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Resumen. En los nltimos anos el éxido nitrico (ON), una molécula
sencilla pero altamente reactiva, ha sido el centro de una gran cantidad de
investigaciones. Es sintetizado en los tejidos mamiferos a partir del aminoa-
cido L-arginina por una reaccién enzimatica catalizada por la sintasa de
6xido nitrico {SONJ, produciendo L-citrulina y, ON. El ON tiene una media
vida muy corta, es liposoluble, reacciona facilmente con un gran ntmero de
sisternas enzimaticos, v es producido por una amplia variedad de células.
La enzima SON existe en, al menos, tres formas: dos isoformas son calcio
dependientes y estan continuamente presentes en células especificas, lla-
madas SON constitutivas {cSON). De éstas, una isoforma esta presente en
el citosol de las células neuronales (nSON}, mientras la otra isoforma esta
presente en forma de proteina ligada a las membranas en las células endo-
teliales (eSON). Las ¢SON producen pequenas cantidades de ON, después
de que ocurre una estimulacién por agonistas especificos. El ON producido
por las ¢SON frecuentemente media sefiales celulares y comunicacion celu-
lar. Una tercera isoforma de SON es calcio-independiente, no esti presente
en células no estimuladas y produce grandes cantidades de ON siguiendo a
la estimulacion de células apropiadas con citoquinas o lipopolisacaridos .
Esta isoforma es llamada SON inducible (iSON). El ON es un mediador
tanto de procesos fisiolégicos como patologicos. Actha directamente en sus
blancos celulares, de los cuales el mas importante es la guanilatociclasa, y
produce una gran variedad de efectos biologicos, que van desde citoprotec-
cién a citotoxicidad. Es motivo de la presente revision un analisis de la bio-
quimica y fisiologia del ON, asi como de sus acciones biologicas y posibles
implicaciones terapéuticas
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Abstract. In recent years, nitric oxide (NOJ, a single but highly reactive
molecule has become known as the central point of many researchs. NO is
synthesized by the enzyme nitric oxide synthase (NOS) in mammals from
the amino-acid L-arginine. The products of L-arginine oxidation by NOS are
L-citrulline and NO. Nitric oxide has a very short half life, is lipid soluble,
reacts easily with several enzymatic systems, and is produced by a wide
amount of cells. At least, three kinds of enzymes NOS have been described:
two of them are calcium-dependent and continuosly present in select cells
{constitutive NOS, ¢cNOS). One ¢NOS isoform is present in the cytosol of
neuronal cells, while the other isoform is present in membrane-bound form,
in endothelial cells. cNOS produces small quantities of NO, following sti-
mulation by specific agonist. NO produced by ¢cNOS frecuently mediates ce-
llular communications and cellular signaling. A third isoform is calcium-in-
dependent, is not present in unstimulated cells, and produces large quanti-
ties of NO following stimulation of the appropriate cell with cytokines or
LPS {inducible NOS, iNOS). NO is a mediator of both physiologycal and
pathological process. It acts directly on its targets, one of them, maybe the
most important, is the soluble guanylate cyclase, and produces a variety of
biological effects, ranged from cytoprotection to cytotoxicity. An analysis of
the biochemistry and physiology of NO is the focus of this review, together
with its biological actions and potential therapeutical implications.

Recibido: 12-9-97. Aceptado: 3-2-98.

INTRODUCCION

El éxido nitrico (ON} es un gas
incoloro, relativamente estable, que
es liposoluble y medianamente solu-
ble en agua, y pertenece a una fami-
lia de compuestos , los éxidos de ni-
trogeno, que difieren marcadamente
unos de otros en estructura y reacti-
vidad. El ON es capaz de formarse
en el ambiente por la unién del oxi-

geno (O2) y el nitrégeno (N2} a altas
temperaturas, como cuando ocurre
un relampago. Pero no fue sino has-
ta mediados de la década pasada
cuando se establecié que el ON es
una molécula que puede ser bioléogi-
camente sintetizada en los tejidos
mamiferos. Desde hace algunos
anos, el ON se ha convertido en uno
de los topicos mas estudiados en los
campos de la biologia y la quimica.
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Antes de 1981 se pensd que la bio-
sintesis del 6xido nitrico estaba res-
tringida a las bacterias que partici-
pan en las reacciones de nijtrifica-
cién o denitrificacién. Pero en 1987,
la demostracion de la formacion de
ON por una enzima en el endotelio
vascular abrié una nueva area en la
investigacién biologica (1). El1 ON es
sintetizado a partir del aminoacido
L-arginina por una enzima, la sinta-
sa de 6xido nitrico (SON]}. En las pri-
meras investigaciones resultaba cla-
ro que existian al menos dos tipos
de esta enzima. Una constitutiva, ci-
tosoélica, dependiente de calcio y cal-
modulina, y que libera 6xido nitrico
por cortos periodos en respuesta a
un receptor o a estimulacion fisica.
La otra es inducida después de la
activacién de los macréfagos, célu-
las endoteliales, y otras células por
citoquinas, y una vez expresada,
sintetiza ON por largos periodos de
tiempo. Esta enzima, ademas es in-
dependiente de calcio y su induc-
cién es inhibida por glucocorticoides
(1). Hoy en dia se sabe que existen
tres tipos de sintasas de éxido nitri-
co, las cuales seran estudiadas en
detalle en otra seccion de esta revi-
sién.

