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RESUMEN

El 6xido nitrico (NO) se forma del aminoacido L-argini-
na por una familia de enzimas, las sintasas de NO
(NOSs) y desempefia muchas funciones biologicas. El
NO se sintetiza en neuronas del sistema nervioso central
donde actua como neuromodulador en la memoria, coor-
dinaciéon en reactividad neuronal y flujo sanguineo y mo-
dulacién del dolor. En el sistema nervioso periférico se li-
bera por nervios no adrenérgicos y no colinérgicos. Estos
nervios median algunas formas de vasodilatacién neuro-
génica y regulan funciones gastrointestinales respirato-
rias y genitourinarias. Las NOSs contienen hemo y com-
parten homologia con la citocromo P-450 reductasa. Se
conocen tres isoformas NOS, dos constitutivas: neuronal
y endotelial y una inducible por estimulos inmunolégicos
(nNOS, eNOS e iNOS, respectivamente). El objetivo de
este estudio fue explorar la expresion e inmunolocaliza-
cion de nNOS en cerebros aislados de ratas Wistar ma-
cho. Encontramos expresion moderada de esta enzima
en nucleos basales, mientras que en rinencéfalo y tractos
olfatorios se encontré abundante expresion. En la corteza
cerebral no se localizé esta enzima.
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INTRODUCCION

El 6xido nitrico o monéxido de nitrégeno (NO),
se forma por la conversién enzimatica del aminoaci-

Nitric oxide in central nervous system.
Nitrergic neurons

ABSTRACT

Nitric Oxide (NO) is formed from the amino acid L-arginine
by a family of enzymes, the NO synthases (NOSs), and plays
a role in many physiological functions. NO is synthesized in
neurons of the central nervous system, where it acts as a neu-
romediator with many physiological functions, including the
formation of memory, coordination between neuronal activity
and blood flow, and modulation of pain. In the peripheral ner-
vous system, NO is now known to be the mediator released by
a widespread network of nerves, previously recognized as no-
nadrenergic and noncholinergic. These nerves mediate some
forms of neurogenic vasodilatation and regulate certain gas-
trointestinal, respiratory and genitourinary functions. NOS is a
heme-containing enzyme with a sequence similarity to cyto-
chrome P-450 reductase. Several isoforms of NOS are now
known to exist, two of which are constitutive: neuronal and en-
dothelial and one of which is inducible by immunological sti-
muli (nNOS, eNOS and iNOS, respectively). The aim of the
study was to explore expression and immunolocalization of
nNOS in brains isolated from male Wistar rats. We found mo-
derate expression of this enzyme in basal nuclei, while in rhi-
nencephalon and olfactory tracts it was abundant expression.
In the cerebral cortex this enzyme was not located.

Key words: Nitric oxide, nitrergic neurons.

do L-arginina (isémero levégiro) a L-citrulina me-
diante la accién de las sintasas de NO (NOSs), aun-
que puede formarse a partir de nitritos y especies
reactivas de nitrégeno (Cuadro 1) en agua oxigena-
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Cuadro 1. NO y especies relacionadas.

Nombre comun

Abreviatura/ Simbolo

Oxido nitrico (monéxido de nitrégeno)* NO

Anion nitroxil NO -

Nitrosonio® NO*

Dioxido de nitrogeno. NO,

Peroxinitrito ONOO -

Superoxido® O,

Nitrito NO,-

Catién nitril (nitronio)* NO,

Nitrato NO,-

Nitrito + nitrato NO,

Nitrosotioles RSNO

Oxido nitroso* N,O

Triéxido de dinitrégeno (anhidrido del acido nitroso* N,O,

* Tomado de Am J Respir Crit Care Med 1999; 160(1): 1-9.%

2 El electrén impar no se escribe en la abreviatura de NO como NO.

> Aunque algunos agentes nitrosantes actiian como donadores de NO*. El NO* no existe como tal en solucién.

< E1 NO reacciona con el anién superéxido para formar peroxinitrito.

Modificado de Moncada S. Pharmacological Reviews 1997; 49: 137-42.

