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Oxido nitrico: ; otra forma
de comunicacion neuronal?
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Summary

Nitric Oxide (NO}) is an extremely reactive gas, produced
by internal combustion engines. This molecule is one of the
components of smog and acid rain, and is responsible for the
destruction of the ozone layer. Initially, this molecule was
found in bacteria, and only recently this compound was found
in mammalian cells. Research in different fields has implica-
ted the presence of NO in three biological systems: in the
vascular system by regulating the vascular tone; in the immu-
ne system where leukocytes reiease NO to destroy infected
cells; and in the last two years, this molecule has been postu-
lated as a neural messenger in the brain.

Early research dealing with the vasodilation mechanism
hinted that the action of vasodilating substances (such as
acetylcholine and bradykinin) was exerted on the layer of
smooth muscle cells that form the blood vessels. However,
further investigations showed that the inner layer of blood
vessels, made up of endothelial cells, was essential for the
relaxing action of these substances. Therefore, it was conclu-
ded that acetylcholine was not acting directly upon the
smooth muscle, but on the inner epithelium, and some subs-
tance produced by this layer exerted its effect on the smooth
muscle causing the relaxation. Thus, this substance was ca-
lled endothelial-derived relaxing factor (EDRF).

Subsequent research identified the EDRF as nitric oxide.

In the brain, the production of NO in neurons has been as-
sociated with glutamatergic NMDA receptors. The activation
of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor induces the in-
flux of Ca++. The intracellular calciurn binds to the protein cal-
modulin (CAM) and forms a complex. This complex activates
the enzyme nitric oxide synthase (NOS) producing NO and ci-
trulline. The substrate of this reaction is the amino acid Argini-
ne. The NO produced diffuses to the synaptic cleft, and can
act as a retrograde messenger by reaching the presynaptic
terminal. Once there, it binds to iron in heme group of the
enzyme guanylate cyclase (GC), increasing the production of
cyclic guanosine monophosphate (cGMP).

Immunohistochemical studies using antibodies raised
against NOS have allowed the identification of the neurons
producing NO in the rat brain. The distribution of these neu-
rons comprises the olfactory bulb, cerebellum, amygdala, hip-
pocampus, hypothalamus, striatum, cortex, spinal cord and
pituitary. The pattern of distribution of NO producing ceils in
the brain did not seem tc coincide with the distribution of any
of the known neurotransmitters. However, the distribution of

* Departamento de Neurofisiologia. Divisién de Neurociencias. Institu-
to Mexicana de Psiquiatrfa, Calzada México-Xochimilco 101, Tlalpan,
14370 Mxico, D.F.

** Departamento de Neuroquimica. Divisién de Investigaciones Ciini-
cas. Instituto Mexicano de Psiquiatria. Calzada México-Xochimilcc 101,
Tlalpan, 14370 México, D.F.

NOS coincided with the cells that contain the enzyme
NAPDH-diaphorase. These cells called diaphorasic are very
resistent in certain neurodegenerative diseases such as Alz-
heimer and Huntington’s disease and vascular strokes.

The possible role of NO as a retrograde messenger in the
processes of memory and learning and its participation in all
the other vital functions, make the elucidation of its metabolic
pathways a subject of utmost importance.

Resumen

El éxido nitrico (ON), es un gas altamente reactivo, produci-
do por los motores de combustién interna que contribuye a la
formacién del esmog y de la lluvia acida, ademas de participar
en la destruccidn de la capa de ozono. Hace algunos afios se
encontré como una de las moléculas constituyentes de las bac-
terias, pero hasta finales de la década pasada se demuestra
que las celulas de los mamiferos pueden sintetizar ON.

Los trabajos realizados en diferentes areas de la investi-
gacion, han demostrado que el ON es una molécula mensa-
jera que interviene en la regulacion del tono vascular, asi
como en la respuesta inmune, ya que al ser producido por los
macréfagos, regula sus acciones bactericidas y de destruc-
cién de las células tumorales. En los tltimos dos afios se ha
sugerido que el sistema nervioso tiene funciones muy pareci-
das a las de un neurotransmisor.