Una vez sintetizado en los teji-
dos mamiferos, contrariamente al
mecanismo de accién convencional
de las moléculas que intervienen en
la transmision de bjosenales, quie-
nes actuian ligandose a una molécu-
la receptora especifica, el ON mani-
fiesta sus acciones biologicas a tra-
vés de un amplio rango de acciones
quimicas. La familia de sintasas de
Oxido nitrico que intervienen en su

formacién catalizan la oxidacion de
uno de los dos nitrégenos guanidi-
nos en el sustrato L-arginina para
formar 6xido nitrico (2). Este proce-
so involucra dos reacciones de mo-
nooxigenaciéon sucesivas, con una
reaccion inicial que da como resul-
tado el N®-hidroxi-L-arginina, como
intermediario (3}, y una reaccién fi-
nal, que origina ON y citrulina (2)
(Fig.1).

Es bien conocida la reaccion
del ON en la fase gaseosa con el Og,
para dar dioéxido de nitrogeno (NOg).
En los medios acuosos, el ON se di-
suelve de manera limitada, forman-
do una solucién saturada de una
concentraciéon aproximada de 2mM,
a temperatura y presion estandar.
Esta hidrofobicidad del ON resulta
en una alta capacidad de permeabi-
lidad en los sistemas biologicos, per-
mitiendo su facil difusién a las
membranas celulares, y se ha podi-
do detectar en vivo en la fase gaseo-
sa del pulmoén (4). Estudios de las
acciones del ON en los sistemas bio-
loégicos, han sugerido que el ON es
altamente inestable, con una media
vida aparente de 6 a 60 segundos,
reaccionando rapidamente con el O2
y el anién superoxido {O2) {5), para
formar peroxinitrito (ONOO7). Asi, la
formacién de O2" en las células de
los mamiferos, y la alta proporcion
de su reaccioén con el ON, convierte
la formacién del peroxinitrito en un
posible producto del metabolismo
del ON (6) : NO + Oz — ONOO

El peroxinitrito puede danar las
células por oxidacion de sus lipidos
a tioles, por ejemplo. El ON también
interactGa con el hierro en los cen-
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La conversion de L-arginina en L-citrulina y ON catalizada por la sintasa de
ON es una oxidacién de cinco electrones de uno de los nitréogenos guanidi-
nos de la L-arginina. El primer paso, una oxidacién de dos electrones, es
una hidroxilacién que forma NG~hidro:d-L-arginina como intermediario. El
segundo paso, una oxidacién de 3 electrones, involucra la remocién de un
electrén, insercion de O2 y escisién de un enlace carbono-nitrégeno para
formar L-citrulina y el radical libre NO. El mismo donador de electrones, ni-
cotinamin-adenin-dinucledtido-fosfato {(NADPH]), se requiere para ambos
pasos. Los atomos de oxigeno que son incorporados en el 6xido nitrico y la
L-citrulina derivan de distintas moléculas de oxigeno, lo cual significa que
la enzima liga y utiliza dos moléculas de oxigeno durante un recambio cata-
litico para generar 6xido nitrico.

tros sulfuro-ferrosos de varias enzi-
mas. Se ha sugerido que algunas
acciones biologicas pueden ser me-
diadas a través de sus formas oxida-
das o reducidas (7).

SINTASAS DE OXIDO NITRICO

Las células de los mamiferos
estan dotadas con al menos tres ge-
nes gue encodan distintas isoformas
de sintasas de o6xido nitrico {SON]),
por lo cual la biosintesis del ON pa-
rece producirse en la mayoria de es-

tas células. Los ADN de estas enzi-
mas han sido clonados molecular-
mente, y se ha encontrado que com-
parten entre ellos un 50-60% de ho-
mologia a nivel de nucleétidos y
aminoacidos (8). Por el ano de
1992, los investigadores describie-
ron dos enzimas que estan expresa-
das constitutivamente. Una esta
aparentemente restringida al endo-
telio, la sintasa de d6xido nitrico en-
dotelial (eSON 6 SONI), y la otra se
encuentra en neuronas del Sistema
Nervioso Central y Periférico y en
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otros tipos celulares, como células
de los islotes pancreaticos(9}, mus-
culo liso (10) y células epiteliales del
pulmén (11}, estomago y atero {12},
la sintasa de 6xido nitrico neuronal
(nSON ¢ SONIH]). Otra clase de sin-
tasa de ON es expresada en muchos
tipos celulares después de ser esti-
muladas con agentes inmunoldgicos
o inflamatorios. Esta no es expresa-
da constitutivamente, sino es indu-
cible, es la sintasa de é6xido nitrico
inducible (iISON 6 SONII) (8). Asi, la
nueva proteina iSON es sintetizada
en la célula siguiendo un periodo
de induccién de 2 a 6 horas, duran-
te el cual el gen es transcrito y el
ARN mensajero, sintetizado (13).
Ejemplos de células que contlenen
iSON incluyen células musculares
lisas, células endoteliales, hepatoci-
tos, macréfagos y células de Kupffer
(2,14). Aunque todas las isoformas
de SON necesitan ligar calmodulina
para su actividad, solo la iSON tiene
una alta afinidad por la calmoduli-
na, permaneciendo ligada a ésta a
niveles tan bajos de calcio como los
encontrados en células en reposo,
confiriéndole a la iSON una activi-
dad catalitica completa indepen-
diente de la elevacién del calcio y de
calmodulina exégena (15,16). Asi, se
piensa que tanto la eSON como la
nSON producen pequefias y fisiol6-
gicas descargas de ON en respuesta
a elevaciones transitorias de caicio
intracelular, que permiten mantener
la calmodulina unida a ellas, libe-
rando ON durante sélo algunos mi-
nutos (17), mientras que la iSON
produce un cuantioso y continuo
fluyjo de ON, siendo su tnica limi-

tante la ausencia de sustrato. Por
consiguiente, se cree que la iNOS -e-
nzima calcio-independiente- mas
que las ¢SON -enzimas constituti-
vas- es la isoforma que produce las
grandes cantidades de NO que pue-
de resultar en dafo del tejido, o
muerte. Sin embargo, en algunas
circunstancias, como por ejemplo
durante la isquemia tisular, una ele-
vacion sostenida en el calcio intrace-
lular puede ocasionar que las cSON
produzcan cantidades citotéxicas de
ON (18,19). La mayor diferencia en-
tre la actividad de las ¢SON y la
iSON no reside en la concentracion
del ON generado por la enzima, sino
en la duracién de la produccién del
ON (20).

