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INTRODUCCION

El shock hemorragico conduce frecuentemente a una
disfuncién de diferentes 6rganos vitales, lo que origi-
na una incidencia elevada de morbimortalidad. (1) El
corazén, uno de los 6rganos afectados, participa de

RESUMEN

Antecedentes

En un trabajo previo mostramos que el estado hipovolémico inducido por una pérdida agu-
da de sangre se acompana de una activacion dindmica, heterogénea y dependiente del tiem-
po de la é6xido nitrico sintetasa (NOS) cardiaca. Este sistema estaria involucrado en las
alteraciones hemodinamicas que se observan luego de la deplecién de volumen sanguineo.

Objetivo

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la participacién del sistema del 6xido nitrico
(NO) mitocondrial en la respuesta adaptativa del sistema cardiovascular ante un shock
hipovolémico en ratas anestesiadas y no anestesiadas.

Material y métodos

El estudio se llevé a cabo con cuatro grupos de animales (n = 7 por grupo): grupo A, ratas
control anestesiadas; grupo C, ratas control no anestesiadas; grupo AH, ratas anestesiadas
sometidas a una hemorragia (20% de la volemia) y grupo CH, ratas no anestesiadas someti-
das a una hemorragia. Se evaluaron el consumo de oxigeno, la actividad funcional de la NOS
mitocondrial (mtNOS) y la produccién mitocondrial de NO.

Resultados

No se observaron diferencias significativas entre los valores de control respiratorio en los
distintos grupos estudiados. La actividad funcional de la mtNOS fue menor en el grupo AH
respecto del grupo A (12 + 2y 19 * 1, respectivamente). Este efecto fue de menor magnitud
cuando la hemorragia se provocé en animales no anestesiados (17 = 1y 20 = 1, respectiva-
mente). La produccién mitocondrial de NO disminuyé en los grupos sometidos a una pérdi-
da aguda de sangre, tanto no anestesiados como anestesiados, respecto de los animales con-
troles.

Conclusiones

El sistema del NO mitocondrial estaria involucrado en la respuesta de adaptacion del siste-
ma cardiovascular frente a la deplecion aguda de volumen. Esta participacién dependeria
del grado de anestesia del animal.
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manera trascendente en la respuesta de adaptacion
del organismo ante la hipotensién inducida por la pér-
dida aguda de sangre. La adaptacién cardiovascular
durante este estado hipovolémico depende no sé6lo del
control del sistema nervioso auténomo, sino también
de la magnitud y de la velocidad del sangrado y de la
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especie estudiada. (2) La pérdida aguda de volumen
sanguineo induce inestabilidad hemodinamica, dismi-
nucion en la perfusién tisular e hipoxia celular, entre
otras alteraciones. (3) Existen evidencias que mues-
tran que el aumento de la produccién de 6xido nitrico
(NO) durante una hemorragia descompensada contri-
buye a la hiporreactividad vascular y, probablemente,
a la alteracion de la regulacion autonémica de la fun-
cién cardiaca. (4, 5) En estudios previos mostramos que
el estado hipovolémico inducido por una pérdida agu-
da de sangre se acompana de una activacion dinamica,
heterogénea y dependiente del tiempo de la NO
sintetasa (NOS) cardiaca. El aumento de la produccién
de NO en el corazén seria de origen endotelial en las
fases mas tempranas (60 min) luego de la pérdida de
sangre. Sin embargo, en las etapas més tardias (120
min), la expresién de la isoforma inducible es la que
predomina y constituye la principal fuente de produc-
cién de NO en esta fase. (6) Resultados de nuestro la-
boratorio muestran que la inhibicién del sistema del
NO, con L-NAME, atenta la respuesta taquicardizante
inducida por el estado hipovolémico. (6) Es conocido
que las funciones que ejerce el NO sobre el sistema
cardiovascular estdn mediadas por la reaccién del NO
con diferentes moléculas blanco que incluyen a las
hemoproteinas, grupos tioles y anién superoéxido. En
la mitocondria se encuentran varias hemoproteinas
(citocromo c oxidasa), grupos tioles (enzima glutatién
peroxidasa) y proteinas que contienen residuos de
cisteina que son una fuente celular importante de pro-
duccién de anién superéxido y contribuyen de esta
manera a varias de las funciones biologicas del NO. (7)
Se han observado alteraciones en la actividad de la NOS
mitocondrial (mtNOS) en diferentes situaciones, como
adaptacion a una biodisponibilidad menor de oxigeno
e hipoxia, adaptacién a temperaturas bajas y procesos
relacionados con la vida y la muerte celular, entre otras.
(8, 9) Sin embargo, el papel del NO mitocondrial en la
respuesta de adaptacién del organismo al shock he-
morragico se conoce muy poco. En este trabajo quisi-
mos evaluar si la produccién mitocondrial de NO mo-
dularia la eficiencia del mecanismo de adaptacion car-
diovascular ante un desequilibrio homeostatico indu-
cido por la deplecién aguda de volumen y, ademaés, si
esta respuesta dependeria del estado de consciencia del
individuo estudiado. La concentraciéon de NO en el es-
tado estacionario modularia la actividad bioenérgetica
y funcional de las mitocondrias regulando de esta ma-
nera la actividad celular en el estado hipovolémico.
Teniendo en cuenta la hipétesis planteada, el objetivo
del presente trabajo fue evaluar la participacién del NO
mitocondrial en la respuesta de adaptacion del sistema
cardiovascular ante un shock hemorragico en ratas
anestesiadas y no anestesiadas.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho (230-250 g). Los
animales se mantuvieron en un ambiente con humedad y

