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Introduccion

En los Gltimos anos, el 6xido nitrico (NO) ha sido
identificado como un importante mensajero intercelu-
lar que regula una gran variedad de funciones en diver-
sos tejidos. Es un mediador inusual, ya que es un gas
extremadamente |&bil cuya vida media es del orden de
segundos. Esta molécula actia como radical libre gra-
cias a su electron desapareado que le confiere la capa-
cidad de ser altamente reactivo con otras moléculas.
Nadie esperaba que esta sustancia pudiera ser impor-
tante en la biologia. Hasta hace relativamente pocos
anos era considerado un constituyente mas de la con-
taminacién atmosférica. Sn embargo, a finales de los
anos 80 se describio la sintesis de NO,7/NO,~, produc-
tos de la oxidacién del NO, por los mamiferos® 2y se
identificé al NO como el factor relajante derivado del
endotelio ® 4, abriéndose entonces un intenso campo
de investigacion en la comunicacion entre células, ya
que esta molécula, dada su naturaleza difusible, atra-
viesa libremente la membrana celular y actia como
mensajero inter e intracelular.

La gran variedad de tipos celulares donde ha sido
identificado, asi como el gran nimero de reacciones
controladas por el NO, ha incrementado el interés en
el estudio de esta sustancia y ha hecho que se alcan-
ce un rapido progreso en la investigacion acerca de
este mediador.

Sintesisy accionesdel NO

La principal accién del NO es la relajacién de la
musculatura para reflejar su activacion por agentes
inflamatorios como citoquinasy LPS. NOS esta au-
sente en la mayoria de las células en condiciones
normales. Su expresién es inducida en varios tipos
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celulares por sefales procedentes del sistema inmu-
ne tales como citoquinas, produciendo grandes can-
tidades de NO durante periodos tan largos como cin-
co dias.

Dada la participacion del NO en la fisiologia y fi-
siopatologia de tantos y variados sistemas de érganos
hay un profundo interés en la regulacion de la bio-
sintesis de NO desde el punto de vista fisioldgico y
farmacoldgico. Una motivacion para este interés,
aunque no la Unica, es la evidencia de que la pro-
funda hipotensién resultante de la administracion de
endotoxina bacteriana (LPS) o de factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) podria depender de la induccion
de NOS® ', Debido a que la NOSc endotelial inter-
viene en la regulacion de la agregacion plaquetaria y
la regulacion del tono vascular y la neuronal podria
jugar también un importante papel fisiologico, mu-
chos investigadores consideran que el mayor desafio
es encontrar una manera de inhibir selectivamente
NOS.

Regulacion de la expresion de NOSi

Existen tres razones fundamentales que obligan a
pensar en un ingenioso mecanismo de regulacién de
la actividad de este enzima. Primero, la amplia distri-
bucién por todo el organismo de la isoforma induci-
ble que ha sido demostrada hasta la fecha en macré-
fagos, neutréfilos, queratinocitos, astrocitos, hepato-
citos, musculatura lisa, contribuyendo a la regulacion
del tono vascular. Sn embargo, el NO tiene otra serie
de complejas funciones: actla en la inhibicion de la
agregacion plaquetaria, es un neurotransmisor en el
sistema nervioso central y también interviene en reac-
ciones de quimiotaxis y citotoxicidad °. Por otra parte,
en el momento actual se cree que cantidades anor-
malmente elevadas de NO estan involucradas en
ciertas situaciones fisiopatoldgicas como la hipoten-
sion que acompana al shock séptico y la respuesta in-
flamatoria inducida por dano tisular.

