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¢ DE QUE ES CULPABLE EL INTERCAMBIADOR NA*/H* EN CARDIOLOGIA?

HORACIO E. CINGOLANI*, NESTOR G. PEREZ* y MARIA C. CAMILION DE HURTADO*

Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata,
Calle 60 y 120 S/N, 1900 La Plata, Argentina

El pH intracelular (pH) miocardico, en condiciones
extracelulares normales, es de aproximadamente 7,2.
Si calculamos cual deberia ser el pH, estando la
concentracion de H* ([H*]) a ambos lados de la mem-
brana celular en equilibrio electroquimico, obtendriamos
un valor de aproximadamente 6,2. Es decir que la [H'],
deberia ser aproximadamente 10 veces mayor que la
determinada. El pH, no alcanza estos valores tan bajos
debido a que existen mecanismos en el sarcolema que
expulsan H* desde el interior celular hacia el espacio
extracelular. El principal de estos mecanismos es el
intercambiador Na*/H* (NHE) que intercambia un ion Na*
extracelular por un ién H* intracelular. Este transportador
usa la energia del gradiente de Na* entre los com-
partimentos extra e intracelular, gradiente que esta
determinado principalmente por la actividad de la bomba
Na*/K* ATP dependiente. La alteracion de dicho gradiente
modifica la funcién del NHE, por ejemplo, pasar de una
relacion normal de concentraciones extra e intracelulares
de Na* a una disminucion de este gradiente como
consecuencia de un aumento de Na* intracelular,
determinara una disminucion de la actividad del NHE.
Por el contrario un aumento del gradiente por aumentar
el Na* extracelular o disminuir el Na* intracelular
aumentara su actividad. Pero ya veremos que hay otros
mecanismos, ademas del gradiente de Na*, que alteran
su actividad.

En ausencia de bicarbonato en el medio, el NHE es
el unico mecanismo que regula el pH. Pareciera que
esta observacion no debiera hacerse porque en
condiciones fisiologicas siempre esta presente el sistema
CO,/HCO,, sin embargo, la bibliografia experimental
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abunda en publicaciones en las cuales se utilizan buffers
organicos como el HEPES. Las causas del reemplazo
del CO,/HCO, pueden encontrarse en las dificultades
en obtener mezclas gaseosas exactas, la necesidad de
burbujear los medios y la gran permeabilidad del CO,,
gue se escapa frecuentemente a través de plasticos,
especialmente las gomas siliconadas, tal como fuera
expresado por R.C.Thomas en una carta a Nature en el
afio 1989*. Por esto y por otras cosas que abordaremos
después es necesaria esta observacion.

En condiciones fisiolégicas entonces, existen en la
membrana celular por lo menos tres mecanismos
reguladores del pH, miocérdico, dos alcalinizantes y uno
acidificante del medio intracelular. Los dos alcalinizantes
son el NHE y el cotransporte Na*/HCO, (NBC) y el
acidificante es el intercambiador aniénico CI/HCO, Na*
independiente (AE). La Figura 1 ilustra los tres meca-
nismos. Aunque no se ilustra en este dibujo, recien-
temente se ha descripto un intercambiador CI/OH- que
expulsa OH- intracelular en intercambio con CI-
extracelular?. Como es evidente, solo el que nos interesa,
el NHE, es independiente de la presencia de bicarbonato
y por lo tanto es el Unico que opera en ausencia de éste.
El pH, miocardico no es sin embargo muy diferente en
ausencia y en presencia de bicarbonato. Las causas
serian: 1) que el NHE toma a su cargo el transporte que
haria el NBC y 2) que el AE sélo ejerce un papel
importante como regulador en alcalosis intracelular.

El NHE, se activa dramaticamente con la acidosis
intracelular, en tanto que su actividad es minima en
condiciones normales (pH, ~7,2). Se ha dicho erro-
neamente que su actividad es nula en condiciones
basales, sin embargo, existe una minima actividad basal
destinada a eliminar el exceso de protones que se
generan como producto del metabolismo celular méas
aquellos que ingresan a través de la membrana celular.
La permeabilidad de la membrana celular al H* no es baja,
pero dado el escaso gradiente existente, mas las
condiciones de potencial de membrana en reposo, pH intra
y extracelular y capacidad buffer (8), el flujo de H* por
esta via es escaso (~0.02-0.03 unidades de pH / hora)®.
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Fig. 1.— Esquema ilustrativo de los tres principales mecanismos
reguladores del pH, que existen en el miocéardico. Dos de
ellos son alcalinizantes, el NHE y el NBC vy el tercero es
acidificante, el AE. Aunque no se ilustra en este dibujo,
recientemente se ha descripto un intercambiador CI/OH- que
expulsa OH- en intercambio con Cl. Solo el NHE es
independiente de bicarbonato y por lo tanto es el Gnico que
opera en ausencia de este. (Modificado de Fisiologia
Humana de Houssay, de Cingolani y Houssay, Ed. El
Ateneo, pag. 488, edicion afio 2000)

La hiperactividad del NHE ha sido estudiada en
diferentes patologias cardiovasculares, siendo menos
conocida las causas motivadas por su hipofuncién. Esto
es légico si pensamos que en condiciones basales su
actividad es muy limitada. La hiperactividad del NHE
puede ser detectada (como pareciera obvio), por dos
alteraciones intracelulares que es capaz de generar: 1)
el aumento de la concentracion intracelular de Na* ([Na*])
y 2) por la disminucion de la [H*]. Sin embargo, estas
dos consecuencias de la hiperactividad del NHE pueden
estar amortiguadas, en el caso del Na*, por la actividad
de la bomba Na*/K* ATP dependiente y en el caso del
pH por la capacidad buffer (B) del tejido.

