El 6xido nitrico: sintesis, neuroproteccion y neurotoxicidad
Nitric oxide: synthesis, neuroprotection and neurotoxicity
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EDRF/OXIDO NITRICO

La relajacién de la fibra muscular lisa como componente
estructural activo de la pared vascular, da origen a una direc-
ta vasodilatacion. El agente que desencadena este proceso fue
en un principio conocido como el factor de relajacion deriva-
do del endotelio (EDRF), descubierto por Furchgott y Zawadz-
ki' en 1980. Este factor es producido por la célula endotelial
como consecuencia de estimulos fisiol6gicos, del estrés o de
los estimulos quimicos que in vivo puedan ejercer la acetilco-
lina y/o la bradiquinina sobre sus respectivos receptores en la
pared endotelial.

Tras comprobarse que el EDRF influia sobre el tono vascu-
lar general y en particular en el flujo sanguineo cerebral®®, se
demostro que este factor tenia las mismas caracteristicas fun-
cionales que el 6xido nitrico (NO) o las de un compuesto
estrechamente relacionado con é12¢"", demostrandose también
que el NO era producido por una familia de enzimas que se lla-
marian las 6xido nitrico sintasas (NOS).

LA FAMILIA ENZIMATICA OXIDO NiTRICO SINTASA

Diferentes son las denominaciones empleadas a la hora de
identificar a las distintas isoformas enzimaticas productoras
del NO y nosotros adaptaremos aqui, desde el punto de vista
académico, la nomenclatura acordada en la XIV Reunién
Internacional sobre la nomenclatura farmacoldgica del NO y
compuestos relacionados®. No obstante, no dejamos de reco-
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nocer que aunque estos acuerdos son necesarios para identi-
ficar académicamente a las distintas isoformas de la NOS, el
tema entrafia algunas logicas dificultades. Somos conscientes
de que este tema es bastante confuso por el momento, dadas
las miltiples localizaciones celulares que puede tener una
misma isoforma. A manera de ejemplo podemos indicar como
la isoforma purificada y clonada en las neuronas (nNOS) se
encuentra también expresada en el masculo esquelético®, en
los neutrofilos, en los islotes pancreaticos, en los endotelios y
epitelios del aparato respiratorio®, y en las visceras del tracto
gastrointestinal. La isoforma endotelial (eNOS) que fue purifi-
cada y clonada en las células endoteliales también puede
expresarse en ciertas poblaciones neuronales del cerebro®y
en las plaquetas'. Por tltimo, en cuanto a la isoforma induci-
ble (iNOS) que fue purificada por primera vez en los macrofa-
gos, su expresion ha podido ser observada en células de
diversos tipos, tales como las células musculares lisas y las
células endoteliales” y recientemente por nosotros en un
pequeiio nimero de neuronas situadas en el hilio del hipo-
campo, en el cerebelo, corteza y otras areas del cerebro de
ratas adultas normales, teniendo ademas esta isoforma carac-
teristicas diferentes entre las expresadas por diferentes teji-
dos de una misma especie®.

También la propia divisién de la enzima NOS en constituti-
va e inducible puede ser un tanto artificial, ya que por ejem-
plo la isoforma eNOS puede ser inducida en ciertas situacio-
nes tales como el ejercicio crénico” o durante la gestacion.
También, la isoforma nNOS puede ser inducida en ciertas
situaciones desencadenadas por una intensa actividad fisiolo-
gica 0 por procesos patolégicos; por ejemplo, podemos verla
inducida durante la gestacion, ya sea en los primeros dias del
desarrollo embrionario®?, durante los primeros dias del desa-
rrollo postnatal cerebral en animales normales o en aquéllos

“que sufrieron un periodo de hipoxia durante el parto® o
durante el periodo de reperfusion que sigue a una isquemia
cerebral de 30 minutos en cerebros de ratas adultas®. Por oira
parte la isoforma iNOS parece estar presente constitutiva-
mente en algunos tejidos como son el epitelio bronquial
humano, en el rifién del gato" y en neuronas del hipocampo,
corteza y otras areas cerebrales de ratas adultas. Nuestra
experiencia viene a confirmarse en otros tejidos, como ocurre
en el rifén, donde las células que forman los tabulos colecto-
res distales en una rata normal muestran una ligera expresion
de la isoforma nNOS, que se ve incrementada en las ratas
genéticamente hipertensas”. Estas mismas condiciones de
induccioén la hemos podido observar y describir tanto para la
isoenzima nNOS como la iNOS en la corteza cerebral de ratas,
inducidas biolégicamente por el envejecimiento natural del
cerebro®.
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Por ello, cualquier intento de clasificacién que se intente
no se ajustaria a la realidad de los hechos, haciendo imposible
el recoger bajo una misma sigla o abreviatura todo este fan-
tastico mundo de posibilidades. No obstante, y por el momen-
to, desde el punto de vista académico y descriptivo, es abso-
lutamente necesario establecer un minimo de consenso en el
uso de las abreviaturas, con las que podamos identificar a
estas substancias neuroactivas de acuerdo con lo acordado
por el citado comité internacional. De esta manera se ha cla-
sificado las NOS en al menos dos isoformas, una de las cuales
es constitutiva (cNOS) y la otra inducible (iNOS)?**%, Con la
denominacién cNOS identificamos a la vez a dos isoformas;
una denominada endotelial (eNOS), por estar mayoritaria-
mente presente en las células endoteliales de la pared de los
vasos®*, aunque a esta isoforma también se la reconoce, en
diversos trabajos previos, bajo las abreviaturas (NOS tipo III,
NOS-3, ecNOS). La otra NOS constitutiva ha sido denominada
neuronal (nNOS) por encontrarse preferentemente en el cere-
bro, medula espinal y sistema nervioso periférico, recono-
ciéndose también en otros trabajos con las abreviaturas (NOS
tipo I, NOS-1, bNOS, ncNOS). Finalmente, la isoforma de la NOS
inducida por estimulos inmunolégicos o inflamatorios se la
conoce como iNOS y también como en el caso de las anterio-
res en muchos trabajos se la identifica con las abreviaturas
(NOS tipo II, NOS-2, macNOS, hepNOS). En la actualidad la pre-
sencia de las diferentes isoformas de la enzima NOS puede
observarse en numerosos tejidos de mamiferos*** %, peces® e
invertebrados**.

En las especies humana, vaca, rata y raton, el 39% de los
1.144 residuos de iNOS del ratén estan universalmente con-
servados, pudiendo admitirse que mientras existe un 90% de
homologia entre las isoformas equivalentes de la enzima NOS
contenidas en las diferentes especies, esta homologia llega a
representar un 53% entre las isoformas de una misma especie.
Sin embargo, estas homologias son bastante menores si se
comparan los insectos, los crustaceos, las aves, los reptiles y
las plantas, expresando asi las distancias existentes en la linea
evolutiva.

En estos estudios filogenéticos sobre la enzima NOS, se
conoce actualmente toda la secuencia de la ¢cNOS en Drosop-
hila, la cual es similar a la cNOS descrita en las especies supe-
riores ya citadas, siendo como en aquéllas altamente depen-
diente de iones de Ca’* y calmodulina®. La variedad existente
entre los genes de las enzimas NOS podria ser debida a poli-
morfismos alélicos, naturales o inducidos, o a que los genes
de las NOS se pudieran organizar a partir de genes preexis-
tentes por duplicacion, reorganizacién y fusion®.

La localizacién cromosoémica de los genes de las diferentes
isoformas de la NOS ha sido determinada por Southern blot-
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ting, usando el cDNA especifico de cada isoenzima e hibridan-
do lineas celulares humanas, de rata y ratén. Estos genes for-
man una familia que se encuentra dispersa en tres cromoso-
mas. El gen de la isoforma nNOS (160 Kb, 29 exones, 1.433
aminoAacidos) aparece localizado en el cromosoma humano
namero 12 (12q 24.2)*%, 1992; Xu y col, 1993), el gen de la iso-
forma de la eNOS (21-22 Kb, 26 exones, 1203 aminoacidos)
corresponde al cromosoma 7% y finalmente, el gen de la iso-
forma iNOS (37 Kb, 26 exones, 1153 aminoécidos) se localiza
en el cromosoma 17, estando situados en este caso los genes
a cada lado del centromero (17cen-17q 11.2)%,

La actividad de la ¢cNOS ha sido detectada en varios Orga-
nos y tejidos tales como el tracto digestivo, timo, piel y muas-
culo esquelético™. Especificamente, la ¢cNOS actuaria tanto en
la célula endotelial como en las neuronas del sistema nervio-
so, transformando la L-arginina en citrulina y produciendo
equimolarmente el NO, siendo su actividad dependiente de
Ca2+/calm0dulina. Fn la célula endotelial la isoforma eNOS
actuaria como transductor de agonista, estando su actividad
dependiente de la concentracién intracelular de Ca’* libre
que modularia asi la sintesis del NO y por lo tanto el tono vas-
cular.

