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Resumen

El 6xido nitrico (NO) es una molécula Unica, con las caracteristicas de neurotransmisor y con mdltiples
funciones en el organismo. Se dntetiza a partir de la L-arginina, originandose adicionalmente una
molécula de L-citrulina, mediante una reaccidn catalizada por la sintasa del NO (NOS), de la cual se
conocen 3 isoformas: dos constitutivas (cNOS) y una inducible (iNOS). La produccion de iINOS es
regulada transcripcionalmente mientras que la forma cNOS es regulada en relacién con su actividad. Por
su naturaleza gaseosa, el NO difunde rapidamente (no se almacena); su vida media es extremadamente
corta, por lo cual su cuantificacion directa es dificil.

El NO media efectos fisioldgicos cuando es producido en bajas cantidades. Sin embargo, también esta
involucrado en actividades de citotoxicidad, cuando se genera en grandes cantidades. Estos aspectos
son revisados y discutidos en el presente articulo, junto con el aporte original de nuestro grupo. S
incluyen estudios del NO y su papel fisioldgico en la regulacién de la presién arterial, en la diabetes
mellitus tipo 1 y en el ejercicio fisico en pacientes.También se discute su rol en la fisiopatologia de la
inflamacion neurogénica inducida por citotdxicos, en animales de experimentacion.
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Abstract

Nitric oxide (NO) is a uniqgue molecule, with neurotransmitter properties and with many and important
functions in the organism. It is synthesized from L-arginina, producing also a molecule of L-citrulina, in a
reaction catalyzed by nitric oxide sinthase (NOS), of which there are 3 known isoenzimes: two
constitutives (cNOS) and one inducible (iNOS). The production of the INOS is regulated by their
expression in the cells, whereas the cNOS is regulated by its activity. As a consequence of its gaseous
nature, NO diffuses rapidly (it is not stored); t has very short haltlife and for this reason its direct
quantification is very difficult.

NO is involved in many physiological effects when it is produced in low quantities; also, when is generated
in high concentration, it plays an important role in citotoxicity and inflammation. These aspects are

reviewed and discussed in this article, along with original contribution of our group, including studies about
the role of NO in blood pressure control, diabetes mellitus and neurogenic inflammation.

Key words
Nitric oxide, endothelium, diabetes, neurogenic inflammation.



Introduccion

El Oxido Nitrico

Hace apenas 20 afos hubiera sido dificil aceptar la hipotesis de que un gas toxico ejerciera importantes
funciones como mediador del metabolismo celular. Sin embargo, en la actualidad dicho concepto es una
realidad, y el 6xido nitrico (NO) se ha convertido en el protagonista de un area de creciente interés para
fisidlogos, farmacélogos y neuroquimicos, entre otros, generandose solo en el afio 2002, unas 9000
publicaciones cientificas. EIl NO es una molécula Unica, con las caracteristicas propias de un
neurotransmisor; tiene actividad vasodilatadora, estimulante de la sintesis de musculo liso vascular,
antiagregante plaquetario, y esta involucrado en la génesis de enfermedades como hipertension, shock
séptico, inflamacién y demencia, entre otras (Vallance y Collier, 1994; Court y col., 2002).

Aunque el impacto sobre el conocimiento de la naturaleza y las propiedades del NO ha avanzado
aceleradamente en las Gltimas década, el inicio real de la historia se remonta al siglo anterior, cuando
compuestos como la nitroglicerina eran utilizados para el tratamiento de la angina de pecho. Aunque los
cientificos del siglo XIX sabian que la nitroglicerina era un explosivo potente, desconocian por completo
lo que la convertia en un tratamiento eficaz para la angina; se aceptaba que de alguna forma, relajaba al
musculo liso vascular, permitiendo que los vasos se dilataran y pudiera llegar un mayor flujo de sangre al
corazon.

Pasaron mas de 100 afios y una apasionante serie de experimentos se inicia simultineamente en varios
laboratorios. En 1980, Furchgott y Zawadzki descubrieron que el endotelio desempefia un papel crucial
en la respuesta vasodilatadora producida por acetilcolina (ACh), demostrando que la misma no actia
directamente, sino que promueve la liberacion de otra sustancia, denominada por ellos como "factor
relajador derivado de endotelio” o FRDE (Fig.1). Aunque Furchgott sabia que el FRDE existia, no pudo
aislarlo ni identificarlo. El descubrimiento del FRDE hizo que las investigaciones aumentaran
subitamente, con la contribuciéon de numerosos grupos en todo el mundo trabajando en la bisqueda de la
identidad de este factor.

Los experimentos decisivos que permitieron identificar al FRDE como NO fueron llevados a cabo de
forma independiente por Ignarro, en la Universidad de Los Angeles, por Furchgott en la Universidad del
Estado de Nueva York y por Salvador Moncada en los Laboratorios Wellcome Research, en Inglaterra.
Los tres investigadores descubrieron que tanto el NO como el FRDE compartian caracteristicas comunes
gue apuntaban a una Unica identidad. En una conferencia cientifica, en julio de 1986, Ignarro y Furchgott
presentaron de forma independiente sus resultados ante una audiencia escéptica, publicandolos
posteriormente también por separado (Ignarro y col., 1987; Furchgott y col., 1987). Pocos meses
después, Moncada zanjo la discusion con un importante articulo al que se ha hecho referencia
frecuentemente, pues en el mismo se demostré claramente que el NO era producido por células
endoteliales y que era sin dudas el FRDE (Palmer y col., 1987). En un comentario adjunto al articulo de
Moncada se describian estos hallazgos como "la culminacion de una de las sagas mas interesantes en la
fisiologia y farmacologia vascular".

Esta serie de resultados fue recibida con sorpresa en el campo biomédico, ya que era dificil de aceptar
que un gas toxico tuviera funciones regulatorias tan importantes; adicionalmente, en células de
mamiferos no se conocia ninguna via bioquimica que resultara en la produccion de NO. Sin embargo, las



evidencias experimentales fueron aclarando la situacién; para entender completamente cémo funcionaba
el sistema, los cientificos aln tenian que demostrar la ruta de sintesis. La respuesta llegé al poco tiempo,
con experimentos realizados por Moncada y su grupo, en células endoteliales vasculares, donde se
demostr6 que el amino&cido L-arginina es el precursor de la sintesis del NO (Moncada y col., 1989).

Sintesis del Oxido Nitrico

Como ya se dijo, y debido a su naturaleza gaseosa, el NO tiene propiedades diferentes a las de cualquier
otro neurotransmisor; esta entidad quimica no puede ser almacenada en el interior de vesiculas para ser
posteriormente exocitada. En consecuencia, cuando una célula produce NO, éste escapa a través de la
membrana celular difundiendo a las proximidades. Esa misma propiedad de atravesar las membranas
permite al NO afectar a otras células sin necesidad de receptores en la superficie. Se trata por tanto de
una molécula-sefal que puede ser liberada desde cualquier parte de la neurona (donde se encuentre la
enzima de sintesis) y actuar sobre la misma célula que la produce o cualquier célula en las proximidades,
que pueda responder a ella.

En la Figura 2 se muestra un esquema de la sintesis de NO. En dicha reacciéon una molécula de L
arginina es transportada al interior de la célula endotelial por un transportador especifico, generandose
una molécula de L-citrulina y una molécula de NO; todo esto es catalizado por la enzima sintasa del NO
(NOS) (Schmidt y col, 1988). Para la sintesis del NO, ademas del sustrato L-arginina, se requiere de la
presencia de calmodulina y de 4 cofactores: mononucle6tido de flavina (FMN), dinucledtido de flavin
adenina (FAD), tetrahidrobiopterina (THB) y dinucleotido fosfato de nicotinamida adenina (NADPH). Esta
reaccion puede ser inhibida por derivados estructurales de la L-arginina, como la N-mono-metil-L-arginina
(L-NMMA) y el metilester de N-nitro-L-arginina (L-NAME), entre otros.

El NO, a temperatura y presion atmosférica ambiente es un gas; y actda como un soluto no-cargado en la
mayoria de los procesos bioldgicos (Yun y col., 1996). Al tener un electron desapareado, se comporta
como un radical libre y en consecuencia es muy reactivo; debido a esto tiene una vida media de
segundos, y es capaz de combinarse con rapidez a otros radicales libres. Una vez liberado y ejercer sus
efectos, se descompone para producir dos metabolitos estables, los radicales nitrito y nitrato, en una
reaccion que puede ser catalizada por metales de transicion, incluyendo al hierro (Fig.3).

Sintasas del Oxido Nitrico (NOS)

Debido a las caracteristicas del NO, esta molécula no puede ser almacenada; debido a esto, la
regulacion de la enzima que cataliza su sintesis es muy importante; de hecho, la sintasa del NO (NOS)
esta regulada mas estrechamente que cualquier otra enzima en la via de sintesis de neurotransmisores.

Hasta el momento, han sido identificadas tres isozimas de la NOS, constituidas por subunidades
homodiméricas con pesos moleculares entre 125 y 155 Kda Knowles y Moncada, 1994). Las tres
isoformas estan codificadas en tres genes, localizados en tres cromosomas diferentes. La nomenclatura
de las NOS se ha prestado a confusidn; actualmente se utiliza la aceptada por la Unién Internacional de
Farmacoélogos (IUPHAR, en inglés) (Moncada y col, 1997), la cual se resume en la Tabla 1.

Las 3 isoformas reconocidas son:
1. Dos isoformas constitutivas (cNOS) ambas dependientes de calcio: la isoforma endotelial
(eNOS), también conocida como tipo Il (NOS3) y la isoforma neuronal (nNOS), también
denominada tipo | (NOS1). Dichas isoformas median la produccién de NO en cantidades bajas y



fisioldgicas, para actuar como sefializador molecular (Moncada y col., 1997).

2. Una forma inducible (iNOS), independiente de calcio, también denominada de tipo Il (NOS2),
cuya expresion puede ser inducida en diferentes tipos de células, tales como macréfagos,
hepatocitos, neutréfilos, misculo liso y endotelio; dicha induccién se produce como respuesta a
diferentes estimulos inmunolégicos tales como: el interferén gamma (IFN-?), el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-? ) y el lipopolisacarido bacteriano (LPS). Esta isoforma cataliza la produccion
de gran cantidad ¢ NO, que puede ser toxico en ciertas circunstancias o para ciertos grupos
celulares (Moncada y col., 1997).

Las tres isoformas de la NOS contienen un dominio carboxi-terminal homologo al citocromo P450, con
una flavina como grupo prostético, y un dominio amino terminal con un grupo heme como grupo
prostético. Estos dominios terminales estan conectados por un tercer dominio, que es afin a calmodulina.
La union de la calmodulina a la NOS parece ser el "interruptor molecular" que permite el flujo de
electrones desde el dominio reductasa hacia el grupo heme, permitiendo la transformacion del O, y L-
arginina en NO y L-citrulina (Kelly y col., 1996). Las isoformas constitutivas NOS1 (nNOS) y en la NOS3
(eNOS) se encuentran inactivas hasta que aumenta el calcio ntracelular. Por ejemplo, en las células
endoteliales, la ACh, la bradiquinina, el ADP o el estrés de roce son capaces de iniciar la sefial que
incrementa el calcio celular, el cual regula la unién de calmodulina a su dominio, iniciando la sintesis de
NO. Cuando la calmodulina se une a la enzima, los electrones donados por el NAPDH fluyen desde el
dominio reductasa hacia el dominio oxigenasa y son aceptados por el citocromo C y otros aceptores de
electrones.

