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RESUMEN _

El Oxido Nitrico (NO) es un radical libre gaseoso que
juega roles prominentes en senialamiento celular, expre-
sion y regulacion génica, energética celular, proliferacion
celular y citostasis, e inmunidad celular y tolerancia, in-
cluyendo funciones inflamatorias. Aunque NO sirve a
roles beneficiosos como citotrdfico, vasodilatador, anti-
angiogénico, anti-trombético, anti-inflamatorio, defensa
inmune del huésped, antiproliferativo y antioxidante, su
excesiva produccion puede ser citotéxica, vasoconstrictora,
pro-angiogénica, protrombotica, pro-inflamatoria, pro-
proliferativa y oxidante, a causa de la endégena produccion
de intermediarios reactivos del nitrégeno y/o el oxigeno.
Esta revision explora el conocimiento colectivo del rol de
las NO-Sintetasas (NOSs) en biologia, patobiologia,
bioclinica humana y nuevas oportunidades en prevencion
y tratamiento.
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SUMMARY

The Nitric Oxide (NO) is a gaseosus free radical that
plays prominent roles in cell signaling, gene expression
and regulation, cellular energetics, cell proliferation and
cytostasis, and cell immunity and tolerence including
inflammatory functions. Althoug NO serves benificial roles
as cytotrophic, vasodilator, anti-angiogenic, antithrom-
botic, anti-inflammatory, host defense, antiproliferative
and antioxidant, excessive production can be cytotoxic,
vasoconstrictor, pro-angiogenic, prothrombotic, pro-
inflammatory, pro-proliferative and oxidant, because
endogenous production of reactive nitrogen and/o oxygen
intermediates. The review explores the collective knowledge

of the role of NO-Synthetases (NOSs) in human biology,
pathobiology, bioclinic and new opportunities in prevention
and treatment.
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INTRODUCCION

La comunicacién en los organismos complejos
es un fenémeno metacelular por medio del cual
los aspectos morfofisioldgicos y el devenir
ecolégico socio-ambiental trascienden y garan-
tizan la génesis de la homeostasis, que es la base
del trabajo en grupo y orquestado, en aras de
garantizar eventos como la Aclimatacién frente
a un cambio interno y/o externo. En 1980 apare-
cen los gases en la trama de la citocomunicacidn,
con la entrada en escena del Oxido Nitrico (NO),
con la posterior aparicién del Monéxido de Car-
bono (CO) de produccién enddgena, e incluso el
probable rol de otras moléculas como el Acido
Sulfhidrico (H2S). Esta transmisién celular *Gaso-
crina” es en la actualidad uno de los focos de
estudio més intensos y en particular la tematica
del NO, es un campo de muy rapida y creciente
importancia en biologia, patobiologia, bioclinica
y farmaco-terapettica humana, desde su men-
cién “honorifica” como la molécula del afio en
1992(1).

METODOLOGIA _

Nuestra blsqueda se sustenté en dos campos:
los Bancos de Genética, Gendmica, Protedmica
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y Enzimologia y los Bancos de Bibliografia Cien-
tifica.

En el primer caso se consulté el Banco de
Genética y Gendmica Humana MIM (Mendelian
Inheritance McKusick-)(2) y el HUGO (Human Genome
Organization-)(3). La nomenclatura y codificacién
para genes, protefnas y trastornos relacionados
que se utilizaré es la asignada por MIM y HUGO.
Los elementos claves en enzimologfa se consul-
taron del banco IUMBM (International Union of
Union of Biochemistry and Molecular Biology-)(4). Para
la btisqueda de bibliografia y literatura cientifica
médica humana se consultaron los dos principa-
les bancos electrénicos: el banco norteamerica-
no PUBMED (National Library of Medicine database)(5)
y el banco europeo EMBASE (The bibliographic
database for biomedical and pharmacological information-
)(6). La matriz de busqueda que se aplicd para
PubMed y EMBASE fue “human nitric oxide review”
con los campos “Physiology, Biochemistry, Molecular
Cell Biology, Enzimology, Biology, Pathobiology,
Immunology, Pathology, Neurobiology, Neuroscience”,
con operadores booleanos “or/and" con los limi-
tes de fecha "2002-presente". Algunas referen-
cias histéricas de importancia crucial, anteriores
al 2002 seréan tenidas en cuenta.

Definiendo el Problema
EIl NO y sus generalidades

El NO por mucho tiempo se ha reconocido como
un gas nocivo y un agente de polucién ambien-
tal y dentro de los pardmetros de la Biologia re-
sulta bastante curioso y paradéjico su rol como
un mediador de comunicacién celular que ejerce
acciones celulares autocrinas, tisulares paracrinas
y sistémicas endocrinas, esto Gltimo a causa de
que puede ser transportado por proteinas
plasméticas (Ej.: albimina y hemoglobina), des-
de un sitio primario de biosintesis, a sitios blan-
cos distantes. Incluso hay evidencia del papel de
los nitritos y menormente de los nitratos de ori-
gen dietario (a partir de vegetales y frutas) como
generadores de complejos NO-Hemoglobina, lo
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cual va de la mano del rol saludable de esta dieta
en la Salud Cardiovascular. Se ha estimado que
la concentracién de nitrosothioles plasmaticos
es tan sélo de 1uM, siendo la forma més abun-
dante la nitroso-albimina y se ha sugerido que
esta directamente relacionado a la concentracién
intracelular. Otros transportadores plasmaticos
son la proteina membranal eritrocitaria AEI
(intercambiador anidnico 1)y la gamma-glutamil-
cisteina-transpeptidasa, que en la nomenclatura
de antigenos de diferenciacién corresponden a
CD233 y CD224. CD233 fuera de ello en su es-
tructura acarrea el grupo antigénico sanguineo
menor denominado Diego. Para poder explicar
su variada gama de efectos celulares, titulares'y
sistémicos se deben tener en cuenta ciertos gra-
dos de complejidad que han sido parcialmente
dilucidados, ellos son:

* La bioquimica de las enzimas NO-Sintetasas.

* La existencia de una gran variedad de deriva-
dos o, por decirlo mejor, de especies relacio-
nadas al NO, las cuales tienen dinamicas
bioquimicas variables y funcionalidades diver-
sas.

El umbral de concentracidn, ya que concen-
traciones bajas suponen un comportamiento
y concentraciones altas otro.

* El ambiente celular, ya que su accidn se torna-
ria modulatoria al participar de una sumatoria
de eventos dependientes de la accién sinérgica
tanto como antagdnica en una circunstancial
temporo-espacial, donde estan co-existiendo
y co-actuando factores de crecimiento,
citoquinas, hormonas y demés. Este ambien-
te celular varia de acuerdo a determinantes tan
especificas como la fase de desarrollo ontogé-
nico, los ritmos circadianos, la presencia de
estrés y el tipo de este, la etapa de desarrollo
celular, verbigracia, si la célula estéd en compro-
metimiento, proliferacién, diferenciacién y ma-
duracién.

Todos los topicos anteriores explican la gran can-
tidad de informacién conflictiva y dificil en oca-
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siones de conectar para formular cuerpos con-
ceptuales, sin embargo hoy el meta-analisis de
hallazgos tempranos de la mano del conocimien-
to contemporaneo, han abierto la caracterizacion
de algunos modelos plausibles (7, 8).