Cuadro 2. Isoformas de sintasas de 6xido nitrico.

Caracteristicas NOS endotelial NOS neuronal NOS inducible
(eNOS) 3(NOS (nNOS) &NOS (iNOS) 3(NOS Tipo I,
tipo 11l, NOS-3) tipo I, NOS-1, bNOS) NOS-2, macNOS,

hepNOS)

Regulacién primaria Ca?*/calmodulina

Localizacién subcelular Membrana y citosol
Cantidad de NO® producida baja (pmolar)

Funcién Sefalizacion celular

Ca?/calmodulina
Citosol?
baja (pmolar)

Sefalizacion celular

Expresion génica
Citosol y membrana
alta (umolar)

Citotéxica

Citostatica
Citoprotectora

2 Abreviaturas alternativas.
Tomado de Moncada S. Pharmacological Reviews 1997; 49: 137-42.

da.! El NO regula la vasodilatacién y broncodilata-
cién por relajamiento del musculo liso vascular y
bronquial; también funciona como neurotransmisor
de las terminales nerviosas nitrérgicas y como siste-
ma de defensa contra patégenos en fagosomas de
macroéfagos activados.? E1 NO se sintetiza en neuro-
nas del sistema nervioso central donde actiia como
neuromodulador en la memoria, coordinacién en
reactividad neuronal y flujo sanguineo y modulacién
del dolor.? En el sistema nervioso periférico se libera
por nervios no adrenérgicos y no colinérgicos. Estos
nervios median algunas formas de vasodilatacién
neurogénica y regulan funciones gastrointestinales,
respiratorias y genitourinarias.* El mecanismo de ac-
cién del NO esta mediado por la guanilatociclasa so-
luble y el aumento en la concentracién del monofosfa-
to de guanosina ciclico (AMPc) en células blanco.
Este mecanismo de regulacion funciona a concentra-
ciones bajas de NO, aproximadamente de 0.1 uM.>¢
Las NOSs contienen hemo y comparten homologia
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con la citocromo P-450 reductasa. Existen tres iso-
formas NOS cada una codificada en genes diferen-
tes, dos constitutivas y una inducible por estimulos
inflamatorios (Cuadro 2).7® La NOS constitutiva
descubierta en endotelio vascular se denominé
eNOS (NOS 3) y su gen se encuentra en el cromoso-
ma 7g35-36 y contiene 26 exones; mientras que la
isoforma constitutiva neuronal se encuentra en cere-
bro, médula espinal y sistema nervioso periférico y
fue denominada nNOS (NOS 1), su gen se encuentra
en el cromosoma 12q24.2-3 y contiene 29 exones.
La isoforma inducible es conocida como iNOS (NOS
2), y su gen se encuentra en el cromosoma 17cen-
ql1.2y contiene 26 exones (Cuadro 3).° Existe otra
isoenzima; la NOS mitocondrial (mtNOS) no se sabe
si esta codificada en un gen independiente o es la
nNOS con cambios postraduccionales que la traslo-
can a mitocondria, aunque también se ha encontra-
do eNOS e iNOS dentro de la mitocondria. Reciente-
mente se ha publicado evidencia que la mtNOS no
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Cuadro 3. Biologia molecular de las isoformas de NOS humanas.

Biologia molecular de las isoformas de NOS humanas

Gen eNOS
Localizacion 7935-7q36
Estructura 26 exones
Tamariio 21 CV
Péptido 1203 aa
Peso 133 KDa

nNOS iINOS

12924.2 17cen-17911.2
29 exones 27 exones

160 CV 37 Kb

1434 aa 1153 aa

160 kDa 131 kDa

Tomado de Moncada S. Pharmacological Reviews 1997; 49: 137-42.