Todas las isoformas de las sin-
tasas de Oxido nitrico contienen
cuatro grupos prostéticos : Flavin
adenin dinucledtido (FAD), flavin
adenin mononucleétido (FMN), pro-
toporfirina-férrica IX (hemo) y tetra-
hidrobiopterina (BH4). Los grupos
flavin son usados para enviar los
electrones del donador de electrones
NADPH al grupo hemo en la catali-
sis de la SON (21-23}, la funcién de
la BH4, un cofactor active redox
para hidrolasas de aminoacidos aro-
maticos (24), atn no ha sido escla-
recida. Cuando la calmodulina se
une a la SON, produce una rapida
abertura del canal para el flujo de
electrones a través del sitio activo de
la NOS. Los electrones atraviesan de
la flavina reducida al grupo hemo,
iniciando de esta manera la sintesis
de ON (25). En presencia de calmo-
dulina, cuando estan limitados, o
bien la L-arginina o la BH4, la SON
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utiliza dioxigeno como aceptor final
de electrones (26,27) y consume
NADPH a una velocidad desacoplada
de la sintesis de ON . El resultado es
la formaci6én de anién superdxido, el
cual a su vez puede reaccionar con
el ON para formar otros 6xidos de
nitrogeno (28,29) que son extrema-
damente reactivos y potencialmente
citotoxicos.

Se han descrito una serie de
inhibidores de la sintesis de éxido
nitrico, los cuales han sido de gran
utilidad en los estudios realizados
para determinar las implicaciones fi-
siologicas y fisiopatologicas de este
compuesto. Entre ellos tenemos los
inhibidores compeutwas de la SON,
como la L-N ~metil -monoarginina
{L-NMMA), L-N —arginina {L-NA) vy
su metil éster (L-NAME), L-NY-am-
ino-L-arginina (L-NAA} (14), los cua-
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les son analogos de la L-arginina y
actian por competencia con el sus-
trato por la enzima (Fig.2). Por otra
parte, los glucocorticoides, dexame-
tasona, hidrocortisona y cortisol
inhiben la induccién, pero no la ac-
tividad de la iNOS, después de la es-
timulacion de las células con lipopo-
lisacaridos (LPS) 6 con citoquinas
(14).

BLANCOS BIOLOGICOS DEL
O6xX1IDO NITRICO

Antes de entrar a discutir cua-
les son los blancos potencialmente
biolégicos del ON en la célula, debe
ser discutido un asunto aun no re-
suelto. Mientras la enzima neuronal
{(nSON] es una proteina ligada a la
membrana, la enzima endotelial
{eSON} vy la inducible {iSON} estan

co_H

cozH

CO,H

O Me

cO_H

Férmula estructural de la L-arginina y sus analogos que inhiben la sintesis
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localizadas en el citosol. Asi, jcomo
escapa €l ON producido por estas
dos ultimas isoformas del citosol de
su célula productora, la cual.contie-
ne estos mismos blancos intracelu-
lares sin causar efecto en ella mis-
ma?. Se han propuesto algunos
transportadores intracelulares para
el NO, pero atin no han sido proba-
dos (30) (Tabla 1}. Una vez sintetiza-
do el ON, es capaz de actuar sobre
sus blancos intracelulares, que son :

Hemoproteinas

A bajas concentraciones, el ON
reacciona con el hierro de las hemo-
proteinas para provocar muchas de
sus acciones bioldgicas. En los ca-
sos de la guanilatociclasa (31,32) y
la ciclooxigenasa (29), la interaccion
con el ON activa la enzima. Por otra
parte, se ha observado que el ON
inhibe una gran cantidad de otras
hemoproteinas involucradas en la
sintesis de mediadores bioactivos o
eventos de sefales celulares redox,
tales como : citocromo P450 (33}, li-
poxigenasa (34), catalasa y peroxi-
dasa. La hemoglobina en los eritro-
citos y la mioglobina en el musculo
esquelético y cardiaco parecen ser
blancos biolégicos que secuestran
ON, pero el grupo hemo de la for-
ma soluble de la guanilatociclasa es
claramente uno de los mas sensibles

e importantes sitios de accion del
ON, basado en el papel bien estable-
cido del GMP ciclico en muchas res-
puestas mediadas por el ON (35).

Proteinas que contienen tioles

Algunas proteinas esenciales
que contienen tioles indispensables
para su funcién, deben ser conside-
radas como blancos para la accién
del ON, y podrian contribuir a la ci-
totoxicidad mediada por ON. Dentro
de este grupo se incluyen proteinas
que intervienen en las senales de
transduccion, como lo son : recepto-
res (36,37), proteina G (38), protein
cinasas (9,39), protein fosfatasas
{40), factores que activan transcrip-
cion (9,40-42) y proteasas (43). El
mecanismo de accion del ON en este
caso parece ser via Adenosin difos-
fato ribosa ciclico {ADPRc}, a través
de ribosilacién del ADP por protei-
nas especificas (44).

