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. ANALISIS RETROSPECTIVO SOBRE LA PARTICIPACION DEL OXIDO
NITRICO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

PREFACIO

Es de entenderse, que un descubrimiento que se presenta como novedoso,/desencadene en el ambiente
cientifico formado por los investigadores, una especie de euforia por ampliar y profundizar en el
conocimiento del nuevo "caso cientifico”, siempre con la viva inquietud, caracteristica de los cientificos,
de esclarecer los misterios de la naturaleza, con la esperanza latente de aportar uno, o unos, de esos tan
mencionados "granos de arena” que podran aumentar e} acervo cultural del conocimiento, y beneficiar

tarde o pronto, alguna de las necesidades del hombre.

Es este el caso, uno mas, de la actual investigacion que, sobre el 6xido nitrico se realiza. La especial
situacion que se da en este, es que la molécula hasta hace poco tiempo caracterizada con actividad
biolégica en el hombre, resulta estar compuesta por la sencilla cantidad de dos dtomos, con
.ca.racteristicas de sefializacion neuronal que rompen los esquemas clasicos descritos para los
neurotransmisores, y con una vasta cantidad de funciones distribuidas en tipos celulares muy diversos,
como no se habia descrito para ninguna molécula mensajera, al mismo tiempo que se sintetiza por la
enzima que se presenta como la mas regulada dentro dgl conocimiento de la biologia actual. No es
entonces de tanto asombro, saber del creciente y gran numero de laboratorios e investigadores
dedicados al esfuerzo de profundizar en el conocimiento sobre la participacion del éxido nitrico en los
sistemas bioldgicos y en el sistema nervioso central, como un tema de especial interés para muchos de
estos cientificos. Los resultados obtenidos y las nuevas perspectivas que se plantean, justifican
satisfactoriamente semejante dedicacién. El amplio espectro de funciones del o6xido nitrico en los
sistemas biolégicos y aun en el sistema nervioso central, lo han convertido en la esperanza que puede

explicar mas certeramente topicos como la memora, el aprendizaje y las enfermedades




neurodegenerativas.

Con el presente trabajo se pretende elaborar un documento que pueda utilizarse como’ fuente de
consulta para el conocimiento de los aspeétos basicos de la participacion del 6xido nitrico en el sistema
nervioso central. Se trata de manera mas extensa la seccion del papel excitotoxico del oxido nitrico en el
sistema nervioso central, no solo por interés personal del autor, sino por hacer ademas un intento de
reforzar el documento en el apartado que puede resultar mas util para el laboratorio que atentamente

presto su ayuda al tesista que presenta éste trabajo.

El tema es novedoso y reciente. La mayor parte de la informacion actualmente disponible sobre el
tema, viene presentada en articulos cientificos especializados. Esto justifica la presente tarea y esfuerzo
por elaborar un documento con caracter de compendio basico sdbre los recientes conocimientos
adquiridos del tema citado. La informacién que aqui se presenta tiene como fuente bibliogafica varios
de esos articulos. Algunos se pueden considerar ya, como clasicos del tema; otros, son de
investigaciones recientes; y finalmente, otros mas, que se puede decir son los mas valiosos, por ser
revisiones extensas elaboradas por los investigadores pioneros del tema, y otras, por los actuales
vanguardistas en esto, los que en algunos casos coinciden ser también de los mencionados pioneros. El
documento viene a estar complementado por una carpeta que‘contiene todos los articulos utilizados para
su elaboracién. En esta, se tiene la posibilidad de ampliar la investigacién documental, profundizar los
conocimientos expuestos, y encontrar elementos para proponer distintas alternativas que pueden o
deben seguirse en la futura investigacion sobre el vasto tema, y en ocaciones controvertido, de la

participacion del 6xido nitrico en el sistema nervioso central.




INTRODUCCION

El primer hito sobre la relacion del oxido nitrico (ON) en el sistema nervioso se tuvo en 1982, Takeo
Deguchi (1) noté que la formacion de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) en el cerebro
necesitaba de arginina (arg) (la que mas térde se identificd como sustrato a partir del cual se sintetiza
enzimaticamente el ON). En 1989 Moncada pensé que la funcion del GMPc en el cerebro se relacionaba

con la formacién del ON. De hecho, encontr6 la formacion del ON en preparaciones de tejido cerebral

@.

1. Garthwaite observé la formacion de una substancia de vida corta luego del estimulo al tejido
cerebral al agregar el aminoécido glutamato (glu). Mas adelante se descubri6 que el glu es el responsable
de la liberacion de ON mediante la estimulacion de los receptores NMDA. (3). En 1989 S. H. Snydér y
D. S. Bredt investigaron el posible papel del ON en la funcion sinaptica (4). Puesto que se demostré que
el ON ejerce su accion a través del GMPc en los vasos sanguineos, posteriormente, se encontré que en
una parte del cerebro la adicion de glu tiene un efecto directo sobre la formaciéon de GMPc. J.
Ferrendelli en los setentas; también observd que al adicionar glu a rebanadas de cerebelo rapidamente

incrementa la concentracion de GMPc (3).

Mediante el uso de preparaciones similares de cercbelo se desarrollé una técnica para medir la
actividad de la enzima que sintetiza el ON, la 6xido nitrico sintetasa (ONS). Puestc; que la arg produce
ON y citrulina en igual proporcion, se cuantifico la conversién de arg radioactiva en citrulina, y de esta
manera, la cantidad de citrulina es un indicador de la cantidad de ON que se produce, y por lo tanto, de

la actividad de la ONS. También se encontré que la actividad de la enzima se triplica cuando se afiade



glu a las rebanadas, o bien, su agonista NMDA (del que se tomo ¢l nombre para los ya mencionados
receptores). En las mismas rebanadas se confirmé que e} NMDA produce aumentos prolongados en los
niveles de GMPc, por lo que se decidié examinar entonces, si existia un nexo causal entre la formacion
de ON y la formacién de GMPc. La respuesta se encontro al adicionar inhibidores de la enzima ONS,
especificamente un derivado metilado de la arg, a las rebanadas de cerebelo. Asi, la arg metilada bloqued
la formacion de GMPc a las mismas concentraciones en que se inhibe a la enzima ONS. Garthwaite y
Moncada también observaron este bloqueo de formacion de GMPc¢ (3). Estudios posteriores de este
tipo, junto con otros en los que la adicion de agonistas al glu producen los mismos efectos que este
(sintesis de ON y elevacion de los niveles de GMPc), realizados en distintas regiones del SNC, han
confirmado con seguridad que el ON es mediador de la elevacion de los niveles de GMPc inducidos por
el glu (5,6,4).

La investigacion del ON en el SNC tuvo continuacion por distintos caminos. En el presente trabajo se

aborda el tema, iniciando con las generalidades y caracteristicas quimicas de la molécula, hasta concluir

con las perspectivas que posiblemente se tomen en la futura investigacion sobre el ON.
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L GENERALIDADES

Desde tiempo atras se conoce que el Oxido nitrico (ON) existe en bacterias, pero hasta hace pocos

aflos no se tenia evidencia de su actividad biologica en vertebrados (7).

En 1987 se demostrd la formacion de ON en células endoteliales vasculares por la accién de una
enzima, se caracterizo con propiedades similares a las del factor relajante derivado del endotelio (EDRF)
(8,9), y mas tarde se comprobd que se tratd del mismo compuesto, cuyo efecto principal es estimular
endogenamente a la Guanilato ciclasa soluble (GCs) (2,9). Es ademas una molécula efectora liberada por
macréfﬁgos y otras células, luego de su activacién inmunoldgica (10). Simultineamente, también sirve
como molécula mensajera en el cerebro, de manera similar a como funciona un neurotransmisor, tanto

en el sistema nervioso central como en el periférico (9, 11).
Importancia Quimica y Bioldgica del ON

El ON es un compuesto muy simple, formado por un atomo de nitrégeno y uno de oxigeno. No se
debe de confundir con el éxido nitroso, compuesto de dos atomos de nitrégeno y uno de oxigeno, que
se utiliza desde hace mucho tiempo como anestésico y que es quimicamente estable (3.7). Es altamente

toxico; un cientifico estuvo cerca de perder su vida luego de intentar inhalarlo (12).



Bajo condiciones atmosféricas el ON es un gas de solubilidad limitada en el agua (concentracién
méxima de aproximadamente 1 mM), pero asi como el oxigeno y el bioxido de carbono, el ON puede
ficilmente cruzar las membranas biologicas por difusion, por lo que su actividad no se puede regular
por simples mecanismos de liberacion y recaptura (12). Esto lo convierte en un posible neurotransmisor
de un tipo nuevo, ya que la mayoria de estos se almacenan en vesiculas y son liberados por una
magquinaria especifica dependiente de la concentracién de calcio en la terminal nerviosa (13). Sin un

aparato especial que lo libere, el ON puede difundir desde elementos pre y postsinapticos (13).

Su estructura de radical libre, que posee un electron extra, lo hace quimicamente muy reactive (3). Es
extremadamente 1abil; se desconoce su vida media fisiologica, pero se calcula que existe por
aproximadamente 10 segundos y se convierte en nitratos y nitritos por accion dél agua y el oxigeno (3).
Finalmente, cuando se superfunde sobre de un tejido, su-actividad se reduce hasta en un 50% en unos

cuatro segundos (12).

Aunque los blancos del compuesto no han terminado de identificarse, se sabe que por su Alta
reactividad se une al fierro que esta formando parte de grupos hemo y al que no forma parte de estos
grupos, lo que conduce a cainbios conformacionales de proteinas que poséen uno de estos grupos,
bien sean férricos o ferrosos (13). Algunos de los compuestos que pueden interactuar fuertemente con el

ON pueden servir como marcadores moleculares especificos para determinar la ubicacion del ON.




II. IMPORTANCIA bEL ON EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Se han identificado algunos sistemas en los que el ON participa desempeﬁan&o un papel importante,
como el sistema inmunologico, el sistema vascular y el sistema nervioso. El papel del ON en el sistema
nervioso central constituye el tema del presente trabajo, por lo que a continuacién inmediata solo se
explicard brevemente el papel que el ON desempefia en otros sistemas. Resulta constructivo y de
especial interés conocer su papel en los vasos sanguineos, donde por primera vez se identifico una
funcion fisiologica para el ON, y donde opera de una manera similar a como opera en el sistema

nervioso central.

IL1. Sistema Inmunolégico

La primera evidencia de que el ON se forma endogenamente proviene de estudios realizados sobre
nitratos de la dieta, como fuente de nitrosaminas carcinogénicas (7). Ratas alimentadas con dietas bajas
en nitratos, excretan, a pesar de esto, cantidades considerables de estos nitratos (14). Asi, un paciente
con excrecion de grandes cantidades de nitratos urinarios.resulto padecer de una diarrea infecciosa, con

lo que se penso en la posibilidad de asociar al proceso inflamatorio con la diarrea como responsable de
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ACTUACION EN EL SISTEMA INMUNE

El interfer6n gama y el lipopolisacdrido, transmiten al nicleo del macrofago sefiales
que inducen la traduccién de la enzima ONS, que convierte la arginina en ON. Este
destruye las células tumorales por inhibicién de reacciones fundamentales.



la formacion de nitratos. La inyeccion de endotoxinas bacterianas (mismas que provocan procesos
inflamatorios) estimula en cultivos aislados de macrofagos la excresion de nitratos (7, 15), 16 mismo que
1a adici6n a los cultivos de interferon gamma (3). Ratones enfermos genéticamente con una deficiencia
de macrofagos excretan escasos nitratos (7, 15), por.lo que se asocid con mas firmeza 1a presencia de

macrofagos con la formacién de nitratos.

Se descubri6 que los macréfagos no producen nitratos en ausencia del aminoiacido arg (15) y
posteriormente a la enzima especifica que transforma la arg en ON, intermediario que pronto se

convierte en nitritos y nitratos (3).

Por otro lado, la capacidad de los macréfagos de destruir células tumorales y bacterianas desaparece

en ausencia de arg (10). Asi, Hibbs encontré un inhibidor de la enzima que blo;;uea tanto la formacion

.de nitratos como la capacidad citotoxica de los macrofagos. De esta forma, cuando los macréfagos se
activan por endotoxinas o células T, responden con un aumento en la conversién de arg a ON (3, 16).