E! descubrimiento del ON como mensajero quimico se
debe primordialmente a trabajos relacionados con la investi-
gacion de los mecanismos que regulan el tono vascular en el
organismo. Hasta antes de los 80 se pensaba que la relaja-
cién producida por las sustancias vasodilatadoras (como la
acetilcolina, la bradiquidina, etc.) se debia a que éstas actua-
ban directamente sobre el mudscuio liso de los vasos sangui-
neos. Sin embargo, este concepto cambid cuando se demos-
iré que la capa de células endoteliales que cubren al vaso en
su cara interna, son necesarias para obtener la respuesta de
relajacién inducida por los vasodilatadores. Esto llevé a postu-
lar, que en el endotelio, existe una sustancia que se libera, y
por difusion llega hasta la capa muscular de los vasos sangui-
neos produciendo la relajacion, por lo que se le dié el nombre
de Factor Relajante del Endotelio (FRDE). Las investigacio-
nes posteriores estuvieron dedicadas al aislamiento e identifi-
cacién quimica de esta sustancia. Finalmente se concluyé
que dicho factor y el éxido nitrico, son una misma sustancia ya
que presentan las mismas caracteristicas: producen vasodilata-
cion, estimulan la sintesis de Monofosfato de Guanosina Ciclico
(GMPc), su accién es inhibida por hemoglobina u otras protei-
nas con grupos hemo (Fe++), asi como tiempos de accién cor-
ta, entre 4 y 6 segundos. Ademas no existe diferencia en cuan-
to a su actividad bioldgica, estabilidad y susceptibilidad a
inhibidores o potenciadores dei efecto relajante.
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Este hallazgo fue el inicio de una serie de investigaciones
realizadas por varios grupos, enfocadas al estudio de la ruta
biosintética del éxido nitrico en los diferentes sistemas: vas-
cular, inmune y nervioso.

En el sistema nervioso se ha encontrado que el ON se
sintetiza en grupos neuronales que presentan receptores glu-
tamatérgicos para N-Metil-D-Aspartato (NMDA). Se sabe que
al estimular este receptor se incrementa la concentracién de
Ca++ intracelular. Este incremento en el Ca++, favorece la
formaciéon del complejo Ca++/ Calmodulina, que es un activa-
dor de !a enzima &xido nitrico sintetasa (ONS). El resultado
de este proceso es la produccion de ON y citrulina a partir del
aminoacido L-arginina.

El éxido nitrico producido en el citoplasma de la célula
postsinaptica, se difunde a través de la membrana en direc-
cion retrégrada hacia la neurona presinaptica, es por esto
que se le ha denominado el mensajero retrogrado. Una vez
que se ha difundido en el citoplasma de la célula presinapti-
ca; se une al grupo hemo de la guanilato ciclasa (GC) y acti-
va la sintesis de GMPc¢ produciendo un incremento en la con-
centracion de este nucledtido.

Por estudios inmunohistoquimiccs, se han identificado en
el cerebro de la rata ios nlcleos celulares en donde se sinte-
tiza el ON. Este analisis se ha realizado mediante la detec-
cién de la ONS con anticuerpos especificos obtenidos contra
esta enzima. Los sitios en donde se encuentra la ONS son:
bulbos olfatorios, cerebelo, nlicleos amigdalinos, hipocampo,
hipotalamo, estriado, corteza, médula espinal y pituitaria.

Las células capaces de sintetizar ON presentan también
una fuerte reaccién histoquimica para la enzima NADPH-dia-
forasa. Esta enzima al igual que la ONS, puede sintetizar ON
a partir de la L-arginina. Por estudios patoldgicos de pacien-
tes con enfermedades neurodegenerativas tales como la Co-
rea de Huntington, la Enfermedad de Alzheimer o la embolia
cerebral se ha observado que mueren las neuronas que no
sintetizan ON

Por otra parte, se ha postulado que el ON podria jugar un
importante papel en los procesos de aprendizaje, en algunos
de los cuales se sabe que la activacion de los receptores tipo
NMDA es fundamental.

