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RESUMEN

El 6xido nitrico es un regulador importante de di-
versas funciones fisiolégicas v ademas, es un fac-
tor que contribuye a la respuesta inmune innata.
Su efecto también puede estar relacionado a pro-
cesos patolégicos como el asma o la inflamacién
cronica.

Obijetivo: En este trabajo se revisaron algunos as-
pectos bioquimicos, inmunolégicos v fisiopatolé-
gicos del 6xido nitrico.

ABSTRACT

Nitric oxide is an important regulator of various
physiological functions and, additionally, a factor
which contributes to the nonspecific immune re-
sponse. Nitric oxide may also be associated to
pathological processes such as asthma and chronic
inflammation. The present article reviews some of
the biochemical, physiological and immunological
aspects of nitric oxide.

INTRODUCCION
El 6xido nitrico (ON), es un radical muy inestable en
condiciones aerdbicas, el cual inicialmente fue considerado
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como un contaminante atmosférico, pero posteriormente
se descubri6 que era producido por numerosas células de
los mamiferos y tenia diversas funciones biolégicas. Actual-
mente, se han definido dos funciones principales de él; una
relacionada con la comunicacion celular y otra relacionada
con la citotoxicidad. La primera esté asociada al papel del
ON como mediador con efectos pleiotrépicos, y la segunda
al efecto microbicida y tumoricida en procesos comprendi-
dos dentro de la inmunidad inespecifica.

El ON tiene un amplio espectro de accién y se ha
encontrado en numerosos organismos, tales como las
esponjas, los insectos, las ranas y hasta en las plantas!. Su
vida media y su accién biolégica son muy cortas, ya que
esrapidamente oxidado a nitrito (NO,") y nitrato (NO,"). La
cantidad de ON producida esté estrechamente relaciona-
da a algunos eventos biolégicos como el choque séptico,
lareaccién contra injerto, el cancer, la funcién cardiaca, la
presién arterial, el funcionamiento neuronal, la artritisy en
multiples infecciones?.

Los mecanismos de citotoxicidad del ON atn no estan
muy claros, pero participan diversas vias que llevan a las
células a procesos apoptdticos o necréticos. EION ejerce su
efecto principalmente en la membrana, el citoplasma y el
nucleo de las células. La citotoxicidad del ON en los
sistemas bioldgicos estd relacionada a su capacidad de
difusién celular, a su autooxidacién y a la reaccién con
superdxidos para formar peronitritos (ONOO-)%. El ON
difunde a grandes distancias dela célula quelo produce, por
lo que puede reaccionar con diversas proteinas especial-
mente las que contienen centros de fierro o azufre, pero la
reaccién del ON con el O, tiene una cinética de difusién
limitada. Enla autooxidacion, el ON reacciona con oxigeno
molecular para formar un agente electrofilico como el N,O,
(6xido nitroso) relacionado con la desaminacién del DNA
y eventos que pueden inducir mutagénesis (Figura 1). El
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Formacion de 6xido nitrico
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Figura 1. El ON se produce a partir de la L-arginina por la accién
de la 6xido nitrico sintetasa y algunos cofactores como el NADPH,
FAD, FMN vy tetrabiopterina. En el caso de la ONS se requiere,
ademas, la participacién de la calmodulina y calcio para activarse.

peronitrito (ONOQO-) es un poderoso agente oxidante que
reacciona con el DNA, las proteinasy loslipidos de membra-
na celular dafiando y causando la muerte de la célula®.