Las isoformas neuronal y endotelial de la NOS, aunque tie-
nen similares propiedades, muestran claras diferencias, ya
que su localizacion en las células que las contienen es distin-
ta, siendo citosolica para la isoforma nNOS y asociada a mem-
brana para la isoforma eNOS®?%. Esta Gltima, al contener un
sitio de miristoilacién en su extremo N-terminal®, facilitaria su
anclaje a la membrana mediante el 4cido miristico. Por esta
razén se la reconoce también con el nombre de particula-
da®%5_ No obstante, se ha demostrado, por mutagénesis en el
sitio de miristoilacién, que podria existir una eNOS también
citosolica®. En este sentido es probable que las eNOS, tanto la
soluble como la particulada, sean un mismo producto génico.
Busconi y Mitchel® demostraron que la isoforma eNOS era
también palmitoilada, que es una condicién fuertemente rela-
ciona con la condicién de estar asociada a la membrana, sugi-
riéndose que la miristoilacién era necesaria pero no suficien-
te para su anclaje a la membrana y que el hecho de ser
palmitoilada reversiblemente podria controlar esta asocia-
cién. Las diferencias entre la nNOS y la eNOS también han sido
demostradas a través de su inmunorreactividad, ya que estas
isoformas reaccionan especificamente con anticuerpos espe-
cificos poli y monoclonales desarrollados para su reconoci-
miento®™.

La isoforma nNOS ha sido localizada fundamentalmente en
las células nerviosas, donde medidas bioquimicas de su acti-
vidad, llevadas a cabo en diferentes regiones del cerebro, han
demostrado altas concentraciones de nNOS en el cerebelo, en
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el hipotalamo, en el cerebro medio, en el estriado e hipocam-
po, y baja actividad en la medula oblongada®. La isoforma
nNOS fue purificada en el cerebelo de rata®* y clonada en el
cerebro de rata® y humano®. La isoforma nNOS ha sido des-
crita como un homodimero soluble de 155 kDa** o también
como un mondmero de 150 kDa®, mostrando una homologia
con la citocromo P450 reductasa®. La isoforma eNOS muesira
un tamano de 135 kDa®. Estas isoformas de la enzima cNOS,
tienen zonas de reconocimiento para el nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH), para el flavina adenina dinucle-
6tido (FAD), el flavina mononucleétido (FMN), la calmodulina
y para el grupo hemo (hierro protoporfirina IX)*%. Todo ello
hace que estas isoformas tengan semejanza con la familia de
las hemoproteinas monooxigenasas y con las enzimas que
actian en el citocromo P450%%. Las isoformas cNOS son total-
mente dependientes de Ca2* y calmodulina, actuando sobre la
L-arginina, NADPH y el oxigeno molecular como substratos y
utilizando como cofactores los FAD y FMN?®#584 Sy actividad
enzimatica puede estar también controlada por fosforiliza-
ci6n® e incrementada por otro cofactor, la tetrahidrobiopteri-
na (Hy4B)®.

La isoforma iNOS ha sido detectada en el citosol de macroé-
fagos purificados y activados de rat6n®, mostrando una con-
formacion dimérica y masa molecular de 135 kDa. Reciente-
mente, se ha descrito una isoforma de iNOS en plaquetas
humanas de 200 kDa™. La iNOS también ha sido localizada en
hepatocitos, células tumorales, neutrofilos, células plasmati-
cas, linfocitos, células mesangiales, células endoteliales y
células musculares lisas de la pared vascular*”. Esta actividad
enziméatica, que en un principio no fue detectada en tejidos de
animales normales, si lo fue en macréfagos de raton de las
lineas celulares RWA 264.7 y por nosotros mismos, en macro-
fagos de raton de la serie J774 y en monocitos y macrofagos
humanos, tras el bloqueo de su receptor CD9g por la inmuno-
globulina IgE o por anticuerpos monoclonales contra el CDog.
Esta caracterizacién fue realizada mediante el uso de la
microscopia Optica y electrénica™ En muchos casos la expre-
sion de la isoforma iNOS es dependiente de lipopolisacaridos
(endotoxinas) y citoquinas proinflamatorias®. También la iso-
forma iNOS puede expresarse en las células nerviosas de la
corteza cerebral de ratas que han sido sometidas a hipoxia y
deprivacién de glucosa™ o de cerebros que han sufrido una
agresién isquémica intensa y permanente durante la edad
adulta o durante el parto® o en ratas sometidas a estrés cro6-
nico™. La enzima para su completa actividad requiere NADPH,
FAD y FMN y en cierta medida HyB y glutation®, no necesitan-
do, a diferencia de las isoformas cNOS, Ca2* ni calmodulina
adicional para la sintesis de NO, estando la Ca2+/calmodulina
fuertemente unida a la molécula.
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La iNOS también fue clonada en los macréfagos de raton®™",
demostrandose que esta enzima era distinta a las dos isoformas
constitutivas conocidas y siendo, ademads, la iNOS humana clo-
nada a partir de condrocitos y hepatocitos.

Como caso especial se ha sefialado que las células endote-
liales presentan una NOS Ca2+-dependiente y oira NOS Ca%*-
independiente que son ambas capaces de incrementar en la
célula diana, tras la produccién del NO, la guanilato ciclasa
soluble™, siendo por esta circunstancia el primer ejemplo de
un tipo celular que puede poseer a la vez los dos tipos de NOS,
la constitutiva y la inducible, lo que justificaria que en los cul-
tivos de células endoteliales de cerebro de ratén se puedan
producir grandes cantidades del NO después de ser activadas
con el interferén-_, en combinacién con cualquier inmunoac-
tivador™. La isoforma NOS endotelial inducida por citoquinas
es inhibida por los andlogos de L-arginina, con un rango
potencial idéntico a aquel observado en los macroéfagos acti-
vados®™. Una actividad iNOS ha sido también descrita en la
célula muscular lisa de la pared vascular, dependiendo la for-
macién de NO de Hy4B pero no de Ca“*/calmodulina®.

NADPH-DIAFORASA /NOS

La isoforma nNOS fue en un principio localizada inmunoci-
toquimicamente en diversas poblaciones neuronales del cere-
bro de rata y en neuronas distribuidas en diversos 6rganos de
la rata, mono y humano®*%, conociéndose hoy en el cerebro
de rata su amplia distribucién®, asi como su correlacion con
aquellas estructuras celulares que contienen cGMP, que actaa
como sustancia receptora del NO*. Del mismo modo, hoy se
tiene una clara informacién sobre la existencia de estos gru-
pos neuronales nitrérgicos mediante el uso de la técnica his-
toquimica de la NADPH-diaforasa realizada en diversas espe-
cies®¥ Sobre la colocalizacion de la nNOS inmunorreactiva y
la NADPH-diaforasa ha existido y existird atn cierta contro-
versia, porque en algunos casos ésta no se da completamente,
atribuyéndose esta falta de coincidencia a los efectos que
sobre la actividad NADPH-diaforasa puede ejercer la fijacion
con paraformaldehido®®. Sin embargo, Terenghi y col®
demostraron una buena correlacion entre la actividad NADPH-
diaforasa y la inmunorreactividad para la isoenzima nNOS en
secciones de médula espinal fijadas con 1% de paraformalde-
hido.

La NADPH-diaforasa purificada aparece como una proteina
simple de 150 kDa similar a la nNOS, habiendo sido esta iso-
forma inmunoprecipitada por un anticuerpo que reconoce a la
NADPH-diaforasa®. Por otra parte, la transfectacion de células
de rifibn humano con el cDNA de la isoforma nNOS permitio la
deteccion de la actividad tanto para la NADPH-diaforasa como
para la isoforma nNOS, y ademéas se puso en evidencia el
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hecho de que ambas actividades residian en la misma protei-
na®. Basados en estas aportaciones se ha considerado, en
estudios llevados a cabo en cerebros de primates y de rata,
que la NADPH diaforasa y la nNOS son coincidentes®58589,

La presencia en el sistema nervioso central de la isoforma
de la nNOS fue descrita ampliamente mediante el uso de téc-
nicas inmunocitoquimicas aplicadas a la observacion con el
microscopio 6ptico” y con ayuda de la microscopia electroni-
ca” En el sistema nervioso central, amplias zonas del telen-
céfalo mostraban neuronas positivas para la isoforma nNOS,
especialmente en todas las areas corticales, el nicleo medio-
ventral endopiriforme, el claustrum, el bulbo olfativo princi-
pal y accesorio, los nacleos olfatorios anteriores y posterio-
res, el hipocampo precomisural, la tenia tecta, el nicleo
acumbens, la stria terminalis, el caudado, el tubérculo olfato-
rio, las islas de Calleja, el septum, el globo pélido, la substan-
cia innominada, el hipocampo y la amigdala. En el diencéfalo,
la inmunorreactividad fue intensamente distribuida tanto en
el hipotalamo como en el talamo. En el hipotilamo numerosas
neuronas positivas se localizaron en la pared del sistema peri-
ventricular neurosecretor y en los cuerpos mamilares, ade-
més de estar presentes en la eminencia media del sistema
infundibular. En el mesencéfalo se mostraron neuronas positi-
vas en el area ventrotegmental, en el nicleo interpeduncular,
en el nacleo rostral linear y nticleo dorsal del rafe, en los
nticleos de la substancia gris central y peripeduncular, en la
porcion lateral de la sustancia negra, en el ndcleo geniculado,
y en el coliculo superior. En el puente numerosas neuronas se
describieron formando parte del nicleo pedunculopontino,
del ntcleo laterodorso tegmental, del nacleo parabraquial y
del locus coeruleus. La médula oblongada mostraba neuronas
inmunotenidas en el nacleo sensitivo principal del trigémino,
en el cuerpo trapezoide, en el rafe magno, en los nicleos reti-
culares del puente, en el niicleo prepdsito del hipogloso, en
los nidcleos medial y espinal del vestibular, en el niicleo dorsal
coclear, en el ntcleo medular reticular y en el nicleo del trac-
to solitario, en los nicleos gracilis y cuneato, en el niicleo dor-
sal del nervio vago y en los subnicleos oral, interpolar y cau-
dal del espinal del trigémino. En el cerebelo se mostraron esta
isoenzima las neuronas estrelladas y las cestos, algunas célu-
las aisladas de Purkinje, localizadas preferentemente en las
regiones paraflocular y del vermis, las neuronas grano y oca-
sionalmente, algunas neuronas de los nicleos cerebelosos. En
otras especies como el mono® ha sido también demostrada
esta amplia distribucién de la isoforma nNOS.