El NO es el producto de la oxidacion del grupo
guanidinio de la L-arginina por un enzima denomi-
nado 6xido nitrico sintetasa (NOYS). Este enzima cata-
liza la oxidacién de la L-arginina para convertirla en
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citrulina, siendo el NO el coproducto de esta reac-
cion . Hasta ahora han sido aisladas y caracteriza-
das tres NOSdistintas que son producto de tres genes
diferentes. Las tres isoformas varian en la localiza-
cién celular, secuencia de aminodcidos, regulacion
y, por lo tanto, en sus papeles funcionales. Dos iso-
formas de NOS son dependientes de Ca** y de cal-
modulina exégena y se expresan de manera consti-
tutiva. Una esté localizada en el endotelio”®y la
otra se expresa en neuronas periféricas y centrales
mediando procesos como la vasodilatacion y la neu-
rotransmision °. Estas dos enzimas se denominan ge-
néricamente NO sintetasa contitutiva (NOSc) y per-
manecen en reposo hasta que una elevacion en el
nivel de Ca?* intracelular activa su unién a la calmo-
dulina 'y hace que se produzca NO durante varios
minutos. La tercera forma es inducible y se denomi-
ndé NOSinducible (NOS) ', células musculares lisas,
endoteliales, epitelio, celélulas mesangiales, fibro-
blastos, células tumorales y miocitos cardiacos®.
Segundo, en todas estas celulas, la maxima induc-
cion de NOS depende de la combinacién sinérgica
de estimulos cuya eficacia varia segun el tipo celular.
A menudo la sinergia se produce entre el interferén
gamma y un compuesto de la pared bacteriana, el
lipopolisacarido (LPS)'2 o con TNF-a '3, pero la lista
de agentes que son capaces de inducir la NOS se ha
incrementado en los Ultimos anos y ahora incluye
sustancias como el acido picolinico ', ozono, agen-
tes que aumentan el AMPc '3, luz ultravioleta y agen-
tes microbianos que han perdido el LPS. Finalmente,
NOSi esta sujeta a supresién inmunolégica, por
ejemplo, por el factor transformante del crecimiento
(TGF-B) ¢ o las interleuquinas 4 (IL-4) "7, 108 y 13 1%
20 En la mayoria de los casos la produccién de NO
se relaciona con cambios similares en la abundancia
del MRNA de NOS, indicando que en su mayor par-
te la regulacién de la NOS se produce a nivel trans-
cripcional, actuando bien directamente sobre la
transcripcion o sobre la estabilidad del mRNA.
Debido a que, en general, la induccion de la expre-
siébn de NOS refleja un incremento en la transcrip-
cién del gen se han intensificado los esfuerzos para
clonar el gen e identificar los elementos del DNA in-
volucrados en su regulacion. Hasta el momento se
han clonado los promotores del gen de la NOS hu-
mana?' y murina?? 2, La inducibilidad de NOS por
diversos estimulos indica que la regulaciéon de su
promotor debe ser muy compleja. En la region pro-
motora de este gen, tanto en humanos como en ra-
ton, se han detectado numerosas secuencias de DNA
reguladoras a las que posiblemente se pueden unir
diferentes factores de transcripcién. Mediante el ana-
lisis computarizado de las secuencias se han podido
identificar sitios para la unién de NF-xB, AP-1, NF-
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IL-6, elementos de respuesta a interferon y a TNF-a.
La capacidad de inducir la transcripcién de la NOS
murina por LPS parece ser debida a una Unica se-
cuencia NF-xB situada entre los nucleétidos -85 y
-76, en combinacidn con otras proteinas nucleares
no identificadas hasta la fecha?? 23, Sin embargo, la
funcionalidad de muchos de estos posibles elemen-
tos reguladores en la regién reguladora del promotor
de la NOS todavia no ha sido determinada.

Aspectos funcionales de la expresion de NOSi

La expresion de NOS es el resultado de respues-
tas inflamatorias difusas o localizadas resultantes de
la infeccién o dano tisular. Asi, donde la respuesta
inflamatoria es parte de una respuesta adaptativa, la
expresion de NOS es beneficiosa; cuando la expre-
sién de NOS es parte de una inflamacién anormal,
esta expresién puede ser perjudicial (ejemplo, en-
fermedades autoinmunes). Como aspectos benefi-
ciosos puede destacarse que la expresién de NOSi
resulta en la inhibicién del crecimiento de patége-
nos desde microorganismos hasta virus?*. Y también
parece proteger a los tejidos del dano en respuestas
agudas inflamatorias sistémicas como la sepsis®. La
vasodilatacion resultante de la expresién de NOSi
mejora la perfusién durante la sepsis, pero si ésta es
excesiva la hipotension resultante puede llegar a ser
refractaria y, por tanto, letal. En el contexto de los
organos sblidos, la expresion de NOS en endotoxe-
mia podria ser citoprotectora, ya que previene la
formacion de microtrombos inhibiendo |a agrega-
cion plaquetaria y la lesion mediada por radicales
del oxigeno 6.

NOSi y rifidn

Varios autores han comenzado a localizar la NOS
en el rifién ?’. Existen datos publicados recientemente
que indican que el NO tiene potentes efectos en la
funcion renal, incluyendo modulacién de las hemo-
dinamicas renal y glomerular, secrecion de renina,
feed-back tubulo-glomerular y excrecion de sodio
(revisada en ref. 28). Este NO es importante mante-
niendo la tasa de filtracién glomerular en condicio-
nes basales y también en estados patoldgicos en los
que esta incrementada la produccién de angiotensina
[12°. Ademas el NO puede inhibir la proliferacion
mesangial y asi modular los efectos de las citoquinas
y factores de crecimiento en la glomerulonefritis®C. A
pesar de la creciente importancia que se asigna al
NO en la funcién renal se conoce relativamente po-
co acerca de la expresion de NOS a lo largo de la



nefrona. Wilcox y colaboradores han demostrado la
presencia de NOSen las células de la macula den-
sa®'. Se haidentificado NOS en cultivos primarios
de células del tabulo proximal y de tubulos colecto-
res de la capa medular interna en rata®2. Morrissey y
cols. demostraron recientemente la representacion de
NOS en distintos tejidos del rifidn, encontrandola en
la capa medular externa y en glomérulos®3.

