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Casi todo sobre el oxido nitrico

Ivan Pérez-Neri

RESUMEN

El 6xido nitrico (NO) es un mensajero que participa en muchos procesos fisiolégicos y fisiopatolégicos. Es producido
por diversos tipos celulares, puede tener efecto sobre casi cualquiera de ellos. Las principales reacciones que sufre
el NO en sistemas vivos son la reaccion con oxihemoglobina, interaccién con los centros metalicos en algunas
proteinas y su degradacion por el anién superéxido. Participa en cascadas de senalizacion activando a guanilato
ciclasa. En el sistema nervioso central, contribuye principalmente a acoplar el nivel de actividad cerebral con irrigacion
sanguinea, dirigir el crecimiento de las terminaciones nerviosas, ademas de regular la supervivenciay migracion
neuronales, la diferenciacién de las células glialesy liberacion de neurotransmisores. La formacion de NO ocurre por
actividad de la sintasa del NO (NOS), de la cual existen tres isoformas. El cerebro es el érgano que presenta la
mayor actividad de la NOS. El principal neurotransmisor asociado con el NO es el glutamato. Se atribuyen al NO
algunos efectos tanto téxicos como protectores. La toxicidad del NO se conoce desde antes que sus efectos
fisiolégicos, se asocia con diversas patologias como la depresion, enfermedades neurodegenerativas, migrana,
epilepsiay esclerosis mdltiple. Las patologias en las que esta involucrado el NO forman un conjunto muy diverso
debido a la gran cantidad de procesos fisiolégicos en los que el NO participay la variedad de células que lo producen
y son sensibles a sus efectos.
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Almost all about nitric oxide
ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a messenger that participates in several physiological and pathophysiological processes. It is
produced by several cell types and may act on almost all of them. In living systems, its main reactions are interaction
with oxyhemoglobin, with metals in proteins and its degradation by superoxide anion. It is part of signaling cascades
by activating guanylate ciclase. In the central nervous system, it participates in the coupling of brain activity and
blood flow, to guide nerve endings grow, to regulate neuronal migration and survival as well as glial cell differentiation
and neurotransmitter release. NO is produced by NO synthase (NOS), of which three isoforms exist. The brain is the
organ with the highest NOS activity. Glutamate is the main neurotransmitter associated with NO. Both toxic and
protective effects are associated with NO. NO toxicity was known before its physiological function, it is associated
with several pathologies including depression, neurodegenerative diseases, migraine, epilepsy and multiple sclerosis.
Those pathologies involve the great amount of processes mediated by NO, all the cell types that produced it and all
the cell that are responsive to this messenger.

Key words: redox, excitotoxicity, neuroprotection, isoenzymes

| 6xido nitrico (NO) es un mensajero no tradicional  denominado factor relajante derivado del endotelio?; en
que ha puesto atrabajar a practicamente almundo 1990, fue identificado como neurotransmisor
entero en los anos recientes. En 1988, Moncada, parasimpatico inhibitorio no adrenérgico no colinérgico?.
et al, concluyeron que el NO es el, hasta entonces, Se han publicado mas de 5,600 articulos sobre el NO
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entre 1837 y 1987, y mas de 190,000 de 1988 a la
fecha. La importancia de este mensajero se debe a su
participacion en una gran variedad de procesos
fisiolégicos y fisiopatoldgicos.

Caracteristicas generales del NO

El NO es un gas incoloro producido por muchos
tipos celulares, entre ellos se encuentran la glia,
neuronas, células endoteliales, macréfagos, células in-
testinales y las de la retina®®. Puede tener efecto sobre
casi cualquier tipo celular en mamiferos®. Ademas de
los humanos, también es producido por otros organismos
como hongos, artrépodos y roedores™®.

Su vida media en sistemas biol6gicos es de unos
cuantos segundos a temperatura ambiente (alrededor de
10s®1+14, 30 s o hasta 50 s%1¢), ya que se oxida for-
mando nitritos y después, nitratos!’*°, los cuales son
los metabolitos estables de este gas.

Por ser no polar, puede difundir hacia afuera de las
células que lo producen®12152024 3 yna velocidad de
50 ym/s** hasta un radio de cuando menos 95 pmé.

Al difundir, una parte del NO llega al torrente san-
guineo, en donde reacciona con la oxihemoglobina
(u oximioglobina, en las células musculares) forman-
do metahemoglobina y nitratos!**¢; éste es el principal
mecanismo que regula la concentracion del NO in vivo®.

Este mensajero no es altamente reactivo a pesar
de ser un radical libre, sélo reacciona con facilidad con
otros radicales libres y metales de transicion®. Tiene afi-
nidad por atomos metalicos y grupos sulfhidrilo en
proteinas como guanilato ciclasa, el receptor glutama-
térgico para NMDA, citocromo C y aconitasa, entre
otras4-8,14,21,26,27.

