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HOMEOSTASIS CELULAR Y DEL DESARROLLO

DE LA ATEROESCLEROSIS

EL OXIDO NITRICO Y EL MONOXIDO DE CARBONO COMO METABOLITOS INHIBIDORES
DE LA RESPIRACION CELULAR
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El 6xido nitrico (NO) y el monoéxido de carbono (CO)
son metabolitos producidos normalmente en el cuer-
po humano por la acciéon de enzimas especificas: la
familia de las o6xido nitrico sintasas produce NO y las
hemo-oxigenasas producen CO. Desde el punto de
vista cuantitativo la produccion de NO es muy superior
a la de CO. Los dos metabolitos comparten la propie-
dad de tener una gran afinidad por la citocromo oxidasa

y de actuar como inhibidores competitivos de la enzi-
ma. Las constantes de union del NO, del CO y del O,
al centro binuclear Cu,/a, son similares. Sin embargo
el NO es capaz de disociarse relativamente rapido del
complejo, mientras que el CO lo hace mas lentamente
y el O, esta atrapado cinéticamente. Se estan desa-
rrollado dadores de NO y de CO como drogas de apli-
cacion clinica.

PAPEL ANTIATEROGENICO DEL NO SOBRE LAS LIPOPROTEINAS.

LAURA E. SCHREIER
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La oxidacion de LDL es un evento fundamental en el
desarrollo de la aterosclerosis.La LDL situada en el es-
pacio extracelular del endotelio arterial es susceptible a
la accién de las especies reactivas, que modularian en
parte su grado de oxidacién. La LDLox ejerce sobre el
endotelio diversos efectos deletéreos que incluyen la
disfuncion en la sintesis, secrecion 6 actividad del NO
contribuyendo en gran medida a amplificar la disfunciéon
endotelial. EI NO ejerce potentes acciones antioxidantes
durante la oxidacion de LDL, por medio del atrapamiento
de radicales lipidicos involucrados en la propagacion de
la oxidacion y preservando el a-tocoferol de LDL. Con-
trariamente, aumentos en el estrés oxidativo en la pared
arterial conducen a la disfuncion endotelial y a un au-
mento de la oxidacion de LDL, debido en parte a la dis-
minucién de la biodisponibilidad del NO. Por otro lado, el
NO puede reaccionar con el superéxido liberado en ese
mismo compartimento desde las células, determinando
la formacion de peroxinitrito, que promueve la oxidacion
y nitracion de LDL en un endotelio disfuncional. Si bien

el &cido Urico es un conocido antioxidante, en determi-
nadas condiciones podria comportarse como prooxidante
durante la oxidacion de LDL mediada por cobre. Este
efecto puede ser revertido por la accién de NO. En los
Ultimos afios se demostré que la HDL y sus enzimas
asociadas, como la paraoxonasa, ejercerian una accion
antioxidante importante sobre LDL. La paraoxonasa tam-
bién protegeria a la misma HDL de la oxidacion, preser-
vando las funciones antiaterogénicas de esta lipopro-
teina. Existen evidencias acerca de la inactivacion par-
cial de paraoxonasa por parte de sustratos oxidados,
mientras lleva a cabo su actividad antioxidante. Estudios
que evallen la interaccion de paraoxonasa con sustan-
cias presentes en el subendotelio, como el NO y el
peroxinitrito, podrian contribuir a la comprension del com-
plejo mecanismo de accion de esta enzima. La accion
moduladora de diversas sustancias sobre la actividad
antioxidante de la paraoxonasa, constituye una meta muy
atractiva para el desarrollo de futuros abordajes terapéu-
ticos que retarden el desarrollo de la aterosclerosis.
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LA EXPOSICION A LA ALTURA (4340 M) AUMENTA LA ACTIVIDAD Y EXPRESION
DE LA NOS MITOCONDRIAL DE CORAZON DE RATA
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La exposicién a la altura constituye una situaciéon
fisiopatologica que produce tanto efectos positivos (efecto
cardioprotector) como negativos para la salud de los se-
res humanos y animales. El estado estacionario intrace-
lular de NO es considerado el factor determinante mas
probable de la adaptacién a la altura. Las mitocondrias de
corazoén de rata producen NO en las reacciones de las
oxido nitrico sintasas mitocondrial (mtNOS) y endotelial
(eNOS). El objetivo del trabajo fue determinar la actividad
de mtNOS de corazédn e higado de ratas expuestas a la
altura (en condiciones naturales) y compararla con otras
actividades enzimaticas mitocondriales y con parametros
de la adaptacion. Las ratas fueron divididas en dos gru-
pos: un grupo fue mantenido a nivel del mar (Lima; 100
kPa) y otro fue transportado a Cerro de Pasco (4340 m;
61.3 kPa). Los animales fueron sacrificados a los 7, 14,
21, 42 y 84 dias. Las ratas expuestas a la altura respon-
dieron con un arresto en la ganancia de peso y una hiper-

