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RESUMEN

El 6xido nitrico (NO), una de las diez moléculas mas pequenas que existen, es un gas impor-
tante como contaminante ambiental y un compuesto clave en los sistemas biolégicos porque
participa en la senalizacién intracelular. Fue nombrada Molécula del Afio en 1992 y tres
investigadores recibieron el Premio Nobel en Medicina en 1998 por el descubrimiento de su
participacion en la relajaciéon del musculo liso del sistema cardiovascular. E1 NO es sintetizado
por la enzima 6xido nitrico sintasa y tiene una vida media muy corta de 0.5 s - 5 s, reacciona
con derivados del oxigeno generando productos téxicos, o con diversas macromoléculas
reduciendo su disponibilidad; ambos procesos ocasionan diversas patologias. La produc-
cién de NO es considerada como un mecanismo de defensa inespecifico en infecciones
causadas por patégenos como Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis y Salmonella.
Asi, la regulacion en la sintesis del NO es importante para mantener el equilibrio entre la
salud y la enfermedad.

SUMMARY

Nitric oxide (NO) is one of the ten smallest molecules existing, this gas is important as pollut-
ant and also by its role in intracellular signaling in many biological processes. This molecule
was distinguished as the Molecule of the Year on 1992; three researchers were awarded
the Nobel Prize in Medicine or Physiology, on 1998, by their participation in its discovery
and relaxation of smooth muscle in the cardiovascular system. Nitric oxide is enzymati-
cally synthesized by the Nitric Oxide Synthase. This short-lived molecule, 0.5 — 5 s, rapidly
reacts with oxygen to generate toxic products, as well as with some macromolecules by
reducing its availability; both processes are involved in diverse pathologies. Moreover, nitric
oxide production is considered as an unspecific defense mechanism in infections caused by
Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis and Salmonella. Therefore, regulation in NO
synthesis is very important to maintain a balance between health and disease.

INTRODUCCION

Este articulo presenta una revision actual sobre el 6xido nitrico, una de las diez moléculas mas pequenas e
importantes que existen, abarcando de manera muy breve, desde el aspecto quimico como contaminante am-
biental hasta el papel activo que desempena en diversos procesos biolégicos. Asimismo, se describen los expe-
rimentos que dieron lugar al descubrimiento de su papel en la homeostasis de los mamiferos que le valieron
la denominacion de Molécula del Afio en 1992. También se mencionan las investigaciones que finalmente han
puesto al descubierto su importancia en una gran variedad de alteraciones bioldgicas, proponiéndola como
una senal bioquimica que modifica el funcionamiento celular para preservar la salud o para generar algunas

enfermedades en el hombre.
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El 6xido nitrico esta presente en la naturaleza

El monéxido de nitrégeno, mejor conocido como 6xido nitrico, forma parte
del grupo de 6xidos de nitrégeno que existen en la naturaleza como conta-
minantes del aire, entre ellos, el bioxido de nitrogeno (NO,) y el monoxido de
dinitrégeno (N,O). La formula quimica del 6xido nitrico es NO y asi lo referi-
mos en esta revisiéon. E1 NO es un gas de aroma dulce y penetrante, incoloro
o ligeramente marréon que se libera al ambiente desde los tubos de escape de
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los automotores o cuando se quema carbén, petréleo o
gas natural y es también un producto contenido en el
tabaco (Lavoie et al., 1970; Cueto y Pryor, 1994).

Una vez en la atmoésfera, el NO puede reaccionar
con el O, y el agua para formar acido nitroso (HNO,),
que es uno de los componentes de la lluvia acida, o
bien, puede reaccionar con el ozono (O;) destruyen-
do una de las capas de la atmoésfera mas importantes
(The Student Nitric Oxide Explorer, 2010).

Los antiguos sumerios, sin saberlo, usaban el NO
pues curaban las carnes con sales de nitrato, que se
transforman a nitrito y luego a NO, el cual actiia como
inhibidor del crecimiento microbiano. E1 NO le confiere a
la carne curada, como el jamén, un color rosado caracte-
ristico debido al mononitrosil hemocromoégeno, pigmen-
to formado por la reacciéon del NO con el grupo hemo de
la mioglobina, proteina que se encuentra en el musculo.
Esta transformacién es la base de la utilizacion del nitri-
to de sodio como un conservador alimentario.

Actualmente, la fertilizacion intensiva de suelos
agricolas incrementa la velocidad a la que el amo-
nio y el nitrato se rompen por la actividad bacteria-
na, aumentando la liberacion de NO al ambiente.
Incluso, el NO también se puede producir en algu-
nos sitios abandonados que han sido utilizados para
pastar donde se encuentran heces depositadas por
el ganado, con la consecuente degradacién de estos
materiales organicos por la accién de algunos micro-
organismos (Keller y Reiners, 1994).

