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RESUMEN

Introduccidn. El 6xido nitrico (NO) se forma del ami-
noacido L-arginina por una familia de enzimas, las sinta-
sas de NO (NOSs) y desempefia muchas funciones bio-
l6gicas. EI NO se sintetiza en neuronas del sistema
nervioso central donde actia como neuromodulador en la
memoria, coordinacién entre reactividad neuronal y flujo
sanguineo y modulacién del dolor. En el sistema nervioso
periférico se libera por nervios no adrenérgicos y no coli-
nérgicos. Estos nervios median algunas formas de vaso-
dilatacion neurogénica y regulan funciones gastrointesti-
nales respiratorias y genitourinarias. Las NOSs contienen
hemo y comparten homologia con la citocromo P-450 re-
ductasa. Se conocen tres isoformas NOSs: dos constituti-
vas (neuronal y endotelial) y una inducible por LPS (nNOS,
eNOS e iNOS respectivamente).

Objetivo. Explorar la expresiéon e inmunolocalizacion
de las NOSs en cerebros aislados de ratas Wistar macho
inducida por LPS.

Metodologia. En nuestro modelo, empleamos la técni-
ca de inmunohistoquimica.

Resultados. Encontramos expresion moderada de las
NOSs en nucleos basales, mientras que en rinencéfalo y
tractos olfatorios, se encontré6 abundante expresion.
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ABSTRACT

Introduction. Nitric oxide (NO) is formed from the ami-
no acid L-arginine by a family of enzymes, the NO syntha-
ses (NOSs), and plays a role in many physiological functions.
NO is synthesized in neurons of the central nervous sys-
tem, where it acts as a neuromediator with many physiolo-
gical functions, including the formation of memory, coordi-
nation between neuronal activity and blood flow, and
modulation of pain. In the peripheral nervous system, NO
is now known to be the mediator released by a wides-
pread network of nerves, previously recognized as nona-
drenergic and noncholinergic. These nerves mediate
some forms of neurogenic vasodilation and regulate cer-
tain gastrointestinal, respiratory and genitourinary functions.
NOS is a heme-containing enzyme with a sequence simi-
larity to cytochrome P-450 reductase. Several isoforms of
NOS are now known to exist, two of which are constitutive;
neuronal and endothelial and one of which is inducible by
LPS (nNOS, eNOS and iNOS, respectively).

Objective. To explore expression and immunolocaliza-
tion of NOSs in brains isolated from male Wistar rats by
LPS.

Methodology. In our model, we used immunohistoche-
mistry technique.

Results. We found moderate expression of NOSs in
basal nuclei, while in rhinencephalo and olfactory tracts it
was abundant expression.
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INTRODUCCION

El choque séptico es la sepsis con hipotension a
pesar del adecuado aporte de fluidos. Esto incluye
trastornos de la perfusion como la acidosis lactica,
oliguria o alteracion aguda en el estado mental.® El
lipopolisacarido (LPS) o endotoxina es un constitu-
yente de la membrana externa de las bacterias
gramnegativas, las cuales son el principal agente
causal del choque séptico? (Figura 1). EI LPS puede
ser detectado en sangre en un 78% de los pacientes
con sepsis severa.® Una vez que el LPS o la bacteria
gramnegativa ingresa en la sangre después del trau-
ma, infeccién o enfermedad inducida por una trans-
locacién de la flora intestinal se dispara una casca-
da de mecanismos hostiles de defensa. Aunque es
muy benéfica en casos de infecciones localizadas,
esta respuesta puede encabezar serios efectos ad-
Versos como una gran activaciéon sistémica de leuco-
citos.? De los modelos inducidos en la actualidad, la
fisiopatologia de la infeccidon por gramnegativos es
la mejor comprendida. La fisiopatologia molecular
de la sepsis se puede dividir en tres fases: induc-
cion de la sintesis de citocinas, sintesis y secrecion
de citocinas y la fase de cascada de la sepsis.* La in-
duccion de la sintesis de citocinas implica la inte-
raccion de ciertas moléculas microbianas que, al ser
reconocidas por el hospedero, inducen la produc-
cion de mediadores que amplifican y transmiten la
sefial microbiana a otras células y tejidos.* Cuando
un individuo sufre una infeccién por gramnegativos
éste queda expuesto a los LPS fijos en la membrana
del microorganismo, pero ademas a las endotoxinas
libres presentes sobre los fragmentos de la mem-
brana bacteriana externa que comidnmente se des-
prenden durante el crecimiento y replicacién bacte-
rianos.* Los LPS libres se unen a proteinas