Los eventos fisiolégicos en los que participa son
muchos, muy diversos reportados ampliamente en la
literatura®#891215.21-24.27:31 ' Fotos efectos estan media-
dos, al menos en parte, por la activacion de guanilato
ciclasa cuando el NO se une al grupo hemo
de esta enzima, lo que resulta en la sintesis de GMPc,
el cual activa diferentes procesos celulares®81%:14:22.29,

En los sistemas biolégicos, el NO puede compor-
tarse como un agente oxidante o reductor®4. Puede
perder un electrén, formando; asi un cation nitrosonio, o
ganar uno, convirtiéndose en anién nitroxilo. Estas
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (RNOS) pue-
den convertirse unas en otras de acuerdo con los
cambios en el ambiente redox intracelulars2.

Las principales reacciones que sufre el NO en siste-
mas vivos son tres: la reaccion con oxihemoglobina,
interaccion con los centros metalicos en algunas protei-
nas y su degradacion por el anion superéxido®.
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Efectos intracelulares e intercelulares del NO

El NO participa en cascadas de transduccion de
senales mediante la activacion de guanilato ciclasa.
Esta enzima no se encuentra en las neuronas producto-
ras de NO (excepto por las células granulares del
cerebelo), lo que sugiere que existe una cooperacion
intercelular en la transmision de estas senales®. Algunos
autores consideran a la biosintesis del NO como conti-
nuacion de la senalizacion glutamatérgica?233,

En el sistema nervioso auténomo, el NO es el
neurotransmisor de las terminales inhibidoras
parasimpaticas no adrenérgicas-no colinérgicas?38921,
Esas terminales inervan, entre otros, a tejidos gastrico
y cardiaco. Pero el NO no es un neurotransmisor clasi-
co, ya que no es liberado por exocitosis sino por
difusiont?20:21.2334 producido en el momento en que se
requiere: no se almacena®?t34,

En el sistema nervioso central (SNC), el NO con-
tribuye principalmente a acoplar el nivel de actividad
cerebral con la irrigacion sanguinea al encéfalo, a dirigir
crecimiento de las terminaciones nerviosas (tanto en
el sistema visual como en corteza cerebral), ademas de
regular la supervivencia y migracion neuronales, asi
como la diferenciacion de las células gliales y liberacion
de neurotransmisores®12:13:21.29,

En el hipocampo, el NO participa en la
potenciacion a largo plazo3®92+233435 gctuando como
mensajero retrogrado al ser producido en terminales
posinapticas, como respuesta a un estimulo (p. €j.
glutamato), y difundir hacia las neuronas presinapticas
en las que aumenta la liberacién de neurotransmi-
Sore58,9,15,21-23.

El GMPc producido como respuesta a la activa-
cion de guanilato ciclasa, que media el NO, puede abrir
directamente canales de calcio o activar proteincinasas
de serina/treonina, lo que resulta en la regulacion de
diferentes procesos intracelulares®0:21.29,

Caracteristicas de la sintasa del oxido nitrico

La formacién de NO se debe a una reaccién
catalizada por la sintasa del NO (NOS; L-arginina,
NADPH: oxigeno reductasa; EC 1.14.13.39) (figura 1);
ésta es una enzima homodimérica®3® que existe en al
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menos, tres isoformas. Las tres NOS’s utilizan como
sustrato 1 mol de L-arginina [K_ 2-20 uM*#373%], ademas
de 2 moles de O, y entre 1 y 2 moles de
NADPH?#57810.27.28.3943 ' nor cada mol de producto forma-
do. Los cofactores requeridos para su actividad son
FMN, FAD, protoporfirina IX, calcio-calmodulina y
tetrahidrobiopterina®©:8:10:15,21,22,31,42:44

El producto de la actividad de esta enzima es una
mezcla de cantidades equimolares de NO y L-citrulina

(figura 1)1+183440 | os productos de la actividad de la
NOS pueden detectarse en saliva, orina y aliento®; ade-
mas, del liquido cefalorraquideo (LCR) y sangre. El
cerebro es el 6rgano que presenta la mayor actividad de
la NOS en los humanos®®.

En lo sucesivo se hablara en singular de la NOS
para referirse en general a las tres isoformas de la
enzima. Se especificara una isoenzima en particular sélo
cuando sea necesario.

