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MECANISMOS CELULARES Y MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA MUERTE 
NEURONAL INDUCIDA POR UNA INJURIA HIPÓXICA PRENATAL  

En la presente  Tesis hemos utilizado  un modelo experimental de 

hipoxia aguda  normobárica  en embriones de aves, con el objetivo 

de elucidar las vías moleculares y eventos de señalización 

celular que forman parte de los mecanismos de injuria y 

neuroprotección  ante un daño hipóxico  en el SNC en desarrollo .  

Los resultados obtenidos han  demostrado  que l a hipoxia induce un 

incremento en los marcadores  de stress oxidativo y activa la vía 

apoptótica intrínseca.  La muerte apoptótica se encuentra 

precedida por una inducción de óxido nítrico sintasa 

mitocondrial (mtNOS), daños ultraestructurales e inhibición del 

complejo I  mitocondriales  – ambos cambios dependientes de óxido 

nítrico.  

En segundo lugar, se ha  establecido que el precondicionamiento 

con un estímulo hipóxico de baja intensidad, confiere tolerancia  

parcial  a una injuria hipóxica más severa 24 h después . Mediante 

la administración de moduladores de  las HIF - prolil hidroxilasas,  

demostramos que la acumulación  de HIF - 1 durante el 

precondicionamiento es necesaria para que se manifieste la 

tolerancia a una injuria hipóxica posterior.   

Por último, observamos que la administración de inhibidores 

selectivos  de nNOS/mtNOS y el precondicionamiento hipóxico, 

aplicados en forma conjunta ,  tuvieron  un efecto  aditivo, 

logrando una neuroprotección completa . L os resultados obtenidos 

sugieren que los efectos neuroprotectores d e los inhibidores 

selectivos de nNOS/mtNO S en nuestro modelo se deben a efectos 

independientes de la acción de NO sobre la vía de HIF - 1.  

 

 

 

 

Palabras clave:  hipoxia - SNC en desarrollo – apoptosis – 

neuroprotección - óxido nítrico sintasa mitocondrial - 

precondicionamiento hipóxico.  
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CELLULAR AND MOLECULAR MECHANISMS INVOLVED IN NEURONAL DEATH 
INDUCED BY A PRENATAL HYPOXIC INJURY  

 

In the  present Thesis, a chick embryo model of normobaric acute 

hypoxia  has been used to elucidate  the molecular pathways 

underlying injury and neuroprotection  events  after a hypoxic 

insult in developing CNS.  

Our results demonstrate  that  in our model  hypoxia increases 

oxidative stress markers and activates the intrinsic apoptotic 

pathway. Apoptotic cell death is preceded by the up - regulation  

of mitochondrial nitric oxide synthase (mtNOS), and NO - dependent 

ultrastructural damage and complex I inhibition.  

Besides, we have  determined  that a mild hypoxic event confers  

partial tolerance to a subsequent strong hypoxic injury 24 h 

later  (hypoxic preconditioning). Using modulators of HIF - prolyl 

hydroxylases, we have  demonstrate d that HIF - 1 up- regulation  

during preconditioning is essential to afford neuroprotection.  

To conclude, we  have  observed that administration of nNOS/mtNOS 

specific inhibitors and hypoxic preconditioning had additive 

effects on neuroprotection. Our results suggest that neuro -

protective effects of nNOS/mtNOS inhibitors do not rely on 

interactions of NO with HIF - 1 pathway.  

 

 

 

 

 

Keywords :  hy poxia – developing CNS  – apoptosis – neuroprotection 

– mitochondrial nitric oxide synthase  – hypoxic preconditioning.  

 

 

 

 

 

 



- 1 - 

 

 

Introducción  



   Introducción  
            

- 1 - 

 

1.  Daños cerebrales producidos por hipoxia - isquemia  

 

El daño cerebral producido por un evento de hipoxia - isquemia (H -

I) es una causa frecuente de daño cerebral durante el período 

fetal/neonatal, afectando entre 1 y 6 individuos por cada 1000 

nacidos vivos (Ferriero, 2004). Los daños provocados por una H - I 

en regiones específicas del cerebro inmaduro, en especial 

duran te los periodos prenatales o neonatales , tienen un profundo 

impacto en la maduración cerebral subsiguiente  ya que se 

producen durante las etapas críticas de diferenciación  celular 

y tisular . Por esta razón, el daño producido por una H - I en 

neonatos es uno  de los principales factores de riesgo para 

varios desórdenes neurológicos graves en humanos, tales  como 

discapacidades motoras y de aprendizaje, parálisis cerebral, 

epilepsia, convulsiones e incluso la muerte (Hossain, 2008) . Los 

sobrevivientes suelen presentar discapacidades sensoriales, 

motoras y cognitivas, para las que no hay actualmente terapias 

promisorias  (Johnston, 1997; Northington  et al. , 2001a) .  

Los altos requerimientos energéticos en comparación con las 

bajas reservas energéticas hacen al cerebro particularmente 

vulnerable a condiciones hipóxicas. Dentro del tejido nervioso 

las neuronas son el tipo celular más sensible a la falta de 

oxígeno. El aporte insuficiente de este gas (hipoxia) y/o un 

flujo sanguíneo escaso (isquemia) en áreas específicas del 

cerebro en desarrollo, conduce a un daño cerebral mediado por la 

activación de diversos agentes citotóxicos y vías de  muerte 

celular  que en última instancia inducen el daño y la muerte 

neuronal  (Barks & Silverstein, 1992; Martin  et al. , 1997; 

Johnston, 2001) . 

La muerte celular luego de una H - I  se caracteriza por un 

retraso temporal entre el momento de la injuria y la 

manifestación del daño celular  (Balduini  et al. , 2004) . Este 

retardo temporal es muy variable y depende de la intensidad de 

la injuria  y de la región cerebral afectada. En algunos casos el 

daño se manifiesta luego de algunos días o incluso semanas  

(Kirino  et al. , 1984; Du  et al. , 1996), mientras que en otros  



   Introducción  
            

- 2 - 

 

ocurre al cabo de unas pocas horas  (McGee- Russell  et al. , 1970) . 

Se ha establecido que, en tanto que el resto de los factores se 

mantengan iguales, mientras  mayor sea la carencia energética, 

menor será el tiempo que tarda el daño en manifestarse   (Lipton, 

1999) . 

Este retraso entre la injuria y la producción efectiva de la 

muerte celular define una ventana temporal que brinda la 

oportunidad para realizar una intervención farmacológica 

efectiva. En general, las vías moleculares involucradas en la 

muerte neuronal luego de una H - I prenatal son similares a 

aquellas asociadas con la muerte celular apoptótica en otros 

tejidos. Sin embargo, considerando la gama  de moléculas 

expresad a en neuronas y en células gliales, es posible que 

moléculas diferencialmente expresadas en el SNC sean críticas 

para la progresión del daño observado. Estas particularid ades 

sólo han comenzado  recientemente  a ser identificadas por medio 

de nuevas técnicas como los arrays  de ADN (Curristin  et al. , 

2002) . 

Los mecanismos que contribuyen al daño retrasado en el tiempo 

incluyen alteraciones funcionales de la n eurotransmisión 

glutamatérgica, cambios mediados por radicales libres, 

alteraciones en las vías de transducción de señales y 

modificaciones complejas en los patrones de expresión génica que 

conducen, en el peor de los casos, a la muerte celular. Sin 

embargo, los mecanismos moleculares que conducen al daño y la 

muerte neuronal luego de una H - I no están aún completamente 

elucidados (LaManna, 2007; Taoufik & Probert, 2008) . 

 

 

2.  Apoptosis y necrosis  en células del SNC  inducidas por 

hipoxia - isquemia  

 

La evidencia acumulada hasta el momento indica que la muerte 

celular luego de una H - I puede ser de tipo necrótica y/o 

apoptótica dependiendo de la intensidad del daño y de su 

localización  (Martin  et al. , 1998) .  La muerte celular que se 
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produce de manera temprana luego de una H - I suele ser necrótica 

(daño primario) (Northington  et al. , 2001b) , en tanto que la 

muerte neuronal retrasada en el tiempo (daño secundario), que 

ocurre horas o días después a través de una serie compleja de 

eventos bioquímicos y moleculares altamente regulados, conducen 

a la apoptosis  (Leist & Nicotera, 1998) . 

Cuando la hipoxia global o la isquemia son prolongadas, la 

muerte celular tiende a ser de tipo necrótica (Petito  et al. , 

1997) . También es de tipo necrótica la muerte celular en la 

región central del sector cerebral infartado ( core  isquémico) a 

no ser que la duración de la H - I sea muy breve.  La necrosis se 

caracteriza por el swelling  irreversible del citoplasma y sus 

organelas y la pérdida de la integridad de membrana que provoca 

la lisis celular conduciendo a la inflamación del tejido 

circundante. La s característica s morfológica s más prominente de 

la muerte celular necrótica observada en muchos modelos de 

isquemia incluyen el encogimiento celular, la vacuolización del 

citoplasma debido a la dilatación de mitocondrias, retículo 

endoplásmico y aparato de Golgi y la desorganización de los 

microtúbulos (Brown, 1977) .  

Sin embargo, se ha determinado en muchos paradigmas 

experimental es que la apoptosis es responsable de una proporción 

significativa de pérdida celular luego de un evento de H -I 

(Delivoria - Papadopoulos & Mishra, 2000; Russell  et al. , 2006; 

Zhu et al. , 2007) . 

La apoptosis, caracterizada por primera vez por Kerr y 

colaboradores  (Kerr  et al. , 1972), es un tipo de muerte celular 

programada fisiológicamente y definida por cambios morfológicos 

resultantes de la activación de cascadas de señalización 

específicas. Fenotípicamente, los núcleos apoptóticos exhiben 

condensación de su cromatina y fragmentación del ADN, en tanto  

que las células se encojen y la membrana plasmática presenta 

elevaciones irregulares ( blebbing ) . Luego, las células se rompen 

en una serie cuerpos apoptóticos recubiertos de membrana, que 

previenen el desencadenamiento de una respuesta inflamatoria 
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debida  a la presencia de enzimas citosólicas en el medio 

extracelular  (Edinger & Thompson, 2004) . 

La apoptosis es un proceso ATP - dependiente que puede ocurrir a 

través de dos vías moleculares principales denominadas  ‘vía 

extrínseca’ y ‘vía intrínseca’, que conducen en última instancia 

a la activación de una familia de cisteín proteasas denominadas 

caspasas  (Aggarwal  et al. , 1999; Bender  et al. , 2005; Stefanis, 

2005) . La vía extrínseca, también llamad a apoptosis mediada por 

receptor, comúnmente involucra a los receptores de  Fas ligando 

y  TNF α  mediando  la organización del compejo DISC ( death -

inducing signaling complex ) que a su vez recluta a proteínas 

intracelulares tales como FADD y TRADD asociada a TNF - R1 (Bender  

et al. , 2005). Estas proteínas actúan como adaptadores que 

reclutan a pro - caspasa 8, una caspasa iniciadora, promoviendo su 

activación. Caspasa 8 a su vez promueve la actividad de  caspasas 

efectoras (i.e caspasas 3 y 7), que activan a las enzimas 

res ponsables de la fragmentación de la cromatina y del 

desensamblaje funcional de la célula  (Stefanis, 2005). La vía 

intrínseca, o vía mitocondrial,  implica la liberación de 

citocromo c del espacio intermembrana al citosol, donde 

interactúa con dATP, Apaf - 1 y pro - caspasa 9 (una caspasa 

iniciadora) para formar el apoptosoma. Esta asociación promueve 

el clivaje y la activación de caspasa 9 que, como caspasa 8, 

activa a las caspasas efectoras que llevarán a cabo el 

des ensambl aje  organizado de los componentes celulares  (Rao  et 

al. , 2002) .  

Es ahora evidente  que el programa intrínseco de suicidio 

celular no sólo es requerido para el desarrollo normal del SNC, 

sino que también contribuye a la fisiopatología de diversos 

daños, entre ellos, a los asociado s  a eventos de H - I en 

neonatos  (Rami  et al. , 2003; Saito  et al. , 2004) . 

La apoptosis puede ser inducida por una gran variedad de 

estímulos, y muchas de las condiciones que se  presentan en la  

H- I son capaces de inducir apoptosis en  diversos tipos 

celulares  (Nakajima  et al. , 2000) . Estas condiciones incluyen la 

generación de radicales libres del oxígeno (Ratan  et al. , 1994; 
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Jacobson, 1996), y del nitrógeno  (Nicotera  et al. , 1995) ,  

actividad mitocondrial reducida y despolarización de la membrana  

(Wolvetang  et al. , 1994; Zamzami  et al. , 1996)  , incremento de 

Ca2+ intracelular  (Kataoka  et al. , 1995), y activación de 

calpaína (Squier  et al. , 1994) . Numerosos estudios sostienen que 

la vía intrínseca es la predominante en neuronas luego de un 

evento de H - I (Pettmann & Henderson, 1998) .  

Para  nuestra argumentación, cabe preguntarse en qué medida este 

programa de cambios ha sido cooptado por la muerte celular 

hipóxico - isquémica.  En otras palabras, cuáles son los eventos 

molecul ares iniciados por la H -I y sus moduladores, que 

determinan  la supervivencia celular o  el desenlace en  muerte 

celular apoptótica.  

 

3.  Mecanismos moleculares del daño hipóxico - isquémico  

 

3.1 Excitotoxcicidad   

La excitotoxicidad fue inicialmente descripta en neuronas de 

retina que degeneraban luego de de una exposición sostenida al 

glutamato (Lucas & Newhouse, 1957)  o a otros aminoácidos 

excitatorios que normalmente actúan sobre neuronas del SNC 

(Olney, 1971) . Se ha demostrado que un evento de H - I puede 

desen cadenar un proceso excitotóxico  

El evento primario durante la H - I es la inhibición de la cadena 

de transporte de electrones por falta de oxígeno, el último 

aceptor de la cadena. En consecuencia, se inhibe la 

fosforilación oxidativa y esto se acompaña un rápido descenso de 

los niveles de fosfatos de alta energía. Sin disponibilidad de 

ATP, disminuye  la actividad de la bomba de Na +/K +, conduciendo a 

la despolarización de la membrana (Martin  et al. , 1994; Silver  

et al. , 1997) .  Estos cambios, muy dramáticos durante las 

isquemias globales y en el core  de las isquemias focales, suelen 

tener una intensidad disminuida  en las lesiones puramente 

hipóxicas y en la penumbra de las isquemias focales.  
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Estos cambios que constituyen probablemente la base del daño 

posterior, no son en sí mismos efectores  de daño molecular. En 

ese sentido son considerados iniciadores del daño.  

En neuronas, la pérdida de los gradientes iónicos se asocia con 

un incremento  importante y sostenido de las concentraciones 

extracelulares de glutamato y otros neurotransmisores  (Phillis  

et al. , 1996). Esto inicia una retroalimentación positiva en la  

que el exceso de glu t amato evoca potenciales despolarizantes en 

las neuronas postsinápticas activando a sus receptores AMPA, 

kainato y NMDA  (Loeliger  et al. , 2003) . Los bajos niveles de 

actividad de los transportadores responsables de la recaptación,  

debidos a la escases de ATP, amplifican el impacto de los 

niveles excesivos de neurotransmisores en el espacio sináptico. 

La despolarización también puede conducir a la apertura de los 

canales de calcio voltaje dependientes, con el consecuente 

incremento en los niveles intracelulares de calcio  que 

desencadena, a su vez, una serie de desarreglos metabólicos 

conocidos como proceso excitotóxico, que tiene un impacto 

negativo en el destino  celular  (Choi, 1995; Orrenius  et al. , 

2003) . Estos procesos incluyen (i) la degradación de proteína s 

del citoesqueleto y de la matriz extracelular tales como 

espectrina, actina y laminina, (ii) disfunción mitocondrial, 

(iii) activación de óxido nítrico sintasas, (vi) y un incremento 

en la producción de especies reactivas del oxígeno  (Kermer  et 

al. , 1999; Mattson  et al. , 2000) . 

El modelo que sustenta  a la activación de los receptores NMDA y 

la entrada masiva de calcio son  evento s centrales  en el daño 

cerebral isquémico ,  se encuentra avalado por la efectividad de 

l os antagonistas de NMDA y bloqueantes de calcio en modelos 

animales de injuria isquémica  (Chen  et al. , 1995; Hu  et al. , 

1995) . Esto condujo al desarrollo farmacéutico de drogas 

antagonistas del receptor NMDA que fueron luego puestas  prueba 

en ensayos clínicos. Los resultados de los ensayos clínicos 

mostraron que la mayoría de los bloqueantes de NMDA y de los 

antagonistas de canales de calcio fueron ineficaces, poseían 

efectos adversos y en algunos ca sos empeoraban e l cuadro clínico 
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(Kermer  et al. , 1999; Lee  et al. , 1999), sugiriendo que la 

activación del receptor NMDA no sería el mecanismo predominante 

de la muerte celular isquémica. Evidencias recientes han 

demostrado que los  efectos deletéreos de la activación del 

receptor podrían señalizar y activar más tardíamente mecanismos 

de reparación. Según este modelo, la señalización vía  NMDA es 

bifásica, siendo su activación temprana nociva para las neuronas 

pero requerida en etapas  más tardías para la neuroplasticidad y 

protección contra la apoptosis  (Young  et al. , 1999; Ikonomidou  

et al. , 2000). Los resultados negativos de otro ensayo clínico 

dirigido contra radicales libres (ensayos SAINT) también fueron 

atribuidos  a que cantidades homeostáticas de NO son necesarios 

para el restablecimiento  del flujo sanguíneo en la penumbra. 

Dada la naturaleza bifásica de las señales moleculares que 

median la excitotoxicidad, no es sorprendente que el bloqueo de 

los receptores NMDA, el influjo de calcio y la producción de ROS 

no son las estrategias óptimas para el tratamiento de los 

accidentes cerebrovasculares. Además, estos resultados 

contribuyen a suponer que otros mediadores son importantes y 

deben ser considerados cuando se diseñan estrategias de 

neuroprotección . 

 

3.2 Especies reactivas  

Desde sugerencias tempranas de Siesjo   (Siesjo, 1981), el rol de 

las especies reactivas del oxígeno y el nitrógeno en el daño 

celular isquémico han sido extensamente estudiado s. Normalmente, 

las tasas de producción y eliminación de radiales libres son 

iguales entre sí, generando una concentración de estado 

estacionario que es tolerada por la célula. La isquemia crea 

condiciones propicias que pueden dar cuenta del incremento neto 

en la producción de especies reactivas (Freeman & Crapo, 1982; 

Halliwell & Gutteridge, 1984; Ikeda & Long, 1990) . 

Los radicales libres y las especies reactivas no radicalarias 

derivadas de ellos, que incluyen a las especies reactivas del 

oxígeno (ROS, reactive oxygen species ) y a  las especies 

reactivas del nitrógeno (RNS , reactive nitrogen species ), 
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existen en células y tejidos en concentraciones bajas pero 

medibles  (Sies, 1 993). Sus concentraciones de estado 

estacionario están determinadas por sus tasas de producción y 

sus velocidades de eliminación . Se ha observado que bajo 

condiciones normales, todas las formas de vida mantienen un 

entorno reductor dentro de sus células que es preservado por un 

conjunto de enzimas y otros compuestos antioxidantes que 

mantienen el estado reducido. Sin embargo, bajo ciertas 

circunstancias se genera un desequilibrio entre la producción de 

de especies reactivas  y la capacidad de un sistema biológico de 

detoxificarlas, una condición denominada stress oxidativo  

(Droge, 2002) .  

 

3.2.1   Clases y fuentes de ROS celulares  

El oxígeno diatómico es una molécula relativamente no reactiva 

que adquiere  una  al ta reactividad ganando un electrón para 

convertirse en anión superóxido (O 2
- ), dos electrones para 

convertirse en peróxido de hidrógeno (H 2O2),  o tres electrones 

para convertirse en radical hidroxilo (OH •). El O2
-   celular puede 

dismutar en H 2O2 de manera espontánea o por la actividad 

enzimática de las superóxido dismutasas (SODs), que contribuyen 

formando la mayoría del H 2O2 intracelular. Comparado con O2
- , el 

H2O2 es mucho más estable y puede difundir a través de membranas 

biológicas, lo que le confiere el potencial para actuar como un a 

molécula señalizadora de amplio rango (Chance  et al. , 1979; 

Cross  et al. , 1987; Halliwell  et al. , 1992) . Por ello, bajo 

condiciones fisiológicas, una vez que se forma O2
- , la presenc ia 

de H 2O2 se vuelve inevitable. Reacciones posteriores pueden 

conducir a la formación de radicales hidroxilo, especialmente en 

presencia de iones ferrosos mediante la reacción de Fenton 

(e cuación 1)  (Fridovich, 1978; Deby & Goutier, 1990)  

           Fe2+ + H 202  →   Fe3+ + OH-  + OH•     [1 ] 

El principal sitio de producción intracelular de ROS es la 

cadena de transporte de electrones mitocondrial. Aunque es 
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comúnmente reportado que 1 - 2% del flujo de electrones de la 

cadena conduce a la formación de ROS, estudios más recientes han 

demostrado que este valor está alrededor  del 0,15%, y sus  

variaciones dependen de la fuente de carbonos que esté siendo 

oxidada (Freeman  et al. , 1982; St - Pierre  et al. , 2002). Una alta 

concentración de SOD mitocondrial correlaciona con la  elevada  

tasa de producción de O2
- en esa organela  (Chandel  et al. , 1998) . 

El retículo endoplasmático (RE) es otra fuente celular de ROS, 

ya que en sus membranas se localizan familias enzimáticas, como 

P450 y b5, que oxidan ácidos grasos insaturados y xenobióticos 

generando O2
- y H 2O2 (Aust  et al. , 1972; Capdevila  et al. , 1981) . 

Además, oxidasas asociadas a la membrana plasmática, tales c omo 

las NADPH oxidasas, generan ROS oxidando el NADPH intracelular 

para reducir al O 2 en O2
- , con funciones microbiocidas en los 

fagosomas (Segal & Shatwell, 1997; Babior, 1999). Los 

peroxisomas  contienen múltiples   enzimas generadoras de H 2O2, 

incluyendo a la catalasa peroxisomal  que metaboliza  moléculas 

tóxicas como el etanol. Sin embargo, solo un pequeño porcentaje 

del H 2O2 peroxisomal escapan de esta organela (Boveris  et al. , 

1972) . Algunas oxidasas solubles, dehidrogenasas y dioxigenasas 

presentes en el citosol , pueden también  generar ROS durante sus 

ciclos catalíticos (Freeman & Crapo, 1982). En resumen, a pesar 

de la existencia de múltiples fuentes intracelulares de ROS, la 

contribución más importante corresponde a las mitocondrias.   

