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Sinopsis

A mediados de la década de los ochenta el 6xido nitrico fue identificado como el factor relajante
derivado del endotelio (EDRF) implicando su importancia en el sistema cardiovascular y en casi
todos los demaés sistemas bioldgicos, motivo por el cual fue escogida como la molécula del afo
en 1992 por la revista Science y merecio el que se le otorgara el premio Nobel en medicina y
fisiologia en 1998 a los investigadores pioneros de tan importante descubrimiento (Ferid Murad,
Robert Furchgott y Louis Ignarro). En esta revision uno de estos investigadores, el Dr. Louis
Ignarro, comparte su experiencia en el descubrimiento y desarrollo de tan fascinante campo de
investigacion en la medicina molecular.

Introduccion
(Hermes J. Garban, M.D., Ph.D.)

Lo simple y ubicuo del 6xido nitrico (CAS 10102-43-9) (escrito NO’ o simplemente NO) en
sistemas biologicos lo hace una de las moléculas mas atractivas dentro de la amplia gama de sus
funciones. El NO es considerado un gas de facil difusion con caracteristicas de radical libre
(electron no apareado) ,producido en forma enddégena por una gran variedad de células. Es
sintetizado a partir del
aminoacido r-arginina a
través de una compleja
7000 reaccion catalizada por el
enzima oxido nitrico
sintetasa (NOS EC
5000 1 1.14.13.39.). El 6xido nitrico
participa en una variedad de
importantes funciones
3000 1 bioldgicas incluyendo
neurotransmision,
vasodilatacion,
1000 1 immunotoxicidad y
Yy transduccion de sefiales.
& La explosion de
K investigacion relacionada al
__ Figura 1.- Representacion grafica del numero de citaciones — papel del NO en sistemas

por afio en PubMed donde se menciona NO. biologicos a sido
exponencial como lo refleja
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el niimero creciente de publicaciones por ano en donde se involucra NO (Fig. 1). Es casi
imposible encontrar un area dentro de la investigacion biomédica donde no exista la
participacion del NO.

La primera observacion del papel biologico del
NO fue en macrofagos y neutrdfilos de roedores:
Exposicién in vitro de estas células a lipopolisacarido
endotoxico indujo la produccion en cantidades
significantes de nitrito y nitrato que se acumularon en
el medio de cultivo. Ademas, la inyeccion in vivo de
endotoxina elevo la produccion de nitrito y nitrato (los
dos productos de oxidacion del 6xido nitrico) en orina.
La produccion de o6xido nitrico fue asociada
originalmente a la oxidacion del grupo guanidino del
L-arginina.

La segunda observacion fue hecha por el Dr.
Furchgott y el Dr. Zawadzki en 1980 usando
preparaciones de musculatura lisa vascular. Ellos
descubrieron que luego de la estimulaciéon con
acetilcolina o carbacol, el endotelio vascular producia 8% e I'_'I'I"l:_'.f : l'_._' :[:“"
un factor vasodilatante con una muy corta vida media [ '
el cual, a diferencia de las prostaciclinas derivadas del  Figura 2.- Portada de la revista Science en
endotelio, no era bloqueado por inhibidores del  Diciembre de 1992. NO Molecula del Afio.
ciclooxigenasa. Ellos llamaron este vasodilatador
“Factor Relajante Derivado del Endotelio” (EDRF) ya
que promovia la relajacion de preparaciones de musculatura lisa pre-contraidas
farmacologicamente. En 1987, comparando las propiedades farmacologicas y bioquimicas de
este factor, tres grupos independientes reportaron que el 6xido nitrico y el EDRF eran la misma
molécula. Estudios posteriores demostraron que el NO era generado por muchos otros tipos de
células y que se podia encontrar en casi todo tipo de tejido.

