Rev Sanid Milit Méx 1996; 50(1) Ene.-Feb: 24-28

Articulo original

Efecto de la temperatura corporal en la actividad
de las sintetasas de 6xido nitrico

Subtte QFB José Manuel Campos Peralta,* MMC Guadalupe Cleva Villanueva Lépez,**
Cor MC José Luis Amezcua Gastélum*

RESUMEN. En el presente estudio se cuantificé la acti-
vidad de las sintetasas de 6xido nitrico dependiente e inde-
pendiente de calcio en los tejidos obtenidos de ratas anes-
tesiadas y mantenidas a diferentes temperaturas (28, 37 y
40° C). Asimismo, se estudié el efecto de la temperatura
corporal en la induccién de 6xido nitrico producida por li-
popolisacirido en rata. Para establecer si la temperatura
afecta la actividad de las enzimas o altera la produccion
de 6xido nitrico indirectamente a través de la liberacién
de otros mediadores, se estudio Ia respuesta a la fenilefri-
na en aorias aisladas de rata sometidas a diferentes tempe-
raturas (28, 37 y 39° C) y a diversos tiempos de incubacion
con y sin lipopolisacdrido, en presencia de L-arginina
(precursor del 6xido nitrico) o N-iminoetil-L-ornitina (in-
hibidor de la sintesis de éxido nitrico). En todos los casos
los experimentos in vivo duraron 6 horas, excepto en el
grupo con hipertermia (40* C) que sobrevivié menos de 3
horas. Se observé que durante la hipotermia (28" C) el tra-
tamiento con lipopolisacirido no aumentd la actividad de
las sintetasas de dxido nitrico. En contraste, la hiperter-
mia por si misma, aiin sin tratamiento con lipopolisacari-
do, aumento la actividad de ambas enzimas en el ileon e
higado y la de independiente de calcio en ileon, higado y
pulmén. Ademas, la hipertermia potencid el efecto induc-
tor del lipopolisacdrido en el higado. La respuesta inicial
de los anillos de aorta a la fenilefrina fue igual en todos los
grupos. La incubacién durante 5 horas (independiente-
mente de la temperatura o de la presencia de lipopolisaca-
rido) aumenté la dosis efectiva 50 a la fenilefrina, efecto
que fue potenciado por la L-arginina e inhibido por N-
iminoetil-L-ornitina, indicando aumento en la liberacion
de 6xido nitrico. Los resultados de estos experimentos no
son concluyentes y la presencia de lipopolisacérido por
contaminacion bacteriana de las soluciones no ha sido des-
cartada. Se concluye que los cambios en la temperatura
corporal alteran la sintesis de 6xido nitrico in vive, proba-
blemente a través de la liberacion de otros mediadores,
como las citocinas o el lipopolisacarido de bacterias traslo-
cadas, aunque, para confirmar esta hipdtesis es necesario
cuantificar esos mediadores simultidneamente a la valora-
cion del 6xido nitrico en ratas sometidas a hipertermia.
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SUMMARY. This is a trial for quantitative assess-
ment of the nitric oxide synthetase, either dependent or
not from calcium in resected tissue of rats which were
under the effect of anesthetics at difference temperatu-
res of 28, 37 and 40° C. Influence of body temperature
on the induction of nitric oxide produced by lipopo-
lysacharid in rats was evaluated as well. Response to fe-
nilephrine in the isolated aorta of rats submitted to di-
fferent temperatures at 28, 37 and 39 C and the diver-
se incubation spans, with or without lipopolysacharid
in presence of L-arginine (precluder or nitric oxide) or
N-iminoethyl-L-ornithyne (inhibitor of the nitric oxide
synthesis) was assessed in order to determine if body
temperature influences on the enzymatic activity or in-
directly modifies the nitric oxide production through
the release of other mediators. In vivo trials had a du-
ration of six hours, except for the group of hyperther-
mia (40 C) because of their survival was less than three
hours. Results demonstrated that in hypothermia (28"
C) the treatment by lipopolisacharid did not increase
the nitric oxide synthetase activity. On the other hand,
hyperthermia by itself, even without treatment by lipo-
polysacharid, increased activity of both enzymes in
ileon and liver; that which was independent of calium,
increase in ileon, liver and lungs. Hyperthermia increa-
sed as well the inductor effect of lipopolysacharid in li-
ver. Initial response of the aorta sections to fenilephri-
ne was the same in all cases, Incubation by five hours
(regardless of temperature or presence of lipopo-
lysacharid) increase the 50-effective dose to fenilephri-
ne and such an effect was potenciated by L-Arginine
and inhibited by N-iminoethyl-L-ornithyne which indi-
cates increased releasing of nitric oxide. These are not
concluding results since the presence of lipopolysacha-
rid by bacterial contamination of fluids has not been
discarded. It is concluded that changes in body tempe-
rature modify the in vivo synthesis of nitric oxide per-
haps by the release of other mediators such as cytocines
or the lipopolysacharid of translocated bacteriae. It
should be necessary to perform a quantitative evalua-
tion of such mediators at the same time to the assess-
ment of nitric oxide in rats under hypertermia in order
to determine the last hypotesis.
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Efecto de la temperatura corporal en la actividad de las sintetasas.