Uno de los mejores candidatos
para la regulacién de proteinas que
funcionan como receptor, a través
de formacién de nitrosotiol, es el re-
ceptor del N-metil-D-aspartato
(NMDA) (37). Un exceso en la esti-
mulacion de este receptor por NMDA
ocasiona neurotoxicidad, disparada
por produccion simultanea de ON y
02, el cual forma especies reactivas
de ONOO" (45) y OH* asociado {46).

TABLA 1
FORMAS PROBABLES DE TRANSPORTE INTRACELULAR DE OXIDO NiTRICO

Dinitrosyl - iron (II) complex (DNIC's)
NG-hydroxy-L-arginine -NO adduct

Glutathione - NO complex
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MECANISMO DE ACCION

Aungque el éxido nitrico una vez
en la célula actiia sobre los diferen-
tes blancos biolégicos descritos con
anterioridad, un mecanismo general
de accién, que involucra calcio in-
tracelular ha sido propuesto como el
clasico mecanismo de accion del 6xi-
do nitrico (47,48). Segiin éste, el ON
interactia con la guanilatociclasa,
activandola y aumentando los nive-
les de GMP ciclico, €l cual a su vez
fosforila una enzima, la ADP ribosil
ciclasa, responsable de la formacion
de un metabolito derivado del Nico-
tin adenin dinucledtido (NAD), el
cual es llamado ADP Ribosa ciclico
{ADPRc}. Este es capaz de abrir los
canales para el calcio de los com-
partimientos intracelulares, incre-
mentando asi la concentracion de
calcio intracelular. Por otra parte,
existe otra via mediante la cual el
ON activa la ADP ribosil hidrolasa,
encargada de degradar el ADPRec,
disminuyendo los niveles de este
metabolito, cerrando de esta forma
los canales para el calcio en los
compartimientos intracelulares. El
continuo flujo de calcio hacia el reti-
culo endoplasmatico por la ATPasa
de calcio, contribuye a disminuir
notablemente los niveles de calcio
intracelular (Fig.3). Hasta la fecha
no se sabe cual o cuales son los
otros elementos involucrados en
esta ultima via (47).

De acuerdo con 1o expuesto an-
teriormente, €]l ON es capaz de mo-
dular los niveles de calcio intracelu-
lar, tanto incrementando o disminu-
yéndolo. Atn no se conoce cual es el

mecanismo que regula esta dualidad
de efecto del ON..

EFECTOS BIOLOGICOS

La existencia de inhibidores
competitivos de la sintesis de oxido
nitrico ha sido una herramienta im-
portante para investigar y conocer la
relevancia del ON en los procesos
biolégicos. El sistema donde fue es-
tudiado en principio el efecto del ON
es el sistema cardiovascular, donde
el ON actiia como un vasodilatador
fisiolégico que contribuye a mante-
ner el tono vascular, lo cual es esen-
cial para regular el flujo sanguineo y
la presién (49). El flujo sanguineo y
la presion arterial son determinados
por una integraciéon de mecanismos
de control vascular, humoral y refle-
jo. Robert Furchgott, en 1980 fue
pionero al reportar que el endotelio
libera una sustancia vasodilatadora
en respuesta a la acetilcolina, cuyas
acciones son imitadas por compues-
tos tales como nitroglicerina y nitro-
prusiato de sodio. Estos compues-
tos, cuya eficiencia clinica ha sido
reconocida por largo tiempo, actdan
después de su conversion en oxido
nitrico (50} [Fig.4). Segan un recien-
te estudio fue comprobado que el ni-
troprusiato de sodio, 3-morfolinosyl-
nomina y 3-nitroso-N-acetilpenicila-
mina son drogas vasodilatadoras
que actuan via formacién de ON.
Sin embargo, el mecanismo de ac-
cién del gliceriltrinitrato puede invo-
lucrar la formacién de algin nitro-
sotiol mas que ON propiamente di-
cho {10).
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Fig. 3. Vias clasicas de accion del ON en las células de los mamiferos. E1 ON acti-
va la guanilatociclasa (GC), aumentando los niveles de GMPe, quien fosfori-
la la enzima ADP ribosil ciclasa (RC), para formar ADP ribosa ciclico
(ADPRc] a partir de NAD. Este metabolito abre los canales para el Calcio
{Ca) en el reticulo endoplasméatico (RE]}, incrementando de esta manera los
niveles de calcio intracelular. Por otra via atn no muy bien conocida, el ON
es capaz de activar la ADP ribosil hidrolasa (H), quien se encarga de degra-
dar el ADPRc, con la consecuente disminucién de los niveles de calcio in-
tracelular, por un continuo efecto de la ATPasa de calcio en el RE.

Se conoce también que el ON
inhibe la agregacion plaquetaria, al
parecer por un mecanismo que invo-
lucra AMP ciclico (13), al igual que
la adhesioén plaquetaria. Como las
plaquetas son capaces de producir
ON, éste actiia como un mecanismo
de retroalimentacién negativo para
inhibir la activacién plaquetaria
{13,51}. Los cambios en la actividad
de esta via en las plaquetas puede
tener una significancia fistologica, fi-
siopatologica y terapéutica.