trofia significativa (200%) del ventriculo derecho. El nivel
de hematocrito a los 84 dias de exposicion a la altura fue
40% mayor que el valor determinado en ratas que perma-
necieron a nivel del mar. La altura incrementé especifica y
significativamente (80%) la actividad de la mtNOS de co-
razén, ya que la actividad de mtNOS de higado y la eNOS
citosolica de corazon no se modificaron. El aumento en la
actividad de mtNOS se correlacion6 con un incremento
del 60% en los niveles de expresién de la NOS determina-
da en la fraccion mitocondrial de corazones de ratas ex-
puestas a la altura. Asimismo, se observé una correlacién
lineal (r> = 0.85) entre los niveles de hematocrito y la acti-
vidad de mtNOS cardiaca. El aumento en la expresién y
actividad de la mtNOS de corazén forma parte de la res-
puesta fisiolégica de adaptacion a la altura. El incremento
en la produccién de NO por mitocondrias de corazén po-
dria ser esencial en el desarrollo de un efecto cardiopro-
tector en situaciones de hipoxia.

LA INTERNALIZACION MITOCONDRIAL DE LAS OXIDO NIiTRICO SINTASAS CITOSOLICAS
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En la endotoxemia, los lipopolisacaridos producen la
liberacién masiva de citoquinas proinflamatorias que in-
ducen la liberacién de diversos mediadores biolégicos. El
oxido nitrico (NO) es liberado a partir de la induccion de la
NO sintasa inducible (iNOS). El higado, el musculo es-
quelético y el diafragma sufren un deterioro temprano en
la evolucion del cuadro séptico relacionado con la expre-
siébn de iINOS predominantemente en las células
parenquimatosas. Nuestro grupo ha demostrado altera-
ciones en la funcién mitocondrial diafragmatica durante la
endotoxemia y la participacion de la INOS en la génesis
de este fendmeno a través del aumento en las concentra-
ciones en el estado estacionario de NO y anién superoxido,
y su producto de reaccion, peroxinitrito que resulta en la
disminucion de la fuerza contractil. En el higado, hemos
observado la internalizacion mitocondrial de la iINOS por
western blot, con la aparicién de una significativa produc-