Figura 1. Vias metabdlicas que tienen influencia directa sobre la sintesis del NO. DCA, descarboxilasa de arginina; DDAH, dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa; LAS, liasa de argininosuccinato; NHA, N-hidroxiarginina; NO, 6xido nitrico; NOS, sintasa del NO; SAS, sintetasa de
argininosuccinato; SCF, sintetasa de carbamoilfosfato; TCO, transcarbamilasa de ornitina.
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Las isoformas de la NOS que se expresan de
forma constitutiva (NOS | y NOS Ill) dependen de calcio
(al menos 80-100 nM71°, 150 nM para el 50% de su
actividad®) y calmoduling3827:31,34,38,45

La NOS tipo | se expresa principalmente en las
neuronas, tanto en el cerebro como de la médula espinal
y suprarrenal?®®, aunque también se encuentra en las cé-
lulas endoteliales?”*° epiteliales en el pulmdn, Gtero y
estémago; asimismo, pueden encontrarse en el rinén,
musculo esquelético, islotes pancreaticos y
neutro6filos!®?84145  Se |ocaliza en el citosol de estas
células®19, reticulo endoplasmico®® o también en la mem-
brana neuronal asociada mediante otras proteinas con el
receptor glutamatérgico para NMDA328:3941,

Esta isoenzima es un homodimero de 280 kDa
formado por mondémeros o hélice de 150-160
kDa®343945, Posee un dominio PDZ en su extremo N-ter-
minal que permite su asociacién con proteinas de
membrana®3°41, Esta codificada en la region q24.2-
024.3 del cromosoma 121°36:3° se conocen algunas
variantes de procesamiento alternativo del transcrito pri-
mario de este gen?839:41.46,

A nivel cerebral, la isoenzima tipo | se expresa
s6lo en algunos grupos neuronales pero no se relaciona
con un sistema de neurotransmision en particular?-34,
sino que puede encontrarse junto con células
glutamatérgicas, GABAérgicas, peptidérgicas,
colinérgicas o células neuroendocrinas del hipotalamo?*.

La isoforma inducible (NOS Il) es independiente
de calcio y calmodulina®®1%27, Se encuentra principal-
mente en el citosol de algunas células que participan en
la respuesta inmune, como los macréfagos y los
neutrofilos®15:27:36:3841 Est3 codificada en la region cen-
011.2 del cromosoma 17%%%°, En el SNC, se localiza en
los astrocitos y las células microgliales®?7:32:364147 | g
expresion de esta isoenzima puede inducirse con
el lipopolisacarido bacteriano (LPS) y el interferén
(IFN)-g, en células como los hepatocitos y las neuro-
nas10:15.22,27,33,36,39,41.45 "y en practicamente cualquier
tipo celular durante una respuesta inmune®36:3845_ Una
vez que esta enzima es sintetizada de novo puede pro-
ducir cantidades mayores de NO que las otras
isoenzimas?’*¢ y por periodos de hasta 5 dias®®.

La NOS Il se localiza principalmente en la membrana
de células endoteliales de vasos sanguineos®15-21:27.28.38,
en el citosol de los macréfagos® y astrocitos?, células
epiteliales de los tibulos renales, células intersticia-
les del colon canino y neuronas de varias regiones cere-
brales®102°39 incluyendo hipocampo?®3®, Esta codificada
en la region q35-q36 del cromosoma 713639, Tiene un
peso molecular de 133-135 kDa***® y no se conocen va-
riantes de procesamiento alternativo del transcrito
primario correspondiente a esta proteina®.
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Su anclaje a la membrana celular se debe a la pre-
sencia de un sitio de miristoilacion®28445 en el residuo
Gly2 de su extremo N-terminal, y sitios de palmitoilacion
en residuos Cys15 y Cys26 del mismo extremo?83%41,
Esta isoenzima se encuentra en forma particulada (90%
del total de la proteina) y tiene como principales efectos
fisiolégicos la dilatacién de los vasos sanguineos y el
bloqueo de la expresién de moléculas de adhesién para
leucocitos y plaguetas?’.

Las tres isoenzimas contienen dominios de reduc-
tasa y oxigenasa®, y producen NO a partir del grupo
guanidino de arginina en una reaccion estereoespecifica
para el isébmero L de este aminoacido.

La NOS se ha localizado por inmunohistoquimica
e hibridacion in situ en neuronas y endotelio vascular que
irriga al cerebro®®35, ademas de las células gliales®3®.
Las regiones cerebrales que mas expresan esta enzima
son cerebelp3834354880 hipocampo®%° y bulbo olfa-
torio®*; sélo el 2% de las neuronas (0 menos) presentan
la enzima en la corteza cerebral®#3*%°, cuerpo estriado®8%°,
en general, region anterior del cerebro*®. Los ensayos de
actividad de la NOS reflejan una distribucion similar:
mayor actividad en el cerebelo y algunas regiones
limbicas, baja actividad en estriado, hipocampo y corte-
za cerebral®®.

Como parte de la biosintesis del NO, la NOS
cataliza la reduccion de O, a peroxido y superoxi-
do32:394847- este (ltimo se detecta libre cuando la NOS
actla con niveles de arginina por debajo del 6pti-
m08,21,26,36,39,41,42,45,51’ que es de 100_300 UM3’18'6'43.