La fiebre se considera no sélo un signo en respuesta a la
agresion, sino un fenémeno que ayuda al huésped a defen-
derse; sin embargo, cuando es muy elevada o prolongada
produce mds dafio que beneficio, como es el caso del gol-
pe de calor, que es un sindrome complejo desencadenado
por la hipertermia y caracterizado por hipotension severa,
delirio y convulsién que puede dar lugar a dafio tisular,
disfuncién orgdnica, coma y muerte.' El golpe de calor
probablemente esté mediado por la liberacion de citocinas
o del lipopolisacarido (LPS) de las bacterias traslocadas
del tracto gastrointestinal a la circulacién.’

Por otra parte, el 6xido nitrico (NO), considerado uno de
los mediadores de la citotoxicidad de los macréfagos activa-
dos, se sintetiza a partir de uno de los 4tomos de nitrégeno
del guanidino terminal de la L-arginina (L-Arg), dando
como coproducto la L-citrulina® y es a través de por lo me-
nos dos sistemnas enzimdaticos.* Uno es calcio dependiente y
responsable de [a liberacién continua de pequefias cantida-
des de NO y el otro es independiente de calcio y produce
grandes cantidades sélo bajo el estimulo de citocinas, como
el factor de necrosis tumoral (FNT), el interferén gamma y
las interleucinas 1 o 2;°7 el LPS* y algunas exotoxinas.” La
hiperproduccién de NO por este sistema se ha relacionado
con la descompensacion del choque.

Aunque el papel de la temperatura en la regulacién de la
sintesis del NO se desconoce, el hecho de que la liberacion
de citocinas aumente con la hipertermia y disminuya con la
hipotermia,"'*!"" sugiere que, al menos indirectamente, los
cambios en la temperatura corporal podrian alterar la pro-
duccidn de NO.

El propdsito de este trabajo es cuantificar la actividad de
las sintetasas de NO dependiente e independiente de calcio
en los tejidos obtenidos de ratas tratadas con LPS y someti-
das a temperaturas de 28, 37 y 40 C, asi como determinar la
respuesta a la fenilefrina de las aortas aisladas sometidas a
diferentes temperaturas (28, 37 y 39° C) y a diversos tiem-
pos de incubacién con y sin LPS.