PRODUCCION DEL OXIDO NiTRICO

El ON es sintetizado a partir de L-arginina por la enzima
Oxido Nitrico Sintetasa (ONS). Existen por lo menos tres
isoformas de la ONS que son capaces de reaccionar con
formas reactivas del oxigeno y moléculas biolégicas para
formar una gran cantidad de productos finales, incluyendo
NO,, NO, (nitritos y nitratos) y S-nitrosotioles*. Todas las
isoformas de ONS catalizan la oxidacién de la L-arginina,
dando lugar a la formacién de éxido nitrico y L-citrulina.
Elmecanismo de accién dela NOS no se conoce bien, pero
participan varios cofactores como el FAD, FMN, NADPH,
tetrahidrobiopterina en la transferencia de electrones y
ademas utiliza una fuente de tiol y para la ONS constitutiva
una proteina accesoria llamada calmodulina para la acti-
vacion de la enzima®. Dos de estas isoformas de la enzima
ONS son constitutivas en algunas células y una tercera es
inducible después del estimulo®. Las 2 6xido nitrico
sintetasas constitutivas (ONSc) estan relacionadas con
bajos niveles de produccién de ON. Una de ellas, se
presenta en todas las neuronas (ONScn), tiene un peso
molecular de 160 kDa y esta implicada en la regulacién de
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la transmision sinaptica en el sistema nervioso central y en
la regulacién del flujo de sangre al cerebro. La otra
isoforma constitutiva, se presenta en las células endoteliales
(ONSce), tiene un peso molecular de 133 kDa y juega un
papel importante en funcién del endotelio y en la
homeostasis cardiovascular®. Ambas isoformas constituti-
vas son inactivas hasta que los niveles de calcio intracelular
se incrementan. El calcio se une a la calmodulina forman-
do un complejo que se une a la ONS para activarla. Para
una correcta actividad de la enzima se requiere de NADPH
y tetrahidrobiopterina como cofactores®.

Finalmente, la isoforma inducible de la 6xido nitrico
sintetasa (ONSi) se encuentra presente en lamayoriadelas
células de mamiferos, principalmente en macréfagos, en
hepatocitos y células de musculo liso. Esta enzima esta
asociada a mecanismos de defensa del huésped tanto in-
flamatorios, como inmunoldgicos®. La ONSi tiene un peso
molecular de 130 kDa y una homologia del 65% con la
ONScn. Se expresa en respuesta a la accién de algunas
toxinas bacterianas como los lipopolisacaridos y algunas
citocinas como la IL-1, INF y v TNF o y esté asociada a la
produccién de altos niveles de ON’. La ONSi no requiere de
calcio ni de calmodulina para activarse, pero al igual que las
formas constitutivas, si se requiere de NADPH, FAD, FMN y
tetrahidrobiopterina como cofactores para su actividad®.
Aunque en macréfagos humanos no se han encontrado
evidencias de produccién de tetrahidrobiopterina, si hay
produccién del la ONSP.

El ON sintetizado por las ONSc, tiene una vida media
muy corta de segundos a minutos, en cambio el ON sin-
tetizado por ONSi estd presente por largos periodos de
tiempo que van de horas a dias. La mayor diferencia entre
la actividad de una y otra es la cantidad de ON generada
por cada enzima, mas que la relacién con su vida media®.

PAPEL FISIOLOGICO DEL OXIDO NiTRICO

Las caracteristicas fisicoquimicas del ON favorecen diver-
sasreacciones bioquimicas, por lo cual puede modular una
gran cantidad de procesos positivos o negativos para el
organismo, de los cuales algunos son dependientes y otros
independientes de la guanilato ciclasa. Una funcién prima-
ria del ON es activar a la enzima guanilato ciclasa soluble
para incrementar los niveles de GMPc en algunos sistemas
incluyendo el vascular y el nervioso. La accién del ON
también puede ser totalmente independiente de la activa-
cién de la guanilato ciclasa (Tabla 1)8.

El efecto fisiolégico del ON se puede enfocar hacia los
sistemas cardiovascular, nervioso, muscular e inmune:
1) En el sistema cardiovascular el ON producido por el
endotelio vascular es responsable de la respuesta
vasodilatadora esencial para la regulacién de la presion
arterial. Tiene efecto inhibidor sobre la agregacién
plaquetaria, ademas de que protege contra la hipoxia
pulmonar y participa en el control de la circulacién colate-
ral. Se asocia también a la fisiologia de la ereccién del
pene, al producir relajacién del cuerpo cavernoso.

2) En el sistema nervioso esta relacionado con los
procesos que dan lugar a la memoria y al aprendizaje.
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Tabla 1. Funciones de la 6xido nitrico sintetasa.

A. ONSc ON Guanilil
(Ca?* dependiente) pequenas ciclasa
cantidades
(FISIOLOGICO)
B. ONSi ON
(Ca?* independiente) grandes
cantidades
(TOXICO) Dano DNA

cGMP a) Relajacién
(Aumento) b) Agregacién
plaquetaria

Respiracién mitocondrial (disminucién)
Aconitasa (disminucién)
Otras enzimas FeS (disminucién)

Defensa contra microorganismos y tumores
Dano tisular y procesos inflamatorios

La funcién de la ONSc esté relacionada a la produccién de pequenas cantidades de ON vy a efectos fisiolégicos normales, la funcién de
la ONSi esta relacionada a la produccién de grandes cantidades de ON y a la respuesta inmune inespecifica, ademés de efectos

inflamatorios v citotoxicidad.