cién Ca?*-independiente de NO que se aprecié ausente
en las mitocondrias de animales controles inyectados con
solucion salina estéril, en las cuales la produccion de NO
es Ca-dependiente por la mtNOS. El aumento de la pro-
duccion intramitocondrial de NO se encontrd relacionado
con una mayor produccion mitocondrial de radicales li-
bres del oxigeno y anién peroxinitrito y la concomitante
nitracion de las proteinas mitocondriales. El peroxinitrito
produce el deterioro de la funcion mitocondrial, en parte
por nitracién e inhibicién del complejo | mitocondrial como
se ha descripto en diversas enfermedades
neurodegenerativas y en la misma condicion séptica. La
comprension del mecanismo de translocacion de la iINOS
a las mitocondrias y una posible inhibicién farmacologica
de este mecanismo podria permitir controlar el dafio
mitocondrial en la endotoxemia y por lo tanto limitar la
subsecuente falla organica.
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La endotoxemia constituye un paradigma de inflama-
cion generalizada con aumentos masivos de NO y
citoquinas en fluidos bioldgicos, con dafio sistémico al
endotelio vascular y con respiracion tisular inadecuada
aunque el aporte de oxigeno no es limitante. El consumo
de oxigeno en cortes de tejido se encuentré6 aumentado
(con respecto al valor control) 1,5 veces en corazény 1,3
veces en diafragma. Esto indicaria una poblacion
mitocondrial en estado 3, aumentada. Las mitocondrias
de corazén y diafragma producen 0.69 y 0.77 nmol NO/
min. mg proteina; velocidades que corresponden a un 45
y 24% de la maxima produccién de NO celular, respecti-
vamente. El shock séptico y la endotoxemia tiene su ori-
gen en una exacerbada respuesta inflamatoria que lleva
al dafio mitocondrial. El misculo esquelético es uno de
los érganos blanco en endotoxemia, mostrando un aumen-
to en la produccién de NO y un estrés oxidativo temprano.

Un marcado aumento en la actividad de la mtNOS se ob-
servé en ratas endotoxémicas (10 mg LPS/kg peso, 6 h
de tratamiento): 90% en diafragma y 30% en corazon. La
actividad de la NOS presente en el citosol (iNOS) se ob-
serva aumentada en diafragma en un 50% con respecto a
el valor control; no registrandose variaciéon alguna en co-
razén. La produccion mitocondrial de O,y H,0, aumenta
2-3 veces con respecto a valores control en ratas
endotoxémicas. La actividad de Mn-SOD aumenta al do-
ble en animales tratados, mientras que la actividad de
catalasa no muestra variacion significativa. Una hipotesis
que permite explicar los mecanismos moleculares
involucrados en la compleja condicién endotoxémica es
gue la aumentada produccion de NO por la mtNOS lleva a
una excesiva produccién de peroxinitrito y a la nitracion
de proteinas en la matriz mitocondrial, causando disfuncion
mitocondrial y deficiencia contractil.

OXIDO NiTRICO MITOCONDRIAL Y CELULAR Y LA MODULACION DE LA SENALIZACION
INTRACELULAR EN PROLIFERACION, ENVEJECIMIENTO Y NEURODEGENERACION
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En el estado estacionario, el 6xido nitrico (NO) se en-
cuentra en las mitocondrias en concentracion nanomolar.
La fuente de NO en las organelas resulta de la actividad
fasica de las NO sintasas (NOS) canonicas en el citosol o
en membrana celular, o de la produccién mas sostenida
de NO por mtNOS en la membrana mitocondrial interna.
Los procesos de «signaling» intracelular, sus efectos so-
bre la proliferacion normal y el envejecimiento y la
patogénesis de la neurodegeneracion, se han vinculado
al NO, al estado redox y a la funcién mitocondrial. Hemos
observado que el aumento del indice de proliferacion nor-
mal en la embriogénesis y en el crecimiento tumoral se

asocian a una disminucién controlada de NO y a una falta
de maduracion de la cadena de transporte de electrones.
En cambio, un aumento del NO mitocondrial con estrés
oxidativo caracterizan al arresto de la proliferacion; dife-
renciacion y apoptosis y al proceso de envejecimiento
normal. Se infiere que el «signaling» para procesos nor-
males de crecimiento y senescencia o anormales como
proliferaciéon tumoral y neurodegeneracion se define en
las mitocondrias a través de variaciones de la velocidad
de transferencia de electrones dependiente de efectos
modulables del NO sobre los componentes mitocon-
driales.