En la actualidad el éxido nitrico, es considerado como una
nueva clase de mensajero celular dentro de varios sistemas
en el organismo, que se difunde con rapidez a través de la
membrana, permitiendo ejercer sus efectos en mditiples célu-
las cercanas.

La posibilidad de que esta molécula participe como mensa-
jero retrégrado en los mecanismos de aprendizaje y memoria,
asi como en diferentes patologias cerebrales y sea el respon-
sable de la destruccion potencial de las células cancerigenas,
hace especialmente interesante el estudio de las rutas metabo-
licas en las cuales participa.

Introduccion

En el sistema nervioso central (SNC), las céiulas
neuronales se comunican entre si mediante diversas
sustancias a las que se les ha dado el nombre de neu-
rotransmisores o neuromoduladores. Estas moléculas
se liberan de la presinapsis en forma unidireccional,
como respuesta de la neurona a la llegada de un im-
pulsonervioso. Al interactuar con su receptor especifico,
modifican la excitabilidad de la célula postsinaptica, en
donde ejercen su efecto. Entre estos mensajeros qui-
micos encontramos a los llamados neurotransmisores
clasicos que son: la acetilcolina, las catecolaminas, la
serotonina, el GABA, los aminoacidos excitadores ta-
les como, el acido glutamico, el acido aspartico, la gli-
cina; asi como a los neuropéptidos. El descubrimiento
de cada una de éstas moléculas, nos ha dado informa-
cién que ha creado nuevas expectativas sobre el co-
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nocimiento de los mecanismos que regulan la comuni-
cacién neuronal.

En la actualidad, nos encontramos ante el hallazgo
de una clase diferente de mensajero neuronal, que
puede modificar los conceptos sobre el funcionamien-
to de la comunicacién unidireccional de las neuronas.
Nos referimos al OXIDO NITRICO (ON).

Este compuesto altamente reactivo, fue en princi-
pio, conocido como un gas que se produce por los mo-
tores de combustion interna, que contribuye a la for-
macién del esmog, la lluvia acida y la destruccién de la
capa de ozono. Es dificil pensar que una molécula asi,
sea la responsable de una gran variedad de respues-
tas fisiolégicas en el organismo.

Sus propiedades altamente reactivas lo hacen inte-
ractuar con rapidez con tomos o moléculas que contie-
nen electrones no apareados. Tal es el caso del oxige-
no (O2), del anion superoxido (Op-), asi como de
varios metales como el cobre (Cu++), el magnesio
(Mg++) y el fierro (Fe++). Esto es de especial interés
si consideramos que en los seres vivos existen una
gran variedad de metaloproteinas con funciones meta-
bélicas claves, como la hemoglobina.

Una serie de descubrimientos realizados en lineas
de investigacion diferentes, han mostrado que el 6xido
nitrico tiene una amplia gama de funciones importan-
tes en el organismo. Se ha encontrado que actua
como una molécula mensajera en la respuesta de por
lo menos tres sistemas: a los leucocitos les confiere la
capacidad de destruir bacterias y células tumorales;
en los vasos sanguineos actua como un factor que in-
duce la relajacion endotelial; y mas recientemente se
le ha encontrado como un constituyente neuronal con
funciones muy parecidas a las de un neurotransmisor
(6,7,30).