Por otro lado, el NO es utilizado en la industria
para la fabricacién de acido nitrico (HNO,), en el
blanqueamiento de fibras tales como el rayén y como
estabilizador de algunos compuestos quimicos (The
Chemical Database, 2010). Recientemente se ha des-
cubierto que el NO es producido por muchos seres vi-
vos, desde microorganismos hasta animales superio-
res, incluido el hombre (Ren et al., 2000; McMicking
et al.,, 1997). En los mamiferos el NO juega un papel
muy importante en el mantenimiento de la salud y
también participa en algunos procesos patologicos.
Algunos compuestos como la nitroglicerina que libe-
ran NO pueden salvar vidas en pacientes que padecen
algunas enfermedades cardiacas.

De la nitroglicerina al 6xido nitrico

La sintesis de la nitroglicerina y el descubrimiento
de las funciones del NO son dos hechos que estan
intimamente ligados, aunque con una distancia de
mas de un siglo entre ellos. La nitroglicerina es una
sustancia altamente explosiva que fue sintetizada por
primera vez en el alo de 1846 por Ascanio Sobrero en
la ciudad de Turin, Italia, quien encontré que cuando
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se colocaban pequetias cantidades de este compuesto
debajo de la lengua producian un violento dolor de
cabeza. Poco después, Constantine Hering formulo
un medicamento homeopatico a base de nitrogliceri-
na que afectaba el ritmo cardiaco y la tension arterial.
Por otra parte, T. Lauder Brunton en 1867, encontr6
que cuando el nitrito de amilo (3-metilbutil nitrito,
CH,CH(CH,;)CH,CH,ONO) era inhalado durante una
crisis dolorosa de angina de pecho, causaba una dis-
minuciéon de los sintomas en menos de un minuto,
aunque desconocia como lo hacia. Murrel observé que
los efectos de la nitroglicerina y del nitrito de amilo eran
similares (Hursty Fye, 1995) intuyendo que tenian algo
en comun. Alfred Nobel, por su parte, encontré cémo
manejar este compuesto y dado el efecto fisiolégico mas
duradero de la nitroglicerina sobre el nitrito de amilo
para aliviar la angina de pecho, se retom6 su uso como
medicamento. Ahora se conoce que la rapida degrada-
cion de estos compuestos en el organismo libera NO,
el cual es responsable del efecto terapéutico que causa
la dilatacién de los vasos sanguineos permitiendo que
llegue mas sangre y oxigeno al corazon, lo que alivia la
angina de pecho (Lullmann et al., 2001). Paradoéjica-
mente, Nobel sufria de esta enfermedad por lo cual se
le prescribié nitroglicerina aunque siempre se negé a
tomarla debido, probablemente, a su escepticismo so-
bre las propiedades curativas de esta sustancia.

El conocimiento preciso de los mecanismos de la
regulacion de la presiéon sanguinea requirié diversos
estudios que condujeron al descubrimiento de un
compuesto biolégico desconocido y denominado ini-
cialmente “factor relajante del endotelio”. Investigacio-
nes posteriores revelaron que este factor es el NO, un
gas sintetizado por las células a partir del aminoacido
L-arginina. Actualmente esta bien documentado que
el NO es el responsable de la dilatacion de los vasos
sanguineos y que corresponde al factor relajante an-
tes referido (Centelles et al., 2004).

De molécula del afo al premio Nobel

El NO participa en muchos procesos biolégicos que
son fundamentales para mantener la homeostasis
del organismo, en funciones tan diferentes que van
desde la digestion hasta la inmunidad. Por ello, la
prestigiada revista cientifica Science, que hace un
reconocimiento a los grandes descubrimientos, en
1992 distingui6 al NO como la Molécula del Ao (Cu-
llota y Koshland, 1992). Seis afos después, el Pre-
mio Nobel de Medicina se otorg6 a tres investigadores
norteamericanos, los doctores Robert F. Furchgott,
Louis J. Ignarro y Ferid Murad, por sus descubri-
mientos en relacién al NO como una molécula de se-
nalizaciéon en el sistema cardiovascular. El1 Dr. Salva-
dor Moncada, de origen hondurefio y nacionalizado
britanico, también contribuyé de manera importante
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a este descubrimiento pero no fue incluido en el pre-
mio, dado que esta distincién sb6lo se otorga como
maximo a tres investigadores. Durante la recepcion
del premio Nobel, Furchgott mencioné que se deberia
haber hecho una excepcién e incluir al Dr. Moncada
por sus trabajos sobre el NO. A continuacion la frase
textual mencionada por el Dr. Furchgott:

“I feel that the Nobel Prize Committee could
have made an exception this year and chosen
a fourth person, Salvador Moncada (to share
the prize)” (“Yo siento que el Comité del Premio
Nobel podia haber hecho una excepcion este aiio
y haber escogido a una cuarta persona, Salvador
Moncada... (para compartir el premio) ”.