A pesar de lo reciente de la investigacion sobre NO en sistemas bioldgicos, la primera
sintesis de NO fue reportada por Joseph Priestly (el descubridor del oxigeno) en 1790. Es
sintetizado en sistemas bioldgicos por una familia de enzimas que son llamadas 6xido nitrico
sintasas (NOS). Se han identificado tres tipos de NOS (Tabla 1). Estas tres isoformas son hemo-
flavoproteinas que utilizan L-arginina como substrato y requieren NADPH, dinucleotido de
flavina-adenina (FAD) y tetrahidrobiopterina (3HB) como co-factores. La actividad de estas
enzimas es controlada mayormente al ser fosforiladas. Por ejemplo, fosforilacién reduce
significativamente la actividad de NOS I, mientras que incrementa la actividad de NOS III. En el
caso de NOS II, es estrechamente regulada a nivel de expresidon por varios factores
transcripcionales.




Propiedad NOS 1 NOS 11 NOS III
Nombre bNOS, cNOS, nNOS iNOS, mNOS eNOS
Tejido preferencial donde | Neuronal, epitelial. Macrofagos, Endotelio
se expresa Musculatura lisa, , etc.
Expresion Constitutiva Inducible Constitutiva/variable
Requerimientos de Ca"™" Si No Si
Cromosoma 12 17 7
Tamaio 150-160 kDa 125-135 kDa 133 kDa

Tabla 1.- Propiedades de las tres isoformas de Oxido Nitrico Sintasa (NOS)




NO'bel

(Louis J. Ignarro,Ph.D. / traducciédn al espaiol por Samuel Olson)

La etapa temprana de mi carrera de investigacion,
mientras era estudiante graduado, estuvo enfocada en tratar de
desarrollar un mejor entendimiento de los mecanismos las
catecolaminas durante el desarrollo embriologico del sistema
nervioso simpatico. En ese tiempo no existia tal cosa como el
GMP ciclico. Y el 6xido nitrico no era considerado mas que un
agente contaminante en la atmoésfera a nuestro alrededor.
Aunque mi investigacion aun no involucraba el uso de AMP
ciclico, continué¢ leyendo la literatura sobre este metabolito y
presencie el descubrimiento del GMP ciclico. Entonces decidi
determinar si el AMP ciclico y el GMP ciclico tenian algiin
papel en la modulacion del proceso inflamatorio. Claramente, en
ese tiempo, se desarrollaba una tendencia conceptual en la que el
AMP ciclico y el GMP ciclico mediaban procesos opuestos en la

funcion celular.

Dr. Ferid Murad

Recuerdo que mientras Dr. Louis J. Ignarro
realizdbamos nuestros estudios
sobre el AMP ciclico y el GMP ciclico, lei dos publicaciones
interesantes sobre el GMP ciclico que fueron escritas por Ferid
Murad y colegas (Arnold et al., 1977; Katsuki et al., 1977). Estos
estudios revelaron que el oOxido nitrico y los compuestos
nitrogenados capaces de liberar 6xido nitrico, todos activaban a
la guanilato ciclasa citosolica. La nitroglicerina fue uno de los
compuestos estudiados. El 6xido nitrico y los compuestos
nitrogenados también estimularon la produccién de GMP ciclico
en tejidos aislados in vitro (Murad et al., 1978). Estas
observaciones sugerian que la nitroglicerina podria activar la
guanilato ciclasa y estimular la formacion de GMP ciclico
mediante mecanismos que involucran al 6xido nitrico. Estudios
adicionales revelaron que el 6xido nitrico podria estar involucrado
en los efectos relajantes de la nitroglicerina y otros compuestos
nitrogenados sobre el musculo liso no vascular (Katsuki and
Murad, 1977). Estos resultados me llevaron a realizar algunos

experimentos para aclarar si la nitroglicerina y sus parientes quimicos, el nitrato organico y los
esteres de nitrito en realidad eran capaces de liberar el gas, 6xido nitrico, en una solucion acuosa.
Después de observar que una serie de compuestos nitrogenados que eran conocidos relajantes del

musculo liso generaban oxido nitrico, pensamos que el oxido nitrico
también podrian ser responsables del efecto vasodilatador atribuible a la
nitroglicerina y que el GMP ciclico podria ser el segundo mensajero
intracelular que media este efecto del oxido nitrico. Al mismo tiempo, se
condujeron una serie de experimentos para probar la hipdtesis propuesta
por Ferid Murad que la nitroglicerina, el nitroprusiato de sodio y lo

compuestos nitrogenados causan la relajacion del musculo liso, mediante Video sobre NO



la liberacion de oxido nitrico, el cual actiia estimulando la produccién de GMP ciclico.