Dinamica del NO

1. Generalidades de la Dindmica del NO

El NO es un gas radical libre paramagnético in-
coloro incluso a temperaturas tan bajas como
1500 °C. Se ha estimado que tiene un coeficien-
te de largo de difusién a 370 °C, de 1.4 veces con
respecto al oxigeno, lo cual le permite tedrica-
mente difundir sobre 100um en unos pocos se-
gundos. Sin embargo la quimica bioldgica bajo
las condiciones expuestas es alin pobremente
conocida y entendida. El NO es una molécula
supremamente labil, con una vida media en so-
luciones oxigenadas de hasta 10 segundos y en
soluciones acuosas fisiolégicas de 3 a 5 segun-
dos, lo que contrasta son su vida media de hasta
500 segundos o més en soluciones acuosas pu-
ras. La inactivacidén del NO es en especial de-
pendiente del radical libre superdxido (nomen-
clatura técnica en quimica orgénica) y menor-
mente del oxigeno molecular, claro dependien-
do de si hablamos de fase acuosa o fase gaseo-
sa. En general, se ha estimado que la vida media
no es un valor constante y es inversamente pro-
porcional a la concentracién del NO, asi que la
vida media incrementa tanto como el NO llega a
ser més disuelto. La fisiologfa del NO se deriva
de los eventos bioquimicos estructurales que
desencadenay todos estos a su vez se considera
hoy que favorecen también su transporte, de tal
forma, que se podria hablar de un “Ciclo del NO”.
Estos eventos son su actividad éxido-reductiva
generadora de especies reactivas, sean o no ra-
dicales libres, y la interaccién con metales de
transicién. En el primer caso, es decir, en la di-
namica de los radicales libres, esto es atin un gran
problema para los bioquimicos y las personas de
las areas de la salud que no tienen conocimiento
en Quimica Inorgénica y Orgénica, ya que la

nomenclatura es bastante confusa para quien no
la maneje y la entienda, dado que se deriva de
los estados de oxidacidn, tanto del nitrégeno
como del oxigeno y otros factores asociados
como el pH. La propiedad de radical libre suce-
de tanto en fase acuosa como en fase gaseosa,
esto ultimo podria tener una trascendencia
inusitada en biologfa y patobiologia ventilo-res-
piratoria, pero esto es hipotético y va mas alla
de esta breve revisién. La generacion de especies
reactivas se hace por tres grandes mecanismos:

* La oxidacién y reduccién del NO intercon-
vertiblemente en una forma tal que la pérdida
de un electrén genera NO+ (Nitrosonium) o la
ganancia de un electrén genera NO- (anidn
nitroxil). El Nitrosonium puede oxidarse hacia ién
nitronium (NO2+). Estas formas de NO varian
de acuerdo al nimero de oxidacién del nitré-
geno, la carga molecular y el largo del puente
entre el Nitrégeno y el Oxigeno. Otro rasgo
llamativo y aparentemente fundamental a este
ftem es que la carga de neutralidad del NO esta
en funcién del pH, en medio acuoso.

* Lareactividad del NO y sus radicales intercon-
vertibles con oxigeno atémico, oxigeno mole-
cular (02), o moléculas que contienen oxige-
no y los radicales libres derivados en todas
estas presentaciones. Ejemplos de estas es-
pecies oxidativas son el singlete de oxigeno, el
superéxido, el radical hidroperoxil, el peréxido
de hidrégeno, el radical hidroxil, el acido
hipocloroso y el radical trioxocarbonato. Esta
reactividad varfa segln se presente el proceso
en fase acuosa o en fase gaseosa, es asi que
en la ausencia de oxigeno el NO se disuelve en
agua quizas pobremente. En el aire el NO re-
acciona con oxigeno para formar didxido de
nitrégeno (NO2) el cual es un gas. EINO2 pue-
de oxidarse hacia el radical diéxido de nitro-
geno (NO2.). En agua con alta concentracién
de oxigeno, se forma nitrito (NO2-) preferen-
cialmente a nitrito junto con nitrato (NO3-).

* Procesos de clivaje simétrico o asimétrico y la
isomerizacién. Por ejemplo, la reaccién en fase
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acuosa del NO con superdxido genera el inter-
mediario anién peroxinitrito (OONO-), el cual
es inestable y se reordena para formar nitrato,
pero en fase gaseosa se descompone hacia
hidroxilo y diéxido de nitrégeno. La forma-
cién de nitrato en fase acuosa se ha demos-
trado que es pH dependiente, ya que la con-
formacidn isomérica en pH alcalino es cis y sdlo
un porcentaje menor esta protonado, situacién
clave dado que cuando se protona, se isomeri-
za a trans y se rearregla a nitrato. También a
nivel in vivo parece fundamental y escencial la
descomposicién del peroxinitrito en la presen-
cia de CO2 hacia dos radicales: el NO2 y el
radical carbonato.

Otras especies nitroxidativas potenciales que se
conocen y se producen por diversos mecanismos
como los anteriores son el acido peroxinitroso
(ONOOH) y el halogenado nitril-cloruro
(NO2CI)(9).