En pacientes con arteriosclero-
sis (52}, hipercolesterolemia familiar
y fumadores (53), la vasodilatacion

inducida por acetilcolina se encuen-
ra alterada. La administraciéon de
L-arginina normalizé esta disfuncién
vascular en animales y pacientes
con hipercolesterolemia (54-56). La
relajaciéon dependiente del endotelio
también esta disminuida en pacien-
tes con hipertension esencial (57).
El tratamiento con inhibidores de la
sintesis del ON indujo una respues-
ta hipertensiva en animales (58]. Por
otro lado, el tratamiento con argini-
na previno el desarrollo de hiperten-
sién en animales propensos a pade-

cer esta enfermedad (59), v también

causé una reduccidén rapida de las
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. A} La friccién o la activacién de receptores del endotelio vascular por bradi-

quinina o acetilcolina provoca un influjo de calcio. El consecuente incre-
mento en ¢l calcio intracelular estimula la SON constitutiva. El ON formado
a partir de la L-arginina por esta enzima, difunde a las células musculares
lisas vecinas, en las cuales estimula a la guanilatociclasa (GC), lo cual re-
sulta en un aumento de la sintesis de GMP ciclico (GMPc) a partir del gua-
nosintrifosfato (GTP). Este aumento del GMPc¢ en la célula muscular lisa
conduce a su relajacién. B) Los nitrovasodilatadores, tales como nitropru-
siato de sodio y nitroglicerina, liberan éxido nitrico, bien sea espontanea-
mente, o a.través de una reaccién enzimatica. El ON liberado estimula la
GC en la célula muscular lisa vascular, resultando en relajacion. C) La in-
teraccion de citoquinas con sus receptores tanto en células endoteliales
como en ctlulas musculares lisas, resulta en la induccién de la sintasa de
NO calcio-independiente. Esta induccién puede ser inhibida por glucocorti-
coides. Una vez inducida, La iSON produce ON continuamente, resultando
en una activacién sostenida de la guanilatociclasa y conlleva a una relaja-
cién prolongada del musculo liso, respuesta reducida a los vasoconstricto-
res y posible daro tisular.
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presiones sistolica y diastélica,
cuando se administré a sujetos sa-
ludables y a pacientes con hiperten-
sion esencial (60,61). Igualmente,
son conocidos los efectos beneficio-
sos del ejercicio sobre el sistema
cardiovascular, y se ha mostrado
que en animales el ejercicio es capaz
de incrementar la produccién de ON
y la expresion del gen que codifica la
enzima endotelial que lo sintetiza
(eSON) (62), contribuyendo asi con
los beneficios que produce el ejerci-
cio sobre el sistema cardiovascular.
En los dltimos aiios, con el adveni-
miento de las técnicas de biologia
molecular, como ADN recombinante,
se ha tratado de aprovechar el he-
cho de que la expresion del gen de la
eSON aumenta la produccion de ON
en la pared del vaso sanguineo, lo-
grandose una primera transferencia
exitosa y funcional del gen recombi-
nante de la eSON en las arterias ce-
rebrales de perro (63), lo cual abre
una puerta a un nuevo campo en la
terapia de las enfermedades vascu-
lares. El ON también interviene en
los procesos de angiogénesis y cura-
cion de heridas en el endotelio, te-
niendo un papel permisivo en la mi-
gracién de las células endoteliales,
interactuando de esta manera con
los mediadores angiogénicos, como
las endotelinas (64}. Igualmente, se
ha establecido la relacién entre el
ON y las moléculas de adhesion, va
gue la inhibicién de la sintesis de
ON incrementé la expresiéon del P-
selectina, un miembro de la familia
de glicoproteinas de adhesion que
media la interaccién de plaquetas y
células endoteliales vasculares con

neutréfilos y monocitos., aumentan-
do asi el empaquetamiento de los
leucocitos y la adherencia en las
vénulas postcapilares de rata (65].

El 6xido nitrico puede ser util
en pacientes con algunas condicio-
nes pulmonares, ya que inhalado
puede revertir la hipertensiéon pul-
monar {12). Ademas, bajas concen-
traciones de ON inhalado (18 a 36
ppmj protegen contra el sindrome de
dificultad respiratoria del adulto
{66), y esto ultimo parece estar en
relacion con el efecto del ON de
inhibir la adhesion y la agrega-
cién plaquetaria (67). Resulta inte-
resante saber que €l NO end6-
geno se forma en los bronquiolos
terminales (4).

Se ha mostrado que el ON in-
terviene en los cambios fisiologicos
observados durante el embarazo.
Las tres isoenzimas del 6xido nitrico
(tanto constitutivas como inducible)
han sido encontradas en las vellosi-
dades, observandose la mayor acti-
vidad en el primer trimestre del em-
barazo, decreciendo hasta hacerse
bajas al final del mismo (68). En em-
barazos de pacientes con pree-
clampsia, y en pacientes gestantes
con crecimiento retardado del pro-
ducto, se aprecia una alteracién en
el metabolismo del ON en la placen-
ta. En las mujeres fumadoras ocurre
lo mismo, sugiriendo ésto que el me-
tabolismo del ON podria estar ligado
a estos problemas (69). Durante la
gestacion normal, aumenta la in-
fluencia vasodilatadora del endotelio
como mecanismo compensatorio
para los cambios hemodinamicos
que ocurren en este estado, y se
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piensa que el mediador de esta
adaptacién es el ON {68,70,71). Con
respecto al papel del ON en la fisio-
logia de la preeclampsia, hay sufi-
ciente evidencia que indica que exis-
te una alteracién en el metabolismo
del ON en las pacilentes con hiper-
tensién inducida por el embarazo
(72,73), al igual que hay alteracién
en la expresion de la enzima endote-
lial (eSON) en la vasculatura feto-
placentaria en esta entidad patologi-
ca (74). Pero atn existe controversia
sobre este punto, por lo cual hace
falta un mayor numero de investiga-
ciones al respecto.

El ON contribuye marcadamen-
te a la regulacién de la hemodinami-
ca renal (75,76), y juega un impor-
tante papel en la esteroidogénesis de
la corteza adrenal, ya que regula el
flujo sanguineo de esta glandula
(77).