El interfer6n gama captado por receptores en la membrana del macrofago transmite una sefial al niicleo

de 1a célula que induce la produccion de la enzima que sintetiza al ON. La ONS produce ON que

destruye bacterias, hongos y células tumorales, en estas 1ltimas por inhibicién del ciclo cle; Krebs, del

transporte electrénico de la fosforilacién oxidativa, y de la sintesis de nuevo de acido desoxiribonucleico

(ADN) (3). ’ '

IL2. Participacién del ON en los Vasos Sanguineos

El ON participa también en la dilatacion de los vasos sanguineos, los vasos sanguineos se dilatan por
la accién de neurotransmisores, como la acetilcolina, que causa que el estrato muscular de los vasos se
distienda. En efecto opuesto a este existen otros neurotransmisores como la norepinefrina, que induce la
contraccién del misculo y la vasoconstriccién. A diferencia de los receptores de la norepinefrina que se

encuentrean directamente en las células musculares, los receptores para la acetilcolina se encuentran en
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las células del endotelio de los vasos, revestimiento interno adyacente a la capa muscular. En ausencia de
la capa endotelial, la distension de los vasos provocada por la acetilcolina queda suprimida. La accion de
la acetilcolina sobre los receptores de las células endoteliales provoca la liberacion de una sustancia que
difunde a la capa muscular adyacente produciéndose asi una dilatacion del vaso sanguineo. A la
molécula se le denominé "endothelium derived relaxing factor" (EDRF), es decir, factor relajante
derivado del endotelio, y como se dijo antes, en 1987 se demostré su identidad con el ON. La dilatacion
del vaso sanguineo se realiza cuando el ON se une al fierro del grupo hemo de la GCs, Io que activa a la
enzima y conduce al aumento en la sintesis de GMPc. Este ultimo estimula a una proteina cinasa la cual
fosforila la cadena ligera de las fibras de miosina induciendo el cambio a la conformacion estirada de
estas, con la consecuente distension de cada célula muscular (7). La nitroglicerina y los nitratos

organicos que se convierten a ON llevan también a la distension de los vasos sanguineos (3, 9, 7).

Se ha propuesto que puede ser el regulador normal de la ereccion penil, y el principal regulador de la
presion sanguinea. Tratamientos con inhibidores de la ONS provocan un rapido aumento de la presién
sanguinea, aumento mas notable que el que provocan las alteraciones que se deben a la norepinefrina y a
la angiotensina. Los cambios en la regulacién del ON podrian estar asociados a Ia hipertensién u otras
anormalidades de la presion sanguinea (3, 9, 7).

, IL3. Otros sitios de funcionamiento del ON
El ON inhibe la coagulacién sanguinea a través de impedir la agrupacién de las plaquetas y afecta al
tono del miisculo liso. Las altas concentraciones de ONS en el plexo mientérico a través de la ruta
gastrointestinal sugiere que el ON puede mediar el funcionamiento de estos nervios. Una de las mayores
actividades del plexo mientérico es mediar el relajamiento no adrenérgico-no colinérgico (NANC) de los
intestinos, un componente importante de la pedﬁalsis. Estudios realizados durante varios afios han
puesto en claro que los neurotransmisores clisicos tipo aminas biogénicas no pueden explicar el
relajamiento NANC. En numerosas partes del sistema gastrointestinal, los inhibidores de la ONS tales

G . ..
como. la N -monometil-L-arginina (L-NMMA) y la nitroarginina inhiben en forma potente el



relajamiento NANC. Estos efectos son contrarestados por la arg, lo que confirma su selectividad. Asi, el
nitroprusiato, que genera ON, mimetiza los efectos de la estimulacion NANC (7). También en la rata, el
musculo anococcigeo, recibe una inervacion motora noradrenérgica y otra inhibidora NANC. Cuando
los nervios noradrenergicos se inhiben con guanitidina, la estimulacion de campo de esta preparacion
produce un desarrollo ripido y una distension poderosa. Esta respuesta la mimetizan los nitro-
vasodilatadores que incluyen al ON y se inlﬁbe con la hemoglobina (Hb) de manera dependiente de

calcio (Ca++), lo que sugiere que el ON es el mediador de la respuesta (9).

Por tincion inmunolégica, recientemente se han identificado mas tipos celulares que contienen a la
ONS, lo que sugiere alguna funcion para el ON en estos, entre los que estén las del masculo esquelético,
las de los islotes pancreaticos, células de rifion, y ciertas células epiteliales. Por exposicién a citocinas
inflamatorias, se ha detectado en el higado, células. musculares lisas, condrocitos, miocardio, y otros
tipos celulares (17).

IIL. EL ON EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

II.1. ANTECEDENTES

Se conoce que la neurotransmicion mediada por agentes como ac;tilcolina (ACh), glutamato (glu), y
glicina (gli) se ha asociado con altos niveles de GMPc en el cerebro y particularmente en el cerebelo. En
1974 se demostré que el glu causa acumulacion de GMPc en rebanadas de cerebelo, en un proceso que
requiere calcio (Ca++). Las suspensiones de células del cerebelo que'contienen una mezcla de distintos

tipos celulares muestran también una acumulacion de GMPc inducido por glu, mas no las preparaciones

altamente purificadas de células de Purkinje. En 1977 se demostré que el ON estimula la GCs en

homogenizados de corteza cerebral del raton. En el mismo afio se encontrd que la fraccion soluble- del
procencefalo de la rata contenia una substancia de bajo peso molecular que activa la GCs y que su

accién se inhibe por hemoglobina (Hb) (18). Posteriormente, se penso en la relacion de este activador
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con las nitrosaminas, que . tenia actividad en el mismo sitio alostérico que estas. Se reportaron
descubrimientos similares en el cerebelo de la rata. En 1982 se identifico el activador endogeno de la
GCs en células de neuroblastoma como L-arg (1). Estas observaciones junto con el descubrimiento de la
ruta L-arg:ON en el endotelio vascular, llevaron a la investigacion de la existencia de esta ruta en el

sistema nervioso central (9).

La adicién de L-arg a preparaciones de sinaptoplasma de rata en la presencia de nicotinamida adenin
dimuclestido fosfato reducido (NADPH) condujo a la formacion de ON y citrulina simultineamente con
la estimulacién de la GCs (2). Ambos procesos fueron inhibidos por Hb y L-NMMA (9). Estos datos
probaron que el cerebro de la rata posee ONS. Asi, la estimulacion de células de cerebelo de rata con
N-metil-D-aspartato (NMDA), agonista del glu, mostré inducir una elevacion de los niveles de GMPc el
cual se asocié con la liberacion de un material similar al EDRF. Mas atn, las células que liberaban este
material en respuesta al NMDA no son las células blanco en las que los niveles de GMPc se elevan (9).
Se mostrd que las respuestas de GMPc 3 la estimulacién de NMDA (4) y a kainato en rebanadas de
cerebelo de rata aumentan por la L-arg y se inhiben por L-NMMA en una manera tal que por la adicion
de arg el proceso es reversible, mostrando que la respuesta es mediada consecuentemente por €l ON. Se
mostrd que la administracion intracerebelar de L-NMMA en ratones inhibe ¢l aumento de GMPc
inducido por NMDA, quiscualato, kainato, harmalina, y pentilenetetrazol. Ha quedado demostrando que
la ruta L-arg:ON realiza la mediacion in vivo de los aumentos de GMPc inducido por estos compuestos

©,5, 6).

HL2. OXIDO NiTRICO SINTETASA

Muchos avances en la investigacion del ON se han dado por la caracterizacién de la ONS; al

localizarla en el SNC, el papel del ON aparece mas claro y evidente (19). La enzima presenta distintas
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formas isoméricas. Todas estas utilizan L-arg como sustrato y sintetizan ON y citrulina de manera
estequiométrica (7). Para realizar esta reaccion requieren de donadores electronicos, y algunas

isoformas, de la unién de complejos moleculares que actiian a manera de cofactores.

a) Isoformas de la ONS y sus Cofactores

Hasta la fecha, varias formas de ONS han sido identificadas: una o mas formas inducibles presentes en
macrofagos, neutrofilos, hepatocitos y probablemente en células gliales, y por lo menos, dos formas
constitutivas presentes en células endoteliales y neuronas. Cuatro isoformas han sido clonadas: una de

cerebro, una endotelial, una de macréfagos y una de hepatocitos (13).

Las formas clonadas comparten aproximadamente el 50% de identidad en su secuencia de
aminoacidos y requieren de algunos donadores electronicos como el adenindinucleotido de flavina
(FAD), el mononucleotido de flavina (FMN), y NADPH que se encuentran unidos estrechamente en
sitios potenciales y especificos, una molécula de cada uno por molécula de ONS (9, 17).
Presumiblemente, son transferidos sucesivamente los electrones entre el NADPH y los dos grupos flavin
como parte de la actividad catalitica. La ONS posee también una molécula de tetrahidrobiopterina
estrechamente unida, asi como un mol de hierro por monomero de ONS (7). La sintesis del ON se da

por la oxidacion de un nitrégeno del grupo terminal guanidino de la L-arg (13).

Basados en el requerimientonde NADPH para la enzima, la columna cromatografica de afinidad a 2',5'-
ADP permiti6 su purificacién extensiva (ONS de cerebelo de rata) bajo un solo paso (20). Tiene un peso

molecular monomérico de 160 kD. El citosol del cerebro bovino ha mostrado tener también ONS (7).

El ADN clonado (ADNc) completo de la ONS constitutiva se insertd en un vector de expresion 'y se
expres6 en células renales humanas. La ONS expresada present6 actividad catalitica con las

propiedades correspondientes a las observadas en la ONS nativa (13).




La estructura primaria de la ONS del cerebro revelada con la ayuda de la clonacion molecular, indica
que la proteina posee una secuencia de unién (de configuracion en alfa hélice) para la calmodulina, y
otra mas para fosforilacion por la proteina cinasa dependiente de monofosfato ciclico de adenosina
{AMPc). Las secuencias de fosforilacion por proteina cinasa C (PKC) o proteina cinasa dependiente de
calcio/calmodulina no son lo suficientemente selectivas como para ser identificados en la ONS. De todas
las proteinas de mamifero que se han secuenciado, la ONS posee una homologia cercana a la P-450
citocromo reductasa (CPR). Ambas son muy similares en su carboxilo terminal; la ONS presenta 58%
de homologia con la CPR por 641 aminoacidos. Posee también homologia con la sulfito reductasa
bacteriana. Las tres son unicas en poseer sitios de union para el NADPH, FMN, y FAD en el mismo
polipéptido. En las reductasas, los grupos flavin constituyen la cadena de transporte de electrones,
mismos que son lanzados entre los anillos de isoaloxazina, reaccion que parece Suceder de igual manera

en la ONS (7, 17).

La ONS endotelial bovina y humana es una proteina de 133 kDa con similitud del 90% y del 50 y 60%
en comperacion con la de macrofago y cerebro, respectivamente. Posee los mismos sitios de union a
cofactores que la isoforma cerebral. Estas enzimas expresadas en distintos tipos cefulares resultan en .
formas activas, con dependencia de Ca++ y produccioén de ON a partir de L-arg. De manera interesante
la enzima endotelial posee una secuencia para la miristilacion en la terminal amino. Esto puede

explicarse por la localizacion particular de la ONS endotelial (13).

Dos isoformas inducibles distintas de la ONS han sido clonadas: la de macrofagos, y la de hepatacitos
humanos. Estas formas poseen 80% de similitud en su secuencia aminoacidica. Su peso'es de 130 kDa.
Aungue se sabe que la actividad de la ONS de macrofago es independiente de Ca++ -calmodulina, esta
posee un sitio de union para calmodulina. Su expresion y activacion aumenté notablemente en células
renales humanas con la adicion de lipopolisacarido, mas no fue afectada por los liberadores de Cat++. La

isoforma de hepatosito también posee un dominio de unién para el complejo Ca++ -calmodulina, pero
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en contraste con la isoforma de macrofago, su actividad se ateniia significativamente tanto por los

capturadores de Ca++ como por antagonistas de calmodulina (13).
b) Activacion de la ONS

Conocimiento adicional sobre la formacion del ON y su regulacion, viene de la purificacion de la ONS
del cerebro y su clonacién molecular. La enzima es dependiente de la concentracion de Ca++ libre y
permanece inactiva en la concentracion del restante Ca++ libre de sinaptosomas, aproximadamente 80
nM, mientras que se activa completamente a concentraciones de aproximadamente 400 nM (9). Se
encontr6 también que la calmodulina es un cofactor esencial para el funcionamiento de la ONS; la mitad
de la estimulacién méxima por calmodulina en la presencia de calcio se observé a la concentracion de 10
nM (7). Se explico asi el brusco aumento que triplica la actividad de la ONS en unos segundos,
registrado en rebanadas de cerebelo provocado por agonistas glutamatérgicos (12). Los receptores
NMDA abren canales ionicos a Ca++, que al ingresar se une a la calmodulina.Este complejo calcio-

calmodulina se une a la ONS en un sitio especifico y la activa (20, 13).

Probablemente la principal fuente de Ca++ intracelular es la hidrélisis de fosfoinositidos (PT) inducida
por neurotransmisor, lo que resulta en la liberacion de Ca++ de almacenes intracelulares mediada por
trifosfato de inositol (13). En el cerebro, el ingreso de Ca++ se debe principalmente a la apertura del
canal de los receptore§ NMDA y es posible que alguna cantidad menor ingr.ese por los canales

dependientes del voltaje (13, 17).