2. Generalidades sobre la interaccion del NO con
dianas moleculares

Este campo tiene un connotacién histdrica ya
que se habian identificado con mucha anteriori-
dad al descubrimiento y a la consecuente explo-
sién de informacién del NO, puesto que habfa
un conocimiento importante en Toxicologia, en
el campo referente a la intoxicacién con dxidos
de nitrégeno a nivel industrial. EI NO a causa de
su capacidad REDOX es capaz de nitrar sitios
nucleofilicos en cualquier biomolécula, sin em-
bargo, hay informacién pertinente en el contex-
to de las proteinas y, en especial, en algunas de
ellas (reactividad proteica variable, no todas las
proteinas parecen ser blanco), ya que pueden ser
nitradas tanto en sus grupos aminos, anillos aro-
maticos, grupos alcohol y thioles reducidos. De
tal forma que tedricamente cualquier aminoacido
aislado o en contexto proteico puede ser nitrado
(reaccién de Nitracién), aunque hay una priori-
dad por los aminoacidos con grupos thidlicos
(cistefna y metionina) y estructura aromaética
(tirosina, el triptéfano y la fenilalanina). De la
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Nitracién en particular hay informacién impor-
tante sobre la reactividad del NO y sus deriva-
dos, procesos denominados respectivamente:
“Nitrosilacién” y "Nitrosacién”. Esta reactividad
se da con el grupo thidlico en estado reducido
de la cistefna y de la metionina, y con la posicién
3 del anillo aromético de la tirosina. Los grupos
thiol que se ubican en los residuos de cisteina y
metionina de las proteinas pueden ser blanco
de una regulacién compleja, por cuanto pueden
sufrir S-thiolacién por medio del glutatién y mo-
léculas thidlicas similares, S-nitrosilacién con NO
y S-nitrosacién con derivados del NO o ser oxi-
dado por radicales libres hacia acido sulfénico,
acido sulfinico o acido sulfénico. Su actividad
formadora de complejos con iones metélicos de
transicion (M-NO), es la propiedad clave para
explicar su unién al hierro del grupo HEMO, al
igual que lo hace el oxigeno molecular (02) y el
CO; su unidn al hierro de los grupos prostéticos
Ferro-Azufre (Fe-S); su interaccién con el zinc (ej.:
factores de transcripcién del tipo dedos de zinc,
y las Metalothioneinas); su unién al manganeso
(ej.: manganeso-superéxido-dismutasa); y su
interaccién con el cobre (ej.: ceruloplasmina). Una
diferencia fundamental con el 02 y el CO, es que
NO une tanto la forma ferrosa como la forma
férrica del hierro del grupo HEMO. La interaccién
del hierro con el grupo HEMO depende de la con-
version de el grupo HEMO hacia la molécula
protoporfinina IX. La unién del NO permite que
proteinas de almacenamiento y de transporte de
metales los liberen, como sucede con la Trans-
ferrina, la Ferritina y la Ceruloplasmina. Queda
pues el interrogante del rol pro-oxidante genera-
do por el NO, al favorecer la liberacién de meta-
les y metaloides de transicidén que potencialmen-
te por medio de reacciones Fenton desencade-
narfan cascadas oxidativas. La regulacién puede
ser bastante compleja ya que las modificaciones
oxidativas de las hemo-proteinas pueden desen-
cadenar la liberacién del grupo hemo y/o degra-
dacién, tal como sucede con la mioglobina y el
citocromo c. En otras instancias la oxidacién de
residuos de histidina, disrupta la coordinacién
con nulcleos metalicos, como sucede con la Co-
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bre/Zinc-Superdxido-Dismutasa. Su actividad
formadora de nitro-aductos, es decir mediante
el proceso de “Nitracién”, se produce ya sea,
porque cataliza la formacién de “Thionitritos” con
grupos thiol en cistefnas (formulacién técnica en
quimica organica RSNO), produciéndose la S-
nitro/nitroso-cisteina (proceso denominado "S-
Nitrosilacién o S-Nitrosacién”) o de N-Nitracién
cuando el NO (N-Nitrosilacién) o especies deri-
vadas del NO (N-Nitrosacidn) reaccionan con la
Tirosina generandose residuos de di-tirosina, o,
o’~di-tirosina, nitro-tirosina (ej.: 3-nitrotirosina,
trinitrotirosina), halido-tirosina (ej.: cloro-tirosina,
bromotirosina), 3-hidroxitirosina, pulcherosinay
variedades isoméricas (ej.: iso-di-tirosina) (24).
Hoy se ha establecido que a nivel biolégico el
actor clave de la nitracién no es el NO en si mis-
mo sino que mayormente lo son sus derivados, e
in vivo por ejemplo la tirosina-nitracién sucede
ana-enzimaticamente en condiciones hidrofé-
bicas, o enzimaticamente por medio de HEMO-
Peroxidasas, sin contar que algunas proteinas
pueden catalizar su propia tirosina-nitracién a
partir del peroxinitrito como sucede con la

Prostaciclina-Sintetasa y la Manganeso-Superd-
xido-Dismutasa, y otras se nitran por radicales
altamente reactivos, lo que incluye un interme-
diario reactivo formado a partir de la reaccién
entre el peroxinitrito y el diéxido de carbono
(CO2) y el acido nitroso, el cual se forma prima-
riamente por la acidificacién del nitrito. De tal
forma que a grosso modo el anién peroxinitrito pri-
mariamente y secundariamente el didxido de ni-
trogeno son los involucrados en la tirosina-
nitracion, y ellos se forman como productos se-
cundarios del NO en la presencia de radicales
superoéxido, perdxido de hidrégeno y centros
cataliticos enziméticos que poseen metales de
transicidn. Fuera de lo anterior se ha descubier-
to que la Mieloperoxidasa, la Eosinéfilo-peroxida-
sa, la Mioglobina y los Citocromos P450 catalizan
la oxidacidon del nitrito a diéxido de nitrégeno, el
cual también es capaz de nitrar. La Eosindfilo-
peroxidasa y la Mieloperoxidasa, son capaces
directamente de nitrar proteinas blanco (10-14).
En la tabla 1 se mencionan los ejemplos més sig-
nificativos de diversas proteinas que son diana
del NO.

Tabla 1. ALGUNOS DIANAS PROTEICOS DEL NO, TIPO DE INTERACCION
Y RESULTADO FUNCIONAL

Tipo de interaccion Proteina Accién funcional
HEMO NOSs(Oxido—Nitrico—Sintetasas) Negativa
Guanilato-ciclasas solubles Positiva

Ciclo-oxigenasas

Negativa/Positiva

Lipo-oxigenasas

Negativa

Citocromos P450

Negativa

Citocromos de la Cadena Respira- | Negativa
toria(al, a3, ¢, cl)

Catalasa

Negativa

Familia de las ferro-globinas (hemog- | Modulacién de la unién y/o transpor-
lobina, mioglobina, neuroglobina)

te de O2 y CO2. Transporte de NO
unido a HEMO o cisteina estructural.

Fe-S Cis-Aconitasa

del Hierro)

Citosélica/IRFs(Factores Reguladores | para la enzima

Positiva para la funcién IRF y negativa

Cis-Aconitasa Mitocondrial

Negativa
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Tabla 1. ALGUNOS DIANAS PROTEICOS DEL NO, TIPO DE INTERACCION

Y RESULTADO FUNCIONAL (continuacion)

Tipo de interaccion

Proteina Accién funcional
Complejos I, Il y Il de la cadena respi- | Negativa
ratoria mitocondrial
Ribonucleétido-Reductasa Inhibicién

Otras interacciones metal-NO

En general hay liberacion de niicleos
metilicos. Rol Pro-oxidante?

Zinc Factores de Transcripcién con dedos | Inhibicién
de zinc
Metallothioneinas Liberacién del zinc y secundariamen-
te potencial anti-apoptdtico.
Cobre Ceruloplasmina Inhibicién de su actividad Oxido-Re-
ductasa
Hierro Ferritina
Tranferrina
S-NITROSILACION Albldmina Transporte plasmatico

Intercambiador anidnico eritrocitario
AE1

Transporte plasmatico

Hemoglobina

Regulacién del transporte 02y CO2, y
transporte plasmatico

Gamma-glutamil-cisteina-transpep-
tidasa

Transporte plasmatico

Glutamato-receptor tipo NMDA(N-
metil-D-Aspartato)

Desensibilizacién

Receptores Serpentina asociados a
sistemas de protefnas G triméricos

Potencian los receptores colinérgicos
muscarinicos M2/M4 muscarinic
cholinergic receptors, inhiben el
purina-receptor P2Y12 purinergic el re-
ceptor tipo 1 para LPA1(4cido lisofos-
fatidicos) y el receptor CBI1. Efecto
marginal sobre receptores Al para
Adenosina, receptores para opioides
Mu y otro receptores para opioides.