Mientras que a bajas concentraciones muchas de las especies 

reactivas son usadas como moléculas de señalización  (Rhee, 

2006) , la sobreproducción de especies reactivas pueden 

desembocar en disfunción e incluso en muerte celular mediante un 

incremento en la peroxidación lipídica, la oxidación de 

proteínas y daños en el ADN (Martin  et al. , 2005; Markesbery & 

Lovell, 2007) . 

Muchos estudios han demostrado que las especies reactivas del 

oxígeno tienen un rol importante en la fisiopatología de varios 

desórdenes neurológicos  (Kontos, 1985; Chan, 2001), entre los 

que se destacan las lesiones isquémicas.  
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A fin de  contrarrestar los efectos tóxicos de las especies 

reactivas , el SNC posee tres mecanismos enzimáticos 

antioxidantes principales: (1) SOD, mencionada más arriba (2) 

catalasa, que cataliza la formación de oxígeno molecular a 

partir de H2O2, y (3) (GSH) glutatión peroxidasa, que cataliza la 

formación de agua a partir de H2O2, utilizando equivalentes de 

reducción de GSH, que, a su vez, pueden ser reestablecidos vía 

la GSH reductasa (Jackson  et al. , 1991). Otras defensas 

antioxidantes celulares están constituidas  por moléculas 

pequeñas que pueden actuar como sustrato de las reacciones de 

oxidación. Entre ellas, algunas se encuentran  en la fase 

lipídica como los tocoferoles, carotenoides y ubiquinoles, en 

tanto que otras actúan en f ases acuosas siendo los principales 

representantes de esta última clase el ascorbato y el ácido 

úrico (Boscoboinik  et al. , 1991) . 

La reoxigenación posterior a una hipoxia o una isquemia genera 

una sobreproducción de ROS en mitocondrias y el consumo de los 

antioxidantes endógenos puede conducir a un dramático incremento 

de las ROS intracelulares  (Sugawara  et al. , 2004) .  

En general, el SNC es altamente susceptible al daño oxidativo 

debido a sus altos niveles de hierro y lípidos poliinsaturados y 

a los niveles relativamente bajos, en comparación con otros 

tejidos, de antioxidantes celulares (Jackson  et al. , 1990) . 

Además, el SNC en desarrollo es aún más susceptible que el SNC 

adulto, dado que durante el desarrollo los niveles de las 

enzimas antioxidantes catalasa y GSH peroxidasa son menores que 

en el adulto  (Pan & Perez - Polo, 1993; Sampath  et al. , 1994) . 

 

3.2.2 Especies reactivas del nitrógeno: óxido nítrico y 

peroxinitrito  

El óxido nítrico (NO) es una molécula diatómica simple. Es un 

gas incoloro a temperatura y presión ambiente, y su solubilidad 

en agua es similar a la del O 2 (2 mM). Es relativamente 

lipofílico (6 - 8 veces más soluble que en agua) (Shaw et al , 

1977), por lo cual sus reacciones se ven dramáticamente 

i ncrementadas en membranas biológicas con respecto a ambientes 
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acuosos. Tiene naturaleza de radical libre ya que posee un 

electrón desapareado que es compartido por el nitrógeno y el 

oxígeno, con predominancia sobre el nitrógeno, por lo que el NO 

reacciona con otras moléculas a través de este átomo (Fukuto et 

al , 2000) . 

El NO es un ó xido de nitrógeno que puede ser extensamente 

reducido u oxidado en sistemas biológicos, originando una 

familia de especies secundarias. Para analizar los efectos del 

NO y sus derivados, debemos considerar la química biológica del 

NO, que comprende un número pequeño de reacciones con 

componentes normalmente presentes en las células.  

En particular, la reacción del  NO con el O2
- , generando 

peroxinitrito (ONOO - ),  es muy favorable (Blo ugh et al , 1985) y su 

velocidad de reacción está limitada por la difusión de las 

especies (Huie et al , 1993) (ecuaciones  2 y 3).  

                    NO  + O 2
-    →   ONOO-        [2]  

              ONOO-  + H +   →  HO•  +  •ONO     [3] 

La protonación del ONOO -  es seguida por la rápida lisis del 

ácido, que genera dos radicales de vida media muy corta, el NO 2• 
y el OH •. Estos radicales son responsables de gran parte del  

espectro de las reacciones del ONOO - , en su mayoría de oxidación  

de constituyentes biológicos (Pryor et al , 1999). La altísima 

reactividad del ONOO -  se ve limitada en parte por su corta vida 

media (0 , 67 seg) que asegura una baja difusión (Denicola et al , 

1998). Esta particularidad determina que el ONOO -  actúe 

solament e en el sitio donde es formado. Esta forma de 

utilización del NO constituye su principal forma de metabolismo.  

El NO reacciona también con determinadas proteínas que contienen 

hierro. Específicamente, se une al Fe 2+ formando un nitrosil - Fe 

(NO- Fe) que modifica las propiedades químicas del grupo 

prostético, modificando la actividad biológica de la enzima.  
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El ONOO-  es considerado actualmente el principal mediador de la 

toxicidad del NO  (Bolanos  et al. , 1995; Darley - Usmar et al. , 

1995; Szabo, 1996) . Esta especie es altamente reactiva, y puede 

reaccionar con diversas  biomoléculas, como lípidos  (Trostchansky 

& Rubbo, 2007)  y proteínas (Demicheli  et al. , 2007), n itrándolas  

y por lo tanto alterando su funcionalidad . La evidencia 

experimental que sostiene esta afirmación está basada en un gran 

número de estudios que han demostrado que la presencia conjunta 

de NO y superóxido es necesaria para que el daño se produzc a, 

aun en situaciones en las que el evento primario es un 

incremento en la síntesis de NO.  Un estudio en cerdos neonatos 

constituye probablemente una de las evidencias pioneras  de la 

importancia del ONOO -  como mediador del daño luego de una H-I . 

En este estudio se ha observa do, por un lado, un incremento en 

los complejos de inclusión de spin de fenil N - tert - butilnitrona 

( PBN spin adducts ), indicando un incremento de especies 

reactivas del oxígeno o de peroxinitrito, y por otro lado un 

aumento  en la peroxidación lipídica. Ambos cambios pudieron 

prevenirse con la administración de un inhibidor de las 

isoformas constitutivas de NOS (Numagami  et al. , 1997). Esto 

sugiere fuertemente que el ONOO - , formado  a partir del NO y del 

O2
-  existente , es el agente activo en este caso. El hecho de que 

tanto los  scavengers  de ROS como los inhibidores de NOS sean 

capaces de disminuír el daño celular luego de una H - I en 

diversos estudios es consistente con esta hipótesis  (Dawson  et 

al. , 1996; Xia  et al. , 1996) . 
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3.2.2.1  Generación de NO: Las óxido nítrico sintasas.  

El NO es generado por una familia de enzimas, conocidas como 

óxido nítrico sintasas (NOS). Se han identificado  tres isoformas 

distintas de NOS que son producto de diferentes genes, y que 

poseen diferente  regulación, sensibilidad a inhibidores y 

propiedades catalíticas. Estas isoformas presentan entre un 51 y 

57 % de homología en humanos, y cada una de ellas muestra 

diferentes variantes de splicing (Alderton et al., 2001; Newton, 

2003) . 

Las isoformas clásicas de la NOS comprenden a la NOS neuronal 

( nNOS), hallada por primera vez en tejido nervioso, y siendo la 

variante predominante en este tejido;  la NOS inducible (iNOS), 

que es la isoforma capaz de ser inducida en una gran variedad de 

tejidos y por diversos  estímulos; y la isoforma endotelial 

(eNOS), que se encontró por primera vez en tejido endotelial. 

Estas isoenzimas han sido diferenciadas en base al carácter de 

su expresión, siendo eNOS y nNOS enzimas típicamente 

constitutivas, mientras que la iNOS es la variante cuya 

expresión podía estar sujeta a modulación. Las NOS presentan dos 

dominios: un dominio N - terminal o dominio oxidasa, que contiene 

sitios de unión para el grupo hemo, tetrahidrobiopterina (BH4), 

y L- arginina. Este dominio está unido, mediante un sitio que se 

une a  calmodulina (CaM) , al dominio C - terminal o dominio 

reductasa, que  contiene sitios de unión para FAD, FMN y NADPH 

(Richards & Marletta, 1994; Ghosh et al., 1995; McMillan & 

Masters, 1995) . 

La reacción de formación del NO sucede en dos pasos: primero, la 

NOS hidroxila uno de los nitrógenos guanidínicos de la L -

arginina para dar N - hidroxi -L- arginina (NOHA), un intermediario 

de reacción que permanece unido a la enzima. La NOHA luego se 

oxida para generar NO y L- citrulina (Figura 1). Los electrones 

son donados por el NADPH y el O 2 es utilizado como co - sustrato; 

un átomo se adiciona a la L- arginina para dar L- citrulina, y el 

otro forma parte del NO (Nathan, 1992). La  transferencia de 

electrones a través de los grupos prostéticos de las NOS es 

compleja y los mecanismos propuestos son controvertidos. Todas 
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las NOS requieren la presencia de BH4 para estabilizar la 

formación del homodímero. Además, todas requieren la unión de 

CaM para permitir el flujo de electrones hasta L - arginina. La 

afinidad con que se une la CaM es una de las principales 

diferencias entre las isoformas de NOS, siendo muy afín la iNOS. 

Esta característica es la que la hace aparentemente 

independiente de calcio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La nNOS fue la primera isoforma en ser purificada y clonada a 

partir de cerebelo de rata, es también conocida como NOS - 1 

(Bredt & Snyder, 1990). Sin embargo, nNOS no se expresa 

exclusivamente en el sistema nervioso, sino que se encuentra en 

otros tipos celulares como el neutrófilo  , ciertos linfocitos, 

testículo y músculo esquelético  (Gatto  et al. , 1999). Su 

actividad está finamente regulada por la concentración de Ca 2+ 

intracelular; al unir Ca 2+, la CaM adquiere una conformación muy 

afín por la nNOS, activándola.  

 

Figura 1. Reacción de síntesis de óxido nítrico.  Las óxido nítrico sintasas 
(NOS) en pr esencia de O 2 y cofactores, generan NO a partir del aminoácido L-
arginina  con la producción concomitante de L- citrulina. Los cofactores 
incluyen nicotinamida adenín dinucleótido fosfato reducido (NADPH), 
tetrahidrobiopterina (BH 4), flavina mnonucleótido  (F MN) y flavina adenín 
dinucleótido  (FAD). La modulación de las NOS mediante inhibidores 
competitivos, como L- NAME y 7 - NI, o la disponibilidad de L- arginina y de 
cofactores, son posibles blancos de intervención  farmacológica de esta vía.  
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El gen de la nNOS posee una gran diversidad a nivel 

transcripcional  (Brenman  et al. , 1997). Se conocen al menos 5 

promotores y 3 exones 1 alternativos, que se utilizan en 

distintos tipos celulares, en distintos estadios del d esarrollo. 

En neuronas, la isoforma predominante es aquella en la que todos 

los exones son incluidos en el mRNA y la proteína monomérica 

resultante tiene un peso aproximado de 160 kDa (Ignarro, 1989) . 

Se la conoce como la variante nNOSα. Entre sus características 

está la de poseer un dominio PDZ de unión a proteínas, a través 

del cual se asocia con proteínas estructurales de la membrana 

post - sináptica y con la distrofina en fibras musculares (Brenman  

et al. , 1995; Brenman  et al. , 1996) .  

 

3.2.2.2  Óxido nítrico sintasa mitocondrial  (mtNOS)  

La existencia de una NOS mitocondrial (mtNOS) ha sido demostrada 

en una variedad de sistemas biológicos y mediante diferentes 

acercamientos experimentales. La producción de óxido nítrico en 

la mitocondria fue demostrada  de forma directa (conversión de L -

arginina a L - citrulina; método radioactivo) e indirecta 

(generación de NO, evaluado por resonancia electrónica 

paramagnética por atrapamiento de spin u oxidación de 

oxihemo globina dependiente de NO). La expresión y actividad de 

una mtNOS constitutiva en mitocondrias de hígado de rata fueron 

demostradas en forma paralela por los grupos de Giulivi (Giulivi  

et al. , 1998)  y Ghafourifar (Ghafourifar & Richter, 1997) . 

Ghafourifar y Ritcher siguieron la producción de NO por 

oxidación de oxihemoglobina, y observaron la producción de NO 

tanto en mitocondrias intactas como en mitoplastos (membrana 

mitocondrial interna que encierra matriz). Asimismo, vieron que 

las partículas sub - mitocondriales (la membrana interna inside -

out), pero no la matriz mitocondrial, producían NO y eran 

sensibles a los inhibidores de las NOS convencionales, indicando 

que la mtNOS estaría asociada con la cara matricial de la 

membrana interna mitocondrial; y que produciría  NO 

enzimáticamente. Otros laboratorios demostraron la existencia de 
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la mtNOS en fracciones mitocondriales menos purificadas o en 

células aisladas, utilizando diferentes métodos como la 

colocalización de la producción de NO en la mitocondria, y la 

detecció n de NO con un electrodo específico, entre otros (Kobzik  

et al. , 1995; Lopez - Figueroa  et al. , 2000; Kanai  et al. , 2001) . 

Dado que las isoformas constitutivas de la NOS, nNOS y eNOS, 

dependen de calcio para la producción de NO (Mayer  et al. , 1989; 

Bredt & Snyder, 1990; Mayer  et al. , 1990), era de esperar que 

aumentos en el calcio mitocondrial fuesen necesarios para 

activar a la mtNOS. De acuerdo con esto, Ghafourifar y Ritcher  

observaron una estimulación en la producción de NO por mtNOS 

tras el agregado de Ca 2+ a la mitocondria  (Ghafourifar & Richter, 

1997) . 

A pesar que la existencia y las funciones mitocondriales de la 

mtNOS han sido confirmadas en muchos tejidos, órganos y células, 

aún se debate cual de las isoformas de las NOS clásicas sería la 

mtNOS. Siguiendo la producción de NO mitocondrial con electrodos 

para NO, se vio que ratones knock - out  para nNOS no producían NO 

(Kanai  et al. , 2001). Independientemente, Elfering y 

colaboradores  (Elfering  et al. , 2002)  llegaron a la conclusión 

de que la mtNOS correspondería a la variante α de la nNOS.  

 

3.2.2.3  Efectos del óxido nítrico sobre la mitocondria  

El NO actúa sobre varios sitios de la cadena de transporte de 

electrones. El efecto más caracterizado es que posee sobre la 

citocromo oxidasa (complejo VI). El NO es un inhibidor con alta 

afinidad por el complejo IV (IC 50 = 0.1 µM), compitiendo  con el 

O2 por el sitio de unión a la enzima. La inactivación es 

reversible y dependiente de la dosis  (Cleeter  et al. , 1994) . 

Este efecto del NO se alcanza en concentraciones bajas y 

fisiológicas (50 - 100 nM NO inhiben el 50% de la actividad de la 

citocromo oxidasa). Asimismo, al ser el NO un inhibidor 

competitivo del O 2, el efecto del NO es dependiente de la 

concentración de este último: cuando disminuye pO 2, aumenta el 

efecto del NO, y disminuye así el consumo de oxígeno. Cuando la 
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relación O 2: NO es 1:150, el consumo de oxígeno se reduce al 50 

% del máximo (Poderoso  et al. , 2000) . 

En la última década se han dado a conocer  efecto s específicos 

del NO sobre el complejo I. Clementi y colaboradores (Clementi  

et al. , 1998), observaron que el NO en concentración micromolar 

inhibe la respiración y la actividad del complejo I. De acuerdo 

con esto, también se ha informado  que la producción de ONOO -  

dependiente de NO en mitocondrias de hígado y corazón induce la 

inhibición persistente de la actividad NADH - citocromo c  

reductasa, mientras que los complejos II y III no se ven 

afectados (Riobo  et al. , 2001) .  

Además, el ONOO -  produce, en las mitocondrias, la inactivación 

irreversible de enzimas mediante la reacción con aminoácidos que 

son críticos para su actividad catalítica. En esas organelas, la 

vida media del ONOO -  es de 3 a 5 milisegundos dado su alto grado 

de reactividad, por lo tanto un aumento  en el estado 

estacionario mitocondrial de ONOO -  lle va a alteraciones en la 

homeostasis mitocondrial (Radi, 2004). En la cadena  de 

transporte de electrones, el ONOO -  posee efectos marcadamente 

diferentes a los producidos por el NO (Cassina & Radi, 1996) . 

Mientras el NO inhibe reversiblemente al complejo IV, el ONOO -  

produce la inactivación de los complejos I, II y IV (Radi  et 

al. , 1994; Szabo & Salzman, 1995; Borutaite  et al. , 2000; Riobo  

et al. , 2001) . 

El ONOO- es un oxidante muy potente que puede provocar  daños en 

el ADN, peroxidación lipídica y aumentar la permeabilidad 

mitocondrial a los protones (Gadelha et al., 1997), causando un 

pronunciado aumento del volumen, denominado swelling, que puede 

incluso producir la ruptura de la membrana mitocondrial externa.  

 

 

4.  Neuroprotección por precondicionamiento hipóxico  

 

Las investigaciones sobre los mecanismos  protectores endógenos 

se remontan a la década de los años ’40. Fue Noble quien propuso 
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por primera vez que cortos períodos de hipoxia pueden proteger 

al organismo y al metabolismo energético del cerebro durante 

períodos de hipoxia más prolongados (Noble, 1943) . Dos décadas 

más tarde, Janoff introdujo el término ‘precondicionamiento’ 

para referirse a estímulos que, administrados por debajo del 

umbral de daño, confieren protección ante un estímulo posterior 

de mayor intensidad (Janoff, 1964). En 1986 Schurr y 

colaboradores demostraron en un modelo in vitro que la hipoxia 

puede conferir adaptación a una hipoxia posterior (Schurr  et 

al. , 1986), y en el mismo año Murry y colaboradores encontraron 

que periodos cortos, no dañinos, de isquemia, protegían  al 

miocardio de isquemias más severas (Murry  et al. , 1986). Las 

investigaciones tempranas sobre este fenómeno se centraban 

fundamentalmente en el llamado ‘precondicionamiento rápido’ 

(también conocido como ‘precondicionamiento clásico’), en el que 

la protección endógena se establece luego de minutos de aplicar 

el estímulo precondicionante. Fue recién en 1990 que Kitagwa y 

colaboradores demostraron la existencia de una forma de 

precondicionamiento retrasada en el tiempo y dependiente de la 

síntesis de proteínas, que se manifestaba horas  o días luego de 

la aplicación del estímulo inicial (Kitagawa  et al. , 1990). A 

partir de allí, muchos estudios han explorado la señalización y 

los mecanismos efectores. Sin embargo, los mecanismos que 

subyacen a la neuroprotección por precondicionamiento hipóxico 

aún se encuentran incompletamente compre ndidos (Dirnagl & 

Meisel, 2008). Esto se debe a que existen múltiples vías 

moleculares interconectadas, muchas de ellas comunes a varios 

estímulos precondicionantes. Una evidencia de esto es la 

existencia de  un fenómeno conocido como ‘tolerancia cruzada’ en 

el que un estímulo estresante de una clase puede conferir 

tolerancia ante una injuria provocada por un stress de otra 

clase (Kirino, 2002). Sin embargo, también hay evidencias que 

sostienen que ciertas vías tienen mayor preponderancia que 

otras, dependiendo de la naturaleza del estímulo 

precondicionante (Steiger & Hanggi, 2007) . 
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Entre los mecanismos moleculares que han sido vinculados al 

fenómeno del precondicionamiento hipóxico - isquémico en el SNC, y 

por ende, a los mecanismos endógenos de neuroprotección, se 

encuentran las  siguientes vías:  MAPKinasas (mitogen activated 

protein kinases), en particular ERK (Jones & Bergeron, 2004)  y 

p38 (Nishimura  et al. , 2003), PI3K/Akt (Ruscher  et al. , 2002) , 

JAKs/STATs (Digicaylioglu & Lipton, 2001)  y el factor de 

transcripción inducible por hipoxia 1 (HIF - 1)(Sharp  et al. , 

2004; LaManna, 2007). Este último ha concitado particular 

interés por su posición estratégica como sensor  intracelular de 

las tensiones de oxígeno.  

 

 

5.  Factor inducible por hipoxia 1 (HIF - 1)  

 

La investigación sobre los mecanismos moleculares que subyacen a 

una de las más sorprendentes respuestas a la hipoxia  - la 

inducción de la hormona hematopoyética eritripoyetina (EPO) - 

condujo a la primera detección del factor de transcripción 

inducible por hipoxia. Cuando se reduce el contenido sanguíneo 

de oxígeno en condiciones de anemia o elevada altitud, la 

producción de EPO por fibroblastos del intersticio renal se 

enciende rápidamente. Esta inducción de aproximadamente 100 

veces en contenido de mARN y proteico de EPO, induce a su vez la 

respuesta eritropoyética que incrementa directamente  la 

eficiencia del transporte sanguíneo de oxígeno. Estudios de las 

interacciones ADN - proteína en el enhancer 3’ del gen de EPO, 

identificaron un complejo proteico que sólo estaba unido en 

condiciones de hipoxia. Fue designado factor inducible por  

hipoxia 1 (HIF - 1, hipoxia - inducible factor 1 )  (Semenza & Wang, 

1992) . 

El factor de transcripción HIF - 1 tiene un rol esencial en el 

mantenimiento de la homeostasis del oxígeno en organismos 

metazoos, controlando a expresión de cientos de genes (Semenza, 

2007) . Dado que la batería de genes blanco  varía  

considerablemente de un tipo celular a otro, el transcriptoma 
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completo de HIF - 1 incluye probablemente miles de genes. Entre 

ellos se encuentran los que codifican transportadores de glucosa 

y enzimas de la glucólisis, que catalizan la producción 

anaeróbica de ATP a través de la fermentación de glucosa a ácido 

lá ctico.  HIF - 1 regula,  además, la síntesis de acetil CoA 

mitocondrial, la composición de subunidades de citocromo oxidasa 

(complejo IV) y la biogénesis mitocondrial (Zhang  et al. , 2007) .  