La expresion de la forma inducible requiere de sintesis de proteinas y se inicia con el estimulo de
varias citocinas y productos microbianos ( 15, 10, 16, 13, 21). Luego de la induccién, el ON se produce
en grandes cantidades (nanomoles) por varias horas, en contraste con la forma constitutiva que

permanece activa por periodos cortos y produce menores cantidades de ON (picomoles) (13).
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La activacion de la ONS, con su consecuente aumento en los niveles de ON y GMPc (en
preparaciones de cerebelo), se ha logrado también por la utilizacion de radiacion de campo

electromagnético de frecuencia de radio tipo "burst” (22).

¢) Caracteristicas cinéticas

Moncada y col. (23) determinaron las caracteristicas cinéticas de la ONS de cerebro de rata mediante
la relacién de la tasa de produccion de ON y la de activacion de la guanilato ciclasa. La ONS muestra

una dependencia absoluta de L-arg, Ca++y de NADPH.

La V__ resulto ser de 42 pmol de ON formado en un minuto por mg de proteina. La K_parala L-arg

result6 de 8.4 uM. Se calcul6 también la K de tres inhibidores competitivos de la L-arg, obteniendo los

valores de:

Algunas variaciones se encontraron para la ONS de tejidos distintos.

d) Regulacion de la ONS

La ONS es una enzima altamente regulada. Las isoformas de 1a ONS deben de estar reguladas por
distintos mecanismos de modificacion postranscripcionales incluyendo los de fosforilacién y los de
miristilacién. La ONS cerebral purificada se puede fosforilar por una proteina cinasa dependiente de

AMPc, por la proteina cinasa C (PKC), y por una proteina cinasa II dependiente de calcio/calmodulina



(13, 17). La fosforilacion que realizan estas enzimas es estequiométrica y ocurre en terminales de serina
aunque de peptidos distintos (7). Los efectos de la fosforilacion sobre la actividad de la ONS parecen
controvertidos: se ha reportado que la PKC aumenta y disminuye la actividad de la ONS. Se ha
reportado que la cinasa dependiente de AMPc no tiene efecto sobre la ONS. La fosforilacion de la ONS
por la cinasa I1 depgndiente de Ca++ -calmodulina disminuye la actividad de la ONS, y también se ha
reportado que, sobre la ONS, no tiene efecto alguno. Las aparentes discrepancias entre estos
descubrimientos pueden resultar de una diferencia en los estados basales utilizados en los experimentos,

incluyendo la presencia o ausencia de Ca++ y calmodulina en las mezclas de reaccion (13).

La determinacion de los efectos de la fosforilacion en la actividad enzimatica de la ONS se realiza
mediante la expresion de ADNc en células renales (7). En los estudios de Bredt, la activacion de la PKC
en estas células con ésteres de forbol condujo a una rapida fosforilacion de la ONS acompaiiada por un

decremento de mas del 50% de la actividad de la ONS.

Existe evidencia que indica que las isoformas de la ONS pueden ser miristiladas. Se piensa que la
modificacioén co- o postranscripcional de proteinas por miristilacién tiene asociaciéon con membranas.
Parece que las isoformas de macrofago y de cerebro se localizan principalmente en fracciones solubles,
la forma endotelial lo estd predominantemente en fracciones particuladas. Ninguna de las isoformas
clonadas parecen poseer secuencias de sefiales hidrofobicas que puedan corresponder a segmentos
asociados a membrana. De cualquier manera, en la terminal aminoacidica la forma endotelial de ONS
contiene una secuencia correspondiente a la N-miristil transferasa, una enzima que catahza la
miristilacion. Las formas de macrofago y cerebro carecen de esta secuencia. La incubacion de células
endoteliales bovinas con miristato tritiado resulté en la incorporacién del miristato a la ONS de estas
células. Por tanto, la acilacion de acidos grasos de la ONS endotelial puede servir como un sistema de

anclajeala membrana (13, 17).

Se ha propuesto que el mismo ON puede regular a la ONS, probablemente uniéndose al grapo hemo

16




de Ia ONS (24). La aplicacion directa de ON, o bien mediante liberadores de este, lleva a la inmediata
inhibicién de la actividad de la ONS. Los capturadores del ON bloquean este efecto. La posible union
del ON al grupo hemo de la ONS impediria el transporte electronico que permite la actividad de la
enzima. Esta sugerencia parte del conocimiento de que el ON es capaz de unirse a grupos enzimaticos
que contienen hierro, y de que la unién del ON a la enzima nitroarginasa, la que contiene hierro, inhibe

la actividad enzimatica.

e) Localizacion de la ONS

Por su inestabilidad, resulta dificil localizar al ON en los tejidos; entre otras razones es por esto que se

ha buscado la localizacion de la ONS.

e.1. Las técnicas gue se han utilizado

Con la purificacion y clonacion de las isoformas de la enzima se ha logrado fabricar anticuerpos y
antisuero que ha permitido el mapeo inmunohistoquimico de la enzima. Ademas se ha detectado la
localizacion de los ARNm (mensajeros) de la ONS mediante hibridizacion in situ. El compuesto azul de
nitrotetrasolio (ANT) se ha usado como marcador histoquimico, ya que reacciona con las neuronas que
contienen ONS. Esta reaccion sucede como consecuencia de la actividad redox de la ONS, que reduce

al ANT a la NADPH diaforasa (13, 17).

e.2. La localizacién de la ONS

Estudios histoquimicos que utilizaron anticuerpos dirigidos contra la ONS han mostrado que se le
encuentra abundante en el sistema nervioso central (9), principalmente en neuronas y también en el
endotelio vascular, sin tener localizacion en la glia (9, 25). Antisuero empleado para localizar la ONS no

reaccion6 con la enzima de los macrofagos, por lo que su distribucién permanece sin conocerse (7). Por



otra parte, preparaciones citosOlicas de diferentes regiones del cerebrb mostraron que las
concentraciones mas altas de ONS se encuentran en el cerebelo, seguido del hipotalamo y €l cerebro
medio, el estriado, e! hipocampo, con la menor concentracion encontrada en la medula oblongata (9). Se
ha encontrado que el ON también se libera de los astrocitos luego de la estimulacién con los compuestos

bradiquinina y A23187 (9).

Utilizando la tincion por ANT se ha detectado que en la corteza cerebral y el hipocampo la ONS se
_encuentra en células dispersas y aisladas que son medio para las neuronas no espinosas grandes. Las
células granulosas del giro dentado poseen abundante ONS, mientras que las células piramidales de las
capas hipocampales no se tifien. Otros estudios han detectado ONS en estas mismas células mediante
tincion para la NADPH diaforasa, y por anticuerpos. De manera similar, en el cuerpo estriado, la ONS
aparece de manera dispersa, en lo que constituye un medio para las neuronas no espinosas grandes,
tanto para cuerpos celulares asi como para el neuropilo. Mientras que la mayoria de las areas presentan

neuronas que contienen ONS, prominente ONS esta confinada a fibras en las islas de Callajae (13).

La clonacion molecular posibilit6 la localizaci;'m del ARNm de la ONS mediante hibridizacion in situ
(7). En el cerebelo el ARNm de la ONS se presenta en mayor abundancia en la capa de células
granulosas, células con receptores NMDA, mientras que la inmunoreactividad muestra que la ONS se
presenta concentrada tanto en la capa granulosa como en la capa molecular, indicando que en la capa
molecular se encuentra probablemente con mayor abundancia en los procesos de las células granulosas.
Las células en canasta, que también tienen receptores NMDA, poseen abundante ONS, por contraste a
las células de Purkinje que carecen de esta enzima. Alta hibridizacion también se muestra aparente en el
hipocampo (giro dentado), micleo supradptico, y en el colliculus inferior y superior, lo que en conjunto
con datos anteriores habla del SNC como el lugar de mayor produccién de ON. En areas como la
corteza cerebral , el hipocampo, y el cuerpo estriado, las neuronas ONS componen unicamente del 1 al

2% de las células neuronales, las que parecen ser neuronas espinosas de medianas a largas (13, 26, 27).
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Ya se han citado otros sitios de localizacion de la ONS fuera del SNC en la seccion titulada "otros

sitios de funcionamiento".

e.3. Colocalizacion de la ONS con otros compuestos

La tincion intensaque se presenta para la ONS en tan solo 2% de las neuronas de la corteza cerebral, el
estriado y el hipocampo no concuerda con la distribucién de ningin neurotransmisor conocido. En
algunas areas def cerebro hay colocalizacion de la ONS con algunos neurotransmisores en particular. En
el cuerpo estriado, todas las neuronas teflidas por poseer ONS se tifien también para somatostatina y
neuropeptido Y, pero en otras areas, tales como el nicleo pedunculopontina det tallo cerebral, las-
neuronas de ONS carecen de somatostatina y neuropeptido Y. Por contraste, en este mismo sitio todas
las neuronas se tifien para la colina acetil transferasa, mientras que fas neurona.;i de la ONS del estriado

carecen de esta enzima (7).

Las neuronas de Ja ONS tienen colocalizacion con la enzima NADPH diaforasa (NDP) (28). La
tincion para la NDP muestra un precipitado azul obtenido a partir del ANT solo en la presencia de
NADPH (7). En el cerebro, con’ excepciones limitadas, y en el sistema nervioso periférico, la
localizacion de la NDP y del ON son idénticas. Esto es ain mas llamativo en areas del cerebro tales
como la corteza cerebral. La coincidencia de la ONS y NDP no es de especie especifica para la rata, y es

demostrable también en el cerebro de un mono (7).

Ha quedado establecido que la actividad catalitica de la ONS responde con totalidad a .tincion
catalitica de la NDP (en experimentos con ONS clonada y expresada) (28). El ADNc de la ONS fire
transfectado a células renales humanas, las cuales no se tefiian ni para la ONS como para la NDP, mas
luego de la transfeccion, las células se tifieron para ambas enzimas con indices idénticos a los
presentados en las tinciones del cerebro y la periferia. En principio se puede también purificar la

actividad catalitica de la NDP para determinar si se copurifica con la ONS. De cualquier manera,
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mientras que la actividad de la NDP puede conocerse mediante diversas actividades oxido reductivas
utilizando NADPH, muchas otras actividades enzimaticas pueden originar actividades presumibles de la
NDP. Asi entonces, multiples fracciones de proteina proveen actividad catalitica que es distinta a la
actividad intrinseca a la ONS purificada (7). En el cerebelo, la ONS se encuentra en las células

granulosas y canasta que contienen GABA (26).
J) Biosintesis del ON

La ruta de biosintesis del ON es una ruta complicada, porque la ONS es una enzima altamente
regulada, quizd, la méis regulada que se conoce actualmente en biologia. La ONS oxida el grupo
guanidino de la L-arg, en un proceso que utiliza cinco electrones y produce ON vy citrulina en iguales
cantidades (26). La sintesis del ON es dependiente de NADPH y oxigeno, y presumiblemente dos
moléculas de agua resultan como coproducto. Se ha encontrado un producto intermedio en la reaccion
de sintesis del ON. A este se le ha llamado N omega-hidroxi-L-arginina (NOH-ARG), por tener
sustituido el hidrogeno del grupo guanidino por un grupo oxidrilo, el que después es procesado, junto
con el nitrégeno al que estd unido, en ON. Distintas rutas se han propuesto para la biosintesis del ON,

de las cuales unas estan apoyadas por mas datos que otras (17).
g) 'Ortros estudios de localizacion

Los esfuerzos por conocer mejor la localizacion de la ONS y asi conocer mejor ¢l funcionamiento que
el ON tiene en el SNC, han llevado a los investigadores a realizar estos estudios en distintas especies de
la escala zoologica. Tal es el caso de un estudio histoguimico en el que se establece la distribucion de las
neuronas ONS en el SNC de la langosta (29), en el que el grupo de neuronas de mayor tincion es uno
que inerva el neuropilo olfatorio. A la ONS se le ha localizado también en células de Miiller y neuronas

de retina de salamandras y peces (30).
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TRANSPORTE ELECTRONICO EN LA BIOSINTESIS DEL ON

Inicialmente la ONS recibe electrones del NADPH en un paso independiente de la
arg y del complejo calcio-calmodulina, lo que presumiblemente implica la reduccién
de una o ambas de las flavinas asociadas. La ONS reducida se reoxida rdpidamente
en la presencia de un aceptor electrénico apropiado, como el azul de nitro tetrazolio
(NBT), aumentando la actividad del tipo NADPH-diaforasa. En la presencia de
calcio, calmodulina y oxigeno molecular, la ONS reducida hidroxila al grupo
guanidino de la arginina. La ONS oxida entonces a la hidroxiarginina, rmdlendo
citrulina y ON. :
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I11.3. DONADORES, INHIBIDORES Y CAPTURADORES DEL OXIDO NITRICO