La manera mas adecuada de evaluar la funcién del
NHE es medir el flujo de H* a través del sarcolema luego
de una carga acida (para activarlo). Conociendo la 3 del
tejido se puede demostrar que la velocidad con la que
se recupera el pH, (dpH/dt), y que constituye un indice
de su actividad, es igual al flujo de H* (J,) por la 8

dpH /dt=1J, .B
y por lo tanto

J,=(dpH, /dt) . B
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Tras la carga acida, la recuperacion del pH, se hara
solo a través del NHE si no existe bicarbonato en el
medio, o por intermedio de éste y el NBC en el caso de
existir bicarbonato. Lo interesante es que no existiendo
bicarbonato en el medio, el NHE sera capaz de tomar la
funcion de ambos y que ambos sistemas son Na*
dependientes. Lo que es también interesante es que esa
hiperactividad de uno o los dos sistemas alcalinizantes
que es compensada por el AE (acidificante), amortiguara
el aumento del pH, pero, dado que el AE no transporta
Na*, no evitara el aumento intracelular de este ién.

La Figura 2, panel A sirve de ejemplo para ilustrar los
cambios que se producen cuando se exponen las células
miocardicas a una solucion que contenga CO, y HCO,
el CO, difunde rapidamente al citoplasma (a), donde se
hidrata y se disocia para formar HCO, y H* (b), el HCO,
sale de la célula de acuerdo a su gradiente electroquimico
(c) y vuelve a combinarse con H* para cerrar el ciclo (d).
La adicion de H* al citoplasma provoca acidificacion
intracelular, esto activa los mecanismos de recuperacion
de la acidosis (e) y asi, la expulsién activa de H* hace
retornar el pH, a sus valores iniciales, aun cuando se
mantenga la presencia de CO,. El panel B de la Figura 2
muestra datos experimentales de pH, obtenidos luego
de una carga &cida en el miocardio de ratas normotensas
Wistar Kyoto. Obsérvese la acidificacion inicial y la
recuperacion total al cabo de 30 minutos. El panel C de
la Figura 2 muestra otro ejemplo en el cual un trozo de
miocardio fue sometido a cargas acidas pero en este
caso los datos se expresaron como J, en funcién del
pH,, observandose claramente que el J, es muy grande
avalores de pH, muy acidos, debido a la intensa actividad
de los mecanismos alcalinizantes, disminuyendo su
magnitud paulatinamente hasta hacerse casi despre-
ciable alrededor del pH 7,10. Es interesante remarcar
gue la acidificacion intracelular y la fuerza contractil caen
y se recuperan con un curso temporal sorprenden-
temente similares como se ejemplifica en la Figura 3.
Esto también ocurre al aumentar la pCO, manteniendo
el pH extracelular constante. Es por esto que si
cambiamos el medio que irriga al miocardio con dos
soluciones de igual pH (7,4) pero distinta pCO, (la primera
con pCO, baja y la segunda con pCO, alta), veremos
que la contractilidad micardica sensa el cambio de pH,
como se observa en la Figura 4%, El pasaje de HEPES a
bicarbonato de la figura 2 B representa otro ejemplo de
acidificacion intracelular a pH extracelular constante.

Volviendo al panel C de la Figura 2, se puede observar
que la interseccion del J,, con las abscisas nos da el
valor de pH, al cual el NHE esta detenido (recordemos
que en realidad siempre algo trabaja). Este punto se
denomina “set point”. El “set point” es el pH, basal o en
“steady-state” (equilibrio dindmico en el cual la produccion
de equivalentes &cidos esta4 exactamente compensada
con la expulsion de los mismos) y no difiere mucho segun
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Fig. 2.— Panel A: ejemplo de los cambios que se producen al exponer a las células miocéardicas a una solucién que contenga
CO, y HCO,. EI CO, difunde rapidamente al citoplasma (a), donde se hidrata y se disocia para formar HCO, y H* (b), el
HCO, sale de la célula de acuerdo a su gradiente electroquimico (c) y vuelve a combinarse con H* para cerrar el ciclo (d).
La adicion de H* al citoplasma provoca acidificacion intracelular, esto activa los mecanismos de recuperacion de la acidosis
(e) y asi, la expulsion activa de H* hace retornar el pH, a sus valores iniciales, aun cuando se mantenga la presencia de
CO,. Panel B: datos experimentales de pH, obtenidos luego de una carga acida en el miocardio de ratas normotensas Wistar
Kyoto. Obsérvese la acidificacion inicial y la recuperacion total al cabo de 30 minutos. Panel C: J,, en funcion del pH, en un
trozo de miocardio en el que se gener6 una carga acida mediante aumentos de la pCO, y se le estudio la recuperacion de la
acidosis. La interseccion del J,, con las abscisas da el valor de pH, al cual el NHE esta detenido (en realidad funcionando
minimamente), este punto se denomina “set point” que es el pH, basal o en “steady-state”, que es un equilibrio dinamico en
el cual la produccion de equivalentes acidos y la expulsion de los mismos esta compensada. (Paneles B y C: Modificado de
Pérez y col. Circ. Res. 1995;77:1192-1200)