Material y métodos

1. Cuantificacién de las sintetasas de éxido nitrico.

Se utilizaron ratas Wistar machos (250-350 g de peso),
anestesiadas (pentobarbital sédico ip. 45 mg/kg), manteni-
das a temperatura ambiente, permitiendo el cambio esponta-
neo en la temperatura corporal, entre 28 a 30" C (grupo en
hipotermia), 37° C (grupo en normotermia) o entre 38 a 41°
C (grupo en hipertermia) de temperatura rectal mediante la
aplicacién en una cama de hielo o de calor con una ldmpara
incandescente. Cada uno de los grupos del modelo de cho-
que endotéxico (LPS de E. coli iv. 4 mg/kg) tuvo un grupo
control que fue sometido a los mismos procedimientos de
anestesia y de control de temperatura y recibid, en [ugar de
LPS, solucidn salina isoténica. Seis horas después los ani-
males fueron sacrificados por sobredosis de anestesia. Se
extrajeron el cerebro, corazdn, bazo, higado, {leon terminal
y pulmones para la determinacion de la actividad de las sin-
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tetasas de NO por el método de conversion de '“C-L-Arg en
“C-L-citrulina (Salter M, 1991).

2. Efecto de la temperatura en la respuesta a la fenile-
frina en aortas aisladas de rata.

Se utilizaron ratas Wistar machos (250-300 g de peso).
Se sacrificaron por dislocacion cervical, inmediatamente
después se abrid el térax, se disecé la aorta tordcica y se asi-
16 un segmento de aproximadamente 2 cm. Se limpid de te-
jido conectivo y se obtuvieron dos fragmentos de aproxima-
damente 5 mm, manteniendo la integridad del endotelio. En
todos los casos los anillos fueron colocados en un dispositi-
vo para estudio de érgano aislado, con un volumen de 15
mL, baftados con solucién de Krebs, pH 7.4, que se prepard
cada dia de experimento.

La dosis efectiva 50 se obtuvo por extrapolacion en las
curvas dosis-respuesta de cada experimento.

Los resultados se expresaron como la media + e.e.m. de
n observaciones. Para determinar la significacién de las di-
ferencias entre las medias de diversos grupos se utiliz6 and-
lisis de varianza unifactorial o bifactorial segin el caso.

Se consideraron significativas las diferencias a un nivel
de p < 0.05.

Resultados

1. Curso temporal de la temperatura rectal en ratas
tratadas con LPS.

En las ratas tratadas con LPS que se mantuvieron a tem-
peratura ambiente sin control de la temperatura corporal, se
observé que la temperatura rectal desciende de 37° C a 33.3°
C durante los primeros 90 minutos después del tratamiento.
Conforme pasa el tiempo la temperatura se recupera hasta
llegar a Ifmites normales después de 3 h de administrado el
LPS (Figura 1).
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Figura 1. La figura muestra el curso temporal de la temperatura rectal en

ratas a las que se les administro LPS (4 mg/kg iv }. Los datos representan la
media + e.em. (n =4).
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Cuadro 1. Actividad de ia sintetasa dependiente de calcio (pmol/min
por mg de proteina, n = 4)

Grupo Ileon Higado Pulmén
1.37°Csin LPS 247 + 2.2 0 03 +02
2. 40° C sin LPS 414 + 9.3 75+39 0

3. 28° C con LPS 287 + 7.2 0 08 + 04
4. 37° C con LPS 360 + 69 03z 0.2 09 +04
5. 40° C con LPS 296 + 08 10+05 16 + 1.0

Media + E.E.M.
LPS = Lipopolisacarido {4 mg/kg iv).

Cuadro 2, Actividad de la sintetasa independiente de calcio (pmol/min
por mg de proteina, n = 4).