Varias herramientas farmacologicas se han empleado para conocer las funciones del ON, como los
nitrovasodilatadores que realizan su accién liberando ON. Este tipo de compuestos, incluyendo al
nitroprusiato de sodio (NPS), hidroxilamina, dinitrato de isosorbido, 3-morfolino-sidnonimino (SIN-1),
y la S-nitroso-N-penicilamina (SNAP) pueden liberar e} suficiente ON que actie como mensajero en un
sistema biologico, y lo hacen en diferentes maneras: algunos son presumiblemente impermeables ante las
membranas, como SIN-1y SNAP, por lo que liberan ON en el espacio extracelular; otros como la
hidroxilamina y el dinitrato de isosorbido, se piensa que liberan ON desde el interior de la célula, ya que
requieren enzimas celulares como las catalasas y los citocromos para liberar ON. Es importante hacer
notar que al trabajar con tejido intacto (por ejemplo, con rebanadas de cerebro) la cantidad de donador
empleada debe de ser mayor, ya que se ha mostrado que la cantidad de donador necesaria para que
aumenten las cantidades de GMPc en estas muestras son mucho mayores que las necesarias para hacerlo
en preparaciones fraccionadas (células rotas), observaciones que muestran que el tejido intacto debe

poseer mecanismos de inactivacion rapida del ON. (13)

Existen ademas, varios inhibidores competitivos de ia ONS incluyendo a los derivados de la L-arg
como la N°-monometil-L-arginina (L-NMMA, L-Me-arg), N°-nitro-L-arginina (NARG), y la L-
nitroarginina metil éster (L-NAME). Muchos de estos corﬁpuestos tienen también formas isoméricas-D
que no inhiben a la ONS y pueden por tanto servir como controles (13). Otras formas se -han
encontrado para inhibir a actividad de la ONS. Los indazoles han probado inhibir a la ONS (31), lo
mismo que un sistema generador de anion superdxido (32), anién capaz de inhibir directamente al ON.
Puesto que el superdxido causa disminucion de oxigeno en un sistema y la ONS requiere de este para la
sintesis de ON, esta puede ser la razon para explicar la inhibicion de ta ONS por el anién superoxido. El
transporte de L-arg y su recaptura son necesarios para la sintesis del ON. Un estudio que caracteriza

este transporte (33), muestra que la adicion de inhibidores de la ONS en un sistema de cultivo reducen la
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sintesis del ON, sugiriendo que una manera en que lo hacen, adicional al bloqueo de la actividad -
enzimatica, es inhibiendo e} transporte de la L-arg hacia el interior celular.La hemoglobina (Hb) es otro
compuesto que ha provado ser particularmente bueno en el bloqueo de la actividad del ON. El ON y
otros mensajeros potenciales, como el monéxido de carbono (CO), se unen avidamente al hierro en el
grupo hemo de la Hb. Puesto que esta es una prc;teina larga, es incapaz de cruzar las membranas, por lo

que al ser aplicada extracelularmente muestra que la accién de} ON como mensajero es intercelular y no

intracelular (13).

1IL.4. EFECTORES DEL OXIDO NITRICO

El principal efector del ON detectado hasta el momento es la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs).
Esta enzima es un heterodimero que contiene un grupo hemo, region responsable de la activacion
mediante ON. Cuando el ON se une al hierro (Fe++) en el anillo porfirinico del grupo hemo, esta union
jala al Fet++ fuera del plano del anillo, lo que resulta en un cambio conformacional y en la activacién de
la enzima. Los altos niveles de GMPc resultantes pueden afectar entonces a la actividad de canales
ionicos, a la actividad de la fosfodiesterasa, o activar a una proteina cinasa dependiente de GMPc (13).
El flujo extracelular del GMPc depende también del ON (34). Parece que en el musculo liso de los vasos
sanguineos, como se menciond anteriormente, el aumento de GMPc activa a una proteina cinasa
dependiente de GMPc, que es en ltimo término la que provoca la vasodilatacién. Alternativamente, se
ha observado que el GMPc disminuye los niveles intracelulares de Ca++, lo que también puede
contribuir a la vasodilatacion. El monéxido de carbono, identificado recientemente como molécula

potencialmente mensajera, también activa a la guanilato ciclasa, aunque con menor intensidad que ef ON

(13).

Probablemente no todos los aumentos de GMPc estén mediados por la activacion del ON; los
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resultados de elevacién de los niveles de GMPc¢ necesarios para la ecdisis en et SNC de los insectos no

estan mediados por la ruta del ON-GCs (35).

El ON puede combinarse con aniones superoxido para formar peroxinitrito, que finalmente se
descompone en radicales libres hidréxido y nitrito, los que se piensa son Jos efectores tumorisidas y
bactericidas de macréfagos y neutrofilos activados. El ON puede efectuar también acciones citotoxicas
uniéndose a los centros hierro-azufre de enzimas relacionadas a la cadena mitocondrial de transferencia

- de electrones, en el ciclo del 4cido citrico y en la sintesis del ADN (13).

El ON puede ejercer efectos estimulando la ADP-ribosilacion (ADP, adenosin difosfato) de las
proteinas. La ADP-ribosilacion incluye la union covalente de la ADP-ribosa a proteinas sustrato;
comunmente estas reacciones son catalisadas por ADP-ribosiltransferasas celulares. Se demostrd que el
NPS induce la ADP-ribosilacion de una proteina de 39 kD en las plaquetas, proteina identificada mas
adelante como gliceraldehido 3' fosfato deshirogenasa (GAPDH), e indican que el ON promueve la
auto-ADP-ribosilacion de GAPDH, en lugar de activar una ADP-ribosiltransferasa distinta. En primer
término el ON estimula la S-nitrosilacion de un residuo de cisteina adyacente al sitio de union de la
nicotinamida adenin dinucledtido (NAD) en la region catalitica de la GAPDH. Se piensa que la
subsecuente auto-ADP-ribosilacion ocurre en el residuo S-nitrosilado de cisteina. La ADP-ribosilacién
resulta en una disminucion de la actividad de deshidrogenasa de la GAPDH. De cualquier manera,
ademas de esta accion, apareritemente el ON también modula la actividad de las ADP-ribosiltransferasas
celulares. Varios grupos han descrito la ADP-ribosilacion que estimula el ON de distintas proteinas
neuronales que carecen de dominios de union a la NAD+, incluyendo a la transducina y otras proteinas
de union de guanosina trifosfato (GTP). Se ha propuesto que la ADP-ribosilacidn de estas proteinas se
realiza por ADP-ribosiltransferasas distintas. De cualquier manera, parece que el ON estimula ambas

ADP-ribosilaciones, la auto y la mediada por modificaciones covalentes (13, 27).

Se le ha asociado a otras actividades celulares diversas. El ON puede ser importante en la activacion
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de otra enzima, la ciclooxigenasa, que interviene en la sintesis de prostaglandinas (27). Se cuenta
ademas con evidencia de que actua como mediador de la hidrolisis de fosfatidilinositol inducida por la

activacion de los receptores NMDA en el cerebelo neonato de la rata (36 ).

I1L5. EL OXIDO NiTRICO Y LA FUNCION SINAPTICA

ILS.1. EL ON Y LAS CORRIENTES EN LOS RECEPTORES NMDA

El ON puede tener en el SNC una funcion neuromoduladora aniloga a la de algunos
neurotransmisores. Ejemplo de esa funcién puede ser la habilidad que le ha sido Areponada de influenciar
las corrientes de iones a través de los receptores-canales NMDA. Los receptores-canales tipo NMDA
son el Gnico tipo de receptores de! glu que necesitan usualmente la despolarizacion para permitir el
ﬂujo' de Ca++. Por tanto, modulando los flujos de éste canal, el ON podria influenciar potencialmente
varios procesos neuronales dependientes del ingreso de Ca++ via los NMDA, como la transmision

sinaptica, la plasticidad, la neurotoxicidad, y algunos aspectos del desarrollo (13).

Distintos donadores de ON (NPS, nitroglicerina, S-nitrosocisteina, y SIN-1) han mostrado reducir las
corrientes de los NMDA. El uso de donadores diferentes es importante, puesto que se ha mostrado que
¢l NPS puede ejercer efectos en las corrientes de los NMDA que resultan reversibles ante la aplicacion
de Hb, pero parecen ser efectos independientes del ON ya que no son compartidos po'r otros
donadores de ON. Manzoni y col. demostraron que la reduccién de las corrientes de los NMDA
inducida por SIN-1 se da acompafiada de la atenuacién de los aumentos intracelulares de Ca++
mediados por los NMDA, fenémeno revelado por mediciones de fluoresencia del compuesto Fura-2
(37, 13). Los efectos del ON pueden ser bloqueados en este modelo por la adicion simultanea de Hb.

Bajo estos resultados se propuso que el ON tiene un papel de modulador retroactivo, asi que segin este
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esquema, cuando el receptor MNDA esta activado el Ca++ que entra activa a la ONS, lo que conduce a -

1a reduccién de las subsecuentes corrientes del MNDA (13).

Existen estudios que muestran que las corrientes de los NMDA pueden ser influenciadas por el estado
redox de un sitio en el receptor NMDA. Un par de residuos de cisteina espacialmente cercanos, de los
que se piensa que existen en la cara extracelular del canal, pueden formar una unién disulfito que
constituye un sitio tedox en el receptor. La reduccion de este sitio con agentes como el ditiotreitol
(DTT) aumenta el flujo de corriente a través del canal, mientras que la oxidacion del sitio redox
utilizando 5,5-dithio-bis-2 acido nitrobenzdico (DNTB), disminuye el flujo de la corriente. EI DNTB
puede contrarrestar la potenciacion de la corriente inducida por ¢l DTT, aunque éste efecto puede
p'revenirse por el tratamiento con el agente irreversible alcalizador sulfhidrilo N-etilmalemida (NEM). '

Tal tratamiento afecta de manera similar las corrientes de los NMDA. (13)
III.5.2. EL ON Y LA NEUROTOXICIDAD
A) Introduccién

Un numero creciente de estudios sugiere que los mecanismos celulares que intervienen en la
sefializacidn normal del SNC pueden transformarse por enfermedad, en factor de degeneracién neuronal
. La transmision sinaptica excitadora en el SNC de los mamiferos estd mediada principalmente por el
aminoéacido L-glu . De hecho, excita a la mayor parte de las neuronas centrales y se encuentra en las
terminales nerviosas en concentraciones milimolares (38). Normalmente, el aumento de los niveles de
glu ocurre en el espacio sindptico . Algunos estudios demuestran que la exposicion prolongada a glu
destruye neuronas . Olney llama a este tipo de toxicidad como excitotoxicidad, y establece que es una
accion comun de los aminoacidos excitadores para con las neuronas centrales (38, 39). Este mismo
establece que el glu y compuestos relacionados son los responsables de la perdida neuronal en algunas

enfermedades neurodegenerativas . Esta hipotesis se ha fortalecido considerablemente gracias al
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conocimiento de los receptores y antagonistas al glu (Choi, 1988).

B) Tipos de receptores al glu

Se han caracterizado tres tipos de receptores de membrana al glu, y se han nombrado conforme al
agonista farmacologico de mayor afinidad (38). Estos son el N-metil-D-aspartato (NMDA), quiscualato
y kainato (38; 39), cada uno de los cuales est4 ligado a canales cationicos de membrana. Existe ademas,

un segundo tipo de receptor quiscualato (metabotrépico), ligado a un sistema de segundos mensajeros.

El NMDA es el mejor caracterizado. Este abre un canal de membrana caracterizado por alta
conductancia (estado mayor alrededor de los 50 pS), dependiente de voltaje, que se inhibe por Mg++, y

es permeable para Ca++ y Na+ (38; 39).
C) La neurotoxicidad y las enfermedades del SNC

La neurotoxicidad mediada por glu probablemente esta relacionada con dos tipos de enfermedades del

SNC.: el dafio agudo y Ia degeneracion neuronal cronica. Choi (1988) lo expone asi:

a. Existe la evidencia de que el glu puede participar en cuatro tipos de dafio agudo en el SNC:
1) dafio agudo debido a espigas prolongadas
2) abastecimiento sanguineo restringido
3) privacion de glucosa

4) trauma mecanico

b. Parece atractivo considerar que el glu participa en las enfermedades a las que se les ha denominado
como degenerativas por compartir caracteristicas patolégicas como la gradual, prematura y selectiva

perdida neuronal. El problema radica en que en la mayor parte de los casos se carece de evidencias.
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Los argumentos para mantener esta perspectiva provienen de dos partes:
1) por un lado, dos enfermedades no comunes que involucran deﬁciehcia enzimatica
estan asociadas a altos niveles de un aa excitador. N
2) por otro lado, dos enfermedades en las que la ingestion cronica de aminoacidos

excitatorios es claramente la responsable de la neurodegeneracion,
D) Mecanismos propuestos para la neurotoxicidad mediada por ghu (38)

Conociendo que el glu actia en por lo menos tres tipos.de receptores, la cuestion siguiente se centra

en identificar cual o cuales son los receptores que activados pueden desencadenar la toxicidad.

Algunos datos sugieren que el receptor NMDA es particularmente importante como mediador del
dafio neuronal en la mayoria de las neuronas cerebrofrontales. El papel neurotoxico del glu y sus
agonistas al receptor NMDA explican la proteccion a la toxicidad observada luego de la adicion de

antagonistas a este receptor.