fijadoras de LPS y forman un complejo LPS-protei-
na fijadora de LPS. Este complejo es 1,000 veces
mas potente que los LPS solos para inducir la pro-
ducciéon de TNF en los macroéfagos. Se sabe que el
receptor de este complejo es la molécula CD14 que
se encuentra en monocitos, macréfagos y neutrofi-
los.*

La fase de sintesis y secrecion de citocinas incluye
varios pasos regulados: transcripcion, traduccién de
ARNM a proteina, procesamiento, postraduccion y
secrecion de proteinas. Cuando el complejo LPS-pro-
teina fijadora de LPS interactua in vitro con CD14, la
trascripcion del gen TNF se incrementa al triple con
el correspondiente aumento de 100 veces en las con-
centraciones de ARNm de TNF. Sin embargo, la bio-
sintesis y secrecion de TNF aumentan mas de
10,000 veces; esto se debe al incremento de la eficien-
cia de traduccion de ARNm TNF, tanto del preforma-
do como del recién transcrito.* La cascada septicémi-
ca se debe a la activacion y liberacion de un mediador
central (TNF, interleucina-1 [IL-1]), que produce se-
crecion de mediadores secundarios (IL-1, IL-6, IL-8,
PAF, prostaglandinas y leucotrienos); activacion de
neutréfilos, sistema del complemento y células endo-
teliales vasculares; sintesis de reactivos de fase agu-
da, e inicio de coagulopatia. Es probable que los LPS
y el TNF favorezcan al principio la coagulacion intra-
vascular para inducir a los monocitos sanguineos a
expresar el factor histico, al iniciar la liberacién del
inhibidor-1 del activador de plasmindgeno (PAI-1) e
inhibir la expresion de trombomodulina y activador
del plasmindgeno en las células del endotelio vascu-
lar. El desenlace fisiol6gico de esta secuencia comple-
ja corresponde al sindrome de reaccion inflamatoria
generalizada.* El 6xido nitrico (NO) se produce por
una familia de enzimas que se denominan éxido ni-
trico sintasas (NOSs).5¢
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Figura 1. A. El lipopolisacarido (LPS) o endotoxina es un constituyente de la membrana externa de las bacterias gramnegativas. B. La
toxicidad del LPS ha sido identificada en el lipido A, el LPS tiene dos grupos fosfato centrales, los cuales juegan un papel principal en la
generacion de la respuesta inflamatoria del LPS. La eliminacién quimica de uno de estos grupos fosfato resulta en la conversion del LPS
a monofosforil lipido A (MPLA) aboliendo la toxicidad del LPS. Este MPLA ha mostrado tener efectos protectores en choque séptico expe-

rimental en animales e induce tolerancia a endotoxina en humanos.
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Figura 2. Las NOSs tienen sitios de unién para
el NADPH, el FAD, el FMN, la calmodulina y
para el grupo hemo (hierro protoporfirina 1X).
En la sintesis de NO por las NOSs intervienen
cinco electrones del nitrégeno guanidino de la
L-arginina, 1.5 moles de NADPH y dos de
dioxigeno por cada mol de NO formado. Esta
reaccion necesita también H,B, FAD, FMN, io-
nes Ca?*, calmodulina y grupo hemo como co-
factores y se realiza en dos eventos de mono-
oxigenacion, en el primero se incorpora un ato-
mo de O, al substrato, mientras que otro atomo
se reduce hasta agua, para producir N-hidroxi-