B
~ 1COy o, T C0,
73 el 15% P 5% 100
* i
72 »&t s ]
: Z g0
-~ 74F 0 " 3
5 A : E
1 B i
7oF : 5 o ;
H ' a. H
! : a :
88+ : :
H : 40 ;
. ‘ ) . H . —t L 1 i ‘.
o 4 § 12 16 20 24 28 4 0 4 8 12 1% 20 24 28
Min Min

Fig. 3.— Efecto de la hipercapnia (aumento de pCO,) sobre el pH, y la contractilidad miocardica. Como es conocido, el CO, atraviesa
faciimente la membrana celular y modifica el pH, el cual cae abruptamente y luego se recupera. La fuerza contractil (DP=
presion desarrollada) también cae y se recupera con un curso temporal sorprendentemente similar al del pH.. (Modificado de
Cingolani y col. Am. J. Physiol. 1990;259: H843-848)
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pueden lograr mediante aumentos de la pCO, manteniendo = - s
el pH extracelular constante. Es asi que si cambiamos el

medio que irriga al miocardio con dos soluciones de igual
pH (7,4) pero la segunda con mayor pCO,, la contractilidad
micérdica igualmente cae evidenciando que esta sensando
el cambio de pH, que inevitablemente ocurre (Modificado
de Cingolani y col. Circ. Res.1970;26:269-278) Fig. 6.— Esta figura demuestra que el estudio del pH, basal
puede aportar evidencias de hiperactividad del NHE. El

panel A muestra los valores promedio de pH, en ausencia

(HEPES) y en presencia de bicarbonato en el miocardio

hipertréfico (ratas SHR) y en el normal (ratas WKY). En

HEPES, el pH, es significativamente superior en el miocardio

hipertréfico que en el normal. Si tenemos en cuenta que en

Buffer Buffer estas condiciones solo el NHE se encuentra activo, este
: simple resultado se puede tomar como indicativo de una

HEPES Bicarbonato hiperactividad del NHE. El grafico también muestra que esta
diferencia desaparece en buffer bicarbonato. Esto se debe
a que el miocardio hipertréfico también tiene hiperactivo al
AE, mecanismo acidificante que compensa la hiperactividad
7.2 del NHE, obteniéndose como balance final un pH, normal o
casi normal. En el panel B se muestra un grafico de J,, en
T = . ]' ] funcion de pH, calculado durante la recuperacion de una
a ! carga acida en el miocardio normal y en el hipertréfico. La
distinta interseccion de las lineas que representan el J,, con
7.0 4 la abscisa indican que el “set point” del NHE esta corrido
hacia valores mas alcalinos en el miocardio hipertréfico
a | (Modificado de Pérez y col. Circ. Res. 1995;77:1192-1200)

(=

Miocardio de exista o no bicarbonato en el medio como se puede
rata WKY observar en la Figura 5. Ya volveremos a hablar sobre

el tema.
Fig. 5.- pH, basal en ausencia (HEPES) y en presencia de La hiperactividad del NHE’ puede ser facilmente
bicarbonato en el miocardio de rata. Se puede observar d.etectada luego d? una carga acida, como mostramos,
que no existen diferencias significativas entre los valores  sin embargo, también es factible de detectarse mediante

de pHi en ambas condiciones, lo cual demuestra que el e| pH en “steady-state” bajo ciertas condiciones (ausencia
miocardio es capaz de mantener un pH, basal estable ain de bicarbonato).

en ausencia de los mecanismos bicarbonato dependientes . . L, . .
activos (Modificado de Pérez y col. Circ. Res.1995; 7:1192- En ausencia de bicarbonato el inico mecanismo activo

1200) es el NHE. La Figura 6, panel A, muestra valores
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Cuadro 1. Posibles causas de hiperactividad del NHE.

Hiparacividad del Intercambiader Ha'H
.-"-.. H""-\.
-"-. \\'H
K" ]
Mas Unidades Aumenios d& la Aeividad de
Belvas UnidadesP aexisianies
H‘\, 5 & Ga“iCalmoduling
Bumenio da la Exiornalzaci) o Froteinas
Exprasion del NHE » ReguBinnas
i =1 Faglorilacion T

promedio de pH, en ausencia (HEPES) y en presencia
de buffer bicarbonato en el miocardio hipertréfico (ratas
SHR) y en el normal (ratas WKY). Cuando el bicarbonato
no esta presente en el medio, el pH, es significativamente
superior en el miocardio hipertréfico que en el normal,
evidenciando que el “set point” del NHE esta corrido hacia
valores més alcalinos como se observa en el panel B de
la Figura 6°. La diferencia en pH, desaparece en buffer
bicarbonato (en sentido estricto, el pH, continGa siendo
algo superior, pero so6lo en el orden de las centésimas
de unidad de pH). Esto se explica porque el miocardio
hipertréfico tiene hiperactivo al AE, mecanismo acidi-
ficante que genera como balance final un pH, normal o
casi normal.