El mecanismo aceptado para la actividad de la
NOS involucra el transporte de electrones desde el
NADPH hasta el oxigeno unido al grupo hemo de la en-
zima a través de los nucleétidos de flavina (FAD y FMN,
en ese orden)3%4143, Esta transferencia ocurre desde el
dominio reductasa de una subunidad hasta el dominio
oxigenasa de la otra®.

El primer paso en la catélisis enzimatica es la
hidroxilacion de L-arginina, la cual forma como interme-
diario a la N*-hidroxi-L-arginina (NHA, figura 1)26:31:39.41.45
en una reaccion que requiere de un mol de O, y uno de
NADPH en presencia de tetrahidrobiopterina3®°,

El segundo paso en la biosintesis del NO es la
oxidacion de NHA para formar NO y citrulina (figura 1)“®.

Metabolismo y transporte de arginina

La biosintesis de arginina comienza con la sinte-
sis de ornitina, la cual sucede en dos etapas catalizadas
por la sintetasa | de carbamoilfosfato (EC 6.3.4.16) y
carbamoiltransferasa (o transcarbamilasa) de ornitina
(EC 2.1.3.3, figura 1)34, Estas enzimas se localizan en
la matriz mitocondrial y s6lo se expresan juntas en los
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hepatocitos periportales, las células epiteliales de la
mucosa del intestino delgado y colonocitos®, aunque se
ha reportado una baja actividad de ambas enzimas en el
cerebro de los recién nacidos®.

La transcarbamilasa de ornitina®*® y la sintetasa |
de carbamoilfosfato®® no se expresan en el cerebro adulto,
por lo que dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH)
y la NOS parecen ser las (nicas enzimas que sintetizan
citrulina en el SNC (figura 1)348,

La mayor parte de la ornitina que obtiene un adulto
proviene de la dieta o es producida Gnicamente por el in-
testino, el cual libera citrulina a la circulacién general para
que esta sea captada por los rinones, entre otros tejidos,
en donde las células de los tUbulos proximales sinteti-
zan arginina y la liberan al torrente sanguineo (figura 1)3.

La conversion de citrulina en arginina es un proceso
necesario para completar la ruta planteada arriba. Esto
requiere de dos enzimas citosélicas que parecen expre-
sarse en cualquier tipo celular®38%2; |a sintetasa (EC
6.3.4.5) y la liasa (EC 4.3.2.1) de arginino-succinato
(figura 1)3848, Ambas enzimas se localizan en algunas
neuronas, pero no en las mismas, lo que sugiere que
existe cooperacion interneuronal en la biosintesis de
arginina en el SNC3%48, Del mismo modo, la NOS y la
sintetasa de argininosuccinato se expresan por lo gene-
ral en diferentes neuronas*®, por lo que también la
reutilizacion de citrulina para la ruta arginina-NO/citrulina
es un proceso intercelular. La sintesis de arginino-
succinato es la Unica ruta metabdlica conocida en la
que citrulina actia como sustrato (figura 1)48. El
argininosuccinato debe ser liberado por las células que
lo producen y captado por otras células, (quizas) median-
te transportadores para péptidos®, para ser convertido
en arginina (figura 1). El paso limitante para la sintesis de
arginina es la formacién de argininosuccinato, ya que
depende de la disponibilidad de aspartato (figura 1)3.

La arginina es transportada bidireccionalmente a
través de la barrera hematoencefalica (BHE)#%3, En el
SNC, este aminoacido se almacena principalmente en
los astrocitos?®; estas células cuentan con las enzimas
necesarias para la sintesis de aspartato, arginino-
succinato, arginina y citrulina; pueden realizar el ciclo
completo citrulina-arginina-NO/citrulina, ademas de que
expresan los transportadores que captan arginina. Todo
esto favorece la acumulacion de este aminoacido en los
astrocitos, desde los cuales se libera por la estimulacion
de receptores glutamatérgicos no-NIVIDA para ser captado
por las neuronas que producen NO2.