Identificacion del éxido nitrico

Las primeras evidencias para la identificacidon y fun-
cion fisiolédgica del ON, se llevaron a cabo en investi-
gaciones enfocadas al estudio de los mecanismos,
mediante los cuales, los neurotransmisores reguian el
tono vascular. Hasta antes de los 80 se pensaba que
la relajacién producida por las sustancias vasodilata-
doras, como la acetilcolina o la bradiquinina, se debia
a que éstas actuaban directamente en la capa muscu-
lar de los vasos sanguineos. En 1980, Furchgott y Za-
wadzki demostraron que esta idea era errénea, ya que
al separar la capa interna del vaso sanguineo, consti-
tuida por células endoteliales, el efecto de relajacién
producido por las sustancias vasodilatadoras no se
observaba. Cuando esta capa se restituia con células
endoteliales en cultivo, el efecto relajante se volvia a pre-
sentar. Estos experimentos indicaron, que en el endote-
lio, existe una sustancia que se libera, y por difusién llega
hasta la capa muscular de los vasos sanguineos pro-
duciendo la relajacion, por lo que se le dio el nombre
de Factor Relajante del Endotelio (FRDE) (18).

Ademas se demostrd, que este mismo efecto se pro-
duce en las venas, las arterias y los microvasos, y se
presenta en respuesta a la presencia de una variedad de
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Figura 1. Sintesis de dxido nitrico. La enzima oxido nitrico sintetasa (ONS), convierte L-arginina y Oz
en citrulina y 6xido nitrico (NO). La enzima ONS, es activada por el complejo Ca++/Calmodulina
(Ca++/CaM), y emplea como donador de electrones a la molécula NADPH (nicotinamida adenina di-

nucleétido fostato reducido).

sustancias como los nucleétidos de adenina, ta trombi-
na, la sustancia P y el ionéforo de calcio A23187 (7).

Sin embargo, algunos farmacos como los nitritos
que son los mas antiguos vasodilatadores conocidos,
(por ejemplo la nitroglicerina), ejercen también un efecto
relajante en el vaso sanguineo, pero por un mecanis-
mo independiente del endotelio (17).

Murad y col. en 1978 descubrieron que el efecto
producido por estos nitritos, en realidad se debia a
uno de sus metabolitos: el ON, cuyas propiedades re-
lajantes eran muy similares a las del FRDE (13,38), es
decir, ambos compuestos presentaban las mismas ca-
racteristicas: vasodilatacion, incremento en la produc-
cion de Monofosfato de Guanocina ciclico (GMPc¢), su
accién era inhibida por hemoglobina u otras proteinas
con grupo hemo (Fe++), asi como tiempos de accion
corta, entre 4 y 6 segundos.

Todas estas similitudes entre el ON y el FRDE, lle-
varon a sugerir a Furchgott que eran una misma sus-
tancia. El grupo de Moncada en 1987, trabajando con
células endoteliales en cultivo, determinaron que no
existia diferencia entre ambos compuestos en cuanto
a su actividad bioldgica, estabilidad y susceptibilidad a
inhibidores o potenciadores del efecto relajante, con-
cluyendo entonces que el FRDE era en realidad OXI-
DO NITRICO (42).

Desde 1977, en el sistema nervioso central se co-
nocia que al exponer homogenados de corteza cere-
bral de ratén en presencia de 6xido nitrico exégeno o
nitrosaminas (compuestos carcinogénicos), se activaa
la Guanilato Ciclasa (GC) -la enzima que sintetiza al
GMPc-, y que este efecto es inhibido por hemoglobina
(34). Ese mismo afio, Deguchi y col. 1977 (10) repor-
taron que la fraccion soluble de cerebro anterior de
rata contenia una sustancia enddégena de peso mole-
cular bajo, que activaba también a la GC y su accién
era inhibida por hemoglobina, como sucedia en el sis-
tema vascular con el 6xido nitrico. Propusieron enton-
ces que dicha sustancia estaba relacionada con las
nitrosaminas (11). En 1982, este mismo grupo encon-
tré que el aminoacido L-arginina en células de neuro-

blastoma era el activador endogeno de la GC (12). Sin
embargo, en esta época no se conocia nada sobre la
relacién de la L-arginina con el ON. Es hasta que Pal-
mery col. en 1988 (41) determinan, en células endote-
liales que a partir de la L-arginina se sintetizael ON y
la citrulina, y es en este momento cuando este hallaz-
go adquiere mayorimportancia. Posteriormente Know-
les y col. en 1989 (27), encuentran que la formacion
de ON en el SNC sigue la misma ruta biosintética.