La hiperactividad del NHE puede resultar de una
mayor expresion de la proteina transportadora y/o por
una mayor tasa de intercambio por cada transportador
(Cuadro 1). Aunque se ha descripto un mayor contenido
de RNA mensajero (RNAm) para el NHE durante el
desarrollo de hipertrofia cardiaca en conejos sometidos
a estenosis adrtica®, existen evidencias firmes que
indicarian que algn mecanismo posterior a la sintesis
de la proteina, como por ejemplo aumento de la
fosforilacion, estaria jugando el rol principal’. Resultados
obtenidos en nuestro laboratorio apoyan esta Ultima
alternativa, dado que el elevado pH, que en ausencia de
bicarbonato caracteriza al miocardio hipertréfico, es
normalizado inhibiendo la proteina quinasa C (PKC)2.

La figura 7 esquematiza al NHE con sus sitios de
regulacion. EI NHE tiene un sitio que sensa [H'], de
manera tal que el aumento de este ion activa al
intercambiador®. El esquema también muestra los sitios
probables de fosforilacion por PKC* o por Ca?-cal-
modulina quinasa II*!, asi como la posibilidad de
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Fig. 7.— Esquema del NHE y sus sitios de regulacion. EI NHE
tiene un sitio que sensa [H*],, de manera tal que el aumento
de este ion activa al intercambiador; también puede ser
activado por fosforilacion, y para ello cuenta con algunos
sitios probables de fosforilacién por PKC o por Ca?*-
calmodulina quinasa Il; puede activarse por pegado directo
de Ca?*-calmodulina a un sitio especifico y también podria
hacerlo mediante alguna proteina regulatoria. (Modificado de
Fisiologia Humana de Houssay, de Cingolani y Houssay,
Ed. El Ateneo, pag. 488, edicion afio 2000)

activacion por pegado directo de Ca?*-calmodulina a un
sitio especifico'? y por la accion de alguna proteina
reguladora que pudiera mediar la fosforilacion?®s.
Respecto a esta Ultima, estudios hechos con mutantes
del NHE han permitido establecer que es posible
encontrar alcalinizaciéon en respuesta a factores de
crecimiento, luego de eliminar la secuencia aminoacidica
636-815, donde se sitian la mayor cantidad de sitios
probables de fosforilacién directa del NHE®. Esto ha



714
i | Buffer HEPES
ang i i
| ;NM‘N
(= HJI._‘\_‘l
W‘\_.L"
e b
-l [k ] 20 30

Tiempo (minutos)

MEDICINA - Volumen 60 - N° 5/2, 2000

7Ar i
Buffer bicarbonato
7.2 b
= =
= Ang Il
o
[ =
:'?: -_,d—hﬂ—H—H-uH_ﬂ’Jﬁ_ﬂF—-H—'—u-'_‘——m
0 i 10 20 a0
Tiempo (minuios)

Fig. 8.— Efecto de la Ang Il sobre el pH, en el miocardio de gato en ausencia (HEPES) y en presencia de bicarbonato. Pese a
que la Ang Il activa al NHE sdlo es capaz de aumentar el pH, en ausencia de bicarbonato, es decir cuando el NHE es el
Gnico mecanismo regulador de pH, funcional. Esto se debe a que Ang Il también estimula al AE, por lo tanto, si se agrega
Ang Il en presencia de bicarbonato, la activacion simultanea de dos mecanismos de accién opuesta (el NHE y el AE) hace
que el pH, no se modifique. (Modificado de Camilién de Hurtado y col. Circ. Res. 1998;82:473-481)

hecho pensar en la existencia de una proteina reguladora
gue se la ha llamado “R” (aun no identificada) que
actuaria como intermediario de una via indirecta de
fosforilacion del NHE®3. En tal sentido, también por
mutagénesis se ha postulado que “R” se pegaria a la
regién situada entre los aminoacidos 567-635*2.

El NHE también se encuentra sujeto a regulacion por
estimulos a y B adrenérgicos. En tal sentido, se ha
descripto que la estimulacion a,-adrenérgica activa al
NHE, mientras que la B lo deprime!. Sin embargo, es
posible establecer ciertas diferencias. Por ejemplo,
mientras que la estimulacion a, y la adrenalina son
capaces de estimular al NHE, la noradrenalina no tiene
efectos significativos'*. Esto permitiria postular que tal
vez la aplicacion de noradrenalina activase de modo igual
y opuesto a los receptores o, y By, por ende, no exista
un efecto neto de la noradrenalina sobre el NHE, mientras
que, en la misma linea de pensamiento, se podria
postular que la adrenalina tiene un efecto a, sobre el
NHE mayor que el efecto B.

Luego de esta primera introduccion sobre el NHE,
abordaremos el comportamiento de este mecanismo en
condiciones patoldgicas.