Mecanismo de liberacion de éxido nitrico por nitroglicerina y otros compuestos nitrogenados.

El mas importante de los experimentos que se condujo para comprobar que el oxido
nitrico es responsable por la accion vasodilatadora de la nitroglicerina, fue el que determino si es
el oxido nitrico el que causa la relajacion del musculo liso vascular. En 1979, (Gruetter et al.,
1979) reportamos que el gas, oxido nitrico, es un potente relajante de la arteria coronaria bovina
y activa la guanilato ciclasa aislada en este tejido . Estas observaciones confirmaron lo que Ferid
Murad habia encontrado y extendid la hipotesis al incluir al musculo liso vascular. Por ende, el
nitroprusiato de sodio, la nitroglicerina, y los compuestos nitrogenados relacionados parecian
relajar al musculo liso vascular, mediante la liberacion de oxido nitrico, que entonces estimula la
formacion de GMP ciclico y resulta en la relajacion del musculo liso vascular. La hipdtesis que
plantea que el GMP ciclico esta involucrado en la
relajacion del musculo liso fue recibida con algo de
escepticismo a finales de los setentas, porque Hy C— O—N,
prevalecia la creencia que el GMP ciclico y el AMP |
ciclico eran mediadores de acciones bioldgicas
opuestas. Se sabia que el AMP ciclico mediaba los "2 COTNG:

. . . Mitroglycerin
efectos relajantes de ciertas catecolaminas 'y (gl }.lcery? frinitrate)
prostaglandinas sobre el musculo liso. Sin embargo, el

HE— O—NGy

trabajo que se llevo acabo en varios laboratorios '-I::I::_O_NO2
incluyendo el de Ferid Murad y el mio, indicaba que el | 0
GMP ciclico y el AMP ciclico podian mediar acciones —fH
bioldgicas comunes en el musculo liso como la 5 H‘|3
relajacion. (OpN—0—CH

El proximo paso para elucidar el mecanismo lsosorbide dinitrate
de accién especifico de la nitroglicerina era aclarar
como el oxido nitrico era liberado de la molécula My
precursora en el tej}do musc;ular liso. La liberacion ™ CHCHy—CHy— O N0
espontdnea de oxido nitrico desde compuestos e

nitrogenado tales como el nitroprusiato de sodio ya
habia sido estudiada y entendida, pero la nitroglicerina
y otros nitratos orgéanicos y esteres de nitrito, son
compuestos quimicamente estables que tendrian que
ser sometidos a reacciones quimicas y enzimaticas
para liberar oxido nitrico. En experimentos iniciales
encontramos que tioles tales como el ditiotreitol (DTT) aumentaron la activacion de la guanilato
ciclasa por el nitroprusiato de sodio y compuestos nitrosilados sin afectar la activacion
enzimatica por oxido nitrico en si (Ignarro et al., 1980a; Ignarro et al., 1980b; Ohlstein et al.,
1979). El mecanismo de esta modulacion positiva se le atribuyo a una reaccion entre el tiol y el
compuesto nitrogenado para formar un S-nitrosotiol, el cual se descompone con la descarga de
oxido nitrico. Una serie de S-nitrosotioles se sintetizaron y se encontré que eran agentes
donadores labiles de oxido nitrico.