También esté asociado a otros procesos como la vision, la
olfacién, la conducta y a la transmisién sensorial®.

3) Altas concentraciones de ON estan implicadas en la
osteogénesis ya que en los fibroblastos de ratones Balb-c,
el ON disminuye la concentracién de calcio citosdlico libre,
impidiendo la remodelacién de hueso al inhibir la activi-
dad de los osteoclastos!® siendo éste un mecanismo inde-
pendiente de GMPc!!.

4) El ON contribuye a la vasodilatacién y relajaciéon no
adrenérgica y no colinérgicas de la musculatura traqueal,
dilatacién de la musculatura del estémago, aumento de la
presién intragastrica. Por lo contrario, la ausencia del ON
puede producir hiperreactividad de la vejiga urinaria,
disminucién de la capacidad vesical'?.

5) Finalmente, en el sistema inmune su accién esinespecifica
hacia las células tumorales o hacia microorganismos, pero
también se le ha asociado a mecanismos de dafo tisular
asociado ainjertos!?, asi como enla inhibicién de la oxidacion
de lipidos por las vias de la lipo v ciclooxigenasa®®.

EFECTO CITOTOXICO DEL OXIDO NiTRICO

La citotoxicidad del ON tiene mayor relacién con los
productos de la ONSi que de las ONSc. Células activadas
como los macréfagos, neutréfilos y células endoteliales
pueden producir intermediarios reactivos del oxigeno por
reacciones de oxidacién y reduccién a partir de compues-
tos formados in vivo. Algunos de estos compuestos son el
H,0,, O,7, OH, el oxigeno singulete ('O,) y el ON (Tabla
1), algunos de éstos tienen funciones biolégicas importan-
tes como moléculas microbicidas y citocidas®.

Las bajas concentraciones de 6xido nitrico producidas
en cultivos de macréfagos (4-5 uM) pueden difundir a
células vecinas. La distancia de difusién puede ser de 150-
300 um de didmetro en 4-5 segundosy puede lisar el 100%
de células singénicas en 15 h, al producir modificaciones
quimicas y alterar el potencial de membrana de las células
afectadas, a través de la activacién de canales de K*, Ca?*
y ATPasas®. Aparentemente el ON es autooxidado des-
pués de alcanzar su blanco, por lo que es dificil calcular su
concentracién téxical®.
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EI ON puede reaccionar con los grupos SH- de las pro-
teinas, por lo que inhibe enzimas intracelulares SH-depen-
dientes como la aconitasa (complejo I y II)!®, afectando
mecanismos de transduccién y transcripcién de las células.
EION también inactiva otras enzimas importantes como la
proteina cinasa C, la gliceraldehido 3-fosfato deshidro-
genasa, la fosfotirosin fosfatasa y a la creatinin cinasa,
entre otras, por lo que se altera el metabolismo celular'®.

El ON altera moléculas asociadas a las membranas
mitocondriales como laNADH-ubiquinona oxidorreductasa
(complejo 1) y la succinato ubiquinona oxidorreductasa
(complejo II) y el citocromo oxidasa C (complejo IV), por
unién reversible a su grupo hemo por lo que la cadena
respiratoria se ve afectada!’. En el nicleo el ON induce
transicién de G:C = A:T y la ruptura del DNA; ambos
procesos son consecuencia de la N-nitraciéon de los
desoxirribonucleétidos. Ademas, el ON inactiva diversas
enzimas involucradas en la reparacién del DNA, teniendo
importantes consecuencias biolégicas. El dano producido
al DNA induce mutaciones, necrosis o apoptosis!®-2°,

EFECTO MICROBICIDA DEL ON EN
MACROFAGOS

Los macréfagos son las primeras lineas de defensa contra
infecciones, pero también son células huéspedes para el
desarrollo de muchos microorganismos patégenos, tenien-
do su habitat dentro o fuera del fagolisosoma. A pesar de los
diversos mecanismos microbicidas dependientes o no del
oxigeno®, muchos microorganismos viven satisfactoriamen-
teen elinterior del macréfago, pero en ocasiones pueden ser
eliminados por el propio macréfago infectado, si éste es
activado por ciertas citocinas. En macréfagos tisulares resi-
dentes se producen pequenas cantidades de ON; en cam-
bio, en macréfagos activados durante la respuesta inmune
in vivo o expuestos a la accién de citocinas in vitro aumenta
la produccién del ON?L,