En contraste, en la isoforma inducible (NOS2, o independiente de calcio), la calmodulina permanece
fuertemente unida, aln a bajas concentraciones de calcio, actuando esencialmente como una subunidad
mas (Kelly y col., 1996). En este caso, los electrones donados por el NADPH son transportados por el
FAD y por FMN hacia el grupo heme. En estas condiciones, la iINOS cataliza la produccion de una mezcla
de aniones superéxido (O,) y de NO en altas cantidades, produciendo peroxinitritos (ONOQ’), con
capacidad para producir citotoxicidad. En ausencia de THB, la NOS genera HO,, O,  y NO (Ferrer y col.,
1998; Moncada y col., 1997)

Se ha demostrado que la NOS de macréfagos es inducible. Los macréfagos no estimulados no tienen la
enzima, pero la activacion de la célula se acompafia de la aparicion irreversible de la enzima iINOS. Es
decir, la produccion de la iINOS es regulada transcripcionalmente (presencia o ausencia); mientras que la
forma cNOS (presente, por ejemplo en endotelio vascular) es regulada en relacion con su actividad
(siempre esta presente, pero puede estar mas 0 menos activa). Este programa de activacion es el mas
importante, pero no es el Unico. Se sabe que las células musculares lisas también contienen pequefias
cantidades de iNOS. La activacion cronica de las células endoteliales puede incrementar la sintesis de
dicha isoforma e incrementar la sintesis total de NO (Gosgnach y col, 1999). Por ejemplo, este evento
puede ocurrir durante el entrenamiento fisico crénico, donde el flujo sanguineo elevado es un estimulo
frecuente que favorece la expresion de la cNOS endotelial.

La enzima constitutiva endotelial (eNOS) tiene un sitio de miristilacién, capaz de unirse a un acido graso.
Esto le permite asociarse a la membrana lipidica de las células, a diferencia de las otras isoformas, que
no tienen este brazo lipidico, y en consecuencia, son hidrosolubles y se encuentran libres en el
citoplasma. Se cree que la asociacion de la eNOS a la membrana facilita que el NO formado esté mas



cercano al exterior celular y en consecuencia difunda més rapidamente hacia la sngre y hacia el
musculo liso adyacente (Gosgnach y col., 1999).

El NO sintetizado por la via constitutiva ejerce sus diferentes efectos mediante su interacciéon con el
centro heme de la guanilato ciclasa soluble; esta activacidn induce un incremento del GMPc (Fig.4). La
isoforma inducible de la NOS esta ausente de macréfagos y hepatocitos, pero cuando estas células son
activadas por citocinas, la INOS se expresa, produciendo grandes cantidades de NO que forma entidades
muy reactivas y capaces de inactiva r enzimas que contienen metales de transicién, como ciertas enzimas
mitocondriales (Vallance y Collier, 1994). Actualmente la INOS es considerada como parte del sistema
inmune (Hibbs, 1991).

Blancos moleculares del Oxido Nitrico

Como ya fue mencionado, el NO tiene muchos "blancos moleculares" o sitios de unién. Es capaz de
ligarse covalentemente al grupo heme de diversas proteinas; interactla con radicales libres para formar
peroxinitritos; interactla con atomos de hierro o de cobre, presentes en enzimas; se une a grupos tioles
libres de varias proteinas y asi puede ser transportado. De todos esos sitios potenciales de union del NO,
el mas importante en el sistema cardiovascular es el grupo heme de la guanilato ciclasa soluble. Dicha
unién causa un desplazamiento alostérico de grupos histidina y un cambio conformacional en la enzima,
activandola para producir GMPc (Michel, 1999).

Las células musculares lisas contienen una fosfodiesterasa V, especifica para el GMPc. Esto activa a
una protein kinasa dependiente de GMPc, llevando a la extrucién de calcio desde el citoplasma, por
medio de una bomba calcio/magnesio ATPasa y la consecuente relajacion del musculo liso (Dusting,
1995). Los medicamentos nitrovasodilatadores actian de modo similar, ya que son metabolizados a
moléculas donadoras de NO, produciendo la serie de eventos que producen vasodilatacién (Dusting,
1995).

Inhibidores de las Sintasas del Oxido Nitrico

Un punto clave para el descubrimiento de las funciones fisiologicas del NO fue el hallazgo de que
analogos de L-arginina actian como inhibidores especificos y competitivos de la NOS. El primer
compuesto con estas caracteristicas a ser identificado fue un derivado metilado simple de dicho
aminoacido, la NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), el cual fue inicialmente utilizado en estudios de
acciones citotoxicas de macréfagos activados, mucho antes de que se descubriera que el NO participa en
dicho proceso (Hibbs y col., 1990). Ha sido descubierto un gran nimero de analogos de la L-arginina que
inhiben la actividad de la NOS, algunos con actividad irreversible o con capacidad de inhibir tanto a la
isoforma inducible como a la constitutiva; en la Tabla 2 se muestran los mas representativos y
comunmente utilizados (Moncada y col, 1991; Moncada y col., 1999).

Cuantificaciéon del NO en fluidos biolégicos

Al ser el NO una molécula tan elusiva y que reacciona rapidamente con otros elementos, su
cuantificacion directa en fluidos bioldgicos no ha sido sencilla; se prefiere su cuantificacion indirecta, lo
cual puede bgrarse al medir sus metabolitos en orina o en plasma. Hoy en dia se acepta que
practicamente todos los nitratos y nitritos plasmaticos y/o urinarios en el humano se derivan de la ruta L=
arginina/NO (Rhodes y col., 1995); sin embargo, para que esto sea cierto, deben tomarse las siguientes
precauciones:



1. Restriccién dietética de fuentes exdgenas de nitritos, como enlatados, derivados carnicos,
embutidos, lechugas. Esto debe ser seguido por un minimo 72 horas antes de la toma de la
muestra.

2. Ausencia de infeccién bacteriana urinaria, ya que muchas bacterias pueden producir nitritos como
productos de su metabolismo. Esto debe constatarse mediante un examen de orina

3. Ausencia de inflamacion activa. Debe evitarse la cuantificacién de nitratos + nitritos en sujetos
con infecciones sistémicas, cuadros virales o asmaéaticos.

Adicionalmente y debido a que el GMPc es el mediador final de la produccién del NO, se ha determinado
que su cuantificacién podria considerarse, bajo algunas circunstancias especificas, como otra brma de
medicion indirecta de la produccion del NO (Gosgnach y col., 1999).

Oxido Nitrico, Endotelio y Funcion Cardiovascular

El endotelio es un 6rgano ampliamente distribuido en el organismo, con un peso aproximado de 1.5 kg. y
que esta profundamente involucrado en mdltiples funciones, sintetizando, metabolizando y liberando un
namero de substancias que ejercen efectos de modo autocrino, paracrino, o epicrino (Bassenge, 1996).
Entre dichas substancias se destaca el NO, por su papel central y fundamental en varias funciones
endoteliales, tales como la regulaciéon del tono vasomotor, la inhibicién de la actividad plaquetaria, el
mantenimiento del balance entre los procesos de trombosis y fibrinolisis y la regulacién del reclutamiento
de células inflamatorias dentro de la pared vascular (Vallance y Collier, 1994; Court y col., 2002).

Como ya se explic, el NO y otros factores endoteliales son continuamente sintetizados y liberados a un
nivel denominado "basal"; adicionalmente pueden liberarse en mayor cantidad como consecuencia de la
accion de desencadenantes locales o circulantes (bradikinina, serotonina, norepinefrina), mediante un
proceso de comunicacién bioquimica y endocrina; adicionalmente el endotelio responde a sefiales
hemodinamicas, como el incremento del estrés de roce producido por el aumento de la velocidad del flujo
sanguineo; este efecto se observa, por ejemplo, durante la realizacion de ejercicio, induciendo cambios
agudos y crénicos en la produccion y liberaciéon de NO (Lamontagne y col., 1992; Nishida y col., 1992),
aspecto que sera discutido mas adelante.

La alteracion del funcionamiento normal del endotelio se ha denominado "disfuncién endotelial" y esta
claramente presente en la hipertension arterial y en la ateroesclerosis, y ha sido implicada en otras
patologias como la isquemia miocardica en pacientes con enfermedad coronaria estable, en el sindrome
coronario inestable (6pez-Jaramillo y col.,, 1995), y en la diabetes mellitus (Wu y Meininger, 1995).
También se ha demostrado que, en ausencia de una funcién endotelial intacta, o inclusive durante el
proceso normal de envejecimiento, la capacidad de sintetizar y liberar NO y otros autacoides endoteliales
se ve disminuida, y en consecuencia la capacidad de vasodilatar las arterias se reduce (Vanhoutte, 1991;
Raij, 1991).

Se sabe que los incrementos de la presion arterial, bien sean agudos o crénicos producen, entre otras
cosas, deterioro del endotelio y cambios morfolégicos de la intima arterial (Luscher y Noll, 1995); durante
la hipertensién crénica se produce crecimiento del endotelio hacia el lumen y el engrosamiento del
espacio subendotelial; esto podria reducir el acceso del NO derivado del endotelio hacia el musculo liso
vascular, lo cual produciria mas hipertrofia e hipertension (Berrazueta, 1995). Bien sea que el deterioro
endotelial sea un fendmeno primario o secundario, esta claro que exacerba las anormalidades vasculares



y contribuye de modo inequivoco a la patogénesis de la hipertension.

Son clasicos los experimentos en los cuales al interferir con la sintesis o la accion del NO se logra un
incremento de la PA en animales (Breslow y col., 1993; Brady y col., 2002) o en humanos (Gardiner y
col., 1990; Vallance, 1998; Huynh y Tayek, 2002) (FIGURA). La inhibicion cronica de la produccion de NO
rapidamente conduce a todas las consecuencias organicas de una hipertensiéon arterial severa, con
arteriosclerosis y perdida de vascularidad en SNC y en rifién (Moncada y col., 1991; Calver y col., 1993;
Moncada y Higgs, 1993).