Comparando los mapas de distribucion en el cerebro de las
neuronas que eran positivas para nNOS y las que mostraban
actividad para NADPH-diaforasa, el tema de la correlacién no
est4 tan claro. En muchos nicleos, tal como Hope y col® sefia-
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laron, todas las neuronas que contenian actividad NADPH-dia-
forasa también fueron positivas para nNOS, haciendo posible
que la actividad NADPH-diaforasa estuviera presente en neu-
ronas activamente productoras de NO y que las técnicas tanto
inmunocitoquimicas como histoquimicas dieran resultados
semejantes. No obstante, también existian niicleos y neuronas
concretas que s6lo mostraban la inmunorreacciéon para nNOS
y no la actividad NADPH-diaforasa, lo que nos hizo pensar en
la posibilidad de que este tipo de nicleos o neuronas inmu-
nopositivas pero careciendo de actividad NADPH-diaforasa
podrian ser consideradas como neuronas silentes en cuanto a
la produccién de NO, al menos en el momento en que se reali-
z0 el estudio”. En la actualidad estos datos contintian confir-
mandose en diferentes situaciones experimentales, demos-
trdndose que existen neuronas nNOS que no muestran
actividad NADPH-diaforasa, tal como ocurre en la corteza de
ratas viejas o sometidas a hipoxia/isquemia-reperfusion,
donde hemos podido observar que aparecen un ndmero ele-
vado de neuronas que expresan la proteina nNOS pero que
son negativas para la actividad NADPH-diaforasa®?#,

SINTESIS DEL NO

Las diferentes isoformas de la NOS juegan un papel muy
relevante en muchas funciones fisiolégicas, dependientes
todas ellas de la transformacion del aminoacido L-arginina en
L-citrulina, produciendo a la vez equimolarmente el NO. La L-
arginina estd implicada en el ciclo de la urea, permitiendo la
generacion de ornitina via citrulina. Este ciclo se encuentra
completo en los macrofagos activados, pero esta sélo parcial-
mente representado en el cerebro, aunque si podamos encon-
trar en él compuestos intermediarios del ciclo, como son la
ornitina, la citrulina, el argininosuccinato y la L-arginina. No
obstante, la enzima ornitina transcarbamilasa, que cataliza la
formacion de citrulina desde ornitina y carbamil fosfato esta
ausente en el cerebro. Este ciclo parcial de la urea en el cere-
bro podria estar relacionado con la resintesis de la L-arginina
desde la citrulina®. Se ha sugerido que el 4cido endégeno argi-
ninosuccinico, precursor en el ciclo de la urea, puede modu-
lar la biosintesis del NO derivado del endotelio desde la L-argi-
nina®,

Aunque la sintesis de NO desde la L-arginina y su libera-
cion desde las células endoteliales esta bien demostrada, atin
se argumenta si la actual molécula efectora es el NO, es un
precursor de NO, o es un complejo intermediario que contie-
ne NO. En efecto, parece haberse senalado que el EDRF libra-
do desde el endotelio de la arteria femoral del perro no puede
ser identificado como NO libre, sugiriéndose que el EDRF
puede ser un precursor labil del NO¥*, Del mismo modo, el acti-
vador de la guanilato ciclasa, generado en cultivos de células
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de neuroblastoma de ratén durante la activacion de los recep-
tores muscarinicos, no corresponde a ese originado desde el
radical libre NO o hidroxilamina, aunque parece originarse
desde la guanidina o la L-arginina®.

También se ha propuesto que el EDRF deberia ser un com-
puesto que contiene NO dentro de su estructura y que debe-
ria actuar como un vasodilatador mas potente que el NO
mismo*. Presumiblemente corresponderia a un nitrosotiol
como el S-nitroso-L-cisteina®™¥. Otra hipotesis propuesta indi-
ca al EDRF como un complejo nitrosil-hierro con ligandos tio-
les con cisteina®. Aunque no ha sido probada la espontanea
liberacién de NO desde el S-nitrotiol®, es concebible que los
grupos NO podrian ejercer un efecto similar al NO libre. Por
ejemplo, el l-nitrosopirrolidina produce un bloqueo de los
receptores excitadores similar al producido por los donado-
res de NO, aunque no libera radicales de NO'.

En la sintesis de NO por la accién de la NOS en células de
mamiferos intervienen 5 electrones del nitrégeno guanidino
de la L-arginina, 1,5 moles de NADPH y 2 de dioxigeno por
cada mol de NO foymado. La reaccién requiere ademas HyB,
FAD, FMN, iones Ca2+, calmodulina y grupo hemo como cofac-
tores. La reaccion consiste en dos actos separados de mono-
oxigenacion, consistiendo el primer acto en la incorporacion
de un atomo de O9 al substrato, a la vez que otro atomo se
reduce hasta agua, obteniéndose la N-hidroxi-L-arginina (NOH-
L-Arg) como producto intermedio. El segundo acto cuenta con
que un electrén de la NADPH, otro de la NOH-L-Arg y el O9 en
forma de dioxigeno-hierro atacan al carbono guanidino de la
NOH-L-Arg, facilitando la incorporacion de O9 y la excision de
enlace C-N, liberando un dtomo de nitrégeno y dando lugar a
L-citrulina. Ademas, en esta segunda reaccion un dtomo de O9
se reduce hasta agua y otro se une al nitr6geno para formar el
NO. Esta produccion de NO puede ser atenuada por diferentes
inhibidores de la NOS derivados de la L-arginina'”.

INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE NO

Como inhibidores de la actividad de la NOS, hemos de
sefialar a dos compuestos, la N—monometil-L-arginina (-
NMMA) y la N—N—dimetil-L-arginina asimétrica (L-ADMA)'*,
que pueden producirse a partir de residuos de arginina tras
metilacion durante la renovacién proteica. Estos compuestos
en condiciones fisiol6gicas se encuentran en concentraciones
bajas, pero en situaciones patologicas, como es el caso de las
afecciones renales, pueden llegar a tener concentraciones
bastantes elevadas que pueden disminuir la sintesis de NO'*.
Otros inhibidores como la N—nitro-L-arginina (L-NNA), su
ester la N—nitro-arginina metil ester (L-NAME) y la N-iminoetil-
L-ornitina (L-NIO) pueden inhibir de manera preferente a las
isoformas constitutivas de la NOS™, mientras que la N—
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amino-L-arginina y la aminoguanidina inhiben la iNOS de los
macrofagos de una manera selectiva®! 10+,

El inhibidor L-NAME parece inhibir in vitro la sintesis de
NO por la isoforma eNOS™'*"* y la isoforma nNOS, incremen-
tando la presién sanguinea in vivo de forma patente. Nosotros
hemos observado que también inhibe la expresion de la iso-
forma iNOS en situaciones de isquemia-reperfusién®. Todos
estos compuestos suelen inhibir la actividad de las enzimas
NOS de manera competitiva y la exposicién de estas enzimas
al inhibidor LNMMA durante un tiempo prolongado provoca
una desactivacion irreversible de la enzima por alquilacion'.
También, el inhibidor N-[3-(aminometil)-benzil]-acetamida es
un inhibidor de la isoforma iNOS altamente selectivo, tanto in
pitro como in vivo™. Otro tipo de inhibidor es el difeniliodo-
nio'?, que no tiene similitudes estructurales con la L-arginina
y no actia de manera competitiva con este substrato sino
como un inhibidor irreversible y progresivo, dependiendo su
intensidad de accion de su concentracion, tiempo de exposi-
cién y temperatura.

Los inhibidores de la calmodulina, tal como la trifluorope-
razina, la clorpromazina y el calmidazolium, pueden inhibir
las tres isoformas de la enzima NOS de manera no selectiva.
También las isoformas enzimaticas de la NOS pueden ser inhi-
bidas directamente por el propio NO'. Esta inhibicion tendria
como consecuencia una cierta limitacion de los efectos cito-
toxicos del NO. El monoxido de carbono (CO) inhibe también
las isoformas de la NOS purificadas. Los analogos de la L-argi-
nina (L-hemoarginina, L-arginil-L-aspartato, L-arginina metil
ester) o analogos de la citrulina (S-metil, S-etil-L-citrulina) y
otros compuestos aminoacidicos de bajo peso molecular pue-
den también inhibir la sintesis de NO.