Arginina
02

L-arginina (NOH-L-Arg) como producto interme-

dio. En el segundo paso, un electron de la NADPH, otro de la NOH-L-Arg y el O, en forma de dioxigeno-hierro atacan al carbono guanidi-
no de la NOH-L-Arg, facilitando la incorporacion de O, y la escision de enlace C-N, liberando un atomo de nitrégeno y formando L-citruli-
na. En esta reaccion un atomo de O, se reduce hasta agua y otro se une al nitrogeno para formar el NO.
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Figura 3. Las isoformas cNOS son dependien-
tes de Ca?" y calmodulina para producir NO y
L-citrulina, a partir de L-arginina, NADPH y oxi-
geno molecular como substratos y utilizando
1203 como cofactores los FAD y FMN. Mientras que
la NNOS es citosdlica, la isoforma eNOS esta
anclada a la membrana ya que contiene un si-
tio de miristilacién en su extremo N-terminal,

Dominio reductasa

Dominio oxigenasa

el cual facilita su anclaje a la membrana me-

diante el &cido miristico, por ello también se

le denomina isoforma particulada, aunque se ha demostrado la existencia de una eNOS citosoélica, derivada probablemente de un mis-
mo gen y cuyas diferencias s6lo subyacen a nivel postranscripcional y/o postraduccional. Estas dos localizaciones de la eNOS se debe al
ciclo que presenta con la proteina de membrana caveolina 1 (Cav 1) durante el cual la eNOS se inactiva mientras est4 anclada a la
membrana. La isoforma eNOS también esta palmitoilada de manera reversible.

Con la denominacién cNOS se identifican a su
vez dos isoformas: una denominada endotelial
(eNOS), por estar mayoritariamente presente en las
células endoteliales de la pared de los vasos y otra
constitutiva neuronal (nNOS) por encontrarse pre-
ferentemente en el cerebro, médula espinal y siste-
ma nervioso periférico. La isoforma de la NOS indu-
cida por estimulos inmunoldgicos o inflamatorios se
le conoce como iNOS.5¢

El NO es la principal molécula mensajera que re-
gula la dilatacién de los vasos sanguineos, aunque
también tiene funcién inmunitaria y de neurotrans-
mision en el cerebro y sistema nervioso periférico.
El NO es sintetizado de la arginina por medio de las
NOSs, generando citrulina como producto® (Figuras
2y 3). ElI LPS y las citocinas pueden estimular la
produccion de NO por la activacion de la sintasa de
oxido nitrico inducible (iNOS).”

A partir de la década de los noventa, los trabajos
cientificos sobre el NO en el sistema nervioso cam-
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biaron el paradigma sobre los conceptos de neuro-
transmision 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 neurotransmision del NO, ya que es
un gas inorganico distinto a los neurotransmisores
clasicos como acetilcolina, noradrenalina, dopami-
na, serotonina, histamina, melatonina, etc. que di-
funde rapidamente a través de las membranas celu-
lares y su accion sobrepasa el espacio sinaptico. Su
vida media depende del ambiente quimico y oscila
de entre unos segundos en sangre hasta algunos mi-
nutos en tejidos normales.®

Aunque el NO puede tener diversos origenes en el
cerebro, ya que puede provenir de las células endote-
liales de los capilares cerebrales (eNOS), de la micro-
glia por inmunoestimulacion (iNOS). EI NO en el sis-
tema nervioso se produce principalmente por la
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nNOS, que puede detectarse mediante técnicas de in-
munolocalizacién. Se encuentra aproximadamente en
2% de las neuronas, tanto las interneuronas cortas
como neuronas de vias largas, de casi todas las areas
cerebrales, con concentraciones especiales en cerebe-
lo e hipocampo, nucleos basales y tractos olfatorios.
En la corteza cerebral en la banda diagonal del area
de Broca representa 2% y en el cuerpo estriado es de
5 a 10%. Existe en los cuerpos celulares y dendritas,
asi como en las terminaciones axoénicas, lo que sugie-
re que el NO no se almacena sino que se libera conti-
nuamente. La nNOS depende de la calmodulina y se
activa por el incremento en la concentracion intrace-
lular de calcio; este aumento puede producirse por la
conduccion del potencial de accién y por la union del
neurotransmisor a su receptor. Muchos estudios
han demostrado que la produccién del NO aumenta
por la activacion de las vias sinapticas u otras situa-
ciones, como la isquemia cerebral.?