(Citado en Berrazueta, 1999).

Posteriormente en Espafa, para reconocer las con-
tribuciones del Dr. Salvador Moncada sobre el NO, se
le concedié el Premio Principe de Asturias a la Investi-
gacion Cientifica y Técnica (Centelles et al., 2004).

El logro de este premio Nobel requiri6é de una investi-
gacion profunda y coincidencias afortunadas que dieron
lugar al descubrimiento de la identidad del NO. Por ello,
es interesante mencionar como dos grupos de investiga-
dores, trabajando de manera independiente en proyec-
tos aparentemente distintos, llegaron a dilucidar los me-
canismos que conducen a la sintesis del NO en la célula.
Las aportaciones individuales de cada uno de los gana-
dores del premio Nobel se describen a continuacion:

El Dr. Ferid Murad conocia la importancia de la
molécula monofosfato de adenosina ciclico (AMPc)
como un segundo mensajero (molécula senalizadora
intracelular), pero atin no se explicaba el papel del mo-
nofosfato de guanosina ciclico (GMPc), sustancia sin-
tetizada a partir del trifosfato de guanosina (GTP) por
la enzima guanilato ciclasa, que comenzaba a emerger
como un segundo mensajero potencial. Por ello, sus
trabajos se enfocaron a determinar como se regulaba
la actividad de esta enzima y, en consecuencia, como
se sintetizaba el GMPc. Esto lo llevé a estudiar los
procesos de contraccion y relajacion del musculo liso
y encontré que la acumulacién de GMPc inducia su
relajacion. Entonces sus investigaciones se dirigieron
a estudiar las diversas sustancias que tenian accion
sobre el musculo liso, tales como la nitroglicerina y el
nitroprusiato de sodio que causan la acumulacién de
GMPc y la relajacién del musculo liso; a este grupo
de sustancias las designé como nitro-vasodilatadores.
Para comprobar su hipétesis, Murad hizo burbujear
NO en una preparacion de tejido que contenia la enzi-
ma guanilato ciclasa y encontré que al incrementarse
la concentracion del GMPc, el tejido se relajaba con lo
cual demostré el papel del NO como relajante muscu-
lar (Murad, 2004; Nathan et al., 2009).
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Por su parte, Furchgott desarroll6 un modelo ex-
perimental con anillos de aorta de conejo para estu-
diar la fisiologia de la dilatacién y la contraccién de
los vasos sanguineos usando sustancias como la ace-
tilcolina; este compuesto inducia la dilatacion de los
vasos siempre y cuando la capa que los recubre, deno-
minada endotelio, permaneciera intacta. La necesidad
de mantener la integridad del tejido fue descubierta
al frotar inadvertidamente la cara interior de las pre-
paraciones de aorta pues con este procedimiento se
eliminaba la capacidad de los vasos sanguineos para
relajarse como respuesta a la acetilcolina; por esto
supuso que el papel de las células endoteliales era
crucial. Su hipétesis fue que la acetilcolina, al inte-
raccionar con sus receptores celulares en los vasos
sanguineos, estimulaba la liberacion de un compues-
to en las células que difundia y relajaba las células
musculares vecinas; esta sustancia result6 ser el gas
NO (Furchgott, 1999; Nathan et al., 2009).

Los experimentos de Ignarro no fueron menos afor-
tunados, pues él estaba interesado en entender el
mecanismo de accién de las sustancias que elevan la
presion arterial y en el estudio sobre nuevas sustan-
cias anti-inflamatorias. En uno de sus experimentos
probé la participacion del GMPc y encontré que se es-
timulaba la funcién de los leucocitos. Al continuar con
sus investigaciones, ley6 los trabajos de Murad, donde
se describia que algunos compuestos que contienen
grupos nitro podian liberar NO y activar a la enzima
guanilato ciclasa que sintetiza el GMPc. A raiz de estas
observaciones, Ignarro sugirié que el NO liberado por
la nitroglicerina activaba la producciéon de GMPc (Ig-
narro, 1999; Nathan et al., 2009). Asi, se encontré que
la molécula de NO estimula la sintesis de GMPc y este
ultimo produce la dilataciéon de los vasos sanguineos.