Se ha demostrado que algunas citoquinas inflama-
torias, como el TNF-a.®*, la IL-1B% o productos de la
pared microbiana como el LPS?® son capaces de in-
ducir la expresion de un tipo de NOS similar a la del
macrofago en células mesangiales y que éstas son
capaces de responder al NO por ellas liberado, in-
crementando los niveles de GMPc intracelular. Las
células mesangiales glomerulares son un tipo espe-
cializado de células musculares lisas con propieda-
des comunes a los macréfagos, incluyendo la capa-
cidad de sintetizar prostaglandinas, radicales libres
del oxigeno, citoquinasy factores de crecimiento.
Debido a su naturaleza contractil son capaces de re-
gular la tasa de filtracidon glomerular y el trafico de
macromoléculas a través del glomérulo. Estas células
responden al NO derivado del endotelio con la for-
macién de GMPc y la subsiguiente relajacion %.

Nuestro grupo ha llevado a cabo estudios utilizan-
do LPSy TNF-a y hemos comprobado que ambas
sustancias se comportan de forma sinérgica para in-
ducir la NOS™. Cuando analizamos el comporta-
miento de este enzima se observé que la inducibili-
dad que presenta ante estos dos estimulos es
dependiente del proceso de transcripcion y de sinte-
sis proteica. Es un hecho conocido que las células
mesangiales son capaces de producir NO ante esti-
mulos de tipo inmunologico, pero recientemente se
ha descrito la induccion de la transcripcion de la
NOS en estas células por sustancias no relacionadas,
como la forskolina que actua de forma sinérgica con
la IL-1P3 %8, o agentes capaces de aumentar los niveles
de AMPc %. B mecanismo por el que se produce la
induccion es desconocido hasta el momento. La ex-
presion de este enzima puede resultar autotdxica en
determinadas situaciones. B exceso de formacion de
NO y de GMPc en células mesangiales no sblo blo-
quea la contractilidad de estas células®®, sino que
puede contribuir al dafio tisular observado en la pa-
togénesis de ciertas formas de glomerulonefritis*°.

Debido a la implicacién del NO en la fisiopatolo-
gia renal hay un creciente interés en conocer la regu-
lacién de la NOS mesangial. En 1989, Pfeischifter y
cols. describieron que la actividad de este enzima se
podia inhibir con glucocorticoides*', hecho que ya
se habia comprobado en macréfagosy, al igual que
ocurre en éstos, también por el TGF-'¢. Sin embar-
go, en estos trabajos no explican el mecanismo em-
pleado por estas sustancias para inducir este efecto.

OXIDO NITRICO SINTETASA INDUCIBLE

Nuestro grupo ha demostrado recientemente que un
glucocorticoide, la dexametasona, es capaz de inhi-
bir la transcripcion de NOS en células mesangiales
de rata inducida por LPS+TNF-a . Este fendmeno se
produjo de forma dependiente de concentracién y
tiempo. La dexametasona es capaz de prevenir el
efecto producido por la combinacién del LPS+TNF-a;
sin embargo, el tratamiento con dexametasona no es
capaz de revertir el efecto producido por la estimula-
cién de laNOS, lo cual podria ayudar a explicar el
fracaso terapéutico de los glucocorticoides en el
shock séptico admitiendo, naturalmente, que el NO
es un importante mediador implicado en las altera-
ciones hemodinamicas que en éste se producen 2. H
mecanismo molecular que subyace en este proceso
no ha sido aun establecido; los glucocorticoides po-
drian disminuir la estabilidad del RNA, disminuir la
tasa de transcripcién o interaccionar con otros facto-
res de transcripcion activadores inhibiendo su efecto.
En células musculares lisas se ha descrito que la de-
xametasona es capaz de aumentar la estabilidad del
mMRNA y al mismo tiempo disminuir en un 30% la ta-
sa de transcripcién de NOS #3, pero no existe hasta
el momento ningun trabajo que sefiale un fenémeno
semejante en células mesangiales. No se ha clonado
el promotor de la NOS de rata, de forma que no se
conoce si existe un elemento de respuesta a glu-
cocorticoides. En el promotor murino no se ha detec-
tado ningun elemento de respuesta a glucocorticoi-
des (GRE) 2> 2%, que constituye el mecanismo general
de actuacién sobre la expresion génica de estas dro-
gas*. Sin embargo, es posible que existan pequenas
pero significativas diferencias en el gen de rata que
ayuden a explicar este fendmeno.