Grupo Ileon Higado Pulmén
1. 37 C sin LPS 0 52 +07 0

2. 40° C sin LP8 9.7 + 1.1 140 +20 02 +01
3. 28°C con LPS 103 +58 47 +21 12 +06
4. 37°C con LPS 59.7 + 10 151 +29 290 +59
5.40° C con LPS 431 + 14 334 +0.9 103 +21

Media + E.E.M.
LPS = Lipopolisacirido (4 mg/kg iv}

2. Actividad de las sintefasas de oxido nitrice. (Los da-
tos se expresan en los cuadros 1y 2).

a. Los animales tratados con LPS y sometidos a hiperter-
mia (40° C) no sobrevivieron mas de 3 horas, mientras que
en otros grupos se determiné el experimento 6 horas des-
pués de la administracion de LPS.

b. La actividad de la sintetasa de 6xido nitrico en cora-
z6n y cerebro fue la misma en todos los grupos.

¢. En los animales mantenidos en hipotermia (28° C) y en los
que permanecieron a 37° C sin la administracién de LPS, la acti-
vidad de las sintetasas en pulmon, higado e fleon fue semejante.

d. La hipertermia (40° C) aumentd significativamente la
actividad de la sintetasa dependiente de calcio en higado e
ileon, y de la independiente de caicio en orden creciente en
pulinén, higado e ileon de los animales sin la administra-
cién de LPS (Figuras 2 y 3).

e. El tratamiento con LPS aumentd la actividad de la sin-
tetasa independiente de calcio en el pulmdn, higado e ileon
de los animales mantenidos a 37* C. Estos cambios no se
dieron en el grupo con hipotermia (28° C), mientras que la
hipertermia (40 C) potencio el efecto del LPS en higado
(Figura 4).

3. Efecto de la temperatura en la respuesta a la fenilefri-
na en aortas aisladas. (Los datos se expresan en el cuadro 3).

a. Se observa que en todos los casos {con y sin LPS y de
28 a 39° ), después de 5 horas de incubacidn, la curva do-
sis respuesta a la fenilefrina se desplazo a la derecha, lo que
se reflejo en aumento de la DES0.

b. Los valores de la DES(G a la fenilefrina, después de 5
horas, tienden a ser mayores en los anillos incubados con
LPS independientemente de la temperatura.
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Figura 2. La figura muestra 1a actividad de la sintetasa de NO dependiente
de calcio en pulmdn, higado e fleon a diferentes temperaturas sin trata-
miento con LPS. Los datos representan [a media + eem. (n = 4).
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Figura 3. La figura muestra Ia actividad de la sintetasa de NO indepen-
diente de calcio en pulmén, higado e ileon a diferentes temperaturas sin tra-
tamiento con LPS. Los datos representan la media + e.em. (n = 4).
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Figura 4. La figura muestra la actividad de la sintetasa de NO indepen-
diente de calcio en pulmén, higado e ileon a diferentes temperaturasde ra-
tas a las que se les administré LPS (4mg/kg i.v.). Los datos representan la
media + e.em. {n = 4}.

¢. La L-Arg aumenta el desplazamiento de la curva dosis
respuesta a la fenilefrina en todos los casos. Los cambios
mencionados (desplazamiento de la curva después de 5 ho-
ras y efecto de la L-Arg) fueron menores en los anillos incu-
bados a 28" C.
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Cuadro 3. Dosis efectiva 50 a fenilefrina en anillos de aorta de raia con endotelio
(1x10°M, n =4}

Grupo LPS Inicial 5h L-Arg L-NIO
28°C Si 18+06 47+01 6.0+20 35+086
No 1.5+05 40+0.7 52+1.2 29+0.3
37 C Si 36+09 83120 17151 58+16
No 26+03 76+09 23+16 35+24
3 C Si 2.2+08 22+ 14 15+ 0.3 41+02
No 2.3+01 86+02 11+53 54432
Media + E.E M. L-Arg = L-arginina (300p M)

LPS = Lipopolisacarido {100 ng/mL)

d. La recuperacion de la respuesta con L-NIO fue com-
pleta en los anillos incubados a 28" C, mientras que a 37 y
39 C el efecto fue parcial.