Entre otros inhibidores de la NOS que se estan usando en
Ja actualidad, esta el 7-nitroindazol (7-ND""*"¢ que reduce la
concentracion de NO en el hipocampo tras la isquemia transi-
toria llevada a cabo en el cerebro anterior. La N-acetil-3-O-
metildopamina también tiene efectos inhibidores por su efec-
to de bloquear la sintesis de HyB, cofactor para la NOS. El uso
de este inhibidor alivié el dafio neuronal acaecido en el hipo-
campo de rata tras la isquemia'’. También deben considerar-
se con efecto protector de la accion del NO aquellos produc-
tos que actdan inhibiendo el incremento de la guanilato
ciclasa soluble, como es el preparado 1LY83,583'%, o las tetra-
ciclinas, la doxiciclina y la miociclina que bloquean la activi-
dad de la microglia y con ello la produccién de iINOS™. Por
Gltimo, la droga antiepiléptica, la lamotrigina, inhibe la libera-
cién de los aminoacidos excitadores y por lo tanto la sintesis
de NO, decreciendo también con su administracion los niveles
de cGMP sin causar una directa inhibicion de la enzima NOS'.
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CARACTERISTICAS DEL NO

El NO es un gas con propiedades de los radicales libres,
que actiia como una molécula mensajera de gran inestabilidad
y vida corta, difundiendo por cualquier punto de la membra-
na de la célula productora, para actuar intercelularmente sin
requerir ningin tipo de transportador de membrana. En el
caso de que la diana sea la célula muscular lisa que forma la
pared vascular, estimula en ella, una vez difundido a través de
las membranas celulares, la guanilato ciclasa soluble para
catalizar la sintesis del guanosina monofosfato ciclico
(cGMP)' y con ello inducir definitivamente la relajacion mus-
cular y por ende, la vasodilatacion, regulando el flujo y la pre-
sidn sanguinea'®#1%,

Existen situaciones clinicas en las que la acumulacién de
NO puede contribuir a la aparicién de ciertas condiciones
fisiopatologicas. Asi, por ejemplo, puede ser deseable inhibir
la produccién de NO, ya sea a través de las formas enzimati-
cas de la ¢NOS, caso de la isquemia cerebral o en la epilepsia,
en cuyos cuadros clinicos la sobreproduccion de NO por las
formas enzimaticas de la NOS puede desencadenar una neu-
rotoxicidad muy activa, o ejercer la inhibicién de la isoforma
iNOS, como es el caso del shock séptico o el producido en
ciertas inflamaciones crénicas A titulo de orientacion la
potencia inhibidora de los productos antes citados se resu-
men en el siguiente diagrama:

[-NMMA nNOS = eNOS > iNOS

L-NA nNOS = eNOS >> iNOS

L-NAME nNOS = eNOS >> iNOS

L-NAA nNOS = iNOS > eNOS

L-NIO iNOS > eNOS = nNOS

7-NI nNOS >> eNOS = iNOS (in vivo)

nNOS = eNOS = iNOS (in vitro)
Aminoguanidina iNOS > eNOS = nNOS

El NO es moderadamente soluble en el agua, con una con-
centracién en una solucion saturada (1 atmoésfera) de 1,8 mM
a 25°C, siendo mucho mas soluble en solventes apolares tal
como el N-hexano, tendiendo a disolverse de manera selecti-
va en las membranas y en las fases lipidicas de las células por
ser altamente lipofilico. Usando microsensores no selectivos
para NO, se han demostrado altas concentraciones de NO en
zonas adyacentes a la membrana plasmatica de una célula
endotelial productora de NO*"'#, Estos datos justifican como
en la membrana celular el NO puede difundir bidireccional-
mente, usando a la membrana en ocasiones como reservorio,
aunque es importante senalar que el volumen total de la fase
acuosa para el NO es bastante mayor que el volumen de la
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bicapa de la membrana. La constante de difusion del NO en
agua es generalmente del rango de (2-4) x 10 cm /s, valor
que se incrementa significativamente con la temperatura. Se
ha calculado que la difusion detectada mediante microsenso-
res en condiciones fisiolégicas idoneas a 37°C corresponde a
3,3 x 107 cm2/s. Basandonos en estos calculos, podemos
sefalar, en procesos de difusion simulada del NO, que esta
molécula puede perfundir sorprendentemente a largas distan-
cias desde las células que la producen hasta el punto de inte-
raccién con las células dianas'™.

El NO es una molécula no cargada que actda como un radi-
cal libre, ya que de sus 11 electrones de valencia uno no esta
apareado, siendo esta molécula paramagnética, 1o cual es una
propiedad destacada entre sus caracteristicas quimicas. Entre
las interacciones quimicas mas comunes del NO en los siste-
mas biologicos destaca la estabilidad que alcanza el electron
no apareado con otras especies paramagnéticas -oxigeno,
superoxido, radicales peroxidos— o la formacién de complejos
entre el NO y un metal, dando origen en la mayoria de los
casos a especies diamagnéticas estabilizadas en las que el
electron no apareado esta compartido entre el NO y el metal.

En la fase de gas, la reaccion NO y O9 ha sido estudiada
durante muchos afos, ya que el NO tiene un papel importan-
te en la contaminacién atmosférica, estando esta reaccion
conformada por 2 moléculas de NO y una de Oy para producir
2 moléculas del dioxido de nitrégeno (NO9), otro radical para-
magnético:

2NO + O9 — 2NO9

En solucién acuosa, la reaccion es similar. El didxido de
nitrégeno puede reaccionar con otra molécula de NOg para
formar tetradxido de dinitrogeno (N9Oy4) o con otra de NO
para formar el trioxido de dinitrégeno (N9O3):

N02 + NO2 — N204

NOg+ NO — N9Og

Tanto estas especies como el acido nitroso (HNO9) son
altamente reactivas y ellas en la fase liquida pueden ser con-
sideradas como donadores de iones nitrosonio [NO*]. La qui-
mica de la transferencia de los grupos nitrosonio es conocida
como translocacion e indudablemente es una de las reaccio-
nes mas estudiadas de los 6xidos de nitrogeno'™. Se transfie-
ren a una variedad de nucleéfilos, incluyendo halidos, nitr6-
geno y sulfuro. En el agua se forma el acido nitroso y por tanto
la disolucién de N9Og suministra nitritos y la disolucién de
NoOy4 proporciona nitritos y nitratos.

[NO*] + OH" — HNO9 — H* + NOg™
[NO*] [NO5™] + HoO — 2NOy™ + 2H*
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[NO+] [NOg'] + H2O — NOZ" + NO?)' + 2H*

El Gnico producto aislado de la reaccion del NO con Og en
agua es el nitrito'®, el cual puede indicar la formacién inter-
media de N9O3, aunque esto no estad completamente claro.
Otras dos dianas nucleofilicas biol6gicamente importantes
para la nitraciéon son el nitrogeno y el sulfuro. En el caso del
nitrogeno el producto es una nitrosamina que es estable, aun-
que estas moléculas son potentes mutdgenos y cancerigenos,
ya que su formacion desde los 6xidos de nitrogeno generados
enzimaticamente ha sido relacionada con la etiologia de una
variedad de estados cancerosos que pueden surgir durante
procesos inflamatorios prolongados'®™. Los dtomos de azufre
son también dianas para la nitrosilaciéon®, como en el caso de
los tioles donde se forma el S-nitrosotiol:

RSH + [NO*] — RSNO + H*

El NO reacciona de manera muy rapida con el superoxido
para producir inicialmente el peroxinitrito:

NO + Oy” — ONOO™

Este anion es altamente oxidativo, capaz de oxidar tioles y
las bases del DNA, ademas de iniciar la peroxidacién de lipi-
dos independiente de la presencia de metales. En presencia de
ciertos metales, el peroxinitrito permite formar especies
NO9*, las cuales pueden nitrar compuestos fenolicos, inclu-
yendo los anillos aromaticos de las proteinas™'¥.

En estas condiciones fisiolégicas el conjugado acido del
peroxinitrito, el acido peroxinitroso, (ONOOH, pk, = 6,8 a
25°C) es altamente reactivo y posee la reactividad de los radi-
cales hidroxilos'.

La ruptura homolitica del ONOOH generaré el radical reac-
tivo 'NOZ, el cual puede contribuir también a la toxicidad del
acido peroxinitroso™. Sin embargo, alguna proporcion de
ONOOH se deprotona espontaneamente para formar el anion

no reactivo nitrato'.

Basado solamente en la reaccién quimica del NO con Og”
esta claro que la produccion de peroxinitrito y acido peroxini-
troso tendra un efecto daiiino sobre las biomoléculas, aunque
la produccion de nitrato puede dar lugar a una mutua limpie-
zade NOy Oy

El NO también reaccionara con radicales peroxil. Esta reac-
cion puede ser vista como una actividad antioxidante del NO,
donde las reacciones en cadena de los radicales lipidicos son
terminadas por la reaccion del NO con los radicales alcoxil y
peroxil. Como productos de estas reacciones se incluyen los
nitrito-, nitro-, nitroso-peroxo-lipidos y lipidos nitrados. Otra
potencial efecto antioxidante del NO puede ser su reaccion
con el propio peroxinitrito'™.
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Otras acciones del NO en los sistemas bioldgicos estan
relacionadas con la reaccion del NO con los metales de tran-
sicion, dado que muchos metales de importancia biologica
muestran la 6rbita d parcialmente rellena de electrones y por
lo tanto son excelentes lugares para los electrones no aparea-
dos, tal como el existente en la molécula de NO. Muchas pro-
teinas como la hemoglobina, la mioglobina, la citocromo oxi-
dasa, las peroxidasas, las desoxigenasas, las mioglobinas y los
citocromos P450 se unen al dioxigeno como una parte integral
de su funcién y por lo tanto hacen de ellos la diana del NO por
la similitud de esta molécula con el dioxigeno.