En la clinica, se ha demostrado que existen menores niveles de NO en sujetos normotensos que son
hijos de individuos hipertensos (Taddei y col., 1996). Esto sugiere que algun paso del proceso de sintesis
o de liberacion del NO estaria en parte regulado genéticamente, explicando la causa del mayor riesgo
cardiovascular en sujetos con hipertension familiar. Por otra parte la hipertensién arterial se asocia con
otros factores de riesgo, tales como la dislipidemia (MacMahon y col., 1985), la resistencia insulinica
(hiperinsulinemia) (Hanson y col., 2002) y la sensibilidad a la sal (Weinberger, 1991) (Fig.5)

Es importante destacar que la mayoria de los factores de riesgo, como los mencionados anteriormente,
no producen sintomas llamativos en los sujetos que los padecen, lo cual dificulta su deteccion precoz.
Por este motivo es necesario informar y educar a la poblacion acerca de la importancia de la prevencién,
deteccion temprana y tratamiento adecuado de los factores modificables que incrementan el riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular o metabdlica. Con esta finalidad, entre otras, se funda el "Centro
para la Deteccion y Tratamiento de Factores Silentes de Riesgo Cardiovascular y Metabdlico" (SIL-
DETECT), en la Unidad de Farmacologia Clinica, de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central
Venezuela. Entre los objetivos del estudio, actualmente en desarrollo, se encuentra el de determinar la
proporcién de sujetos cuya presion arterial sufre cambios segun su ingesta de sal (sensibilidad a sal) en
una poblacién venezolana adulta aparentemente sana y estudiar, en dichos sujetos, la posible relacion
entre la sensibilidad a la sal y la produccion de NO; los resultados de este estudio se discuten en breve
(Cubeddu y col., 2000).

Cambios de la presion arterial en relacion con la ingesta de sal: papel del NO

Desde hace medio siglo se conoce la relacién directa entre el consumo de sal, el incremento de la
presion arterial y el riesgo de enfermedad cardiovascular (Dahl, 1957; Dahl, 1960). Diferentes estudios
epidemiologicos han comparado los niveles de presion arterial sistolica en poblaciones con ingestas
bajas y altas en sal. Los resultados han demostrado que existe una mayor incidencia de hipertension
arterial, asi como de morbilidad y mortalidad cardiovascular, en poblaciones que consumen alta
cantidad de sal (Page y col., 1974; Stamler y col., 1978; MacMahon y col., 1990). Varios estudios de
migracion apoyan dichos resultados. Por ejemplo, los sujetos provenientes de poblaciones con dietas
tradicionalmente bajas en sal experimentaron incrementos significativos de sus cifras tensionales al
migrar a zonas urbanas donde su ingesta de sal fue mayor y comparable a la de los paises occidentales
(Forte y col., 1989; Carvalho y col., 1989).

Cerca de un 50% de los pacientes con hipertension arterial y de un 30% de los sujetos normotensos,
parecen ser sensibles a los cambios en la ingesta de sal (0o "sal sensibles", SS). Esta sensibilidad se
manifiesta como aumentos de su presién arterial media (PAM) de al menos 10 mm Hg. durante una dieta
de sal de 200 mEqg/d (alta sal) en comparacion con su PAM durante una dieta de solo 10-20 mEg/d de sal
(baja sal). Por otra parte, se considera que un sujeto es "sal resistente” (SR) cuando su PAM experimenta



cambios menores de 3 mm Hg al ser sometido a una dieta alta en sal, como la antes descrita (Campese,
1994; Morimoto y col., 1997). Es un hecho que, en comparacién con los sujetos hipertensos-SR, los
individuos hipertensos-SS tienen mayores incrementos de presion arterial con la edad (Weinbergery col.,
1991), tienen una mayor incidencia de hipertrofia ventricular izquierda y de microalbuminuria (Bigazzi y
col., 1994; Morimoto y col., 1997; Musiari y col., 1999), asi como mayores niveles de marcadores de
lesion endotelial (Ferri y col., 1988) y & eventos cardiovasculares fatales y no fatales (Morimoto y col.,
1997).

A pesar del interés en el area y de su importancia clinica, ain no conocen con certeza los factores
determinantes de la sensibilidad a la sal en humanos, y las implicaciones del NO en la aparicion de la
misma. Han sido publicados algunos estudios realizados en animales de experimentacion, en los cuales
se habia demostrado que el NO juega un papel importante en el control de la excrecién de sodio y en la
hemodinamia renal (Ikenaka y col., 1993; Patel y col., 1994; Bech y col., 1998). Por ejemplo, en ratas
obesas Zucker, se habia demostrado un aumento en los niveles de NO en la médula renal al incrementar
la presion de perfusion renal. Ellos concluyeron que dichos incrementos del NO permiten la eliminacién
del sodio sin cambios importantes de la presion arterial. Este seria uno de los motivos por los cuales
dichos animales producen menor cantidad de NO medular, lo cual podria ser responsable de su
sensibilidad a la sal. Paralelamente, dichas ratas mejoraron su resistencia a la insulina después de ser
tratadas con troglitazona. Esta mejoria estuvo acomparfada por una reduccion de la presion arterial y de
la sensibilidad a la sal, y por un aumento en la produccién de NO en la médula renal (Fujiwara y col.,
1998). En concordancia, ya otros grupos habian demostrado previamente que la administracion de L
arginina a ratas SS previene el desarrollo de hipertension arterial y reduce la respuesta hipertensora a la
sal (Chen y Sanders, 1991; Patel y col., 1994).

Esta evidencia experimental indica que una produccién alterada de NO puede estar asociada a
sensibilidad a la sal, por lo cual en SIL-DETECT evaluamos el efecto de dietas altas y bajas en sodio
sobre la produccién endégena de NO en sujetos SS y en sujetos SR (Cubeddu y col, 2000). En dicho
estudio se incluyeron 89 sujetos aparentemente sanos que asistieron al SIL-DETECT, a los cuales se les
evalud su sensibilidad a la sal y la excrecién de metabolitos del NO. Una vez realizada la prueba de
sensibilidad a la sal, se seleccionaron del total a los sujetos Sal-Sensibles (N=23) y a los Sal-Resistentes
(N=25).

Determinacion de sensibilidad a la sal:

- Los sujetos fueron sometidos durante 7 dias a una ingesta elevada de sodio (200 mEg/dia). Durante los
siguientes siete dias, los sujetos siguieron una dieta con restriccién severa de sodio (20-40 mEqg/dia).

- Antes de iniciar la dieta y en 7° dia de ambas dietas, los pacientes volvieron al Centro para los
procedimientos siguientes: medicidn de la presion arterial sistélica (PAS), de la presion arterial diastélica
(PAD), de la frecuencia cardiaca (FC), obtencion de orina de 24 horas para la cuantificacion posterior de
nitratos + nitritos y de creatinina urinaria. EI cumplimiento de la ingesta alta o baja en sodio fue
corroborada al cuantificar el sodio urinario al final de cada periodo de siete dias.

- Segun los cambios en las cifras de PA registradas después de la ingesta elevada o restrictiva de
sal, los pacientes eran clasificados como SS o SR, siguiendo los criterios anteriormente explicados. De la
poblaciéon estudiada, 23 resultaron ser SS y 25 resultaron ser SR. El resto de los sujetos era clasificado
como “sal intermedio” (Sl), con cambios en su PAM que oscilaron entre 4 y 9 mm de Hg, al pasar de una
dieta alta a una baja en sal.(Fig. 6)




Cuantificacion de nitritos y nitratos:

Se utilizé el método de Phizackerly y Al Dabbagh (1983), modificado en nuestro laboratorio. Brevemente,
el dia el ensayo las proteinas presentes en las muestras de orina son precipitadas con ZnSO4.
Posteriormente, los nitratos urinarios son transformados a nitritos mediante reduccién quimica con perlas
de cadmio. Una vez que todos los nitratos se transforman a nitritos, los mismos son cuantificados por
espectrofotometria a 540 nm, utilizando el reactivo de Griess (acido sulfanilico 1%, en &cido fosférico al
15% y N-(1-naftil)-etilendiamino 0,1%).

En la poblacion de sujetos sanos estudiada, el 26% result6 ser SS; el 28% result6 ser SR; el resto (46%),
tuvo una sensibilidad intermedio a la sal. Es importante destacar que los sujetos SS eran mas viejos, mas
pesados y tenian una tendencia a una mayor relacién cintura-cadera. También tenian una PA basal mas
elevada (Tabla 3).

En los sujetos SS, la PAM disminuy6 significativamente y la excrecion de metabolitos del NO aument6
significativamente (p<0.001), cuando fueron sometidos a la dieta baja en sal. En dichos sujetos, la
excrecion urinaria de metabolitos del NO durante la ingesta alta en sal, fue 45% menor que la excrecién
durante la dieta baja en sal (p<0.001) (Fig. 7). En los individuos SR, los cambios en la ingesta de sal no
se asocié con cambios en PA o en la excrecion urinaria de metabolitos del NO (Cubeddu y col, 2000).

Los resultados de este estudio nos permitieron concluir que la carga de sal no modifica la excrecién
urinaria de los metabolitos del NO en los sujetos SR, pero si lo hace en modo significativo en los sujetos
SS, quienes excretan menores niveles de metabolitos urinarios del NO durante la dieta alta en sal. Al
pasar de una ingesta alta a una ingesta baja en cloruro de sodio, los sujetos SS incrementan la
produccion de NO, sugiriendo que en dichos sujetos la alta sal (o el incremento en la presion arterial
producido por la alta sal) frena reversiblemente la produccién del NO, lo cual se corrige (al igual que la
presion arterial) al reducir la ingesta de sal. Adicionalmente, estos resultados, junto con otra evidencia
relacionada (Fujiwara y col., 1998) nos permitieron sugerir que existe una importante interaccion entre la
hiperinsulinemia, la hiperglicemia, la disfuncién endotelial y la sensibilidad a la sal, y aunque se han
propuesto diversas teorias para explicar esta relacién, actualmente se desconoce el mecanismo
fisiopatolégico preciso por el cual se producen estas asociaciones, ni cual es la secuencia de las mismas.
Algunos estudios sefialan que la hiperinsulinemia aguda ejerce un poderoso efecto antinatriurético (De
Fronzo y col., 1975) que persiste aun durante la hiperinsulinemia crénica asociada con obesidad, a pesar
de la resistencia periférica de los tejidos a la accion de la insulina (Rocchini, 1994). En este caso, el papel
del NO en la modulacién renal del manejo de sodio es determinante; el mecanismo de incremento de la
produccion de NO al aumentar la cantidad de sodio en el organismo seria el modo directo para facilitar la
natriurésis; esta habilidad parece estar alterada en los sujetos sal-sensibles. Con la finalidad de contribuir
al esclarecimiento de algunas incognitas en esta &rea, en SIL-DETECT posiguen diversos estudios
sobre factores de riesgo cardiovascular y metabdlicos, con especial énfasis en hiperinsulinismo,
sensibilidad a sal y disfuncién endotelial.

Oxido Nitrico y Diabetes Mellitus

Otra patologia en la que el compromiso vascular es responsable de complicaciones graves es la Diabetes
mellitus (DM); dicha enfermedad produce deterioro de la funcién endotelial, lo cual es determinante en la
patogénesis de la enfermedad vascular asociada (Durante y col., 1988; Yaqoob y col., 1993; Galajda y
col., 1997). El control estricto de la glicemia a largo plazo parece ser el factor fundamental, aunque no el



Unico, para evitar las complicaciones microvasculares en la DM tipo 1 (The Diabetes Control and
Complications Trial Research Group, 1993). Se hapostulado que la alteracion del sistema de produccion
del NO es una de las vias a través de la cual podria iniciarse la enfermedad vascular en los pacientes
que sufren DM (Durante col., 1988; Huszka y col., 1997).