Sintesis

Otras evidencias sobre la sintesis enddgena del
ON se dieron a partir de estudios nutricionales sobre
los nitratos como fuente de algunas sustancias carci-
nogénicas como las nitrosaminas. En principio se ob-
servo, que pese a proporcionar a ratas y humanos una
dieta baja en nitratos el nivel de excrecién urinaria de
estas sustancias no disminuia, demostrandose que en
el organismo se generan nitratos, como producto de
alguna via metabdlica (22,23,52). Por otro lado, al esti-
mular cultivos primarios de macréfagos, con endotoxi-
nas (como ocurriria en el caso de un proceso inflama-
torio en el organismo), se observé un incremento en
los niveles de nitratos en el medio de cultivo, siendola
L-arginina la fuente productora de éstos (24).

Como se mencion6 antes, los trabajos de Palmery
col. (1988) (41) demostraron que la L-arginina es la
molécula precursora a partir de la cual, se sintetizan
en forma estequiométrica, el 6xido nitrico y la citrulina
(fig. 1).

Para que la sintesis de estas moléculas se lleve a
cabo, es necesaria la accion de una enzima que catali-
ce estareaccion. La enzima en cuestion es la dxido ni-
trico sintetasa (ONS), la cual ha sido purificada (5) y
clonada (2) a partir de tejido cerebelar de rata. Esta
enzima es una proteina con un peso molecular de al-
rededor de 150 Kilodaltones, y contiene dentro de su
estructura molecular, sitios que son potencialmente re-
gulables por varios activadores. Uno de estos sitios es
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Figura 2. Esquema representativo de la similitud de sitios de reconocimiento,
para diferentes moduladores en la secuencia de aminoacidos de la 6xido nitrico
sintetasa (ONS) y la enzima citocromo P-450 reductasa (CPR). CaM (calmoduli-
na), FMN (mononucléotido de flavina), FAD (dinucléotido de flavina y adenina) y
NADPH (nicotinamida adenina dinucléotido fosfato reducido).

el aminoacido serina (colocado en la posiciéon 473),
que puede ser fosforilado por la Proteina Cinasa A
(PCA), la Proteina Cinasa C {PCC) o la Proteina Cina-
sa dependienie de Ca++/Calmodulina Il (PCCAM). Es-
tas proteinas cinasas (proteinas que donan grupos
fosfatos) actéian probablemente como inhibidores en-
dogenos de dicha enzima (39). La ONS presenta ade-
mas otros sitios de regulacion para los cofactores,
FAD y FMN, emplea ademas NADPH como donador
de electrones (7,36,41,44) (fig. 2).