Existen evidencias de que el NO desempefia un
papel en la potenciacion (PLP) y depresién (DLP), ya
que ambos fendmenos 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 SNC aumenta en el cuer-
po estriado la liberacién de NO, arginina, citrulina,
dopamina y glutamato en la rata, asi como aumento
en los niveles de lipidos peroxidados que se correla-
cionan con cambios motores y conductuales.®

Se cree que el NO participa en los mecanismos
de muerte neuronal durante la isquemia y se ha es-
peculado que podria estar implicado en la neurode-
generacion que se presenta en algunas enfermeda-
des como la enfermedad de Parkinson, la demencia
senil, enfermedad de Alzheimer, Huntington y la es-
clerosis lateral amiotroéfica. A pesar de que se ha
descrito al NO como neuroprotector, existen condi-
ciones en las que participa como neurotoxico, las
cuales han sido asociadas a la generacién del anién
peroxinitrito.® La mayoria de los estudios conduci-
dos a combatir el choque séptico se han enfocado en
la eliminacién o neutralizacién de la produccién ex-
cesiva de mediadores inflamatorios tales como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), IL-1, IL-6
pero no se ha mapeado la expresion de las NOSs, en
cerebro ante una situacion de choque séptico indu-
cida por LPS.

MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental
Adquirimos 20 ratas Wistar machos, sanas de
ocho semanas de edad de entre 200 y 250 g de peso,
de Harlan, México para realizar el presente trabajo de
investigacion.
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Se disefié un modelo piloto para explorar la expre-
sion de las NOSs en un lapso de 24 hrs, con lo cual
determinamos que a las 6 hrs se encontro la expre-
sién méxima de estas enzimas. Las ratas fueron ali-
mentadas con Purina chow y agua ad libitum, las cua-
les se mantuvieron en el bioterio de la Escuela Médico
Militar, Universidad del Ejército y Fuerza Aérea, con
ciclos luz-oscuridad 12 x 12 horas.%1? Se formaron
dos grupos de 10 ratas cada uno. Al primer grupo ex-
perimental (A) se le administré LPS de E. coli (Sigma)
diluido con solucién salina isotonica al 0.9%, via in-
traperitoneal (LPS-SS). Al grupo control sélo se le ino-
culd solucién salina isotonica al 0.9% via intraperito-
neal. Al finalizar el tiempo del experimento, se
sacrifico a los animales mediante sobredosis de pento-
barbital intraperitoneal'*!® y se extrajeron los cere-
bros para fijacién con etanol absoluto e inclusion en
parafina®*® en donde se realizaron tinciones con he-
matoxilina y con el acido peryédico de Schiff (PAS)
para la tincion de polisacaridos.*°