Como funcionan las moléculas vasodilatadoras

Uno de los siguientes pasos fue dilucidar el mecanis-
mo de accién de la nitroglicerina y probar cémo esta
molécula libera el NO en el musculo liso. Se sabia que
la molécula de nitroprusiato de sodio liberaba espon-
taneamente el NO; sin embargo, otros nitro-compues-
tos y ésteres de nitrato eran quimicamente estables,
por lo cual, debian sufrir una biotransformacién para
poder liberar el NO. Unos experimentos iniciales ha-
bian indicado que algunos compuestos que contienen
residuos de azufre, denominados grupos tiol (-SH) tal
como el ditiotreitol, aumentaban la activaciéon de la
enzima guanilato ciclasa cuando se incubaban en pre-
sencia de nitroprusiato de sodio o de compuestos que
contienen grupos nitro, sin afectar la activaciéon de la
enzima por el propio NO (Ignarro, 1999).
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Después de varios estudios sobre los vasodilatadores
que contienen grupos nitro, se sugirié que el NO o uno
de sus productos oxidados o reducidos, eran probable-
mente los activadores de la enzima guanilato ciclasa.
Asi, el NO podia provenir de un grupo de sustancias lla-
madas pro-drogas o moléculas precursoras. Se encon-
tré que algunos compuestos oxidantes, tales como el
azul de metileno, el ferrocianuro de potasio, K,Fe(CN)g,
un exceso de O,, asi como algunos atrapadores de NO,
como la hemoglobina o la mioglobina, inhiben la acti-
vidad del NO. Por ello, se propuso que este mecanis-
mo de estimulacion se debe a la reaccion entre el grupo
tiol (-SH) y el nitro-compuesto (R-NO,) que forman un
nuevo compuesto llamado S-nitrosotiol, el cual al des-
componerse libera el NO y, en consecuencia, activa a la
enzima guanilato ciclasa (Ignarro, 1999).

Bioquimica del 6xido nitrico

El NO es una molécula formada por dos atomos, un
atomo de oxigeno (O) y otro de nitrégeno (N). El oxigeno
tiene 6 electrones y el nitrégeno tiene 7 electrones; por
lo tanto, cuando estos dos atomos reaccionan entre si,
sus electrones se aparean para formar una molécula de
NO’, que contiene un electrén desapareado. La presen-
cia del electrén desapareado permite al NO® interaccio-
nar rapidamente con otros atomos que son abundantes
en los sistemas biologicos, tales como el N y el azufre
(S) que forman parte de las proteinas. La reaccion del
NO con las proteinas u otras moléculas se llama nitra-
cién y este proceso le confiere actividad fisiologica.

El NO también reacciona con atomos metalicos
como el hierro (Fe), el cual forma parte de proteinas
que se conocen como ferroproteinas o hemoproteinas,
fundamentales en la regulacion de un gran ntmero de
funciones biolégicas y la generacién de sefnales qui-
micas intracelulares, también conocida como trans-
duccién de senales. Por otro lado, el NO reacciona
rapidamente con el oxigeno molecular (O,) y con los
radicales libres superéxido (‘O,7) e hidroxilo ("OH), los
cuales son sumamente téxicos (Stamler y col., 1992).

El NO es una molécula pequena y neutra, con una
vida media muy corta de 0.5 s — 5 s que difunde li-
bremente a través de la membrana celular. Por es-
tas razones, alcanza rapidamente las moléculas que
se encuentran en el interior de la célula, a diferencia
de las proteinas y algunas hormonas que regulan la
fisiologia celular. La complejidad en la accién de estas
moléculas requiere de receptores en la superficie celu-
lar para poder entrar o salir, no asi en el caso del NO,
cuyas propiedades quimicas lo convierten en un ex-
celente mediador de respuestas celulares producien-
do una amplia gama de efectos biolégicos. Por ello, la
sintesis y regulacion del NO es de suma importancia
para el organismo.
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El1 NO, ademas de ser producido por los vasos san-
guineos de los mamiferos, también se sintetiza en los
macrofagos, células inmunes que responden ante la
agresion por algunos agentes patégenos (MacMicking
et al.,, 1997). En otros sistemas biologicos se produce
por diversos mecanismos. Asi, las enterobacterias y
un tipo de bacterias llamadas desnitrificantes, pue-
den sintetizarlo mediante sistemas enzimaticos senci-
llos, tales como la nitrito y la nitrato reductasa (Spiro,
2007). Las plantas también lo producen a través de
la nitrato reductasa cuando las concentraciones in-
tracelulares de nitrito son muy elevadas (Meyer et al.,
2005). En éstas, el NO interviene en el metabolismo y
el desarrollo celular (Freschi et al., 2010; Zafra et al.,
2010; Besson-Bard et al., 2008).