El control de la transcripcion de este enzima en
respuesta a citoquinas inflamatorias esta siendo in-
tensamente estudiado, y parece claro que estan invo-
lucrados una serie de factores de transcripcion comu-
nes a muchos sistemas celulares, el mas llamativo de
los cuales es el NF-xB. Se trata de un factor de trans-
cripcién multiproteico formado por dos subunidades,
la p50 y la p65, que se encuentra de forma inactiva
en el citoplasma acomplejado con una subunidad in-
hibitoria, el 1kB. Este factor es activado en respuesta
a LPS, IL-1B, TNF-a y otros estimulos y juega un pa-
pel clave en el desarrollo de respuestas inmunes e in-
flamatorias“®. Otros grupos ademas del nuestro, han
descrito la participacion de este factor en la activa-
cion de la transcripcion de NOS en células mesan-
giales de rata'®%. Para ello se utilizé un inhibidor de
su activacion, el pirrolidin ditiocarbamato (PDTC). La
activacion del NF-xB conlleva la disociacion de la
subunidad inhibitoria I«B y la subsiguiente transloca-
cion al nuacleo del factor donde se une al DNA; el
PDTC es capaz de bloquear la liberacion de IkB con
un mecanismo de accion relacionado probablemente
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con su capacidad quelante de metales pesados 'y su
actividad antioxidante “6. Esta sustancia produjo una
inhibicién dependiente de tiempo y dosis sobre la in-
duccion de la NOS observada en CMR estimuladas
con LPS+TNF-a. B PDTC afiadido cuatro horas des-
pués de inducir el enzima es todavia capaz de inhibir
su expresion. También se ha demostrado que el
PDTC es capaz de inhibir la expresién de NOS indu-
cida por IL-1p de forma dependiente de la dosis, pero
no la inducida por AMPc ®°. Esto indica que la activa-
cion via AMPc implica la actuacién de otros factores
de transcripcién que bien, solos 0 en combinacion
con el NF-kB, son capaces de activar la NOS induci-
ble de la célula mesangial. Observaciones recientes
concluyen que el NF-xB es capaz de interaccionar de
forma directa con el receptor de los glucocorticoides
activado 4> “8. La significacion bioldgica de este he-
cho todavia no ha sido bien estudiada, pero es posi-
ble que pueda ayudar a explicar el efecto inhibitorio
de los glucocorticoides en la NOS mesangial.

Parece cada vez mas claro que el NO liberado por
las células mesangiales podria esta implicado en de-
terminadas enfermedades renales*® %50 En ratas con
glomerulonefritis de Heyman, los glomérulos aisla-
dos producen cantidades importantes de NO;basal-
mente y después de la estimulacion con LPS cuando
se compara con glomérulos de animales control 4.
Los autores de estos estudios atribuyen estos efectos
a los macréfagos infiltrados, pero es posible, en vir-
tud de lo antes expuesto, que las células mesangiales
estén realizando una contribucién sustancial a este
fendbmeno, sin descartar la participacién de las otras
estirpes celulares componentes del glomérulo, como
son las células endoteliales®' y las epiteliales®. Asi,
nosotros hemos observado, utilizando glomérulos
aislados que la combinacion de LPS+IFN-y y
LPS+TNF-a es capaz de inducir la expresion de la
NOS, y también demostramos el efecto inhibitorio
de la dexametasona y del PDTC en esta estructura,
donde los resultados son mas facilmente extrapola-
bles a lo que podria suceder in vivo . Esto sugiere
una potencial via de actuacién en la disfuncién renal
que ocurre en la sepsis. En trabajos recientes se ha
investigado el papel del NO producido en la enfer-
medad glomerular inducida por endotoxina. De estos
estudios se desprende que el LPS puede estimular en-
dbégenamente la produccion de NO in vivo de forma
sistémica y dentro del glomérulo y que ejerce un pa-
pel protector en la trombosis glomerular ayudando a
mantener la perfusion del 6rgano en situaciones en
las cuales ésta se ve comprometida?®.

Conclusion
En resumen, las células mesangiales pueden pro-

ducir NO en respuesta a variados estimulos. Las cé-
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lulas endoteliales glomerulares y los macréfagos infil-
trados, y posiblemente las células epiteliales, podrian
ser una fuente adicional de NO en el glomérulo.
Ademas, la endotoxina o citoquinas circulantes po-
drian actuar directamente en la célula mesangial pa-
ra estimular la produccién de NO.

Asi, el NO producido por las células mesangiales
glomerulares podria tener un nimero importante de
acciones dentro del glomérulo, y por ende, regular
asimismo la funcion tubular. Se necesitaran estudios
adicionales para determinar si el NO esta implicado
en otras patologias glomerulares y para explorar la
posibilidad de manipulacién terapéutica de la NOS
glomerular. Esto sélo se conseguira cuando se conoz-
cay comprenda la compleja regulacién a la que el
gen que codificala NOS esta sometido.
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