Estudio histoldgico e inmunohistoquimico

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital s6-
dico 45mg/Kg intraperitoneal y se perfundieron por
via intracardiaca e intratraqueal en etanol absoluto.
Por diseccidn, se extrajeron los cerebros que se fija-
ron por inmersion con etanol absoluto durante 48
horas y después se incluyeron en parafina. Se reali-
zaron cortes de 3 m de espesor que se montaron
en portaobjetos recubiertos con Poli-L-Lisina (1:10)
(Sigma-Aldrich Co. USA), los cuales fueron despa-
rafinados y rehidratados con Declere®, (Cell Mar-
que, USA). La peroxidasa enddgena se inhibié por
incubacién con una solucidon de metanol y peréxido
de hidrégeno al 30% (34 mL de metanol y 6 mL de
H,O,) (Merck, Darmstadt, Germany), durante dos
horas en un vaso de Coplin. Luego de lavar con alco-
hol de 96°, agua y buffer salino de fosfatos (PBS) se
bloquearon los sitios libres antigénicos con suero de
cabra al 3% (Santa Cruz Biotechnology, USA) en
PBS/Triton 0.3% por 30 minutos. Posteriormente
se decanto el exceso y se aplicaron los anticuerpos
primarios: inmunoglobulina G, monoclonal (IgG,)
de raton anti-nNOS (A-11: sc-5302 Santa Cruz Bio-
technology, USA) que reconoce a los aa 2-300 de la
enzima, a una dilucién 1:25 en la soluciéon de blo-
queo; IgG, monoclonal de raton anti-iNOS (C-11: sc-
7271 Santa Cruz Biotechnology, USA) que reconoce
el extremo carboxilo terminal de la enzima, a una di-
lucién 1:25 en la solucion de bloqueo; 1gG policlonal
de conejo anti-eNOS (C-20: sc-654 Santa Cruz Bio-
technology, USA) que reconoce la regién carboxilo
terminal de la enzima, a una dilucién 1:100 en la
solucion de bloqueo y el anticuerpo IgG purificado
de conejo anti-NT (Upstate Biotechnology, Lake Pla-
cid, NY, USA) a una dilucién 1:100 en la solucién
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de bloqueo. Se incubo6 toda la noche en camara hu-
meda a 4 °C. Terminado este tiempo, las laminillas
se lavaron dos veces en agitacion de 100 revolucio-
nes por minuto (rpm) con PBS y se agregaron los
anticuerpos secundarios: anti-ratén (para nNOS e
iNOS) biotinilado (Jackson Immunoresearch, USA)
a una dilucién 1:500 y anti-conejo (para eNOS y NT)
biotinilado (Jackson Immunoresearch, USA) a una
dilucién 1:100 en la solucion de bloqueo y se deja-
ron incubar por una hora a temperatura ambiente
en agitacion de 20 rpm; luego se lavé dos veces en
agitacion de 100 rpm con PBS. Las preparaciones
se colocaron 30 minutos en la cAmara humeda en
contacto con el complejo avidina-biotina (VECTAS-
TAIN ABC®) al 0.05% del reactivo A, y 0.05% del
reactivo B (Vector Laboratories, Burlingame, Califor-
nia, USA) en PBS. La reaccién antigeno anticuerpo
fue detectada empleando una solucién que contiene
40 L de H,0O, al 30%, (Merck, Darmstadt, Ger-
many), ya que es el sustrato de la enzima peroxida-
sa, 1 mg del cromdgeno diaminobencidina (SIGMA,
St. Louis, MO, USA) (que funciona como aceptor
de electrones), disueltos en 1 mL de PBS. Después de
15 minutos de exposicién a esta solucion las lami-
nillas 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 nimero 1 (VWR International, USA). Poste-
riormente, se observaron en el invertoscopio Axio-
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Figura 4. A. Representa la expre-
sion de nNOS inducida por LPS
en cerebro: se observa una expre-
sion nitida de tres neuronas. B. Re-
presenta la expresion de nNOS en
rinencéfalo: se observa un aumen-
to en la expresiéon con numerosas
neuronas nitrérgicas. IHC para
nNOS 200X.

Figura 5. Representan de la ex-
presion de iNOS inducida por LPS
en el cerebro. Se observan algu-
nas microglias en color café positi-
vas para esta enzima. IHC para
iNOS 200X.

vert 200 M y se tomaron fotografias digitales con la
Axiocam HRC (Carl Zeiss, Germany). Las imagenes
se capturaron y analizaron mediante el software KS-
300 version 3.0 (Carl Zeiss, Germany).

RESULTADOS

Encontramos expresiéon de todas las NOSs en
los cortes histolégicos de cerebro de ratas tratadas
con LPS. Se tomaron dos fotografias representativas
de cada enzima, las cuales se muestran en las figu-
ras 4-6.

En esta investigacion se encontrd que la nNOS se
expresa de manera constitutiva en cerebro, como
se muestra en la figura 4, en donde se observa la ex-
presion e inmunolocalizacion de nNOS, las neuro-
nas nitrérgicas se observan en color café.

También encontramos que la iINOS no se expreso
tanto de forma constitutiva como inducible (Figura. 5).
La eNOS se expres6 de manera constitutiva en endote-
lio vascular y en el epitelio de los plexos coroi-
deos como se muestra en la figura 6. También de-
tectamos expresion e inmunolocalizacién de eNOS
en somas neuronales grandes como se muestra en
la figura 6.

En concordancia con un estudio previo,® la expre-
sion de la nNOS se inmunolocaliz6 casi exclusiva-
mente en el rinencéfalo (Figura 4). Las neuronas ni-
trérgicas se localizaron en amigdala y cuerpo
estriado, mientras que las vias nitrérgicas se encon-
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traron de manera abundante en los tractos olfato-
rios. No se observaron neuronas nitrérgicas en la
corteza cerebral.