Diversos estudios realizados en tejidos de animales de experimentacién apoyan esta informaciéon. Se ha
reportado que, tanto la ACh como la histamina producen una menor respuesta relajadora en aortas
toracicas provista de endotelio, proveniente de ratas Wistar BB, espontaneamente diabéticas y con
colesterol total normal, sugiriendo una probable alteracion en la sintesis o liberacién del NO, aun en
etapas iniciales de la enfermedad (Meraji, 1987; Durante 1988). También se ha demostrado alteracion del
metabolismo de la L-arginina y de la sintesis del NO en medios de cultivo de células endoteliales de
coronarias de ratas Wistar BB espontaneamente diabéticas; los autores cuantificaron indirectamente la
produccién de NO, mediante la medicién de nitratos y nitritos en el sobrenadante (Wu y Meininger, 1995).

Estudios clinicos también han aportado resultados en esta direccion. Por ejemplo, se ha observado una
menor respuesta a la ACh en pacientes diabéticos tipo 1, lo cual indicaria una alteracién en la sintesis,
liberacién o actividad del NO (Calver y col., 1993; McNally y col., 1994). En 1996, se reporta la primera
evidencia in vivo de lesidon endotelial por hiperglicemia crénica en pacientes diabéticos, demostrandose
una asociacion entre la hiperglicemia crénica y la alteracion de la vasodilatacion dependiente de endotelio
(Makimattila y col., 1996). También se ha demostrado que la infusién de dextrosa al 50% a sujetos sanos,
produce disminucién de la vasodilatacion dependiente de endotelio, indicando que la hiperglicemia, por si
misma, produce disfuncion endotelial en forma aguda (Williams y col., 1998).

Como producto de una intensa investigacion en el area, otras substancias diferentes al NO también han
sido implicadas como posibles marcadores de funcion endotelial en DM. Es el caso del factor de von
Willebrand (FvW) (Boneu y col., 1975; Borkenstein y Muntean, 1982). EI FvW es una glicoproteina
sintetizada por el endotelio y ha emergido como un posible marcador de actividad de la célula endotelial,
particularmente en DM tipo 1, ya que su sintesis so6lo ocurre en el endotelio vascular, en los
megacariocitos y en las plaquetas (Jaffe y col., 1974), permaneciendo unido a la superficie de estas
Ultimas, después de liberarse desde los granulos (Lip y Blann, 1997; Blann y Lip 1998). En la clinica se
ha demostrado que los niveles de antigeno de FvVW estan aumentados en nifios diabéticos sin
enfermedad vascular clinicamente manifiesta; dicha elevacion es proporcional a la duracién de la
enfermedad (Borkenstein y Muntean, 1982). También se han descrito niveles aumentados del FvW, tanto
en DM tipo 2 como en DM tipo 1 (Galajda y col., 1997).

La evidencia disponible indica que el dafio del endotelio podria ser el inicio de toda la perturbacion
vascular observada en la DM tipo 1 (Durante y col., 1988; Stehouwer y col., 1991; Yaqoob y col., 1993), y
que los cambios iniciales en esta estructura vascular preceden y, subsecuentemente, se relacionan con
el desarrollo de la enfermedad microvascular, manifestada como micro o macroalbuminuria y como
nefropatia clinica. Sin embargo, son pocos estudios en los que se haya evaluado la funcién endotelial en
etapas iniciales de la DM tipo 1, es decir, antes de la aparicion de las alteraciones microvasculares
(Stehouwer y col., 1992; Stehouwer y col., 1995; Galajda y col., 1997). Por este motivo, en un estudio
recientemente publicado nos propusimos evaluar la funcion endotelial de pacientes con DM tipo 1
recientemente establecida (> 1 afio de evolucion), utilizando como marcadores de la misma al FYW vy al
NO (medidos como nitratos y nitritos en orina y en plasma), con el objetivo de de establecer si en dichos
pacientes se produce un dafio endotelial precoz durante el curso de la enfermedad, inclusive antes de



gue aparezcan las complicaciones vasculares observadas clinicamente (Correa y Alfieri, 2003).

Para dicho estudio se reclutaron un total de 42 sujetos, entre individuos sanos y pacientes con DM tipo 1
que acudieron a consulta en el Hospital Universitario de Caracas. Los sujetos fueron incluidos en uno de
los siguientes grupos:
- Grupo 1. sujetos sanos.
- Grupo 2: pacientes con DM tipo 1, recientemente diagnosticada (menos de 12 meses), y sin
evidencia clinica de dafio microvascular.
- Grupo 3: pacientes con DM tipo 1, con un tiempo de diagnéstico mayor a 9 afios, y que tuvieran
evidencia clinica de dafio micro o macrovascular.

La presencia de dafio micro o macrovascular fue descartada mediante una evaluacion oftalmolégica
realizada a todos los sujetos del estudio.

Una vez que un paciente del grupo 2 era reclutado, se le citaba para una sesion con d medico y con el
nutricionista, para recibir informacién educativa sobre la DM y el modo de controlarla, con el objetivo de
mantener su glicemia pre-prandial en < 120 mg/dl, evitando hipoglicemias severas. Una vez obtenido un
promedio de glicemia de <120 mg/dl durante 2 semanas, se tomaban las muestras de orina y plasma
para la cuantificacion de NO, de excrecion urinaria de albimina y de factor de von Willebrand plasmatico.

Los pacientes diabéticos tipo 1 de reciente diagndstico con niveles éptimos de glicemia presentaron
niveles de nitratos + nitritos urinarios comparables con los de sujetos sanos; sin embargo, los niveles
plasmaticos fueron menores que en los sujetos sanos. Por otra parte, los niveles de nitratos + nitritos
urinarios 'y plasméticos fueron inferiores en los diabéticos de larga data con complicaciones
microvasculares establecidas (Grupo 3). Hubo una correlacién negativa entre los niveles de NO
plasmatico y urinario con la glicemia en ayunas. La correlacion de nitratos+nitritos y Hbalc también fue
negativa. (Fig. 8)

No hubo diferencia en los niveles de FvW plasmatico entre los sujetos controles y los pacientes
diabéticos tipo 1 de reciente diagndstico. En los pacientes del grupo 3 (DM tipo 1 de larga data) los
niveles de FvW fueron significativamente mayores (Fig. 9).

Los hallazgos de este estudio apoyan la hipétesis de que en etapas tempranas la DM tipo 1 (etapa en la
cual se encontraban los pacientes del grupo 2) ya aparece la disfuncion endotelial, evidenciada por una
disminucidn de la produccién de NO, evidenciado como una reduccién de nitratos + nitritos plasmaticos.
En cambio, en dicho grupo de sujetos no se detectaron cambios en los niveles de FvW. Esto permite
considerar al FvW como un factor hemostatico que se altera en una etapa mas tardia del dafio vascular,
0 en pacientes diabéticos mal controlados y con hiperglicemia persistente (grupo 3).

Los resultados de la cuantificacion del NO indican que en pacientes con dafio microvascular evidente, la
determinacion de NO en orina parece ser una forma sensible para detectar alteraciones en la produccion
de NO, ya que son suficientemente grandes como para hacerse detectables; esto no ocurre en los
pacientes recientemente diagnosticados. En dichos pacientes sin lesion microvascular (grupo 2), la
determinacion plasmatica es un mejor método, ya que detecta cambios mas tempranos y pequefios. Se
sabe que los productos finales de glicosilacion avanzada inactivan la liberacién de NO (Hori y col., 1997)
y mientras mas metabdlicamente descontrolado se encuentre un sujeto, menor produccion de NO



obtendriamos, como consecuencia de ese mecanismo.

En conclusion, nuestro estudio demuestra que en pacientes con DM tipo 1 de reciente diagndstico con
control glicémico agudo 6ptimo (glicemia en ayunas < de 120 mg/dl) y control glicémico crénico aceptable
(Hbalc > de 8%-8.5%), sin dislipidemia, sin hipertension arterial sistémica, no fumadores, hay evidencia
de disfuncién endotelial, manifestada como una disminucion del NO plasmatico, todo esto sin cambios en
la cantidad de FvW plasmatico. En los pacientes con DM tipo 1 de larga se evidencié un deterioro
endotelial importante, demostrado por una elevacion del FvW y una disminucion del NO plasmatico y
urinario, al compararlo con sujetos sanos; esto corrobora que tales marcadores solubles se encuentran
alterados en pacientes con dafio vascular establecido. La cuantificacién de los metabolitos plasmaticos
del NO (pero no de los urinarios) parece ser un método adecuado para detectar el dafio endotelial precoz
en el paciente con DM tipo 1 que adn no presenta con lesiones microvasculares clinicamente manifiestas.

Oxido Nitrico y ejercicio

Gran cantidad de evidencia clinica y patologica ha demostrado que el ejercicio fisico regular es capaz de
producir una reduccién de las enfermedades cardiovasculares, tales como ateroesclerosis, enfermedad
coronaria, hipertension arterial e hiperlipidemia (Peters y col., 1983; Blair y col., 1995; Blair y col., 1996).
Se ha demostrado un incremento del diametro coronario después del entrenamiento fisico regular (Heath
y col, 1983), sugiriendo que un programa de ejercicio periédico puede reducir la resistencia vascular. De
hecho, el ejercicio regular ha mostrado tener ese efecto tanto en pacientes hipertensos (Mannarino y col.,
1989) como en individuos sanos (Ekelund y col, 1988; Jungersten y col., 1996). Sn embargo, el
mecanismo por el cual se obtiene estos efectos no esta totalmente dilucidado.