Amyl nitrite

Figura 3.- Compuestos generadores de NO
de uso clinico



Identificacion del factor relajante derivado de endotelio (EDRF) como oxido nitrico

La mayoria de la investigacion que hemos discutido se
llevo acabo antes o poco tiempo después del descubrimiento de
la vasodilatacion endotelio dependiente por Robert Furchgott en
1980 (Furchgott and Zawadzki, 1980). El conocimiento de que la
nitroglicerina era un vaso relajante tan potente y los hallazgos
mas recientes que demuestran que el oxido nitrico era un potente
vasodilatador e inhibidor de la agregacion plaquetaria, nos llevo
a preguntarnos por que los mamiferos tienen receptores para
compuestos farmacoldgicos tan potentes. Esta idea sugeria que
quizas los mamiferos poseen un compuesto nitrogenado
endogeno que libera oxido nitrico o poseen oxido nitrico. Los
primeros estudios sobre el factor relajante derivado de endotelio
(EDRF) se condujeron sin ningiin conocimiento de su estructura
quimica. Nosotros empezamos a estudiar la vasodilatacion

- dependiente de endotelio porque queriamos determinar si el
Dr. Robert Furchgott GMP ciclico estaba involucrado y no porque pensdbamos que el
EDRF podria ser oxido nitrico. De hecho, se estaba llevando
acabo un proyecto separado para encontrar oxido nitrico endogeno. Justamente mientras
completadbamos |nuestros experimentos sobre el EDRF y el GMP ciclico, el grupo de Ferid
Murad publicaba un articulo mostrando que la vasodilatacion endotelio dependiente por
acetilcolina y otros agentes estaba asociada con la produccion de GMP ciclico en el musculo liso
vascular (Rapoport and Murad, 1983). Nosotros encontramos resultados similares y también
encontramos que el azul de metileno, un inhibidor de la actividad de la guanilato ciclasa,
prevenia tanto el efecto de acumulacion de GMP ciclico como el efecto vasodilatador de la
acetilcolina (Ignarro et al., 1984). Al principio entretuvimos la idea de que la acetilcolina podria
estar estimulando la formacién de un metabolito de 4cido araquidonico, el cual entonces, de
alguna manera activaba la guanilato ciclasa para elevar los niveles de GMP ciclico. Esta posicion
fue apoyada por estudios de este y otros laboratorios que mostraban que agentes que interfieren
con la formacion de acido araquiddonico y ciertos metabolitos del acido araquidénico también
interfieren con la vasodilatacion mediada por acetilcolina (Furchgott et al., 1981; Ignarro et al.,
1984; Rapoport and Murad, 1983). Pero yo no estaba satisfecho con esta idea porque los
experimentos en mi laboratorio no demostraban que la guanilato ciclasa era activada por ninguna
otra cosa que no fuera oxido nitrico. Después de revisar nuestros datos de nuevo, de repente nos
dimos cuenta de que nuestro hallazgo al demostrar que el azul de metileno prevenia tanto el
aumento del GMP ciclico como la vasodilatacion en respuesta a la acetilcolina era similar a
nuestro anterior descubrimientote la prevencion de la formacion de GMP ciclico y de la vaso
relajacion en respuesta al oxido nitrico (Gruetter et al., 1981). Esto indicaba que la accién
vasodilatadora de la acetilcolina era farmacologicamente similar a la del oxido nitrico. Sin
embargo, tuvimos cuidado en no sugerir en el texto que el EDRF podria ser oxido nitrico.
Luego, una vez que otros laboratorios demostraron que el EDRF era una molécula muy inestable
(Gryglewski et al., 1986; Rubanyi and Vanhoutte, 1986), nos dimos cuenta de que los datos de
varios laboratorios eran consistentes con nuestra opinion de que el EDRF y el oxido nitrico eran
bastante similares. Los dos proyectos distintos en mi laboratorio, uno enfocado en EDRF/GMP




ciclico y el otro enfocado en el oxido nitrico endogeno, eran convergentes pero todavia no
estaban listos para proponer que el EDRF era oxido nitrico.