En el tejido 6seo el papel del
ON y las enzimas que lo forrnan ha
sido sujeto de investigaciones, en-
contrandose que éste es capaz de re-
gular la funcién de los osteoclastos.
El ON es un potente inhibidor de la
resorcion 6sea, siendo un regulador
autocrino complejo en la actividad
resortiva de los osteoclastos (78). Es
posible que el ON también participe
en la modulacién de la formacion
6sea mediada por los osteoblastos
{78).

En el pancreas, el ON intervie-
ne en la regulacién neural de la se-
crecion pancredtica,-siendo esencial
para la actividad secretora pancrea-
tica inducida por el nervio vago y
para el mantener el tono vascular
basal de esta glandula (79).El ON re-

gula la secrecién de amilasas y la
secrecion de insulina (80), y esta im-
plicado en la fisiopatologia de la dia-
betes mellitus insulino-dependiente
(81,82) De hecho, se ha sugerido
que el retardo en la curacién de las
heridas del diabético se debe a la
disminuciéon en la sintesis de ON en
el lugar de la herida, aunque el me-
canismo exacto por el cual el ON
sintetizado en la herida regula la
acumulacién de colidgeno en la mis-
ma permanece sin determinarse
(83).

En el eséfago el ON al parecer
es un mediador responsable de su
relajacién (84). En el estémago, el
ON participa de manera importante
en la regulacién del flujo sanguineo
de la mucosa gastrica (85), asi como
también en la secrecion alcalina de
esta mucosa (86,87} y de la mucosa
duodenal (88), siendo ambas incre-
mentadas, en respuesta a los inhibi-
dores de la sintesis del ON. Con res-
pecto a la secrecion de acido, el pa-
norama es menos claro. Segan algu-
nos autores, el ON aumenta la se-
crecién acida gastrica, efecto media-
do, al menos en parte por los cam-
bios en la liberacién de gastrina y en
el flujo sanguineo gastrico (89-91).
Pero, segin otras investigaciones, la
secrecion acida es reducida signifi-
cativamente por el ON en estémagos
normales {92) y en mucosa gastrica
sometida a stress {93). Igualmente,
al abolicion de la respuesta acida
secretora observada después de la
administracion de endotoxinas pare-
ce ser mediada por el ON {8, 94).
Hacen falta mas estudios para de-
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terminar cual es el papel del ON en
la secrecion acida gastrica.

Igualmente produce un efecto
neto proabsortivo sobre el transpor-
te de iones en el intestino (95), asi
como también sobre el transporte de
fluido intestinal (96). Protege al in-
testino de la inflamacién e injuria
producidas por la hipoxia (97), lo
cual es de gran importancia en la fi-
siopatologia de la enterocolitis ne-
crotizante.

La produccién de ON parece
ser la responsable de la vasodilata-
cién arterial y la circulacién hiperdi-
namica que se observa en los pa-
cientes con cirrosis hepatica, carac-
terizada por una resistencia vascu-
lar esplacnica y sistémica disminui-
das, lo cual ocasiona algtin grado de
hipotension sistémica y aumento en
el gasto cardiaco, con la subsecuen-
te activacién de los mecanismos re-
nales que retienen sodio, culminan-
do en la formacién de ascitis (6,98).
Debido a que existe un aumento en
las endotoxinas circulantes en el ci-
rrético, se creyd que la enzima res-
ponsable de la sobreproduccién del
ON era la inducible (iSON), pero ac-
tualmente se sabe que este aumento
en la formaciéon de ON producto de
la enzima endotelial. Aun se desco-
noce por qué mecanismo la activi-
dad de la eSON estd aumentada y
mantiene el estado vasodilatado en
la cirrosis (99,100).

Con respecto al sistema nervio-
so, se sabe desde hace tiempo que la
neurotransmision mediada por
agentes tales como acetilcolina, glu-
tamato y glicina esta asociada con
niveles elevados de GMP ciclico

(GMPc) en el cerebro, y particular-
mente en el cerebelo (101). E1 ON
estimula la guanilatociclasa para
formar GMPc. El hallazgo de que las
células cerebrales de rata, estimula-
das con N-metil-D-aspartato
(NMDA), un agonista para un tipo
especifico de receptor de glutamato,
liberé un material parecido al factor
relajante derivado del endotelio
(102), junto con la identificacién de
una sintasa constitutiva de ON en el
tejido cerebral de rata (90), estable-
ci6 la existencia de la via L-argini-
na-oxido nitrico en el Sistemha Ner-
vioso Central. La sintasa neuronal
de 6xido nitrico (nSON) ha sido de-
tectada en diferentes cantidades en
todas las areas del cerebro humano
(103). El1 ON estimulé la liberacion
de catetolaminas de trozos de hipo-
campo y estriatum (104,105), asi
como también inhibié la recaptaciéon
de dopamina (106).

El ON juega un importante pa-
pel en un gran numero de funciones
neuronales, incluyendo aprendizaje
y memoria. El ON es liberado de una
fuente postsinaptica para actuar
presinapticamente sobre una o mas
neuronas. Esto conduce a un au-
mento posterior en la liberacion de
glutamato y, como resultado, a un
incremento estable en la transmi-
sion sinaptica, un fenémeno conoci-
do como potenciacién a largo térmi-
no, lo cual se piensa esta asociado a
la formacion de la memoria (107)
(Fig.5). El ON también puede tener
implicaciones fisiolégicas en la vi-
sién, nocicepcion y olfato (108-110).