En conjunto, las vías mediadas por HIF influencian la adaptación 

metabólica, la  eritropoyesis, la angiogénesis, el crecimiento y 

diferenciación celular, supervivencia y apoptosis, cumpliendo un 

rol central en la homeostasis del O 2 durant e el desarrollo 

embrionario y la vida adulta, tanto en condiciones normales como 

patológicas (Semenza, 1998; Maxwell  et al. , 2001) . 

HIF - 1 es un heterodímero compuesto de dos proteínas con dominios 

básicos hélice - vuelta - hélice (bHLH, basic hélix - loop - helix ) 

pertenecientes a la familia PAS . Está compuesto por u na 

subunidad HIF - 1α regulada por O2 y una subunidad HIF - 1β 
constitutivamente expresada, que es idéntica a ARNT ( aryl 

hydrocarbon receptor nuclear translocator ) (Wang  et al. , 1995) . 

La subunidad α  contiene cuatro dominios diferentes (Jiang  et 

al. , 1997; Pugh  et al. , 1997). El dominio N - terminal contiene 

los dominios bHLH y PAS que median la dimerización con la 

subunidad 1β y la unión del heter odímero al ADN en 

localizaciones específicas en los promotores o enhancers  de 

diversos genes, denominadas elementos de respuesta a hipoxia 

(HREs, hypoxia response elements ), caracterizados por la 

secuencia consenso (5’ - RCGTG- 3’). La parte media de la prote ína 

contiene un dominio de degradación dependiente de oxígeno (ODDD, 

oxygen - dependent degradation domain ) entre los residuos 401 - 603, 

que controla la estabilidad de la proteína como una función de 

la tensión de oxígeno. Además, la proteína posee dos dominios de 

transactivación, que interactúan con proteínas coactivadoras, 

como p300, que son requeridas para activar la transcripción de 

los genes blanco (Jiang  et al. , 1997) . 

HIF - 1α es continuamente sintetizada y degradada bajo condiciones 

normóxicas, teniendo, en estas condiciones, una vida media 
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extraordinariamente corta (menos de 5 min a 21%  de O2)  y con 

concentraciones de estado estacionario muy bajas (Jewell  et al. , 

2001) . Por el contrario, bajo condiciones hipóxicas  su 

degradación es inhibida,  por lo que  HIF - 1α se acumula. Al 

incrementar su concentración, HIF - 1α dimeriza con HIF- 1β, se une 
a los HREs  que activan en cis  a los genes blanco, y recluta a 

proteínas coactivadoras, que, en conjunto, conducen a un 

incremento en la transcripción (Weidemann & Johnson, 

2008) ( Figura 2 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2. Regu lación de HIF-1 α por hidroxilación de prolinas . (a) En condiciones 
normóxicas, HIF- 1α es hidroxilado en residuos de prolina en una reacción 
catalizada por las HIF-prolil hidroxilasas (PHD1, 2 y 3), en presencia de O 2, 
Fe2+,α- cetoglutarato (2-OG) y ascorbat o. HIF - 1α hidroxilado es reconocido por 
pVHL (el producto del gen supresor de tumores von Hippel-Lindau), que  en 
conjunto con un complejo E3 ubiquitín ligasa, marca a HIF- 1α con poliubiquitina, 
lo que permite reconocimiento por parte del proteasoma y su po sterior 
degradación. (b) En respuesta a la hipoxia, se inhibe la reacción de 
hidroxilación por falta de sustrato. HIF- 1α se acumula, transloca al núcleo y 
allí dimeriza con HIF -1 β. El heterodímero HIF- 1 se une a los elementos de 
respuesta en los genes blanco (HREs) y recluta co-activadores transcripcionales 
tales como p300/CBP. Los genes blanco regulan un amplo espectro de funciones 
celulares.Ub: ubiquitina. CBP: CREB-binding protein.  
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 Un elemento importante en la complejidad del sistema está dado 

por la existencia de HI F- 2α, parálogo  de HIF - 1α, que también 

está regulado por O 2, dimeriza con HIF - 1β y activa la 
transcripción de un conjunto distinto, aunque parc ialmente 

redundante de genes (Hu  et al. , 2006). Sin embargo, sólo se ha 

demostrado un rol importante de HIF - 2α en tipos celulares 
restringidos, como macrófagos y células endoteliales (Schmid  et 

al. , 2004). Otro parálogo, HIF - 3α, cuya similitud con HIF- 1α es 
más distante, parecería actuar como un inhibidor de HIF - 1α, 
aunque su función no se encuentra comprendida claramente en la 

actualidad (Makino  et al. , 2007) . 

La rápida degradación de HIF - 1α bajo condiciones normóxicas se 

produce a través de la vía ubiquitina - proteasoma  (Schofield & 

Ratcliffe, 2004). Esta degradación se gatilla por la unión a 

HIF - 1α  de la proteína supresora de tumores von Hippel - Lindau 

(pVHL), que interactúa con la proteína Elongin C, y luego 

recluta a un complejo E3 ubiquitín - ligasa que ubiquitiniza a 

HIF - 1α, marcándolo para su degradación vía el proteasoma 26 S. La 

unión de pVHL a HIF - 1α depende de la hidroxilación de por lo 

menos un residuo de prolína crítico,  en las posiciones 402 y 

564, dentro del ODDD,  por un conjunto de enzimas denominadas 

HIF - prolil hidroxilasas.  

 

 

5.1 Regulación de HIF por medio de HIF - prolil hidroxilasas  

Las prolil hidroxilasas específicas de HIF, también llamadas 

HIF - prolil hidoxilasas (referidas aquí como PHDs) pertenecen a 

la superfamilia de dioxigenasas dependientes de Fe 2+ y de α-

cetoglutarato (2 - oxoglutarato) (Bruick & McKnight, 2001; Epstein  

et al. , 2001; Ivan  et al. , 2002). Por ser dioxigenasas, estas 

enzimas son capaces de escindir el oxígeno molecular e 

incorporar  ambos átomos de oxígeno  a sus productos. Uno de los 

átomos de oxígeno es incorporado en la forma de grupo hidroxilo 

a residuos específicos de prolina de HIF - αs, mientras que el 
otro es utilizado en una reacción acoplada: la descarboxilación 

oxidativa del α- cetoglutarat o rindiendo succinato y CO 2 (Hirsila  



   Introducción  
            

- 23 - 

 

et al. , 2003)(Figura 3). Este proceso ha sido confirmado 

isotópicamente utilizando 18O (Hewitson  et al. , 2007) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A diferencia de algunos miembros de la familia de las 

dioxigenasas, el requerimiento de O 2 como sustrato es absoluto y 

no puede ser reemplazado por una molécula de H 2O (McNeill  et 

al. , 2002) . De esta manera, la reacción de hidroxilación, y por 

ende la degradación de HIF - 1α, depende de manera inherente de la 
presión parcial de O 2, constituyendo la base molecular de la 

función de estas enzimas como sensores de oxígeno.  Por  lo 

tanto, la hidroxilación de HIF vincula directamente los cambios 

en la concentración de oxígeno molecular a la regulación de 

cascadas  de transcripción. De acuerdo con su papel de sensores 

de oxígeno, las PHD poseen valores de Km para el O 2 cercanos a 

100 µm  (Koivunen  et al. , 2006; Ehrismann  et al. , 2007), mucho 

mayores a la concentración de oxígeno en los tejidos, que 

típicamente está en el rango de 10 - 30 µm. Esto es importante ya 

que, al no producir las células animales oxígeno molecular, 

puede asumirse  que esos valores representan las concentraciones 

máximas de oxígeno disponibles a la enzima, independientemente 

de los gradientes intracelulares. Por esta razón, la pO2 

intracelular será esencialmente menor al Km aparente por el 

oxígeno, permitiendo que la actividad enzimática sea regulada 

por la disponibilidad de oxígeno molecular a lo largo de todo el 

 
Figura 3. Reacción catalizada por las HIF-prolil hidroxilasas (PHDs) . Las 
enzimas utilizan O 2 y α- cetoglutarato como co-sustratos, y Fe 2+ y ascorbato 
como cofactores. La reacción de hidroxilación produce hidroxiprolina y 
succinato.  
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rango fisiológico, dada una cinética del tipo Michaelis - Menten 

(Kaelin & Ratcliffe, 2008) . 

El ión ferroso (Fe 2+) constituye un elemento importante en la 

regulación de la actividad enzimática. Se localiza en el sitio 

activo - predominantemente hidrofóbico - y es requerido para que 

la enzima adquiera una conformación activa (McDonough  et al. , 

2006) . Durante la reacción completa, Fe 2+ es oxidado 

transitoriamente a Fe 4+, regresando luego a su estado inicial 

(Counts  et al. , 1978; Nietfeld & Kemp, 1981). Sin embargo, las 

PHD pueden también catalizar la reacción de manera desacoplada, 

convirtiendo al α- cetoglutarato a succinato sin la hidroxilación 

del péptido sustrato. Bajo esas condiciones, Fe 2+ es oxidado a 

Fe3+ y para que la enzima pueda ser reciclada  al cabo de este 

proceso, se requiere  ascorbato para reducir el Fe 3+ nuevamente a 

Fe2+ (Counts  et al. , 1978; Nietfeld & Kemp, 1981) . 

Por estas razones, tanto los niveles intracelulares de Fe 2+  como 

los de ascorbato pueden afectar la actividad enzimática de las 

PHDs y la acumulación de HIF - αs ( Figura 4 ) (Knowles  et al. , 

2003; Knowles  et al. , 2006) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Factores que regulan la actividad de las HIF-prolil hidroxilasas 
(PHDs) . Además del rol central de la disponibilidad de O 2, numerosos estímulos 
fisiológicos y farmacológicos regulan la actividad de las PHDs, promoviendo 
una regulación fina de su actividad en relación al microambiente celular. Las 
interacciones estimulatorias se indican con ↓, y las inhibitorias con ⊥. 
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La estructura y la función de las PHDs se encuentran conservadas 

evolutivamente. Sólo un ortólogo de PHD ha sido detectado en 

Caenorhabditis elegans . En contraste, tres PHDs se han 

identificado en células de vertebrados, PHD1, PHD2 y  PHD3, cuyos 

nombres alternativos son EglN2, EgN1 y EglN3, respectivamente. 

Las tres PHDs comparten un dominio C - terminal altamente 

conservado, responsable de la actividad enzimática, difiriendo 

en sus extremos N - terminales (Epstein  et al. , 2001) .  

Notablemente, trabajos recientes basados en el silenciamiento 

por siRNA sugieren que PHD2 –de localización citoplasmática 

(Metzen  et al. , 2003) - es la isoforma de la que depende de 

manera predominante la estabilidad de HIF - 1α in vivo (Berra et 

al., 2003) . A pesar de hidroxilar a HIF - 1α cuando se 
sobreexpresan, aún no se ha determinado las funciones 

fisiológicas de PHD1 y PHD3.  

La vida media de HIF - 1α también se encuentra regulada de manera 

independiente de O 2 por la unión competitiva de de HSP90, que 

estabi liza a la proteína, o de RACK1, que interactúa  con 

Elongin C promoviendo la ubiquitinización de HIF - 1α y su 
degradación independiente de PH D2 y de pVHL (Liu  et al. , 2007) . 

Un segundo mecanismo principal de regulación independiente de 

O2, es la estimulación de la transcripción de HIF - 1α mediante la 
transducción de señales vía fosfatidilinositol 3 - kinasa, AKT y 

mTOR (Laughner  et al. , 2001) . 

 

 
6.  Modelo de trabajo  

Los resultados del presente estudio se han realizado en un 

modelo de hipoxia prenatal in vivo  desarrollado en nuestro 

laboratorio, utilizando embriones de aves, que permite además, 

la administración de diversos agentes farmacológicos mediante la 

inyección en la membrana corion - alantoidea (Rodriguez Gil  et 

al. , 2000) . 

Los modelos de hipoxia hipóxica prenatal en mamíferos son 

escasos debidos a la dificultad operativa para manipular los 

embriones  dentro del útero y a la presencia de factores maternos 

que poseen fuertes mecanismos compensatorios a través de la 
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placenta. En cambio, en las especies ovíparas, la condición 

hipóxica prenatal puede inducirse con mucha facilidad, mediante 

el simple cambio  de las condiciones atmosféricas en la que son 

incubados los huevos (Rahn  et al. , 1987; Wagner - Amos & Seymour, 

2002) . 

En nuestro diseño experimental, huevos embrionados en el día 12 

de su desarrollo son  colocados en una cámara sellada 

herméticamente. La injuria hipóxica se realiza perfundiendo la 

cámara, durante 60 min, con una mezcla gaseosa compuesta por O 2 

al 8% y N 2 al 92%, a presión atmosférica, con temperatura y 

humedad controladas.  

Utilizando el modelo de hipoxia mencionado anteriormente, hemos 

demostrado que en el día embrionario (DE) 12 los embriones son 

susceptibles  a la injuria hipóxica (Vacotto  et al. , 2006)  , y se 

han establecido los parámetros para obtener una sobrevida del 

100% luego del evento hipóxico (Rodriguez Gil  et al. , 2000) . 

Los modelos isquémicos, a pesar de su relevancia clínica, 

imponen condiciones muy complejas  al tejido nervioso ( e.g  

hipoxia, hipoglucemia, hipercapnia e inflamación) (Lipton, 

1999) , dificultando la elucidación de los mecanismos moleculares 

que subyacen a la muerte y sobrevida  neuronal. En cambio, el 

modelo utilizado en el presente trabajo, puramente hipóxico, 

ofrece un contexto simplificado para elucidar los cambios 

provocados por los cambios en una única variable: la presión 

parcial de oxígeno.  

Nuestro estudio se centra, específicamente, en el lóbulo óptico 

(LO), una estructura mesencefálica bilateral encargada del 

procesamiento de la información visual (F igura  5) (Mey & Thanos, 

2000).  
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6.1 El lóbulo óptico  

En las aves los LO  se encuentran muy desarrollados 

anatómicam ente, formando dos estructuras globulares a ambos 

lados de la línea media del encéfalo, cubiertas parcialmente en 

el animal adulto por los hemisferios cerebrales y por el 

 

Figura 5. Modelo de trabajo.  (A) Embrión de pollo en el día embrionario (DE)  
12. (B) Vista superior del encéfalo de un embrión de pollo en el DE 12. HC: 
hemisferio cerebral. LO: lóbulo óptico. C: cerebelo. (C) Composición 
fotográfica de  una sección transversal del LO a la altura de la línea punteada 
representada en (B). La sección fue teñida con violeta de cresilo (Técnica de 
Nissl). Se observa el ventrículo central y la estructura multilaminar del 
téctum óptico. (D) Detalle de un sector  correspondiente al rectángulo 
representado en (C). La sección fue teñida con el intercalante de bases SYTOX 
green.  
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cerebelo (LaVail & Cowan, 1971). El LO recibe la mayor parte de 

las aferencias del tracto óptico que es la continuación, en el 

SNC, del nervio del mismo nombre formado por los axones de las 

células ganglionares d e la retina. Es, por lo tanto, una 

estructura homóloga al colículo superior de mamíferos.  

Secciones del LO revelan una estructura laminar que presenta 

alternadamente capas celulares y plexiformes, denominada téctum 

óptico (TO, Figuras 5C y 5D). Ramón y Cajal numeró 15 estratos 

en el LO comenzando por el estrato óptico superficial (Ramón y 

Cajal, 1911). La terminología utilizada actualmente es la 

nomenclatura propuesta por Huber y Crosby que distingue seis 

láminas principales, una de las cuales está subdividida en 10 

láminas que alternan capas celulares y plexiformes(Huber, 1933)   

El TO presenta una alta proporción de sinapsis GABAérgicas y 

glutamatérgicas, siendo además un modelo representativo de 

plasticidad durante el desarrollo. En nuestro laboratorio, hemos 

descripto la ontogenia de los sitios receptores  GABAérgicos y de 

benzodiazepinas, y su modulación por factores ambientales 

(Gravielle  et al. , 1992)  y diversas drogas tales como: 

benzodiazepinas (Fiszer de Plazas, 1990)  y barbitúricos (Fiszer 

de Plazas  et al. , 1995)   

El desarrollo embrionario del LO puede dividirse en tres fase s 

principales (La Vail JH y Cowan WM, 1971). Durante la primera 

fase (3 a 6 días de incubación) se produce el período de máxima 

proliferación celular, con un pico en el DE 5.  La segunda fase 

(6 a 12 días de incubación) se caracteriza por el desarrollo del  

proceso de estratificación que comienza a medida que un gran 

número de células diferenciadas migran verticalmente del 

neuroepitelio hacia las meninges. En particular, a partir del DE 

12 no aparecen nuevos elementos celulares y comienza el proceso 

de sinap togénesis (Mey & Thanos, 2000) . Durante la tercer fase 

(12 a 18 días de incubación) se completa la diferenciación 

citoarquitectónica del LO.  
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El objetivo general de la presente Tesis ha sido elucidar las 

vías moleculares y eventos de señalización celular que forman 

parte de los mecanismos de injuria y neuroprotección, utilizando 

para ello un modelo de hipoxia aguda experimental desarrollado 

en el laboratorio.  

De ese objetivo general, se derivan los siguientes objetivos 

específicos:  

1-  Analizar la magnitud y cinética temporal de daños oxidativos 

en  lípidos y DNA  luego de un evento hipóxico . 

2-  Determinar si la hipoxia induce la activación de la vía 

apoptótica intrínseca . 

3-  Evaluar la posible modulación de la óxido nítrico sintasa 

mitocondrial (mtNOS) por la hipoxia .  

4-  Estudiar daños bioquímicos y ultraestucturales tempranos en 

mitocondrias y su posible dependencia de óxido nítrico (NO), 

mediante la administración de inhibidores específicos de 

nNOS/mtNOS. 

5-  Desarrollar un modelo de neuroprotección por 

precondicionamiento hipóxico . 

6-  Determinar el rol de la activación de HIF - 1 en la muerte 

neuronal y la neuroprotección por precondicionamiento 

hipóxico mediante la administración de moduladores de las 

HIF - prolil hidroxilasas  

7-  Evaluar el efecto conjunto del precondicionamiento hipóxico y 

la inhibición de nNOS/mtNOS sobre la muerte celular inducida 

por hipoxia.  
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1.  Animales  

Se utilizaron embriones de pollo, de la especie Gallus gallus 

domesticus , pertenecientes a la raza White Leghorn. Los 

embriones fueron colocados en una incubadora Franken 

(fabricación nacional), sin iluminación - excepto durante su 

manipulación - a una temperatura constante de 37°C y una humedad 

del 60%. El volteo automático de los huevos se realizó cada  30 

min , a fin de permitir un correcto desarrollo de las membranas 

extraembrionarias (Tazawa, 1980) .   

 

 

2.  Tratamiento hipóxico  

Para efectuar el tratamiento hipóxico  los huevos, en el día 

embrionario (DE) 12, fueron colocados en una cámara plástica con 

una capacidad aproximada de 10 litros (aproximadamente 30 huevos 

embrionados), herméticamente sellada. Dicha cámara se ubicó 

dentro de la incubadora manteniendo las mismas condiciones de 

temperatura, humedad y presión de incubación. Durante un lapso 

de un minuto  se perfundió la cámara con un flujo de 20 l/min de 

una mezcla de O
2 

al 8 % y N
2 

al 92 %, con las válvulas de escape 

de gases abiertas, para permitir el lavado del aire normóxico 

existente en la cámara. A continuación se redujo el flujo a 1 

l/min, se cerraron las válvulas y se realizó el tratamiento 

durante 60 min. El escape del gas en exceso se produjo por una 

válvula de retención que permitió la salida del mismo sin la 

entrada de aire atmosférico, y sin aumento de la presión interna 

en la cámara hipóxica.  Asimismo un reservorio con hidróxido de 

calcio (Rodríguez & Vidal SRL., Bs.As. Arg.) se colocó dentro de 

la cámara para absorber el CO
2 

formado durante el tratamiento y 

así impedir su posible acumulación.  

Luego del tratamiento hipóxico los animales fueron procesados 

para los estudios bioquímicos o moleculares o bien dejados en un 

ambiente normóxico para su recuperación. Los embriones que 

sirvieron como controles fueron aquellos que no pasaron por la 

cámara de hipoxia.  
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3.  Diseño experimental  

Se realizaron tres diseños experimentales, delineados  

esquemáticamente en la Figura 6 .  

El primer diseño consiste en el tratamiento hipóxico (8% O 2, 60 

min) en el DE 12. Los grupos experimentales de este diseño son 

embriones  procesados a distintos tiempos post - hipoxia.  En 

algunos casos, 20 min antes de la hipoxia, los embriones 

recibieron una dosis  de L- NAME ( Nω- nitro - L- arginin a- metil  ester, 

inhibidor general de todas las isoformas de NOS) o de  7- NI (7 -

nitroindazol, inhibidor selectivo de nNOS/mtNOS)  ( Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA). Solución fisiológica y DMSO fueron sus 

respectivos vehículos.  

El segundo diseño consiste en  un precondicionamiento hipóxico  

(8% O 2, 40 min) de los embriones en el DE 11, seguido de un 

tratamiento hipóxico (8% O 2, 60 min) 24 h después, es decir, en 

el DE 12.  En algunos casos, 20 min antes del precondicionamiento 

hipóxico, los  embriones recibieron una dosis  de Fe 2+, preparada a 

partir de una solución de FeCl 2 ( Mallinckrodt,  Hazelwood  MO USA) 

o de ascorbato (Carlo Erba, Italia), en ambos casos el vehículo 

fue solución fisiológica. En otros casos, el precondicionamiento 

hipóxico fue sustituido  por la administración de CoCl 2 (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA)  en el DE 11.  