La reaccidn enzimatica que cataliza la ONS puede
ser inhibida de manera endogena por fosforilacion y
por sustancias exogenas analogas de la L-arginina ta-
lescomoN-monometil-L-arginina(L-NMMA), dimetilar-
ginina asimeétrica (DMAA) y dimetilarginina simétrica
(DMAS) (21,34,44,49) (fig. 3).
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Mediante estudios bioquimicos se ha encontrado
que la actividad de la 6xido-nitrico-sintetasa es hetero-
génea en los diferentes tejidos en donde se ha medi-
do. Se ha sugerido que existen al menos dos isofor-
mas de esta enzima: una se localiza en las neuronas y
en los vasos sanguineos y se expresa en forma cons-
titutiva (se le denomina asi porque siempre esta sien-
do sintetizada por la célula), ademas es citosdlica,
Ca++/CAM dependiente, y libera ON enrespuestaala
estimulacién de su receptor; la otra isoforma, que se
encuentra en macrofagos y fibroblastos, se sintetiza
cuando estas células reciben una sefial molecular es-
pecifica, es también citosodlica y su actividad es inde-
pendiente de Ca++ liberando ON por largos periodos.
Ademas su induccion es inhibida por glucocorticoides
(16,25,45).
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Figura 3. Inhibidores sintéticos de la ONS, analogos de la L-arginina. L-NMMA (N-momometit-L-argi-
nina), ADMA (dimetilarginina asimétrica), SDMA (dimetilarginina simétrica).
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Cuando se obtiene la secuencia de aminoacidos de
una nueva proteina siempre resulta interesante com-
pararla con la estructura de otras proteinas conocidas,
ya que de esta manera se puede obtener informacién so-
bre su funcionamiento en el organismo. Bredt y col
(1991) (2), al comparar la secuencia de aminoacidos de
la éxido nitrico sintetasa con la de otras proteinas de ma-
miferos conocidas, encontraron que la region carboxilo-
terminal de la ONS es muy similar a la enzima citocromo
P-450 reductasa(CPR). La funcién de ésta Ultima es la
de donar un electrén a las enzimas que contienen al cito-
cromo P-450 que metabolizan una amplia variedad de
farmacos en las células hepaticas. Ambas enzimas, la
ONS y la CPR, poseen sitios de reconocimiento para los
cofactoresFMN, FAD y emplean NADPH como donador
de electrones. Esta enzima ha sido localizada también
en células neuronales que contienen catecolaminas
como neurotransmisor (fig. 2).

Mecanismo de accién propuesto
para el oxido nitrico en el SNC

En 1989, dos grupos de investigacién en diferentes
partes del mundo llegaron a un mismo descubrimien-
to con respecto a los mecanismos de accion del ON
en el sistema nervioso. Por un lado, Brendt y Snyder
(4) en Estados Unidos y Garthwaite y col. (19 'y 20) en
Inglaterra, al analizar la conversién de la L-arginina en
o6xido nitrico y citrulina en rebanadas de cerebelo de
rata observaron que la estimulacion de la ONS, au-
mentaba 300 % la produccion de oxido nitrico, en res-
puesta a la estimulacion de los receptores glutamatér-
gicos para N-Metil-D-Aspartato (NMDA). Se sabe que
al estimular este receptor se genera una corriente en-
trante de Ca++ que incrementa la concentraciéon de
este ion en la terminal postsinaptica (31). El Ca++ al
unirse a la proteina calmodulina (CAM) forma el com-
plejo Ca++/CAM, que a su vez modula a la ONS, sin-
tetizando entonces a partir de L-arginina, éxido nitrico
y citrulina (5,35,36,37) (figs. 1y 4).
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El oxido nitrico producido en la postsinapsis se di-
funde a través del espacio sinaptico, viaja en forma re-
trégrada y actia en la terminal presinaptica. En esta
regién el ON por su alta reactividad se une al grupo
hemo (Fe++) del sitio regulatorio de la enzima guanila-
to-ciclasa e incrementa el nivel de GMPc. Era de lla-
mar la atencién que el dxide nitrico Unicamente incre-
mentaba los niveles de GMPc en la presinapsis, no asi
en su sitio original de sintesis. Este efecto se explico
tiempo después debido a que se determind que los ni-
veles de Ca++ fisiolégicos, esenciales para la accién
de la enzima ONS, inhiben a la GC. Se ha propuesto
que este sea un mecanismo de control que permite
que sélo se produzca GMPc en las células estimula-
das por el ON (27,32,40).