La mayoria de los datos sugie-
ren que el ON ejerce su efecto en el
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TERMINAL DE NEURONA PRESINAPTICA

/ Glutamate \

TERMINAL DE NEURONA POSTSINAPTICA

Fig. 5. El glutamato liberado del terminal nervioso presinaptico activa diferentes ti-
pos de receptores en las dendritas de la neurona postsinaptica. Bajo condi-
ciones normales, el receptor del alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol pro-
pionato (AMPA] media ]la mayoria de los efectos del glutamato. Sin embargo,
durante la transmision sinaptica de alta frecuencia, la activacion del recep-
tor del N-metil-D-aspartato (NMDA]) resulta en un aumento en el calcio in-
tracelular, el cual estimula la sintasa constitutiva de oxido nitrico (SON). El
ON que es producido difunde de regreso a la neurona presinaptica, donde
aumenta la liberacién de glutamato. La liberaciéon incrementada de gluta-
mato conduce a una mayor activaciéon de los receptores postsinapticos de
glutamato, aumentando asi la efectividad de la sinapsis.

Sistema Nervioso por elevacion de
los niveles de GMPc, a través de la
activacién de la guanilatociclasa
{111-113). En un estudio reciente
con staurosporina y calphostin C,
inhibidores de la Protein cinasa C
(PKC}, y Forbol 12-miristato 13 ace-
tato (PMA), un activador de PCC, se
establecié que la liberacién de ON
en neuronas en reposo es regulada
por la PCC, modulando la sensibili-

dad de la SON a bajas concentracio-
nes de calcio {114].

El mecanismo por el cual el ON
y el GMPc modulan las funciones
neurconales atin no es conocido. Pero
unos estudios recientes muestran
que la fosforilacion de proteinas me-
diada por la Protein kinasa depen-
diente de GMPc¢ (PCG) juega un pa-
pel central, y se piensa que luego de
esta fosforilacién, los substratos
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proteicos ejercen sus acciones (71).
El cerebro contiene una gran diver-
sidad de substratos especificos para
PCG cuya identidad atn se-desco-
noce. Su futura identificacién pro-
VEEra nuevos avances que permiti-
ran un mejor entendimiento en el
papel de las sefiales mediadas por la
via ON-GMPc-PCG en las funciones
cerebrales.

La via L-arginina-ON puede
también jugar un importante papel
en la patologia del Sistema Nervioso
Central. El influjo de calcio que
acompana a la activacién prolonga-
da del receptor del NMDA esta aso-
ciado con degeneracion de las neu-
ronas (115). Altos niveles de GMPc
pueden ocasionar también destruc-
cion de las células fotoreceptoras de
la retina (116). La liberacién excesi-
va de aminoacidos excitatorios esta
asociada con convulsiones y neuro-
toxicidad, y la consecuente produc-
cion de ON podria estar asociada
con la isquemia cerebral. Existe
sustancial evidencia que muestra
que los inhibidores de la sintesis de
ON mitigan la isquemia cerebral y el
edema cerebral ocasionado por la
misma, asi como el subsecuente in-
farto cerebral (117-119). También
ha sido detectado un aumento de la
expresion de las formas constituti-
vas de la SON en tumores cerebrales
(astrocitomas), encontrandose los
mas altos niveles de expresiéon en
los grados mayores de malignidad
(120). Esto sugiere que la produc-
cibn de ON puede estar asociada
con los procesos fisiopatolégicos im-
portantes que acompanan a estos
tumores.

El ON se encuentra también en
nervios periféricos donde puede con-
tribuir a la transmisiéon nerviosa, y
se piensa que es un modulador en
los nervios no adrenérgicos-no coli-
nérgicos (NANC) (50). En el tracto
gastrointestinal, parece mediar la
relajacion, incluyendo la dilatacion
del estémago (50). En el colon, la
nSON esta presente en los plexos
mientéricos y submucosos (103). En
estudios histoquimicos de pacientes
con estenosis piloérica hipertréfica y
con acalasia se observo una pérdida
de la nSON en el tejido pilérico y
gastroesofagico (121,122). La via L-
arginina-ON es responsable de la re-
lajacion de los cuerpos cavernosos y
del desarrollo de la ereccion del
pene en humanos (123). También
contribuye a la relajacion NANC del
musculo traqueal (50,124). Asi, hay
un amplio sistema de nervios que
utilizan el ON como neurotrasmisor,
y su disfuncién puede conducir a
una variedad de desérdenes, inclu-
yendo impotencia masculina.

En relacion a los efectos inmu-
nolégicos mediados por ON, la via
L-arginina-ON ha sido propuesta
como un mecanismo de defensa pri-
mario contra los microorganismos
intracelulares y contra patdégenos
tales como hongos y helmintos que
son demasiado grandes para ser fa-
gocitados (11). Hay evidencia que
sugiere que la inmunidad no especi-
fica esta asociada con la induccion
de la iSON, e involucra no sé6lo al
sistema reticulo . endotelial, sino
también a células tales como hepa-
tocitos (125), musculares lisas vas-
culares (126) y endotelio vascular
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{127), en donde se ha detectado la
enzima inducible.

Las citoquinas, como €l factor
de necrosis tumoral (FNT), los LPS
de bacterias y, segun recientes re-
portes, los micoplasmas (128}, son

capaces de inducir la sintesis de.

ON, actuando éste como un potente
mediador de mecanismos de defensa
antimicrobiano. Se ha demostrado
que la inhibicién de la sintesis de
ON mediada por citoquinas esta
asociada con disminucién de los de-
positos intracelulares de glutation,
el tiol no proteico intracelular pri-
mario responsable de la detoxifica-
cion de radicales libres (129}, esta-
bleciéndose un papel protector para
el ON en los estados de stress oxida-
tivo. En ratones transgénicos, con
falta de expresion de la iSON, se es-
tableci6 el papel del gen de esta en-
zima en el desarrollo de la tubercu-
losis, .ya que estos animales se com-
portaron como aquellos inmunosu-
primidos con altas dosis de gluco-
corticoides, identificandose el gen
para la iSON como un locus critico
para la tuberculostasis (130). Pero
en la misma forma, el ON puede ju-
gar un papel importante en el dafio
tisular, ya que puede ser citostatico
o citotéxico no solo para microorga-
nismos invasores, sino también para
las células vecinas a las que lo pro-
ducen (58).