Experimentos in vitro sugieren que la toxicidad por glu puede ocurrir por dos mecanismos, los que

corresponden a los dos grupos de enfermedades antes expuestas.

El primer mecanismo, identificado por una crecida destruccion neuronal aguda, depende de Na+ y Cl-
extracelular, y puede ser reproducido por otros agentes despolarizantes. La apertura de canales
catidénicos conduce presumiblemente a un ingreso de Nat, a la despolarizacion de la membrana, a un

segundo ingreso, ahora de Cl- y agua, y al hinchamiento celular excitotéxico.

El segundo mecanismo, identificado por la degeneracion neuronal retardada, depende de Ca++

extracelular, y probablemente esté mediado por los efectos citotoxicos producidos por las
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concentraciones excesivas de Cat++ .

En ambos casos el fendmeno patolégico se desencadena luego de la acumulacion anormal de glu en

el éspacio sinéptico, y de aqui el interés por conocer los mecanismos que llevan a esto.
E) Mecanismos de acumulacién anormal de glu (39)

La gran paradoja de la neurotoxicidad es la cuestion de por qué o como el cerebro de los mamiferos
evolucioné con tal vulnerabilidad a sus propios neurotransmisores excitadores. La concentracion
intracelular del glu en el tejido cerebral es de aproximadamente 10 mM por litro. Gracias a la actividad
de los transportadores del glu, la mayoria del glu es intracelular. La concentracion extracelular del glu
en el tejido cerebral ha sido estimada aproximadamente en 0.6 pM por litro. Se ha estimado que para
causar un daflo excitotoxico substancial los niveles de glu extracelular deben de alcanzar el rango de
concentracion entre los 2 y 5 uM por litro. Por lo tanto, la concentracion extracelular de glu es cercana
a la excitotdxica y hace indispensable que esta concentracion y la compartamentalizacion del glu estén
minuciosamente reguladas para prevenir la neurotoxicidad. Por otra parte, puesto que cada célula
contiene una alta conoent;acién de glu, el potencial de toxicidad es evidentemente alto. Dada la
sensibilidad de las neuronas a la excitotoxicidad, un defecto en el sistema de captura del glu ( o del
aspartato -asp-) seria fatal. El glu y el asp son retirados del espacio extracelular por un sistema de alta
afinidad de captura dependiente de sodio; el glu y el asp son retirados hacia dentro de los astrocitos y las
neuronas a través de transportadores, los cuales han sido clonados recientemente. Este sistema utiliza
energia derivada del gradiente de sodio presente a través de la membrana. Por lo tanto, cualquier
defecto que impida a la célula mantener este gradiente de concentracién puede causar la caida del
sistema de captura del glu. El margen de seguridad del sistema de ‘captura del glu se desconoce. Un
soporte para la hipétesis de que los transportadores del glu son una fuente potencial de glu extracelular

proviene de estudios que muestran que los transportadoes pueden actuar en sentido inverso.
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El glu, como otros aa, puede liberarse hacia el espacio extracelular como consecuencia de la
destruccion de los astrocitos. Cuando no se puede utilizar la energia del metabolismo o cuando decae
debido al agotamiento del ATP, la actividad disminuida del la bomba ATPasa Na+/ K+ puede conducir
al suficiente dafio como para liberar giu por fa via de los transportadores. Durante la hiponatremia

puede ocurrir algo similar.

Un estudio reciente pone en duda la accion excitotoxica de la acumulacién anormal de glu en el
espacio intercelular (40). Ciertamente, en los estudios /n vifro se logra el efecto toxico, mas no en los
realizados in vivo. Algo adicional a la acumulacién anormal de glu debe de ocurrir para lograr el efecto
toxico. De cualquier manera, esta acumulacion anormal contribuye a este efecto.

a) Liberacion de glu a partir de los almacenes vesiculares

Otra posible fuente para la excesiva acumulacion de glu es su anormal liberacion a partir de los
almacenes vesiculares que lo contienen. El sistema normal de neurotransmision excitadora parece contar
con un mecanismo de retroalimentacion positiva como una de sus ventajas, esto significa que la
liberacién de glu estimula a una mayor liberacion del glu. Esto se ha demostrado en el fenomeno
llamado potenciacion de largo término. Paralelamente, la excitotoxicidad tiene un mecanismo de
autopropagacion, ya que la supervivencia neuronal puede aumentar con la adicion de antagonistas de glu

(y de NMDA) luego dela exposicion breve de las neuronas al glu.
b) Liberacion del glu vy lesion celular

La causa mas simple del exceso de glu en el medio intercelular es la lesion celular. Si cada célula
contiene 10 mM de glu por litro, con la sola muerte de una neurona, todas las neuronas vecinas quedan
en riesgo, que se ve reducido solo por la habilidad de retirar el glu liberado a su alrededor. Una causa de

la lesion es la excitotoxicidad misma, ya que las neuronas lesionadas liberan grandes cantidades de glu

29



que lesionan a otras. Ademas, la lesion traumatica de las neuronas puede verse seguida de lesion
excitotoxica a neuronas vecinas; en modelos de trauma, la muerte neuronal puede ser bloqueada por el
uso de antagonistas al glu, especialmente por aquellos dirigidos en contra de los receptores NMDA,

aunque los antagonistas para los receptores no-NMDA también pueden ser efectivos .

Probablemente existan varios mecanismos para la acumulacién anormal de glu en el espacio
extracelular. La suspension de la energia celular puede ser uno de estos mecanismos, tanto por el
deterioro de la captura mediada por los transportadores, como por la inversion de la direccion del
transporte. Esta serie de eventos puede estar seguida probablemente por la lesidn a algunas neuronas, y
por la potenciacion anormal debida al glu liberado por otras neuronas. Con la liberacion de glu de -
neuronas lesionadas, y por la liberacién fisiologica excesiva de neuronas intactas vecinas, es posible que

el proceso se propague de manera autonoma, extendiendo el area del dafio neuronal. .

c) Patofisiologia de la excitotoxicidad al nivel de los receptores

La excesiva activacion de ambos tipos de receptores al glu, los NMDA y los no NMDA, puede
contribuir a la degeneracion neuronal excitotoxica asi como a un amplio espectro de enfermedades del
sistema nervioso. Las sinapsis excitadoras pueden verse aumentadas si las inhibidoras disminuyen. La
sobreestimulacion a los receptores no NMDA tiene también importancia para la excitotoxicidad,
especialmente en el caso de dafios prolongados; esta propuesta viene a estar apoyada por algunos
estudios in vitro en los que el uso de antagonistas a ambos tipos de receptores disminuye el dafio

causado por isquemia, trauma, hipoglicemia, y otros mecanismos de dafio.

Dado que los canales de los receptores NMDA son de dos tipos (dependietes de voltaje y a ligando),
existe la capacidad de que las neuronas , para dar respuesta, integren informacion de distinto tipo

(estimulos de distinta procedencia). Esto viene a ser un mecanismo de seguridad ya que se requiere de
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dos entradas de informacion antes de que se admita el ingreso al Ca++, mismo que activa los procesos
intracelulares que pueden tlevar a la degeneracion celular. Aun asi, este seguro solo funciona mientras
que se mantenga el potencial de la membrana. Una vez que se despolariza la membrana, la apertura de
los canales es segura y también el ingreso del Ca++. E! ion magnesio (Mg++) es un bloqueador de los
canales NMDA dependientes de voltajé; se mantiene unido a un sitio especifico dentro del canal y la
despolarizacién de la membrana es la que lo retira. Se ha observado en cultivos in vitro de hipocampo y
corteza, que la excitotoxicidad es dependiente de la concentracion de Mg++ extracelular, Asi, la
vulnerabilidad de las neuronas queda dependiente de la distribucién de los canales dependientes de

Mg++ y de los no dependientes de Mg++. Adin se desconoce lo que regula esta distribucion .

d) Potenciacion de las respuestas postsindpticas al glu

A la sobreestimulacion mediada por los receptores a glu, pueden darse respuestas intracelulares
como la sobreestimulacién de enzimas proteoliticas, la peroxidacion lipidica, la formacién de radicales
libres (superéxido y 'ON), expresion temprana de genes, etc, fendmenos que contribuyen con la

excitotoxicidad.
F) El papel del calcio en la toxicidad

Puesto que el ON puede estar asociado al segundo mecanismo de excitotoxicidad asociado al glu,
mecanismo que resulta dependiente de Ca++, es de importancia conocer algo sobre la funcion del Ca++

en la excitotoxicidad.

El influjo de Ca++ que acompaila la prolongada activacion de los receptores NMDA esta asociado a

la degeneracion de neuronas (9), y las mediciones de Ca++ intrasinaptosomal son posibles mediante una

31




técnica que utiliza una sustancia fluoresente (41).

Es conocido que el Ca++ en concentraciones mayores a las fisiologicas (normales) puede contribuir al
desencadenamiento de eventos celulares en la membrama, citoplasma y ntcleo que concluyen finalmente
en toxicidad. Pero no parece que el Ca++ solo sea el causante de los efectos toxicos. Tomando como
ejemplo Ia elevacion de los niveles de Ca++ intracelular a los niveles a los que lo hace el glu, con el uso
de un inhibidor metabolico como el cianuro o por la despolarizacion de las neuronas con glta
concentracion de K+ para causar el ingreso de Ca++ por los canales para Cat++ ligados a voltaje, el dafio
neuronal permanente causado es menor que el causado por el glu por si solo. (35, 39). Ademas, los
mecanismos homeostasicos para regular los niveles altos de Ca++, de alguna manera alternativa tienen
que presentarse restringidos, provocando una exposcicion prolongada, dentro de la célula, mayor a la
normal. (4, 6, 39). Otro mensajero debe de dispararse, probablemente, de manera coincidente con el
auﬁento de Ca++ para que se de la neurotoxicidad . Se ha reunido cierta evidencia en apoyo de que ese
otro mensajero puede ser el ON.

Tanto la activacioén del receptor NMDA como el incremento de Ca ++ neuronal, o ambos, pueden
activar una serie de enzimas que incluye a la proteina cinasa C, a las fosfolipasas, proteasas, fosfatasas,
y a la ONS. Luego de la activacién de la fosfolipasa A2, se genéra el acido araquidénico, sus
metabolitos y el factor activador de .plaquetas‘ Este dltimo aumenta los niveles de concentracion del
Ca++ neuronal, aparentemente mediante la estimulacion para la liberacion de glu (39). El acido
araquidonico potencia las corrientes evocadas por NMDA (39), e inhibe la recaptura del glu en
astrocitos y neuronas (40, 39), exacerbando mas adelante la situacion; durante el metabolismo del acido
araquidonico se pueden formar radicales libres de oxigeno, los que conducen a una posterior activacion
de la fosfo]ipasa A2, lo que representa una retroalimentacion positiva (32, 39). Este proceso puede
causar que la neurona se digiera a ella misma debido a la desactivacién proteinica, a la formacion de

radicales libres y a la peroxidacion lipidica (39).

Alin a concentraciones bajas, los iones superéxido pueden participar en la formacién de productos
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que pueden resultar letales para las neuronas. Otro de estos casos es el del ON. Luego de la
sobreestimulacion de los receptores NMDA, tanto el ON como el superdxido pueden ser producidos en
altas cantidades. Bajo estas condiciones, el ON y el superoxido pueden reaccionar para formar la

sustancia llamada peroxinitrito, la que conduce a la muerte celular (39).

El Cat++, ademas de estimular enzimas del citoplasma, puede estimular también enzimas nucleares.
Las concentraciones excecivas de Ca++, por ejemplo, pueden activar endonucleasas llevando al
resultado de la condensacién de la cromatina nuclear y finalmente a la fragmentacion del ADN y el
rompimiento del ntcleo, proceso patoldgico conocido como apoptosis. Los radicales libres pueden

contribuir también a la fragmentacion del ADN (39).

G) E1 ON y la neurotoxicidad

Hasta el momento, los estudios sobre la posible participacion del ON en la excitotoxicidad han dado
resultados variados; a estos ha seguido una controvertida exposiciéon del tema. En algunos casos, la
evidencia experimental apoya la hipétesis de que el ON es responsable de la excitotoxicidad. En otros,
que su accion no afecta al evento patoldgico. En un tercer conjunto de casos, que su accion resulta
neuroprotectora ante las condiciones celulares responsables de la excitotoxicidad. En esta seccion se
detallan las distintas posturas, incluido también el caso de las neuronas llamadas diaforasas, las que

poseen la cualidad de resistir a la degeneracion causada por la accion excitotoxica.