La estrecha relacion entre el éxido nitrico y los re-
ceptores a NMDA ha sido de gran interés en los Ulti-
mos afios. Se sabe que en el hipocampo se lleva a
cabo un fenémeno denominado Potenciacion a Largo
Plazo (PLP), que los investigadores han relacionado
con procesos de memoria y aprendizaje. Estos proce-
sos neuronales se pueden deber a aumentos o dismi-
nuciones prolongados en la transmision sinaptica, des-
pués de la estimulacién continua de ciertas neuronas.
Asi, en las neuronas del hipocampo, cuando se regis-
tra en las terminales postsinapticas la accion del trans-
misor presinatico, de alguna forma aln no muy bien
conocida, en la postsinapsis se genera una sefial que
viaja de forma retrégrada y que estimula nuevamente
la liberacion del transmisor en la presinapsis. El men-
saje retrdgrado cierra el circuito de retroalimentacion,
haciendo que la respuesta neuronal sea continua.
Esta sefial retrégrada muy bien podria ser el éxido ni-
trico. Varios investigadores han estudiado la potencia-
cioén a largo plazo en neuronas del hipocampo y han
observado una inhibicion de ésta por la accion de an-
tagonistas de la ONS (1,46).

Por otro lado, en algunos casos de lesion cerebral,
asi como de ciertas enfermedades neurodegenerati-
vas, gran cantidad de neuronas mueren debido al fe-
nomeno llamado citotoxicidad. Aunque es sabido que
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Figura 4. Mecanismo de sintesis y accion del dxido nitrico en el sistema nervioso central.
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la citotoxicidad requiere la activacion de los receptores
a NMDA, y por consiguiente de la entrada de Ca++en
la neurona; los mecanismos por los cuales la célula
muere, aun son desconocidos. Dawson y col. (1991)
(9) al emplear cultivos celulares como modelo de estu-
dio de muerte neuronal, observaron gue la activacion
del receptor a NMDA genera entrada de Ca++ que
produce un incremento de 6xido nitrico. Esta molécula
quiza produce la muerte celular por su union no sélo a
la unidad regulatoria de la guanilato ciclasa, sino que
también se une a metaloproteinas claves en el meta-
bolismo neuronal.

Distribucion regional del éxido nitrico

Debido a su inestabilidad es dificil localizar al 6xido
nitrico directamente en los tejidos. Para determinarlas
regiones en donde esta molécula se sintetiza, Bredty
col. (1990) (3) obtuvieron un anticuerpo especifico
contra la éxido nitrico sintetasa y determinaron la loca-
lizacién de esta enzima por métodos inmunohistoqui-
micos en el cerebro de la rata. Estos investigadores
encontraron gue la ONS se distribuye en poblaciones
neuronales discretas en varias regiones cerebrales,
pero también se dieron cuenta que la localizacién de
estas celulas no coincide con la de ningun otro neuro-
transmisor conocido. Es el grupo de Vincent y col. en
1991, quienes determinan que la distribucién de la ONS
es muy similar a la de las neuronas que presentan activi-
dad para la enzima NADPH diaforasa (NDP) (26).

Estas células fueron detectadas inicialmente por
Thomas y Pearse en 1961 (47). Ellos repertaron que
en el cerebro de la rata existe un tipo de neuronas que
cuando se tifien con el colorante azul de nitrotetrazo-
leo, y se les afade el cofactor enzimatico NADPH, se
tornan azules. Es a partir de éstos hallazgos que se em-
pieza a estudiar a éstas células, a las que se les denomi-
na "diaforasicas". Aunque no se conocia su funcion, pre-
sentaban caracteristicas muy importantes como la de ser
resistentes a la citotoxicidad, a la hipoxia, y sobrevivir a
los procesos neurodegenerativos que se presentan en
las 19 enfermedades de Huntington y Alzheimer
(14,15,28,29,48).

Es hasta que los grupos de Vincent y de Snyder se
dan cuenta que estas neuronas diaforasicas se colocali-
zan con las neuronas que contienen oxido nitrico sinteta-
sa cuando proponen que éstas células sintetizan ON.
Estudios posteriores demostraron que ambas enzimas
eran similares en cuanto a la utilizaciéon de NADPH como
donador de electrones y la produccién de éxido nitrico.
De esta forma se pudo demostrar que en regiones en
donde e! anticuerpo contra ONS presenta inmuno-
rreactividad, se encuentra presente también fa enzima
(NDP) como encargada de la produccién de 6xido ni-
trico, (8,26,50,51). La colocalizacién de ambas enzimas
hapermitido identificarias regiones donde se encuentran
celulas responsables de la produccion de 6xido nitrico en
el SNC com son: los bulbos olfatorios, el cerebelo, el hi-
pocampo, el estriado, la corteza, el hipotalamo, el cere-
bro medio, la médula y la glandula pituitaria.