La arginina sintetizada en rinones o higado del
adulto® puede ser utilizada para la formacion de NO y
citrulina en casi cualquier tipo celular® mediante la
captacion de arginina a través del sistema de transpor-
tadores y*, con contribuciones menores de otros

sistemas®®. El sistema y* se caracteriza principalmen-
te por tener alta afinidad para aminoéacidos catiénicos
(arginina, lisina, ornitina y derivados metilados de
arginina), ser independiente de sodio extracelular; expre-
sarse en células endoteliales, macrofagos, células de
muscula-tura lisa, neuronas, astrocitos, microglia, célu-
las del epitelio del plexo coroideo, entre otras; y permitir
la captacién mitocondrial de arginina®%852, La presencia
de este sistema transportador en el plexo coroideo permi-
te la captacion de arginina circulante en la sangre hacia
el LCR y el cerebro. Todos los aminoacidos cationicos
compiten por este sistema de transporte3®54,

Arginasa (EC 3.5.3.1) [K_1-3 mM*® o hasta
20 mM?38] se expresa también en el SNC. Esta enzima
participa en la regulacion de la biosintesis del NO modi-
ficando la disponibilidad del sustrato de la NOS
(L-arginina, figura 1)6°°. En el SNC, arginasa puede en-
contrarse principalmente en las neuronas del cerebelo,
corteza cerebral y bulbo olfatorio, entre otras regiones;
una de sus isoformas se localiza en las células gliales®.
Ambas isoenzimas parecen expresarse juntas sélo en
los macréfagos®.

Otra ruta del catabolismo de arginina se debe a la
actividad de la descarboxilasa de arginina (EC 4.1.1.19,
figura 1), la cual es una enzima mitocondrial que se ex-
presa en diferentes 6rganos incluyendo al cerebro®®8, Se
ha propuesto que agmatina (el producto de la
descarboxilacion de arginina) puede tener funciones
como mensajero sobre receptores adrenérgicos y regu-
lador de la proliferacion celular338), modulador del
receptor glutamatérgico para NMDA® o como inhibidor
competitivo de la NOS338,

Los residuos de arginina que hayan sido incorpo-
rados durante la sintesis de proteinas pueden ser
metilados como modificacion postraduccional y después
ser liberados por protedlisis (figura 1)345. Esto genera
derivados metilados de arginina, como N®*-monometil-L-
arginina y N®,N>-dimetil-L-arginina (dimetilarginina
asimétrica), los cuales son inhibidores competitivos de
la NOS (figura 1)34%5657 y se han encontrado en regio-
nes cerebrales como cerebelo, hipocampo, hipotalamo y
bulbo olfatorio®. La enzima que degrada a estos com-
puestos es la DDAH (EC 3.5.3.18, figura 1), la cual se
expresa en diferentes células incluyendo a los astrocitos
y neuronas de algunas regiones cerebrales (principalmen-
te en la corteza cerebral y talamo, ademas del
hipotalamo y cerebelo) y produce citrulina®*®. El efecto
global de esta enzima es favorecer la actividad de la
NOS de manera directa, por la hidrélisis de los inhibidores
e indirecta por la produccion de citrulina, la cual puede
ser convertida en arginina aumentando asi la
disponibilidad del sustrato de la NOS (figura 1).
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Arginina es también un activador alostérico de la
sintetasa de N-acetilglutamato, una enzima hepatica
que cataliza la conversién de glutamato y acetil-CoA en
N-acetilglutamato, el cual es un cofactor para la sinte-
tasa | de carbamoilfosfato®®. Esto completa el ciclo
metabdlico de arginina.

Regulacion de la biosintesis y los efectos del NO

En el SNC, el principal neurotransmisor asociado
con la actividad de la NOS es el glutamato?®, mediante
el receptor tipo NMDA??34, pero también esta reportada
la sintesis de NO mediada por bradicinina, norepinefrina,
serotonina, vasopresina y acetilcoling®810154244 "entre
otros.

La disponibilidad del sustrato y los cofactores de
la NOS regula la actividad de esta enzima?**%8, En con-
diciones fisiologicas, se considera que la NOS trabaja
con niveles de arginina menores al 6ptimo, de modo que
la actividad de esta enzima aumenta cuando se agrega
arginina a un sistema in vitro® o in vivo'® disminuye, por
ejemplo, cuando se reduce la ingesta de arginina en
los adultos®8. Asimismo, disminuye la actividad de la
NOS entre 18 y 42% en varias regiones cerebrales de ani-
males deficientes en la transcarbamilasa de ornitina®®.
En el SNC, el glutamato induce la liberacion de arginina
por parte de las células que la producen y almacenan
(astrocitos)?, favoreciendo la captacién neuronal de
arginina y la actividad de la NOS.

Cuando la NOS | se encuentra separada de tetra-
hidrobiopterina puede mantener su funcién de NADPH
oxidasa, e incluso en presencia de concentraciones ele-
vadas de arginina (pero en ausencia del cofactor) puede
tener esa actividad sin que se observe la formacion
de citrulina*.

La NOS es susceptible de ser fosforilada en resi-
duos de serina3*® por proteincinasas como PKA, PKG,
y CaMK828:33343645 Todas estas enzimas pueden dismi-
nuir la actividad de la SON in vitro®2833343°%  qunque
algunos estudios reportan que la fosforilacion de la NOS
no afecta su actividad y otros indican que la aumenta®®.