Familia Ras Negativa/Positiva
PKCs(Proteinas Kinasas C-calcio de- | Negativa
pendientes)

Adenilil-Ciclasas Negativa

Canales de Potasio Calcio dependientes | Positiva
VOCs(Canales de Calcio voltaje depen- | Positiva

diente)

Tirosina-Kinasa(Receptores y Citosoli- Negativa

cas)

Tirosina-Fosfatasas Negativa
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Tabla 1. ALGUNOS DIANAS PROTEICOS DEL NO, TIPO DE INTERACCION

Y RESULTADO FUNCIONAL (continuacion)

Tipo de interaccion

Proteina

Accién funcional

RYRs(Rianodina-Receptores)

Positiva

Dynaminas

Facilita su endocitosis a partir de la
plasmalema durante el proceso de
gemacion

GADPH (Glicera-aldehido-3-fosfato- | Negativa

deshidrogenasa)

5’'-ecto-nucleotidasa Negativa

Factores de Transcripcién Negativa

CASPASAs Negativa

Glutatién Senalamiento intracelular REDOX
Glutatién-Reductasa Negativa
Metionina-Adenosil-Transferasa Negativa

Alfa-1-Proteasa Inhibidor

Positiva: gana actividad bacteriostatica

Activador del Plasminégeno Tisu-
lar(tPA)

Positiva: gana actividad vasodilatadora
y antiplaquetaria

Arginino-succinato sintetasa Negativa
Alcohol-Deshidrogenasas Negativa
MMP9 Positiva

Transglutaminasas Negativa
Proteina-Disulfido-Isomerasa Negativa

Angiotensina Il Receptor 1

Negativa: disminuye afinidad de unién
del ligando

N-Nitrosilacién

Superéxido-Dismutasa Manganeso-
Hierro

Negativa

Lisozima

¢Potenciaciéon?

PKCe(Proteina Kinasa C épsilon)

Positiva. Translocacién al ntcleo celular.

Glutamina-Sintetasa Negativa
Aldolasa A Negativa
SPA(Surfactante-Proteina A) Negativa

Alfa-Sinucleina

Papel inclaro en neuroamiloidosis pro-
neurodegenerativa

Actinas Negativa
Alfa-Tubulina Negativa
Neurofilamentos Negativa

Fibrinbgeno

Positiva. Se acelera su rol pro-coagulativo.

Fibronectina

¢Rol pro-inflamatorio?

ERBBI (Receptor de la familia del Fac-
tor de Crecimiento Epitelial)

Homodimerizacién covalente ac-
tivante

Prostaciclina-Sintetasa

Negativa

Histonas

Rol en expresién génica no definido atn.
élmportante en génesis del cancer?
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Tabla 1. ALGUNOS DIANAS PROTEICOS DEL NO, TIPO DE INTERACCION
Y RESULTADO FUNCIONAL (continuacion)

Tipo de interaccion

Proteina

Accién funcional

ProCaspasa 3

En quimioterapia pero no relaciona-
do a promocién de la apoptosis. Rol
por definir.

Citocromo ¢

En quimioterapia pero no relaciona-
do a promocién de la apoptosis. Rol
por definir.

Mecanismo atn inclaro

Receptor para el activador tisular del | Positiva
Plasmindgeno(tPA)

3. Actividad HEMO- y Fe-S dependiente

Potencialmente toda proteina con grupos HEMO
es blanco regulatorio del NO, y la regulacién pue-
de ser supremamente compleja, si sumamos que
potencialmente la fraccién proteica de la hemo-
proteina puede sufrir S-Nitracién de las cisteinas
y las tirosinas. Se puede concluir entonces lo
fascinante del proceso. A partir de esto el NO
puede explicar muchas de sus funciones biolégi-
cas, mediante su accién en la Hemoglobina san-
guinea, la Mioglobina muscular, la Neuroglobina
neural, el sensor de oxigeno llamado Histoglo-
bina, las Guanilato-Ciclasas Solubles, la Lipo-
oxigenasas, las Ciclo-oxigenasas, la Catalasa
Peroxisomal y la gran familia de los Citocromos
tanto mitocondriales como el Citocromo C con
roles tanto en éxido-reduccién en la cadena res-
piratoria como en apoptosis, como los CytP450
de expresidn preponderante en el Reticulo
Endopléasmico Liso.

Proteinas con grupos prostéticos Fe-S son tam-
bién diana. Asi, proteinas Fe-S son componen-
tes que se encuentran en la cadena respiratoria
mitocondrial (en los Complejos I, 11 y III), y tam-
bién son enzimas de actividad Aconitasa (15,16).

4. Roles Fisiologicos de la S- y la N-Nitracion y
la formacion de metal-NO aductos (M-NO)

La finalidad de los procesos de S-, N-Nitracién y
la formacién de M-NO, es la regulaciéon bioqui-

mica funcional de las proteinas que son diana de
ellos. Tres ejemplos referidos a lo anterior son:

* Lamarana de eventos derivados a partir de es-
tas modificaciones en la Hemoglobina, en la
cual como resultado se modula la actividad
transportadora de oxigeno y CO2. En la he-
moglobina es clave destacar que de la S-
nitrosilacién de la cisteina en la posicidén 93
de la cadena beta depende de la transicién
alostérica hacia la forma relajada de alta afini-
dad. De tal forma que la forma T(tensa) es de
bajo potencial de S-nitrosilacién. Una co-rela-
cién bioclinica interesante es como la Meta-
hemoglobina es escencialmente de forma T, lo
que explica su bajo potencial de S-nitrosi-
lacién. Adicionalmente el NO y sus especies
derivadas son transportadas desde el pulmén
a los tejidos vasculares para que ejerzan ahi
su actividad bioldgica, primordialmente el
vaso-trofismo, del cual puntualizaremos las
propiedades de éste posteriormente (17).

* La activacién de las Guanilato-Ciclasas Solu-
bles, con la consecuente produccién del se-
gundo mensajero guanosin-monofosfato cicli-
co (GMPc) y la posterior activacién de las
serina/treonina-proteina-kinasas dependientes
de GMPc (PKGs). Tanto el GMPc directa como
indirectamente a través de las PKGs controlan
la dindmica de transporte electrolitico en la
plasmalema, la dinamica del calcio en el re-
ticulo endoplasmico liso y la dindmica
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citoesquelética, favoreciendo a dosis
nanomolares la relajacién de tejidos muscula-
res (18).

* La interaccién con las Metallothioneinas au-
menta la liberacién del zinc, y favorece asi un
efecto anti-apoptdtico, ya que es el zinc es la
némesis natural del calcio (19,20).

5. Denitracion

Este es un campo en etapa temprana de investi-
gacion. Hay evidencia de la existencia de enzimas
de naturaleza “Denitrasa”, pero aun esto es
elusivo (21). Hay reportes cientificos de una ac-
tividad Denitrasa dependiente de la coenzima
NAD(P)H(22), de una actividad similar éxido-
reductasa dependiente de ntcleos metélicos
como se ha evidenciado con la Ceruloplasmina
(23), y hay evidencia de que sistemas proteoliticos
celulares podrian remover proteinas nitradas
(24,25). También hay evidencia del rol de la re-
mocién mediada inmunoldgicamente (26).