El tercer diseño experimental combina la realización de un 

precondicionamiento hipóxico (8% O 2, 40 min) de los embriones en 

el DE 11, con la administración de 7 - NI 20 min antes del 

tratamiento hipóxico (8% O 2, 60 min), que se realiza 24 h 

después . 
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Figura 6 . Diseños experimentales utilizados . En todos  los casos  el tratamiento 
hipóxico (8% O 2, 60 min) se realizó en el día embrionario (DE) 12. Cuando el 
diseño implicó un precondicionamiento hipóxico (8% O 2, 40 min), este se realizó en 
el DE 11 (2a). Alternativamente, el precondicionamiento con cloruro de cobalto 
(CoCl 2, 2b) también se realizó en el DE 11. La administración de fármacos se 
realizó 20 min  antes del precondicionamiento o del tratamiento hipóxico.  
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4.  Administración  in vivo de fármacos  

Para efectuar  la administración in vivo  en forma estéril de 

distintos fármacos  d urante la  incubación  de los embriones se 

utilizó  la técnica de Hamburger (Hamburger, 1960)  modificada por 

Calkin y col (Calkin  et al. , 1994). Brevemente, la técnica 

consiste en remover un sector rectangular de la cáscara de 

aproximadamente 25 mm 2 y aplicar, mediante el uso de una 

mi cropipeta, el fármaco sobre la membrana corion - alantoidea.  

Las concentraciones finales de los fármacos fueron calculadas 

considerando un volumen final de 50 ml/huevo. Los volúmenes 

administrados fueron de 100 µl/huevo.  

 

5.  Fraccionamiento subcelular  

Los  embriones  fueron sacrificados por decapitación y  los lóbulos 

ópticos (LO) rápidamente disecados y colocados en PBS a 0°C . 

 

5.1 Aislamiento y purificación de mitocondrias  

Las mitocondrias fueron aisladas  mediante centrifugación 

diferencial y purificadas a través de un gradiente discontinuo  

de sacarosa, siguiendo un procedimiento previamente descripto 

para tejido nervioso (Rodriguez De Lores Arnaiz & De Robertis, 

1962)  con modificaciones menores. Brevemente, para cada 

tratamient o experimental, los LO  de por lo menos 10 embriones 

fueron homogeneizados (1/3 p/v) en buffer SHE 0,32 M (298 mM  

sacarosa, 0,5 mM EDTA, 20 mM Tris - HCl, 2 mM HEPES, leupeptin a 1 

µM, aprotinin a 1 µM, pepstatin a 1 µM, PMSF 1 µM, pH 7 .4) a 4°C. 

El homogenato fue centrifugado a 600 g por 10 min. El pellet 

(fracción nuclear cruda) fue lavado dos veces mediante una 

rápida re - homogenización en buffer 0,32 SHE, en relación 1/2 y 

1/1 p/v del peso original del tejido, respectivamente, y 

centrifugados nuevamente.  Los sobrenadantes fueron agrupados y 

centrifugados a 10.000 g por 20 min.  Se obtuvo un nuevo 

sobrenadante (S2)  y la fracción mitocondrial cruda como pellet. 

Esta última se resuspendió en buffer SHE 0,32 M  y se colocó 

cuidadosamente en la parte superior de un gradiente formado con 

pasos de 12 ml de buffer SHE 0,8M (778 mM  sacaro sa, 0,5 mM EDTA, 

20 mM Tris - HCl, 2 mM HEPES, pH 7.4)  y 12 ml de buffer SHE 1,2M 
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(1178 mM sacarosa, 0,5 mM EDTA, 20mM Tris - HCl, 2 mM  HEPES, pH 

7.4). Los gradientes fueron centrifugados durante 2h a 65.000 g 

en un rotor SW - 28, separando a las mitocondrias (pellet) de los 

sinaptosomas (en la interfaz 0,8 y 1,2M). El pellet mitocondrial 

fue lavado en 20 m l de buffer SHE 0,32M, centrifugado a 100.000 g 

por 30 min y resuspendido en el mismo buffer.  

La pureza de las fracciones fue determinada  comparando la 

actividad  de lactato deshidrogenasa (marador citosólico) y 

NADPH- citocromo c reductasa (marcador microsomal) con la 

actividad citocromo oxidasa (marcador mitocondrial). Los valores 

de contaminación fueron siempre menores al 5%.  

 

5.2 Obtención de fracciones  citosólica s 

Para obtener fracciones citosólicas, los LO  fueron 

homogeinizados en buffer de homogeinización (s acarosa 320 m M, 

Tris –HCl 20 mM, EDTA  1 mM, EGTA  1 mM, NaF 50 mM, Na 3VO4 1 mM, 

molibdato de amonio  1 mM, leupeptin a 1 µM, aprotinin a 1 µM, 

pepstatin a 1 µM,  PMSF 1 µM, pH 7 , 4) . Las muestras fueron 

centrifugadas a 100.000 g por 30 min, y el sobrenadante (fracción 

citosólica) alicuotado y guardado a   - 20°C.  

 

5.3 Purificación de núcleos y obtención de fracciones nucleares 

solubles  

LO de 6 embriones ( ~0,6g) fueron homogenizados en una relación 

1/10 p/v en buffer A ( sacarosa 0, 32 M, Tris - HCl 20mM, EDTA  1mM, 

EGTA 1mM, DTT 1 mM, espermidina 75 µg/ml; inhibidores de  

fosfatasas : NaF  50 mM, Na3VO4 1 mM, molibdato de amonio 1 mM; 

inhibidores de proteasas: leupeptin a 1µM , aprotinin a 1µM, 

pepstatin a A 1µM, PMSF 1µM, pH 7 ,4 ). El homogenato fue 

centrifugado a 75 g por 4 min. Se recupera el sobrenadante (S 1) 

cuidadosamente, para evitar remover el laxo pellet rojizo  (HDC, 

high density contaminants ). S1 fue centrifugado a 900 g p or 10 

min. Se descarta el sobrenadante (S 2) y el pellet (P 1) se lavó 

mediante rehomogenización en buffer A y una nueva 

centrifugación. El nuevo pellet (NEF, nuclear enriched fraction ) 

es más pálido y compacto que HDC.  NEF fue resuspendido 3 ml de 

buffer A,  al que se le agregan 3 ml de buffer B ( sacarosa 1, 6 M, 
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Tris - HCl 20mM, MgCl2 5 mM, DTT 1 mM, espermidina  75 µg/ml , PMSF 

1µM, pH 7 ,4) . La concentración final de sacarosa de la solución 

es aproximadamente 1 M. La fracción NEF resuspendida fue 

sembrada cuidadosamente sobre un colchón de sacarosa (6 ml de 

buffer B) en un tubo de ultracentrífuga.  Las muestras se 

centrifugaron a 80.000 g en un rotor de ángulo móvil (SW 28) por 

35 min.  Luego de la centrifugación se utilizó una pipeta Pasteur 

para remover una capa de material membranoso y blanquecino 

formado en la interfaz 1 M/1,6M del gradiente. Los núcleos 

purificados forman un pellet compacto y opaco en el fondo del 

tubo  (P 2). P 2 fue resuspendido en 0,5 ml de buffer A, colocado en 

un tubo de microcentrífuga (1,5 ml) y centrifugado por 30 seg a 

máxima velocidad. El pellet conteniendo los núcleos aislado s es 

la fracción nuclear purificada ( PNF, purified nuclear fraction ), 

que puede ser procesada inmediatamente o guardada a - 70°C.  

Para realizar la extracción de proteínas nucleares, PNF fue 

resuspendida en 0,5 ml de buffer de extracción (HEPES 20mM, NaCl  

0, 5M, MgCl 2 1, 5mM, EDTA 0, 2 mM, Triton -X- 100  1% v/v, SDS  0, 025% 

p/v, DTT 1mM, PMSF 1µM, glicerol 20% , pH 7 ,9) e incubada 30 min 

en agitación suave a 4°C. Posteriormente, los núcleos fueron 

lisados completamente mediante 10 pasajes por una jeringa de 18 

gauges. Las muestras se centrifugaron a 9.000 g por 30 min en una 

microcentrífuga. El sobrenadante, la fracción nuclear soluble 

(SNF, soluble nuclear fraction ) fue alicuotada y guardada a -

20°C, en tanto que el pellet formado por la fracción insoluble 

(IF, insoluble fraction ) fue descartado.  

 

6.  Método de Lowry  

La determinación de la concentración de proteínas se realizó por 

el método de Lowry  (Lowry  et al. , 1951) . 10 µl de muestra (5 - 40 

µg) de proteínas se  mezclaron con 10 µl de desoxicolato 5 % y 

se llevó a 0.8 ml con agua. A esta dilución se le agregaron 2 ml 

de buffer de reacción (1 % CuSO 4.5H 2O 1 % tartrato de NaK, 2 % 

Na2CO3 en Na OH 0.1M en proporción 0.1:0.1:10). Se dejó 

reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego se 

agregó 0.2 ml de reactivo de Folin (dil 1:3). Luego de 30 

minutos se midió la absorbancia a 725 nm. Se determinó la 
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concentración de proteínas por extrapolación de las unidades de 

absorbancia obtenidas dentro de una curva de calibración 

realizada con seroalbúmina bovina como estándar.  

 

 

7.  Ensayo de TBARS ( thiobarbituric acid reactive substances ) 

La cuantificación de daños oxidativos a lípidos se realizó 

mediante la cuantificación de sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) de acuerdo con el procedimiento descripto 

por Ohkawa  y colaboradores  (Ohkawa  et al. , 1979), con 

modificaciones menores. Brevemente, homogenatos de LO (200 µg 

proteína) fueron mezclados con una solución 1 µM de sulfato de 

cobre en buffer HEPES 5mM (volumen final: 400 µl). Luego se 

agregó 1 ml de una solución 0,375% ácido tiobarbitúrico/15% 

ácido tricloroacético en HCl 0,25 N, y se incubó durante 30 min 

a 90°C. Posteriormente, las muestras fueron clarificadas por 

medio de una centrifugación (1 . 500 rpm por 10 min). Los 

sobrenadantes fueron removidos y cuantificados en un 

espectrofotómetro de fluorescencia (excitación 520 nm, emisión 

553 nm)  mediante la extrapolación a una curva de calibración de 

tetrametoxipropano en HCl 0,01 N.  Los resultados fueron 

expresados como nmoles de TBARS por mg. de proteína.  

 

8.  Western blot  

Las muestras fueron desnaturalizadas en buffer muestra (62 , 5 mM 

Tris –HCl (pH  6, 8), 2% SDS, 10% β- mercaptoet anol, 10% glicerol, 

0.002% azul de bromofenol) a 100 ºC durante 10 min  y separadas 

en geles de poliacrilamida - SDS de 7,5  a 1 8 % de poro, 

conteniendo 20 a 80 μg de proteína por calle. Las proteínas son 

electro transferidas desde el gel a membranas de PVDF - Plus 

(Millipore Corporation, MA, USA).  

Antes de la exposición a anticuerpos específicos se hace un 

bloqueo con una solución de PBS - Tween- 20 (PBS 1X - Tween 20 0.05%) 

al 4% de leche descremada y 2% de glicina, en agitación durante 

1 hora. Las membranas son incubadas con los anticuerpos 

primarios toda la noche en agitación a 4ºC.  Luego , las membranas  

se lavaron e incubaron con segundos anticuerpos conjugados con  
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HRP. Las bandas se detectaron por quimiolumuniscencia usando ECL  

(GE, USA) . 

 

8.1 Anticuerpos utilizados:  

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti - citocromo c  

(dilución: 1/1000), anti - actina  (dilución: 1/1000), anti - HIF -1 α 

(dilución: 1/700), anti - histona H3  (dilución: 1/700), anti - VDAC 

(dilución: 1/500), anti - nNOS (dil ución: 1/500), anti - subunidad  

de 39 - kDa del complejo I  (dilución: 1/1000), anti - subunidad de 

8.8 - kDa del complejo IV  (dilución: 1/1000) . 

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti - ratón, anti -

conejo y anti - cabra conjugados con HRP ( horseradish peroxidase ) 

Todos los anticuerpos utilizados fueron adquiridos de la 

compañía  Chemicon (Chemicon,Inc., CA, USA).  

 

9.  Medición de actividad de la NOS   

La actividad de NOS fue determinada en fracciones mitocondriales  

midiendo la conversión de [H 3]L - arginina a [H 3]L - citrulina como 

fuera previamente descripto por Knowles y Salter (Knowles & 

Salter, 1998)  con pequeñas modificaciones. Cada preparación (100 

µg de proteínas  de fracciones mitocondriales) fue incubada con 

100 µM L - Arg, 5 µl/ ml [H 3]L - arginina (Ae 53.4 Ci/ mmol, 5 

µCi.ml -1 ), 100 µM NADPH, 0.1µM calmodulina, 0.1 mM CaCl 2, 1 µM 

FAD, 1 µM FMN y 1µM tetrahidrobiopterina en un volumen final de 

100 µl. Luego de 10 minutos de incubación a 37 °C la reacción 

fue detenida por el agregado de 300 µl de buffer HEPES (HEPES 15 

mM, H- EDTA 1.5 mM, pH 5.5). La [H 3]L - arginina no consumida fue 

separada de la mezcla de reacción por agregado de una suspensión 

1:2 de resina de intercambio catiónico Dowex AG 50WX - 8. Esta 

mezcla fue agitada vigorosamente, para favoreces el pegado de la 

[H 3]L - arginina a la resina y luego centrifugada 30 segundos a 

máxima velocidad. Se tomaron 400 µl del sobrenadante que fueron 

mezclados con 1 ml de líquido de centelleo. Las muestras se 

midieron durante 1 minuto en un contador de centelleo líquido 

para partículas beta (Wallac, 1414 Liquid centillation counter). 

Las cuentas por minuto (cpm) se convirtieron a nmoles [H 3]L -

citrulina.min -1 .mg proteína -1  utilizando totales (muestras sin 
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resina) y blancos (sin proteína). La actividad específica de NOS 

se determinó luego de restarse las cpm obtenidas en presencia 

del inhibidor competitivo en una concentración 50 veces mayor  

(5mM) que el sustrato (L - Arg).  

 

10.  Medición de activid ad NADH- ubiquinona oxidoreductasa 

(Complejo  I)  

La actividad del  complejo I fue determinada espectrofotomé -

tricamemnte monitoreando la reducción de una solución de NADH 

0,1 mM ( ε340nm=6,81  mM-1  cm-1 ) , utilizando benzoquinona 10 µM como 

aceptor de electrones. Las reacciones se llevaron a caboen 

presencia de 1  mM de KCN. La actividad específica del complejo 

I se determinó mediante su inhibición con rotenona 1µM. Los 

resultados fueron expresados como  nmoles de NADH oxidados por 

minuto por mg de proteína o como  porcentaje de la actividad 

control.  

 

 

11.  Medición de actividad citocromo c  oxidasa (Complejo  IV)  

La actividad de citocromo oxidasa fue monitoreada 

espectrofotometricamente por la oxidacion de 50 uM de citocromo 

c reducido en un espectrofotometro Hitachi U - 3000 a 550 nm 

( ε550nm=21 mM-1  cm-1 ). La reacción se llevó a cavo con 50 µg de 

proteína a 30 °C en buffer de fosfato de potasio 100 mM pH 7.2. 

La velocidad de la reacción fue determinada como la 

pseudoconstante de primer orden k´  y expresada como k´ .min -1 .mg 

de prot -1 . 

11.1 Preparación de citocromo c reducido  

Se disolvieron 24,8 mg de citocromo c en 2 ml de buffer fosfato  

10 mM, pH 7 , 2 y se añadieron 10 mg de ácido ascórbico 

(reductor). Luego se pasó por una columna de Sephadex G25 para 

eliminar el ácido ascórbico que no reaccionó, eluyendo con 

buffer fosfato  10 mM. Se tituló espectrofotométricamente a 550 

nm haciendo una dilución previa 1:20 en buffer fosfato  10 mM, pH  

7, 2. ε550nm=21 mM-1 cm-1 
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12.  Medición de la actividad l actato de shidrogenasa:  

La actividad de esta enzima fue medida espectrofotométricamente 

mediante la oxidación NADH a 340 nm. 25 µg de proteínas fueron 

agregados a buffer fosfato 100 mM, pH 7, en presencia de 1  mM de 

ácido pirúvico, 0,1% de Tritón X - 100 y 0 , 22 mM de NADH. ε340nm= 

6.22 mM -1 cm-1 . 

 

13.  Secciones histológicas parafinadas  

Los encéfalos fueron  fijado s en paraf ormaldehído al 4% (PFA, pH 

7, 4) toda la noche a 4ºC y luego expuesto a pasos de 

deshidratación  crecientes  (d esde etanol 70% a etanol 100%. 

Posteriormente, se realizó un aclaramiento con  xilol 100%, un 

pasaje por xilol - parafina y por último se efectuó  la inclusión 

en parafina.  

El tejido incluido y presentado en un taco fue seccionado en un 

micrótomo de mesada. Se realizaron cortes transversos y seriados 

de 5 μm de espesor, montándose apr oximadamente entre 3 y 4 

cortes en portaobjetos previamente recubiertos con poli - L-l isina 

(0,1 mg/ml). Las distintas muestras fueron  mantenidas a 4ºC 

hasta su utilización.  

 

14.  Inmunofluorescencia  

Las secciones histológicas fueron desparafinadas  y rehidratada s. 

Se realizó un paso de recuperación antigénica colocando las 

secciones  a 95°C en una solución de citrato de sodio 10 mM, pH: 

6,0, por 40 min. Para minimizar la uniones inespecíficas durante 

la incubación con los anticuerpos, se realizó un tratamiento de  

bloqueo con suero fetal bovino al 5% en PBS/Tritón X - 100 

0,1%/Tween 20 0,05%/BSA 1%. El anticuerpo primario anti - 8dOHG 

(Chemicon,Inc., CA, USA) (1:200) fue diluido en PBS/ Tritón X -

100 0,1%/Tween 20 0,05%/ BSA 1%  e incubado toda la noche a 4°C. 

El anticuerpo secundario anti - cabra conjugado con AMCA 

(Chemicon,Inc., CA, USA)se diluyó en PBS y fue incubado con las 

secciones por 2 hs a 37°C.  Se utiliz ó ioduro de propidio como 

contraste nuclear  y se utilizó medio de montaje adecuado para 

fluorescencia (Fluorsave, DAKO). Los controles negativos no 

mostraron background  ni señales inespecíficas.  
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15.  Técnica de TUNEL  

Para visualizar el rupturas en el ADN doble cadena  en núcleos 

apoptóticos in situ , el tejido de SNC de pollo fue sujeto a la 

técnica de TUNEL ( TdT- mediated  dUTP Nick - End- Labeling ) realizada 

según instrucciones de los fabricantes (DeadEndTM Fluorometric 

TUNEL 31 System Kit, Promega  Madison, USA ) 

Las secciones de tejido fueron  desparafinizadas y rehidratadas . 

Luego se incubaron en buffer de equilibrio por 10 min, seguida 

de una incubación en buffer de reacción  (buffe r de equilibrio + 

mezcla de nucleótidos con dUTP  conjugados con fluoresceína + 

enzima deoxinucleotidil transferasa terminal, TdT) 1 hora a 

37ºC . La reacción fue detenida mediante el agregado de  SSC 2X, 

15 min, lavadas y contrateñidas con Hoechst 33258 por 10 min.  

 

16.  Conteo de células  

En el DE 12, el eje anatómico longitudinal es paralelo al eje de 

desarrollo, por lo que las secciones histológicas del LO poseen 

un polo rostral y uno caudal. Para eliminar cualquier variable 

debida al desarrollo, todas las mediciones fueron realizadas en 

regiones equidistantes de los polos rostral y caudal.  

Las imágenes fueron obtenidas con 200X de aumento en un 

microscopio de fluorescencia (Zeiss Axiophot)  mediante una 

cámara CCD. Las células  positivas fueron cuantificadas y 

expresadas como células positivas/mm 2. Las cuantificaciones se 

realizaron utilizando el software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, 

USA).     

 

17.  Microscopía electrónica  

Inmediatamente luego de su disección, los  LO fueron cortados en 

cubos de 1 - 2 mm3 y sumergidos en una solución 2,5% p/v de 

glutaraldehído disuelto en buffer fosfato 0,1  M durante 2hs a 

4°C. Alternativamente, se fijaron las fracciones subcelulares 

descriptas anteriormente: HDC, NEF, PNF e IF. A continuación, l as 

muestras fueron post - fijadas en la misma solución buffer 

suplementada con 1% p/v de te t róxido de osmio. Luego de dos 

lavados de 15 min con agua milliQ, las muestras se sumergieron 

durante 2h en acetato de uranilo 5% p/v, e inmediatamente f ueron 
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deshidratadas.  Luego de la inclusión en Durcupan, secciones 

ultrafinas (70 - 90 nm) fueron contrastadas con el método de 

Reynolds (Reynolds, 1963) .  

Para el análisis de la morfología de las mitocondrias,  las 

micrografías fueron obtenidas con un aumento de 40.000X, con un 

microscopio electrónico Zeiss C 10. Se analizaron por lo menos 

100 mitocondrias para cada condición experimental. Dado que las 

mitocondrias presentan formas elípticas   en las microfotogra fías, 

el área de cada organela fue calculada midiendo los radios 

longitudinales y latitudinales, r 1 y r 2, respectivamente. El área 

ocupada por cada mitocondria fue calculada siguiendo la fórmula 

del área de una elipse: π.r 1.r 2. 

 

18.  Inmunomarcación con oro  

Las  muestras  fueron  fijadas con el procedimiento descrito para 

microscopía electrónica, pero incluidas  en la resina LR - White  

(London Resin Co. Hampshire, UK).  Secciones ultrafinas fueron 

montadas en grillas de niquel, bloqueadas durante 45 min con una 

solució n 0,2%BSA/0,1% Tween 20  en PBS a temperatura ambien te. 

Luego de un lavado con PBS, las grillas fueron incubadas en 

cámara húmeda toda la noche a 4°C con una gota de anticuerpo 

primario (dilución 1/20). Luego de tres lavados con PBS, las 

grillas fueron incubadas con anticuerpos secundarios conjugados 

con partículas de oro (dilución 1/50, Sigma - Aldrich Co. St. 

Louis, MO) durante 2 hs.Las seccciones fueron posteriormente 

contrastadas suavemente con acetato de uranilo. El control 

negativo, omitiendo el anticuerpo primario, no presentó 

marcación con oro.  Las muestras se observaron en un microscopio 

elect rónico de transmisión Zeiss EM - 109 T a 80 kv.  