temperatura controlada con un ciclo de luz-oscuridad de
12:12 horas. Los animales fueron alimentados con una die-
ta balanceada provista por Nutrimentos Purina, Argentina
y con agua ad libitum hasta el dia de los experimentos. To-
dos los animales incluidos en los protocolos experimentales
se trataron de acuerdo con los lineamentos y los principios
de la Disposicién N2 6344-96 de la Administracién Nacional
de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica, Ministe-
rio de Salud y Ambiente de la Nacion.

Animales no anestesiados durante la hemorragia

Los animales fueron anestesiados con éter y mantenidos en
este estado durante toda la cirugia. Se les canulé la arteria
femoral derecha e izquierda para la medicion de la presion
arterial media (PAM) y de la frecuencia cardiaca (FC) y para
realizar el sangrado, respectivamente. Los animales fueron
colocados en jaulas metabdlicas 24 horas antes del momen-
to de realizar el experimento.

Animales anestesiados durante la hemorragia

Los animales fueron anestesiados con etiluretano (1,0 g/kg
peso, ip). La temperatura corporal fue monitorizada con un
termémetro rectal y mantenida entre 36 y 38 °C durante
todo el tiempo experimental. Se practicé la traqueotomia
mediante un tubo de polietileno (PE-240) con el objetivo de
mantener una ventilacién pulmonar correcta. Luego se
canulé la arteria femoral derecha e izquierda para la medi-
cién de la PAM y de la FC y para realizar el sangrado, res-
pectivamente. La medicion de la PAM se realiz6 mediante
un transductor de presiéon (Statham P23 ID, Gould Inst.
Cleveland, OH) y se registré con un poligrafo (Physiograph
E & M Co, Houston, TX). Los valores de FC se obtuvieron a
partir de la senal de presion pulsatil latido a latido median-
te un tacégrafo preamplificador (S77-26 tachometer,
Coulbourn Inst., Allentown, PA). Para la adquisiciéon de da-
tos se utiliz6 el programa Labtech Notebook (Laboratory
Tech., Wilmington, MD). Se realiz6 la monitorizacién conti-
nua de los valores de la PAM y de la FC. El shock hemorragico
se indujo por una pérdida del 20% del volumen sanguineo
total, durante 2 min, a velocidad de flujo constante. El volu-
men de sangrado (20% de la volemia) se calcul6 individual-
mente a partir del volumen sanguineo total correspondien-
te al peso corporal de cada animal.

Protocolo experimental

Se utilizaron cuatro grupos experimentales:

1. Ratas controles anestesiadas (A): después de un periodo
de estabilidad de 15 minutos, se midieron los valores
basales de PAM durante 5 minutos. Luego se registra-
ron continuamente los valores de PAM y de FC durante
120 minutos (n = 7).