Discusion

El cambio de la temperatura rectal de los animales trata-
dos con LPS que permanecieron a temperatura ambiente
(15° C) fue semejante al informado por Derijk y cols.'? La
hipotermia que se produce durante los primeros |00 min se
atribuye a la liberacion de FNT y la posterior recuperacion
se ha relacionado con ¢l aumento en IL-1, IL-6 y prosta-
glanding D2."?

En el presente estudio se valord el efecto de 1a tempera-
tura en la sintesis de NQO, utilizando ¢l modelo de choque
endotoxico producido por LPS en la rata. Este es el modelo
que mds se ha empleado para estudiar la induccion de la
sintesis de NO in vivo."*'* Al igual que lo informado por
otros autores,'* se observd induccion de la sintesis de NO en
el pulmén, higado e ileon después de 6 horas de 1a adminis-
tracién de la endotoxina. Aunque se piensa que en dicho
modelo el estimulo para la sintesis de NO es el LPS," es
probable que también participen diferentes citocinas (FNT,
IL-1, IL-6) que liberan los macréfagos al ser estimulados
por LPS® y que a su vez son capaces de inducir la sintesis
de NO.>7 Ademads, se sabe que esas citocinas potencian la
induccidn de la sintetasa de NO producida por LPS en célu-
las aisladas.>”

En el presente trabajo se observé aumento en la actividad
de ambas sintetasas en el higado e ileon y de la indepen-
diente de calcio en el pulmén de los animales sometidos so-
lamente a hipertermia, a diferencia de los tratados con LPS
en los que aumenté sdlo la sintetasa independiente de cal-
cio. Es importante destacar que estos animales sobrevivie-
ron menos de tres horas, tiempo que resultarfa insuficiente
para la induccion de la sintesis de por LPS, pero no por
FNT.

Es probable que en el presente estudio, la hipertermia
haya dado lugar a la liberacién de citocinas y LPS, lo que
explicaria el aumento “temprano” en la actividad de las sin-
tetasas de NO. Este mecanismo explicaria también porqué
en los animales sometidos a hipertermia y tratados con LPS
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L-NIO = N-Iminoetil-L-ornitina (301 M)

la actividad de la sintetasa independiente de calcio fue ma-
yor que en los que unicamente recibieron la endotoxini. Sin
embargo, no puede descartarse el que la temperatura afecte
directamente la actividad de la enzima.

Bernard y cols' observaron que en mucréfagos aisiados,
activados con LPS, la hipertermia aumenta la produccion de
nitritos y nitratos (imetabolitos del NO) y que ese efecto fue
inhibido por la monometit-L-Arg, por lo que estiman que la
hipertermia puede amplificar la induccion de la sintesis de
NO. En el trabajo mencionado no se midié la actividad de
la enzima y no se estudio la participacion de las citocinas li-
beradas por el propio macréfago.

En este trabajo observamos que la hipotermia evito el
aumento en la actividad de las sintetasas de NO producido
por el LPS, lo que, al igual que los experimentos de Vidrio y
Garefa Mérquez'” y Kader,'® sugiete que la hipotermia dis-
minuye la produccidn de NO. Sin embargo, no se puede
descartar algiin efecto de la hipotermia en la produccion de
citocinas, puesto que se sabe que la disminucion en la tem-
peratura corporal produce disminucién en la liberacion de
estos mediadores.'?

Los experimentos realizados en los anillos de aorta se hi-
cieron con el objeto de investigar ¢ efecto de la temperatu-
ra en la produccidn de NO en un sistemna aislado. Se obser-
v6 que la DE50O a la fenilefrina inicial, no fue afectada por
la temperatura y que en todos los casos de incubacidr: des-
plazé la curva dosis respuesta hacia la derecha (tanto en pre-
paraciones con como en las sin LPS) sélo después de 5 ho-
ras de incubacion. Aunque la DESO tendié a ser mayor en
los anillos con endotoxina, no hubo diferencia significativa
con respecto al comportamiento de los anillos sin LPS. En
todos los casos la L-Arg aumentd el desplazamiento de la
curva hacia la derecha y el 1.-NIO produjo recuperacion de
la respuesta a la feniletrina. En las preparaciones incubadas
a 28" C los cambios fueron menores y ef efecto del L-NIO
fue completo; sin embargo, las diferencias no fueron signifi-
cativas.