& With endothelium B without endathelium Una serie de
Acetylcholine Acetylcholine experimentos fue

disefiada para probar
nuestra hipdtesis aun sin
publicar de que el EDRF
podria ser oxido nitrico.
El primer experimento
era determinar si el
Acetylcholine Acetyleholine EDRF liberado  de
! ¥ arterias 'y venas podia
activar la  guanilato
ciclasa y asi explicar los
niveles elevados de GMP
ciclico en tejido en
respuesta a la acetilcolina
o la bradikinina, y este
Figura 4.- Trazos mostrando la respuesta vascular en anillos de aorta bovinos. estudio se publico en
1986 (Ignarro et al,

1986b). Anillos arteriales

y venosos se aislaron de vasos intrapulmonares bovinos y fueron incubados en mezclas de
reaccion que contenian guanilato ciclasa citosolica purificada de pulmoén bovino. La adicion de
acetilcolina a las mezclas de reaccion que contenian los anillos arteriales resultd en la activacion
de la guanilato ciclasa, y la bradikinina causo el mismo efecto en las mezclas de reaccion
indistintamente de que tipo de anillos contenia. La activacion de la guanilato ciclasa por la
acetilcolina y la bradikinina era dependiente de la presencia de un endotelio intacto en los anillos
arteriales y lo anillos venosos, y la respuesta era bloqueada por azul de metileno y aumentada por
antioxidantes. Estos experimentos revelaron que el EDRF de arterias y venas activa a la
guanilato ciclasa mediante mecanismos que pueden ser inhibidos por azul de metileno y
optimizados por antioxidantes. Claramente los datos apuntaban hacia la posibilidad de que el
EDRF es oxido nitrico o alguna sustancia relacionada quimicamente como un compuesto
nitrogenado labil. El proximo experimento fue para determinar si la activacion de la guanilato
ciclasa por EDRF era hemo-dependiente al igual que la activacion enzimadtica por oxido nitrico.
Experimentos similares a los descritos anteriormente se repitieron utilizando guanilato ciclasa
que habia sido purificada en su forma hemo-deficiente y en la forma de la enzima que contiene
hemo; y como lo esperdbamos, la activacion de la guanilato ciclasa por EDRF, al igual que la
activacion de la enzima por oxido nitrico, era hemo-dependiente. Al finalizar el primero de esta
serie de experimentos, sabiamos que lo teniamos. EDRF tenia que ser oxido nitrico. Pero yo
queria conducir experimentos mas definitivos antes de irme al extremo de declarar que el EDRF
es oxido nitrico. Un aparato de bioensayo en cascada fue ensamblado para estudiar las
propiedades quimicas y farmacoldgicas del EDRF liberado por arteria y vena, y para comparar
estas con las propiedades del oxido nitrico. Estos experimentos revelaron una gran similitud
entre el EDRF vy el oxido nitrico, y se presentaron en varias conferencias en 1986 y a principios
de 1987 (Ignarro, 1986; Ignarro et al., 1987a; Ignarro et al., 1986a) antes de su publicacion en

Phenylephrine Phenylephrine

o

Fhenylephrine Phenylephrine
L-MMMA Hemoglobin



1987 (Ignarro et al., 1987a; Ignarro et
al., 1987b).

Hubo un experimento en
particular que me convenci6 sin lugar
a dudas que el EDRF era oxido
nitrico. Nos aprovechamos de un
experimento que se habia realizado
previamente en mi laboratorio sobre la
guanilato  ciclasa, en el cual
demostramos que la guanilato ciclasa
era una hemo-proteina, como la
hemoglobina, que reaccionaba con el
oxido nitrico para formar nitrosil-
hemo lo cual se hizo evidente

-

Figura 5.- Aparato de bioensayo en cascada acoplado a un mediante el momtf),reo del Caml?’lo
sistema de adquicision de datos computarizado espectro de absorcion de la region