2. Ratas controles no anestesiadas (C): después de un pe-
riodo de estabilidad de 15 minutos, se midieron los valo-
res basales de PAM durante 5 minutos. Luego se regis-
traron continuamente los valores de PAM y de FC du-
rante 120 minutos (n = 7).

3. Ratas anestesiadas sometidas a hemorragia (AH): des-
pués de un periodo de estabilizacién de 15 minutos, se
midieron los valores de PAM y de FC durante 5 minutos
y las ratas fueron sujetas a hemorragia del 20% de la
volemia. Luego se registraron continuamente los valo-
res de PAM y FC durante 120 minutos (n = 7).

4. Ratas no anestesiadas sometidas a hemorragia (CH): des-
pués de un periodo de estabilizacién de 15 minutos, se
midieron los valores de PAM y de FC durante 5 minutos
y las ratas fueron sujetas a hemorragia del 20% de la
volemia. Luego se registraron continuamente los valo-
res de PAM y FC durante 120 minutos (n = 7).
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Aislamiento de la fraccién mitocondrial del corazén: fi-
nalizado el tiempo experimental, los animales de los cuatro
grupos fueron sacrificados por decapitacién e inmediatamen-
te se extrajeron los corazones y se colocaron en manitol 0,23
M, sacarosa 0,07 M, EDTA 1 mM y Tris-HCI 10 mM (pH
7,4) (MSTE). Los tejidos fueron homogeneizados con un
homogenizador Teflon Potter-Elvejhem en MSTE (9 ml/g
de corazon). Se centrifugd el homogenato a 700 g durante
10 min, se separé el sobrenadante y éste se centrifugé a 8.000
g durante 10 min. Se separé la fraccién mitocondrial, se lavo
y se suspendio en buffer MSTE. Todos los procedimientos se
realizaron a una temperatura de 0-2 °C. La cuantificacién
de las proteinas en cada una de las fracciones mitocondriales
se realiz6 mediante el método de Lowry. (10)

Respiracién mitocondrial y actividad funcional de la
mtNOS: en las fracciones mitocondriales provenientes de
cada grupo de animales se determind el consumo de oxigeno
polarograficamente con un electrodo tipo Clark en una ca-
mara de 1,5 ml a 30 °C en el siguiente medio de reaccion:
manitol 0,23 M, sacarosa 0,07 M, Tris-HCl 20 mM, buffer
fosfato 5 mM, EDTA 1 mM (pH 7,4), saturado con aire (O2
225 mM), y con 0,5-1,0 mg de proteina mitocondrial/ml. Las
mitocondrias se suplementaron con succinato 7 mM como
sustrato, en ausencia (estado 4) o en presencia (estado 3) de
0,5 mM de ADP 5 mM. El consumo de oxigeno se expresé en
ng-at O/min.mg proteina. El control respiratorio (estado 3/
estado 4) se calculd segun lo descripto por Boveris y colabo-
radores en 1999. (10) La respiracién en el estado 3 regulada
por lamtNOS, denominada actividad funcional de la mtNOS,
se calcul6 como la diferencia entre el estado 3 de la respira-
ci6én [mitocondrial en una condicién de maximo nivel de NO
intramitocondrial [agregado de arginina 1 mM y de Cu,Zn-
superoéxido dismutasa (SOD) 0,5 uM] y una condicién de mi-
nima produccién de NO [agregado de L-NAME 2 mM y
oxihemoglobina (HbO,) 10 mM]. (8)