Fisiologia y Patofisiologia del NO

Los roles fisioldgicos celulares estan enfocados
a la regulacién del metabolismo energético, la
regulacién de la expresién génica, la regulacion
de la divisidn y proliferacién celular, la regulacién
de la decisién vida-muerte, la regulacién del me-
tabolismo hidro-electrolitico y la regulacién de
las cascadas de transduccién de sefiales. A par-
tir de estos roles fisioldégicos celulares se funda-
menta la regulacién de la actividad contractil de
los musculos lisos (ej.: vasodilacién, vaciamien-
to gastrico, ereccidn peneana...) y el musculo
estriado tanto esquelético como cardiaco, la ac-
tividad hemato-inmune (tanto inmunidad como
autoinmunidad, inflamacién y agregacién
plaquetaria), la actividad neurobioquimica
(neurotransmisor clave en especial en aprendi-
zaje, memoria y la fase cefélica de la excitacién
sexual), la actividad cardiorenovascular, entre
otros (7). Su rol en metabolismo energético es

multiple, pero es importante mencionar que NO
por medio de la generacién de GMPc activa la
expresién del gen codificante de PGCIA
(coactivador isoforma lalfa para el factor de
transcripcién PPARG (Peroxisome Proliferator Activated
Recepto)-), el cual ha mostrado convincentemen-
te una actividad pro-generadora de mitocondrias
(biogénesis mitocondrial) ya que acttia como un
regulador positivo de la actividad de los factores
de transcripcidn NRFs (Nuclear Respiratory Factors)
y mtTFA (Mitochondrial Transcription Factor A), que
son respectivamente reguladores maestros de la
expresién de genes nucleares de destino
mitocondrial y genes del genoma mitocondrial
(27,28). Es asf que partiendo de todo lo plasma-
do en los renglones anteriores, se puede deter-
minar que las concentraciones nanomolares son
anti-oxidantes, vasculotrdficas (vasodilatador,
regulador de la permeabilidad, regulador de la
angiogénesis), anti-trombdticas, anti-inflama-
torias, anti-apoptdticas y anti-proliferativas
(citostasis), y por el contrario las concentracio-
nes micromolares son pro-oxidantes, vasopaticas
(vasocontrictoras, pro-permeabilidad, pro-
angiogénicas), pro-trombéticas, pro-inflama-
torias, pro-apoptéticas y pro-mitdgenas. En el
determinante vasopaético, la activacidén desafo-
rada de la isoforma clasicamente denominada
inducible, se relaciona a la hipotensién severa y
la cardio-inotropia negativa en el contexto de los
Sindromes de Respuesta Inflamatoria Sistémica
(SRIS). Sobre algunas especies RNS hay eviden-
cia de su funcién in vivo como miembros de lo
que se denomina como Factores Hiperpola-
rizantes del Endotelio (EDHF (Endothelium-derived
hyperpolarizing factor)). Los EDHF contrariamente
a la percepcién inicial y difundida, no son
vasoconstrictores sino que por el contrario son
vasodilatadores (29). Interesantemente, en los
Gltimos afios hay apreciaciones en principio cu-
riosas de disfuncién en la producciéon del NO
como causa de un trastorno mixto de enferme-
dad cardiovasculary trastorno depresivo (30,3 1).
Una tematica fundamental del NO en inmunidad
es el rol que tiene la nitracién como un factor
asociado en la inmunogenicidad de antigenos,
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lo que es clave tanto en inmunidad como en
autoinmunidad (32). En relacién a esto ultimo
también, NO es un factor pro-apoptético para
linfocitos T auto-reactivos tanto a nivel central
timico en una forma co-activa con factor de cre-
cimiento para células T derivado del Estroma
Timico (TSTGF), como periféricamente (33). Otra
funcién bioldgica del NO es la regulacién del
metabolismo del Hierro, de ahi que niveles ele-
vados de NO unen a las proteinas denominadas
IRPs (Iron Regulatory Proteins), las cuales pasan de
comportarse enzimaticamente como Aconitasas-
Citosdlicas hacia Proteinas IRPs, que unen regio-
nes regulatorias del tipo UTR (Untranslated Region,
se traduce: regiones no traducibles génicamente,
es decir que son regiones de ARN mensajero que
no son codificadoras de segmentos proteicos) en
los extremos de los ARN mensajeros codificantes
de varias proteinas involucradas en la biodina-
mica del hierro, y en esa forma evitan que ellas
sean traducidas génicamente a sus proteinas
correspondientes. En la Anemia de las Enferme-
dades Crénicas, hay pues mediante este meca-
nismo un exceso de almacenamiento reticulo-
endotelial férrico, que no permite su disposicién
para la estructuracién y ensamblaje de la hemo-
globina (34,35).

NOS (NO-Sintetasas)
Generalidades de las NOS

Estas enzimas entran por su estructura y funcién
dentro del grupo I en la clasificacién general de
enzimas, es decir que son dxido-reductasas. En
la fecha actual se asume que son enzimas cuya
actividad es la oxigenacién del nitrégeno del gru-
po guanidino de la L-arginina y la reduccién de la
coenzima NADPH (nucledétido adenina-
nicotinamida fosfato, forma reducida). Las NOS
poseen dos grandes mddulos proteicos, uno que
es un moédulo reductasa (también denominado
diaforasa) carboxiterminal con un dominio
reductasa de la coenzima NADPH, un dominio
reductasa de la coenzima FAD, un dominio
reductasa de la coenzima FMN y un dominio
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unidor de las calmodulinas; y un médulo oxidasa
aminoterminal con un dominio oxigenasa de la
coenzima BH4, un dominio oxigenasa del tipo
HEMO vy el dominio unidor del sustrato L-
Arginina. Como parte de la reaccién se forma un
intermediario altamente reactivo denominado N-
Hidroxi-L-Arginina, el cual se forma por la oxida-
cién inicial que es sustentada por los electrones
provenientes del NADPH, y de la incorporacién
de un atomo de oxigeno que se obtiene a partir
del oxigeno molecular. La N-Hidroxi-L-Arginina
tras una posterior oxidacién que necesita de dos
electrones donados por BH4, puede liberar la L-
citrulina y el NO. En la estequiometria total se
observa que se usan 1.5mol de NADPH y 2 mol
de oxigeno molecular (36).

Las chaperoninas Hsp90 se acoplan a las NOS 'y
las activan. Hsp90 se acomplejan con su fami-
liar Hsp 70 por medio de la proteinas acopladoras
HOP/STIP1 (Hsp70/Hsp90 organizing protein/stress-
induced phosphoprotein 1). La actividad moldeante
ATPasa-dependiente de las Hsp90 es activada por
la proteina p38/AHSAI1 (Activator of Heat-Shock 90-
kd protein ATPase 1) (37). Pero si bien lo que se
acabd de mencionar es lo clave en general, hoy
también existen temaéticas adicionales que trans-
forman en supremamente complejo el tema e
igualmente fascinante y que atin esperan de es-
tudios para poder armar mapas conceptuales
biolégicos y patobioldgicos, ellos son:

1. El complejo holoenzimético que sintetiza NO
es un homodimero- esto es lo que clasicamen-
te es admitido, pero pueden formarse hetero-
dimeros dada la promiscua expresién de las
isoenzimas, lo que permite que haya variabili-
dad en la tasa porcentual en tiempo y con-
centracién en la produccién de NO. Como si
no fuera suficiente las isoenzimas NOS pue-
den dimerizar cuaternariamente en diversas
formas, por ejemplo oxidasa a oxidasa, reduc-
tasa a reductasa o mixto. Finalmente, la exis-
tencia del fenédmeno de dominante negativo,
es decir que se producen isoenzimas no fun-
cionales que por mecanismo de sefiuelo
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dimerizan con la isoenzima funcional y la se-
cuestran. La dimerizacion requiere de la pre-
sencia de HEMO y variablemente de BH4 se-
gln lo que muestran los estudios llevados aca-
bo. También se ha dilucidado un centro zinc-
tetrathiolato que estarfa implicado en la
dimerizacién.