DISCUSION

La inoculaciéon de LPS intraperitoneal reprodujo
algunos de los efectos del choque séptico al dismi-
nuir la presion arterial y la temperatura, asi como
aumentar la frecuencia respiratoria. En otros mode-
los la expresion del mMRNA de iNOS fue detectada a
las 2 horas, con una expresién maxima a las 6 ho-
ras, con un decaimiento de sus niveles a las 12
horas hasta llegar a niveles dificilmente detectables
a las 24 horas.?*

En modelos experimentales la induccidn de cho-
que séptico por LPS provoca una expresién aumen-
tada de iNOS en diversos tejidos y existen muchas
hipétesis sobre el mecanismo por medio del cual se
lleva a cabo.?* En nuestro estudio pudimos reprodu-
cir este modelo al observar el aumento de la iINOS
en cerebro. Por otro lado, existen reportes de que la
administracion de monofosforil lipido A aumenta
la resistencia del hospedero a la infeccién mediante
el mejoramiento en la resistencia inespecifica mas
que en accion directa sobre el agente infeccioso.”

Al NO se le consider6 como la molécula del afio
199222 y posteriormente fue el motivo del otorga-
miento del premio Ndébel a Robert F. Furchgott, Lo-
uis Ignarro y Ferid Murad en el afio 1998.22 Las
NOSs son enzimas que se encuentran en todos los
mamiferos; sin embargo, a pesar de que la homolo-
gia entre las isoformas equivalentes de las NOSs es
de 90% entre estas especies, la homologia intraespe-
cie entre las diversas isoformas de NOS es del 53%.
La gran diversidad entre los genes de las NOS se
debe a que los genes de las NOSs evolucionaron de
genes preexistentes por duplicacion, reorganizacion,
fusion o debido a polimorfismos alélicos.??. Las
NOSs son muy ubicuas y se expresan en casi todas
las células del organismo,?? su actividad enzimatica
se regula por fosforilacidon?? y se incrementa por el
cofactor H,B.??

6

Figura 6. A. Representa la expre-
sion de eNOS en epitelio de los
plexos coroideos: se observa una
expresion basal epitelial en color

café. B. Representa la expresién
de eNOS en somas neuronales
grandes. IHC para eNOS 200X.

El incremento del Ca?* intracelular, ademas de
activar a las cNOS, a las fosfolipasas y a las endo-
nucleasas, también estimula a las proteasas tipo
caspasas que ejecutan la apoptosis.?? De forma in-
teresante, el NO a través de la mitocondria, regula la
homeostasis del Ca?* del reticulo endoplasmico liso
(REL).22 La nNOS se purificé en el cerebelo ratay se
clond del cerebro de rata y humano, es un homodi-
mero soluble de 155 kDa que muestra homologia
con la citocromo P450 reductasa?? y con la NADPH
diaforasa.?? En esta investigacion se demostré que
la NNOS es la isoforma que tiene la expresién mas
estable de manera constitutiva en las neuronas, a
diferencia de la eNOS cuya expresion predomina en
el epitelio de los plexos coroideos y en endotelio.

Las ratas, bovinos y humanos compartimos
39% de los 1,114 aminoacidos de la iNOS murina,
esta isoforma inducible se detect6 por primera vez
en macrofagos activados de ratdn, tiene una confor-
macién dimérica y masa molecular de 135 kDa y
su expresion es dependiente de LPS y citocinas
tipo Thl. Esta enzima casi no es dependiente
de Ca?* para la sintesis de NO, ya que el complejo de
Ca?*/calmodulina se encuentra unida a la enzima.??
Se ha demostrado que si se inhibe la iINOS, mejora
el cuadro de choque séptico y de inflamaciones cro-
nicas.?? En concordancia con reportes previos,? no-
sotros encontramos que la iNOS es la isoforma
que se expresa de forma predominante en micro-
glia. Las NOSs transforman el aminoacido L-argini-
na en L-citrulina, para producir equimolarmente
NO. Aunque la sintesis de NO desde la L-arginina
esta bien demostrada, aun existe la duda de que la
molécula efectora sea un precursor de NO, el NO o
un complejo intermediario que contiene NO, ya que
el factor relajante derivado del endotelio (EDRF) de
la arteria femoral del perro se ha identificado como
un precursor del NO. En este contexto, se ha pos-
tulado que el EDRF puede de ser un nitrosotiol
como el S-nitroso-L-cisteina que contiene NO y que
actlua como un vasodilatador mas potente que el
NO mismo. También se cree que el EDRF puede
ser un complejo nitrosil-hierro con grupos tioles y
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con cisteina.?? Sin embargo, esta bien demostrado
que las NOSs por medio de la produccién de NO
incrementan la actividad de la guanilatociclasa so-
luble (sGC).22

