la libera-
cién mitocondrial de ROS, responsables de la activacion de
quinasas redox sensibles. El grupo de Shah en Londres in-
dujo el desarrollo de HC en ratones mediante la administra-
cién subcutdnea continua (minibombas osméticas) de All
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en dosis subpresoras.”” La PA de estos animales no se modi-
fic6 durante el tratamiento pero si se detecté HC. Cuando
el mismo tratamiento se ensayd en ratones carentes de la
subunidad gp91 de la NADPH oxidasa, la infusién de All
no aumentd el estrés oxidativo ni provocé el desarrollo de
HC. Apoyando la misma linea de razonamiento, los experi-
mentos de la fig. 61-5 muestran resultados compatibles con
éstos, pero inducidos por TAC. En ella mostramos 3 grupos
experimentales: controles (Sham); TAC (constriccién aorta
transversa) y TAC + LOS. En “A” se muestra el aumento del
espesor de la pared del VI; en “B” el estrés oxidativo miocdr-
dico, en “C” la fosforilacién de p9ORSK (la que fosforila al
NHE-1); y en “D”, un marcador de fosforilacién del NHE-
1 en las 3 situaciones experimentales luego de 7 semanas de
sobrecarga. La constriccién adrtica aumenta el espesor de la
pared del VI, el estrés oxidativo miocdrdico y la fosforilaciéon
de la quinasa p9ORSK y del NHE-1, pardmetros que dismi-
nuyen o se normalizan por el bloqueo AT1 con LOS.

Una disquisicién interesante es si podemos aseverar que
la HC es el resultado de la liberacién de ROS mitocondriales
que acompanan al estiramiento del miocardio. Es induda-
blemente asi. Sélo que esos ROS van a conducir al aumento
del Ca* citosdlico y activacion de la via prohipertréfica de
la calcineurina-NFAT luego del aumento de la concentra-

cién de Na+ intracelular ocasionada por la hiperactividad
del NHE-1.

*
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P-14-3-3 BM/NHE-1
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Figura 61-5. En experimentos realizados en ratones sometidos a TAC durante 7 semanas se detectd un aumento del espesor de la pared
libre del ventriculo izquierdo (A); aumento del estrés oxidativo determinado mediante TBARS (B); aumento de la fosforilacion de la quinasa
p90RSK (C) y del NHE-1 detectada por fosforilacién del sitio de unién a la proteina 14-3-3 (D). El tratamiento con losartan, bloqueante se-
lectivo de los receptores AT1, de ratones con TAC disminuyd significativamente el engrosamiento de la pared ventricular y normalizo el resto
de los pardmetros. Estos resultados confirmarian que la sobrecarga cardiaca induce la liberacion de angiotensina Il que gatilla sefales que

conducen al desarrollo de hipertrofia cardiaca.

* p<0.05 vs. control (Sham); # p<0.05 entre los dos grupos experimentales (Modificado de Cingolaniy col®® con autorizacién).
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¢EL AUMENTO DE LA ACTIVIDAD DEL
NHE-1 DETECTADO MINUTOS DESPUES
DE INICIADO EL ESTIRAMIENTO DEL
MIOCARDIO PERDURA EN EL TIEMPO?

Parece ser que si, si recordamos que en el miocardio hiper-
tréfico de las SHR el NHE-1 estd hiperactivo y que en ra-
tones en los que se induce HC por TAC, se observa al cabo
de 7 semanas hiperactividad del NHE-1, aumento de la fos-
forilacién de la quinasa p90RSK (que es la que fosforila a la
serina 703 del NHE-1) y del estrés oxidativo (estimado por
TBARS) (fig. 61-5).°

El problema es complejo y probablemente se torne mds
complejo aun si seguimos abriendo puertas a lo desconocido.
En la cadena de eventos que sigue al estiramiento: AIl - ET
- ROS - NHEI1- Na+ intracelular - Ca®* intracelular - calci-
neurina; aparecen nuevos actores entre los eslabones actuan-
do en serie. Hay dos que recientemente hemos descripto:
la activacién del MR* y la transactivacién del EGFR.** El
rol de estos dos nuevos integrantes de la via de senalizacion
disparada por el estiramiento miocdrdico escapa a los limites
impuestos a esta revision.

Que el estiramiento miocdrdico active el MR es algo nue-
vo y con implicancias clinicas. Uno puede tentarse a elucu-
brar que si la All es el estimulo conocido para la sintesis de
aldosterona en la corteza suprarrenal, podria serlo también
en el miocardio una vez que su liberacién es provocada por
el estiramiento. Silvestre et al.”? lo demostré en corazén ais-
lado; pero sus resultados fueron controvertidos ya que la en-
zima responsable del paso final en la sintesis de aldosterona
se expresa en niveles muy bajos en el miocardio.?® Sin em-
bargo, la aldosterona podria liberarse luego de ser almacena-
da en el miocardio. En pacientes con insuficiencia cardfaca
se ha detectado que la concentracién de aldosterona en la
vena que drena el miocardio supera la de la aorta, indicando
que el miocardio libera la hormona.”> Ademds, que se active
el MR no necesariamente debe interpretarse como el resul-
tado de la liberacién miocdrdica de aldosterona, potencial-
mente podria ocurrir como resultado de una modificacién
postranslacional (fosforilacién) del receptor, de la activacién
por deformacién inducida por el estiramiento o activacién
por cortisol.
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