2. Estas 6xido-reductasas sino existe la presen-
cia de todos los cofactores y/o el sustrato L-
arginina necesarios, pueden igualmente ser ac-
tivas y generar especies reactivas intermedia-
rias, ya sea cuando forman mondmeros,
homodimeros e igualmente la formacién de
complejos holoenziméticos heterodiméricos
elevan la variabilidad en la produccién de es-
tas especies tanto en velocidad como en con-
centracion.

3. Existe una alta variabilidad en la estructura de
las NOS que se eleva a partir de procesos co-
mo: el uso de promotores alternos en los ge-
nes, el corte y empalme alternativo de los ARN
mensajeros y modificaciones post-traduccio-
nales como la fosforilacién, la acilacién y la
nitrosilacién.

4. EINO puede ser sintetizado por otras enzimas
distintas a las NOS, entre ellas varias hemo-
proteinas tales como la misma hemoglobina,
la catalasa peroxisomal y los citocromos P450
microsomal, pueden a partir del intermedia-
rio N-hidroxi-L-arginina sintetizar L-citrulina 'y
NO. Bajo circunstancias especiales se pue-
den usar como elementos de la reaccién mo-
léculas no comtnmente utilizadas como el
H202.

5. En condiciones especiales como el Sindrome
Urémico, las NOS pueden utilizar sustratos
similares a la L-arginina, lo cual puede tener
trascendencia en la patogenia y la fisiopato-
logia de esta entidad. La explicacién dada se
basa en que posiblemente la guanidina, el
guanidino-acetato, el guanidino-propionatoy
la metil-guanidina pueden ser sustratos
atipicos para las NOS y en consecuencia hay
producciéon de NO, el cual tiene efectos cla-

ramente anti-coagulante, rasgo clave de la
coagulopatia urémica (38).

6. Las NOS pueden participar en el metabolis-
mo de xenobidticos (farmacos y téxicos),
como por ejemplo el Paraquat (39,40).

Expresion de las NOS (NO-Sintetasas)

Ala fecha se han identificado 8 isoformas de NOS
de las cuales las mejor caracterizadas son las
isoformas NOSI, NOS2A y NOS3 (36), y estan
siendo inicialmente caracterizadas estructural y
funcionalmente las NOS2B, NOS2C (41), NOS4
(42) y la mtNOS (mitocondrial) (43). Esta version
mitocondrial explicarfa gran parte de los fend-
menos derivados de la disfuncién primaria y/o
secundaria de este organelo. Fuera de ello, la
enzima NDORI (también denominada NRI-
NADPH (dependent diflavin oxidoreductase 1)) es una
octava enzima con actividad biosintetizadora de
NO, de alta expresién placentaria y en lineas
neoplésicas. NDORI tiene capacidad reductiva
sobre el citocromo c y esté involucrada en la ac-
tivacién metabdlica por reduccidn de farmacos
quimioterapicos tales como la doxorrubicina y
intermediarios estructurales de la vitamina K
como la menadiona (44). La nomenclatura nu-
meral hace referencia al orden histérico de
clonamiento y caracterizacién. Si bien se ha es-
tablecido la existencia de una NOS de expresién
especifica mitocondrial, previamente también se
habia determinado la presencia de la NOSI en
las mitocondrias de ciertos tejidos, con plena
actividad. Existen reportes sobre la existencia
de otras isoenzimas NOS tales como unas que
convierten la arginina estructural de la
bradiquinina hacia L-citrulina y NO, pero no se
ha profundizado en esta témica adecuadamente
(45). Clasicamente se ha aceptado que la
isoformas NOS1 y NOS3 son constituvas con una
expresion basal, que la isoforma NOS2 es de ex-
presidon inducible, en particular en células
fagociticas, sin embargo el panorama es mas
complejo y hoy se aprecia que la NOS2 es cons-
titutiva en algunos sitios de la economia, y las
NOSI1 y NOS3 son inducibles en otros sitios bajo
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ciertas condiciones. La actividad constitutiva de
la NOSI y NOS3 se puede definir principalmente
por su necesidad del complejo calcio-calmodulina
que se forma transitoriamente tras la activacién
celular y que dispara la produccién de NO sdlo
por segundos o minutos. La actividad inducible
de la NOS2 se define por la necesidad basal de
calcio para formar el complejo calcio-calmo-
dulina, lo que se explica por la alta afinidad de la
enzima por el complejo, y se dispara la pro-
duccién de NO por horas y en mayor concentra-

cion. En los Gltimos anos se ha demostrado que
biolégicamente in vivo hay una regulacién alta-
mente especifica por los diversos componentes
del citoesqueleto, directa e indirectamente, a ni-
vel transcripcional génico, post-transcripcional
génico y post-traduccional génico, temética que
no se discutira en este articulo dada la extensién
(46). En la tabla 2 se exponen la Genética,
Gendmica, y Patobiologia de estas enzimas, y en
la tabla 3 se exponen algunas de las propieda-
des de las NOS1, NOS2 y NOS3.

Tabla 2. GENETICA, GENOMICA, Y PATOBIOLOGIA DE LAS NOS.

Proteina MIM Locus Funcién Cédigo Entidad Patolégica Monogénica
cromosomico Enzima (Cédigo MIM)
del gen IUBMB
NOSI(nNOS: | 163731 12g24.2- Oxido- 1.14.13.39 | Estenosis Pilérica Hipertréfica Infantil
neuronal) 2431 Reductasa (MIM179010)
NOS2A(GNOS: | 163370 17cen-ql 1.2 Oxido- 1.14.13.39 | Hipertensioén Arterial Escencial(MIM145500),
inducible Reductasa Resistencia a Infeccién Malérica (MIM
macréfago- 248310), Gen de susceptibilidad a Diabetes
hepatocito) Mellitus tipo 1, Gen modificador de Nefropa-
tfa Diabética en Diabetes Mellitus tipo 1, Gen
modificador en Enfermedad de Parkinson,
Esclerosis Mdiltiple?.
NOS2B 600719 17p13.1-g25 Oxido- 1.14.13.39 | AGn no
Reductasa
NOS2C 600720 17p13.1-g25 Oxido- 1.14.13.39 | AGn no
Reductasa
NOS3 163729 7936 Oxido- 1.14.13.39 | Susceptibilidad a Vaso-espasmos Coronario
Reductasa y Enfermedad Isquémica Cardiaca, Suscep-
tibilidad a Hipertensién Gestacional,
Hipertensién Arterial con Hipertrofia
Ventricular Izquierda, Hipertensidn resistente
a terapia farmacoldgica convencional, Sus-
ceptibilidad a Enfermedad de Alzheimer de
presentacion tardia, Gen modificador de
Nefropatia Diabética en Diabetes Mellitus
tipo 1,Gen Modificador en la Enfermedad
Poliquistica del Adulto Autosémica Domi-~
nante, Gen Modificador en la Enfermedad
de Fabry
NOS4(NOS | 163728 | No definido | Oxido- 1.14.13.39 | AlGn no
condrocito) adn Reductasa
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Tabla 2. GENETICA, GENOMICA, Y PATOBIOLOGIA DE LAS NOS. (Continuacién)