Biosintesis del 6xido nitrico

Las células sintetizan el NO a partir del aminoacido
L-arginina. Este proceso se efectia por la enzima de-
nominada 6xido nitrico sintasa, NOS por sus siglas en
inglés, mediante dos reacciones sucesivas que requie-
ren de NADPH y O, (figura 1). Hasta la fecha se han
descrito tres isoformas de NOS, es decir, tres protei-
nas similares que sintetizan el mismo producto, pero
en diferentes tejidos. Una de las enzimas se encuentra
en la cara interna de los vasos sanguineos y se le de-
nomina endotelial o eNOS, otra isoforma se localiza en
el tejido nervioso y se le conoce como nNOS. Hay una
tercera isoforma que sintetiza NO cuando las células
reciben un estimulo y se le conoce como iNOS o iso-
forma inducible. Tanto la nNOS como la eNOS se lo-
calizan en el citoplasma y se producen continuamen-
te, ambas son conocidas como enzimas constitutivas
y requieren iones calcio. La eNOS y la nNOS liberan
cantidades muy pequenas de NO por cortos periodos
de tiempo. La iNOS se sintetiza en algunas células in-
munes, principalmente en los macréfagos y los neu-
trofilos. Esta enzima sintetiza cantidades mayores de
NO por periodos de tiempo prolongados durante los
procesos patologicos (Pacher et al, 2007) (figura 2).

H,N HoN

N[N H, \,[O

NH NH NH

, N"OH HN

NADPH NADP* %2 NADPH % NADP*
+ NO
7
\ 0O, H,O \ 0O, H,O \
H,N®  coo H,N"  COO H,N®  coo
Oxido
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina Nitrico

Figura 1. Produccién biolégica de 6xido nitrico catalizada por la éxido nitrico
sintasa. A partir de L- arginina se produce NO y L- citrulina. La reaccion
requiere NADPH y oxigeno molecular (Tomado de Tenorio et al., 2008).
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Dominio con
actividad de reductasa

FAD

Dominio con
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COOH

Figura 2. Modelo de la enzima dxido nitrico sintasa. Dimero de la enzima mos-
trando los dominios de reductasa y de oxigenasa, asi como los dominios
que unen a los cofactores NADPH, FAD, FMN y a la calmodulina (CaM)
(Modificado de Dash, 2010).

Recientemente se han encontrado neuronas ca-
paces de producir NO en el hipocampo, que es una
region relacionada con el aprendizaje y la memoria
(Machado et al., 2008). Mas aun, se ha detectado la
produccién de NO en las areas visual y olfativa, lo
que destaca su importancia en la percepciéon senso-
rial (Haghikia et al., 2007; Landis y Lacroix, 2009).
Ademas, las células del sistema nervioso periférico
también producen NO en las neuronas que inervan
al musculo liso del sistema vascular, el tejido endo-
telial del estémago y los pulmones (Yu et al, 2005).
Dado que estos nuevos descubrimientos rebasan las
definiciones establecidas previamente, en un intento
por esclarecer esta nomenclatura, actualmente las
isoformas neuronal, inducible y endotelial son refe-
ridas como NOSI, NOSII y NOSIII, respectivamente,
segin el orden en que fueron purificadas (Nathan
et al., 2009). Algunos investigadores han reportado
una cuarta isoforma de la enzima NOS, cuya ac-
tividad se encuentra en las mitocondrias (mtNOS)
(Ghafourifar y Cadenas, 2005).

De manera interesante, en los tltimos anos se han
estudiado enzimas bacterianas semejantes a las 6xido
nitrico sintasas de mamiferos que producen NO a par-
tir de arginina desarrollando funciones novedosas en
la biosintesis de toxinas, participando en la proteccién
contra el estres oxidativo y en la regulacion de la recu-
peracion de dafio por radiacién (Crane et al., 2010).

Blancos moleculares del 6xido nitrico

De acuerdo con los experimentos de Furchgott descritos
anteriormente, el NO actiia sobre la guanilato ciclasa.
Esta enzima contiene en su estructura un sitio de re-
conocimiento especifico para el NO, denominado grupo
hemo y puede pasar de un estado activo a uno inactivo
segun las condiciones intracelulares (Rivero-Vilches et
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al., 2001). La interacciéon de la guanilato ciclasa con el
NO da por resultado la relajacién del musculo liso y la
dilatacién del vaso sanguineo aumentando su flujo y
disminuyendo la tension sanguinea (figura 3).

Estimulacion

Q
Vaso normal ‘@

Produccién de éxido Vaso dilatado

nitrico NO’,

CNOD
GTP m GMPe

Figura 3. Accion vasodilatadora del NO. Los vasos sanguineos producen gas
NO que activa a la guanilato ciclasa, responsable de la sintesis de
GMPc, el cual participa en la dilatacion de los vasos sanguineos.

También actiia sobre las plaquetas, inhibiendo su
agregacion; sobre los leucocitos impidiendo su adhe-
sion a la pared de los vasos sanguineos e incluso, evi-
ta la aterosclerosis (Antoniades et al., 2007). Ademas,
el NO es un inhibidor de la sintesis de DNA, de la mi-
tosis y de la proliferaciéon de células del musculo liso
de los vasos sanguineos (Tenorio et al., 2008). La tabla
1 resume los efectos biologicos que tiene el NO sobre
el sistema cardiovascular (Strijdom et al., 2009).