El NO regula negativamente su biosintesis, por
retroalimentacion sobre la NOS, uniéndose al grupo
hemo de esta enzima®4*45, De forma indirecta, el NO
regula su biosintesis mediante S-nitrosilacion del receptor
glutamatérgico para NMDA, blogueando temporalmente
su activacion®?732,

Por otro lado, el argininosuccinato podria actuar
como neuromodulador sobre receptores glutamatér-
gicos*®; en estudios in vitro, reduce el aumento
intracelular de calcio inducido por glutamato®y podria
asi reducir la sintesis del NO. La produccion de agmatina
aumenta en los astrocitos por efecto del IFN-y y puede
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regular negativamente la sintesis del NO, no sélo en los
mismos astrocitos sino también en la microglia y
neuronas®.

También la produccién de metilargininas puede dis-
minuir la actividad de la NOS®"2?2; de hecho, a nivel
cerebral, estos derivados metilados se localizan principal-
mente en cerebelo y bulbo olfatorio, que son las regiones
del encéfalo que mas NO producen y que menos expre-
san las enzima que degrada a estos inhibidores (DDAH).

Otro mecanismo regulador de los efectos del NO
es el aumento de la actividad de la fosfodiesterasa de
GMPc dependiente de calcio y calmodulina, la cual
se activas como respuesta a las mismas concentraciones
intracelulares de calcio que activan a la NOS®2t, Ademas
de esto, el anién superéxido inhibe reversiblemente a
guanilato ciclasa y estimula la actividad de la NOS&.

La expresion de la sintetasa de argininosuccinato
es un punto clave en la regulacion de la biosintesis del
NO ya que cataliza el paso limitante en la sintesis de
arginina (figura 1), por lo que esta enzima puede favore-
cer o no la actividad de la NOS. La inhibicion de esta
enzima disminuye notablemente la formacion de NO en
astrocitos, alin en presencia de arginina extracelular38,

La NOS tipo | puede ser activada por diferentes
mensajeros primarios como glutamato, noradrenalina,
acetilcolina, vasopresina, oxitocina y algunas citocinas?®.
La expresion de esta isoforma es constitutiva pero pue-
de inducirse por diferentes estimulos como dolor, estrés
térmico, tratamiento con colchicina o litio, estimulacién
eléctrica del misculo esquelético, procesos infecciosos,
disminucion de la transmision glutamatérgica, algu-
nos esteroides (como estradiol y testosterona pero no
los glucocorticoides), y la encefalomielitis alérgica
experimental?®4®, Los glucocorticoides disminuyen
su expresion, al igual que el LPSy el INF-y28. Al ser
fosforilada, esta enzima se separa de las proteinas de
membrana a las que normalmente se asocia, desplazandose
hacia el citosol neuronal y perdiendo su acoplamiento
con el receptor glutamatérgico para NMDA3,

Las citocinas proinflamatorias como interleucina
(IL)-1, el IFN-y y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a,
ademas del LPS y el péptido amiloide 8 entre otros,
aumentan la biosintesis del NO favoreciendo la expresion
de |a NOS ||3,8,10,15,18,27,31,32,47.

La expresion de esta isoenzima puede reducirse
también por efecto de otras citocinas como IL-4 e IL-
10272833 ||-8, el factor de crecimiento transformante
(TGF)-31°28 ademas de la noradrenalina, el AMPc10:27:33,
los inhibidores de cinasas de tirosina y del factor nuclear
(NF)-kB#, y los glucocorticoides (en especial el cortisol
y cortisona)®1522:28,

La NOS tipo Ill es constitutiva pero su expresién
puede inducirse mediante hormonas!® como estro-
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genos?®, ademas del ejercicio?®3, hipoxia® y estrés pro-
vocado por el flujo sobre los vasos sanguineos?®®. Este
Gltimo factor es capaz de estimular la actividad de la
NOS Il alin en ausencia de calcio extracelular y en pre-
sencia de antagonistas de calmodulina®®, lo que
representa un comportamiento similar al de la NOS II.

Esta isoenzima aumenta su actividad al ser
fosforilada en ser1179% aunque, en otros casos, puede
hacer que se separe de la membrana celular y se des-
place hacia el citoplasma reduciendo asi su
actividad?®3536, La hipoxia regula negativamente la ex-
presion de la NOS Il en el endotelio de la arteria
pulmonar disminuyendo su transcripcion y desestabi-
lizando su ARNm, mientras que aumenta la expresion de
la NOS Ill en endotelios no pulmonares?®. El TNF-a
desestabiliza al ARNm de esta proteina?®3¢ sin afectar
su transcripcion?®. También disminuye la biosintesis del
NO mediada por esta isoenzima cuando se presentan
mutaciones en los sitios de miristoilacion y
palmitoilacion, lo que evita su acoplamiento a la mem-
brana celular®®36, La NOS Il puede formar complejos que
la inactivan con proteinas como caveolina-1, la cual pue-
de ser desplazada por calmodulina revirtiendo asi la
inactivacion?®.