El complejo metal-nitrosilo ha sido conocido desde hace
muchos afnos', pero hasta hace unos pocos fue asumido que
con algunas excepciones, tales como los iones nitroprisidos,
estos complejos eran poco reactivos. Sin embargo, es conoci-
do que las caracteristicas de unién de los nitrosilos metalicos
pueden dirigir grandes cambios en la reactividad de los gru-
pos nitrosilos. En condiciones biologicas estos complejos
pueden liberar NO o aniones nitroxil (NO") o actuar como
agentes nitrosantes a través de la donacion de NO*.

Dada su similitud al dioxigeno, el NO ha sido utilizado
como sustituto para el Oy en muchos metaloproteinas, ya que
los complejos nitrosos de sus centros metdlicos son para-
magnéticos y por lo tanto la espectrometria por resonancia
electrén paramagnética (EPR) puede ser usada para obtener
informacién sobre los alrededores de estos centros. Las sefa-
les EPR son muy sensibles al tipo de metal y a su estado de
oxidacién, asi como a la naturaleza y disposicion espacial de
los multiples ligandos alrededor del centro metélico. Se han
descrito los espectros EPR de los complejos NO con metalo-
proteinas que contienen hierro o cobre'®.

Fn las células de los mamiferos la vida media del NO es
relativamente corta (5-10 s)'' y la maxima concentracién del
NO esta en rangos micromolares. Por ello la formacion de 6xi-
dos de nitrégeno mas altos a partir de la reaccion de NO con
el Og puede resultar mas danina para las células dianas que el
propio NO.

Cuando se produce el NO in vivo o in vitro esta claramente
admitido que su efecto biolégico predominante dependera del
balance entre una variedad de diferentes y simultdneas reac-
ciones que se produzcan. Las consecuencias de la formacion
de NO estarian dirigidas por i) las especies de oxidos de nitr6-
geno que se formen, ii) por sus relativas velocidades de for-
macién, iii) por la naturaleza de las dianas disponibles en la
vecindad y iv) por la rapidez con que reaccionan con estas
especies. Todo ello hace que los modelos y vias de accion del
NO muestren gran complejidad. Cuantitativamente, la reac-
ci6n mas importante del NO en los mamiferos es la reaccion
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con la oxihemoglobina. Esta reaccién es una transferencia de
09 més un electr6n al NO, formando el anidén nitrato y la met-
hemoglobina:

(HbFe2+)0y + NO — (HbFe3*) + NOg-

Esta reaccion es extremadamente rapida y dada la alta con-
centracion del grupo hemo (25 mM) en el sistema sanguineo,
hace que la sintesis in vivo de NO pueda dar origen a cantida-
des significativas de NOg™ en la circulacion. El NO reacciona
también con la desoxihemoglobina para formar complejos
nitrosilos, siendo esta reaccion también muy rapida™. En un
medio aerdbico, una vez formada el complejo nitrosil-hemo-
globina, reaccionara con Og.

FUNCION DEL NO

A la vista de todo lo anteriormente expuesto, hay una
amplia gama de procesos biologicos en los que el NO puede
estar implicado. Estos procesos incluyen diferentes mecanis-
mos de activacion de los factores de transcripcion, la transio-
cacién de los mRNA, el metabolismo del hierro, la mutagéne-
sis, la apoptosis, la glicolisis y el transporte de electrones
mitocondriales, la acilacién de proteinas, la sintesis de deso-
xinucleotidos, la fusion de mioblastos, la adhesion de las pla-
quetas y neutroéfilos, la proliferacion de los promotores de
células mieloides, la produccion de células T, de queratinioci-
tos y células tumorales, la liberacién de hormonas pituitarias,
la regulacién del tono bronquial y el de los esfinteres, la regu-
lacién del peristaltismo esofagico, la contraccion del estoma-
go e intestino, la del Gtero y corazon, la regulacion del pul-
moén y la ereccién del pene, participando en la tolerancia y
toxicidad de los opioides™, en la regulacion de la memoria,
suefio y presion sanguinea® #1416,

NO Y SISTEMA NERVIOSO

El NO en el sistema nervioso difiere de los neurotransmiso-
res clasicos o neuromoduladores en que i) el NO no es alma-
cenado en vesiculas, ii) no actta con mecanismos especificos
de liberacién y captacion, iii) no cuenta con receptores de
membrana, penetrando por afinidad lipofilica directamente en
la célula diana, donde regula muchos sistemas enzimaticos, iv)
no es metabolizado por enzimas especificas, siendo degradado
espontaneamente por oxidacioén o por compuestos tales como
el superdxido o la oxihemoglobina, v) tiene una vida media de
segundos en contra de la de los neurotransmisores clasicos,
que es de milisegundos'®'¥’, habiendo sido estimada la distan-
cia de difusién del NO en un medio proteico en 10 pm, que es
bastante menor al didmetro de algunas células’'*,

La actividad de la isoforma nNOS estd incrementada post-
sinapticamente por la accion estimuladora de ciertos aminoa-
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cidos tales como el glutamato®, que tras su liberacion por el
terminal presinaptico incrementa el flujo del Ca2* hacia el
interior de la neurona, el cual activaria la NOS®. Existen evi-
dencias indirectas de que todo este mecanismo es dependien-
te de glutamato, el cual tras ser liberado en el espacio intersi-
naptico actia sobre sus especificos subtipos del receptor
N-metil-D-aspartato (NMDA).

En el sistema nervioso central se ha demostrado que la
mayoria de las células que expresan inmunorreactividad para
NOS contienen una significativa cantidad del receptor NMDA
R1, por lo que este tipo de receptor puede ser la pieza clave
en la puesta en marcha del mecanismo citado®'. Reciente-
mente, estos datos inmunocitoquimicos y los obtenidos por
hibridacién in situ han sido confirmados mediante técnicas de
microdialisis'®. Las dianas del NO liberado por las células ner-
viosas que contienen NOS corresponden a las células que
estan situadas en el entorno de la célula productora y que
contienen la guanilato ciclasa soluble. De esta manera, el NO
liberado incrementaria, por ejemplo en el cerebelo, la hidroli-
sis del fosfoinositol, sugiriéndose por lo tanto que el NO

desempefiaria un papel de mediador™'.

No obstante, grandes concentraciones de NO en el cerebro
pueden ser citotoxicas para muchas células, debido a la pér-
dida funcional de grupos hemos e inhibicion de la sintesis de
DNA vy de la respiracion mitocondrial de la célula diana'®. En
cultivos de células gliales del cerebelo el NO inhibe la mitogé-
nesis y la proliferacion celular mediante inhibicion de la acti-
vidad mitocondrial®®. La induccion de la iNOS en cultivos de
astrocitos produce la inhibicion de la actividad enzimatica de
las enzimas relacionadas con el grupo hemo, tal como la cito-
cromo oxidasa'™. Recientemente, nosotros hemos observado
nitracion de estas enzimas mitocondriales, hecho que
demuestra el efecto toxico sobre la mitocondria ante un exce-
so de NO.

Entre las funciones del NO en el sistema nervioso podemos
citar i) la autorregulacion del flujo vascular tanto periférico
como central, ii) 1a activacion de las fibras parasimpaticas que
innervan los vasos cerebrales™, iii) el incremento del flujo
sanguineo durante la hipercapnia, iv) la participacion en los
mecanismos de defensa cerebral ante las infecciones median-
te la microglia, que en estas situaciones expresa grandes can-
tidades de la isoforma iNOS™** y v) su participacién en pro-
cesos de plasticidad neuronal, aprendizaje y memoria.

Concretamente, por esta altima funcion al NO se le atribu-
ye el caracter de neurotransmisor retrogrado, ya que este gas
puede viajar desde la membrana postsinaptica a la presinap-
tica, participando en el fenémeno de potenciacién de la acti-
vidad neuronal a largo plazo (LTP) que tiene lugar por ejemplo
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en todos los casos de plasticidad neuronal asociada con el
aprendizaje y la memoria. Este mecanismo puede ser bloque-
ado por inhibicién de la enzima NOS con inhibidores especifi-
cos o por hemoglobina, que reduce o elimina al NO del
medio™. En este sentido se ha demostrado que la administra-
cion en el pollo del inhibidor L-NNA antes de someter a este
animal a un ejercicio de aprendizaje produce amnesia, mien-
tras que la administracién del substrato L-arginina durante
todo el tiempo que dura la accion del inhibidor evita la apari-
ci6n de la amnesia'®. Estos hechos fueron confirmados en
ratones “knockout” que carecen del gen de la nNOS™ o en
ratas'®. Estas mismas circunstancias se repiten cuando se
administra otro tipo de inhibidores, tal como el L-NAME™"

Concretamente, en el sistema nervioso las acciones del NO
no estan confinadas a la estructura anatomica de los elemen-
tos que regulan la circulacion o flujo sanguineo, sino que la
capacidad de difusion del NO llega a producir efectos mas
amplios que los producidos a través de las uniones especifi-
cas que las células productoras del NO puedan tener con las
células con las que anatdmicamente establecen contacto'®. En
el sistema nervioso el NO es considerado parcialmente como
una sustancia paracrina y parcialmente como un neurotrans-
misor, aunque se considera que actia mas paracrinamente'®,
participando en la sinaptogénesis, en los procesos sensitivos,
en la transduccion de estimulos, en la plasticidad neural®*'®,
en el aprendizaje, en la regulacién de la ingesta y en la toma
de liquidos®.