G.1. La sintesis patolégica del ON

La identificacion de la ruta L-arg:ON en el SNC (2) sugirio su posible participacion en la patologia del
sistema nervioso central. Se sugirid que la excesiva activacion de los receptores NMDA, con su

consecuente entrada de Ca++, contribuye a la neurotoxicidad por glu por una acrecentada produccion
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de ON (9), como ya se habia mencionado al hablar del Ca++. Datos adicionales apoyan esta propuesta,
aunque también se ha sugerido que otro tipo de receptor al glu puede actuar en la sintesis del ON (42).
Entre estos, algunos apuntan a que el GMPc sintetizado como consecuencia de Ja activacion de la GCs
por él ON, puede también tener un papel neurotoxico. En este caso, surge la hipotesis de que el GMPc -
es el mediador de los efectos excitotdxicos generados por el ON. Altos niveles de GMPc¢ causan la
destruccion de células fotoreceptoras en la retina, donde se ha comprobado por inmunocitoquimica la
existencia de h; ONS (9). Este efecto probablemente explique la patogénesis de algunas enfermedades
de la retina de ciertos animales (43). También se ha sugerido que el GMPc tiene un papel en las crisis
convulsivas, puesto que los niveles de este nucledtido aumentan en ciertas regiones cerebrales previo al
establecimiento de convulsiones inducidas por drogas (44). Mas aun, la superfusion de analogos al -
GMPc a injertos de hipocampo dispara actividad epileptiforme prolongada en células piramidales (9).
Es, entonces, importante notar que los antagonistas de los receptores de an;inoéc%dos excitadores o
inhibidores de la liberacion de glu tienen ambos acciones antiepilépticas y protegen al cerebro de dafios

isquémicos, los que se piensan mediados por un exceso en la liberacion de glu (9).

Recientemente se cuentan con datos que niegan la posibilidad de que el GMPc sea mediador de la
toxicidad causada por el ON. Estos datos provienen de cultivos neuronales como los que se han

utilizado para el estudio de la excitotoxicidad mediada por el ON (13).
G.l.a. Las neuronas que tienen NADPH dicyorésa y la toxicidad

Respecto a la actividad generada por el ON, se ha propuesto que el ON protege a las neuronas que
tienen NADPH diaforasa (n-NDP), pero bien puede ser que el mismo ON sea el causante de la
neyrotoxicidad en otras neuronas de distinto tipo, como lo avalan algunos estudios, principalmente de

cultivos neuronales primarios. Sobre los diversos resultados de la accion del ON se hablara ahora.

Una propiedad de las n-NDP es, su resistencia selectiva a la destruccion en condiciones
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neurodegenerativas clinicas, tales como las de la ehfermedad de Alzheimer (45), Humingt"on, la isquemia
subsecuente y las inducidas por neurotoxinas de destruccion neuronal (7). Mientras que el 95% de las
neuronas estriatales degeneran en [a enfermedad de Huntington, las n-NDP sobreviven. El tratamiento
de cultivos primarios de corteza cerebral con NMDA destruye 90% o mas de las neuronas, pero las n-
NDP sobreviven. La actividad de la ONS, misma que explica la tincion de las n-NDP, puede ser la
responsable de esta resistencia. La sobreconcentracion de Ca++ potencialmente es un mecanismo para
provocar la neurotoxicidad, y el ON puede reducir los niveles intracelulares de Ca++ por un mecanismo
no relacionado con e GMPc. La actividad de diaforasa de la ONS podria ser relevante, mientras que la
induccion de una enzima similar en cultivos neuronales , la DT diaforasa, protege a las neuronas de la

toxicidad oxidativa (7).
G.1.b. E1 ON provoca neurotoxicidad

Esta posibilidad se ha estudiado en cultivos primarios de neuronas cerebro corticales. Adicionando
brevemente NMDA a los cultivos, 80% de las neuronas mueren en el transcurso de 24 hr. En este
sistema, la nitroarginina y el L-NMMA previenen de la neurotoxicidad inducida por el NMDA vy
aminoacidos refacionados. Este efecto es revertido competitivamente por la L-arg. Mis ain, la
reduccion de arg en el medio de cultivo por la adicion de arginasa o por la utilizacion de un medio libre
de arg, previene de la neurotoxicidad inducida por NMDA. Por otra parte, el nitroprusiato produce
muerte de células dependiente de dosis, efecto paralelo a la formacion de GMPc. La hemoglobina, que
captura al ON, previene de los efectos neurotoxicos del nifroprusiato y del NMDA. Puede pensarse que
este ON proviene tanto de las neuronas como de la microglia, que son el equivalente en el cerebro a los
macréfagos. Al daflar nervios vicerales se registra una expresion aumentada de ONS (46),
presumibiemente por el bloqueo del flujo de factores neurotrdficos que inhiben la sintesis de ONS, lo
que sugiere que en el dafio excitotdxico la participacion de la ONS inducible puede jugar un papel

importante (7).
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Adicfonalmeme, Izumi y col., demostraron que en rebanadas de hipocampo, los inhibidores de la ONS
previenen de la muerte celular mediada por glu y NMDA. En este sistema de cultivo, este efecto es

tevertido por {a adicidn exceciva de L-arg (13).

Estudios realizados por Dawson y col. (47) apoyan a los resultados anteriores. En cultivos primarios
fetales de rata, corticales, estriatales e hipocampales, la adicion de NMDA y NPS muestran una relacion
de concentracidn-efecto toxico y curso de tiempo similares. El efecto neurotoxico disminuye en la
presencia de nitro-L-arg y en los medios libres de arg. La disminucion de la neurotoxicidad debida al uso
de inhibidores de la ONS es paralela a la potencia con que estos son capaces de inhibir la actividad de la
enzima. La toxicidad por NMDA es prevenida tarﬁbién por inhibidores flavoproteinicos y de la

calmodulina, concordando con el papel regulador de las flavoproteinas y de la calmodulina.

Los estudios realizados por Fujisawa y col. también apuntan en esta direccion. A diferencia de los
estudios mencionados, este grupo manejo un modelo in vivo, sencillo en comparacion con otros
modelos in vivo que se han utilizado. En este modelo se producen lesiones corticales, bajo monitoreo
fisiologico, mediante dilisis reversa de glu en ratas anestesiadas. La cuantificacion del dafio se hace por
imagenes histologicas. El empleo de cinco agentes de conocidas cualidades anti-isquémicas, disminuye
el dafio neurotdxico hasta en un 30 %. El inhibidor de la [iberacién de glu endégeno Hamado BW
1003¢87 disminuyd el dafio en un 50 %. Unicamente el C1-977, inhibidor similar al anterior, no produjo
disminucion alguna del efecto excitotoxico. Entre los agentes utilizados se encuentran el antagonista al -
receptor NMDA conocido como dizocilpina (MK-801), y el inhibidor de la ONS ya mencionado L-
NAME ( 48).

Dentro de la evidencia que apoya la toxicidad del ON se encuentran los estudios que relacionan
algunos tipos de dafios y enfermedades con la actividad del ON. Tal es el caso de la neurotoxicidad
asociada a la isquemia cerebral, la que se piensa que envuelve la estimulacion por glu de los receptores

NMDA. En apoyo a esto, los antagonistas al NMDA bloguean la degeneracion neuronal en varios
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modelos de dafio isquémico (7).

Respecto a la resistencia neurotoxica presentada por las neuronas que poseen ONS, a las que se les
ha llamado también neuronas diaforasas, y el papel toxico dei ON, puede especularse una explicacion
que armonice los hechos observados. Unas neuronas sintetizan ON que se libera para elevar los niveles
de GMPc en neuronas adyacentes sin toxicidad alguna. De cualquier manera, en la presencia de altas
cantidades de glu, las que pueden considerarse como téiicas, las neuronas ONS pueden comportarse
como macréfagos, liberando altas cantidades de ON para matar a las neuronas de sus alrededores (7).
Como se expuso en la seccion del Cat++, la produccion de ON en altas cantidades lleva a la

produccién de peroxinitrito, sustancia toxica para las neuronas que termina por conducirlas a la muerte.

Tomando en conjunto estos resultados puede establecerse que el ON es mediador de la

excitotoxicidad glutamatérgica en cultivos primarios neuronales.
G. l.c. EI ON no provoca neurotoxicidad

Algunos experimentos sugieren que el ON no participa en la degeneracion de neuronas ya que la
inhibicion de su sintesis no atentia esta degeneracion. Raymond y col. (49) prepararon cultivos fetales
murinos mixtos (neuronas y glia) y cortico-gliales seguin la metodologia de Choi (1987). Los cultivos
fueron expuestos a 300 yM de NMDA por 24 hr, lo que concluyeA con la muerte del total de las
neuronas. La neurotoxicidad de los cultivos se mantuvo ante la adicion de 25-125 pM de Hb. Por
contraste, esta fue atenuada consistentemente pbr la adicién del bloqueador especifico de los\
receptores NMDA MK801. La adicién de inhibidores de la ONS tales como el NA y el MMA en
concentraciones de 100-1000 pM no redujo la muerte neuronal. Resultados similares se obtuvieron en
cultivos preincubados con NA y MMA. Cultivos.libres de arg tampoco resistieron la muerte neuronal.
Los cultivos testigos sintetizan tres veces més GMPc en comparacion con los cultivos expuestos al

lavado equivalente. Este efecto se bloqued consistentemente por la adicion de fa Hb (en las
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concentraciones antes sefialadas) y por 1 mM. de NA o de MMA.

En otros estudios (50), la exposicion de NMDA a cultivos murinos (células de rata y de raton)
neuronales, la excitotoxicidad no es atenuada por el uso del inhibidor de fa ONS NG-Nitro-L-arg, que si
produce el blogueo de la sintesis del GMPc. Por el contrario, ef antagonista no competitivo del receptor
NMDA bloquea tanto la sintesis de!l GMPc como la muerte neuronal causada por el NMDA. El empleo
de medios libres de arg y de otro inhibidor de la ONS (L-NMMA) tampoco protegen de la muerte

neuronal.

Estudios similares a los anteriores, pero con cultivos hipocampales, apoyan esta tesis (51). Ni la
exposicion al inhibidor de la ONS, N-arg, ni e uso de medios libres de arg, protegen a los cultivos de la
muerte causada por la exposicion al glu. En cambio, el uso del antagonista noAcompetitivo al receptor
NMDA, el MK-801, inhibe Ia muerte celular. En su discusién, los autores hacen notar que, a diferencia
de otros cultivos, como los utilizados por Dawson y col.,, los cultivos por ellos utilizados se
encontraban intensionalmente libres de suero. Es conocido que el suero favorece a la proliferacion de
los astro&tos. Esto les lleva a pensar que en sus cultivos la proliferacion de astrocitos es nula. Se
comprobd que en sus cultivos se produce ON, ya que se cuantifico la sintesis de GMPc y esta misma fue

inhibida por la N-arg.

G.1.d. El ON previene de la neurotoxicidad

Por contraste a los resultados de la toxicidad, otros datos muestran que la produccién de ON
previene a las neuronas de esta toxicidad mediada por NMDA. Se mostrd que la aplicacion de
nitroprusiato de sodio (NPS) o de nitroglicerina, previene de la toxicidad de NMDA en cultivos de

neuronas corticales. Este estudio muestra que paralelamente las corrientes NMDA se reducen, asi como
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los niveles intracelulares de Ca++. Se propone que estos cambios son los que explican el efecto

protector en contra de la toxicidad mediada por NMDA. (13)

Se ha propuesto también, como posibilidad, que el ON puede contribuir a la regeneracion neuronal

luego del dafio, aumentando el flujo sanguineo (46).
IIL5.3. EL ON Y LA SECRECION

Se ha demostrado que el ON, en distintas regiones cerebrales, modula la funcion sinaptica, alterando
la liberacion de los neurotransmisores a partir de las terminales nerviosas (52, 53, 54, 13), y de otras
sustancias (55). Se han estudiado las modificaciones que el ON causa en la liberacion de acetilcolina,
dopamina y norepinefiina. En estos casos, la adicion de ON mediante donadores y de grandes cantidades
de L-arg, provocan que la liberacién basal de estos neurotransmisores aumente en proporcién mayor al
doble. Se ha sugerido que la accion del ON como modulador de la liberacion de neurotransmisores esta
mediada por la activacién de la GCs (53). Por otra parte, existe evidencia de aumentos en la liberacién
del glu en cultivos, luego del fendmeno de potenciacion de largo término, los que pueden estar
mediados también' por el ON (ya que el fenomeno mencionado se ha asociado al ON) (56).
Probablemente el ON actiie sobre algunas proteinas encargadas de la liberacion siniptica. Por el
contrario, la depolarizacion neuronal evocada por potasio contrarresta los efectos de aumento de

liberacion estimulados por el ON (26).

Al menos un caso se ha encontrado en el que el efecto del ON sobre la liberacion basal es inhibidor

(13).
I.5.4. EL ON Y EL DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO

Mediante estudios inmunoldgicos e histoquimicos, se ha encontrado ONS neuronal en distintas areas

del SNC de ratas en desarrollo, pero su papel en el desarrollo permanece ain sin claridad.
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Probablemente es trofico para las neuronas y alternativamente puede ayudar a la muerte neuronal

programada que el 50% de las células neuronales de los mamiferos sufren durante el desarrollo (26).
FILS.5. PAPEL DEL ON EN LA PLASTICIDAD SINAPTICA

La potenciacién y la depresién de largo término (PLT y DLT), son dos fenémenos celulares
neuronales implicados en la plasticidad sinaptica. Distintos estudios han encontrado la relacion de estos

con el ON. El ON puede ser el factor que explica el desencadenamiento de estos fendmenos.