Soret (Ignarro et al., 1982). Este

analisis quimico clasico provee
pruebas de la presencia del hierro del hemo, y establecido a la guanilato ciclasa como una
hemoproteina. Este hallazgo es impresionantemente similar a la produccion de nitrito (NO;") y
nitrato (NOj3") a partir de arginina observada en macréfagos activados por citoquinas (Hibbs et
al., 1987a; Hibbs et al., 1987b; Iyengar et al., 1987; Palmer et al., 1988). De hecho, estos
estudios revelaron que el analogo estructural de la arginina, la N®-metilarginina, inhibe la
formacion de NO;” y NO,™ a partir de arginina en las células endoteliales. La confirmacion de
estas observaciones originales y la demostracion inequivoca de la presencia de una enzima que
cataliza la conversion de arginina a oxido nitrico y citrulina fue lograda por Bredt y Snyder
(Bredt and Snyder, 1990). A la enzima se le llamo oxido nitrico sintasa y este estudio origin6 una
avalancha de investigacion que llevo a la caracterizacion de las isoformas de la enzima, su
purificacion, la descripcion del mecanismo catalitico y la caracterizacion estructura-funcion de la
oxido nitrico sintasa (Bredt and Snyder, 1994; Crane et al., 1997; Feron et al., 1998; Forstermann
et al., 1994; Garcia-Cardena et al., 1997; Griffith and Stuehr, 1995; Presta et al., 1998; Salerno et
al., 1996; Stuehr and Griffith, 1992).

Durante este periodo de tiempo, también se estaba logrando un increible progreso en el
estudio de las propiedades fisioldgicas y pato-fisiologicas del oxido nitrico enddgeno. Las
células endoteliales vasculares sintetizan oxido nitrico sintasa continuamente para causar
vasodilatacion y limitar cualquier incremento en la presion sanguinea sistémica (Aisaka et al.,
1989; Rees et al., 1989). Esta conclusion fue el fruto de experimentos en los cuales la NC-
metilarginina, un inhibidor competitivo de la oxido nitrico sintasa, causo un aumento sostenido
de la presion sanguinea sistémica en animales luego de una inyeccidn intravenosa. La respuesta
hipertensiva fue completamente revertida por una inyeccion intravenosa de exceso de L-arginina,
el sustrato para la oxido nitrico sintasa. La generacion continua de oxido nitrico derivado de
endotelio parece ser una consecuencia del flujo sanguineo continuo o del estrés del flujo o
friccion (Holtz et al., 1983), y puede disparar la activacion de oxido nitrico sintasa endotelial
calcio dependiente (Buga et al., 1991). El oxido nitrico derivado de endotelio también funciona



L-Arginine L-Citrulline para inhibir la agregaciéon y la

" HHa " . adhesion plaquetaria (Moncada et
2 2 .

Y NO® donors al., 1991), y para frenar o prevenir la

o i R proliferacion del musculo liso
Nitrosothiol

HADPH, 0 o "] Cremenivate vascular subyacente (Buga et al.,

—_— . . .

Furicans 1998). Se continua investigando el
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papel protectivo del oxido nitrico en
la  lesion de reperfusion o
reoxigenacion, estenosis y
ateroesclerosis. Los efectos
protectivos del oxido nitrico quizas
se ramifican de su capacidad para
mejorar el flujo sanguineo local,
inhibir la trombosis o adhesion
Vazodilation celular, interferir con la proliferacion
e e auation|  CElular,  inhibir  enzimas  claves
e involucradas en mediar la
modificacion o destruccion celular.
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Figura 6.- Generacion de NO por parte de la NOS y su
interaccion con la Guanilato ciclasa.

Oxido nitrico y su funcion como neurotransmisor relacionado a la respuesta vascular.

La funcion del oxido nitrico como neurotransmisor fue primero comprobada en el cerebro
(Garthwaite and Garthwaite, 1987). Estas observaciones se basaron en que se encontré que el
glutamato y el oxido nitrico estimulan la formacion de GMP ciclico en el cerebro, y que la
arginina también eleva los niveles de oxido nitrico bajo ciertas condiciones. La funcion del oxido
nitrico como neurotransmisor en el sistema nervioso central se mantiene desconocida pero una
posible hipotesis ha sido que el oxido nitrico modula la potenciacion a largo plazo en el control
del aprendizaje y la memoria (Moncada et al., 1991). El lado negativo de oxido nitrico es que la
produccion excesiva de oxido nitrico en el cerebro estimulada por glutamato puede causar serias
lesiones en el tejido en regiones especializadas del cerebro (Garthwaite and Garthwaite, 1987).
Mas aun, la produccion excesiva de oxido nitrico en proximidad a oligodendrocitos puede causar
la inhibicion de la formacion de mielina y quizas esclerosis multiple (Merrill et al., 1993). Se a
recogido evidencia de que el oxido nitrico es un importante transmisor de neuronas no
adrenégicas - no colinérgicas (NANC) las cuales inervan el musculo liso en varios tejidos, tales
como vias aéreas, tracto gastrointestinal y el tracto genitourinario (Moncada et al., 1991).