El NO es un neurotransmisor gaseoso de vida
media corta (5-10 seg), que actia como segundo
mensajero y que difunde intercelularmente sin re-
querir transportadores. Este gas participa en diver-
S0s procesos biolégicos como en la regulacion de la
expresion génica, en el metabolismo del hierro, en el
control del ciclo celular, en la glicolisis y transporte
de electrones mitocondriales, en la acilacién de pro-
teinas, en la sintesis de desoxinucleétidos, en la ad-
herencia plaquetaria y leucocitaria, en la produccion
de linfocitos T, de queratinocitos y células tumora-
les, en la liberacién de hormonas pituitarias, en la
regulacién del tono bronquial y de los esfinteres, en
la regulacion del peristaltismo del tubo digestivo y
en la contraccién del Utero.??2 También regula la fi-
siologia cardiaca, pulmonar y la ereccion del pene,
ademas de participar en la tolerancia a los opioides.
El efecto fisioldgico del NO se debe a que estimula la
sGC para catalizar la sintesis del GMPc y con ello
inducir la relajacion muscular y la vasodilatacion,
regulando el flujo y la presion sanguinea.?? Debido a
que el NO es lipofilico, es moderadamente soluble
en el agua, con una concentracidon en una solucion
saturada (1 atmosfera) de 1.8 mM a 25 °C. Difunde
de manera bidireccional en el plasmalema, el cual es
utilizado como reservorio. La constante de difusién
del NO en agua es de 2-4 x 10° cm?/s, y se incre-
menta con la temperatura. En el organismo en ho-
meostasis a 37 °C, la constante de difusion del NO
es de 3.3 x 10°° cm?/s. De los 11 electrones de valen-
cia del NO uno no esta apareado, este electréon se
puede estabilizar con el O,, O, peroxidos y puede
formar complejos con metales.?? La interaccion del
NO con otras moléculas se incrementa de forma pa-
ralela a la induccién de la expresion de la iNOS, que
al producir cantidades superioresal M de NO re-
basa las concentraciones fisiolégicas en las células y
produce nitrosilacion, desaminacion del ADN vy ni-
tracidon de proteinas.?? Estos reportes concuerdan
con nuestros resultados, donde observamos de for-
ma paralela el incremento en la expresiéon de la
iNOS inducida por LPS.

El NO tiene actividad antioxidante intrinseca al
reaccionar con el ONOO" y con los radicales alcoxil y
peroxil, originando nitrito-, nitro-, nitroso-peroxo-
lipidos y lipidos nitrados como productos.?? Mu-
chas proteinas como la hemoglobina, la mioglobina,
la citocromo oxidasa, las peroxidasas, las desoxige-
nasas, las mioglobinas y los citocromos P450 se
unen al NO por la similitud de esta molécula con el
dioxigeno. Los grupos nitrosilos pueden liberar NO
0 aniones nitroxil (NO-) o actuar como agentes ni-
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trosantes a través de la donacion de NO* en condi-
ciones bioldgicas.®

Las consecuencias de la formacion de NO depen-
den de las especies de éxidos de nitrégeno que se
formen, de sus relativas velocidades de formacion,
de la naturaleza de los blancos disponibles en vecin-
dad y de la rapidez con que reaccionan con estas es-
pecies. La distancia de difusion del NO en un medio
proteico es de 10 m.?2 Cuantitativamente, la reac-
cién mas importante del NO en los mamiferos es la
reaccion con la oxihemoglobina. Esta reaccién es
una transferencia de O, mas un electron al NO, for-
mando el anidn nitrato y la metahemoglobina.