Los mecanismos subyacentes en los procesos de plasticidad neuronal, como la memoria y el
aprendizaje, en el SNC de mamiferos, permanecen ain en el campo de la incertidumbre, pero se piensa
que envuelven cambios en la eficacia de 1a transmision sindptica. Es conocido due laPLT y1aDLT es
dependiente en un tipo de casos de la activacion de los receptores NMDA. Esta dependencia, junto con
otros hechos, ha llevado a la propuesta de.que en la PLT y la DLT debe de participar un mensajero

transinaptico que permite los cambios de la eficacia sinaptica. (57)

En el caso de la PLT, ese conjunto de hechos que hacen pensar en la existencia de tal mensajero son:
la activacion de los receptores NMDA, la despolarizacion y el incremento de Ca++ postsinapticos que
son condicion para la induccion de la PLT; y la evidencia de que la PLT apoya el incremento, mediado

presinapticamente, en la liberacion de neurotransmisores. (57)

Distintos candidatos han sido propuestos como mensajeros de éste fenomeno. Entre ellos, el acido
araquidénico, el factor activador de plaquetas, el ON y recientemente el monéxido de carbono (CO)
(57). Bajo determinadas condiciones el ON podria ser el mediador de la PLT, pero su papel permanece
aun incierto, y los resultados de los estudios a este respecto han sido controvertidos en algunos casos.
La mayor parte de estos estudios se han realizado en cultivos hipocampales, asi como en condiciones in

vivo, ya que el hipocampo es la region cerebral en la que mejor se ha caracterizado la PLT, como lo ha
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sido el cerebelo para la DLT . (57, 13)

El estudio de Bohme y col.. (1991) en la region CA1 del hipocampo en preparaciones de rebanadas,
mostrd que 0.1 M de nitroarginina bloquea completamente la PLT, efecto que se hace reversibie al
afiadir L-arg , mientras que el nitroprusiato produce un incremento. de duracion prolongada de la eficacia
sindptica la cual no es adicional (aditiva) a la PLT inducida por estimulacién tetanica. Se observé el
bloqueo de 1a PLT en la regidn CAl, tanto por nitroarginina, la que bloquea al ser inyectada en la célula
postsindptica, como por hemoglobina, que no es tomada por la célula y presumiblemente se une al ON
que libera la célula postsinaptica al espacio extracelular (7). Se encontré ademas que el ON provoca un
aumento en la liberacion espontanea de transmisores a partir de cultivos de células piramidales ‘del
hipocampo, sugiriendo que el ON puede servir como un factor retrogrado en la PLT. Interesantemente,
los estudios histoquimicos indican que las células piramidales de la region CA1 carecen de ONS, aunque
se tifien para la NDP, sugiriendo que pueden contener una isoforma distinta (7). Muchos otros estudios
se han realizado, algunos con otras regiones cerebrales distintas al hipocampo ( como el giro dentado, la
corteza, etc), con resultados similares que apuntan a que el ON es mediador de la PLT ( 58, 59, 60,

61).

Aparentemente, el ON solo seria necesario para la induccién del fenémeno de PLT, ya que la adicién
de inhibidores de la ONS luego de 20 a 30 min de estimulacion de alta frecuencia, no inhibe la PLT ya
inducida (13).

El bloqueo de la PLT por los inhibidores de la ONS concuerda con el modelo del mensajero que se
produce en la postsinaptica, lo mismo que el bloqueo de este fenomeno por la adicion de Hb, que
concuerda con el viaje que tiene que hacer el mensajero a la presinptica. En rebanadas de hipocampo,
los donadores del ON y su aplicacion directa, salvo pocas excepciones no ha logrado la induccién de la
PLT, probablemente por la alta labilidad del ON. Pero en cultivos si se ha logrado, cuando existe

actividad presinaptica. (13)

41



En muy pocos estudios se ha localizado a fa ONS en la region CAl del hipocampo. Se ha
demostrado que €l GMPc no induce la PLT. Estos, y otros resultados (62), muestran que existen aiin

dificultades para conocer si el ON desempeiia algun papel como mensajero mediador de la PLT. (13)

La DLT es el decremento persistente de la eficacia o estrechamiento sinaptico. Asi como la PLT, la
DLT se ha reportado para distintas regiones cerebrales. La DLT se ha estudiado preferencialmente en la

corteza cerebelar, en la que se dan algunas sinapsis excitadoras mediadas por el glu.(13)

Se han caracterizado los eventos moleculares implicados en la DLT: activacion de receptores de glu,
aumento de Ca++ intracelular (ingreso via canales ligados a voltaje) y activacion de proteina(s) cinasa C
(via activacion de receptores metabotropicos), estos bajo fuerte evidencia. Se ha sugerido ademas,
aunque esto ha dado lugar a la controversia, que la cascada de eventos generadé por el ON (dentro de la
que se incluye la sintesis de GMPc) y que el ingreso de Na+ via receptores AMPA, también pueden
intervenir en la induccion de la DLT (63). Aunque esto se ha sugerido, ante la posible accion del ON
como mediador de la DLT, el conocimiento de otros hechos dificultan tal propuesta, principalmente el
hecho de que en las células de Purkinje de la corteza cerebelar la deteccion de la ONS y del GMPc no es

positiva (13).

La depresion de largo termino (DLT) en el cerebelo es evocada por la estimulacion conjunta de las
fibras colgantes y paralelas en la transmision de fibra paralela-célula de Purkinje. Este sistema ha sido
implicado como mecanismo celular para el aprendizaje motor cerebelar. Se demostré la liberacion de
ON luego de la estimulacion de las fibras trepadoras y el bloqueo de la DLT mediante L-NMMA y
hemoglobina. Mas aun, el nitroprusiato o el GMPc son capaces de sustituir la estimulacion de las fibras
trepadoras evocando la DLT. En cultivos de células de Purkinje, la DLT no necesita de sefializacion
mediante ON, y no es afectada por nitroarginina m por hemoglobina (7). Resultados que favorecen la

hipétesis de que el ON es mediador de la DLT, se tienen en distintos estudios (64, 65).
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Otros estudios han mostrado que la DLT no requiere ni de ON como de GMPc (13). Un reporte
extenso de experimentos realizados para conocer los mecanismos de post-activacién de los receptores
que conducen a la DLT en la region estriatal, no menciona participacion alguna del ON como parte de

est0s mecanismos (66).

Aprendizaje

El ON puede participar en algunas formas de aprendizaje, y su asociacion con los fendmenos de
plasticidad, PLT y DLT, ha Hlevado a investigaciones que buscan dejar en claro esta posibilidad. Los
resultados en este caso han sido controvertidos. En un estudio, la inhibicion de [a ONS con L-NAME
conduce al blogueo de dos formas distintas de aprendizaje ( espacial y de condicionamiento visual) .
ensayadas en animales (ratas y conejos) (67), otros estudios apoyan la propuesta del papel del ON como
inductor de distintas formas de aprendizaje (13), y otros, en cambio, se didgen a descartar tal hipotesis

(68, 13).

Sobre el pape! del ON en la plasticidad sinaptica queda mucho por conocer.
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POTENCIACION DE LARGO TERMINO

DEPRESION DE LARGO TERMINO
(CEREBELO)

célula de Purkinje

l / veceptor AMPA

QMPC ‘Fikms paralelas

POSIBLE ACTUACION DEL ON EN ESTOS EVENTOS Célula

En la PLT el ON difunde hacia la terminal presindptica donde interactua con la
guanilato ciclasa y/o con la ADP ribosil transferasa, que puede ribosilar una proteina
G de unién u otra enzima, lo que altera la actividad de los canales ionicos, o la
sensibilidad a calcio del proceso de liberacién de neurotransmisores , lo que implica
liberacién de mayor cantidad de neurotransmisor durante la PLT. En la DLT, los
niveles elevados de GMPc activan una ciclasa dependiente de GMPc que fosforila los
~ receptores AMPA o moléculas asociadas, con lo que se obtiene una capacidad

disminuida de respuesta postsindptica.



CONCLUSIONES

I El ON como molécula mensajera que desempefia un papel en el SNC.

Dado que se tiene conocimiento de que el ON es sintetizado en varias especies de la escala biologica,
se hace factible pensar en su presencia generalizada a lo largo de toda esta. Se han expuesto ademas, las
numerosas y variadas funciones bioldgicas en las que el ON tiene alguna participaciéon. Esto resulta
indicativo de las altas ventajas que deben suponer la presencia del ON en los sistemas biolégicos.

Analizando el caso especifico del SNC, del que se ha reportado poseer la mayor cantidad de ONS, la
idea de que el ON es una molécula altamente util, se ve reforzada con el hecho de que su produccion
esta asociada al sistema de liberacion del glu. Si el ON sintetizado por la isoforma constitutiva de la
enzima, depqnde'de manera necesaria y principal de la liberacion de un aminoacido que por su
imporniancia, continuamente se esta liberando, entonces, las funciones que dependen del ON
probablemente deben ser de continua ejecucion, ya que potencialmente la sintesis de ON sera continua.
Puestoque potencialmente las funciones que dependen del ON son de continua ejecucion, se las puede
calificar también como funciones basicas. La ADP-ribosilacion, los aumentos intracelulares en la
concentracion de GMPc, la regulacion de la secrecion de neurotransmisores y la regulacion de procesos
fisiologicos dependientes de Ca++, parecen ser estas funciones basicas del ON. A estas se pueden
afiadir, la activacion de la PLT y de la DLT, aunque la evidencia experimental requiere de mayor-apoyo

para mantener en pie esta propuesta.
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Antes del descubrimiento del ON, la explicacion de las funciones de sefalizacion sinaptica dentro del
SNC se cubrian con la participacion de los neurotransmisores, a los que ahora podemos llamar clasicos o
convencionales. Ante el nuevo caso del ON y su participacion en el SNC, surge la pregunta: ; cuales son
las ventajas que ofrece el ON como molécula mensajera ante los neurotransmisores convencionales ?, o
bien, ;, por qué las funciones que realiza el ON son realizadas por éste y no por los neurotransmisores

convencionales ?

El ON cumple un papel similar al de los neurotransmisores convencionales, en cuanto a que es
sintetizado en un sitio a partir del cual viaja hasta alcanzar un blanco en el que activa alguna funcién
biologica. En este sentido se le ha dado el nombre de mensajero. Sin embargo, su distincion quimica de
los neurotransmisores convencionales le hacen pertenecer, posiblemente a una nueva clase de
neurotransmisores. Desde otro punto de vista, el ON se asemeja a los segundos mensajeros del cerebro,

ya que sus mensajes son dependientes de otro anterior, el primer mensajero.

Los neurotransmisores convencionales son mensajeros que permiten respuestas inmediatas. Dirigidos
especificamente desde una neurona presinaptica hacia una postsinaptica, son capaces de lograr la
apertura de canales ionicos. La postsinaptica, capaz de recibir un alto nimero de estimulos,
especificamente dirigidos, provenientes de las terminales axonicas, es tan;bién capaz de integrar esa
informacion y dar una respuesta electroquimica inmediata, que como se conoce hasta ahora, puede ser
muy variada. Ciertamente, los neurotransmisores convencionales son también capaces de producir
respuestas semilentas, o aln lentas y duraderas, que responden a necesidades fisiologicas de la célula (y
a fin de cuentas del organismo) distintas de las primeras, que satisfacen otras necesidades. Visto como
segundo mensajero, el ON quedaria ubicado dentro de este grupo de respuestas semilentas o lentas.
Visto como primer mensajero, el ON tiene la capacidad de dar los dos tipos de respuestas, ya que puede
alterar los flujos ionicos, dando lugar a respuestas rapidas, o bien puede dar lugar ‘a respuestas

semilentas y lentas mediante la activacion de una cascada bioguimica iniciada con ia unién covalente a

.
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sus efectores.