NO Y LOS PROCESOS PATOLOGICOS

La participacion del NO en diversos procesos patologicos
en el sistema nervioso esta claramente establecida™'?. Tras
irrumpir en el mundo cientifico, durante la pasada década el
NO, como un importante mediador intercelular, se pudo com-
probar como sus niveles altos de produccion estaban asocia-
dos en muchos casos a una citotoxicidad celular no especifi-
ca mediada por la activacién de procesos inmunes y por lo
tanto relacionada con ciertas afecciones crbénicas, como son
los procesos inflamatorios autoinmunes: la artritis reumatoi-
dea, la diabetes insulino-dependiente, ciertos procesos infla-
matorios intestinales y la esclerosis multiple. Recientemente,
se seflala al NO como un inmunorregulador que participa en la
supresion de la funcion de los macrofagos y linfocitos T acti-
vados e implicados en este tipo de procesos patoldgicos y por
lo tanto regulando la severidad de los procesos patologicos'®.

En relacion con procesos fisiopatologicos, el NO puede
participar en los relacionados con la migrafia, la epilepsia, las
agresiones sufridas por el cerebro en las que participan la

excitotoxicidad y en las enfermedades neurodegenerati-
va825,26,37,73,92
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En la enfermedad de Huntington, el NO liberado desde la
isoforma nNOS puede mediar en la muerte celular producida
por la citotoxicidad relacionada con la alta produccion de glu-
tamato. Aunque parece admitirse que la poblacién de inter-
neuronas del estriado que contienen somatostatina, neuro-
péptido Y y nNOS sobreviven durante el desarrollo de la
enfermedad de Huntington, hoy se admite que estas neuronas
estan seriamente dafladas durante el curso de la enfermedad,
produciéndose una notable reduccién en la expresion de
tanto el mRNA como la proteina de nNOS'®. En la enfermedad
de Alzheimer, se conoce que la dimetilarginasa, enzima que
destruye los inhibidores endogenos de la nNOS, esta especifi-
camente elevada en aquellas neuronas con anormalidades en
el citoesqueleto y sometidas al estrés oxidativo relacionado
con esta enfermedad. Por el contrario, esta enzima no fue
encontrada en las neuronas envejecidas tomadas como con-
trol. Parece logico pensar que la falta de inhibicién de la nNOS
en las neuronas que contienen elevados niveles de dimetilar-
ginasa puede haber contribuido al dafio observado. Estos
datos sefialan como en la enfermedad de Alzheimer existen
grandes alteraciones en regulacién de la NOS'™!™.

En la enfermedad de Parkinson, el estrés oxidativo puede
contribuir a la muerte neuronal en la sustancia negra, segin
datos obtenidos de material postmortem, donde se ha demos-
trado que existe un incremento de los niveles de hierro y un
descenso de los niveles de glutatién, contribuyendo a dafiar la
funcién mitocondrial'”. Este mecanismo permite que se pro-
duzcan dafios oxidativos, tal como un aumento de la peroxi-
dacion de lipidos, la nitracion de proteinas y la oxidacion del
ADN. El NO puede estar implicado en la producciéon de radi-
cales hidroxilos, como resultado de la difusién de dopamina
inducida por el 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP*) en el estriado, y
tanto los ratones “knockout” que carecen de la nNOS como los
tratados con 7-NI para inhibir la nNOS son relativamente resis-
tentes a los efectos neurotoxicos del MPTP'?™, Ademaés, se ha
demostrado la produccién de nitracién de los residuos de tiro-
sina en proteinas por el peroxinitrito, formando la nitrotirosi-
na que se puede detectar inmunocitoquimicamente con anti-
cuerpos especificos contra este compuesto. Esta
inmunorreactividad se ha demostrado en los cuerpos de
Lewis de las neuronas que contiene pigmentos de melanina y
depositos de material amorfo'®.

En la esclerosis lateral amiotréfica, se pensd que la nitra-
cion de los neurofilamentos estaba relacionada con la patogé-
nesis de esta enfermedad, donde se ha detectado niveles altos
de 3-nitrotirosina en la médula espinal, aunque la inmunorre-
actividad para la nitrotirosina se localiza también en agrega-
dos neurofilamentosos de las neuronas de corteza. Se ha argu-
mentado que la sintesis del NO en este tipo de enfermedad se
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debe a la isoforma nNOS en estas neuronas y se ha propuesto
que el NO puede jugar un importante papel en este tipo de
patologia'™. Recientemente, se ha demostrado que la subuni-
dad ligera de los neurofilamentos eran particularmente sus-
ceptibles para la nitracion mediada por el peroxinitrito, aun-
que no se apreciaron diferencias claras con los controles
usados'™'",

En la esclerosis miiltiple, se han dado algunas explicacio-
nes para justificar la destruccion de la mielina y los oligoden-
drocitos, aunque no estd atn perfectamente probado el meca-
nismo exacto por el cual este tipo de lesiéon se produce'.
Sherman y col'™ postularon que la respuesta inmune en la
esclerosis miltiple se da como consecuencia de una accion
mediada por las citoquinas que incrementan en el sistema
nervioso central la produccion de NO por los
macrofagos/microglia, por las fibras musculares lisas y por el
endotelio vascular. Tres mecanismos se han propuesto para
justificar el dafio celular: i) el producido por una directa
accion toxica producida por el NO, ii) por la lesién debida a la
accion del peroxinitrito tras su formacién por la reaccién del
NO con el anién superéxido y iii) por la elevaciéon del CGMP
mediado por el NO, incrementando el factor TNF-o. Estas
hip6tesis se apoyan en el hecho de que los antiinflamatorios
como la dexametasona y el TGF-£ disminuyen los sintomas de
la esclerosis miltiple y de la encefalitis alérgica experimental,
respectivamente, e inhiben la inducci6n de las citoquinas que
median en la produccién de NO por los macrofagos'™.

En el sistema nervioso periférico existen varias neuronas
sintetizadoras de NO que participan en la relajacién muscular
no adrenérgica no colinérgica (NANC), de tal manera que el
NO liberado por estas fibras y cuerpos neuronales que inte-
gran este sistema nitrérgico participa en la relajacion del mis-
culo liso®™" y cardiaco y posiblemente la regulacion del tono
bronquial"® y en la regulacién del tono del miisculo estriado.
En el masculo liso gastrointestinal, el papel esencial del NO se
demuestra por la dilatacién del estémago e hipertrofia del
esfinter pildrico y del miisculo de la capa circular que ocurren
en los ratones “knockout” que carecen de la nNOS™. Lo
mismo ocurre en la regulacién metabélica del higado del gato
ytrucha®'®. Las neuronas nitrérgicas cardiacas influyen tanto
sobre el sistema de conduccién cardiaco como sobre las
fibras musculares que conforman el miocardio, mediando asi
las influencias autonomas inotrépicamente negativas'®. Simi-
larmente, el NO que se produce en el sarcolema de las fibras
rdpidas del misculo esquelético disminuye su contraccion. En
el es6fago, las fibras NANC regulan el peristaltismo, pudiendo
modular el tono de la fibra muscular esquelética mediante la
presencia de placas motoras que son inmunopositivas para la
nNOS®® y participan en la transduccién sensorial de los esti-
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mulos mecanicos que se ejercen sobre el epitelio esofagico al
paso del bolo alimenticio. Existen fibras nNOS-positivas que
surgen de las fibras perivasculares y que se distribuyen libre-
mente por ese epitelio, pudiendo corresponder al sustrato
anatémico base de un posible reflejo sensitivo-motor® descri-
to previamente por Burnstock™.

En el pene las fibras nitrérgicas juegan un papel preponde-
rante en la ereccion, a través de la rica inervacion que estas
fibras presentan en el seno cavernosoy ein los vasos de dife-
rente diametro que se extienden por todo este organo, pudien-
do, claramente las alteraciones en este sistema, producir una
mas o menos grave disfuncion'™. Recientemente, hemos
demostrado como la degeneracion selectiva del las fibras
nitrérgicas juega un papel importante en la impotencia ligada
a la diabetes experimental". No obstante, parece ser que la
diabetes no afecta la actividad y localizacion de la enzima NOS
en el musculo anococcigeo de la rata™.