Exploramos la posibilidad de que el oxido nitrico puede ser el neurotransmisor principal
en la mediacion de la ereccion del pene. La razén para llevar a cabo este proyecto era que antes
de 1990 el mecanismo fisiologico mediante el cual la estimulaciéon nerviosa promueve la
estimulacion eréctil, era desconocido. Lo que se creia era que la excitacion del sistema nervioso
parasimpatico causaba respuestas eréctiles mediadas por acetilcolina. La respuesta eréctil
consiste en una relajacion mediada por neuronas del musculo liso vascular y no vascular



asociada con la disposicion cavernosa, trabecular o sinusoidal de las arteriolas del cuerpo
cavernoso. El problema que presenta esta hipdtesis para farmacologos y fisidlogos es que el
neurotransmisor colinérgico, acetilcolina, no puede relajar musculo liso no vascular, y relaja el
musculo liso vascular solo por mecanismos endotelio dependientes. Se veia como poco probable
que la acetilcolina, un compuesto de amonio cuaternario (altamente cargado), podria alcanzar las
células endoteliales vasculares desde las uniones sindpticas en las células musculares lisas. Sin
embargo, se esperaria que la excitacion de cualquier nervio NANC que contenga oxido nitrico e
inerve el musculo liso vascular y no vascular del cuerpo cavernoso promueva la extensa
relajacion del musculo liso y la consiguiente ereccion del pene. En el tiempo en el cual
conduciamos nuestro primer experimento, no se sabia si el tejido eréctil en mamiferos era o no
inervado por nervios NANC, y no estdbamos equipados para conducir tales experimentos
histoquimicos. Entonces, utilizamos el clasico experimento de bafio de tejido (bioensayo) en el
cual tiras de cuerpo cavernoso aislado de penes de conejos y humanos se montaron en camaras
de bafio, fueron precontraidas, y después estimuladas eléctricamente para causar la relajacion del
musculo liso.

Nuestro primer experimento revelo que la estimulacion de tiras aisladas de cuerpo
cavernoso de conejo por neuronas NANC resulto en la relajacion del musculo liso, la cual a su
vez era bloqueada por inhibidores de la oxido nitrico sintasa, la hemoglobina y el azul de
metileno (Ignarro et al., 1990). El oxido nitrico en forma de S-nitrosotioles también causo la
relajacion del musculo liso, y la estimulacion eléctrica del tejido resulto en niveles elevados tanto
de nitrito (NO;") como de GMP ciclico (Ignarro et al., 1990). La conclusién era obvia. El oxido
nitrico es el neurotransmisor en los nervios NANC que inervan al cuerpo cavernoso y la
estimulacion nerviosa resulta en la mediacion por oxido nitrico de la relajacion del musculo liso
vascular y no vascular. La accion del neurotransmisor oxido nitrico, es a su vez, mediada por el
GMP ciclico. Asi vemos que la via de transduccion de sefal que involucra al oxido nitrico como
neurotransmisor parece ser la misma que la del oxido nitrico derivado de endotelio.
Experimentos adicionales con cuerpo cavernoso humano produjeron datos virtualmente idénticos
a los que produjeron los experimentos con tejido de conejo (Bush et al., 1992; Rajfer et al.,
1992). Nos sorprendid la naturaleza altamente pasajera de estas respuestas y el hecho de que
estas respuestas inducidas eléctricamente podian ser reproducidas con la adicidon de autentico gas
oxido nitrico. Quizas el experimento mas convincente que indicaba que la estimulacién eléctrica
dispara la funcion eréctil mediante mecanismos que involucran al oxido nitrico fue el encontrar
que la NC-nitroarginina, un inhibidor competitivo de la oxido nitrico sintasa, abolio las
respuestas al estimulo eléctrico, mientras que el exceso de sustrato de la enzima, L-arginina,
lograba que el sistema se repusiera a el efecto inhibitorio de la N®-nitroarginina. Nuestros
estudios tempranos también revelaron que la inhibicion de la degradacion de GMP ciclico a
través del uso de inhibidores de la fosfodiesterasa causaron un aumento de tanto la relajacion del
musculo liso inducida eléctricamente, como en la relajacion del musculo liso inducida por oxido
nitrico (Bush et al., 1992; Ignarro et al., 1990; Rajfer et al., 1992). Estas observaciones indican
claramente que la relajacion del musculo liso del cuerpo cavernoso por excitacion de nervios
NANC o adicién de oxido nitrico es mediada por el GMP ciclico.