Produccién de NO: para determinar la producciéon de NO
se midi6 espectrofotométricamente a 577-591 nm (Beckman
DU 7400 espectrofotémetro de diodo array) la oxidacién de
oxihemoglobina a metahemoglobina a 37 °C. (11) Se utiliz6 el
medio de reaccion K,HPO /KH,PO, 50 mM (pH 7,4), L-
arginina 1 mM, CaCl, 1mM, NADPH 0,1 mM, ditiotreitol 10
mM, SOD 2 mM, catalasa 0,1 mM y oxihemoglobina 30 mM.
Se realizaron experimentos control agregando al medio de
reaccion NG-metil-L-arginina (L-NMMA) 1 mM con el obje-
to de considerar solamente la oxidacién de la hemoglobina
sensible al L-NMMA debida a la formacién de NO y se ex-
presé como nmol NO/min.mg proteina.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + error estandar de
lamedia (EEM). Para el analisis de los datos se utiliz6 el ana-
lisis de la varianza de una variable (ANOVA) seguido a
posteriori de una prueba de Bonferroni para miltiples com-
paraciones. Se empleé la prueba de la ¢ de Student para com-
parar los datos apareados o no apareados entre dos grupos.
Se considero6 significativo el 5% de probabilidad. Para el ana-
lisis estadistico se utiliz6 el programa de estadistica GraphPad
Prism version 3.02 (Graph Pad Software, San Diego, CA,
USA).

RESULTADOS

Cambios en la presién arterial media 'y

en la frecuencia cardiaca

En la Figura 1 (graficos A y B) se ilustra el curso
temporal de la PAM en los grupos AH y CH. La pér-
dida de sangre en los animales anestesiados indujo

una reduccién de la PAM; este parametro se estabilizé
en valores cercanos a 50 = 5 mm Hg (*p < 0,01 ver-
sus valores basales) a los 15 min del sangrado. Dicha
hipotension se mantuvo a lo largo de todo el periodo
experimental. El pretratamiento con L-NAME no ate-
nu6 la hipotensiéon inmediata ocasionada por la he-
morragia en estos animales, pero restauré los valo-
res de PAM sin que se observaran a partir de los 30
min diferencias significativas con respecto a los va-
lores basales. En los animales no anestesiados, la
hipotensién inmediata inducida por la hemorragia
fue de similar magnitud a la observada en los ani-
males anestesiados (25 + 4 mm Hg a los 2 min); di-
cho parametro se estabiliz6 en valores cercanos a 100
mm Hg luego de 5 min del sangrado. Este valor de
PAM se mantuvo a lo largo de todo el tiempo experi-
mental.

En los graficos C y D de la Figura 1 se ilustra el
curso temporal de la FC. En el grupo AH, la hemorra-
gia indujo, luego de la esperada taquicardia refleja,
una respuesta bradicardizante seguida de un incre-
mento gradual en las fases mas tardias (FC basal =
322 + 6; FC 60 min = 352 + 7*; FC 120 min = 382 =
6%, *p < 0,01 versus valores basales). El pretratamien-
to con L-NAME anul6 los cambios en la FC inducidos
por la hemorragia (basal FC = 328 + 10, FC 60 min =
334 = 15, FC 120 min = 335 = 17). En los animales
no anestesiados no se observé la respuesta bardicar-
dizante. La FC aument6 progresivamente después de
la hemorragia, luego se estabilizé (45 min) y se man-
tuvo hasta finalizado el tiempo experimental (FC basal
=353 £ 7, FC 60 min = 396 + 6*; FC 120 min = 392
+ 4% *p < 0,01 versus valores basales).

Funcién respiratoria mitocondrial: en la Tabla 1
se puede observar que no hubo diferencias significa-
tivas en el control respiratorio entre los grupos A, AH,
C y CH. El consumo de oxigeno en el estado 4 aumen-
t6 en el grupo AH respecto del grupo A, mientras que
este parametro no se modific6 en los animales del gru-
po CH respecto del grupo C. El consumo de oxigeno
en el estado 3 luego de la hemorragia mostré un pa-
tron similar de respuesta al del estado 4 tanto en los
animales anestesiados como en los no anestesiados.
La respiracién mitocondrial regulada por mtNOS,
denominada actividad funcional de la mtNOS, fue
menor en el grupo AH respecto del grupo A (12 = 2y
19 = 1, respectivamente). Sin embargo, esta dismi-
nucién fue de menor magnitud en los animales no
anestesiados en comparaciéon con el grupoC (17 = 1y
20 + 1, respectivamente) (Tabla 1).