En el sistema cardiovascular del mamifero, el endotelio presenta respuestas singulares a las fuerzas del
flujo sanguineo; el flujo pulsatil y el estrés de roce son estimulos fisiologicos responsables en parte de la
liberacion basal de NO (Schul, 1995). Ambos eventos se producen durante el ejercicio fisico y son
proporcionales a la intensidad del mismo. El endotelio esté localizado entre el flujo sanguineo y la pared
vascular. Las células que recubren la circulacién arterial estan expuestas a fuerzas hemodinamicas de
mayor magnitud que cualquier otro tejido de mamifero. En consecuencia, las respuestas mecénicas
reguladas por el endotelio han evolucionado mucho mas notablemente en relacién con el control del tono
vascular; como resultado los mecanismos responsables para la transmisién y la transduccion de la
informacion hemodinamica, desde la sangre hasta la musculatura lisa de la pared vascular residen en el
endotelio. Las fuerzas hemodinamicas también juegan un papel importante en algunas patologias
vasculares, particularmente en la localizacién de lesiones de arteriosclerosis y en la hipertension aterial
(Suarez-Munguia, 2000). (Fig. 10a)

Los factores hemodindmicos (definidos como fuerzas mecanicas del flujo sanguineo) afectan la biologia
endotelial, tanto por la accién directa del estrés por roce y la deformacion por presion, asi como por la
modificacion indirecta de la concentracion de quimicos y agonistas en la superficie endotelial, alterando la
interaccion de estas moléculas con sus receptores endoteliales. En realidad estos dos mecanismos no
son excluyentes uno del otro, ya que las fuerzas temodinamicas al actuar en forma directa sobre las
enzimas de superficie o los receptores, podrian modificar la interaccion enzima-sustrato y agonista
receptor, asi como también cambiar la concentracién de superficie de los agonistas (Suarez-Munguia,
2000). El estrés sobre la célula endotelial, puede, entre otras cosas activar o estimular la sintesis de
NOS; debemos recordar que la enzima endotelial (eNOS) tiene una caracteristica Unica, que consiste en



un sitio de miristilacion. Este sitio permite el anclaje de la enzima a la membrana plasmatica, facilitando la
activacion de la eNOS por el estrés de roce que se produce, por ejemplo, durante el ejercicio fisico (Shul,
1995). En relacion a esto, se ha demostrado que la exposicion a estrés de roce aumentado por periodos
de 3 h, es capaz de incrementar la cantidad de mRNA para eNOS, asi como la expresion de la proteina
en células endoteliales de aorta de bovino y en células endoteliales de aorta humana (Uematsu y col.,
1995), indicando que aunque dicha enzima eNOS esta expresada en forma constitutiva, puede
estimularse por accion de estimulos exdgenos, tales como un aumento en las fuerzas mecéanicas de roce
(Schul, 1995). (Fig. 10b)

AUln si las variaciones en la sintesis de la enzima pueden ser modestas, pueden desempefar un papel
fisiologico importante, pues hasta pequefios cambios en la produccion de NO pueden producir
importantes cambios en las dimensiones de los vasos. Bode-Boger y su grupo (1994) demostro que el
ejercicio fisico produce un incremento en la cantidad de nitratos + nitritos y de GMPc urinarios excretados
por sujetos sanos, sugiriendo que dicho incremento pudiera contribuir a la vasodilatacion asociada al
ejercicio. Estudios realizados tanto en animales como en humanos han demostrado que un programa de
ejercicios crénico incrementa la vasodilatacion mediada por endotelio o la cantidad de eNOS constitutiva
(Delp y col., 1993; Shen y col., 1995; Horning y col., 1996) (Fig. 11).

Como consecuencia de la evidencia disponible, se esperaria que los niveles de metabolitos del NO y de
GMPc (segundo mensajero del NO) (Holzmann, 1982) estuvieran incrementados en sujetos fisicamente
activos, en comparacion con sujetos sedentarios, reflejando asi la mayor produccion de NO endotelial a
medida que el nivel de entrenamiento cardiovascular fuese superior. Con la finalidad de investigar la
existencia de una relacion entre la actividad fisica sostenida y la formacion sistémica de NO, nosotros
cuantificamos la excrecién urinaria basal de nitratos + nitritos y del su segundo mensajero, el GMPc en
corredores, en sujetos sedentarios sanos y en pacientes con enfermedad arterial coronaria (EAC)
(Rodriguez-Plaza y col, 1997; Alfieri y col., 2000); asi mismo, evaluamos el efecto del ejercicio agudo en
esas mismas poblaciones.

En dicho estudios se incluyeron un total de 44 sujetos masculinos. Todos los individuos fueron
entrevistados y completaron una encuesta que permitié incluirlos en uno de los siguientes grupos: Grupo
1: Corredores altamente entrenados (90 Km/semana de trote). En la orina de estos sujetos se cuantifico a
los metabolitos del NO y al GMPc, antes y después de una carrera de 42.2 km. Grupo 2: Corredores
entrenados (65 Km/semana de trote). En la orina de estos sujetos se cuantifico a los metabolitos del NO y
al GMPc, antes y después de una carrera de 15 km. Grupo 3: Sujetos sedentarios sanos que no
practicaban ninguna actividad fisica regular durante su tiempo libre, ni como parte de su trabajo. En la
orina de estos sujetos se cuantificé a los metabolitos del NO y al GMPc, en condiciones basales (una sola
muestra). Grupo 4: Pacientes con enfermedad arterial coronaria (EAC) comprobada (infarto de miocardio,
angiografia coronaria con obstruccion >50% en por lo menos una arteria coronaria mayor). En estos
pacientes se cuantific6 metabolitos del NO y GMPc urinarios, antes y después de una caminata
supervisada de 36 Km. Esta cuantificacién se repiti6 después de que dichos pacientes siguieron un
programa de rehabilitacion cardiaca de 12 semanas de duracion.

Programa de la rehabilitacién cardiaca

Los pacientes con EAC (Grupo 4) fueron sometidos a un programa ambulatorio de Rehabilitacion
Cardiaca de 12 semanas de duracion (3 sesiones semanales de ejercicio, de 1 hora de duracion, a un 75
80% de su capacidad maxima, @ra un total de 36 sesiones). Adicionalmente y con asesoramiento




cardioloégico y nutricional permanente, todos los pacientes fueron animados a ejercitarse fuera del
programa formal y a seguir ajustes dietéticos para lograr el peso ideal.

Los resultados de estos estudios permitieron demostrar que los niveles de nitratos + nitritos urinarios son
mayores en los sujetos mas entrenados (Rodriguez-Plaza y col., 1997) (Fig.12A) (Fig.12B) Sin
embargo, al cuantificar los niveles de GMPc, se observaron niveles urinarios basales similares en los tres
grupos de sujetos, independientemente de su nivel de entrenamiento (Alfieri y col., 2000). (Fig. 13) Estos
resultados concuerdan con estudios previos de Poveda quien no encontrd ninguna diferencia en el GMPc
plasmatico basal entre atletas e individuos sedentarios, a pesar de que el NO plasmatico basal de los
atletas duplicaba al de los sujetos sanos que no practicaba ningin deporte (Poveda y col., 1997). Desde
un punto de vista practico, estos resultados sugieren que los niveles del GMPc basales no reflejan el nivel
de salud cardiovascular asociada al ejercicio crénico, a pesar que la excrecion urinaria de metabolitos del
NO se relacioné directamente con la capacidad aerdbica maxima. Las diferencias de comportamiento
obtenidas entre los niveles basales de nitratos + nitritos y del GMPc urinarios, puede relacionarse con las
diferencias en la vida media de ambas substancias.

También pudimos demostrar que el ejercicio agudo aumenta las concentraciones del GMPc en sujetos
sanos y en los pacientes con EAC. Estos aumentos en el GMPc urinario fueron méximos a los 30-60 min.
después de la realizacion del ejercicio, seguida por un retorno rapido a los niveles pre-ejercicio (Fig.14)
(Alfieri y col., 2000). Adicionalmente, demostram os que la magnitud del aumento de los metabolitos del
NO y del GMPc urinario inducido en los pacientes EAC por la caminata supervisada, se incrementé
después de la realizacion del programa de rehabilitacion cardiaca de 12 semanas, indicando que el
ejercicio crénico juega un papel fundamental en la cantidad de NO y de GMPc producido durante el
ejercicio agudo (Rodriguez-Plaza y col, 1997; Alfieri y col., 2000). Estos resultados pueden contribuir a
dar una explicacion parcial de la accién beneficiosa del ejercicio sobre la salud cardiovascular, reportada
repetidamente por diversos grupos de investigadores (Blair y col., 1995; Peters y col., 1983).

Oxido Nitrico e Inflamacién

La participaciéon de NO en la respuesta inflamatoria ha sido demostrada en modelos animales y en
enfermedades inflamatorias humanas (Salvemini y col., 1996; Kawachi y col., 1999). Como ya fue
discutido, se sabe que el NO producido en bajas cantidades por la accién de la eNOS tiene un papel
fisiolégico, con el GMPc como segundo mensajero; por otra parte, muchas respuestas patologicas
agudas y cronicas se asocian a un exceso en la produccion de NO catalizada por la iINOS e iniciada por
citocinas y endotoxinas en diversos tipos de la células, especialmente en macréfagos. También las
isoformas constitutivas de la NOS pueden activarse en respuesta a estimulos inflamatorios y de este
modo participar en la reaccion inflamatoria, tal y como ha sido descrito para la nNOS en ciertos modelos
de inflamacién neurogénica (Towler y col., 1998). Aunque el NO participa en las fases vasculares y
celulares de la respuesta inflamatoria, la modulacion ejercida por este mediador puede depender del tipo
de lecho vascular implicado en la reaccién y de la interaccién con otros multiples mediadores (Li y Billiar,
1999).

El posible papel del NO en funciones inflamatorias podria ejercerse a varios niveles:
1. inicialmente, por su capacidad de producir vasodilatacion, alteracién de la permeabilidad
vascular y extravasacion de proteinas plasmaticas (Whittle, 1995; Szab6 y Dawson, 1998);
2. en una fase mas tardia o cronica de la inflamacién, la sefal inflamatoria puede magnificarse



mediante la produccion de moléculas como el factor transcripcional NF-kB, el factor de necrosis
tumoral ? (FNT-?) vy el interferén ? (? -IFN); estos, promoverian la trascripcion de la iNOS,
generandose grandes cantidades de NO, mayor vasodilatacion y edema; este NO puede sufrir
procesos de transformacién a productos altamente reactivos capaces de inducir dafio por
diversos mecanismos, siendo uno de los mas importantes, el dafio de la doble hélice del DNA,
con la consecuente la muerte celular (Ridger y col., 1997; Szab6 y Dawson, 1998).

Inflamacién experimental

Los modelos experimentales de inflamacidén son herramientas valiosas e indispensables para entender,
entre otras cosas, la complejidad de la participacion de diferentes mediadores en la respuesta
inflamatoria in vivo. Como ya se ha descrito, el NO puede actuar como mediador del componente
vasodilatador de la inflamacion, asi como tener un papel relevante en la extravasacion de
macromoléculas iniciada por diversos estimulos inflamatorios (Noel y col., 1995)

La importancia del NO en la modulacién de este proceso puede variar segun las condiciones
experimentales, por lo cual algunos resultados publicados hasta el presente han arrojado resultados
contradictorios (Giraldelo y col., 1994; Paul-Clark y col., 2001). Por ejemplo, estudios con ratones
deficientes de iINOS permitié concluir que la iINOS ejerce un efecto modesto sobre la expresion vascular
de la molécula de adhesion celular vascular-1 (Vcam-1) en la inflamaciéon digestiva aguda, mientras que
no se observo ningun efecto en un modelo inmune de colitis cronica (Kawachi y col., 1999). El papel del
NO también ha sido evaluado en modelos clasicos de inflamacién, como el del edema de la pata por
inyeccion de carragenina, donde se obtuvieron niveles elevados de nitritos y de iNOS, 6 horas después
de la administracién de la arragenina. Los autores concluyeron que el NO formado por accién de la
cNOS desempefiaria un papel importante para iniciar esta respuesta, mientras que la iINOS mantendria la
inflamacién mas tardia y sostenida. La administracion sistémica del L-NAME o del L-NMMA (inhibidores
no selectivos de la NOS) reduce las fases tempranas y tardias del edema (Salvemini y col., 1996). En
contraste, la administracion de inhibidores mé&s selectivos de los INOS, como la L-NIL y la
aminoguanidina, inhibe solamente la fase tardia del edema, asi como la migraciéon de neutréfilos y la
elevacion de los niveles de nitritos y de PGE2 en la pata inflamada (Salvemini y col., 1996). Otros
estudios también han concluido que la inhibicion farmacolégica de iINOS no produce la eficacia
antiinflamatoria prevista, probablemente debido al gran nimero de otros factores involucrados en la
respuesta inflamatoria (Giraldelo y col., 1994; Paul-Clark y col., 2001).