es ninguna de las tres isoformas descritas.!® La
eNOS también se expresa en plaquetas, epitelio ci-
liado y en ciertas poblaciones de neuronas en el ce-
rebro, mientras que la nNOS se ha detectado en el
epitelio respiratorio y en el musculo esquelético. En
el pulmén la nNOS juega un papel muy importante
en la regulacién del tono bronquial.!' Se han descu-
bierto diferencias entre NOS obtenidas de tejidos di-
ferentes en la misma especie. La descripcién clasica
de constitutiva e inducible no es tajante, ya que la
eNOS puede estimularse en ciertas situaciones
como el ejercicio, lipopolisacaridos (LPS), o el emba-
razo; mientras que iNOS es constitutiva en el epite-
lio bronquial, rifién y algunos tejidos fetales.® Se
sabe que durante la exposicién a ozono aumenta la
iNOS en pulmén y en aorta como parte de la res-
puesta inflamatoria. En el caso del ozono se genera
ademas estrés oxidativo pulmonar.!?>!* El exceso de
NOy la presencia de superoéxido (radical libre gene-
rado durante el estrés oxidativo) da lugar a peroxi-
nitrito, un radical libre muy reactivo que afecta la
expresion de enzimas, vias de sefalizacién y altera
el funcionamiento de biomoléculas en el organis-
mo.!® Para la formacién de peroxinitrito se requie-
ren concentraciones de 1-10 uM de NO, las cuales
se alcanzan en cualquier situacién que incremente la
iNOS, como isquemia, infecciones, contaminacién
ambiental etc.!®

A partir de la década de los noventa, los trabajos
cientificos sobre el NO en el sistema nervioso cam-
biaron el paradigma sobre los conceptos de neuro-
transmisién y neuromodulacién vigentes, por el cual
las neuronas deben tener sistemas para sintetizar y
almacenar una sustancia, que debe liberarse de las
neuronas mediante exocitosis e interaccionar con re-
ceptores especificos. Sin embargo, este proceso no
se aplica a la neurotransmisién del NO, ya que es
un gas inorganico distinto a los neurotransmisores
clasicos como acetilcolina, noradrenalina, dopami-
na, serotonina, histamina, melatonina, etcétera, que
difunde rapidamente a través de las membranas ce-
lulares y su accién sobrepasa al espacio sinaptico.
Su vida media depende del ambiente quimico y osci-
la de entre unos segundos en sangre hasta algunos
minutos en tejidos normales.!”
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Aunque el NO puede tener diversos origenes en el
cerebro, ya que puede provenir de las células endo-
teliales de los capilares cerebrales (eNOS), de la mi-
croglia por inmunoestimulacion (iNOS). E1 NO en el
sistema nervioso se produce principalmente por la
nNOS, que puede detectarse mediante técnicas de
inmunolocalizacién. Se encuentra aproximadamente
en 2% de las neuronas; tanto las interneuronas cor-
tas como neuronas de vias largas, de casi todas las
areas cerebrales, con concentraciones especiales en
cerebelo e hipocampo, nucleos basales y tractos ol-
fatorios. En la corteza cerebral en la banda diagonal
del area de Broca representa 2% y en el cuerpo es-
triado es de 5 a 10%. Existe en los cuerpos celula-
res y dendritas, asi como en las terminaciones axé6-
nicas, lo que sugiere que el 6xido nitrico no se
almacena sino que se libera continuamente. La
nNOS depende de la calmodulina y se activa por el
incremento en la concentracion intracelular de calcio;
este aumento puede producirse por la conduccién
del potencial de accién y por la unién del neuro-
transmisor a su receptor. Muchos estudios han de-
mostrado que la produccién del NO aumenta por
la activacién de las vias sinapticas u otras situacio-
nes, como la isquemia cerebral.!”