Actividad biogquimica de la mtNOS: la capacidad
de las mitocondrias cardiacas de producir NO se eva-
lué mediante la determinacién de la actividad de la
mtNOS de la fraccion mitocondrial en presencia de
los sustratos y cofactores correspondientes. Nuestros
resultados mostraron que la produccién mitocondrial
de NO disminuy6 en los grupos AH y CH (48% y 59%,
respectivamente) en comparacién con los grupos con-
troles (Figura 2).
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Fig. 1. Curso temporal de la presiéon arterial media (PAM) (A y B) y de la frecuencia cardiaca (FC) (C y D). Ratas anestesiadas con
hemorragia (AH) y ratas no anestesiadas con hemorragia (CH); *p < 0,01 versus valores basales (n = 7 por grupo).

Succinato

(ng-at O/min.mg proteina)

Origen Grupo A Grupo AH
Estado 3 223+ 10 251 + 8*
Estado 4 111 +8 144 + 8**
Control respiratorio 2,03 1,75

L-arginina (a) 205 + 14 232 £ 14
L-NMMA (b) 249 £ 26 263 £ 22
Actividad mtNOS (b —a/a x 100) 19 12

Animales control (anestesiados: grupo A; no anestesiados: grupo C) y animales con hemorragia (anestesiados:
grupo AH; no anestesiados: grupo CH). Valores correspondientes a media = EEM. *p < 0,05 versus C; “p < 0,05

versus A (n =7 por grupo).

DISCUSION

El principal hallazgo de este trabajo es que la respuesta
de adaptacién cardiovascular a la deplecién de volu-
men inducida por una hemorragia aguda involucra al
sistema del 6xido nitrico mitocondrial y su efecto so-
bre el metabolismo energético es diferente en anima-
les anestesiados y no anestesiados.

La pérdida de sangre correspondiente al 20% de la
volemia indujo un descenso rapido y significativo de

Respiracion mitocondrial

Tabla 1. Consumo de oxigeno
mitocondrial y actividad fun-
cional de la mtNOS

Grupo C Grupo CH
225+ 10 211 +£9
109 = 8 95+5
2,06 2,22
202 £ 16 213+ 14
248 + 31 250 + 12
20 17

la presion arterial tanto en los animales anestesiados
como en los no anestesiados (70% y 76%, respectiva-
mente). Sin embargo, sélo los animales anestesiados
mantuvieron este estado hipotensivo durante todo el
tiempo experimental. Estas observaciones sugieren
que la hipotension inmediata no dependeria del esta-
do de consciencia. El sistema del NO y otros factores
neurohormonales (catecolaminas, endotelinas, vaso-
presina, sistema renina-angiotensina), como también
la deplecion del volumen sanguineo, serian responsa-
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Fig. 2. Produccion mitocondrial de NO. Animales control (anes-
tesiados: grupo A; no anestesiados: grupo C) y animales con he-
morragia (anestesiados: grupo AH; no anestesiados: grupo CH).
Valores expresados como media + EEM. *p < 0,05 versus Ao C(n
=7 por grupo).

bles de la respuesta vascular sistémica observada en
este modelo experimental. Se ha comunicado un au-
mento en los niveles circulantes de estos factores du-
rante un shock hemorragico. (12-15)

Al evaluar la respuesta cronotrépica, se observa
que el patrén de respuesta inducido por el estado
hipovolémico fue diferente entre los animales anes-
tesiados y no anestesiados. La pérdida aguda de san-
gre indujo, luego de la inmediata y esperada taqui-
cardia refleja, una breve bradicardia seguida por un
incremento gradual y progresivo de la frecuencia car-
diaca a los 60 y a los 120 minutos (14% y 18%, respec-
tivamente) en los animales anestesiados. Sin embar-
go, la fase bradicardizante fue de muy corta duracién,
seguida de un incremento gradual en los animales no
anestesiados. La identificaciéon del NO como la molé-
cula mensajera que controla la presiéon arterial y la
frecuencia cardiaca constituye un hito en la compren-
sién del modo de acciéon del NO en diversos escena-
rios fisiolégicos. Hace apenas 20 anos hubiera sido
dificil aceptar la hipétesis de que un gas téxico ejer-
ciera funciones importantes como mediador del me-
tabolismo celular. En la actualidad ha adquirido cre-
ciente interés el papel que desempenia el NO como
regulador paracrino o autocrino de la funcién mio-
cardica. (16, 17) Existen evidencias que muestran que
en el corazén de rata el NO modularia las respuestas
betaadrenérgicas inhibiendo la liberacién de nora-
drenalina de las terminales nerviosas simpaticas y
facilitando el tono vagal. (18) De esta manera, el NO
contribuiria al control autonémico de la frecuencia
cardiaca y de la fuerza de contraccion en las etapas
mas tempranas del shock hemorragico. Sin embargo,
este efecto estaria atenuado en los animales no
anestesiados, al menos en parte, por un tono simpati-
co basal mayor.