Aunque la nitracién de proteinas se interpreta
como indice de la produccidn de peroxinitrito, tam-
bién puede ocurrir por la formacion de NO,, nitritos
acidos o nitrilcloruro (NOCI) debido a la accién de
la mieloperoxidasa (MPO) en procesos inflamato-
rios.?? Sin embargo, se requieren grandes cantida-
des de estos compuestos para formar NT. Por otra
parte, los antioxidantes enddgenos previenen eficaz-
mente la nitracion por NO,, nitritos acidos o cloru-
ro de nitrilo; pero sélo parcialmente la nitracién por
ONOO:", ya que una sola molécula de este radical,
puede ceder los dos electrones necesarios para la
oxidacion de la tirosina. Por esta razén, la deteccion
de NT se utiliza como marcador de la produccién de
ONOO.22

Las células tienen sistemas enzimaticos antioxi-
dantes que inactivan a las ERO, ERN.2® Entre estos
sistemas de defensa antiestrés oxidativo, se encuen-
tran las enzimas SOD, GSP, GST, GOR y catala-
sa.?® Los genes que codifican y regulan la expresién
de estas enzimas, asi como los que modifican su
funcién, se conocen como gerontogenes por la rela-
cién que guardan con el proceso de envejecimiento.??
Los animales mas longevos dentro de su especie,
presentan isoformas muy eficaces de enzimas an-
tioxidantes y detoxificantes y ciertas afecciones aso-
ciadas a envejecimiento precoz presentan déficit de
estas enzimas.?? Se ha demostrado que los antioxi-
dantes pueden modular la expresion génica e indu-
cen la expresidn de las enzimas quimoprotectoras
GST y NAD(P)H: quinona reductasa. Los antioxi-
dantes fendélicos pueden inhibir la expresion de ge-
nes involucrados en procesos inflamatorios como
moléculas de adhesidn celular vascular y moléculas
de adhesion intercelular.?

Esta bien demostrado que la expresion de iNOS
se incrementa con estimulos inflamatorios e infeccio-
s0s como se observé en esta investigacion, debido a
la activacion del factor de transcripcion NF-xB.22 Las
NOSs se pueden comportar como constitutivas o in-
ducibles dependiendo del tejido donde se expresan.
La hipoxia severa en ratas induce la expresion de las
tres isoenzimas y el PIV estimula la expresion de
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nNOS en ratas, mientras que la deprivacion de oxige-
no y glucosa la regulan negativamente.?? La iNOS,
ademas de que se induce por LPS y citocinas como
interferon gama (INFy), FNTao e IL-1, esti presente
constitutivamente en el epitelio bronquial, rifién y al-
gunos tejidos fetales.?? La eNOS se regula constituti-
vamente en endotelio por la tension que ejerce el flujo
sanguineo sobre la pared vascular (tension de fric-
cion o “shear stress”), pero puede inducirse durante
el ejercicio crénico o el embarazo. Se ha postulado la
existencia de otra isoenzima, la mtNOS. En realidad
no se sabe si esta enzima es producto de un gen inde-
pendiente o si es el resultado de cambios postraduc-
cionales de la nNOS translocada a mitocondria; aun-
que también se han encontrado eNOS e iNOS dentro
de la mitocondria, ademas de otra isoforma aparen-
temente diferente de las tres descritas.?? A nivel
transcripcional, las NOSs tienen la secuencia consen-
s0 5’GGGACTTTCC-3', que sirve como sitio de unién
al factor de transcripcion NF-xB. La activacion de
este factor ocurre en respuesta a gran variedad de es-
timulos como estrés oxidativo, LPS, factores de creci-
miento, citocinas, linfocinas, radiacion ultravioleta
(UV), etc.?22 La nNOS, tiene un control en su expre-
sion muy complejo, con nueve primeros exones inter-
cambiables, también se ha demostrado que la endo-
toxina reduce su expresion y la inhibicion de nNOS
con 7-nitroindazole, incrementa la expresion de la
iNOS.22 La disminucion de la eNOS e incremento de
la iINOS vascular fue detectada en un modelo de LPS
en ratas de forma similar a lo que reportamos en un
estudio previo.*!
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