Fn el sistema cardiovascular las tres isoformas del NOS tie-
nen implicaciones en su fisiologia y fisiopatologia. La eNOS es
importante en la regulacion vascular, manteniendo una vaso-
dilatacién adecuada y protegiendo la intima de los agregados
plaquetarios y de la adhesion leucocitaria, ademéas de inhibir
la proliferacion del misculo liso de la pared. La isoforma
nNOS del sistema nervioso central y periférico puede también
contribuir a regular la presion sanguinea. En las enfermedades
asociadas a hipercolesterolemia, diabetes e hipertension, que
estan caracterizadas por una disfuncion endotelial, se ve
reducida la capacidad de vasodilatacion mediada por el endo-
telio. El estrés oxidativo y la inactivacién del NO por los anio-
nes superdxido juegan un papel importante en estos estados
patologicos. La administracién de L-arginina como sustrato de
NOS o Hy4B como cofactor puede aliviar la disfunci6n endote-
lial en varias de estas condiciones. En las lesiones cerebro-
vasculares, la isoforma nNOS y la iNOS juegan un papel clave
en la neurodegeneracion, mientras que la eNOS tiene impor-
tancia para el mantenimiento del flujo sanguineo cerebral y la
prevencion, en cuanto sea posible, del dano neuronal. En la
sepsis la iNOS esta inducida en la pared vascular por las endo-
toxinas bacterianas y/o la citoquinas proinflamatorias, produ-
ciendo grandes cantidades de NO que acta como un impor-
tante mediador en la vasodilatacion arteriolar inducida por

endotoxinas y el shock séptico™.

NO Y LOS PROCESOS DE HIPOXIA/ISQUEMIA

En relacién con la participacion del NO en la hipoxia/isque-
mia cerebral se conoce bastante bien el hecho de que el NO
no solo participa directamente en diversos mecanismos fun-
cionales y protectores, sino también en numMerosos procesos
neurotoxicos'®. Como agente neuroprotector, al NO se le atri-
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buyen diferentes acciones fisioldgicas: i) por la estimulacion
que produce sobre la guanilato ciclasa soluble para formar el
CGMP en la célula diana*®, produciendo la relajacion de la
pared vascular y con ello la vasodilatacion y mejora del flujo
sanguineo; ii) por bloquear directamente el incremento de
Ca%* intracelular mediado por el estimulo del receptor
NMDA™: iii) por inactivar mediante nitrosilaciéon a dicho
receptor; y iv) por las propiedades antioxidantes que posee el
N0192,193.

Fl efecto neuroprotector inmediato se produce por el
incremento de NO sintetizado por las células endoteliales a
partir de la eNOS, justo en el momento de iniciarse la hipo-
xia/isquemia, en un intento de evitar el dafio isquémico
mediante una vasodilatacion de urgencia™. La subsiguiente
sobreexpresion de las otras isoformas de la NOS es de gran
importancia en la fisiopatologia de los cuadros clinicos pro-
ducidos por la hipoxia/isquemia, que pueden acarrear conse-
cuencias neuroldgicas e incapacidades graves. La nNOS puede
participar beneficiosa y activamente no s6lo en procesos rela-
cionados con la neurotransmision y/o neuromodulacion'® y
con la plasticidad neuronal después de distintos tipos de inju-
ria acontecidos en la médula espinal*®, sino también con los
episodios de hipoxia cerebral sufrida por fetos a término en el
momento del parto®, durante el periodo postnatal y durante
la vida adulta™®. Esta actividad neuroprotectora parece tener
un papel importante en la actividad funcional del hipocam-
po'®# y del cerebelo™.

Como agente neurotoxico, al NO se le implica directamen-
te en mecanismos citotéxicos e independientes de CGMP,
tales como la formacion de radicales libres, nitrosilacién de
acidos nucleicos, roturas del ADN e inactivacion de enzimas
con centro ferrosulfurados que alterarian los procesos ener-
géticos celulares®. En este sentido, la hipotesis mas intere-
sante relacionada con el efecto neurotoxico del NO es la for-
macion de peroxinitrito como consecuencia de su interaccion
con el anién superdxido®®. El peroxinitrito puede nitrar, direc-
tamente o a través de otras especies reactivas de nitrogeno,
los residuos de tirosina en proteinas, lo cual impide las inte-
racciones funcionales de estos residuos y pone en peligro la
viabilidad celular®. Dicho efecto ha sido puesto de manifiesto
por nuestro grupo, usando un anticuerpo de alta especificidad
y afinidad para la nitrotirosina en proteinas®.

Concretamente, se sabe que en la patogenia de los proce-
sos hipoxicos-isquémicos interviene la liberacion de aminoéa-
cidos excitadores (AAE), particularmente la liberacion de glu-
tamato que actdia sobre los receptores NMDA, provocando un
aumento del Ca2* en las células diana®?’, La conexion entre
laliberacion de AAE y la activacion de la via L-arginina-NO por
el aumento del Ca%* intracelular, que activa la nNOS, es la
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clave que justifica la hipotesis de que el incremento excesivo
de formacién de NO podria ser responsable de la neurotoxici-
dad166,208—211

Durante la hipoxia/isquemia y por diferentes mecanismos
se produce un aumento en la liberacién de especies reactivas
del oxigeno (ERO). Asi pues, en situaciones de déficit de Oy el
superdxido es producido por la microglia activada®?, el acido
araquidonico es liberado desde la membrana celular por la
fosfolipasa A2 y se producen colateralmente hidroperoxidos
lipidicos y radicales libres. También en estas circunstancias
se da lugar a la entrada de Ca *+ como consecuencia a la des-
polarizacién de membranas, pudiéndose convertir la xantina
deshidrogenasa en oxidasa, para utilizar oxigeno como recep-
tor de electrones y liberar también el superoxido®®. Como otra
fuente de ERO se ha descrito a la propia NOS, que en concen-
traciones suboptimas de L-arginina puede producir el supero-
xido y el peroxido de hidrégeno™. Por altimo, se admite que la
disminucién de la actividad de la citocromo ¢ oxidasa de la
cadena respiratoria mitocondrial que se produce tras la isque-
mia?* puede llevar a la liberacion de ERO. Para todos estos
procesos es necesaria la presencia de oxigeno, lo cual nos
lleva a pensar que estos fenémenos se producirian a partir del
periodo de reperfusion/reoxigenacion con un tejido dafado.

Por lo tanto es légico pensar que el aumento de produc-
ci6n de NO y superoxido durante la hipoxia/isquemia conlle-
va a un gran incremento en la formacion de peroxinitrito.
Anteriormente se ha demostrado que este anion se combina
con tioles y ciertas moléculas con grupos -OH (glucosa, seri-
na, etc.) para formar moléculas que donan NO. Este mecanis-
mo puede considerarse como un proceso de destoxificacion
“activa”, ya que las moléculas formadas tienen propiedades
citoprotectoras?®#¢. Por eso puede decirse que en aquellas
condiciones en las que se produce un agotamiento de dichas
defensas, cual es el caso del estrés oxidativo causado por la
produccion excesiva y/o prolongada de sustancias oxidantes,
incluido el propio peroxinitrito, las células quedan expuestas
al efecto pernicioso combinado de estas especies reactivas.
FEste mecanismo explicarfa la aparente desconexidon que
encontramos al intentar relacionar, por ejemplo, las acciones
neurotoxicas de los aminoacidos excitadores cuyos canales
asociados tienen dinamicas del orden de milisegundos, con
los procesos graduales de degeneracion neuronal y cuya evo-
lucién se desarrolla a lo largo de varios anos.

Existen evidencias que nos sugieren que es el peroxinitrito
el responsable de los efectos neurotoxicos del NO™5_ Sin
embargo, se desconocen los mecanismos por los cuales esta
molécula produce la muerte neuronal. Se ha propuesto que su
efecto podria originarse por la inhibicién de la cadena respira-
toria mitocondrial'®. Sin embargo, se ha demostrado reciente-
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mente que el peroxinitrito de origen extracelular no afecta a la
funcién mitocondrial, ya que es eficazmente destoxificado?*??,
Por ello, es importante estudiar los mecanismos por los cuales
el peroxinitrito produce neurotoxicidad, lo que ademas permi-
tird el disefio de estrategias neuroprotectoras, ya no soélo
aumentando las defensas antioxidantes sino también actuando
a un nivel mas inferior en la secuencia fisiopatolégica. En afios
anteriores y por separado, han sido estudiados estos mecanis-
mos, utilizando como modelos biolégicos las plaquetas huma-
nas®® y por nosotros mismos los macréfagos de ratén de la
serie J774. En ambos tipos de trabajo el peroxinitrito altera el
mecanismo de transduccién de sefales que afectan a la forma-
cion de cAMP y ¢cGMP?%, produciendo deplecion extracelular
de grupos sulfhidrilo® y aumentando la concentracién intra-
plaquetaria de Ca’+ por su entrada a través de la membrana.