Aunque las caracteristicas quimicas de! ON son distintas a las de "los neurotransmisores
convencionales, es de notarse, que por sus efectos no merece ser clasificado como un mensajero de otro
tipo. Si las propiedades y el comportamiento del ON son analizados en detalle, como se ha hecho (fa
bibliografia da testimonio de ello), esta molécula si merece ser clasificada en una familia distinta de
neurotransmisores. El hecho de que la molécula difunda libremente a través de las membranas permite
que el mensaje se dirtja desde el elemento postsindptico hasta uno presinaptico, o bien desde un
elemento presinaptico hasta otro postsinaptico. Esto, junto con otras propiedades citadas en la literatura
sobre el tema, ya dan respuesta a las preguntas anteriormente planteadas: hablamos de cualidades del
ON que le permiten ejercer un papel que jamas podrian lograr ejercer los neurotransmisores
convencionales. Pero la que probablemente sea la respuesta mas definitiva para la cuestion planteada, es
la que se da con el hecho de que el efecto provocado por el ON probablemente esté netamente
desvinculado de la funcién sinaptica. Es decir, una vez sintetizado, el ON alcanza su efector y provoca
sus efectos con independencia de las sinapsis que se estén dando en esa neurona, la cual ademas, puede °
estar ubicada a muchas sinipsis de la neurona en la que fue sintetizado ( probablemente hasta una
distancia de 170 pm, lo que implica millones de sindpsis, segiin calculos presentados por Garthwaite y
Boulton (27).

De caracteristicas similares al ON, es el monoxido de carbono (CO), una molécula sencilla, gas labil,
presentado por Snyder (69) como un posible mensajero que viene a reforzar la propuesta de abrir en la
clasificacion de los neurotransmisores, una nueva familia. Lo sintetiza la enzima hemo oxigenasa (HO),
junto con otro coproducto que rapidamente es convertido en bilirrubina. Existen por lo menos dos tipos
de HO, una inducible y otra constitutiva que se le encuentra en altas cantidades en el cerebro y en otros
tejidos. La sintesis de CO requiere de la donacion de electrones por parte de la (CPR). De manera
similar al ON, el CO se une al fierro del grupo hemo de la guanilato ciclasa para activarla y dar inicio a

la sintesis de GMPc. Se encontré que el CO es responsable de mantener los niveles endogenos de
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GMPc en las neuronas olfatorias, esto en cultivos, puesto que el uso de potentes inhibidores de la HO y
no de la ONS, suprime los niveles altos de GMPc en estas neuronas. Mayor evidencia de que la HO
posee un papel en la neurotransnmision proviene de estudios que muestran que la localizacion de esta
enzima es selectiva. Altas concentraciones de la forma constitutiva se encuentran en el hipocampo, tanto
en las células piramidales como en la granulosas. En el cerebelo, concentraciones altas son encontradas
en las capas granulosa y de Purkinje. Su distribucion especifica se extiende a distintas regiones -
cerebrales,'de las que las neuronas del epitelio olfatorio y las de las capas neuronales y granulares del
bulbo olfatorio, son las que poseen la mayor concentracion.

IL El ON y su participacion en la excitotaxicidad neuronal.

Se ha presentado evidencia de la posible accion del ON en la excitotoxicidad neuronal, proveniente de

estudios in vivo e in vitro. Esta puede clasificarse en dos rutas:

1) la primera, dependiente de la actividad de la ONS constitutiva;

- 2) la segunda, dependiente de la actividad de la ONS inducible.

Cuando la sintesis de ON se ha realizado de manera anormal por cualquiera que sea la ruta, el
mecanismo por el que causa la excitotoxicidad parece ser comun, y éste puede ser también dividido en
dos rutas: toxicidad por inhibicion enzimatica de procesos fundamentales, y por subproductos del ON.

Anteriormente se ha expuesto que los resultados de las investigaciones sobre la accidn excitotoxica del
ON pueden catalogarse en grupos distintos y contradictorios, pero a éste respecto, posibles soluciones

se han elaborado.

Una manera en que estos resultados encuentran explicacion es debida al estado quimico de la
molécula del ON. El estado quimico del ON depende de que la molécula posea o carezca de un electron

libre, condicion que puede estar influenciada por la presencia o ausencia de donadores electronicos tales
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como el ascorbato o el aminoacido cisteina. La molécula del ON es toxica cuando posee un electron
libre, que es el caso normal de la molécula. Pero cuando pierde este electron, la molécula queda cargada
positivamente. De esta manera puede unirse a un sitio regulador del receptor NMDA, al conocido como
sitio regulador redox (39). Esta unién conduce a la disminucién de la actividad det receptor NMDA, y
por tanto protege de la sobreestimulacion debida al exceso del glu o a su prolongada presencia. En este
sentido se intenta-el uso terapéutico de farmacos que agonizan la accion del ion cargado positivamente,

tales como la mencionada nitroglicerina. (39)

Por otra parte, estudiando con la técnica de Patch-clamp las corrientes de toda la célula, se descubre
queelONy otros agentes que lo liberan, inhiben puciﬂﬁente las corrientes de Ca++ a concentraciones
entre los 1 yM y 1 mM (37). Estas corrientes son las que provocan el incremento en la concentracién
del Ca++ intracelular ([Ca++]i). A su vez, también disminuyen, aunque en menor proporcion, cambios
debidos a la [Ca+t+}i producidos por el K+ y el kainato. No parece que estos resultados sean
consecuencia de la union del ON al sitio redox de los receptores NMDA puesto que los efectos antes
mencionados, provocados por el ON, persisten luego de la previa oxidacion de este sitio con otros
agentes. Puesto que el NPS y el ISDN no inhiben las corrientes totales de Ca++ (patch-clamp), se ha

sugerido que el ON modula la [Ca++]i alterando algun proceso homeostasico del Ca++ (37).

En este estudio, el 8-bromo-GMPc (agonista del GMPc), no mimetiza el efecto del ON, lo que sugiere
que el efecto causado por el ON no es mediado por el GMPc. Otro estudio muestra claramente que la

aplicacion directa de GMPc no es toxica para las células (i3),

Otra manera en que el ON puede proteger de la neurotoxicidad es por la inhibicion de su posterior
sintesis. El ON puede activar un mecanismo de retro alimentacion inhibidora, ya que si disminuye el

{Ca++]i, el mecanismo de produccién de ON (dependiente de Ca++) queda inhibido.

Los resultados controvertidos pueden encontrar mas explicacion atendiendo a distintas fuentes (13):
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1) Pueden representar la consecuencia de la no estandarizacion de las técnicas y las preparaciones.

2) Las distintas poblaciones celulares pueden tener distinta sensibilidad ante el ON.

3) Ademas, las distintas proporciones de tipos celulares en los distintos cultivos puede contribuir a las
diferencias.

4) Los métodos y la duracion de aplicacion del ON, de sus donadores y de los inhibidores de la ONS,
puéde ser importante.

5) La neurotoxicidad inducida por glu puede estar mediada por multiples rutas. El ON puede participar
en esta toxicidad, pero la neurodegeneracion puede proceder atn en la ausencia del ON mediante algin
mecanismo paralelamente redundante.

6) Por si mismo, el ON puede ejercer multiples, e incluso acciones opuestas, dependiendo de la duracion

o la concentracion de su aplicacion.

Si bien es cierto que muchos resultados han dado lugar a la controversia, bien es cierto también que

los que apoyan la participacion toxica del ON en los tejidos neuronales son abundantes.

Esta posible accion toxica del ON puede dar explicacién de la alta cantidad de sistemas que pueden
regular a la ONS. Se puede hablar de dos necesidades basicas de regulacion de la ONS. La primera,
para evitar una sobreestimulacion de sus funciones basicas, tanto por la economia energética y la
homeostasis celular, como por evitar los efectos secundarios nocivos que se pueden derivar de la
sobreconcentracion de los productos que dependen dé los efectores activados por el ON,‘La segunda,
para evitar los efectos excitotdxicos de la sobreproduccion del ON. De esta manera, resulta logico
encontrar que los mecanismos de regulacion de la ONS son mecanismos que tienen una activacion
dependiente de los mismos factores que activan la enzima (a la ONS), como es el caso del Ca++ y la
calmodulina, y de los productos y subproductos de la activacion enzimatica, como es el caso del mismo

ON y del GMPc.
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La ausencia de GCs en las neuronas diaforasas puede explicaf que la concentracion de ON recién
producido sea menor en las neuronas vecinas que contienen este efector. La conversion de ON en
subproductos toxicos puede ser mayor entonces en las neuronas vecinas. Se le atribuye al Ca++ un papel
importante en la toxicidad ,celular, aunque no suficiente como para dar razon del fenomeno de la
excitotoxicidad. En las neuronas diaforasas, el aumento de concentracion intracelular de este cation se
da por la via de apertura de los canales de los receptores NMDA. La despolarizacion provoca ademas,
que los canales a Ca++ dependientes de voltaje se abran y la alta concentracion progrese. EI ON

“producido ‘en las neuronas diaforasas puede actuar entonces como regulador que disminuye las
corrientes de Ca++ de los receptores NMDA. Estos dos hechos (menor concentracién de subproductos
del ON y disminucién de las corrientes de Cat++ en las neuronas diaforasas), junto con el reporte de la
actividad de diaforasa de la ONS, pueden dar explicacién de la sobrevivencia observada en las neuronas

diaforasas.

La muerte de las neuronas vecinas puede encontrar explicacion con la presencia de mayor
concentracion de subproductos de ON, el ingreso de Ca++ en cantidades no moduladas, y la ausencia de
la actividad de la ONS. Para q\ie lav concentracion intracelular de Ca++ participe en la toxicidad de estas
neuronas, es necesario hablar de que ocurre en un etapa distinta, no simultanea, a la produccion del ON.
El ingreso de Ca++ se da con la apertura de los receptores NMDA que implica la despolarizacién. Si
Bien ocurre despolarizacién y apertura de los receptores NMDA en las neuronas vecinas a las diaforasas,
tendra que ocurrir de nueva cuenta en una etapa posterior a la sintesis de ON, ya que éste conduciria a la

* disminucion de las corrientes de Ca++, reduciendo las posibilidades de excitotoxcicidad.

En el estado actual de la investigacion, parece prudente atribuir un papel excitotoxico al ON, pero
compartido con muchos otros mecanismos que también se encuentran asociados al dafio y a la muerte
celular, como los que dependen del aumento en la concentracion intracelular del Ca++ (dentro de los
que cabe sin problema la sintesis de ON dependiente de la isoforma constitutiva de la enzima). La accion

bactericida y tumoricida de los macrofagos reportada como dependiente del ON sugiere el papel toxico
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que puede tener en el SNC. Puesto que la forma inducible de la ONS es independiente de Ca++, y la
)

actividad enzimatica solo se ve limitada por la concentracion del sustrato, esta puede ser la responsable

principal de los aumentos en cantidades toxicas del ON. Puesto que la capacidad potencial de

produccion de ON por parte de esta enzima es muy alta, las células nerviosas deberan de poseer

mecanismos transcripcionales y postranscripcionales que aseguren la modulacién de su-expresion.

Probablemente los astrocitos estén implicados en el desencadanamiento de la sintesis del ON en 4

cantidades toxicas.
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FUTURA INVESTIGACION SOBRE EL ON Y SU PAPEL EN EL SNC

Aunque mucho se ha logrado, mucho falta por hacer. La investigacion sobre el ON ha provocado la
apertura de nuevos horizontes en la manera de entender la sefializacion celular dentro y fuera det SNC.
Pero no se tiene todavia una comprensién global sobre el funcionamiento del ON en los sistemas
biologicos, puesto que los topicos particulares permanecen ain llenos de incognitas. Es claro que la
futura investigacion buscara completar la informacion necesaria para llegar a esta comprension. La »
accion excitotoxica, los efectos de los productos sintetizados por los efectores del ON, la induccién de
la potenciacion y la depresibn de largo término, permanecen en espera de mas experimentacion que
permita mayor claridad. Estos ultimos fendmenos, a los que se les ha asociado con la plasticidad
heuronal, seguramente encontraran claridad con investigaciones que presenten nuevos datos sobre la
localizacion de la ONS y su colocalizacién con otros compuestos, y la relacion de estos fendmenos con
la activacion de distintos receptores (70). El descubrimiento de la forma endotelial de 12 enzima en
algunas regiones cerebrales (26) apunta hacia una posible solucion de este problema. La intervencion del

ON en el desarrollo serd seguramente otro topico al que la investigacion sea dirigida.

Precisar los mecanismos de la regulacién de la ONS puede ser otro punto importante, ya que de esto
depende la comprension del fenémeno de la excitotoxicidad. Sobre este topico es de esperar que la
investigacion sea abundante, ya que se ve implicado en el conocimiento de los mecanismos que explican
las enfermedades neurodegenerativas. Las nitrosaminas se encuentran asociadas al cancer, y otros
subproductos del ON se han reportado como altamente toxicos. Recientemente, el stress se ha '
relacionado con la sintests del ON. Sin duda, los inhibidores del la ONS y los del ON, continuaran en la
investigacion dirigida hacia la terapéutica de las enfermedades a las que se les ha relacionado la
participacion del ON. Nuevos datos acerca de la regulacion del receptor NMDA (71, 72) permitiran
entender mejor el fenomeno de la regulacidn y la excitotoxicidad del ON, asi como sus irﬁplicaciones
terapeuticas (73, 74). Por el momento, el tema del ON, mundial y extenso, ha aportado ya, muchos
"granos de arena”, al conocimiento y comprension de la fisiologia de los sistemas biologicos, y va

encontrando, caminos de aplicacion en beneficio del género humano.
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