Enalgunas infecciones producidas por microorganismos
intracelulares de los géneros Leishmania y Mycobacterium,
asi como los parésitos intracelulares Toxoplasma gondii,
Trypanosoma cruzi ni los mecanismos microbicidas depen-
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dientes ni los independientes de oxigeno son suficientes
para eliminar al parasito, ya que éstos poseen diversas
estrategias para evitar su destruccién. En caso de Leishmania
v Mycobacterium bovis los macréfagos activados por cito-
cinas principalmente relacionadas con inflamacién como el
INFy y TNFo2122, pueden destruir a los microorganismos.
La destruccién del parasito se lleva a cabo por la produc-
cién del ON y productos inorgénicos derivados de él a
partir de la L-arginina.

La oxidacién de la L-arginina para la sintesis del ON y
la actividad citotéxica tumoricida o microbicida del
macréfago requiere de multiples senales provenientes de
la respuesta inmune en una secuencia definida. El primer
estimulo lo proporciona el INFy, seguido de una segunda
senal con lipopolisacéarido bacteriano (LPS), el
muramildipéptido (MDP) o el TNF o.. Las células expuestas
simultdneamente a las dos sefnales producen gran cantidad
de NO,-, con gran actividad tumoricida®"**.

EI TNF o juega un papel integral en la respuesta contra
infecciones intracelulares producidas por Leishmania sp.,
Histoplasma capsulatum o Mycobacterium sp., asi como
también en infecciones producidas por microorganismos
extracelulares como el hongo Cryptococcus neoformans o
el parasito Schistosoma mansoni, ya que estimulan la
produccién de ON’.

Macréfagos murinos infectados con amastigotes de
Leishmania mayor inducen la sintesis de TNFo. y la accién
previa del INFyaumenta més de 10 veces la produccién de
TNFo. El efecto sinérgico del INFy y TNFa, inducen la
capacidad citotéxica del macréfago contra tumores y
microorganismos’, al inducir la expresién de la ONSi.

REGULACION DE LA PRODUCCION DEL
OXIDO NITRICO
El ON por ser una molécula con una gran capacidad de
difusién a través de la membrana, puede causar dano en
los tejidos adyacentes, por lo que requiere un control en su
produccién, en sus efectos y en su papel como mensajero
celular. Los altos niveles de ON producidos por los
macréfagos activados por citocinas, aparte de producir
alteraciones en la cadena respiratoria, en la sintesis de
DNA de las células tumorales o en microorganismos
intracelulares, también ocasiona danos al macréfago. La
acumulacién de ON en el organismo destruye el tejido,
desencadenando procesos inflamatorios y autoinmunes?!.
La produccién de ON es autorregulada por el mismo
ON, ya que éste es un potente inhibidor de actividad de la
ONS?, Dicha inhibicién se debe a la unién del ON con el
hierro de la ONS formando un complejo con cofactores o
moléculas reguladoras de la ONS. Todas las ONS son
hemoproteinas tipo Citocromo,,, las cuales se caracteri-
zan por su marcada inhibicién por monéxido de carbono.
El ON puede interactuar con el Fe del grupo hemo,
formandose el complejo ON-Fe de la ONS e inhibiendo a
la enzima®. Las citocinas relacionadas a los linfocitos TH1
como la IL-2 e INF-y estimulan a los macréfagos para la
produccién de grandes cantidades de ON; por otro lado,
las citocinas producidas por linfocitos TH2 como laIL-4 e

Vol. 12, No. 4 Octubre - diciembre 1999

IL-10 regulan negativamente la produccién de ON. Otras
citocinas como el TGFp y el PDGF actiian como potentes
inhibidores de la sintesis de ON?L.

En macréfagos, existen por lo menos tres mecanismos
de control de la producciéon de ON: 1) la produccién de
arginasa, enzima que depleta la arginina intracelular, 2) los
intermediarios reactivos del oxigeno (IRO) que reaccionan
con los 6xidos de nitrégeno, 3) el TGF que es un potente
supresor y 4) la produccién de moléculas antioxidantes.

El TGFp es producido en forma inactiva, requiere de
una escisién molecular para adquirir su actividad biolégica
y esun modulador potente de larespuesta inmune. Existen
tres isoformas, pero el TGF1 es la mas abundante y tiene
un efecto més directo sobre la expresion de ONSi. El efecto
de esta citocina sobre la expresién de la ONSi es probable-
mente a nivel transcripcional. El TGFP puede alterar la
unién de numerosos factores que inducen la transcripcién
del gen para la ONSi y puede suprimir la produccién del
cofactor tetrahidrobiopterina®.