Hoy en dia se sabe que los farmacos esteroideos con actividad antiinflamatoria inhiben la sintesis de la
iINOS (Di Rosa y col., 1990; McCartney -Francis y col., 2001). Otras drogas antiinflamatorias también
inhibirian la induccion de los iINOS, incluyendo las drogas antiinflamatorias no esteroideas (AINESs) (Cirino
y col.,, 1996) o los productos nuevos que demuestran efectos antiinflamatorios en modelos
experimentales, tales como los derivados de chalcona, capaces de inhibir la sintesis de novo de la INOS
(Herencia y col., 1999) o un derivado nuevo del ditriazine, también capaz de inhibir la induccién de la
COX (Rioja y col., 2000; 2002).

Estos resultados no concluyentes y a veces contradictorios destacan la necesidad de mayor
investigacion en esta area; de alli la importancia de disponer de modelos animales validos que permitan
estudiar los mecanismos desencadenantes, los neurotransmisores y los mediadores involucrados en el
proceso inflamatorio, asi como la secuencia de eventos que lo acompafian.



Modelos experimentales para el estudio de la inflamacion: Inflamacion neurogénica inducida
por agentes antineoplasicos

Desde principios del siglo XX y como consecuencia de los estudios sobre "vasodilatacion antidromica”,
se sugiri6 que los cambios vasculares locales podrian producirse como resultado de una activacion
retrégrada de los nervios sensoriales de la piel (Bruce, 1910; Jancso y col., 1967). Se demostré que esta
respuesta no es abolida por antagonistas a la acetilcolina, la histamina, la serotonina, la adrenalina o la
noradrenalina, pero si desaparecia con la denervacion o con el pretratamiento con capsaicina (Holtzer,
1988; 1991).

Esta vasodilatacion y la extravasacion de proteinas plasmaticas desarrollada por la activacién neuronal
retrograda, como los antes mencionados se denomina inflamacién neurogénica (Barnes y col., 1990), y
es causada por agentes de diferente naturaleza, capaces de estimular a las fibras aferentes primarias
sensibles a capsaicina (FAPSC) y provocar la liberacion antidromica de diversos neurotransmisores,
principalmente sP, la neurokinina A y el péptido relacionado al gen de la calcitonina (PRGC), todos ellos
capaces de producir vasodilatacion, edema, contraccion de la musculatura lisa y reclutamiento de células
inflamatorias (Barnes y col., 1990; Regoli y col., 1994). Este fenémeno ha sido demostrado en muchos
tejidos y o6rganos, incluyendo la piel, el tracto respiratorio, el ojo, el tracto gastrointestinal, las
articulaciones y la vejiga urinaria (Holtzer, 1988), pudiendo contribuir al componente inflamatorio en un
nimero de enfermedades o situaciones, tales como asma, rinitis, artritis, conjuntivitis, Ulceras
gastrointestinales, inflamaciones de la piel (Barnes y col, 1990; Holtzer, 1988) y lesiones producidas por
algunos agentes antineoplasicos (Ahluwalia y col., 1994; Alfieri y Gardner, 1997).

Entre los agentes que pueden iniciar eventos inflamatorios neurogénicos se encuentran varios agentes
antineoplasicos (Ahluwalia y col., 1994; Alfieri y Gardner, 1997; Alfieri y Gardner, 1998). Los farmacos
antineplasicos producen inflamacién y dafio de diferente magnitud en diversos tejidos, debido a su
citotoxicidad inespecifica. Entre dichas moléculas, capaces de producir inflamacion neurogénica,
encontramos a la ciclofosfamida (CFM); la CFM es un farmaco para el tratamiento de una serie de
enfermedades malignas y autoinmunes. Sin embargo, su uso produce toxicidad inespecifica de diferente
tipo, incluyendo cistitis neurogénica en los sujetos que la reciben, con una incidencia de hasta un 78%
(Grimberg-Funes y col., 1990). Se sabe que dicho efecto es debido a la accién de su principal metabolito,
la acroleina, sobre el urotelio (Phillips y col., 1961; Fraiser y col., 1991).

Relacién entre el NO y la sustancia P: Modelo experimental de inflamacion neurogénica
inducida por agentes citotoxicos

Se ha demostrado que la vasodilatacion inicial producida por la sP se origina por la activacion de

receptores NK1 en el endotelio arterial, promoviendo, entre otras cosas, la liberacion de éxido nitrico

(NO) (Regoli y col., 1994; Maggi, 1997). Este ultimo efecto es en parte responsable de la extravasacion
plasmatica temprana (Regoli y col., 1994; Maggi, 1997). El hecho de que la activacidn del receptor NK1
promueva la sintesis de NO y que dicha molécula sea reconocida como agente proinflamatorio, permite

inferir el posible papel del bloqueo del receptor NK1 y del bloqueo de la sintesis de NO sobre la

inflamacion inducida por CFM en vejiga urinaria y por el CPT en tejido renal. Adicionalmente, el dafio

causado por el atineplasico puede inducir la sintesis de citocinas y estas podrian estimular la expresion
de la INOS. Desde mediados de los afios “90 aparecieron algunos trabajos indicando una relacion entre
la sP, el NO, la inflamacién y el dafio celular. Por ejemplo, experimentos realizados por Ralevic y

colaboradores (1995) habian demostrado que el NO es el mensajero responsable de la respuesta



dilatadora microvascular que se produce en el modelo de inflamacién inducida por sP, en la piel de la
rata. También en ratas, habia sido demostrado un incremento de la produccion glomerular de NO al
inducir insuficiencia renal con gentamicina (Rivas-Cabafierero y col., 1994). En 1998, Szabo6 y Dawson,
proponen un mecanismo molecular que podria explicar el papel del NO en la inflamacién; ellos
propusieron que el NO producido como consecuencia de sefiales inflamatorias se combinaria con
radicales superéxido para producir peroxinitritos, capaces de producir dafio de la doble hélice del DNA,
con la consecuente activacion de la sintasa del poli-ADP-ribosa (SPAR). El incremento en la sintesis de
poliribosa produce una falla energética, que lleva a la muerte celular. Esta via podria activarse
simultineamente con otros con mecanismos citotoxicos independientes de la generacion de SPAR,
generadndose un mayor dafio celular (Szabé y Dawson, 1998).

En humanos, Lyons (1996), demostr6 que la administracién de interleukina-2 para el tratamiento de
enfermedades malignas, puede causar un sindrome de extravasacion plasmatica por vasodilatacién, que
se acompafia de niveles elevados de nitratos tanto en sangre como en orina; los autores sefialaron al
NO como promotor del mencionado incremento de la permeabilidad vascular. La elevacion los niveles de
nitratos y nitritos en orina también fue reportada en pacientes con cistitis inducida quimicamente, y que
tenian cultivos urinarios negativos (Lundberg, 1996). Por otra parte, se ha demostrado que compuestos
antagonistas de los receptores NK1 poseen el potencial para prevenir el dafio causado por procesos
inflamatorios neurogénicos, que involucren la extravasacion de proteinas plasmaticas y el dafio celular
(Awulalia y col., 1994; Alfieri y Gardner, 1997; Alfieri y Gardner, 1998).

Con base en los antecedentes experimentales expuestos, emprendimos una serie de estudios en
animales, con la finalidad de alcanzar estudiar el papel de la sP y del NO en la produccion de la cistitis
neurogénica por CFM, asi como la posible actividad terapéutica contra la inflamacién neurogénica de
antagonista NK1 e inhibidores de la sintesis del NO.

Para alcanzar los objetivos experimentales, se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley. En un
experimento piloto se determiné que el tiempo necesario para que la CFM (150 mg/kg, i.p.) produjera
aumentos significativos en la excrecion urinaria de nitratos + nitritos en dichos animales es de 6 horas.
Este aumento se acompafié por un incremento en la actividad de iINOS cuantificada como cambios en la
formacion de 14[C] citrulina a partir de 14[C] arginina (Alfieri y col., 2000).

Posteriormente, y en la misma especie, se evaluo la actividad de drogas antagonistas NK1 (GR205171 y
WIN-51708) y de los siguientes inhibidores de la NOS: la N-nitro-L-arginina (L-NNA, no selectivo); la s
metilisotiourea (MITU, selectivo endotelial) y el 7 nitroindazol (7 -NI, selectivo neuronal).

Estos tratamientos, salvo el realizado con el inhibidor de la isoforma neuronal de la NOS, produjeron
reducciones significativas de la produccion de nitratos + nitritos y de la extravasacién de proteinas
plasméticas (EPP, considerado una medicibn indirecta de inflamacion y edema)
(Fig.15A)(Fig.15B)(Tabla4d), junto con una mejoria histolégica (Alfieri y Cubeddu, 2000; Alfieri y
Cubeddu, 2002 y Alfieri y col., 2001).

Los resultados de estos trabajos sobre el papel del NO en la cistitis neurogénica por CFM, junto con
hallazgos previos (Alfieri y Gardner, 1997; Alfieri y Gardner, 1998) ponen de manifiesto el importante
papel de la sP, los receptores NK1 y de la generacion de NO en la citotoxicidad inducida por CFM en
vejiga urinaria de la rata.



Con base en nuestros estudios y en las evidencias previamente publicadas (Cox, 1979; Ahwulalia y col.,
1994; Szab6 y Dawson, 1998), propusimos el siguiente mecanismo para la produccién de cistitis inducida
por CFM (Fig.16A) (Fig.16B)(Fig.17): la acroleina, metabolito urinario de la CFM, al concentrarse en la
vejiga y entrar en contacto con el urotelio, estimula, entre otras, a las fibras ricas en sP y, por
estimulacion antidrémica, se liberaria este péptido, activando receptores NK1. También se estimularia la
produccion de citokinas, interleukinas y factor de necrosis tumoral. Esto seria parte de las sefiales
inflamatorias, capaces de estimular la INOS presente en macrofagos, células epiteliales y endoteliales,
con el consecuente incremento en la produccién del NO, el cual actuaria como un mediador
importante del proceso inflamatorio y de la citotoxicidad producida por la CFM. Los antagonistas de los
receptores NK1 bloquearian dicho receptor por lo cual la sP (u otra neurokinina) seria incapaz de
activarlos; esto prevendria parcialmente el inicio del proceso, en este caso, inflamacién neurogénica en
la vejiga urinaria. Los resultados obtenidos con el inhibidor de la sintesis del NO (L-NNA) explican porqué
la activacion del receptor NK1, sin subsiguiente sintesis de NO, es capaz de iniciar otros procesos
mediados por sP, como EPP; sin embargo, al estar inhibida la NOS, tanto la EPP como el dafio celular
son menores, debido a que no se producen los procesos de destruccion celular mediados por el NO, en
la vejiga urinaria. El hecho de que el 7-NI no haya producido cambios en la ecrecién de nitratos +
nitritos refuerza la evidencia que sefalan que es la forma iNOS, y no la nNOS la isoforma que juega un
papel fundamental en el desarrollo de cistitis por CFM.