Efectos toxicos y protectores del NO

Se le atribuyen al NO algunos efectos protectores,
como el evitar la muerte celular por apoptosis, asi como
reducir la toxicidad del H,0, y la peroxidacion de
lipidos45°,

El NO evita el ensamble de la oxidasa de
NADPH®°, que es la principal enzima responsable del
estrés oxidante durante una respuesta inmune celular.
Estos efectos protectores suceden a concentraciones
bajas de NO y es la elevacién en dicha concentracion lo
que da lugar a los efectos téxicos que se le atribuyen®g,
porque permite la formacion de las RNOS que son las
principales responsables de dichos efectos.

El NO no es neurotoxico per se3 ya que no reac-
ciona facilmente con la mayoria de las biomoléculas mas
gue con los centros metalicos de algunas proteinas*2®,
Para que el NO reaccione con grupos sulfhidrilo debe ser
primero oxidado formando un catién nitrosonio?*2532,
el cual forma complejos nitrosotiol que pueden transfe-
rir al nitrosilo de un tiol a otro?*. Los nitrosotioles
favorecen la formacion de puentes disulfuro®* y pueden
alterar la estructura de algunas proteinas.

La toxicidad del NO se conoce desde antes que
sus efectos fisiologicos. Este gas se encuentra en el
humo del tabaco#, en la atmésfera como contaminante
ambiental®>** y participa indirectamente en la formacion
de la lluvia acida®. Es potencialmente mutagénico por su

capacidad para formar nitrosaminas®, causar rupturas en
moléculas de ADN33%8 e inhibir a las enzimas reparado-
ras del mismo®®.

Las células productoras de NO son resistentes
a efectos toéxicos que derivan de dicha fun-
Ci6Nn22:32:34476162: gin embargo, el resto de las células en
un tejido son susceptibles. Esto se debe quizas a una
mayor expresion de la dismutasa de superéxido (SOD)
que limite la reaccién entre el NO y el anion superéxido
en estas células (figura 1), pero no en neuronas circun-
dantes3334,

En los mamiferos, la participacion del NO en la
excitotoxicidad mediada por el glutamato se apoya en
algunas evidencias como el que un aumento de 2-5 yM
en la concentracion de glutamato en el LCR puede resul-
tar en dano neuronal®. La participacion de los receptores
glutamatérgicos para NMDA en estos procesos se rela-
ciona con el aumento intracelular de calcio®??, lo que
puede estar, a su vez, relacionado con la actividad de la
NOS. Ademas, la estimulacién neuronal con 300 pM
NMDA por 24 hs provoca muerte celular in vitro®% y
este efecto puede ser bloqueado por la adicion de
arginasa al medio de cultivo®.

La participacion de las células gliales en la
neurotoxicidad®?”33 es en particular importante ya que
estas células expresan la NOS tipo Il, que es la
isoenzima de mayor produccioén de NO, lo que favorece
la presentacion de efectos toxicos en el tejido nervioso?;
ademas, estas células también producen superéxido?®,
que favorece la formacion de RNOS (figura 1).

Fisiolégicamente, la concentracion del NO se man-
tiene baja mediante su degradacioén por reduccion u
oxidacion a nivel del complejo IV de la cadena respirato-
riat®33 o su reaccioén con la oxihemoglobina'* formando
nitratos y metahemoglobina“®; esta regulacion es impor-
tante porque la concentracion del NO determina, al
menos en parte, la presentacion de efectos toxicos?®.
Pero esto es también relativo Wink, et al ¢ consideran
que el exceso del NO puede frenar la toxicidad
del peroxinitrito ya que estas dos especies pueden
reaccionar entre si formando otras menos reactivas
como NO,.

El NO puede inhibir directamente, por nitrosilacion
en residuos de cisteina, a diversas proteinas como
catepsina B, 0%-metilguanina-DNA metiltransferasa y las
deshidrogenasas de alcohol, aldehido y gliceraldehido 3-
fosfato?*, entre otras. También inhibe reversiblemente a
la reductasa de ribonucleodtidos!#15212527 y g catalasa?.
Adicionalmente, puede alterar la integridad de la BHE®2.

Las funciones reductasa y oxigenasa de la NOS
son independientes, por lo que la presencia de bajas
concentraciones de arginina (o incluso su ausencia)
reduce la funcion oxigenasa pero sin disminuir la reduc-
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cién de oxigeno, permitiendo; asi la produccién simultéa-
nea de NO y superéxido**5L. Este Gltimo, al reaccionar
con el NQ3517:24.25.27,32,41.47.51 de 3-6 veces mMas rapido
que con la SOD3®42536 forma peroxinitrito [vida media
de 1.9s a pH=7.45] (figura 1).