Algunos intermediarios reactivos del oxigeno como el
O, se combinan con el ON, formando el anién peroxinitrito.
Esto regula la concentracién de ON, por lo que los efectos
positivos y negativos del ON disminuyen’.

Ademas, existen mecanismos de neutralizacién del ON
como la produccién de moléculas antioxidantes, entre las
cuales estan la glutatiéon oxidasa, la glutatién peroxidasa,
la catalasa, la superdxido dismutasa, tioredoxin. La mag-
nitud del dafo ocasionado por el ON a las células depende
del tipo celular y su sensibilidad?.

PATO}LOGfA ASOCIADA ALA PRODUCCION
DEL OXIDO NITRICO
El incremento en la produccién del éxido nitrico puede
tener multiples efectos en la fisiopatologia de diversas
enfermedades respiratorias. Las dos ONSc estan asocia-
das alaregulacién de las funciones respiratorias y la ONS;,
por lo general estd asociada a las enfermedades
inflamatorias de vias aéreas y en la defensa del organismo
contrainfecciones. La ONSi genera méas de 1000 veces ON
quela ONScy su produccién continta por horas, por tanto
su efecto puede ser mucho més generalizado, lo que puede
constituirse como un mecanismo patogénico al amplificar
la respuesta inflamatoria. EIl ON puede amplificar la res-
puesta inflamatoria al unirse, con gran avidez, al anién
superdxido generando iones peroxinitritos que tienen efec-
to directo sobre las células inflamatorias?*2°. Altas concen-
traciones de ON pueden producir danos vasculares en el
endotelio ocasionando choque téxico®.

Las células epiteliales bronquiales producen ON después
de la exposicién a citocinas proinflamatorias como la IL-13
y el TNF o 0 a contaminantes ambientales como el ozono
y el diéxido de nitrégeno?. En pacientes con asma la ONSi
se incrementa considerablemente, por un mecanismo ain
no bien conocido, se ha visto asociado a una sobreexpresion
de ONSi?, lo que no ocurre en sujetos sanos.

La aplicacién de inhibidores especificos de la ONSi
como glucocorticoides por via oral inhibe el factor nuclear
kB (NF-KB) de células epiteliales lo cual disminuye la pro-
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duccién de ON%. Esta inhibicién ocurre de manera simi-
lar a la de los inhibidores no especificos del ON, como N-
monometil-L-arginina (L-NMMA), el cual es un analogo
de la L- arginina, que disminuye la produccién de ON?’.
Por el contrario, la ausencia de ON puede estar asociada
a patologias crénico degenerativas como en el caso de la
fibrosis quistica o con el sindrome de Kartagener?.

CONCLUSION

El 6xido nitrico es un mediador multifuncional producido
por la mayoria de las células. Sus funciones son diversas y
actia como relajante neuromuscular, como un vasodila-
tador potente o como una molécula microbicida y
tumoricida. Sus caracteristicas quimicas lo hacen también
un potente factor de dano en las enfermedades
inflamatorias o autoinmunes. El equilibrio entre ambos
papeles se logra por los diversos mecanismos de control
tanto para su produccién, como para su neutralizacién.

La cantidad de arginina libre y la presencia de todos
los cofactores necesarios son importantes para la produc-
cién de ON en todas las células que expresan 6xido nitri-
co sintetasas constitutivas. En macréfagos, se requiere de
dos senales estimuladoras para que se exprese la 6xido
nitrico sintetasa inducible; la primera senal es proporcio-
nada por citocinas participantes en procesos inflamatorios
como el INF yy la segunda es producida por el metabolis-
mo bacteriano como el lipopolisacéarido (LPS), o bien por
otras citocinas como el TNFa.

Los mecanismos de autorregulacién en la produccién
del ON, son importantes para mantener la homeostasis,
pero en algunas enfermedades sobre todo inflamatorias
crénicas o hipersensibilidades como el asma, no selogra la
autorregulacion, porlo que la produccién ilimitada del ON
puede degenerar en diversas patologias.

Los multiples efectos del ON pueden convertirlo en
un candidato terapéutico para numerosos problemas
cardiovasculares. La regulacién de su produccién puede
ser de utilidad en procesos autoimunitarios o inflama-
torios crénicos?.
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