Adicionalmente, puede concluirse que, aunque la sP y el NO son importantes en la produccion de la
cistitis producida por CFM, otros mecanismos de inflamacién diferentes también deben estar operando,
ya que la administracién conjunta de un antagonista NK1+ el inhibidor selectivo de la iINOS solo fue capaz
de prevenir parcialmente el dafio en vejiga urinaria (cuantificado como EPP y por evaluacion histolégica).

Conclusiones

Los trabajos presentados en esta revision, cada uno de los cuales ya ha sido discutido, nos demuestra
gue el NO se ha convertido en el centro de una extraordinaria area de investigacion que ha generado en
los afios recientes una gran cantidad de conocimientos. Esta claro que el NO tiene importantes funciones
en el sistema cardiovascular, donde las tres isoformas del NOS tienen implicaciones en su fisiologia y
fisiopatologia. La eNOS es importante en la regulacién vascular, manteniendo una vasodilatacion
adecuada y protegiendo la intima de los agregados plaquetarios y de la adhesion leucocitaria, ademas de
inhibir la proliferacion del muasculo liso de la pared. La isoforma nNOS del sistema nervioso central y
periférico puede también contribuir a regular la presién sanguinea. En las enfermedades asociadas a
hipercolesterolemia, diabetes e hipertensién, que estan caracterizadas por una disfuncién endotelial, se
ve reducida la capacidad de vasodilatacion mediada por el endotelio. El estrés oxidativo y la inactivacion
del NO por los aniones superdxido juegan un papel importante en estos estados patolégicos. La
administracion de L-arginina como sustrato de NOS o HB como cofactor puede aliviar la disfuncién
endotelial en varias de estas condiciones. Adicionalmente, la eNOS tiene importancia para el
mantenimiento del flujo sanguineo cerebral y la prevencion, en cuanto sea posible, del dafio neuronal. En
la inflamacion la iINOS esta inducida en la pared vascular por las endotoxinas bacterianas y/o la
citoquinas proinflamatorias, produciendo grandes cantidades de NO que actlla como un importante
mediador en la vasodilatacién arteriolar inducida por agentes citotoxicos.



Las aplicaciones derivadas de las numerosas funciones de esta pequefia e increible molécula gaseosa
han comenzado a materializarse. Las funciones descritas aqui representan solamente el comienzo de la
historia que se estéa escribiendo.

Las diversas funciones del NO también implican que los medicamentos mas eficaces sean aquellos que
sélo son activos alli donde es necesario. Un ejemplo claro de esto es el uso de NO inhalado en bebés
prematuros con hipertension pulmonar persistente, tratamiento que ha sido un éxito, ya que el NO sélo se
aplica al lugar adecuado, es decir, los vasos sanguineos de los pulmones prematuros, que lo necesitan
para absorber oxigeno (Anggard, 1994). El NO inhalado también ha sido usado satisfactoriamente en el
tratamiento del Distrés Respiratorio del adulto (Michael y col., 1998). Otra terapia relacionada con el NO
que ha tenido gran impacto social es el medicamento para el tratamiento de la impotencia, el sildenafil
(Viagra®©). Al desactivar una enzima que destruye el GMPc, el sildenafil mantiene la sefial de GMPc por
mas tiempo en los muisculos peneanos y dilata los vasos sanguineos que irrigan el cuerpo cavernoso
(Boolell y col., 1996). El desarrollo de este medicamento es el resultado de un trabajo anterior de Ignarro,
que demostré que el NO es el neurotransmisor que causa la ereccion del pene (Ignaroy col, 1990).

Otra area donde esta investigando actualmente es aquella donde se persigue producir medicamentos
gue s6lo desactiven una isoforma de la NOS. Ejemplos mencionados y discutidos la presente revision
son aguellos farmacos capaces de inactivar a la INOS (NOS-2), y que se podrian utilizar para
enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Andlogamente, medicamentos que desactiven la bNOS
(NOS-1), producida en las células cerebrales, se podrian utilizar para reducir la muerte celular y los
dafios cerebrales que se producen cuando el cerebro libera un exceso de NO ante una lesién o falta de
oxigeno provocada por una embolia cerebral (Li y Billiar, 2000). Ambos tipos de medicamentos deberian
evitar la desactivacion de eNOS (NOS-3), de forma que la presion arterial y el flujo de la sangre a los
tejidos no se vean afectados. En relacién con esto, estudios recientes también han evidenciado que en el
inicio del proceso de apoptosis esta involucrada la citotoxicidad por generacion prolongada de NO. Sin
embargo, los resultados han indicado que la vias de traduccién del NO no estarian solo adaptadas para
citotoxicidad, pero también para la proteccion. La proteccién por apoptosis iniciada por NO podria
producirse como consecuencia de la interaccion controlada del NO con radicales superéxido. Esta
interaccion NO/superdxido seria capaz de redireccionar la actividad apoptética a una velocidad que
puede ser compensada por el glutation. Adicionalmente, los efectos protectores mediados por el NO
puede ser consecuencia de la induccion de trascripcion de proteinas de choque térmico, hemeoxigenasa
1 y ciclooxigenasa 2, atenuantes del dafio celular. En consecuencia, el balance entre los procesos pro- y
anti-apoptoticos podria ser regulado o intervenido con moduladores de la sintesis del NO, abriéndose
interesantes posibilidades terapéuticas (Taylor y col., 2003).

A nivel de SNC también se han publicado resultados esperanzadores para futras terapias; por ejemplo,
evidencia reciente le ha asignado al NO un papel muy importante en la regulacion del proceso de
memoria y aprendizaje, al modificar los umbrales necesarios para producir la Potenciacién a Largo Plazo
(LTP) y la Depresion a Largo Plazo (LTD). De este modo, el ND podria influir sobre la plasticidad
neuronal (Holscher, 1997; Lev-Ram y col., 2002). En esa misma direccion, Peunova ha descrito al NO
como un elemento crucial para el desarrollo del tamafio del cerebro y del nUmero de células cerebrales
(Peunova y col., 2001). Las implicaciones de estos resultados son importantes para eventuales
tratamientos para enfermedades como la de Alzhaimer o dificultades de aprendizaje en nifios.



Otra area donde hay un gran interés por el papel del NO es la del tratamiento de la drepanocitopenia o
anemia falciforme, ya que estudios recientes han demostrado que el NO permite que la hemoglobina
anormal o hemoglobina S de las células falciformes ligue oxigeno con mayor afinidad, sin alterar la
afinidad en la hemoglobina normal. Ciertos grupos han tenido éxito al probar los efectos de la inhalacion
de cantidades pequefias de NO en pacientes con la enfermedad, encontrando que su sangre retiene mas
oxigeno y por mas tiempo, después de la inhalacién (Lopez y col., 2003; Weiner y col., 2003); también se
ha ensayado con terapias a base de L-arginina (Morris y col., 2003). Estos resultados podrian conducir a
una curacion potencial para la crisis de este tipo de anemia.

En relacién al futuro del NO nitrico en biologia y medicina, es bueno citar algunas palabras del Prof.
Ignarro. Segun él asegura, "ya estamos en el futuro. Actualmente muchos expertos se estan centrando
en los efectos cardiovasculares del NO y en una nueva linea de investigacion es la del estudio de sus
efectos inhibitorios sobre el crecimiento tumoral. Se estd estudiando si el crecimiento de células
tumorales se puede inhibir con aumentos en la concentracién del NO, y si la diseminacidon de estas
células puede deberse a un déficit de NO. Por lo tanto, se ha abierto una nueva via tanto para el
desarrollo de medicamentos donantes de NO como para el tratamiento de ciertos tipos de tumores a
través de terapia génicd'. (Redaccion, 2003).

Ya comienza a hablarse del NO como el primer representante de una nueva clase o familia de moléculas
mensajeras, que podria incluir también al didxido de carbono (CO,). Es irdnica la idea de que entidades
quimicas que eran conocidas solamente por ser dafiinas al cuerpo humano, pudieran ser tan importantes
para nuestra salud.

Para finalizar...

La historia de cémo se llega a dilucidar la existencia del NO y su funcibn como mensajero, ilustra como
convergen descubrimientos aparentemente inconexos e incégnitas no resueltas, para adquirir un
significado biolégico. Para ejemplificar esta afirmacion, es valida la siguiente anécdota: a menos de dos
meses de su muerte en diciembre de 1896, Alfred Nobel escribi6 la siguiente nota a uno de sus colegas:
"iEs una ironia del destino que me hayan recetado nitroglicerina para uso interno! Le llaman Trinitrina,
para no alarmar al farmacéutico ni al publico”. Nobel sufria ataques angina de pecho y la ironia radicaba
en que el inventor e industrial sueco habia conseguido gran parte de su considerable fortuna a través del
desarrollo y la fabricacion de la dinamita, también conocida como nitroglicerina, la cual posteriormente
comenz6 a utilizarse como farmaco vasodilatador; pero solo en los afios 70 y 80 del siglo XX, los
investigadores consiguieron develar el misterio de la nitroglicerina al darse cuenta de que ésta sufriauna
serie de reacciones en el organismo para formar al NO. Una avalancha de investigacién se gener6 a
partir en esas décadas y para el afio 1992 la importancia del NO ya era un hecho claro, por lo cual fue
nombrada "Molécula del afio" por la revista Science (Koshland Jr., 1992), nombramiento que aparecio
junto con un controversial articulo titulado "NO news is good news” (Cullotta y Koshland Jr, 1992).