Los hallazgos sugieren induccidn de la sintesis de NO a
las 5 horas (independiente del tratamiento con LPS) lo que
podria explicarse por contaminacién de la solucién de
Krebs, como ha sido informado por Rees.* Para aclarar esa
afirmacion es necesario realizar los experimentos en presen-
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cia de polimixina B que atrapa el LPS e inhibe su accidn.'
Por otra parte, la hipotermia no inhibié completamente, ni
la hipertermia potenci6 ia induccidn de la liberacion de NO,
lo que sugiere que en los experimentos ir vivo, el efecto de
la temperatura probablemente esté mediado por el cambio
en la produccion de citocinas. En el caso de la hipertermia
producida ir vive, podria agregarse el paso de LPS a la cir-
culacién por traslocacién bacteriana, lo que potenciarfa el
efecto de las citocinas sobre la liberacion de NO. Es necesa-
rio cuantificar citocinas y LPS en los animales sometidos a
lag diferentes temperaturas.

Los resultados relatados en la literatura y el presente es-
tudio sugieren que los cambios en la temperatura corporal
alteran los mecanismos de regulacién de la sintesis de NO.
En forma empirica se ha dicho desde hace mucho tiempo
que la fiebre es benéfica en la respuesta a las infecciones.
Probablemente la fiebre, al estimular directa o indirecta-
mente {a produccién de NO contribuya a facilitar la activi-
dad citot6xica de los macréfagos; sin embargo, es probable
que cuando, como también es conocido empiricamente, la
fiebre es muy elevada o prolongada resulte mds téxica que
benéfica al dar lugar a produccién excesiva de NO, como
podria ser el caso en el golpe de calor.

Conclusiones

1. La hipertermia (38 - 40° C) aumento la actividad de la
sintetasa de NO independiente de calcio en el ileon, higado
y pulmdn de la rata anestesiada y la de la dependiente de
calcio en fleon e higado.

2. La hipertermia aumenté la induccion de la sintesis de
NO a través de la enzima calcio independiente en el higado
de los animales tratados con LPS.

3. La hipotermia (28" C) evitd la induccidn de la sintesis
de NO por LPS en ratas anestesiadas.

4. Ni la hipotermia ni la hipertermia cambiaron la res-
puesta inicial a la fenilefrina en las aortas aisladas de rata.

5. Después de 5 horas de incubacidn, independientemen-
te de la presencia de LPS y de la temperatura del bafio (hi-
per, normo o hipotermia), la curva dosis respuesta a la feni-
lefrina en las aortas aisladas fue desplazada a la derecha, lo
que se reflejé en aumento en la DES0. Este fenémeno se po-
tencié con la incubacién con L-Arg.

6. Independientemente de la presencia de LPS y de la
temperatura del bafio, la respuesta a la fenilefrina en las aor-
tas aisladas se recuperd con L-NIO después de la incubacion
durante 5 horas y el tratamiento con L-Arg,

7. Puesto que se sabe que la hipertermia aumenta y la hi-
potermia disminuye la liberacion de citocinas y debido a que
en este trabajo los cambios en la produccion de NO depen-
dientes de la temperatura s6lo se observaron in vivo, se pien-
sa que la temperatura modula indirectamente la produccién
de NO, probablemente al alterar la liberacion de citocinas.
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8. Es necesario realizar experimentos en los que se mida,
simultineamente a la valoracidn de la produccion de NO, la
liberacién de citocinas en animales sometidos a hiper o hi-
potermia.
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