Efectos de angiotensina Il (Ang Il) y
endotelina (ET) sobre el NHE

El NHE es activado tanto por Ang II*®* como por ET*%7,
Respecto a Ang Il, la mayoria de sus acciones en el
sistema cardiovascular, incluyendo la activacion del
NHE?, estan mediadas por los receptores tipo 1 de Ang

Il (AT)). Los AT, pertenecen a una clase de receptores
que se caracterizan por poseer siete dominios trans-
membrana y estan acoplados a proteina G. Su activaciéon
produce una cascada de eventos que incluyen la
estimulacion de fosfolipasa C, hidrodlisis del fosfati-
dilinositol 4,5-bifosfato, formacion de inositol 1,4,5-
trifosfato y diacilglicerol y activacion de PKC. Es
importante destacar que pese a que el NHE tiene un
sitio de consenso para la fosforilacién por PKC en la
posicién serina 6488, experimentos de biologia molecular
han demostrado que el reemplazo de este aminoacido
por alanina no reduce significativamente la alcalinizacién
en respuesta a trombina y ésteres de forbol®, lo cual
indicaria que PKC no estaria fosforilando de manera
directa al NHE, sino probablemente a través de otras
quinasas®?*®. De cualquier manera, sea cual fuere la via
de activacion, es indudable que la Ang Il activa al NHE
por una via PKC dependiente, dado que la inhibicion de
PKC por celeritrina suprime el aumento del pH, que
produce la Ang Il en un medio sin bicarbonato®.

Es interesante destacar que el aumento de pH, por Ang
Il solo se detecta en ausencia de bicarbonato (Fig. 8), es
decir cuando el NHE es el Unico mecanismo regulador
de pH, funcional. Esto se debe a que Ang Il también
estimula al AE, por lo tanto, si se agrega Ang Il en
presencia de buffer bicarbonato, la activacién simultdnea
de un mecanismo alcalinizante (el NHE) y uno acidificante
(el AE) hace que el pH, no se modifique significativamente
(Fig. 8)*.

En relacion a los receptores tipo 2 de Ang Il (AT,), no
esta claro el papel que juegan en la regulacién de la
actividad del NHE, sin embargo, se ha sugerido que
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podrian tener un efecto opuesto al de los AT,*, es decir
inhibitorio del NHE.

Respecto a ET, activa al NHE a través de sus
receptores tipo A (ET,) y parece utilizar la misma ruta
post-receptor que la Ang 1151, es decir mediante
activacion de PKC. Es interesante destacar por otra
parte, que algunos de los efectos cardiovasculares
atribuidos a Ang Il (entre ellos la estimulacién del NHE)
podrian estar mediados por la liberaciébn endégena de
ET#242526 En tal sentido, se ha probado que la Ang I
estimula la expresion de un precursor de ET llamado
pre-pro-ET en diversos tipos celulares incluyendo
cardiomiocitos®”3%; que la hipertrofia de cardiomiocitos
de neonatos de rata inducida por Ang Il involucra la
liberacion autocrina/paracrina de ET3-%2; y que el bloqueo
de los receptores tipo A de ET (ET,) suprime la respuesta
hipertensora al tratamiento crénico con Ang I1*. Por otra
parte, experimentos hechos recientemente en nuestro
laboratorio, han demostrado que el efecto estimulatorio
de Ang Il sobre el NHE luego del estiramiento del musculo
cardiaco, se debe en realidad a ET enddgena liberada
de manera autocrina/paracrina, actuando a través de sus
receptores ET, (23,24). Mas adelante volveremos sobre
este dltimo punto. También hemos demostrado que la
estimulacion del AE por Ang Il es mediada por la
liberacion endégena de ET#.

Hipertension arterial y NHE

El hecho de que el NHE pueda, ademas de intercambiar
Na* por H*, intercambiar Na* por Na* y Na* por Li* hizo
técnicamente posible medir en células sanguineas,
previamente cargadas con Li*, el intercambio de este
ion por Na* extracelular. A pesar de existir opiniones
contrarias a aceptar que el NHE es el mismo intercam-
biador que el que intercambia Na* por Li*, existe un dato
experimental que apoya que es asi. Cuando en ovocitos
de rana se obtiene la expresién mediante ingenieria
genética de la proteina humana responsable del NHE
aparece el intercambio Na*/Li* normalmente ausente en
estas células®.

El NHE se ha encontrado hiperactivo en diferentes
células sanguineas circulantes (eritrocitos, leucocitos,
plaquetas) de seres humanos y animales hipertensos.
Pareciera que esta hiperactividad es un fendmeno
postraduccional y relacionado con la fosforilacion del NHE
0 de proteinas regulatorias de su actividad. Un expe-
rimento sencillo, consistente en observar el efecto de
inhibir la actividad de la PKC, apoya esta conclusion ya
gue luego de la inhibicién de esta enzima se suprime la
mayor actividad del NHE en plaquetas de pacientes
hipertensos asi como también la hiperactividad del NHE
en las plaquetas y el miocardio de ratas hipertensas
espontaneas®:¢8,
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Fig. 9.— Valores de pH, en plaguetas de una poblacion de
estudiantes jovenes. Los estudiantes (edad promedio 21
afios) se agruparon por los valores de presion arterial en
grupos de presion arterial 6ptima (PAO); presién arterial
normal alta (PANA) e hipertensos (HT) de acuerdo a las
especificaciones del JNC-V. Las determinaciones se
realizaron en ausencia de bicarbonato por lo que el valor
del pH, refleja el grado de actividad del NHE. Los jévenes
hipertensos mostraron valores de pH, significativamente méas
elevados (modificado de De Lena y colab., Medicina
1996;56:161-168.)