Es importante recordar que un siglo después de la muerte de Alfred Nobel, el premio que se establecio
con su fortuna fue concedido a los descubridores del EDRF o NO y de su papel como importante
mensajero del organismo, cerrandose de algiin modo un circulo que se inicié con el descubrimiento de la
nitroglicerina. Entre los nombres que se barajaban como posibles ganadores del premio Nobel estaban
los de Furchgott, Ignarro, Moncada y Murad. De acuerdo con la limitacion que impide que mas de tres
personas compartan el premio, el 10 de diciembre de 1998, la Fundacion Nobel decidi6 conceder a



Furchgott, Ignarro, y Murad el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina por su participacion en el
descubrimiento del NO. Esta premiacién ocasioné una gran polémica en diversos sectores cientificos, en
especial latinoamericanos, que consideraron injusta la exclusion de Salvador Moncada, a favor de un trio
de investigadores totalmente norteamericano. Sin embargo, la importancia del trabajo de Moncada ha
sido y es reconocida implicitamente por la comunidad cientifica mundial; su revision "Nitric oxide —
physiology, pathophysiology, and pharmacology,” aparecido en 1991 en la revista Pharmacological
Reviews, ha sido citado unas 7000 veces, convirtiéndolo en uno de los articulos cientificos mas citado en
los 90s, y sin duda, el mas citado en relacién al NO.
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Nomenclatura

Nomenclatura Descriptiva

Caracteristicas

Numérica
c-NOS (constitutiva o regulada - Se expresa constitutivamente
por Calcio - Su actividad esta regulada por
NOS1 calcio.
b-NOS (de cerebro) - Prototipo presente en neuronas
bc-NOS(constitutiva cerebral) - Produce cantidades bajas
n-NOS (neuronal) (pmol) de NO, que cumple
cn-NOS (constitutiva neuronal) funciones sefializacion celular.
- Es inducida por citocinas
i-NOS (inducible) - Su actividad es independiente
NOS2 mac-NOS (de macréfagos) de calcio.
hep-NOS (de hepatocitos) - Prototipo presente en
macrofagos de murinos.
- Produce cantidades altas
(umol) de NO que cumple
funciones citotoxicas,
citostaticas o citoprotectoras.
c-NOS (constitutiva o - Se expresa constitutivamente
dependiente de calcio. - Su actividad esta regulada por
NOS3 Esta nomenclatura de superpone |calcio.

con la NOS1).
e-NOS (endotelial)
ec-NOS (endotelial constitutiva)

- Prototipo presente en neuronas
- Produce cantidade s bajas
(pmol) de NO, que cumple
funciones sefializacion celular.

Tabla 1: Nomenclatura y caracteristicas generales de las NOS (Moncaday col., 1997).




Mombre Abreviacion Estructura Selectividad

N -monomethylL-arginine | L-NMMA ""»."‘"f’“‘u“‘“\r" » | nNOS =Enos =iNO3

N -nitro-l-arginine L-HA LN .-""-.1_,.- « | nNOS =eNOS ==iHOS
N -amino-L-arginine L-NAA A%AT « | nNOS =iNOS > eNOS
T-nitroindazole H :; ) - nHO5 = eNOS =iNOS

N- iminoethylL-omithine | LNIO “A'ﬂ”ﬂ“l"' « | iNOS =¢NOS =nNOS

- iHOS = ¢NOS = nNOS
Aminoguanidine B A

Tabla 2: Diferentes Inhibidores de las isoformas de la NOS.




Sal sensibles

Sal resistentes

Edad (Afios) 46.7+ 2.1** 38.2+1.9
Peso (Kg) 79.1+ 3.0 ** 71.7+ 2.6
IMC (Kg/m2) 31+1.0* 26.6 £ 0.8
RCC 0.94 +0.02 * 0.88 £ 0.02
PAS (mmHg) 131 £ 3.9 ** 111 +2.2
PAD (mmHg) 84.3+ 2.6 * 75+1.4
PAM (mmHg) 100 £ 2.7 ** 87.1+1.6
Ins ayunas (uUl-ml) 21.1+26 22.6+3.0
Ins 2hrs (UUI-mlI) 126.8 + 17.4 116.2 £+ 15.5
Glu ayunas (mg/dl) 94.2 +4.3 8827
Glu 2 hrs (mg/dl) 125+ 10.1 104.3+6.1

Tabla 3: Datos demogréaficos y valores de presién arterial, insulina y glucosa
en los grupos de sujetos sal-sensibles y sal-resistentes. (Cubeddu y col., 2000).




Control 0.22 £ 0.08
GR-205171 0.18 + 0.08
L-NNA 0.05 + 0.04*
CYP 0.42 + 0.05*
CYP + GR-205171 (one dose) 0.38+0.1
CYP + GR-205171 (two doses) 0.22 + 0.08**
CYP + L-NNA 0.11 + 0.05**
CYP + GR-205171 (two doses) + L-NNA 0.14 £+ 0.08**

Significantly different from control values at * P < .01.
Significantly different from CYP values at **P < .01. .

Tabla 4: Excrecién Urinaria de metabolitos del NO. Las ratas recibieron ciclofosfamida
(CYP) sola o junto con un tratamiento con antagonista NK1 (GR205171) o in inhibidor
inespecifico de la sintesis del NO (L-NNA) (Alfieri y Cubeddu., 2000)
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Figura 1

Furchgott v su grupo demostro que tiras de vasos sanguineos necesitan tener el
endotelio intacto para que puedan relajarse por accién de la acetilcolina (Ach)
luego de contraerlas previamenie con norepinefrina (ME) (lzquierda). Esto no
ocurre si el vaso sanguined ha perdido su endotelio (Derecha)

(Furchgott v Zawadzki , 1980).
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Figura 2
Sintesis del oxido nitrico, a partir de la L-arginina




MLV L-arg

{INOS
GC | < NO
GMPc
NO
Relajacién
L-arg

MLV: musculo liso vascular; Pla: Plaquetas; GR: Glébulo Rojo
Receptor de Ach
Receptor de sustancia P
Figura 3
El MO liberado desde su sitio de sintesis,

en este caso, el endotelio, difunde rapidamente hacia el masculo lise adyacente.
Una vez ejercido su efecio o anies de esio, puede difundir hacia la sangre y unirse a ofras
maoléculas, como €l grupo Heme de la hemoglobina, o ser metabolizado a nitratos v nitritos.
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Figura 4

La guanil ciclasa soluble es un heterodimero que poses un grupe Heme

con hiemo ferroso (Fe™) pentasociado. El NO activa la GC soluble. La finalizacion
se produce por la dizociacion del NO de su posicion en el grupo heme. Como
resultado, se produce liberacion de GMPc, el cual actuara como segundo mensajero.
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Figura 5
La presidén arerial de animales aumenta

de manera dosis dependiente al recibir un inhibidor de la sintesis de MNO.
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* 0
% Medicién de PAy toma de muestra de orina para
cuantificacion de nitratos y nitritos y de sodio urinario.

Figura &

Representacién esquematica de la prueba de Sensibilidad a la =sal.

Los sujelos siguen durante 7 dias a una diela con alto contenido de sodio
(200 mEg/dia). A confinuacion, v durante los siguientes 7 dias, siguen una
dieta con resfriccion severa de sodio (20-40 mEgdia). Los cambios de PAM
entre las dietas alta ¥ baja en sodio permite clasificar a sujelo en Sal-Sensible
(=10 mm Hg) o Sal-Resistente (<3 mm Hg).
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Figura 7

Cambios en la excrecion urinaria de metabolitos del NO, en sujetos
Sal-Senszibles (35) v Sal-Resistentes (3R], después de una semana
de ingesta alta o baja en sal.(Cubeddu vy col., 2000)
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Los pacientes diabéticos tipo 1 de reciente diagnosiico con nive-
les optimos de glicemia presentaron niveles de nitratos + nifritos
plasmaticos menores que los sujetos sanos, indicando gue la
disfuncion endotelial se inicia mucho antes de que aparezcan

evidencias clinicas de la mizma.(Correa y Alfieri, 2003)
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Los pacientes diabéticos tipo 1 de reciente diagnosiico con nive-
les optimos de glicemia presentaron niveles de nitratos + nifritos
plasmaticos menores que los sujetos sanos, indicando gue la
disfuncion endotelial se inicia mucho antes de que aparezcan

evidencias clinicas de la mizma.(Correa y Alfieri, 2003)
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Figura 9

Loz niveles de Factor von Willebrant en los pacientes del
grupo 3 (DM fipo 1 de larga data) fueron significativamente
mayores (p< 0.0001) Mo hubo diferencia en los niveles

de FvW plasmatico enfre los sujetos confroles v los pacientes
diabéticos fipo 1 de reciente diagndstico.(Correa v Alfieri, 2003)




Célula
endotelial

Musculo Liso Vascular

Figura 10.A
Ejercicio, estrés de roce y produccidn de NO

Efecto del incremento agude del estrés de roce sobre la activacion de la eNOS vascular.




Estrés de roce aumentado

sostenidamente

Induccion de la
Expresidn

Respuesta a largo Plazo

Figura 10.B

Ejercicio, estrés de roce v produccién de NO

Efecto del incremento sostenido del estrés de roce sobre la induccidn de la expresidn de la
eMOS vascular. Esto ocurre en los sujelos fisicamentie entrenados.
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Figurai1
Los niveles de NS constitutiva se incrementaron significativaments en

perros, luego que estos fusronsometidos a caminatas de 1 hora
(9.5 Km/h) 2 veces al dia, por 10 dias.(Homing vy col., 1996)
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Figura 12.4
Niveles basales de metabolitos urinarios del NO en sujetos con diferentes
niveles de actividad fisica.(Rodriguez-Plaza y col., 1997; Alfier v col., 2000)
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Figura 12.B
Miveles basales de metabolitos urinarios de cGMP en sujetos con diferentes
niveles de actividad fisica.(Rodriguez-Plaza y col., 1897; Alfier v col., 2000)
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Para cada grupo, los ejercicios fueron los sigulentes:
Grupe 1 (Corradoras altaments entrenados): Maratdn de 42 km
Grupe 2 (Corredores entrenados): Carrera de 15 Km
Grupo 4 (Pacientes con enfermedad arterial coronara): caminata supervisada de 3-6 km.
Figura 13
Excrecion urinaria de GMPc antes v después del ejercicio agudo.
{(Alfieri y col., 2000)
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Para cada grupo, los ejercicios fueron los siguientes:
Grupo 1 (Corredores altaments entrenados): Maraton de 42 km
Grupo 2 (Corredores entrenados): Carrera de 15 Km
Grupo 3 (Sujetos sanos sedentarios): solo fueron cuantificados niveles basales
Grupo 4 (Pacientes con enfermedad artenal coronaria): caminata supervisada de 3-6 km.
** P< 0.001 con relacion a niveles pre-gjercicio.
Figura 14
Excrecidn urinaria de metabolitos del MO antes v después del ejercicio
agudo. (Rodriguez-Plaza y col., 1987)
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Figura 15.B

Cambios en los niveles de metabolitos urinarics de GMPc en pacientes
con Enfermedad Artenal Coronaria, anfes y después de la realizacion
ejercicio agudo {caminata de 3-6 km, en 30 minuios), antes vy después
de un programa rehabilitacion cardiaca de 12 semanas de duracidn.
(Rodriguez-Plaza v col., 1997; Alfier v col., 2000)
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Figura 16.4
Extravasacion de proteinas plasmaticas en vejiga.
(Alfieri v col., 2001)




NO metabolites in urine
(emoles/ml)

404

30+

207

Control

Hi

CYP
+
MITU

CYP
+
NI

Figura 16.B

Excrecion Urinaria de melabolitos del NO.

(Alfiert y col., 2001)
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Figura 17

Modelo Propuesto para la Cistitis Neurogénica inducida por Ciclofosfamida
(Alfien y Cubeddu, 2000; Alfieri y Cubeddu, 2001).