Proteina MIM Locus Funcion Cédigo Entidad Patolégica Monogénica
cromosomico Enzima (Codigo MIM)
del gen IUBMB
NOS No defini- | 4q12 Oxido- 1.14.13.39 | AGn no
Mitocondrial | do ain Redutasa
(AtNOS,
C40RF14,
MGC3232)
NDORI(del | 606073 9q34.2 Oxido- No defini- Aln no
inglés- Reductasa | do clara-
NADPH- mente aln
dependent
diflavin
oxidoreductase
1-)
Tabla 3. PROPIEDADES DE LAS NOS MEJOR DEFINIDAS.
NOSI1 NOS2 NOS3
TIPO CELULAR PROTOTIPO | Neuronas Macréfagos, Células Endoteliales
Hepatocitos

LOCUS GENICO 1224.2 17q11.2-12 7935-36
TALLA EN KILOBASES(KB) | 240 35 21
TALLA EN KB DEL mRNA | 8.5-9.5 43-45 43.-4.8
MAS SIGNIFICATIVO
NUMERO DE AMINOA- | 434 1153 1203
CIDOS EN LA ISOENZIMA
MAS SIGNIFICATIVA
PESO MOLECULAR EN | 150-160 131.1 133.2
KILODALTONS (KDs)
DEPENDENCIA DE CALCIO | + -
DEPENDENCIA DE CALMO- | + +
DULINA
LOCALIZACION SUBCELU- | Citosdlica, o an- | Citosélica Balsas esfingolipidicas plasmalémicas
LAR clada al Reticu-

lo Endoplés-

mico Rugoso en

Neuronas
EXPRESION CONSTITUTI- | Neuronas, Mis- | Epitelio Bron- Endotelio, Neuronas hipocampales CAI,
VA BASAL culo Estriado | quial, Cardiomiocitos

Esquelético, | Macréfagos
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Tabla 3. PROPIEDADES DE LAS NOS MEJOR DEFINIDAS. (Continuacion)

NOS1

NOS2

NOS3

Mécula Densa
Renal de la
Nefrona, Epite-

Alveolares, lleo,
Utero,
Plaquetas

lio Bronquial y
Traqueal

EXPRESION INDUCIBLE

Colectores de la
Nefrona, y Pel-
vis Renal

Méacula Densa | Tabulos
Renal y Ductos | Proximales de la

Endotelio. En rindn se expresa en el endotelio
de las arteriolas aferentes eferentes, y la vasa

Principales Proteinas Regulatorias de las NOS

Las NOS son reguladas estrechamente por tres
grandes tipos de proteinas: las Calmodulinas, las
Chaperoninas Hsp90 y las Caveolinas. Las
Calmodulinas son proteinas intracelulares que
unen calcio, lo que se traduce en que unan blan-
cos proteicos, los cuales son generalmente acti-
vados. Tanto NOSI como NOS3 son activadas
por la unién del complejo calmodulina-calcio, lo
cual exige un incremento transitorio del calcio
citosélico, y la NOS2 se dice que es calcio inde-
pendiente, pero lo que en realidad ocurre, es que
esto se ha dicho a causa de que NOS2 posee
una alta afinidad a concentraciones basales del
complejo calmodulina-calcio. Por su parte las
Caveolinas participan directamente en el ciclo de
reclutamiento de la NOS3 a estructuras de la plas-
malema que se denominan como “Balsas Esfin-
golipidas (Lipid Raft)”. Las Balsas son regiones
membranales ricas en esfingolipidos, colesterol
y menormente en fosfatidil-inositol, pero con di-
versas expresiones en calidad y cantidad de
lipidos y proteinas de localizacidn especificas, lo
que ha dado su nomenclatura como proteinas
“Raftofilicas”. Las Balsas Esfingolipidicas son
enclaves plasmalémicos donde se reclutan recep-
tores y moléculas de adhesién celular, para coor-
dinar y amplificar el sefialamiento intracelular. El
ciclo activacién-inactivacion de las NOS depen-
de de dos factores: la actividad de las enzimas
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acilantes y desacilantes, y el reclutamiento de las
Caveolinas. En el primer caso cuando cesa el
influjo estimulador tréfico, en especial ocurre la
depalmitolacién para liberar la NOS3 a partir de
la Balsa. En el segundo caso, el reclutamiento de
las Caveolinas, por medio de la interaccién di-
recta con la NOS3 inhiben a estas enzimas, y
adicionalmente se forma una vesicula de reclu-
tamiento que toma la Balsa y la gema a partir de
la plasmalema hacia un compartimento endo-
sémico temprano especializado denominado
“Caveosoma”. Por otro mecanismo atin no diluci-
cado es plausible que la Caveolina facilite la de-
gradacién proteasémica de NOS3. El ciclo es
dependiente en sus 2 aspectos, es decir, en la
acilacién/desacilacién como en el rol caveolinico
de calcio. En realidad, las Caveolas se estan co-
menzado a entender como Balsas Esfingolipidicas
que poseen en localizacidn periférica caveolinas,
que favorecen su gemamiento y transporte a los
Caveosomas. Las Caveolinas son miembros de
una familia en expansién conformada por las
Caveolinas (Caveolinas-1, -2 y —3) per se, la
Estomatina, las Flotilinas (Flotilinas-1, -2 y —3),
las MAL/BENE, la LAT/PAG y la VIP36/LMAN?2.
En las Balsas también se ubican los transporta-
dores de L-arginina como CATI, el cual permite
la carga celular de este aminoécido sustrato. Fi-
nalmente, al respecto de las Hsp90, las NOS se
acoplan a variablemente a diversas proteinas,
pero de interés es la unién de las chaperonas del
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tipo chaperoninas Hsp90. Las Hsp son proteinas
que se describieron inicialmente como agentes
promoldeadores que necesitan ATP, pero que en
la actualidad han mostrado una infinitud de fun-
ciones. Es asi por ejemplo, que las Hsp90 po-
seen un rol activatorio cuando se acomplejan a
las NOS. Las Hsp90 se acomplejan a si vez con

su familiar Hsp70, por medio de un mecanismo
que ya se menciond anteriormente (47). En la
tabla 4 se consigna la informacién correspondien-
te a la biologia y patobiologia de las distintas
proteinas asociadas y reguladoras de las NOS.
En la figura 1 se esquematiza la interaccién de
las NOS con sus proteinas regulatorias.