 

19.  Análisis de los datos  

Para comparar las frecuencias de daños ultraestructurales se 

utilizó una prueba de bondad de ajuste (test χ2). 

En el resto de los casos, los datos se analizaron por ANOVA de 

una vía, y por método de Dunnet t de comparaciones a posteriori.  

En el caso en el que los grupos experimentales a comparar fueran 



Materiales y Métodos  

- 44 - 
 

sólo dos, se utilizó el test t  de Student.  Se comprobaron los 

supuestos de normalidad y homocedacia. La significancia 

estadística fue aceptada cuando p<0,05.  
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1.  La hipoxia - reoxigenación induce un incremento en los índices 

de stress oxidativo  

Se analizaron dos indicadores de stress oxidativo  a lo largo de 

9 h posteriores a la reoxigenación: el daño oxidativo a lípidos 

mediante el ensayo de TBARS ( thiobarbituric aci d- reactive 

substances , sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico)  en 

homogenatos de lóbulo óptico  (LO) , y el daño oxidativo en el  ADN 

mediante la cuantificación  por inmunofluorescencia  de resi duos 

de 8 - hidroxi - 2’ - deoxiguanosina (8dOHG) en secciones hist ológicas 

del LO . 8dOHG es un derivado oxidado de la deoxiguanosina y uno 

de los biomarcadores principales de la oxidación del ADN . 

La cinética temporal de TBARS mostró un aumento significativo  

máximo a las 2 h post - hipoxia  (Tabla 1 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Coincidentemente, la cuantificación  de células positivas para 8 -

dOHG mostró un aumento significativo a las 2 h post - hipoxia  

(Figura 7).  

El análisis de las microfotografías ópticas reveló que la marca 

positiva de 8 - dOHG no coincidía exactamente con el núcleo, sino 

que también se extendía por fuera de él, adoptando una 

distribución ‘granular’, compatible con la existencia de daños 

oxidativos en el ADN mitocondrial.    

 nmoles TBARS/mg. prot . %cambio 

control  14,28 ± 3,25  - 

tiempo post - hipoxia    

0h 13,37 ± 2,10  - 6,35  

0,5h  14,02 ± 2,00  - 1,76  

1h 15,13 ± 3,60  6,00  

1,5h  18,56 ± 3,05 29,97  ∗ 
2h 21,56 ± 3,24 50,98  ∗∗ 
4h 16,76 ± 2,21 17,36  ∗ 
6h 14,48 ± 2,32  1,40  

9h 14,24 ± 3,18  - 0,28  

Tabla 1. Daños oxidativos en lípidos inducidos por hipoxia-reoxigenación 
Se midieron TBARS espectrofotométricamente en homogenatos de LO. Los valores 
son promedios ± SEM de cuatro experimentos independientes. Significativamente 
distinto del control (**p < 0.01, *p < 0.05,  ANOVA y post-test de Dunnett). 
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Figura 7. Daños oxidativos en el ADN inducidos por hipoxia/reoxigenación.  (A ) 
Cinética temporal de células positivas para 8-deoxiguanosina (8- dOHG). Los 
valores son promedios ± SEM de cuatro experimentos independientes. 
*Significativamente distinto del control (p < 0.05,  ANOVA y post- test de 
Dunnett). (B) Microfotografías mostrando secciones histológicas del LO teñidas 
con el contraste nuclear ioduro de propidio (rojo) y con inmunomarca positiva 
para 8-dOHG (azul). Barra: 300 µm. 



             Resultados  

- 48 - 

 

Para determinar exactamente la localización subcelular de la 

marca positiva, realizamos una inmunomarcación con oro  que fue 

visualizada  mediante microscopía electrónica . De acuerdo con lo 

esperado, el análisis de las microfotografías electrónicas 

reveló la presencia de 8 - dOHG en el núcleo y en las mitoco ndrias 

(Figura 8 ) . La mayoría de las marcas se encontraron en el 

núcleo, hecho que probablemente refleja el mayor contenido de 

bases del ADN nuclear que pueden ser utilizadas como sustrato de 

reacciones oxidativas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Localización nuclear y mitocondrial de los daños oxidativos en el 
ADN. Micofotografías electrónicas de secciones de LO  inmunomarcadas con oro, 
utilizando anticuerpos específicos para 8-deoxiguanosina (partículas de oro de 
10 nm). El ensayo se realizó a las 2h post -hipoxia. (A ) Célula con marca en el 
compartimiento nuclear (N). Se observa el límite entre el núcleo y el 
citoplasma (flechas). Barra: 350nm.  (B ) Detalle de la sección rectangular que 
se muestra en (A). Se observan partículas de oro en el núcleo. Barra: 150 nm. 
(C) Mitocondria con marcas positivas. Barra: 100 nm. (D) Mitocondria en la que 
se observan marcas positivas para una doble inmunomarcación. Las muestras 
fueron tratadas con anticuerpos específicos para la subunidad de 39  KDa del 
Complejo I (partículas 5 nm) y  para 8- deoxiguanosina (partículas 10 
nm).Barra:100nm. 
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2.  La hipoxia - reoxigenación  induce la translocación de citocromo  

c  al citosol  

Analizamos la cinética de liberación de citocromo c  hasta  las 

9h post - hipoxia (Figura 9).  Se determinó la presencia de 

citocromo c en fracciones citosólicas mediante western blot. Un 

incremen to agudo y significativo fue observado a las 4 h post -

hipoxia, regresando a valores control 2 h después.  

En conjunto con otros marcadores de muerte  celular medidos en el 

laboratorio , tales como la activación de caspasa -3 y la  

fragmentación del ADN,  este resultado sugiere  fuertemente  la 

progresión de un mecanismo apoptótico de muerte celular.  

Dado que las mitocondrias juegan un rol central  tanto  en la 

integración de señales pro - y anti - apoptóticas  como en la 

producción de especies oxidantes, decidimos estudiar a 

continuación: a - los cambios ultraestucturales tempranos en 

mitocondrias y b - la posible modulación de la óxido nítrico 

sintasa mitocondrial (mtNOS) por la hipoxia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Cinética de liberación de citocromo c.  Inmunoblot representativo de 
fracciones citosólicas reveladas con anticuerpo anti-citocromo c. Se incluye el 
análisis densitométrico normalizado al  valor control. Las membranas fueron 
strippeadas y rehibridadas con anti- actina para confirmar igual carga de 
proteínas.  C+: citocromo c equino purificado fue utilizado como control 
positivo. Los valores son promedios ± SEM de cuatro experimentos independi entes. 
Significativamente distinto del control (**p < 0.01, ANOVA y post- test de 
Dunnett). 
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3.  Cambios ultraestructurales en las mitocondrias  inducidos por 

hipoxia - reoxigenación  

Las mitocondrias provenientes de animales controles mostraron al 

microscopio electrónico crestas bien definidas e integridad de 

sus membranas. Los principales indicadores de daño 

ultraestructural luego del evento hipóxico estuvieron 

fue rtemente asociados con el fenotipo de swelling  mitocondrial: 

pérdida de electrondensidad de la matriz con crestas poco 

definidas,  dilataciones dentro de las crestas y ruptura de la s 

membranas (Figura  10A).  Observamos un período agudo de daño en 

las 2 primeras horas de reoxigenación demostrado por la 

coincidencia de los valores más altos de los parámetros de daño 

(Figura  10B). De manera coincidente, el área promedio ocupada 

por cada mitocondria, un indicador de swelling , se incrementó 

durante el mismo período (Tabla 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

En períodos tardíos de reoxigenación, i.e 24 y 48 h luego de la 

hipoxia, no se encontraron diferencias respecto de los controles 

pareados por día embrionario  (DE) . La reversión de los daños 

mitocondriales probableme nte se deban  a la pérdida de células 

afectadas y no a un incremento en la biogénesis mitocondrial, ya 

que western blots de fracciones citosólicas y mitocondriales no 

Tratamiento  Área (x10 4 nm2) 

Control DE 12  4.64 ± 0.35  

Control DE 13  5.12 ± 0.39  

Control DE 14  4.54 ± 0.41  

Tiempo post - hipoxia   

0h 5.53 ± 0.45  

1h 10.86 ± 2.85**  

2h 10.05 ± 1.04*  

3h 7.87 ± 0.80  

4h 6.63 ± 0.64  

24h (DE 13)  5.04 ± 0.36  

48h (DE 14)  4.94 ± 0.38  

Tabla 2. Área ocupada por cada mitocondria.  Al menos 100 mitocondrias 
fueron analizadas en cada condición. ED, día embrionario. Los valores son 
promedios ± SEM. S ignificativamente distinto de valores controles 
pareados por día embrionario (**p < 0.01, *p < 0.05,  ANOVA y post-test de 
Dunnett). 
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mostraron diferencias en mTFA, un marcador de biogénesis 

mitocondria l , hasta las 48 h post - hipoxia  (datos no mostrados)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. La hipoxia-reoxigenación produce cambios ultraestructurales en las 
mitocondrias.  (A ) Microfotografías electrónicas de mitocondrias de LO. ( i ) 
Mitocondrias control mostrando estructura conservada y crestas bien definidas. 
( ii ) Crestas poco definidas, ( iii ) dilataciones dentro de las crestas y ( iv ) 
rupturas de la membrana son los daños ultraestructurales principales observados 
luego de la hipoxia-reoxigenación. (B ) Curso temporal de las frecuencias de 
daños ultraestructurales. Al menos 100 mitocondrias fueron analizadas en cada 
condición. Significativamente diferente del valor control pareado por día 
embrionario (* *p < 0.01, *p < 0.05, bondad de ajuste, test χ2). Barra: 100 nm.  
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4.  La hipoxia incrementa la expresión de mtNOS, pero no la 

expresión de nNOS citosólica o total  

Inmunoblots de fracciones totales y citosólicas con anticuerpos 

específicos no revelaron variaciones sustanciales en los niveles 

de nNOSα respecto de valores controles hasta 4 h luego del 
inicio de la reoxigenación (Figura 11 A-B). Sin embargo, las 

fracciones mitocondriales mostraron un incremento significativo, 

aunque transitorio,  en el contenido de  mtNOS hacia el fin de la 

hipoxia hasta las 2 primeras horas de reoxigenación (Figura 11 C-

D). De modo coincidente con este resultado, se observó un 

incremento en la tasa de producción de NO dependiente de NOS en 

fracciones mitocondriales, con idéntico perfil temporal (Figura  

11E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 . Inducción de mtNOS luego de hipoxia-reoxigenación.  (A ) Inmunoblot 
representativo de fracciones totales y (B ) citosólicas reveladas con un 
anticuerpo anti-nNOS. Las membranas fueron strippeadas y rehibridadas con anti-
actina para confirmar igual carga de proteínas. (C) y (D ) Inmunoblot 
representativo de fracciones mitocondriales reveladas con un anticuerpo anti -nNOS 
y análisis densitométrico de la cinética temporal 0-4 h post-hipoxia. El control 
de carga en fracciones mitocondriales se realizó mediante el anticuero contra la 
proteína mitocondrial constitutiva VDAC ( voltage-dependent anion channel ). (e) La 
actividad de mtNOS en fracciones mitocondriales se midió a través de la 
con versión de [ 3H]- L- arginina a [ 3H]- L-citrulina. Los valores son promedios ± SEM 
de cuatro experimentos independientes. Significativamente distinto de valores 
controles (**p < 0.01, *p < 0.05, ANOVA y post-test de Dunnett). 
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5.  La hipoxia - reoxigenación  incre menta la nitración de proteínas 

mitocondriales  

Mediante la utilización de un anticuerpo anti -3- nitrotirosina 

detectamos un incremento en la cantidad de proteínas 

mitocondriales nitradas, un biomarcador de stress nitrativo, que 

sigue el perfil temporal de expresión y actividad de mtNOS y que 

es claramente superior a la nitración que presentan las muestras 

controles  (Figura 12 A). Los valores de proteínas nitradas 

regresaron a valores control durante la reoxigenación tardía y 

hasta el fin del experimento (Figura  12B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Nitración de proteínas mitocondriales.  Inmunoblot representativo de 
fracciones mitocondriales reveladas con anticuerpos anti-3- nitrotirosina en la 
reoxigenación (A) temprana y (B) tardía. Se incluye el análisis densitométrico 
entre las 0-4 hs. Se determinó la densidad óptica de toda la calle. El control de 
carga en fracciones mitocondriales se realizó mediante el anticuerpo contra la 
proteína mitocondrial constitutiva VDAC (voltage- dependent anion channel). Los 
valores de densidad óptica son promedios ± SEM de cuatro experim entos 
independientes. Significativamente distinto de valores controles (**p < 0.01, *p < 
0.05, ANOVA y post-test de Dunnett).  
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6.  La hipoxia - reoxigenación  produce una inhibición de la tasa de 

transferencia de electrones  

Se determinó la tasa de transferencia electrónica mitocondri al 

midiendo las actividades máximas del complejo I (NADH - ubiquinona 

oxidoreductasa) y del complejo IV (citocromo c oxidasa) en 

fracciones mitocondriales.  Bajo condiciones control, no se 

observaron variaciones en las actividades máximas de los 

complejos en ninguno de los días embrionarios estudiados. El 

valor promedio para el complejo I fue de 12,75±0,48 nmoles de 

NADH oxidado por minuto por miligramo  de proteína, y  k’  para el 

complejo IV fue de 8,15±0,67 por minuto por miligramo de 

proteína (n=4).  

La hipoxia - reoxigenación no afectó la  actividad máxima del 

complejo IV en ninguno de los tiempos analizados (Figura 13B ). 

En cambio, la actividad máxima del complejo I permaneció 

significativamente inhibida desde el final de la hipoxia  y sólo 

se recuperó luego de 48 h de reoxigenación  (Figura  13A). 

Inmunoblots de fracciones mitocondriales utilizando anticuerpos 

anti la subunidad de 39 KDa del complejo I y la subunidad de 8,8 

KDa del complejo IV no mostraron variaciones entre los 

tratamientos, sugiriendo  que la expresión de los complejos no ha 

variado durante las distintas horas de reoxigenación (Figura  

13C).  
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Figura 13 . Inhibición del complejo I inducida por hipoxia-reoxigenación . 
Actividades máximas del complejo I (A) y el complejo  IV (B ) expresadas como 
porcentajes de los valores control. Los valores son promedios ± SEM de cuatro 
experimentos independientes. Significativamente distinto de valores controles 
(**p < 0.01, *p < 0.05, ANOVA y post-test de Dunnett).  (C) Inmunoblot con 
ant icuerpos contra una subunidad de cada complejo. El análisis densitométrico 
no mostró variaciones entre los tratamientos 
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7.  Los daños bioquímicos y ultraestructurales de las 

mitocondrias, inducidos por la hipoxia, son dependientes de  

NO 

La administración in vivo  del inhibidor de nNOS 7 - nitroindazol 

(7 - NI) 20 min previos a la hipoxia pudo prevenir la inhibición 

del complejo I inducida por la hipoxia de manera dosis 

dependiente (Figura  14). 7 - NI también pudo evitar la ruptura  de 

las membranas mitocondriales y la aparición de dila taciones 

dentro de las crestas, aunque tuvo un efecto mucho menor sobre 

la definición de las mismas  (Figura 15). Efectos similares se 

observaron con el inhibidor general de NOS Nω

 

- nitro - L- arginina -

metil ester ( L- NAME), aunque fue menos efectivo  que 7 - NI,  a las 

mismas concentraciones (Figuras  14- 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 . Efecto de la administración in vivo  de inhibidores de NOS sobre 
la inhibición del complejo I inducida por hipoxia-reoxigenación.  Los 
embriones fueron inyectados 20 min antes de la hipoxia con l-NAME, 7-NI o 
sus respectivos vehículos, solución salina o DMSO. Los controles fueron 
inyectados con vehículo. La actividad máxima del complejo I se midió 1 h 
post- hipoxia y fue expresada como porcentaje de los valores controles. Los 
valores son promedios ± SEM de cuatro experimentos independientes. **p < 
0.01, *p < 0.05 ,   vs. valor de 1 hs post- hipoxia tratado con vehículo 
(ANOVA y post-test de Dunnett). 
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Figura 15 . Efecto de la administración in vivo  de inhibidores de NOS sobre los 
daños ultraestructurales inducidos por la hipoxia.  Los embriones fueron 
inyectados 20 min antes de la hipoxia con L-NAME, 7- NI o sus respectivos 
vehículos, solución salina o DMSO. Los controles fueron inyectados con 
vehículo. Las frecuencias de daño ultraestructural fueron determinadas en al 
menos 100 mitocondrias para cada condición.  *p < 0.05 o **p  < 0.01 vs. valor 
2h post- hipoxia, prueba bondad de ajuste, test χ2. 
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8.  La administración de 7- NI, inhibidor específico de nNOS , 

posee efectos neuroprotectores  

La administración in vivo  del inhibidor de nNOS 7- NI,  20 min 

previos a la hipoxia , pudo revertir parcial y significativamente 

la liberación de citocromo c y la fragmentación del ADN, dos 

marcadores de muerte celular (Figura  16). Estos marcadores 

fueron medidos en aquellos tiempos post - hipoxia en el que 

alcanzaban sus valores máximos: 4 h para citocromo c y 6 h para 

las células TUNEL positivas.  

Este resultado sugiere que los daños bioquímicos y 

ultraest ructurales dependientes de NO, observados en las  

mitocondrias, se encuentran río arriba en la cascada de eventos 

que conducen a muerte celular inducida por hipoxia en nuestro 

modelo experimental.  
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Figura 16. Efecto de la administración in vivo  de inhibidores de NOS sobre la muerte 
celular inducida por la hipoxia. Los embriones fueron inyectados 20 min antes de la 
hipoxia con L-NAME, 7- NI o sus respectivos vehículos, solución salina o DMSO. Los 
controles fueron inyectados con vehículo. (A) Inmunoblot representativo de fracciones 
citosólicas reveladas con anticuerpo anti- citocromo c. Se incluye el análisis 
densitométrico. Las membranas fueron strippeadas y rehibridadas con anti-actina para 
confirmar igual carga de proteínas. (B ) Microfotografías mostrando secciones 
histológicas del lóbulo óptico teñidas con el contraste nuclear Hoechst y núcleos 
TUNEL positivos para cada tratamiento. Barra: 300 µm. (C) Cuantificación de núcleos 
TUNEL +. Los valores son promedios ± SEM de cuatro experimentos independientes. *p < 
0.05 o **p  < 0.01,  vs. valor post-hipoxia tratado con vehículo (ANOVA y post-test de 
Dunnett). (D) Detalle mostrando la co-localización de la señal de TUNEL (verde) con 
los núcleos teñidos con Hoechst (azul). Barra: 15 µm.  
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9.  El precondicionamiento hipóxico posee efectos neuro -

protectores  

Los modelos de precondicionamiento constituyen herramientas 

altamente adecuadas  para elucidar las vías  moleculares endógenas  

de neuroprotección. Con este objetivo, determinamos en primer 

lugar  si un paradigma de  precondicionamiento hipóxico  que 

consta de  40 min de hipoxia aguda 24 h antes de la inju ria 

hipóxica,  posee efectos neuroprotectores  en nuestro modelo 

experimental. Se evaluó  el efecto del precondicionamiento 

hipóxico  en dos marcadores de muerte celular apoptótica:  la 

liberación de citocromo c y la fragmentación de ADN.  Observamos 

que el precondicionamiento  hipóxico pudo revertir parcial, pero 

significativamente ambos marcadores de daño (Figura 17).  
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Figura 17. Efecto del precondicionamiento hipóxico sobre la muerte celular 
inducida por la hipoxia.  Algunos embriones fueron precondicionados 24h antes de 
ser sometidos a una injuria hipoxia. (A) Inmunoblot representativo de fracciones 
citosólicas reveladas con anticuerpo anti- citocromo c. Se incluye el análisis 
densitométrico. Las membranas fueron strippeadas y rehibridadas con anti -actina 
para confirmar igual carga de proteínas. C+: citocromo c equino purificado fue 
utilizado como control positivo.  (B ) Microfotografías mostrando secciones 
histológicas del lóbulo óptico teñidas con el contraste nuclear Hoechst y 
núcleos TUNEL positivos para cada tratamiento. Barra: 300 µm.  (C) Se incluye el 
análisis cuantitativo.  Los valores son promedios ± SEM de cuatro experimentos 
independientes. *p < 0.05 o **p  < 0.01,  vs. valor post-hipoxia (ANOVA y post-
test de Dunnett).  
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10.  Optimización de un método de fraccionamiento subcelular 

para obtener fracciones nucleares puras a partir de tejido 

nervioso embrionario  

Consideraciones teóricas orientaron la elucidación de las vías 

moleculares responsables del efecto  neuroprotector del 

precondicionamiento hipóxico  al análisis de factores de 

transcripción, entre ellos HIF - 1 ( hipoxia - inducible factor -1 ).  

La técnica de western blot es uno de los  método s frecuentemente  

utilizados  para la evaluación de la cinética e intensidad de 

activación de diversos factores de transcripción, y usualmente 

involucra la obtención de una fracción nuclear soluble como 

primer paso.  Varios problemas surgen cuando se utiliza tejido 

nervioso embrionario como fuente de la fracción nuclear soluble. 