NO/PEROXINITRITO/NITROTIROSINA

Por altimo, la formacién de nitrotirosina ha sido demostra-
da en algunos desordenes inflamatorios, lesiones arterioes-
cleréticas y enfermedades neurodegenerativas®!204221222 - Ayp.
que la nitracién de proteinas ha sido usada como indice de la
produccion de peroxinitrito, también puede ocurrir por otras
via que no implican el peroxinitrito, por ejemplo la formacién
de nitril cloruro (NOCI) por la accién de la mieloperoxidasa en
procesos inflamatorios??,

La nitracion de proteinas puede alterar la conformacion y
estructura de las proteinas, su actividad catalitica y o su sus-
ceptibilidad para su digestion®***, Se ha demostrado también
que la nitracién de los anillos de tirosina de las proteinas
puede disminuir la efectividad de las proteinas como substra-
to de las tirosina-quinasas'®****", Por ello a través de la expre-
si6n de nitrotirosina de proteinas se puede valorar el efecto
toxico del NO, que participa en la interrupcién de los proce-
sos de sefalizacién celular y que tiene caracter de lesion difi-
cilmente reversible, aunque se ha descrito recientemente una
actividad enziméatica desnitrasa en algunos tejidos®®,

NO/SISTEMA COMPLEMENTO

Actualmente, se empieza a conocer que la accién de NO
sobre los vasos sanguineas en los procesos inflamatorias no
es un mecanismo sencillo de vasodilatacién, sino algo méas
complejo que tiene sus efectos también en los factores del sis-
tema de complemento (inhibidor de Cl1, el factor B, el factor H
y el C4), asi como en las serina-proteasas, la plasmina y mini-
plasmina, y tal vez en otros compuestos que hoy por hoy atn
no son conocidos®. Toda esta activaciéon e incremento de
expresion de los diversos compuestos citados se ha conocido
como participe en la secuencia de acontecimientos que se
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produce durante el desarrollo de las lesiones cerebrovascula-
res secundarias a la hipoxia/isquemia—reperfusi(’)n/reoxigena-
cion, demostrandose también que estos mecanismos se
ponen en marcha en diferentes tipos de agresiones que pue-
den incidir en la normal circulacion cerebral®®®,

En esta linea, Collard y col®*®" demostraron como se pro-
ducia, durante la reoxigenacion tras la hipoxia sufrida por las
células endoteliales de la vena umbilical humana, la activa-
cion y deposito de las proteinas del complemento, influyendo
en la translocacion del factor nuclear kB y la expresion de las
moléculas de adhesion celular vascular y decreciendo el nivel
de CGMP dependiente del NO endotelial. Tratando estas célu-
las endoteliales sometidas a hipoxia con el inhibidor recombi-
nante humano del complemento, se consiguid la atenuacion
del deposito de las proteinas del complemento, la transloca-
cion del factor nuclear kB y la expresion de las moléculas de
adhesion, preservando la sintesis de CGMP dependiente de
NO e inducido por la accién de 1a acetilcolina. Todo ello vino
a demostrar como en el periodo de reoxigenacion tras la hipo-
xia las proteinas del complemento pueden directamente
influir sobre el eje NO/CGMP.

Vakeva y Meri*® han demostrado que los componentes del
complemento Clq, €3¢, C3d, C4, C5 y C9 se depositan duran-
te la anoxia, lo cual indica una activacion del sistema comple-
mento por las células endoteliales. Esta activacion puede ser
un mecanismo importante en la patogénesis de las lesiones
que se producen en el SNC tras la hipoxia/reoxigenacion. En
esta situacion Collard y col (1999) sefialan que se inducen la
expresion de los receptores de las proteinas del sistema com-
plemento tipo I (CR1, CD35) en el endotelio vascular humano.
Morgan y col®' sefialaron que el complemento es €l responsa-
ble de numerosas patologias en el SNC, interviniendo en este
mecanismo varias células del SNC que sintetizan el comple-
mento y también expresan sus receptores especificos.

Lindsberg y col® sefialaron que, en condiciones normales,
el parénquima cerebral se encuentra virtualmente aislado de
la accion de diferentes factores inmunoloégicos y entre ellos de
las proteinas del complemento. No obstante, cuando se pro-
duce en un proceso patologico ~isquemia, hemorragia cere-
bral o subaracnoidea, etc.—una alteracion de la permeabilidad
de la barrera hemato-encefdlica se facilita la extravasacién de
las proteinas del complemento y con ello el desarrollo de una
inflamacién no neuroloégica que agrava el dafio cerebral ini-
cialmente producido. En este sentido discurren también las

investigaciones que llevaron a cabo Mollnes y Fosse™.

Resumiendo, en los procesos de hipoxia/isquemia—reperfu—
sion cerebral se dan lugar los siguientes fenémenos:
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— Un aumento de la actividad y expresion de la eNOS a los
pocos minutos de producirse la hipoxia, en un intento urgen-
te de regular por medio de una vasodilatacion el flujo sangui-
neo cerebral®,

— Un aumento de la actividad y expresion de la nNOS#197217
que producirad un incremento de NO, contribuyendo a medio
plazo al dafio isquémico en el cerebro, que se reduce en un
40% en ratones “knockout” que carecen genéticamente de
nNOS.

— Un aumento de la actividad y expresion de la isoforma
iNOS, que tiene lugar después de varias horas de iniciarse el
estimulo hip6xico, con la produccién de niveles incontrolados
de NO, contribuyendo de manera decidida al progreso de la
neuropatologia®. En ratones “knockout” que genéticamente
no expresan iNOS el dafio cerebral también estd muy reduci-
d0241‘

En todos estos trabajos y modelos previos hemos podido
observar una relacion directa entre la carencia de O9 y el
aumento de las isoformas nNOS e iNOS, asi como con la for-
macioén de nitrotirosina.

NO/ENVEJECIMIENTO

Finalmente es interesante sefalar el papel que desempeiia
el NO en los procesos de envejecimiento®”, considerando a
este como un proceso multifactorial que afecta de forma hete-
rogénea a todas las células que conforman los seres vivos, las
cuales se ven sometidas con el paso del tiempo a un deterio-
ro morfofuncional que pueden conducirlas a la muerte****, Se
sabe que las claves que sostienen este proceso involutivo son
tanto de caracter genético como ambiental***¢, ya que aunque
los seres vivos han sido disefiados para reproducirse y poste-
riormente extinguirse, no todos ellos lo hacen a por igual®’.

Aunque ya hemos sefalado ya el papel que juegan los radi-
cales libres y particularmente el NO en el dafio celular y tisu-
lar que tiene lugar tras procesos de hipoxia-reoxigena-
cion's228 también hemos de tener en cuenta que el estrés
oxidativo originado por radicales libres y entre ellos el propio
NO*, se incrementa en situaciones patoldgicas como las ya
comentadas™. La presencia de estas especies reactivas en las
células es consustancial con el desarrollo de sus actividades
vitales y particularmente con las derivadas del metabolismo
oxidativo que las células deben realizar de forma continua en
las mitocondrias para generar la energia que necesitan para
vivir®!, Si ademas se consideran otras fuentes externas, que
también pueden generar radicales libres, se ha estimado que
las células reciben diariamente de forma espontinea unos
10.000 impactos oxidativos que dafan moléculas tan impor-
tantes como los lipidos de las membranas, las proteinas enzi-

ANALES Sis San Navarra 2000, Vol. 23, N° 2, mayo-agosto

219




J. Rodrigo et al

220

maticas y el material genético que las constituyen®. Final-
mente, las células danadas irreversiblemente acaban progre-
sando hacia su muerte, bien a través de mecanismos de necro-
sis (que normalmente ocurre durante una patologia) o bien a
través de los mecanismos programados de apoptosis (que es
la forma fisioldgica que tienen los seres vivos para eliminar
células inservibles o transformadas)*®. Todas estas evidencias
han hecho cada vez mas consistente la idea de que el enveje-
cimiento es la consecuencia del dafio causado por estas molé-
culas altamente reactivas a lo largo del tiempo*#**7. Con pos-
terioridad, las células envejecidas, normalmente inservibles e
incluso potencialmente dafiinas para el conjunto del organis-
mo, programan su propia muerte con las consecuencias que
de ello se derivan, en cuanto al deterioro que se produce en el
6rgano o tejido en el que estan integradas®. Entre los radica-
les libres causantes del dafio oxidativo caben destacar el
superoxido, el hidroxilo, el peréxido de hidrogeno, el propio
NO y por supuesto el peroxinitrito®>*#,

En todos estos mecanismos de muerte celular desencade-
nados por radicales libres, el Ca“* juega un papel central, ya
que un aumento de sus niveles citosélicos lleva a la activacién
no sé6lo de la nNOS y eNOS, como ya se ha comentado, sino
también de otras enzimas como las fosfolipasas, las endonu-
cleasas y las proteasas tipo caspasas que son responsables de
la ejecucion del programa de muerte celular®.

En cualquier caso, las células presentan sistemas enzimati-
cos altamente especificos para inactivar las especies reactivas
de oxigeno y reparar los danos que hayan podido inferir a las
células. Entre estos sistemas, que han sido denominados
genéricamente como defensas antiestrés oxidativo, cabe des-
tacar las enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutatién pero-
xidasa (GSP), glutation transferasa (GST), glutation reductasa
(GOR) y catalasa®'. De hecho, los genes que codifican para
estas enzimas asi como todos aquellos implicados en regular
su expresion o modificar su funcién, han sido denominados
como gerontogenes por la relacién que guardan con el proce-
so de envejecimiento® 2, Asi, por ejemplo, se sabe que los
animales méas longevos dentro de su especie, presentan ver-
siones extraordinariamente eficaces de la SOD y otros enzi-
mas detoxificantes®*’** y que determinadas patologias asocia-
das a envejecimiento precoz y patoldgico presentan déficit de
estos sistemas®.

Creemos pues que con todo lo anteriormente expuesto se
puede justificar perfectamente el que al NO se la haya consi-
derado como la molécula del ano 1992 y posteriormente el
motivo de la concesion del premio Nobel compartido entre
Furchgott, Ignarro y Murad en el afio 1998, quien lleg6 a pos-
tular sobre esta molécula “que en campo de la investigacion y
aplicacion del NO s6lo estabamos en el principio”.
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