Se han encontrado niveles ele-
vados de la concentracion de nitritos
en plasma y en el fluido sinovial de
pacientes con artritis reumatoidea y
osteoartritis, con datos que sugieren
que el aumento en la produccion de
ON en estos casos se comporta

como un mediador inflamatorio en
enfermedad reumatica (131,132).
Luego de la identificacién de la iSON
en condrocitos humanos, se ha su-
gerido que el ON derivado de ésta
{produciendo exposicién prolongada
de los condrocitos a elevados niveles
de ON}, puede actuar como un regu-
lador de la actividad de los condroci-
tos inducida por citoquinas, lo cual
conduce a una excesiva degradacioén
de la matriz cartilaginosa en varios
desérdenes patolégicos (78).

Existe evidencia significativa
que implica al ON como una molé-
cula mediadora de la enfermedad in-
flamatoria intestinal (133). La sinte-
sis colénica de ON esta aumentada
en pacientes con colitis ulcerativa
(134). La produccién de ON también
estd Incrementada en glomerulone-
fritis, donde la mayor expresion de
la enzima inducible se corresponde
con el mayor influjo de macréfagos
en el glomérulo y la induccién de la
misma enzima esta muy relacionada
con la formacién inicial de comple-
jos inmunes (135).

En el SNC, el ON parece mediar
los efectos inflamatorios que siguen
a varios desdérdenes neurologicos e
injuria (136). Se ha demostrado el
papel del ON y de la iSON en la es-
clerosis multiple, sugiriéndose ade-
mas que la expresion de la enzima
en los monocitos, asociado con la di-
ferenciacién de estas células, inter-
viene en la iniciacién, progresion y
cronicidad de la esclerosis muiltiple
(137).

En el higado, la induccién de la
iSON por endotoxinas bacterianas
produjo una disminucién en la pro-

Investigacién Clinica 39(2): 1998



Oxido nitrico en tejidos mamiferos

141

duccién de glucosa (138). Eviden-
cias recientes sugieren que el ON
puede jugar un importante papel en
las interacciones entre las células de
Kupfler y los hepatocitos, y por lo
tanto, ser un importante regulador
de la funcién hepatica (14). En gene-
ral, parece que durante condiciones
sépticas, la iSON es expresada en el
higado para preservar la funcién he-
patocelular y proteger al higado de
la injuria inmunomediada. Bajo
condiciones mas cronicas de la ex-
presién de la iSON, es posible que el
ON pueda ejercer efectos mas daiii-
nos (139). La sobreproducciéon de
ON se ha implicado como la base del
shock circulatorio séptico inducido
por citoquinas (140). La excesiva
sintesis de ON contribuye a la pro-
funda vasodilatacién e hipotension
causadas por los LPS de bacterias
(141) y FNF (142). Pero en el mismo
orden de ideas, aunque los inhibido-
res de ON claramente restauran el
tono vascular en la sepsis y el shock
provocado por las endotoxinas y las
citoquinas, no se ha mostrado que
mejore la mortalidad. De hecho, en
algunos estudios, la administraciéon
de inhibidores de la sintesis de ON
resulté en un aumento en la morta-
Hdad {143). Asi, la inhibicién de la
sintesis de ON parece tener tanto
efectos beneficiosos como perjudi-
ciales en modelos animales {144).
En un estudio reciente se reportd
que la inhibicion de la sintesis de
ON provocd trombosis microvascu-
lar glomerular en ratas, que fue pre-
venida por administracién concomi-
tante de donadores exdgenos de ON

{145), los cuales provocan el efecto
antitrombogénico del ON endégeno.

El éxido nitrico parece tener,
por lo tanto, un papel multifacético
en las reacciones inflamatorias, que
va desde la citoproteccién y efecto
antitrombogénico hasta el aumento
en la vasodilatacién, la formacién
del edema y la citotoxicidad del teji-
do (30). Y, aunque nuestro conoci-
miento acerca de los efectos toxicos
del ON esta aumentando continua-
mente, estamos atn en el comienzo
de la comprension del como, por qué
y cuando las células son dafadas
por el 6xido nitrico.

CONCLUSION

El ON difiere de todas las otras
moléculas de sefales celulares en
los mamiferos, seleccionada evoluti-
vamente como tal por su difusibili-
dad y reactividad mas que por su
estructura. Los pequefios e intermi-
tentes pulsos de ON sintetizados por
las formas constitutivas de la SON
(eSON y nSON) median principal-
mente procesos fisiologicos basicos
como vasodilatacién y neurotrans-
mision (comunicacién célula-célula
y sefales celulares). Por otro lado,
las cantidades grandes y sostenidas
de ON producido por la forma indu-
cible de la SON (iSON) puede exhibir
acclones citoprotectoras o citotéxi-
cas dependiendo del sitio y las con-
diciones de la produccioén.

,Cémo se puede enfocar el po-
tencial destructivo del ON sobre los
microorganismos, mientras se mini-
miza el riesgo de los tejidos sanos?.
(Qué mecanismo de seguridad y
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reacciones quimicas deben disparar-
se para desarmar al ON cuando los
niveles se transforman en peligro-
sos ?. Las respuestas a estas y otras
interrogantes claves seran conocidas
cuando lleguemos a un mejor enten-
dimiento de la bioquimica del ONy a
una apreciacion mas completa de los
mecanismos que gobiernan la sinte-
sis de esta molécula por las células.
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