Los embriones son muy pequeños para ser perfundidos y, a pesar 

de exhaustivos lavados, la fracción nuclear cruda conti ene 

grandes cantidades de glóbulos rojos, fragmentos de capilares y 

células  enteras. También se encuentran en las fracciones 

nucleares contaminantes de baja densidad como fragmentos de 

retículo endoplasmático (RE) y mitocondrias. En conjunto, los 

contamina ntes agregan una variabilidad considerable a los 

resultados y contribuyen a enmascarar señales sutiles, 

especialmente cuando la forma activa del factor de transcripción 

es inmunológicamente indistinguible de su forma inactiva y se 

encuentra en otro compartimento subcelular.  Para resolver esos 

problemas se realizó una optimización de los métodos estándar 

cuyas  principales modificaciones son: (1) la inclusión de una 

centrifugación de baja velocidad para separar contaminantes de 

alta densidad como glóbulos rojos, células intactas y fragmentos 

de capilares, (2) un gradiente discontinuo  de sacarosa para 

remover membranas del retículo endoplasmático (RE) y 

mitocondrias perinucleares y (3) un proceso de extracción de 

proteínas basado en stress mecánico, el uso de a lta 

concentraciones de sal y una combinación de dos detergentes, que 

incrementa significativamente el rendimiento.  El procedimi ento 

completo, delineado en la Figura 18, incluye el aislamiento de 

los núcleos y la posterior extracción de proteínas nucleares.  
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Figura 18 . Diagrama esquemático ilustrando el método para obtener una fracción nuclear 
soluble a partir de tejido nervioso embrionario.  Línea punteada : versión modificada del 
método para demostrar el efecto del gradiente de sacarosa en la pureza del extracto 
proteico (ver Fi gura 20 ). P, pelle t; S, sobrenadante; HDC, contaminantes de alta 
densidad ( high density contaminants ); NEF, fracción enriquecida en núcleos ( nuclear 
enriched fraction ); PNF, fracción purificada de núcleos ( purified nuclear fraction ); 
IF, fracción insoluble ( insoluble fraction ); ISNF, fracción nuclear soluble impura 
( impure soluble nuclear fraction ). 
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11.  La centrifugación de baja velocidad separa los contaminantes 

de alta densidad  

El análisis morfológico del pellet obtenido a partir de la 

centrifugación a baja velocidad (HDC, high density contaminants ) 

evidenció un  gran número de eritrocitos (nucleados en especies 

de aves), fragmentos de capilares y células intactas (Figura  A-

B). En contraposición, esos contaminantes de alta densidad no 

fueron hallados luego de la centrifugación de baja velocidad 

(Figura 19 C-D).  

 

 

12.  El agregado de SDS mejora el rendimiento durante la 

extracción proteica  

El efecto del agregado de una baja concentración de SDS durante 

la extracción proteica fue puesto a prueba comparando el 

rendimiento proteico obtenido con o sin SDS en el  buffer d e 

extracción . Observamos un incremento significativo en el 

rendimiento al utilizar una baja concentración de SDS (Tabl a 3) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Rendimiento proteico  

( mg/g tejido fresco ) 

% cambio  

sin SDS  1.18 ± 0.12         ---  

con SDS    1.49 ± 0.17**  26.3  

Tabla 3. Efecto del SDS sobre el rendimiento de la extracción.  La 
extracción de proteínas nucleares se efectuó con o sin SDS en el buffer 
de extracción (buffer D). Los valores son promedios ± SEM de cuatro 
experimentos independientes (**p < 0.01, test t  de Student). 
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Figura 19 . Análisis morfológico de los pellets.  (A ) Microfotografía óptica de campo caro 
de una muestra representativa de HDC conteniendo cantidades significativ as de 
contaminantes de alta densidad: eritrocitos con apariencia de cuerpos oscuros ( cabezas de 
flechas ), células intactas ( asteriscos ) y fragmentos de capilares ( flechas ) 
ocasionalmente conteniendo un eritrocito. Sólo algunos de esos componentes se indican en 
la microfotografía. Barra: 15 µm. (B-E) Microfotografías electrónicas de los pellets. ( B) 
HDC en la que se observan en detalle eritrocitos y células intactas. Barra: 500 nm. (C ) 
Fracción enriquecida en núcleos, NEF, en la que se observan núcleos rodea dos con 
contaminaciones de membranas perinucleares y algunas mitocondrias ( flechas ). Barra: 200 
nm. (D) Núcleos puros en PNF. Barra: 250nm. (E) IF en la que se  observan fibras de 
cromatina insolubles luego de la extensiva extracción proteica 
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13. La sedimentación a través del gradiente de sacarosa remueve 

membranas mitocondriales y del retículo endoplasmátic o 

Microfotografías electrónicas de las fracciones nucleares 

enriquecidas en núcleos (NEF) permitieron detectar la presencia 

de membranas perinucleares (fragmentos del RE) y mitocondrias 

(F i gura 19C) que no fueron observadas luego del paso por el 

gradiente de sacarosa en la fracción purificada de núcleos (PNF, 

Figura  19D).  

Para confirmar la efectividad de la sedimentación a través del 

gradiente de sacarosa, se compararon dos extractos proteicos 

solubles. Uno d e ellos fue preparado a partir de NEF y el otro a 

partir de PNF, obteniéndose una fracción nuclear soluble impura 

(ISNF) y una fracción nuclear soluble (SNF), respectivamente  

(ver Figura  18). Esos extractos reflejan el contenido proteico 

de los pellets antes y después del paso de sedimentación. La 

pureza de las fracciones solubles fue determinada por inmunoblot 

utilizando marcadores subcelulares específicos. Ambas fracciones 

fueron positivas para el marcador nuclear histona H3, pero ISNF 

presentó además niveles notablemente mayores del marcador de RE 

calnexina y del marcador mitocondrial citocromo c (Figura  20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 . Análisis inmunológico de pureza  de SFN.  Inmunoblot representativo  
de las fracciones SFN e ISFN revelado con anticuerpos dirigidos a marcadores 
subcelulares específicos: histona H3 (nuclear), calnexina (RE)  y citocromo c 
( mitocondrial). Como controles positivos (C+) para calnexina y citocromo c, 
se utilizaron fracciones microsomales y mitocondriales puras, 
respectivamente. 



             Resultados  

- 67 - 

 

14. El pellet de núcleos puros (PNF) y la fracción nuclear 

soluble (SFN) derivada de ella son adecuados para ensayar la 

activación de factores de transcripción  

Para demostrar que la PNF y la SFN obtenidas con el 

procedimiento descripto en Materiales y Métodos son adecuadas 

para ensayar la activación de factores de transcripción en 

tejido nervioso embrionario, utilizamos el sistema de 

estabilización  de HIF - 1 por cloruro de cobalto (CoCl 2), 

extensamente caracterizado. Esta activación fue determinada a 

través de dos abordajes experimentales. En primer lugar, se 

realizó un análisis de inmunomarcación con oro de PNG con 

anticuerpos anti - HIF - 1α y su cuantificación mediante microscopía  

electrónica. La cuantificación de las partículas de oro reveló 

un incremento significativo de los niveles de HIF - 1α luego de de 
la administración in vivo  de CoCl 2

 

 en comparación con los 

embrione s tratados con vehículo (Figura 21 ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 . Cuantificación de factores de transcripción activos mediante 
inmunomarcación con oro.  (A ) Microfotografía electrónica de una muestra 
representativa de PNF sobre la que se realiza la inmunomarcación. Barra: 300 nm. 
(B ) Detalle de un núcleo con inmunomarca positiva (10 nm) para HIF- 1α. Barra: 
100 nm. (C) Análisis cuantitativo mostrando diferencias significativas entre los 
embriones tratados con CoCl 2 y los controles tratados con vehículo. **p < 0.01, 
test t  de Student. Se analizaron 50 núcleos en cada condición 
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En segundo lugar, HIF - 1α fue detectado mediante la técnica de 

western blot utilizando SFN obtenida a partir de lób ulos 

ópticos.  De acuerdo con lo esperado y de manera consistente con 

el  resultado de la inmunomarcación con oro, observamos niveles 

incrementados de HIF - 1α cuando se administró CoCl 2

 

 60 minutos 

ant es de la decapitación (Figura 22 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15. Cinétic a de activación de HIF - 1α 

Dado el rol central que cumple HIF -1 α en la homeóstasis del 

oxígeno, decidimos evaluar el rol de este factor de 

transcripción en la neuroprotección mediada por el 

precondicionamiento hipóxico. En primer lugar, determinamos la 

ciné tica temporal de acumulación  de HIF -1 α utilizando western 
blot de fracciones nucleares solubles. De acuerdo con lo 

esperado, observamos una rápida acumulación  de HIF -1 α al 
finalizar la hipoxia que deja de observarse al cabo de los 

primeros 30  minutos de re oxigenación (Figura 23 ).  

 

Figura 22 . Cuantificación de factores de transcripción activos mediante western 
blot. (A ) Inmunoblot representativo de fracciones nucleares solubles (SNF) 
provenientes de embriones control y tratados con CoCl 2, revelados con anti-HIF- 1α. 
Anti- histona H3 fue utilizado para confirmar igual carga de proteínas. (B ) 
Análisis densitométrico mostrando diferencias significativas entr e los 
tratamientos. **p < 0.01, test t  de Student. Los valores  de densidad óptica son 
promedios ± SEM de cuatro experimentos independientes. 
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Figura 23. Cinética de acumulación  de HIF- 1α. Inmunoblot representativo de 
fracciones nucleares solubles reveladas con un anticuerpo anti-HIF- 1α y análisis 
densitométrico de la cinética temporal 0-4 h post-hipoxia. Se utilizó un anticuerpo 
anti- histona H3 para confirmar igual carga de proteínas. Los valores son promedios 
± SEM de cuatro experimentos independientes. Significativamente distinto de valores 
controles (**p < 0.01, ANOVA y post-test de Dunnett). 
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La inducción de HIF - 1α a las 0h post- hipoxia fue confirmada 

mediante la inmunomarcación con oro de fracciones purificadas de 

núcleos  (Figura 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además, determinamos que el precondicionamiento hipóxico (40 

min, DE 11) es capaz de provocar per se  la acumulación  de HIF -

1α, aunque con menor intensidad que la injuria hipoxia de 60 min 

en el DE 12 (Figura  25).  

 

 

Figura 24 . Acumulación de de HIF- 1α luego de la hipoxia. Inmunomarcación con 
oro utilizando fracciones de núcleos purificados (PNF). (A ) Microfotografía 
electrónica de una muestra representativa de PNF sobre la que se realiza la 
inmunomarcación. Barra: 300 nm. ( B y C) Detalles de  núcleos con inmunomarca 
positiva para HIF- 1α (partículas de oro de 10 nm). Barras: (B) 150 nm y (C ) 50 
nm. (D ) Análisis cuantitativo mostrando diferencias significativas entre los 
embriones controles y los hipóxicos (0h post hipoxia). Se analizaron 50 núcleos 
en cada condición. Los valores son promedios ± SEM. **p < 0.01, test  t  de 
Student.  
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16. El precondicionamiento intensifica la acumulación  de HIF - 1α 
provo cada por la hipoxia  

Luego  analizamos si el precondicionamiento tenía algún efecto 

observable en la acumulación  de HIF - 1 luego de la injuria 

hipóxica que se produciría 24 h después. Para ello, evaluamos la 

intensidad de la acumulación  de este factor de transcripción  

luego de una  hipoxia , en embriones que habían sido 

precondicionados  el día anterior , en comparación con embriones 

no precondicionados. Observamos que el precondicionamiento 

intensifica  la acumulación  de HIF - 1α  luego de la injuria 

hipóxica en ~30% (Figura 26).  

 

 

 

Figura 25. Efecto del precondicionamiento per se  sobre la acumulación  de HIF- 1α.   
Inmunoblot representativo y análisis densitométrico de fracciones nuclear es 
solubles reveladas con un anticuerpo anti-HIF- 1α. Para reproducir las condiciones 
del precondicionamiento, las fracciones fueron obtenidas en día embrionario 11. 
Algunos de ellos fueron sometidos a una hipoxia de 40 min y procesados 
inmediatamente después. Se utilizó un anticuerpo anti-histona H3 para confirmar 
igual carga de proteínas. Los valores son promedios ± SEM de cuatro experimentos 
independientes. Significativamente distinto de valores controles (**p < 0.01, 
test t de Student). 

 

** 
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Para determinar si existe una relación causal entre la 

acumulación  de HIF - 1α  al final del precondicionamiento  y la 

intensificación de la acumulación  al cabo de la hipoxia, se 

r ealizaron los siguientes tratamientos: i - se reemplazó el 

precondicionamiento hipóxico por la administración de CoCl 2 , que 

induce específicamente HIF - 1 mediante la inactivación de las 

HIF - prolil hidroxilasas  (precondicionamiento con CoCl 2) ;  ii - 

se  realiz ó el precondicionamiento hipóxico con la administración 

previa  (20 min antes) de ascorbato o Fe2+

Observamos que el precondicionamiento con CoCl

, que disminuyen la 

acumulación de HIF -1 mediante la estimulación de la actividad de 

las  HIF - prolil hidroxilasas . 

2  reproduce de 

manera dosis dependiente la intensificación de la acumulación  de 

HIF - 1 provocada por el precondicionamiento hipóxico (Figura 27 ). 

 

Figura 26. Efecto del precondicionamiento sobre la acumulación  de HIF- 1α mediada 
por hipoxia.  Inmunoblot representativo y análisis densitométrico de fracciones 
nucleares solubles reveladas con un anticuerpo anti-HIF- 1α. Algunos embriones 
fueron precondicionados en el DE 11. Se utilizó un anticuerpo anti-histona H3 
para confirmar igual carga de proteínas. Los valores son promedios ± SEM de 
cuatro experimentos independientes. **Significativamente distinto de controles 
precondicionados y ## significativamente distinto de de 0h post- hipoxia (p < 0.01,  
ANOVA y post-test de Dunnett). 
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Determinamos además, que los moduladores negativos de HIF - 1 

administrados 20 min antes del precondicionamiento hipóxico, 

revierten de manera dosis dependiente esta intensificación 

(Figura 28). En conjunto estos resultados sugieren que la 

acumulación  de HIF - 1 durante el precondicionamiento es necesaria 

para que se manifieste el efecto de intensificación de la 

acumulación  de HIF - 1 luego de la injuria hipóxica en el día 

posterior.  

La administración conjunta de Fe 2+ y ascorbato no fue testeada ya 

que resultó tóxica para los embriones aún en las dosis más 

bajas.  Esto se debe probablemente a que el sistema Fe 2+

 

/ascorbato 

reacciona generando una intensa producción de radicales libres 

de hidroxilo  (Slivka, 1985) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. El precondicionamiento con CoCl 2 intensifica la acumulación de HIF -1 
luego de la injuria hipóxica.   Inmunoblot representativo y análisis 
densitométrico de fracciones nucleares solubles reveladas con un anticuerpo 
anti-HIF- 1α. En el DE 11, algunos embriones recibieron un precondicionamiento 
hipóxico y otros fueron precondicionados con la administración de CoCl 2. Se 
utilizó un anticuerpo anti-histona H3 para confirmar igual carga de proteínas. 
Los valores son promedios ± SEM de cua tro experimentos independientes. 
**Significativamente distinto de controles precondicionados (p < 0.01,  ANOVA 
y post-test de Dunnett). 
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Figura 28 . Efecto de Fe 2+ y ascorbato sobre la acumulación de HIF-1 durante el 
precondicionamiento.  Inmunoblot repr esentativo y análisis densitométrico de 
fracciones nucleares solubles reveladas con un anticuerpo anti-HIF- 1α. Se 
utilizó un anticuerpo anti-histona H3 para confirmar igual carga de proteínas. 
En el DE 11, los embriones fueron tratados con  Fe 2+, ascorbato  o vehículo  
(solución fisiológica) y precondicionados  20 min después. En el DE 12 fueron 
sometidos a una hipoxia aguda (excepto C). Los valores son promedios ± SEM de 
cuatro experimentos independientes. Significativamente distinto de 0h post-
hipoxia (**p < 0.01, *p < 0.05,  ANOVA y post-test de Dunnett). 
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17.  La acumulación  de HIF - 1 durante el precondicionamiento es 

necesaria para que se produzca neuroprotección  

Para determinar si existe alguna  relación entre los efec tos 

neuroprotectores del precondicionamiento y la acumulación  de 

HIF - 1α durante el mismo , evaluamos marcadores de muerte celular  

apoptótica bajo las siguientes  condiciones : i - precondi -

cionamiento con CoCl 2 , que induce HIF - 1 independientemente del 

precondicionamiento hipóxico; ii - administración de Fe 2+

Observamos que  el precondicionamiento con CoCl

 o 

ascorbato 20 min antes del precondicionamiento hipóxico, que 

atenúa la acumulación de HIF -1. 

2  reproduce los 

efectos neuroprotectores del precondicionamiento hipóxico, 

previniendo la liberación de citocromo c y la fragmentación del 

ADN (Figuras  29- 30). Determinamos además, que el efecto 

neuroprotector se ve atenuado fuertemente cuando se 

administraron Fe 2+ o ascorbato 20 min antes del precondi -

cionamiento  hipóxico  (Figuras  29- 30).  Adicionalmente, se 

realizaron controles que demostraron que la administración de 

CoCl 2 , Fe 2+

En conjunto, estos resultados sugieren que la acumulación de 

HIF - 1 durante el precondicionamiento hipóxico  es necesaria para 

que se manifiesten los efectos neuroprotectores del mismo.  

 o ascorbato en el DE 11 no aumentan per se  los 

marcadores de muerte celular en el DE  12 (Figura 29B).  
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Figura 29. Efecto de moduladores positivos y negativos de HIF-1 sobre la liberación 
de citocromo c.  En el DE 11, algunos embriones fueron tratados con  Fe 2+ (0,05 mM), 
ascorbato (0,5 mM) o vehículo  (solución fisiológica) y precondicionados  20 min 
después. Otros fueron precondicionados mediante la administración de CoCl 2 0,1 mM. 
En el DE 12 todos fueron sometidos a una hipoxia aguda (excepto C).  Las 
determinaciones corresponden a las 4 h post -hipoxia. (A ) Inmunoblot representativo 
de fracciones citosólicas reveladas con anticuerpo anti-citocromo c. Se incluye el 
análisis densitométrico. Las membranas fueron strippeadas y rehibridadas con anti-
actina para confirmar igual carga de proteínas. Los valores son promedios ± SEM de 
cuatro experimentos independientes. Significativamente distinto de embriones 
precondicionados tratados con vehículo (**p < 0.01, *p < 0.05,  ANOVA y post -test 
de Dunnett). (B) Inmunoblot representativo de fracciones correspondiente s a 
embriones tratados con  Fe 2+ (0,05 mM), ascorbato (0,5 mM) o vehículo  (solución 
fisiológica) y precondicionados  20 min después, o embriones precondicionados con 
CoCl 2 0,1 mM, pero no sometidos a una hipoxia en el DE 12. No se observan 
diferencias significativas entre los tratamientos  (p>0.05, ANOVA) 
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Figura 30. Efecto de moduladores positivos y negativos de HIF-1 sobre la 
fragmentación del ADN.  En el DE 11, algunos embriones fueron tratados con  Fe 2+ 

(0,05 mM), ascorbato (0,5 mM) o vehículo  (sol ución fisiológica) y 
precondicionados  20 min después. Otros fueron precondicionados mediante la 
administración de CoCl 2 0,1 mM. En el DE 12 todos fueron sometidos a una hipoxia 
aguda (excepto C). Las determinaciones corresponden a las 6 h post -hipoxia. (A ) 
Microfotografías mostrando secciones histológicas del lóbulo óptico teñidas con el 
contraste nuclear Hoechst y núcleos TUNEL positivos para cada tratamiento. Barra: 
300 µm. (B ) Detalle en el que se observa, mediante la tinción de Hoechst, la 
morfología de los cuerpos nucleares picnóticos, característicos de una célula en 
los últimos estadios de la apoptosis. La tinción de TUNEL sobre la misma sección 
revela la fragmentación del ADN dentro de los cuerpos picnóticos. Barra: 15 µm . 
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18. Efecto conjunto del precondicionamiento hipóxico y la 

administración de 7 - NI sobre la muerte celular apoptótica  

Tanto el precondicionamiento hipóxico  como la administración de 

7- NI, logran un efecto de neuroprotección parcial frente a la 

injuria hipóxica. A continuación intentamos determinar el efecto 

conjunto del precondicionamiento hipóxico y la administración de 

7- NI 20 min antes de la hipoxia sobre los parámetros de muerte 

celular apoptótica.   

Observamos que el efecto conjunto de ambas estrategias de 

neuroprotección tuvo un efecto aditivo, logrando una 

neuroprotección completa (Figura 31). Estos resultados sugieren 

que no habría una vía molecular común mediando los efectos 

neuroprotectores. Si ese fuera el caso, esperaríamos un efecto 

sinérgico. En otras palabras, si el efecto máximo había sido 

alcanzado por una determinada vía molecular, el efecto conjunto 

no debería exteriorizarse en un mayor grado de neuroprotección.  

 

 

Figura 30 ( continuación ).  (C ) Cuantificación de núcleos TUNEL+. Los valores son 
promedios ± SEM de cuatro experimentos independientes. Significativamente 
distinto de embriones precondicionados tratados con vehículo (**p < 0.01,  
ANOVA y post-test de Dunnett).  
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 Fi gura 31. Efecto conjunto del precondicionamiento hipóxico y 7-NI sobre la muerte 
celular inducida por la hipoxia.  En el DE 11, algunos embriones fueron 
precondicionados. En el DE 12 fueron sometidos a una hipoxia aguda (excepto C). 20 
min antes de la hipoxia, algunos embriones fueron inyectados con 7-NI 0,5 mM.  ( A) 
Inmunoblot representativo de fracciones citosólicas reveladas con anticuerpo anti-
citocromo c. Se incluye el análisis densitométrico. Las membranas fueron 
strippeadas y rehibridadas con anti-act ina para confirmar igual carga de 
proteínas. Las determinaciones corresponden a las 4 h post -hipoxia. (B ) 
Microfotografías mostrando secciones histológicas del lóbulo óptico teñidas con el 
contraste nuclear Hoechst y núcleos TUNEL positivos para cada tratamiento. Barra: 
300 µm. (C) Cuantificación de núcleos TUNEL+. Las determinaciones corresponden a 
las 6 h post -hipoxia. Los valores son promedios ± SEM de cuatro experimentos 
independientes. Significativamente distinto del control (**p < 0.01, *p < 0.05,  
ANOVA y post-test de Dunnett). 
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1.  Activación de la vía apoptótica intrínseca inducida por 

hipoxia  

Distintos abordajes experimentales han aportado evidencias 

morfológicas, histológicas y bioquímicas de  que la injuria 

cerebral aguda provocada por una hipoxia - isquemia  (H - I) , produce 

acidosis,  excitotoxicidad por glutamato y stress oxidativo 

conduciendo a muerte celular de tipo apoptótica durante el 

período de reoxigenación (Dirnagl  et al. , 1999), tanto en el 

cerebro adulto  (Endres  et al. , 1998)  como en el neonato (Cheng  

et al. , 1998) .  