La inmunorreactividad a ONS también es evidente
en numerosos sistemas neurales periféricos como son
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el plexo mientérico del tracto intestinal, la retina, las
células cromafines de la glandula adrenal y en las
capas endoteliales de los vasos sanguineos. Asi
como en otros érganos examinados tales como: el
higado, el corazon, el pulmén, el bazo, el riién, el
timo, el tejido cavernoso del pene y en las glandulas
salivales. No se han observado células inmunorreacti-
vas para ONS en el parénquima, los fibroblastos, asi
como en grasa, o en células musculares o epiteliales
de estos 6rganos. Es asi que la formacién de 6xido ni-
trico y su funcién a través del organismo, parecen es-
tar selectivamente asociadas con neuronas, de las re-
giones antes mencionadas, y el endotelio de los vasos
sanguineos.

Por estudios patolégicos de pacientes con enferme-
dades neurodegenerativas se sabe que las neuronas
diaforasicas, se encuentran en el centro de las regio-
nes dafadas. Asi, en el cerebro de pacientes con la
Enfermedad de Huntington se ha observado que en el
nlcleo caudado, donde se presenta muerte celular,
so6lo sobreviven las neuronas que tienen actividad de
la enzima NDP, y por consiguiente, producen 6xido ni-
trico. Este mismo fenémeno se ha observado en la En-
fermedad de Alzheimer o en la embolia cerebral. Se
ha propuesto que la muerte celular en estos padeci-
mientos neuronales pueda deberse a la citotoxicidad
producida por el 6xido nitrico (29,48).

Conclusion

Es realmente sorprendente la rapidez con la que se
han dilucidado muchas de las caracteristicas bioquimi-
cas y funcionales del 0xido nitrico. Probablemente, los es-
tudios realizados en las diferentes areas de investigacién
hayan permitido que este avance fuera tan rapido.

En la actualidad el 6xido nitrico es considerado como
una nueva clase de mensajero celular dentro de varios
sistemas en el organismo. Sus caracteristicas quimicas
como son: peso molecular bajo y carga electroneutra
permiten su rapida difusién a través de la membrana ce-
lular en ausencia de cualquier otro mecanismo acarrea-
dor, lo cual hace del ON una molécula mensajera particu-
larmente atractiva en el sistema nervioso. Esto permite a
la sefial generada en una célula, ejercer sus efectos en
multiples células cercanas. Su alta reactividad tiene como
Unica limitante su corto tiempo de vida que esta estimado
entre 1y 6 segundos.

La posibilidad de que esta molécula participe como
mensajero retrogrado en los mecanismos de aprendizaje
y memoria, asi como en diferentes patologias comola de
la embolia cerebral, la Corea de Huntington o la Enfer-
medad de Alzheimer y sea la responsable de la destruc-
cion de células potencialmente cancerigenas, hace espe-
cialmente interesante el estudio de las rutas metabélicas
en las cuales participa. El reciente descubrimiento sobre
la localizacién de la enzima citocromo P-450 reductasa
en las neuronas catecolaminérgicas del SNC, como la
responsable de la producccion de mondxido de carbono
(CO), que presenta caracteristicas similares a las del oxi-
do nitrico (peso molecular bajo, rapida difusion a través
de la membrana, direccionalidad retrégrada y regulacion
de la actividad de la GC), hacen evidente la existencia de



una nueva familia de mensajeros quimicos involucra-
dos en la comunicacién neuronal.
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