Estas observaciones esclarecen en gran manera los mecanismos fisiologicos de la
ereccion del pene ya que revela una critica via de transduccion de sefial que podria ser modulada
por drogas. Por ejemplo, drogas que interfieren con la formacién o accion del oxido nitrico o el



GMP ciclico también podrian interferir con la repuesta
eréctil, y podrian ser tutiles para el tratamiento del
priapismo. Pero mucho mas importante que esto seria
el desarrollo de drogas que aumenten la formacion o
accion de oxido nitrico o GMP ciclico, podrian también
aumentar la respuesta eréctil, y podrian ser efectivos en
el tratamiento de la impotencia, el desorden médico de
mayor prevalencia en hombres. In 1998, la droga
sildenafil (Viagra ®) se mercade6 para el tratamiento
efectivo de la impotencia. El sildenafil es un inhibidor
relativamente selectivo de una de las isoformas de la
fosfodiesterasa que degrada al GMP ciclico y esta
presente en cantidades relativamente grandes en el
cuerpo cavernoso. Por esto, el sildenafil permite que se
acumule el GMP ciclico intracelular en el musculo liso
del cuerpo cavernoso, siempre que exista una seial de
oxido nitrico proveniente de nervios NANC. La
Figura7.- Portada de la revista TIMES ereccion peneana resulta de cualquier tipo de excitacion
aludiendo al uso de Viagra® de los nervios NANC que inervan el cuerpo cavernoso,
sea mental o fisica, podria ser aumentada por el
sildenafil, pero no se puede esperar que la droga sola
cause una respuesta eréctil en ausencia de excitacion de nervios NANC. El sildenafil parece ser
efectivo en el tratamiento de varios tipos de impotencia en varios estadios de la enfermedad.
Nuestros avances en el entendimiento de la fisiologia de la funcion eréctil permitirdan que los
cientificos descifren la pato-fisiologia y las causas de la impotencia, abriendo las puertas para el
desarrollo de drogas mas prometedoras para el tratamiento de la impotencia.

Futuras direcciones para la investigacion del oxido nitrico en la biologia vascular

El conocimiento de que el oxido nitrico derivado de endotelio vascular, y el oxido nitrico
generado mediante la actividad neuronal promueve la relajacion del musculo liso vascular y no
vascular asociado con el sistema vascular sin duda le dar4 a cientificos y clinicos la oportunidad
para hacer grandes avances en el diagnostico, tratamiento y prevencion de desordenes
cardiovasculares que amenazan la vida tales como la enfermedad de arteria coronaria,
hipertension esencial, embolismo, complicaciones vasculares de la diabetes y enfermedades
relacionadas. De hecho, en el presente ya es aparente que el oxido nitrico juega muchos roles
fisioldgicos criticos en la regulacion y proteccion de numerosas funciones de tejidos y organos.
Defectos o lesiones en la via de oxido nitrico - GMP ciclico pueden ser probablemente los
causantes de mucha de la pato-fisiologia observada en la enfermedad cardiovascular. El
desarrollo de un mejor entendimiento de los mecanismos fisioldgicos basicos que involucran la
via de oxido nitrico - GMP ciclico podria llevar al desarrollo de estrategias terapéuticas nuevas
para reducir la morbilidad y la mortalidad atribuidas a la enfermedad cardiovascular.
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