De acuerdo con estos resultados, estudios previos realizados  en 

nuestro modelo experimental, determinaron que una hipoxia  

hipóxica aguda  produce un incremento en el número de células que 

presentan fragmentación del ADN, un indicador de apoptosis. La 

cinética de este marcador mostró un aumento significativo 

únicamente a las 6h post - hipoxia, volviendo a valores control a 

las 9 h post - hipoxia. De igual modo,  se determinó un aumento de 

caspasa - 3 clivada (activa) únicamente a las 6h post - hipoxia, 

habiéndose  analizado un rango de 12 h de reoxigenación  en ambos 

casos (Pozo Devoto  et al. , 2006) . 

En la literatura, se describen dos vías moleculares clásicas que 

conducen a la activación de caspasa - 3. La vía mitocondrial, o 

‘intrínseca’, que  se caracteriza por la liberación de citocromo 

c al citosol. Allí, el  citocromo c se combina con APAF - 1  

( apoptosis protease activating factor -1 ), procaspasa - 9  y dATP,  

produciendo caspasa - 9 activa (Zou  et al. , 1997; Li  et al. , 1998)  

y generando subsecuentemente la activación proteolítica de 

caspasa - 3. En la otra vía, la ‘extrínseca’, la unión de un 

ligando específico, como Fas, a un receptor de muerte 

desencadena el autoprocesamiento de caspasa - 8 a su forma activa, 

que directamente activa a su vez a caspasa - 3 (Muzio  et al. , 

1996) .  En el presente   estudio  hemos determinado que la 

hipoxia induce un marcado incremento en la translocación del 

citocromo c al citosol (Figura  9) , precediendo temporalmente en 

2 h a la fragmentación del ADN.  Estos resultados demuestran  que 

en nuestro modelo  experimental  l a hipoxia activa la vía 
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apoptótica intrínseca. De manera similar, la activación de esta 

vía ha sido descripta en otros modelos de H-I (Bagetta  et al. , 

2004; Liu  et al. , 2004; Li  et al. , 2006) . Además, y e n 

concordancia con nuestras observaciones, en  la mayoría de las 

isquemias transitorias la muerte celular se manifiesta horas o 

incluso días después de la injuria (Kirino  et al. , 1984; 

Dragunow  et al. , 1994; Banasiak  et al. , 2000) . 

En el presente trabajo hemos determinado  que la liberación de 

citocromo c se encuentra precedida por un aumento en los 

marcadores  de stress oxidativo (Tabla 1 y Figura 7 ). El d año 

oxidativo a proteínas, lípidos y ADN ha sido documentado en 

neuronas dentro de las lesiones isquémicas (Hayashi  et al. , 

1999) . En línea con nuestros resultados, la generación de 

especies reactivas tales como anión superóxido  (O 2
- ) , peróxido 

de hidrógeno  (H 2O2

Las mitocondrias son las principales fuentes intracelulares de 

ROS, produciendo  grandes  cantidades de reacciones redox y 

utilizando cantidades masivas de oxígeno (Christophe & Nicolas, 

2006) . Por esta razón, estas organelas son tanto  las  generadoras 

como los primeros  blanco s del stress oxidati vo.  

) y radical hidroxilo  (OH•) generadas durante 

la reoxigenación, sobrepasan los mecanismos antioxidantes  

endógenos y preceden al desencadenamiento de la apoptosis luego 

de un evento de H - I (Blomgren  et al. , 2007; Gill & Perez - Polo, 

2008) . La mayor parte de la evidencia  acumulada a lo largo de 

las últimas dos décadas  en favor de la participación de las 

especies reactivas en el daño neuronal inducido por H -I, 

proviene del uso de antioxidantes y otros scavengers  de especies 

reactivas que evitan la expansión de la lesión  y que, en algunos 

casos, restauran la funcionalidad neurológica luego de la 

hipoxia (Yu  et al. , 1998; Tagami  et al. , 1999). Además, la 

sobreexpresión de enzimas antioxidantes tiene efectos 

protectores en casos de accidente cerebrovascular (Weisbrot -

Lefkowitz  et al. , 1998)  en tanto que ratones knockout  para esas 

enzimas se muestran más suceptibles a la H - I  (Kondo  et al. , 

1997; Murakami  et al. , 1998) .  
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Se ha determinado que en muchas formas de isquemia las 

mitocondrias exhiben un swelling  transitorio, que dura algunas 

horas (Petito & Pulsinelli, 1984; Yamamoto et al., 1990; Schulz 

et al., 1996) . Estimaciones indirectas como la tasa metabólica 

del tejido medida mediante el consumo de glucosa, muestran una 

depresión temporaria de alrededor del 50%  (Kozuka et al., 1989; 

Mies et al., 1990). Además, otros  estudios han determinado que 

lo s niveles de ATP se reducen  en niveles similares (Steen et 

al., 1978; Wagner et al., 1989) , sugiriendo, en conjunto,  una 

inhibición de la actividad mitocondrial.   Es importante notar 

que l as mitocondrias tienen un rol central en el 

desencadenamiento e integración de señales apoptóticas (Green & 

Reed, 1998)  y ha sido establecido en diversos modelos 

experi mentales del sistema nervioso, que la apoptosis se 

encuentra usualmente precedida por disfunción mitocondrial 

(Lipton, 1999; Hagberg, 2004) .  

Por otro lado, se ha reportado que el óxido nítrico (NO ) y otras 

especies derivadas como el peroxinitrito (ONOO - ) tienen un 

efecto inhibitorio sobre los complejos respiratorios 

mitocondriales  (Riobo  et al. , 2001; Murray  et al. , 2003). En 

este trabajo,  indagamos una posible vinculación ent re el daño 

mitocondrial inducido por la hipoxia y la participación del NO 

en ese daño.  

 

 

2.  Daños bioq uímicos y est r ucturales dependientes de NO en las 

mitocondrias del SNC luego de un evento hipóxico.  

En el presente trabajo  demostramos, por primera vez , que las 

mitocondrias  del SNC incrementan el contenido y actividad de la  

óxido nítrico sintasa mitocondrial (mtNOS ) , y exhiben daños 

ultraestructurales e inhibición del complejo I lu ego de un 

evento de hipoxia - reoxigenación. La secuencia  de eventos que 

conducen al daño mitocondrial incluye: (i) un incremento agudo  

de mtNOS; (i i)  la nitración transitoria de proteínas 

mitocondriales; (iii)  el bloqueo prolongado de la transferencia 



            Discusión  

- 84 - 

 

de electrones a nivel del  el complejo I; y (iv) la recuperación 

al cabo de 1 - 2 días luego de la injuria.   

Recientemente se ha postulado un rol relevante de mtNOS en la 

fisiología mitocondrial, controlando la tasa de consumo de 

oxígeno  (Giulivi  et al. , 2006; Galkin  et al. , 2007) . Este modelo 

fue propuesto en base a estudios pioneros que habían determinado 

que el complejo IV (citocromo oxidasa) es inhibido 

reversiblemente por NO  (Giulivi, 2003; Haynes  et al. , 2003) . 

Como regulador negativo de la respiración mitocondrial, mtNOS 

permite la producción de cantidades suficientes de ATP a la vez 

que previene la aparición de focos anóxicos, por lo que facilita 

la redistribución de oxígeno dentro de la célula. Una alta 

concentración de calcio y la translocación de NOS a la 

mitocondria regularían este efecto. En este contexto, es 

alta mente relevante el estudio del contenido y actividad de 

mtNOS luego de una injuria hipóxica.  

El mecanismo de activación de mtNOS no se encuentra aún 

completamente elucidado. Estudios previos han demostrado que 

mtNOS es modulada por hormonas tiroideas  (Carreras  et al. , 

2001)  y por exposición al frío (Peralta  et al. , 2003). Además, 

ha sido descripto que el aumento en la concentración 

intracelular de calcio es un estímulo de particular importancia 

para aumentar la actividad de mtNOS (Ghafourifar  et al. , 1 999). 

Considerando que la hipoxia estimula a mtNOS a la vez que 

incrementa el influjo de calcio (Fernandez - Gomez et al. , 2008) , 

una conexión putativa entre ambos efectos necesita ser 

explorada. En este contexto, la activación de receptores NMDA 

podría gatillar el incremento de Ca 2+

Ha sido reportado que la actividad de mtNOS se incrementa luego 

de la hipoxia en mitocondrias aisladas de hígado  (Schild  et al. , 

2003 ) y luego de una prolongada hipoxia hipobárica en corazones 

de ratas jóvenes  (Zaobornyj  et al. , 2005). Además, el efecto de 

una hipoxia - reoxigenación in viv o sobre mtNOS ha sido estudiada 

con anterioridad en ratones adultos utilizando preparaciones de 

hígado  (Lacza  et al. , 2001) , en las que la actividad de mtNOS se 

 y la subsecuente activación 

de mtNOS.  
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encontró aumentada a las 6 h post - hipoxia aunque no se 

observaron  cambios en el contenido de mtNOS medido por 

inmunoblotting.  Si n embargo, no  hay evidencias previas en 

relación a los efectos de la hipoxia - reoxigenación sobre el 

contenido y actividad de mtNOS en el SNC. En  este estudio 

observamos un incremento en contenido y actividad de mtNOS a las 

0- 2 h post - hipoxia (Figura  11). Este resultado sugiere un 

incremento en la translocación de nNOS a la mitocondria y no una 

síntesis de novo  generalizada, ya que no se observaron 

variaciones en el contenido de esta enzima en fracciones totales 

(Figura  11).  Esta translocación no se vio  reflejada en la 

densidad óptica de los inmunoblots de fracciones citosólicas 

debido a la alta concentración de nNOS en esas fracciones en 

comparación con el contenido mitocondrial.  

Durante la reoxigenación posterior a una H-I , hay un incremento  

agudo de aniones superóxido ( O2
- ) producido por la transferencia 

de electrones desde varios complejos respiratorios al oxigeno 

molecular  (Cadenas  et al. , 1977; Turrens & Boveris, 1980; Han  et 

al. , 2001). Estas reacciones están fuertemente favorecidas 

debido a la elevada concentración de componentes reducidos en la 

cadena de transporte de electrones.  Un aumento concomitante de 

la concentración de NO mitocondrial es compatible con la 

activación observada de mtNOS. Además, ha sido reportado 

previamente que el Ca 2+, el principal regulador de la actividad 

de mtNOS se acumula en las mitocondrias durante la hipoxia 

(Puka - Sundvall  et al. , 2000a; Solien  et al. , 2005). También 

podría ocurrir que el NO derivado de la actividad de NOS 

citosólicas contribuya al incremento en las concentraciones de 

NO en mitocondria debido a que es un gas difusible. El 

incremento simultáneo  de los niveles de NO y O 2
- , conduce a una 

sobreproducción de ONOO -  y moléculas relacionadas. La 

sobreproducción de ONOO -  ha sido implicada en el daño neuronal 

isquémico (Eliasson  et al. , 1999)  y es consistente con la 

acumulación de proteínas nitradas observadas en este estudio 

(Figura  12), ya que la nitración de tirosinas está mediada por 

ONOO-  y otras especies reactivas del nitrógeno formadas como 



            Discusión  

- 86 - 

 

productos secundarios  del metabolismo del NO en presencia de 

oxidantes (Radi, 2004) . Estudios previos demostraron mediante 

técnicas bioquímicas e inmunológicas un incremento en la 

formación de nitrotirosina luego de una H-I en el cerebro de 

ratas neonatas (Hattori  et al. , 2002; Zhu  et al. , 2004). De modo 

coincidente, también se observó un aumento en la nitración de 

tirosinas durante el periodo de reoxigenación,   en un mod elo in 

vitro  de mitocondrias aisladas sometidas a hipoxia (Koeck  et 

al. , 2004) . Los  daños oxidativos observados incluyen, además,  

la presencia de 8- hidroxi - 2’ - deoxiguanosina (8dOHG)  en el ADN 

mitocondrial a las  2 h post - hipoxia ( Figura  7), coincidiendo con 

la inducción de mtNOS y probablemente, con el incremento en las 

concentraciones locales de ONOO - . 8 dOHG es un biomarcador  

establecido  de daños oxidativos en el ADN (Kasai, 2002; Ohtaki  

et al. , 2007)  cuya producción puede ser inducida por ONOO - 

En este estudio hemos demostrado que, a diferencia del complejo 

IV, el complejo I (NADH: ubiquinona oxidoreductasa) presenta una 

inhibición de su actividad máxima (45%) que sigue el perfil 

temporal de la inducción de mtNOS y acumulación de proteínas 

nitradas (Figura  13). Hemos demostrado, por primera vez, que 

esta inhibición depende de NO ya pudo ser prevenida de maner a 

dosis dependiente por  7- nitroindazol ( 7- NI ) , un inhibidor 

selectivo de nNOS   (Figura  14). Esta observación permite 

vincular la disminución en la tasa de respiración mitocondrial 

inducida por la hipoxia (Puka - Sundvall  et al. , 2000b; Clarkson  

et al. , 2007)  con el efecto inhibitorio específico de NO y ONOO

(Inoue 

& Kawanishi, 1995; Yuasa  et al. , 2008) .    

-

El complejo I está formado  por más de 40 subunidades p eptídicas, 

una flavina unida de modo no covalente, grupos hemo y una  serie 

de grupos hierro - azufre  (Carroll  et al. , 2003) . Diversos 

mecanismos han sido postulados para explicar la inhibición 

 

sobre el complejo I. Este último ha sido observado en tres 

modelos experimentales: preparaciones enriquecidas en complejo I 

(Pearce  et al. , 2005), membranas mitocondriales aisladas (Riobo  

et al. , 2001; Murray  et al. , 2003)  y neuronas en cultivo 

(Yamamoto  et al. , 2002; Araujo  et al. , 2004) . 
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dependiente de NO de este complejo. Uno de ellos, con gran 

sustento en la literatura, es la nitración de tirosinas de sus 

subunidades peptídicas. De hecho, técnicas inmunológicas y de 

espectrometría de masas acopladas con electroforesis 

desnaturalizantes en 2 dimensiones, revelaron que 5 subunidades 

del complejo I presentaban tirosinas nitradas luego de incubar 

mitocondrias con ONOO - (Murray  et al. , 2003) . Esto ha sido 

corroborado en otros estudios sobre  la inhibición del complejo I 

mediante la observación de subunidades nitradas (Yamamoto  et 

al. , 2002; Pearce  et al. , 2005) . Además , Pearce y colaboradores 

(2005) examinaron  cuidadosamente los efectos del NO y ONOO - 

sobre los cofactores del complejo I aislado y observaron que ni 

los grupos hemo, ni los hierro - azufre, así como tampoco la 

flavina se encontraban afectadas. Estos estudios sugieren  que  la 

inhibición dependiente de NO del complejo I observada en este 

estudio podría estar asociada a la nitración de tirosinas de las 

subunidades proteicas.  

La falta de inhibición irreversible del complejo IV descripta en 

este trabajo  es consistente con estudios previos mostrando que 

el NO sólo inhibe de manera competitiva a  este complejo  (Cleeter  

et al. , 1994; Giulivi, 2003; Haynes  et al. , 2003) . 

En este estudio hemos reportado por primera vez que la hipoxia -

reoxigenación por sí misma, independientemente de otros factores 

que podrían actuar en la isquemia, induce cambios 

ultraestructurale s compatibles con el swelling  mi t ocondrial 

(Figura  10), que alcanzan un máximo al mismo tiempo que los 

indicadores de stress nitrativo.  Esos cambios podrían estar 

asociados  a la transición de permeabilidad mitocondrial (MPT, 

mitocondrial permeability transition ) ya, que ha sido demostrado 

que MTP puede ser inducido cuando las mitocondrias acumulan 

grandes cantidades de calcio y/o están expuestas a stress 

oxidativo, generando un colapso en el potencial de membrana  

mitocondrial y disipando los gradientes ióni cos (Zoratti & 

Szabo, 1995) . 

La reversión espontánea de los daños mitocondriales podría 

deberse al surgimiento de una nueva población de mitocondrias 



            Discusión  

- 88 - 

 

como consecuencia del reemplazo de células afectadas o a un 

incremento en la biogénesis mitocondrial, o bien a la 

denitración proteica. Los resultados obtenidos  sugieren que la 

primera opción es la más probable, considerando que el análisis 

mediante western blot de fracciones citosólicas y mitocondriales 

no mostraron variaciones en mTFA, un marcador de biogénesis 

mitocondrial, hasta las 48 h luego del comienzo de la 

reoxigenación (datos no mostrados), y que la denitración 

requiere de  enzimas específicas no descriptas en embriones de 

aves.  

Hemos demostrado que los daños ultraestructurales observados en 

nuestro modelo son, al menos en parte, dependientes de NO, ya 

que las dilataciones dentro de las crestas  y la ruptura de 

membranas pudieron evitarse mediante la administración  de 7 - NI y 

L- NAME (Figura  15). Sin embargo, las crestas permanecieron poco 

definidas reflejando el hecho de que este es el parámetro más 

sensible y que otros factores de daño, e.g  espec ies reactivas 

del oxígeno podrían estar actuando.  

La inhibición de mtNOS por diferentes inhibidores de NOS impide 

la sobreproducción de NO en mitocondria y la consecuente 

sucesión de eventos de daño. Se observó una notable protección 

de los daños mitocondriales con el uso de 7 - NI. Ha sido 

demostrado que una dosis alta de este fármaco produce una 

abolición prácticamente total de la actividad de mtNOS (Carreras  

et al. , 2002). La administración de esta droga se realizó sobre 

la membrana corion - alantoidea, altamente vascularizada, que 

permite un pasaje rápido de moléculas a la circulación 

embrionaria y la difusión a través de la barrera 

hematoencefálica aún inmadura (Ribatti  et al. , 1993). 7 - NI 

difunde, además, rápidamente en el tejido nervioso en general y 

en el SNC en particular (Bush & Pollack, 2001) . 

Cabe preguntarse si el NO que desencadena los daños 

mitocondriales proviene de la inducción de la mtNOS, de nNOS o 

de qué proporciones relativas de ambas isoformas. En este 

trabajo hemos demostrado una importante inducción de mtNOS, pero 

también podría ocurrir que el NO derivado de de la actividad de 
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NOS citosólicas contribuya al incremento en las concentraciones  

de NO en mitocondria ya que es un gas cuyo coeficiente de 

difusión es de 4x10 -6  cm2.seg -1 , similar al del O 2

Estudios pioneros demostraron hace poco más de una década,  

efectos neuroprotectores del 7 - NI en modelos de isquemia focal 

transitoria en ratas (Escott  et al. , 1998)  y de hipoxia - isquemia 

en ratas neonatas (Ishida  et al. , 2001). En ambos casos se 

analizaron parámetros globales de daño como la exclusión del 

colorante cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) o la diferencia 

del peso de los hemisferios ipsi y contralateral. Sin embargo , 

en estos estudios no se evaluó el mecanismo molecular que 

subyacía a la neuroprotección por 7 - NI. Trabajos recientes han 

determinado que la inhibición selectiva de nNOS tiene efectos 

neuroprotectores  impidiendo la activación de la cascada de 

caspasas inducida por hipoxia en el cerebro de cerdos neonatos 

(Mishra & Delivoria - Papadopoulos, 2006), y disminuyendo la tasa 

de apoptosis en ratas neonatas sometidas a hipoxia isquemia (Chu  

et al. , 2004). En línea con  esos resultados, hemos demostrado en 

nuestro modelo experimental  que la administración de 7 - NI 20 

minutos antes de la hipoxia evita la activación de vía 

apoptótica intrínseca (Figura  16),  sugiriendo que los daños 

mitocondriales dependientes de NO descriptos  anteriormente se 

encuentran río arriba en la cascada de eventos que conducen a la 

muerte neuronal . 

 (Wise,D. 1968). 

Sin embargo, en el citosol el NO se une a diversos compuestos, 

por lo que la posibilidad de que el NO  presente en las 

mitocondria s, cuya concentración se encuentra entre 30 - 100 nM, 

provenga del NO citosólico es relativamente baja. En 

concordancia con esto, hay evidencias experimentales que indican 

que la concentración en estado estacionario de NO en la 

mitocondria se debe a la actividad constitutiva de mtNOS 

(Giulivi, 1999). Además, debido a que aún no se han desarrollado 

inhibidores farmacológicos específicos de mtNOS vs. nNOS, esta 

la contribución diferencial de ambas isoformas no puede ser 

evaluada experimentalmente de manera directa . 
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3.  Obtención de fracciones nucleares solubles puras  

En el presente estudio se han optimizado los procedimientos de 

obt ención de fracciones nucleares solubles a partir de tejido 

nervioso embrionario. Las principales mejoras  incluyen: (i) una 

centrifugación de baja velocidad para excluir contaminantes de 

alta desidad como glóbulos rojos, células enteras y fragmentos 

de capilares, (ii) una modificación del gradiente de densidad de 

sacarosa propuesto originalmente por Blobel y Potter  (Blobel & 

Potter, 1966)  para remover membranas mitocondriales y de 

retículo endoplasmático  y (iii) una metodología de extracción 

proteica basada en stress mecánico, alta sal y  la combinación de 

dos clases de detergentes, que incrementa el rendimiento  

obtenido .     

La examinación morfológica del pellet HDC ( high density 

contaminants ) evidenció la importancia de la centrifugación de 

baja velocidad como un paso clave para evitar la contaminación 

por glóbulos rojos, células no lisadas durante la homogenización 

y fragmentos de capilares (Figura 19). El siguiente paso, el 

gradiente de sacarosa, mostró ser efectivo  en remover fragmentos 

de RE y mitocondrias perinucleares ya que la evaluación  mediante 

microscopía electrónica de PNF ( purified nuclear fraction ) 

reveló preparaciones con ausencia de contaminaciones membranosas 

(Figura  19).  Además, el análisis mediante western blot de 

marcadores nucleares, mitocondriales y de RE presentes en 

fracciones nucleares solubles derivadas de PNF sugieren que este 

pas o opermite obtener una muestra pura (Figura  20).  

La densidad específica del colchón ( cushion ) de sacarosa es un 

parámetro crítico. Si es muy baja, no permite remover las 

membranas contaminantes, y si  es muy alta no permite el descens o 

de los núcleos. En el reporte original (Blobel & Potter, 1966) , 

la densidad del colchón  fue fijada en 2,3M para preparaciones de 

hígado de ratas adultas. Posteriormente se han descripto  

diferentes pasos de densidad para aislar núcleos. Muchos 

procedimientos experimentales usan un colchón  2M de sacarosa  

(Greenberg, 1997; Farrell, 1998). Sin embargo, núcleos de 

fuentes variadas no son lo suficientemente densos como par a 
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atravesar ese gradiente, lo que disminuye drásticamente el 

rendimiento de núcleos puros. Resulta claro que la densidad 

apropiada del gradiente de sacarosa es tejido dependiente 

(Wheeler  et al. , 1997; Kim & Shukla, 2006), pero hasta el 

momento no ha sido descripta para tejido nervioso embrionario. 