Tabla 1.
Efectos biolégicos del NO sobre el sistema cardiovascular

Célula blanco/Tejido/ érgano Efecto

Musculo liso Relajacion- vasodilatacion

Plaquetas Inhibe su agregacion

Células inflamatorias Acciones antiinflamatorias

Especies reactivas de oxigeno Efectos antioxidantes

Células endoteliales Angiogénesis

Crecimiento y desarrollo fetal y posnatal
Aumenta o disminuye la funcién
contractil

Antihipertrofia

Cardioprotector contra dano isquémico
Generacion y proliferacion celular

Anti apoptético: promueve la
supervivencia

Aumenta o disminuye la contraccion
Danino en cantidades excesivas: pro
apoptotico, pro necrético.

(Modificada de Strijdom et al., 2009)

Miocardio

Cardiomiocitos
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EI NO en los procesos relacionados con las enfermedades

La participacion del NO en procesos biologicos simulta-
neos en el organismo muestra que esta molécula regula
redes fisiologicas importantes. La falta de regulacion en
la produccion o disponibilidad del NO se asocia con enfer-
medades tales como la hipertension, la disfuncién eréctil,
algunos procesos neurodegenerativos y disfunciones del
sistema inmune como el choque séptico, lo que puede
causar la muerte del paciente (Pacher et al., 2007).

En este contexto es evidente que el control de la
produccion de NO es una cuestion de vida o muerte. El
rompimiento del equilibrio establecido entre el NO y su
interaccion con otros compuestos en el organismo des-
encadena la apariciéon de sus productos secundarios
toxicos, el superoxido y el peroxinitrito, moléculas co-
nocidas por ser muy reactivas y oxidantes (figura 4).

NO" + *O,”
(Oxido nitrico) (RadicN
l superoxido)
ONOO”
R-SH . (Peroxinitrito)
(Tiol) NOZ
Nitrit
R-SNO ikt OONOH
(Nitrosotioles) (Acido peroxinitroso)
*NO,” l
l *NO,” * *OH
/ (Dioidode  (Radical hidroxilo)
NO.~ Nitrégeno)
3

(Nitrato)

Figura 4. Reaccion del NO con el superéxido. EI NO y el radical superoxido
reaccionan y forman el peroxinitrito, molécula altamente oxidante, el cual
finalmente se descompone y forma los radicales diéxido de nitrégeno y
radical hidroxilo. Una ruta simplificada muestra la produccién de nitrito y
nitrato a partir del NO. EI NO reacciona con grupos sulfhidrilo (R-SH) de
las proteinas formando nitrosotioles provocandoles dafio (Modificado de
Nathan y Shiloh, 2000).

Bajo condiciones fisiolégicas el superdxido y el pe-
roxinitrito pueden danar a las proteinas y a los lipi-
dos esenciales para el buen funcionamiento celular.
El superoéxido reacciona con el NO y reduce su bio-
disponibilidad, alterando la homeostasis vascular. El
peroxinitrito atraviesa membranas celulares mediante
canales aniénicos causando la oxidacion de lipidos y
proteinas. Por ejemplo, la produccién descontrolada de
NO se ha asociado con la muerte neuronal en algunas
zonas del cerebro, lo cual ocurre en procesos neuro-
degenerativos, tal como la enfermedad de Alzheimer
(Pacher et al.,, 2007). Ademas, el dano neuronal que
causa la falta de O, al cerebro, conocida como isque-
mia, se debe en parte a la formacion del peroxinitrito
que se produce cuando se reestablece el flujo de O, al
cerebro (Lancaster et al., 1992). Asimismo, el peroxini-
trito dana varias moléculas de la mitocondria, lo cual
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afecta la respiracion celular, disminuye la sintesis de
energia y afecta el metabolismo del calcio (Radi et
al., 1994). Esta interacciéon finalmente desencadena
el proceso de muerte celular conocido como apopto-
sis (Radi et al.,, 2000). Estos son algunos ejemplos de
los multiples trastornos en los cuales participa el NO
(tabla 2, Chirino et al., 2006).

Tabla 2.
Trastornos asociados con el peroxinitrito

Enfermedad Célula blanco Evidencia

. Neuronas y células Se eleva la nitracion de
Alzheimer X p
glia proteinas
Nitracién de proteinas
Huntington Células neuronales disminuida por

metaloporfirinas que
degradan el peroxinitrito
Aliviada por la
administracion de
metaloporfirinas

Células neuronales
de cerebro

Isquemia focal
cerebral

Nitracién de proteinas
reducida por
metaloproteinas

Disfuncién cardiaca Células cardiacas

Aumento en la tincién de
3-NT ( 3-nitrotirosina en
proteinas como marcador

Diabetes

. Células Beta del
autoinmune y

neuropatia diabética pancreas de la presencia de
peroxinitrito)
Hipertension Endotelio vascular Falta de biodisponibilidad
de NO
Efecto protector con FP15
(tetrakis-2-(trietilen glicol
Enfermedades monometil éter) piridil
Pulmones .
pulmonares porfirina de cloruro de

hierro), catalizador que
descompone el peroxinitrito

FP15 reduce el MDA
(malondialdehido)

y aumenta la MPO
(mieloperoxidasa)