Investigadores alemanes demostraron que linfocitos
inmortalizados en cultivo mantienen la hiperactividad del
NHE sugiriendo que esta alteracion seria resultado de
un defecto genético primario que llevaria al aumento de
actividad y no secundario a la elevacion de la presion
arterial, habiéndose hallado que tiene aumentada la
actividad de las proteinas G sensibles a toxina pertussis®.
Es interesante que sefialar que midiendo el pH, pla-
guetario en ausencia de bicarbonato en estudiantes de
nuestra Facultad de Medicina encontramos que aquellos
estudiantes® cuya presion arterial los ubicaba en el grupo
de hipertensos presentaron valores de pH, significa-
tivamente mas altos que los estudiantes con valores de
presion optima (Fig. 9). Recordemos que otro grupo de
investigadores argentinos demostré que el tratamiento
con enalapril normalizaba la actividad del NHE de los
eritrocitos de pacientes hipertensos esenciales®. En
conexién con esto, nosotros comprobamos la norma-
lizacion de la hiperactividad del NHE en el miocardio
hipertrofico de ratas hipertensas luego del tratamiento
con enalapril®.

Es atractiva aunque quizas simplista, la teoria de que
el aumento de la resistencia periférica que caracteriza a
la hipertension arterial resulte de la contraccion del
musculo liso vascular de los vasos de resistencia. Es
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Fig. 10.— Efecto del estiramiento del masculo cardiaco sobre el pH, en ausencia de bicarbonato en el medio. El estiramiento
dispara un mecanismo autocrino/paracrino de liberaciéon de Ang Il y ET, provocando esta Ultima la activacion del NHE y el
consecuente aumento del pH, (Control). Es interesante remarcar que el bloqueo del NHE (EIPA) y de los receptores AT,
para la Ang Il (Losartan) y ET, para ET (BQ 123) no sélo anula el aumento del pH, en respuesta al estiramiento, confirmando
el mecanismo subyacente, sino que convierte el aumento de pH, en un descenso, lo cual deja planteada la posibilidad de que
esto sea mediado a través de los receptores AT,. (Modificado de Cingolani y col. Circ Res 1998;83:775-780)

conocido que el Ca? intracelular, el complejo Ca?*-
calmodulina y la quinasa de cabeza liviana de la miosina
(MLCK) son los factores que determinan la contraccion
del musculo liso. Una actividad aumentada del NHE
podria conducir al aumento intracelular de Na* que
secundariamente llevase a un aumento del Ca** a través
del intercambiador Na*/Ca?* (NCX). Sin embargo existe
la posibilidad que un aumento del Ca?* intracelular active
una PKC-Ca?* dependiente y ésto causase el aumento
de la actividad del NHE“.

Se ha encontrado que la actividad del NHE esta
también aumentada en los tdbulos renales proximales
de ratas hipertensas por lo cual se podria explicar el
aumento de la reabsorcién renal de Na™* que podria
estar participando en la génesis o0 mantenimiento de la
hipertension.

El estiramiento del musculo cardiaco promueve la
liberacion de Ang Il 'y ET al intersticio, lo cual provoca un
aumento del pH, (Fig. 10, Control) y un aumento de [Na*],
en ausencia de bicarbonato o sélo un aumento del [Na*],

en presencia de bicarbonato, debido a la activacion del
NHE?*%4, En ausencia de bicarbonato, el bloqueo del NHE
(EIPA 5 pmol/L) y de los receptores AT, para la Ang Il
(losartan 1 umol/L) y ET, para ET (BQ 123 300 nmol/L))
convierte el aumento de pH, en un descenso (Figura 10,
EIPA, Losartan y BQ 123). Existe la posibilidad (aunque
no esta aun demostrado) que esto sea mediado a través
de los receptores AT, que no estan bloqueados.

En la diabetes mellitus, se han encontrado diferencias
en lo que respecta a la actividad del NHE, segln se trate
del tipo | (insulino-dependiente) o tipo Il (insulino-
resistente). Se ha descripto que en la diabetes tipo | hay
una disminucién de la actividad del NHE***3, La mayor
concentracion intracelular de Na* encontrada en el
miocardio de ratas diabéticas #445, podria ser un factor a
considerarse, ya que disminuiria el gradiente extra-
intracelular para i6n y por ende, disminuiria la fuerza
impulsora para el transporte. Sin embargo, existen
evidencias que la menor [Ca*], que caracteriza a la
cardiomiopatia diabética*®#’, seria el factor principal de



CONFERENCIA

la disfuncion, ya que podria alterar cualquiera de las vias
de activacion del NHE dependientes de Ca?* (es decir
por pegado directo de Ca?*-calmodulina al NHE o por
fosforilacién por Ca?*-calmodulina quinasa Il). En favor
de lo anterior, se ha demostrado que el quelado del Ca?
intracelular elimina las diferencias de actividad del NHE
entre miocitos de ratas diabéticas y normales*.