En este estudio, determinamos  que  una densidad de sacarosa de 

1,6M es adecuada  para tejido nervioso embrionario. Pequeños 

incrementos por encima  de 1,6M se tradujeron en m arcados 

descensos del rendimiento obtenido.  

Otros abordajes experimentales para preparar extractos nucleares 

están basados en el método de Dignam (Dignam  et al. , 1983; 

Helenius  et al. , 1996), que consiste en una extracción de 

proteínas con una solución de alta sal, partiendo de una 

fracción nuclear cruda. Incluso ciertos  estudios utilizan como 

extractos nucleares  muestras derivadas de una extracción por 

alta sal a partir de un homogenato (Bergeron  et al. , 2000)  y 

conteniendo, por ello, una significativa contaminación de 

componentes citoplasmáticos. Ninguno de esos sistemas remueve 

contaminantes de alta densidad ni componentes membranosos 

perinucleares.  

La metodología de extracción proteica , utilizada en este 

estudio , aprovecha las ventajas de la extracción con soluciones 

de alta sal para precipitar el ADN.  También se utilizaron 

detergentes durante la extracción. Numerosos estudios han 

demostrado que muchas proteínas permanecen en las fracciones 

insolubles cuando sólo se utilizan detergentes no ióni cos 

(Dechat  et al. , 1998; Kim  et al. , 1998; Biggs  et al. , 2005). Una 

optimización importante del procedimiento de extracción 

descripto en este estudio es la adición de una baja 

concentración del detergente iónico SDS al buffer de extracción, 

que ya contiene el detergente no iónico Tritón -X- 100, incrementa 

el rendimiento proteico en ~25% (Tabla  3 ) comparado con la 

utilización del Tritón -X- 100 como único detergente. La 

utilización de SDS no interfiere con la utilización de las 

fracciones nucleares solubles en electroforesis, ya que en esta 

técnica los buffers de siembra contienen típicamente 
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concentraciones de SDS 80 veces más altas que las utilizadas en 

la extracción.  

En conclusión, este procedimiento parece ser confiable y 

conveniente para la obternción de fracciones nucleares solubles 

puras a partir de una cantidades relativamente pequeñas de 

tejido nervioso embrinario.  

 

 

4.  El rol de HIF - 1 en la neuroprotección por precondicionamiento 

hipóxico  

Diversos modelos experimen t es han establecido que injurias 

breves y moderadas pueden conducir a una regulación metabólica y 

molecular autoprotectora que ha sido denominada 

‘precondicionamiento’ (Chen & Simon, 1997). Se asume que  la 

exposición inicial al stress estimula una serie de mecanismos 

endógenos protectores o preventivos que conducen al desarrollo 

de la tolerancia. En particular, ha sido demostrado que el 

precondicionamiento con una hipoxia moderada puede proteger al 

cerebro ante injurias hipóxico - isquémicas posteriores (Ran  et 

al. , 2005)  . Esto ha sido corroborado en modelos de animales 

neonatos para los que  un precondicionamiento hipóxico con 8% O 2

Numerosos estudios han evaluado cambios en la expresión génica 

en modelos animales de isquemia cerebral global y focal  

(Koistinaho & Hokfelt,  1997; Sharp  et al. , 2000). Dado que el 

 

por 3 h,   los protege  de una injuria hipóxico - isquémica 

subsiguiente (Bergeron et al., 2000; Ferriero, 2005) . 

Usualmente, este efecto se manifiesta entre 1 y 3 días 

posteriores al precondicionamiento hipóxico (Shpargel et al., 

2008) . El efecto neuroprotector del precondicionamiento hipóxico 

ha sido también reproducido en modelos in vitro  de cultivos 

neuronales sometidos a una injuria  por privación de glucosa y 

oxígeno (Liu  et al. , 2000). En concordancia con esas 

observaciones, en el presente estudio hemos establecido que el 

precondicionamiento con un estímulo hipóxico de baja intensidad, 

confie re tolerancia a una injuria hipóxica más severa 24 h 

después . (Figura 17).  
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tejido nervioso es extremadamente sensible a la H-I (Siesjo, 

1978) , la regulación cerebral de HIF - 1 es probablemente un punto 

de control altamente relevante.  Específicamente, HIF - 1 ha sido 

estudiado en modelos animales de hipoxia, isquemia cerebral 

global, isquemia focal e hipoxia - isquemia neontal. Esos 

resultados demuestran un incremento de los niveles proteicos d e 

HIF - 1α medidos por western blot e inmunohistoquímica (Jin  et 

al. , 2000b). Evidencia combinada proveniente de estudios de 

hibridización in situ  e inmunohistoquímica han demostrado la 

expresión de HIF - 1 α en neuronas (Kietzmann  et al. , 2001)  

(Bergeron  et al. , 1999) . In vivo , la estabilización de HIF - 1α 
inducida por hipoxia, ha sido observada en ratas expuestas a 

hipoxia sistémica  (Wiener  et al. , 1996; Bergeron  et al. , 2000; 

Bernaudin  et al. , 2002)  o sometidas tanto a isquemia focal como 

global (Bergeron  et al. , 1999; Jin  et al. , 2000b) . También se ha 

reportado que compuestos miméticos de la hipoxia, como  el 

cloruro de cobalto  ( CoCl 2

HIF - 1α es continuamente sintetizado y degradado  bajo condiciones 

normóxicas, teniendo, en estas condiciones, una vida media 

extraordinariamente corta (menos de 5 min a 21%O

) y la desferrioxamina (DFX ) 

incrementan los niveles proteicos y de mensajeros de HIF - 1α en 
el cerebro (Wiener  et al. , 1996; Bergeron  et al. , 2000; 

Bernaudin  et al. , 2002). De manera similar, se encuentran 

incrementados los niveles de HIF - 1α y la actividad de unión al 

ADN de HIF - 1 lu ego de una exposición a hipoxia  en diversas 

líneas celulares (Wang  et al. , 1995; Jiang  et al. , 1996)  y en 

cultivos primarios (Ruscher  et al. , 1998; Zaman  et al. , 1999)  . 

2) y con 

concentraciones de estado estacionario muy bajas (Jewell  et al. , 

2001) . Sin embargo, la cinética de acumulación y degradación 

parece depender notablemente de la intensidad de la injuria 

hipóxica, de la especie y de la edad del animal. En el pres ente 

trabajo, hemos determinado que a lo largo de la hipoxia se 

induce la acumulación de HIF -1 α en los núcleos celulares, y que 

su degradación se produce rápidamente luego de la reoxigenación  

(Figuras  23- 24) . También se observó que una hipoxia moderada 
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(utilizada para precondicionar) puede, per se , inducir u na 

acumulación de HIF - 1, aunque de menor intensidad  (Figura  25).  

Aunque los mecanismos moleculares que subyacen a la 

neuroprotección  por precondicionamiento hipóxico aún se 

encuentran incompletamente comprendidos,  estudios   recientes  

en modelos de roedores han demostrado que la inducción de HI F- 1α 
está involucrada en la tolerancia a la hipoxia inducida por un 

precondicionamiento hipóxico hiperbárico (Sharp  et al. , 2004; 

Peng et al. , 2008)  (Gu  et al. , 2008) . En el presente trabajo 

hemos determinado que el precondicionamiento intensifica  en ~30% 

la acumulación  de HIF - 1α provocada por la hipoxia (Figura 26).  

Este resultado coincide con observaciones de otros grupos que 

han detectado  una  acumulación  incrementada de HIF - 1 (Bergeron  et 

al. , 2000; Liu  et al. , 2005)  y de sus genes blanco, incluyendo 

transportadores de glucosa, enzimas glicolíticas (Jones & 

Bergeron, 2001), EPO y VEGF (Bernaudin  et al. , 2002)  luego de la 

exposición al precondicionamiento hipóxico.   

Mientras la mayoría de los estudios sugieren una función 

positiva para HIF - 1 bajo condiciones hipóxicas, algunos estudios 

sugieren que un incremento agudo de este factor de transcripción  

puede funcionar como una señal de daño hipóxico severo, que 

conduce a la muerte celular mediante la activación de otros 

genes blanco (Semenza, 2000), entre ellos miembros pro -

apoptóticos de la familia Bcl - 2 como BNIP - 3 (Bruick, 2000)  , Nix 

(Sowter  et al. , 2001), p53 y caspasas  (Li  et al. , 2005) . Este 

rol multifacético también lo han mostrado algunos genes blanco 

de HIF - 1, tales como VEGF, que ha demostrado ser neuroprotector 

en diversas condiciones  (Sun & Guo, 2005; Wang  et al. , 2006), en 

tanto que otros paradigmas experimentales indican que VEGF 

incrementa la permeabilidad vascular y la inflamación,  

contribuyendo de este modo al edema cerebral(Lafuente  et al. , 

2002; Althaus  et al. , 2006; Chi  et al. , 2007). De acuerdo con 

esto, un trabajo reciente ha demostrado que la administración de 

2- metoxiestradiol y triciclodecan -9- il -x antogenato, dos fármacos 

capaces de regular negativamente  a HIF - 1, poseen efectos 

neuroprotectores en un modelo de isquemia focal  inducida por 
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MCAO ( middle cerebral artery occlusion ) en ratas (Chen  et al. , 

2007) . Para explicar el comportamiento bimodal de HIF - 1, se ha 

su gerido que diferentes niveles de hipoxia desencadenan 

repuestas divergentes: niveles moderados de HIF - 1 facilitan el 

aporte energético bajo condiciones hipóxicas y altos niveles de 

HIF - 1 interactúan con la maquinaria apoptótica contribuyendo 

eventualmente a la muerte celular (Schmid  et al. , 2004)  (Chen  et 

al. , 2009). Por estas razones, las consecuencias de la 

estabilización de HIF - 1 deben determinarse en cada paradigma 

experimental.  

En este estudio,  demostramos que la acumulación  de HIF - 1 

durante el precondicionamiento hipóxico es necesaria para que se 

manifieste la tolerancia a una injuria hipóxica posterior. Para 

ello, utilizamos un abordaje experimental basado en la 

modulación positiva y negativa de las HIF - prolil hidroxilasas 

( PHDs), principales reguladoras de HIF - 1. Por un lado 

esti mulamos la actividad de las PHDs –20 min  antes del 

precondicionamiento - mediante el agregado de Fe 2+ o de ascorbato. 

El ión ferroso (Fe 2+) constituye un elemento importante en la 

regulación de la actividad enzimática. Se localiza en el sitio 

activo  de las PHDs  - predominantemente hidrofóbico - y es 

requerido para que la enzima adquiera una conformación activa 

(McDonough  et al. , 2006) . Por su parte, el ascorbato es 

requerido para regenerar Fe 2+ a partir del Fe 3+ que se  produce 

durante las reacciones desacopladas de la enzima (Counts  et al. , 

1978; Nietfeld & Kemp, 1981). Trabajos previos en estudios con 

cultivos celulares han demostrado que tanto los niveles 

intracelulares de Fe 2+  como los de ascorbato pueden afectar la 

actividad enzimática de las  PHDs y la acumulación de HIF - 1α 

(Knowles  et al. , 2003; Knowles  et al. , 2006).  Aquí, o bservamos 

que la administración in vivo  de  Fe 2+ y ascorbato impideron el 

incremento de HIF -1 inducido por el precondicionamiento y sus 

efectos neuroprotectores (Figuras  28,29,30).  Este estudio 

verifica, por lo tanto, correlaciones preexistentes entre los 

efectos protectores de los quelantes de hierro y su habilid ad 

para estabilizar HIF - 1 (Zaman  et al. , 1999) . Por otro lado, 
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administramos CoCl 2   para inducir la expresión de HIF - 1 mediante 

una vía independiente del precondicionamiento hipóxico. La 

administración de CoCl 2  inhi be la actividad de las PHDs, ya que 

cationes metálicos divalentes, como Co 2+ o Ni 2+  sustituyen al 

Fe2+ en el sitio activo de la enzima (Maxwell & Salnikow, 2004) . 

Determinamos que el precondicionamiento con CoCl 2

Evidencias indirectas de un rol neuroprotector de los mecanismos 

reguladores de hipoxia, derivan del conocimiento de los efectos 

neuroprotectores de dos productos génicos inducidos por HIF - 1: 

eritropoyetina (Sakanaka  et al. , 1998)  y VEGF (Jin  et al. , 

2000a) . Además, diversas estrategias experimentales que 

promueven la estabilización de HIF - 1α han demostrado tener 
efectos neuroprotectores en líneas celulares(Aminova  et al. , 

2005) , cultivos primarios(Siddiq  et al. , 2005)   y varios modelos 

de isquemia (Warnecke  et al. , 2003; Milkiewicz  et al. , 2004) . 

Recientemente, se ha demostrado que los efectos neuroprotectores 

del quelante de hierro DFX se encuentran directamente mediados 

por HIF - 1α , ya que este efecto pudo ser revertido mediante la 
supresión de HIF - 1α con un oligonucleótido antisentido (Hamrick  

et al. , 2005). De modo similar Taie y colaboradores demostraron, 

utilizando una cepa de ratones deficientes en HIF - 1α en tejido 
nervioso, el rol central de este factor en la neuroprotección 

mediada por precondicionamiento  hipóxico (Taie  et al. , 2009). Es 

interesante notar que las vías moleculares mediante las cuales 

el  precondicionamiento hipóxico confiere tolerancia dependen  de 

la naturaleza de la injuria. En ese sentido, otros paradigmas  

experimentales, como el efecto neuroprotector del precondi -

cionamiento hipóxico sobre la muerte de los fotor r eceptores de 

la retina inducida por luz intensa, han demostrado ser 

independiente s de la estabilización de HIF - 1α (Thiersch  et al. , 

2009)  . 

 reprodujo la 

i ntensificación de la acumulación de HIF -1 luego de la hipoxia -

previamente observada como producto del precondicionamiento 

hipóxico - y el desarrollo de la tolerancia a una injuria 

hipóxica posterior . (Figuras 27,29,30).  
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5.  Efecto conjunto del 7 - NI y el precondicionamiento hipóxico 

sobre la muerte celular inducida por hipoxia  

Dado que las dos estrategias de neuroprotección aplicadas en el 

presente estudio – inhibición de nNOS/mtNOS mediante 7 - NI y 

precondicionamiento hipóxico - tuvieron un efecto parcial en la 

atenuación de la muerte celular inducida por hipoxia, decidimos 

poner a prueba el efecto de ambas en forma conjunta. Observamos 

que el efecto conjunto  de ambas estrategias de neuroprotección 

tuvo un efecto  aditivo, logrando una neuroprotección completa 

(Figura 31).  

Numerosas interacciones entre las vías moleculares del NO y HIF -

1 han sido reportadas en la literatura. Bajo condiciones 

normóxicas, NO conduce a la estabilización de HIF, probablemente 

mediante la inhibición directa de PHDs (Kaelin, 2005) . 

Paradójicamente, NO inhibe la inducción de HIF  bajo condiciones 

hipóxicas. Se demostró, utilizando dos líneas celulares, que NO 

generado por dadores de NO, evitó la acumulación de HIF - 1α 
inducida por hipoxia (Agani  et al. , 2002). En este estudio, la 

exposición a NO estuvo asociada, además, a la inhibición de la 

cadena de transporte de electrones mitocondrial.  Por otro lado, 

se ha demostrado que  el efecto del NO puede ser simulado 

( mimicked ) por  inhibidores farmacológicos del complejo I, tales 

como la rotenona y el DPI ( diphenyleneiodonium ) ,  bloqueando  la 

expresión de HIF - 1α inducida por hipoxia ( Chandel  et al. , 1998; 

Chandel  et al. , 2000) . En conclusión, NO interfiere con los 

eventos de señalización que conducen a la acumulación de HIF - 1α 
durante la hipoxia. Para explicar este fenómeno de 

interferencia, se ha sugerido que bajo condiciones hipóxicas la 

disponibilidad de oxígeno para las PHDs sería aún suficiente 

para hidroxilar a HIF - 1α. Sin embargo, el poco oxígeno 

disponible es utilizado en gran parte por las mitocondrias, lo 

que  disminuye  aún más  las  concentraciones intracelulares de 

oxígeno y  priva a las PHDs del sustrato necesario para 

hidroxilar a HIF - 1α.  Esto no ocurre cuando la cadena de 
transporte de electrones se encuentra inhibida, por ejemplo por 

NO o inhibidores farmacológicos de los complejos respiratorios,  
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conduciendo a la hidroxilación y degradación de HIF bajo 

condiciones hipóxicas (Hagen  et al. , 2003; Brune & Zhou, 2007) .  

A la luz de este modelo se plantea la posibilidad de que los 

efectos beneficiosos del 7 - NI en nuestro sistema  experimental 

estén mediados indirectamente a través de la estabilidad de HIF: 

La inhibición de la  producción de NO  permitiría una alta 

velocidad de la cadena de trasporte de electrones mitocondrial, 

consumiendo el oxígeno intracelular y favoreciendo la 

estabili zación de HIF - 1. En particular, la inhibición de mtNOS 

impediría la producción localizada de NO en la membrana 

mitocondrial interna, donde tiende a concentrarse por su 

hidrofobicidad,  impidiendo entonces la inhibición del Complejo 

I observada en nuestro sistema experimental (Figura 13 ) .  Sin 

embargo, nuestros resultados muestran que un aumento en la 

acumulación  de HIF por encima del logrado mediante el 

precondicionamiento hipóxico  – obtenido mediante la adminis -

tración de CoCl 2

 

 0,1mM (Figura  27)- no se refleja en un mayor 

grado de neuroprotección (Figuras 29 - 30).  Por otro lado, 

resultados preliminares del laboratorio muestran que HIF - 1α no 
sufre una mayor acumulación cuando se administra 7 - NI  el día 

posterior al precondicionamiento hipóxico (datos no mostrados).  

Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que los efectos 

neuroprotectores del 7 - NI en nuestro modelo se deben a efectos 

independientes de la acción de NO sobre la vía de HIF - 1. Por 

ejemplo, previniendo señales pro - apoptóticas gatilladas por 

daños bioquímicos y ultraestructurales en las mitocondrias.  
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En el presente   estudio  hemos utilizado  embriones de aves en un 

modelo experimental de hipoxia aguda  normobárica , con el 

objetivo de elucidar las vías moleculares y eventos de 

señalización celular que forman parte de los mecanismos de 

injuria y neuroprot ección.  

Los resultados obtenidos han  demostrado  que la hipoxia induce un  

marcado incremento  en la translocación del  citocro mo c al 

citosol , precediendo temporalmente a la fragmentación del ADN , 

indicando que en nuestro modelo experimental  l a hipoxia activ a 

la vía apoptótica intrínseca.  También hemos determinado que la 

muerte celular apoptótica  se encuentra precedida por un aumento 

en los marcadores de stress oxidativo . 

Dado que las mitocondrias juegan un rol central tanto  en la 

integración de señales pro - y anti - apoptóticas como en la 

producción de especies oxidantes, decidimos estudiar a 

continuación daños mitocondriales y  la posible modulación de la 

óxido nítrico sintasa mitocondrial (mtNOS) por la hipoxia.  

Observamos , por primera vez, que luego de un evento de hipoxia -

reoxigenación, las mitocondrias del SNC incrementan el contenido 

y actividad de mtNOS, exhibiendo  daños ultraestructurales e 

inhibición del complejo I – ambos cambios dependientes de óxido 

nítrico  (NO) . A demás, observamos  que la administración de 7 - NI  –

un inhibidor selectivo de nNOS - 20 minutos antes de la hipoxia 

evita  parcialmente  la activación de vía apoptótica intrínseca , 

sugiriendo que los daños mitocondriales dependientes de NO 

descriptos  anteriormente se encuentran río arriba en la c ascada 

de eventos que conducen a la muerte neuronal . 

En segundo lugar, hemos establecido que el precondicionamiento 

con un estímulo hipóxico de baja intensidad, confiere tolerancia  

parcial  a una injuria hipóxica más severa 24 h después . Mediante 

la administración de moduladores positivos (CoCl 2) y negativos 

(Fe 2+, ascorbato) de las HIF - prolil hidroxilasas,  demostramos que 

la acumulación de HIF - 1 durante el precondicionamiento hipóxico 

es necesaria para que se manifieste la tolerancia a una injuria 

hipóxica posterior.   
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Por último, observamos que la administración de 7 - NI y el 

precondicionamiento hipóxico aplicados en forma conjunta  tuvo un 

efecto  aditivo, logrando una neuroprotección completa . L os 

resultados obtenidos sugieren que los efectos neuroprotectore s 

del 7 - NI en nuestro modelo se deben a efectos independientes de 

la acción de NO sobre la vía de HIF - 1.  
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Las publicaciones que surgieron de esta Tesis Doctoral se 
mencionan a continuación:  
 
 
1- Hypoxia induces complex I inhibition and ultrastructural 
damage by increasing mitochondrial nitric oxide in developing 
CNS. 
Giusti S
European  Journal of Neuroscience. 2008 Jan;27(1):123 - 31.  

 , Converso DP, Poderoso JJ, Fiszer  de Plazas S.  

 
2- Hypoxia - induced apoptotic cell death is prevented by 
oestradiol via oestrogen receptors in the developing central 
nervous system.  
Pozo Devoto VM * , Giusti S*
( *  ambos autores contribuyeron igualmente al trabajo)  

, Chavez JC, Fiszer de Plazas S.  

 Journal of Neuroendocrinology. 2008 Mar;20(3):375 - 80.  
 
3- An improved method to obtain a soluble nuclear fraction from 
embryonic brain tissue  
Giusti  S
Neurochemical Research. 2009 May 22  [Epub ahead of print]  DOI 
10.1007/s11064 - 009- 9993 -9  

, Bogetti ME, Bonafina A, Fiszer de Plazas S.  

 
 
Manuscrito en preparación:  
 
Neuroprotection by hypoxic preconditioning involves up -
regulation of HIF - 1 in a prenatal model of hypoxia  
Giusti S
 

 , Fiszer de Plazas S.  
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