El corazén participa de una manera trascendente
en la respuesta de adaptacion ante la hipotension in-
ducida por el estado hipovolémico. La pérdida de san-
gre constituye un estimulo estresante para el sistema
cardiaco al causar disminucién de la precarga y de la
perfusion tisular. (19) En la Tabla 1 se puede obser-
var que las mitocondrias de los corazones aislados de
los grupos A, AH, C y CH presentaron valores altos
de control respiratorio, lo cual indica que las organelas
eran capaces de realizar adecuadamente el proceso de
fosforilacion oxidativa. Ademas, en este trabajo he-
mos demostrado que la pérdida aguda de sangre in-
dujo una disminucién de la actividad funcional de la
mtNOS, evaluada a través del consumo de O,, en los
dos grupos de animales. Sin embargo, estos cambios
fueron de menor magnitud en los animales no anes-
tesiados. Ademas, nuestros resultados mostraron que
el estado hipovolémico inducido por hemorragia se
acompana de una disminucién en la produccién mito-
condrial de NO tanto en los animales anestesiados
como en los no anestesiados. Nuevamente, los cam-
bios observados en los animales no anestesiados fue-
ron de menor magnitud. La mayor concentracién de
NO en los animales no anestesiados sometidos a he-
morragia estaria relacionada con una actividad ma-
yor del sistema nervioso simpatico que presentan es-
tos animales, entre otros factores. Este hecho expli-
caria al menos en parte la rapida recuperacion de la
presion arterial y la taquicardia que presentan estos
animales luego de la pérdida de sangre.

CONCLUSIONES

En resumen, el presente estudio muestra que la pér-
dida aguda de sangre disminuye la produccién
mitocondrial de NO en el tejido cardiaco modulando
la eficiencia del mecanismo de adaptacién cardio-
vascular ante un desequilibrio homeostatico inducido
por la deplecién aguda de volumen y esta respuesta
dependeria de la administraciéon o no de anestesia al
individuo estudiado.

SUMMARY

Hemorrhagic Shock: Nitric Oxide in Anesthetized and
Non Anesthetized Rats

Background

We have previously demonstrated that hypovolemia induced
by acute bleeding is accompanied by a dynamic, heterog-
enous and time-dependent activation of the cardiac nitric
oxide synthase (NOS). This system might be involved in the
hemodynamic anomalies observed after blood volume deple-
tion.

Objective

To assess the role of the mitochondrial nitric oxide (NO)
system in the adaptive response of the cardiovascular sys-
tem in anesthetized and non anesthetized rats under hypo-
volemic shock.
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Material and Methods

Animals were divided in four groups (n=7 animals per
group): Group A, anesthetized control rats; group C, non
anesthetized control rats; group AB, anesthetized rats sub-
jected to bleeding (20% of blood volume), and group CB, non
anesthetized rats subjected to bleeding. Oxygen consump-
tion, functional activity of mitochondrial NOS (mtNOS) and
mitochondrial production of NO were assessed.

Results

There were no significant differences in the values of respi-
ratory parameters among the different study groups. Group
AB had less functional activity of mtNOS compared to group
A (12+2 and 19+1, respectively). This effect was even lower
in non anesthetized animals subjected to bleeding (171
and 20=*1, respectively). Mitochondrial production of NO
decreased in anesthetized and non anesthetized animals
with acute bleeding compared to controls.

Conclusions

Mitochondrial NO system might be involved in the adaptive
response of the cardiovascular system under acute volume
depletion, depending on the animal’s degree of anesthesia.

Key words > Hemorrhage - Mitochondria - Nitric Oxide -
Hypotension
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