Tabla 4. GENETICA, GENOMICA, Y PATOBIOLOGIA DE
LAS PROTEINAS REGULATORIAS DE LAS NOS

Proteina Otras MIM Locus gen Funcion Cédigo | Entidad Patolégica
denomina- Enzimatico | Monogénica (Codi-
ciones IUBMB | go MIM)
NOSTRIN(del 607496 2931.1 No No Aln no
inglés-nitric aplicable aplicable
oxide
synthase
trafficker-)
PSD95(del DLG4/ 602887 17pl13.1 No No Aln no
inglés- SAP90(del aplicable aplicable
Postsynaptic | inglés-Discs
density large homolog/
protein 95-) Synapse-
associated
protein 90-)
CAPON(del | NOSIAP(del 605551 1 No No Aln no
inglés-c- inglés-neuronl aplicable aplicable
terminal pdz | pitric oxide
domain synthase adaptor
ligand of protein-)
neuronal
nitric oxide
synthase)
RASD1/ 60550 17p11.2 GTP asa EC3.6.5.2 | Ainno
DEXRASI (del
ingles-ras
protein,
dexamethasone-
induced, 1/
dexamethasone-
induced ras
protein 1-)
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Tabla 4. GENETICA, GENOMICA, Y PATOBIOLOGIA DE
LAS PROTEINAS REGULATORIAS DE LAS NOS (Continuacién)

Proteina Otras MIM Locus gen Funcion Cédigo | Entidad Patolégica
denomina- Enzimatico | Monogénica (Codi-
ciones IUBMB | go MIM)

RASD2/ Aln no 22q13.1 GTP asa EC3.6.5.2 | AUn no

DEXRAS2/

RHES/

TEM2(del

inglés-Ras

homolog

enriched in

striatum

Tumor

endothelial

marker 2-)

RASD3/ Rab44 Aln no 6q14.3-15 GTPasa EC3.6.5.2 | Alnno

DEXRAS3(del

ingles-ras

protein,

dexamethasone-

induced, 3/

dexamethasone-

induced ras

protein 3-)

PIN1(del DYNLLI (Ca- 601562 12q14.2 No No Aln no

inglés- dena liviana aplicable aplicable

Protein LC8 de la

inhibitor Dineina

neuronal Citosdlica)

NOS-)

Kalirina DUO, DUET, 604605 3021.2 Proteina Multi- Aln no

TRAD, P-CIP multi-domi-| enzima
10, HAPIP(del nio

inglés-

huntingtin-

associated pro-

tein-interacting

protein-)

Dynamina 2 602378 19p13.2 GTP asa EC3.6.5.5 | Enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth
tipo Dominante Inter-
media B con o sin
Neutropenia(
MIM600482),
Miopatia
Centronuclear
Autosémica
Dominante(MIM160150)
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Figura 1. PROTEINAS REGULATORIAS

DE LAS NOS
Caz+
[ Hsp 90 j [Calmodulinasj [ Caveolinasj
NOS
4i A /|\ A /|\ A [\j
NOSTRIN CAPON PIN 1 DINAMINA 2
PSD 95 RASD KALIRINA

Regulacion de las NOS por ADMA (Di-Metil-
Arginina Asimétrica)

El ADMA (Di-metil-Arginina Asimétrica) es el inhi-
bidor enddgeno de las NOS, originalmente des-
cubierto como una toxina urémica, el cual se une
al sitio de entrada de la L-arginina compitiendo
con ésta y ello favorece la inhibicidén enzimatica.
Se biosintetiza mediante la metilacién del nitré-
geno guanidino de las argininas estructurales
proteicas por las enzimas PRMT (Protefna-Argini-
na-Metil-Transferasas) cuya actividad es depen-
diente de la s-adenosil-metionina y posterior-
mente es liberada proteoliticamente. Inicialmente
se genera el intermediario mono-metil (L-NMMA).
Las PRMT se clasifican en dos grandes grupos:

e Lasdeltipol: PRMT1, PRMT3, PRMT4 y PRMT6,
que sintetizan la molécula asimétrica (ADMA)).

* Lastipo Il (PRMT5 y PRMT7) que sintetizan la
molécula simétrica (SMDA).

Las PRMT2, PRMT8 y PRMT9 no han sido clasifi-
cadas alin. Las proteinas arginina-metiladas tie-
nen una alta tasa de recambio. La metilacion irre-
versible de la arginina como tal, es un proceso
de gran esencia bioldgica, que regula procesos
como la trascripcién génica, la traduccién génica
y el corte y empalme alternativo del ARN men-

sajero (del inglés splicing). La metilacién de la argi-
nina es un mecanismo protector en contra de
las modificaciones por dicarbonilos reactivos ta-
les como el MG (metil-glioxal), el cual es una mo-
lécula producto colateral de la glicdlisis y otras
vias metabdlicas, con actividad citotéxica que
modifica protefnasy dcidos nucleicos, y es detoxi-
ficado por la el sitema enzimatico glioxalasa. Es-
tos carbonilos son producto entre otras rutas,
de la modificacién por oxidacién de las protei-
nas, de tal forma que constituyen una toxina y
una carga urémica. La arginina natural y el inter-
mediario monometil-arginina son blanco de la
deiminacién por las enzimas PADs (Proteina-
Arginina-Deiminasas) como una modificacion
postraduccional reguladora de la funcién pro-
teica, o desfavorablemetne es blanco de la mo-
dificacién por MG hacia AGEs (Productos de
Glicosilacidon Avanzada). Como es irreversible es
pues evidente que sdlo se neutraliza por
proteolisis. El ADMA tiene su propio ciclo
metabdlico. Las Di-que las metil-arginina-di-
metil-amino-hidrolasas (DDAHs) son enzimas
intracelulares que catabolizan por hidrdlisis el
ADMA y asf regulan la concentracién de ella. Por
medio de mecanismo atin no claros DDAH?2 pue-
de regular negativamente la secrecién de su
sustrato ADMA e incrementa la expresion de
VEGFA (Factor de Crecimiento Vascular Endotelial
isoforma A). No todo el ADMA es degradado y
escapa a partir de las células a través de trans-
portadores para amino4cidos catiénicos, los cua-
les también estan implicados en la captacién por
otras células o en la recaptacién por parte de la
misma célula que lo produce. ADMA sufre acla-
ramiento renal y hepético y puede excretarse en
parte por via urinaria. Tanto las PRMT como las
DDAH son reguladas por estrés REDOX. Los ni-
veles de ADMA son elevados en falla renal y en-
fermedad cardiovascular (enfermedad hiperten-
siva incluyendo las variantes gestacionales, dia-
betes, aterosclerosis, hiperhomocisteinemia) y
sindrome metabdlico. De tal forma que es un
blanco potencial para intervenciones terapéuti-
cas. Mucha de la Terapéutica Farmacoldgica y no
Farmacoldgica para las entidades nosoldgicas
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mencionadas muestran que afectan negativa-
mente los niveles plasméticos de ADMA (48,49).
Ver figura 2.

Figura 2. REGULACION DE LAS NOS
POR ADMA
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Mecanismos novedosos de regulacion de las NOS

Se ha identificado un gen denominado NOS3AS
(Endothelial nitric-oxide synthase antisense), también
denominado APG9L2 (Autophagy-Related Protein 9-
like2), el cual se localiza en el locus cromosdmico
7936. El comportamiento de este gen es bastan-
te singular, porque puede ser decodificado hacia
una proteina directamente relacionada con el
proceso autofagico, o puede funcionar como un
acido nucleico antisentido que se hibrida con el
ARNm codificante de la NOS3, evitando asf que
este Gltimo sea traducido hacia la enzima (50).

CONCLUSI()N_

EI NO y sus derivados reactivos tanto los radica-
les libres como los que no los son, generan una
problematica llamativa, interesante y, ante todo,
importantisima en comportamiento celular, tisular
y sistémico. Es un tema fascinante con multiples
ramas y nodos confluentes en la tematica biol6-
gica y patobioldgica. Casi ninglin aspecto rela-

cionado a funcionamiento celular y evento
fisiopatoldgico escapa a los dominios de este gas
y sus derivados. El conocimiento de su natura-
leza abre nuevos campos en el entendimiento
de la normalidad y la enfermedad, permite for-
mular modelos mas reales, al igual que es motor
en la bisqueda Farmaco-Terapéutica.
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