La SOD es una de las proteinas susceptibles de
ser nitrada en residuos de tirosina [Tyr35y Tyr136 en el
sitio activo de la SOD dependiente de manganeso®®]
mediada por peroxinitrito. Esta modificacion evita que la
enzima pueda unirse al anién superoxido®©s, dejandolo
libre y favoreciendo asi la formacion de peroxinitrito®. El
superoxido también puede generarse por auto-oxidacion
de tetrahidrobiopterina cuando ésta no se encuentra
unida a la NOS*, por lo que puede formarse peroxinitrito
aun en presencia de concentraciones elevadas de
arginina.

El peroxinitrito es capaz de inhibir a la alquiltrans-
ferasa (que repara al ADN) y enzimas del citocromo
P450, ademas de oxidar sustratos como desoxirribosa
formando malonildialdehido® e iniciar la peroxidacion de
[Tpidos®2:3362, E| peroxinitrito también puede oxidar
tioles3?42 ademas de nitrar y nitrosar diferentes
aminoacidos?*?, principalmente tirosi-nal42541.62:6567 an
presencia de dtomos metalicos'*?® y estimular la libera-
cién de arginina por los astrocitos® favoreciendo; asi la
produccion de NO, pero también la del mismo
peroxinitrito. Este anién es sélo téxico para las células
que lo producen porque no difunde a través de la mem-
brana celular®®.

Ademas de los efectos directos del peroxinitrito,
éste puede descomponerse formando un radical
hidroxilo, el cual es también un agente oxidante (figura
1)8. El anién peroxinitrito es estable en a pH basico, pero
al ser protonado en condiciones fisiologicas [pK =6.6 a
0°C®] se descompone por dos posibles mecanismos: 70-
80% se reordena formando nitratos pero ninguna especie
reactiva, mientras que el resto sufre ruptura homolitica
del enlace perdxido dando lugar a la formacion de NO,
y un radical hidroxilo (figura 1)53247,

La presentacion de efectos téxicos depende tam-
bién de cual sea la RNOS formada. Mientras que el
peroxinitrito es neurotéxico, el cation nitrosonio presenta
un efecto protector, quizas al inactivar por nitrosacion
al receptor glutamatérgico para NMDA®33, En cambio, el
diéxido de nitrégeno es un fuerte oxidante [E°=0.9 V5]
capaz de iniciar la peroxidacion de acidos grasos y
nitrosaciéon de aminoacidos aromaticos®.

En general, el efecto de las RNOS es la oxidacién
de sustratos celulares y nitracion de proteinas en sus
residuos de tirosina*?®5. La nitrotirosina se forma
de manera natural, pero su concentracién aumenta de
forma considerable en condiciones patolégicas®'. Sélo
algunas proteinas son susceptibles de ser nitradas y, de
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ellas, no cualquier residuo de tirosina nitrado inactivara
su funcién®t, por lo que este efecto toxico es relativa-
mente limitado.

Ademas, los efectos toxicos del NO dependen
también de la etapa de desarrollo en que se encuentren
las células; las concentraciones elevadas de NO que
causan muerte celular a neuronas maduras, detienen el
crecimiento de las inmaduras y favorecen su diferencia-
cion?’.

A consecuencia del estrés oxidante las células
pueden responder con la sintesis de moléculas como
glutation, el cual puede captar al peroxinitrito®® y a otras
RNOS*, y de enzimas como la SOD, la cual puede dis-
minuir la formacion del peroxinitrito®?4. La SOD reduce
el dano neuronal en modelos animales de isquemia ce-
rebral?t. Paraddjicamente, la presencia de la SOD
dependiente de Cu y Zn favorece la nitracion de otras
proteinas causada por el anién peroxinitrito?>562, porque
la nitracion de tirosina requiere de la presencia de
atomos metélicos como los de la SOD*+25,

EINO en algunas patologias del SNC

Ademas de sus efectos fisiolégicos, el NO se
asocia directa o indirectamente con diversas patologias
como depresién®®; enfermedades de Huntington®2132
Alzheimer®2%82 y Parkinson32:3362; esclerosis lateral
amiotréfica?t?%3262 encefalopatia hepatica®, migrana,
epilepsia®, encefalitis autoinmune y viral'®, y la esclero-
sis multiple33%2, entre otras.

Las patologias en las que esté involucrado el NO
no sélo son enfermedades infecciosas o degenerativas,
forman un conjunto muy diverso debido a la gran canti-
dad de procesos fisioldgicos en los que el NO participa
y la variedad de células que lo producen y/o son sensi-
bles a sus efectos.
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