La diabetes de tipo Il es una patologia que se carac-
teriza por la resistencia de los tejidos blanco a la insulina
y su evolucién estd intimamente ligada al desarrollo de
obesidad e hipertensién. Se ha demostrado que en
células sanguineas de pacientes con hipertension y con
diabetes tipo Il estd elevado el Ca?* citosdlico y esta
aumentada la actividad de PKC y la del NHE*. Sin
embargo, dada la relacion de dependencia mutua entre
[Ca*], actividad de PKC y actividad del NHE se hace
dificil definir si la elevacion del [Ca®'], determina la
activacion de PKC y ésta la activaciéon del NHE o es que
el NHE hiperactivo lleva al aumento de [Na‘], y
secundariamente al aumento de la [Ca*], a traveés del
NCXy esto activa PKC. Lo cierto es que cualquiera sea
el caso, un NHE hiperactivo en conjunto con aumento
de [Ca*"], y una mayor actividad de la PKC serian los
responsables de los efectos tréficos que conducen a la
disminucién de la luz de los vasos y a la hipertrofia
cardiaca en esta patologia.

Hipertrofia cardiaca y NHE

La hipertrofia ventricular izquierda (HVI), uno de los
factores mas importantes de riesgo de morbilidad y
mortalidad en pacientes con enfermedad cardiovascular,
puede ser consecuencia de la sobrecarga mecanica. Sin
embargo, el grado de HVI en pacientes con hipertension
arterial no es uniforme. Por otra parte, se ha observado
HVI en sujetos con presion arterial (PA) normal y también
que la HVI puede preceder a la elevacion de la PASSL,
Estas discordancias entre HVI y niveles de PA, han hecho
pensar que otros factores distintos a la elevacion de la
PA podrian ser los causantes del desarrollo de HVI. En
conexién con lo anterior, en 1993 de la Sierra y col.
hallaron que el NHE se encontraba hiperactivo en
eritrocitos de pacientes hipertensos con HVI®2 y que la
hiperactividad se correlacionaba muy bien con el grado
de HVIy no con los niveles de PA. En 1995 experimentos
hechos en nuestro laboratorio® y por otros autores®®
demostraron la hiperactividad del NHE en corazones
hipertréficos de ratas hipertensas espontaneas (SHR).
Esta hiperactividad se detecta por el elevado pH, de estos
corazones en ausencia de bicarbonato® (véase Fig. 6,
panel A). Es interesante destacar que en presencia de
bicarbonato, el pH, del miocardio hipertréfico es normal
debido a que también el AE estd hiperactivo. Este
mecanismo acidificante compensa la hiperactividad del
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NHE (véase Fig. 6, panel A) respecto al pH, aunque no
lo hace respecto al aumento de [Na‘]. Si bien nuestros
resultados no permiten definir si la hiperactividad del NHE
es una caracteristica del animal hipertenso o lo es del
miocardio hipertréfico en si mismo, se puede concluir
gue un NHE mas activo conducira a un aumento del Na*.
Este aumento de Na*, podra conducir a un aumento del
Ca* através del intercambiador NCX y el incremento de
Ca® podria actuar como sefial de crecimiento celular
por activacion de PKC y/o protooncogenes®.

Antes se dijo que la sobrecarga mecéanica podia
conducir a la hipertrofia. Resulta tentador establecer
vinculos entre hiperactividad del NHE e hipertrofia
cardiaca. Por otra parte, se ha demostrado que existe
estrecha relacion entre estiramiento miocardico y acti-
vacion del NHE. En tal sentido, Takewaki y col. demos-
traron que el estiramiento de miocitos cardiacos conduce
a una elevacion de los niveles de RNAm del NHE®.
Experimentos recientes de nuestro laboratorio nos han
permitido demostrar que el NHE es activado por esti-
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Fig. 11.— Diagrama hipotético de las rutas seguidas por las
sefiales intracelulares que se disparan luego del estiramiento
miocardico. El estiramiento miocéardico induce la liberacion
de angiotensina Il (Ang ), la cual a través de sus receptores
AT, activara a la proteina quinasa C (PKC) y esta promovera
la liberacién de endotelina (ET). ET, a través de sus
receptores ETA, provocara una nueva activacion de PKC.
PKC fosforila y activa quinasas, alguna de las cuales
activara al NHE. Alguna de esas quinasas se translocara
al nucleo y alli probablemante fosforilara factores de
crecimiento. Dado que las evidencias en favor de este
modelo hipotético provienen de preparaciones multicelulares,
no se descarta que la ET puede provenir de otros tipos
celulares distintos a los cardiomiocitos como las células
endoteliales. Este mecanismo constituye un sistema
autocrino-paracrino en el cual Ang Il y ET son eslabones
dentro de la cadena de eventos que dispara el estiramiento
miocérdico. (Modificado de Cingolani HE. Cardiov. Res.
1990;44:462-467)
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Fig. 12.— Rutas de entrada y salida de Ca?* a la célula. Durante
el potencial de accion, la ruta principal de entrada son los
canales de Ca* tipo L, en tanto que una menor cantidad
puede ingresar por el intercambiador Na*/Ca?" (NCX)
operando en modo inverso. El Ca?* sale de la célula por la
Ca-ATPasa del sarcolema y por el NCX operando en modo
directo. Es interesante destacar que el NCX opera
mayoritariamente en modo directo (expulsando Ca?*) y que
por ende la cantidad de Ca?* que ingresa la célula por el
este mecanismo operando en modo inverso es relativamente
pequefia en condiciones fisiologicas, sin embargo, el modo
inverso puede verse muy favorecido al aumentar la [Na*],
como ocurre durante la isquemia y la reperfusion.

ramiento en el miocardio de gato®y en el de rata?* debido
a la activacion de un mecanismo autocrino/paracrino que
involucra la liberacién de Ang Il, estimulacion de
receptores AT, liberacion/aumento de la formacion de
ET y estimulacion de receptores ET,. Toda esta cadena
de eventos conducen a la elevacion del Na*, y conse-
cuentemente del Ca*", que, como ya se dijo, podria actuar
como sefial de crecimiento celular®. La Figura 11
esquematiza el camino hipotético que seguirian las
sefiales intracelulares que se disparan luego de estirar
el miocardio.