Existen evidencias de que el NO desempefia un
papel en la potenciacién (PLP) y depresiéon (DLP), ya
que ambos fenémenos disminuyen o se evitan con
inhibidores de las NOS y estan ausentes en ratones
transgénicos en los que se ha alterado el gen de la
nNOS.!®

El estrés oxidativo en el sistema nervioso central
aumenta en el cuerpo estriado la liberacién de NO,
arginina, citrulina, dopamina y glutamato en la rata,
asi como aumento en los niveles de lipidos peroxi-
dados que se correlacionan con cambios motores y
conductuales.'®

Segun los mismos datos, se propone que el NO
participa en los mecanismos de muerte neuronal
durante la isquemia y se ha conjeturado que podria
estar implicado en la neurodegeneracién que se pre-
senta en algunas enfermedades como la enfermedad
de Parkinson, la demencia senil, enfermedad de Al-
zheimer, Huntington y la esclerosis lateral amiotro-
fica. A pesar de que se ha descrito al NO como neu-
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roprotector, existen condiciones en las que partici-
pa como neurotéxico, las cuales han sido asociadas
a la generacién del anién peroxinitrito,!? ya que se
ha observado que las ratas knock outs de nNOS
(ratas que no tienen este gen) muestran mayor agre-
sividad, el objetivo de este trabajo fue inmunolocali-
zar la expresiéon de nNOS para identificar neuronas
y vias nitrérgicas en cortes de cerebro de rata nor-
males.

MATERIAL Y METODOS

Inmunohistoquimica

Para este estudio se utilizaron cuatro ratas Wis-
tar macho de 10 semanas (250 gramos), se sacrifi-
caron por sobredosis con pentobarbital sédico 0.5
mL intraperitoneal y se perfundieron por via intra-
cardiaca con etanol absoluto. Por diseccién, se ex-
trajo el cerebro que se fijé por inmersién con etanol
absoluto durante 48 horas y después se incluyé en
parafina. Se realizaron cortes de 5 um de espesor
que se montaron en portaobjetos recubiertos con
Poli-L-Lisina (1:10) (Sigma-Aldrich Co. USA), los
cuales fueron desparafinados y rehidratados Declere
(Cell Marque, USA). La peroxidasa endégena se in-
hibié por incubacién con una solucién de metanol y
peroéxido de hidrégeno al 30% (34 mL de metanol
y 6 mL de H,0,), (Merck, Darmstadt, Germany) du-
rante dos horas en un vaso de Koplin. Luego de la-
var con alcohol de 96°, agua y buffer salino de fosfa-
tos (PBS) se bloquearon los sitios libres antigénicos
con suero de cabra al 3% (Santa Cruz Biotechnolo-
gy, USA) en PBS/Triton 0.3% por 30 minutos. Pos-
teriormente se decanté el exceso y se aplicé el anti-
cuerpo primario monoclonal IgG, de ratén
anti-nNOS (A-11: sc-5302 Santa Cruz Biotechnolo-
gy, USA) que corresponde a los aminoacidos 2-300
de la enzima, a una dilucién 1:50 en la solucién de
bloqueo. Se incub6 toda la noche en camara hiime-
da a 4 'C. Terminado este tiempo, las laminillas se
lavaron dos veces en agitacion de 100 rpm con PBS
y se agreg6 el anticuerpo secundario antirratén bio-
tinilado (Jackson Immunoresearch, USA) a una di-
lucién 1:500 en la solucién de bloqueo y se dejé in-
cubar por una hora a temperatura ambiente en
agitacién de 20 rpm; luego se lavaron nuevamente
dos veces en agitaciéon de 100 rpm con PBS. Des-
pués se colocaron nuevamente 30 minutos en la ca-
mara himeda en contacto con el complejo avidina-
biotina (Vectastain ABC) al 0.05% del reactivo A, y
0.05% del reactivo B (Vector Laboratories) en PBS.
La reacciéon antigeno anticuerpo fue detectada em-
pleando una solucion que contiene 40 ul de H,0, al
30% (Merck, Darmstadt, Germany), ya que es el
sustrato de la enzima peroxidasa, 1 mg del cromaoge-
no diaminobencidina (SIGMA, St. Louis, MO, USA),
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que funciona como aceptor de electrones, disueltos
en 1 mL de PBS. Después de 15 minutos de exposi-
cién a esta solucién las laminillas se lavaron con
agua corriente, se contrastaron con hematoxilina de
Harris, se deshidrataron y se montaron con resina
sintética (Zymed Laboratories, San Francisco, CA,
USA) y cubreobjetos de 25 x 25 mm del ntimero 1
(VWR International, USA). Posteriormente se obser-
varon en el invertoscopio Axiovert 200 M (Carl Zeiss
Germany), se tomaron fotografias digitales con la
axiocam HRC (Carl Zeiss Germany). Las imagenes
se capturaron y analizaron mediante el software KS-
300 versién 3.0 (Carl Zeiss Germany).'®