Celulas articulares

Artritis y colitis ; .
sinoviales

Aumento de proteinas
nitradas, lipoperoxidacion
y especies reactivas de
nitrégeno

Enfermedades

Células renales
renales

(Chirino et al., 2006)

Participacion del NO en amibiasis y tricomoniasis

El NO también tiene una funcién muy importante
dentro del sistema inmune, tanto de defensa como
de dafio al propio huésped. Varios estudios demues-
tran su toxicidad y la del peroxinitrito hacia distintos
patoégenos, entre los cuales estan bacterias (Nathan
y Shiloh, 2000), protozoarios (Brunet, 2001; Clark
y Rockett, 1996; Sannella et al., 2003) e incluso vi-
rus, tanto de DNA como de RNA (Akaike y Maeda,
2000). En algunas infecciones bacterianas, el NO se
ha involucrado en la inflamacién de la mucosa gastri-
ca causada por Helicobacter pylori, ademas de otras
especies reactivas de nitrégeno y de oxigeno que se
producen durante la infeccion (Konturek et al., 2009).
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Este mismo fenomeno se ha observado en otras infec-
ciones bacterianas causadas por Listeria monocytoge-
nes, pneumococos y estreptococos, lo cual indica que
la activacion de las células responsables de la inmu-
nidad no sélo eliminan al agente patégeno, sino que
también danan al hospedero (Zwaferink et al., 2008).

Durante las infecciones parasitarias experimenta-
les, el uso de ratones que tienen afectado el gene de
la enzima iNOS requerida para la sintesis de NO, ha
revelado que la actividad de esta enzima es esencial
para controlar al agente patégeno, como en la infec-
cién provocada por el protozoario Leishmania major
(Assreuy et al., 1994). Los ratones incapaces de pro-
ducir NO por la falta de la enzima son altamente sus-
ceptibles a la infecciéon por Trypanosoma cruzi (Saeftel
et al, 2001), aunque otros estudios revelan que la en-
zima es importante, pero no esencial para el control de
la infeccion por este parasito (Cummings y Tarleton,
2004). En la tricomoniasis experimental causada por
el protozoario Trichomonas vaginalis se pone de ma-
nifiesto la importancia del NO en los mecanismos de
defensa inmune puesto que los macréfagos producen
NO como respuesta a la exposiciéon a las tricomonas
(Han et al., 2009).

Resultados de nuestro laboratorio sefialan que los
macrofagos de raton de la linea RAW264.7 sintetizan
NO y expresan la proteina iNOS cuando se incuban
con la bacteria Salmonella typhimurium previamen-
te inactivada por calor a 80 °C. Este procedimiento
conserva intacto al lipopolisacarido, molécula que
estimula la sintesis de NO. Sin embargo, cuando el
cultivo celular se incuba con la bacteria viable, los
macroéfagos no producen el NO. Estos resultados indi-
can que la bacteria posee mecanismos para evadir los
mecanismos de defensa del huésped que la podrian
destruir (figura 5) (Morales-Rosales, 2004).
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Figura 5. Produccion de NO cuantificado como nitrito (NO,) en macréfagos
RAW?264.7 incubados con Salmonella typhimurium. Salmonella inhi-
be la produccion de NO en los macréfagos que regularmente lo produ-
cen, al incubarlos con lipopolisacarido (LPS) o con la bacteria inactiva-
da. Los macréfagos incubados solos, sin inductores, no producen NO
(Tomado de Morales-Rosales, 2004).
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Otros experimentos de nuestro grupo de investi-
gacion se han a enfocado a estudiar los mecanismos
de activacion de la inmunidad innata representada
por los macrofagos. Estas células inmunes poseen
receptores denominados TLR que reconocen diver-
sas moléculas presentes en los agentes patoégenos.
Para esclarecer esta interaccion, los macroéfagos de
raton RAW264.7 se incubaron con DNA de los para-
sitos Entamoeba histolytica y T. vaginalis y se eva-
lu6 la capacidad de esta molécula para activarlos a
través del receptor TLR9 involucrado en el reconoci-
miento de un determinado tipo de DNA. Los resulta-
dos indicaron que el DNA de estos parasitos indujo
la sintesis del RNA mensajero que codifica para la
iNOS y el TNF-a (figura 6), este ultimo esta involu-
crado en la respuesta inflamatoria (Solis-Martinez,
2005), y dicho proceso esta directamente relaciona-
do con los mecanismos de defensa inmune. Ademas,
la incubacion de macrofagos RAW264.7 con DNA de
T. vaginalis indujo la expresion de la proteina iNOS
(Alderete- Ledezma, 2005) (figura 7).

fi=

Figura 6. Produccion de RNAm de la iNOS y el TNF-a por macréfagos
RAW264.7. Los macrofagos se incubaron con: (1), medio de cultivo
RPMI 1640 completo; (2), LPS + IFN-y; (3), DNA de raton; (4), DNA de
Trichomonas vaginalis; (5), DNA de Entamoeba histolytica. Se extrajo
el RNA total y se realizaron amplificaciones mediante la reacciéon RT-
PCR. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Tomado de
Solis-Martinez, 2005).