Isquemia-Reperfusiéon y NHE

La interrupcion del flujo coronario induce en el miocardio
una serie de modificaciones intra y extracelulares que
de persistir conducen a lesiones irreversibles. El grado
de lesién se relaciona intimamente con la acumulacion
de Na* intracelular, alteracién constantemente hallada
en la isquemia. Durante la isquemia, la célula es forzada
a realizar un metabolismo anaerobico y esto lleva a un
aumento de la [H*], es decir una disminucion del pH.
Esto activa a los transportadores que regulan el pH, en
especial el NHE, que expulsar4d H* pero también
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Fig. 13.— Efecto de la inhibicion del NHE (panel A) y del NCX
(Panel B) sobre la funcién miocéardica luego de un evento
isquémico. El tratamiento con bloqueantes del NHE (HOE
642 y EIPA) administrados ya sea antes de la isquemia o
en los primeros minutos de la reperfusion, protegen la
funcién miocéardica (panel A). La inhibicién del modo inverso
del NCX mediante el bloqueante selectivo KB-R7943
también protege al miocardio de la injuria por isquemia-
reperfusion (Panel B). Este Gltimo hallazgo, ademas de
confirmar la participacion del NCX en la sobrecarga de Ca?*,
prueba que es el modo inverso del NCX el responsable de
la misma. +dP/dt = maxima velocidad de desarrollo de
presién ventricular izquierda. D= droga, Is= isquemia, Rep=
reperfusién. (Panel A: modificado de Mosca y col. Naunyn-
Schmiedeberg’s Arch Pharmacol 2000;362:7-13. Panel B:
modificado de Mosca y col. enviado a publicar a Medicina)

acumulara Na* en el citosol. Sin embargo, la ausencia
de flujo coronario hace que los H* expulsados por el
NHE se acumulen en el espacio extracelular, pudiendo
esto inhibir al transportador que estaba hiperactivo debido
ala acidosis intracelular®. Entonces, la actividad del NHE
durante la isquemia y por ende la cantidad de Na*
intracelular que se acumule, sera el resultado del balance
entre cuanto lo active la acidosis intracelular y cuanto lo
inhiba la acidosis extracelular. Cuando el miocardio se
reperfunde, la acidosis extracelular disminuye rapi-
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damente y con ello desaparece la inhibicion que pesa
sobre el NHE. Dado que la acidosis intracelular persiste,
el NHE se hiperactiva generando un mayor aumento de
Na* intracelular lo cual conduce a una sobrecarga de
Ca**, através del NCX. El incremento de Ca*, a través
del NCX puede deberse a una disminucidon del eflujo de
Ca*" debido a un enlentecimiento del modo directo del
NCX o por aumento de la entrada de Ca?* por activacion
del modo inverso del NCX (Fig.12). Cualquiera sea la
causa del aumento de Ca**, (volveremos sobre este punto
mas adelante) la sobrecarga de Ca?* puede llevar a la
disfuncién contractil debido a la activacién de proteasas
dependientes de Ca?*, enzimas capaces de degradar la
maquinaria contractil. En tal sentido se ha demostrado
gue una de ellas, la calpaina I, es capaz de degradar
parcialmente a la proteina contractil troponina |, durante
la reperfusion de corazones de rata que han sido
sometidos a un periodo de isquemia corto pero severo
(20 minutos de duracion)®®.

De lo expuesto, surge que el NHE parece tener una
participacion fundamental en la injuria por isquemia-
reperfusiéon. Esta presuncién, ha sido avalada expe-
rimentalmente por nosotros mismos y por otros inves-
tigadores®®, dado que el tratamiento con bloqueantes
del NHE administrados ya sea antes de la isquemia o en
los primeros minutos de la reperfusion, son capaces de
proteger la funcion miocérdica (Fig. 13, panel A). El
bloqueo del NHE conduciria a una menor acumulacion
de Na*, durante la isquemia y también durante la
reperfusion, ya que una recuperacién mas lenta de la
acidosis intracelular al reanudar el flujo coronario, llevaria
a una considerable disminucion de la sobrecarga de Ca?'.
Recientemente se ha demostrado que inhibiendo del
modo inverso del NCX mediante el bloqueante selectivo
KB-R7943 también se protege al miocardio de la injuria
por isquemia-reperfusion (Fig. 13, panel B)®2%, hallazgo
que, ademas de confirmar la participacion del NCX en la
sobrecarga de Ca?", prueba que es el modo inverso del
NCX el responsable de la misma.

Resulta interesante destacar que los corazones de
diabéticos tipo | estdn dotados de una cierta resistencia
a la injuria por isquemia-reperfusion45648s y esta pro-
teccion estaria vinculada con la hipofuncion del NHE que
caracteriza al miocardio diabético.
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