RESULTADOS

La expresién de la nNOS se inmunolocalizé casi
exclusivamente en el rinencéfalo (Figura 1). Las
neuronas nitrérgicas se localizaron en amigdala y
cuerpo estriado (Figura 2), mientras que las vias
nitrérgicas se encontraron de manera abundante en
los tractos olfatorios (Figura 3). No se observaron
neuronas nitrérgicas en la corteza cerebral.

DISCUSION

Taylor (1979) basandose en los descubrimientos
de Gall, describe la existencia de cuatro cerebros:

1. El cerebro antiguo o paleoencéfalo, al que deno-
mina “el jefe de maquinas”, cuya funcién es regu-
lar los latidos cardiacos, la respiracién, el tama-
no de los vasos, etc.

2. El cerebro pequeno o cerebelo, que funciona
como “el piloto automatico” y se ocupa de los ac-
tos o habilidades que, ya aprendidos, se realizan
“sin pensar”.

Figura 1. Corte coronal de cerebro de rata a nivel de hipocampo.
Fotografia de un corte coronal de cerebro de rata donde se mues-
tra la amigdala (1) y el cuerpo estriado (2), sitios anatéomicos donde
se encontré abundante localizaciéon de neuronas nitrérgicas.

Neurol Neurocir Psiquiat. 2004; 57(2): p. 73-78
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Figura 2. Inmunohistoquimica de nNOS en cortes de cerebros de
rata. Neuronas nitrérgicas. En los cuadros A y B se muestran zonas
de neuronas nitrérgicas representativas en amigdala y cuerpo es-
triado (400X). En los cuadros C y D se observan neuronas aisladas
donde se localiza el nucleo, cuerpo neuronal y axén (1000X). La
expresion de la nNOS se observa en color café y en azul el contras-
te con hematoxilina de Harris.

Figura 3. Inmunohistoquimica de nNOS en cortes de cerebros de
rata. Vias nitrérgicas. En los cuadros A y B se muestran zonas de fi-
bras nitrérgicas representativas en tractos olfatorios. A, corte longi-
tudinal y B corte transversal (400X). En el cuadro C se observa un
acercamiento de las zonas nitrérgicas en tractos respiratorios, y en
D se observa una imagen representativa del sistema limbico (rinen-
céfalo) con abundante expresién de nNOS (1000X). La expresion
de la nNOS se observa en color café y en azul el contraste con he-
matoxilina de Harris.

3 El cerebro nuevo o corteza cerebral, cuya funcién
es la de ser “el capitan”.

4 El rinencéfalo, que se relaciona con las emocio-
nes.

En ratas que no son agresivas, esta actitud pue-
de ser inducida por la extirpacién quirirgica de los
bulbos olfatorios o por lesiones electroliticas que in-
terrumpan en ambos lados el tracto olfatorio late-
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ral, asi como la comisura blanca anterior. El desa-
rrollo de este tipo de conducta agresiva en estas ra-
tas pareceria deberse a la remocién de una actividad
inhibitoria de los bulbos olfatorios sobre el ntcleo
central de la amigdala. Las ratas knock out de la
nNOS muestran una conducta agresiva. En nuestro
trabajo encontramos una expresiéon importante en
los tractos y bulbos olfatorios, amigdala y cuerpos
estriados (rinencéfalo), lo cual sugiere que las neu-
ronas nitrérgicas regulan el comportamiento agresi-
vo en ratas. Estos hallazgos podrian explicar algu-
nos de los efectos del 6xido nitrico en el sistema
nervioso central como neuromodulador de la con-
ducta.
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