INOS
TNF -«
GAPDH

INOS
130 kDa

0 18 24 h

Figura 7. Induccion de la expresion de la enzima iNOS en macréfagos incu-
bados con DNA de T. vaginalis. La 6xido nitrico sintasa se detecta con
un anticuerpo especifico en homogenados de macrofagos de la linea
RAW264.7 que se han incubado con DNA del parésito T. vaginalis (To-
mado de Alderete-Ledezma, 2005).
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En un modelo de ratén hembra inoculado en el pe-
ritoneo con una cepa patogena de T. vaginalis indujo
la sintesis de NO y la expresion del RNA mensajero
que codifica para la iNOS, asi como el RNA mensa-
jero de varias citocinas involucradas en la induccién
de una respuesta inflamatoria (Garcia-Negrete, 2002).
Estos resultados indican que la sintesis de NO se ob-
serva no solo en modelos in vitro sino también en un
organismo completo.

De manera importante, en la infecciéon hepatica ex-
perimental causada por E. histolytica, se observo un
papel contradictorio del NO, ya que se desarroll6 el
absceso hepatico amibiano a pesar de la induccion de
la sintesis del RNAm para la iNOS y la eNOS, (Rami-
rez- Emiliano et al.,, 2005). Esto indica que en este
caso, la presencia del NO parece ser mas danina para
el hospedero que para la amiba, ya que probablemen-
te facilité la invasién por el parasito, lo que pone de
manifiesto una vez mas el doble papel de esta molécu-
la, para proteger o para danar al hospedero (Ramirez-
Emiliano, 2007). De lo anterior, debe considerarse el
estricto control a que debe estar sujeta la sintesis del
NO en el organismo.

CONCLUSIONES

El NO es una molécula gaseosa que en la atmoésfera
es responsable del dano a la capa de ozono, pero su
participacion mas importante esta en la regulacién
de diversos procesos biolégicos que se desarrollan en
los seres vivos, desde las bacterias hasta los organis-
mos superiores, incluido el hombre. Su papel como un
mensajero intracelular originé el descubrimiento de su
participacion en la regulacion de las funciones del sis-
tema cardiovascular. Este gas se sintetiza de manera
continua, a través de un proceso enzimatico efectuado
por alguna de las tres isoformas de la NOS, pero su
produccién se incrementa en diversos estados fisiol6-
gicos y fisiopatolégicos. EI NO es una molécula oxidan-
te y reactiva, puede reaccionar con algunos derivados
del oxigeno, produciendo compuestos téxicos, como el
peroxinitrito. También el NO reacciona con macromo-
léculas, a las que activa o dana; de alli su papel en
la salud y en la generacion de diversas enfermedades
donde estan comprometidos diversos organos y siste-
mas. El NO es producido como respuesta al estimulo
de diversas moléculas involucradas en la enfermedad,
como el lipopolisacarido bacteriano o por productos
derivados del sistema inmune, como el interferén ga-
mma (IFN-y). Esta respuesta a los agentes patégenos
es efectuada a través de receptores que se localizan en
la membrana de los macréfagos que participan en la
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inmunidad innata y adquirida. Nuestros estudios han
estado enfocados a entender el mecanismo inmune
que se activa en infecciones experimentales causadas
por los parasitos E. histolytica y T. vaginalis, y por la
bacteria patégena Salmonella spp, tanto en modelos in
vivo como in vitro. En estos sistemas se ha puesto de
manifiesto la producciéon de NO como lo han descrito
otros autores y como nosotros lo corroboramos en al-
gunos de nuestros trabajos de investigacion, donde se
ha propuesto la hipétesis del dafio causado por el NO
al propio hospedero en la amibiasis hepatica experi-
mental. Por todo lo anterior, es claro que la produc-
cion de NO en los seres vivos es un proceso altamente
regulado, con un fino balance entre la protecciéon y el
dano causado al huésped, por lo que resulta impor-
tante seguir explorando los mecanismos que regulan
la sintesis del NO para poder estimular o interrumpir
su sintesis, dependiendo del resultado que se desee
lograr, en especial con fines terapéuticos.
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