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Abstract (Nitric oxide and reactive nitrogen
species: Basic concepts and biologic importance)
Nitric oxide (NO) is a free radical synthesized from
the amino acid L-arginine by a family of enzymes,
the nitric oxide synthases (NOS). There are three
isoforms of NOS named neuronal NOS (nNOS or
NOS type I), endothelial NOS (eNOS or NOS type
ITI) and inducible NOS (iNOS or NOS type II).
nNOS and eNOS are constitutively expressed in
mammalian cells which synthesize NO" in response
to the increase in intracellular calcium level. iNOS
activity is independent of the calcium levels in the
cell. Many biological functions of NO" depend on
activation of soluble guanylate cyclase, resulting in
elevated production of cyclic guanosin monophos-
phate (cGMP) levels and activation of cGMP de-
pendent protein kinases which induce diverse bio-
logical responses such as smooth muscle relaxation
and vasodilation, inhibition of platelet aggrega -
tion and neurotransmission. NO is able to react with
thiol groups (S-nitrosylation) forming S-nitroso-
thiols; however NO reactivity is low despite is a free
radical. NO is the precursor of reactive nitrogen
species (RNS) such as peroxynitrite (ONOO"), per-
oxynitrous acid (ONOOH), nitrogen dioxide radical
(NO, ), dinitrogen trioxide (N,O,) and nitryl chloride
(NO,CI). NO overproduction is associated with en-
hanced production of RNS, which induce structural
damage to multiple biomolecules including proteins
and deoxyribonucleic acid. The presence of 3-nitro-
tyrosine is considered a footprint of RNS.

Introduccion

El oxigeno atmosférico se encuentra en un porcen-
taje aproximado de 21% y es producto de la oxida -
cion del H,O que se lleva a cabo en el fotosistema I1
de las plantas, algas y cianobacterias. El oxigeno es
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indispensable para la mayoria de los seres vivos
debido a que es el aceptor final de electrones en la
cadena respiratoria y dicho transporte esta acoplado
ala sintesis de ATP. Sin embargo, altas concentracio-
nes de oxigeno resultan téxicas para la mayoria de
los organismos debido a la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO son moléculas
quimicamente reactivas derivadas del oxigeno y este
término incluye metabolitos que pueden o no ser
radicales libres (RL). Dentro de las ERO se encuen-
tran el anion superoxido (O, ), el peroxido de hidro-
geno (H,0,), el radical hidroxilo (OH), el radical
peroxilo (ROO ) y el singulete de oxigeno ('O,). Los
organismos aerobios producen ERO en forma conti-
nua como parte de su metabolismo y algunas tienen
funciones fisiologicas definidas como el O, ~ produ-
cido por la NADPH oxidasa, el cual tiene un papel
bactericida. Otro ejemplo es el H,O,, el cual tiene
una importante funcién como molécula de senaliza-
ci6n. Sin embargo, las células cuentan con sistemas
de defensa antioxidante tanto enzimaticos como no
enzimaticos para detoxificar las ERO que se produ-
cen de forma endogena. Dentro del sistema de de-
fensa enzimatico se encuentran enzimas como la
superoxido dismutasa (SOD), la cual pertenece a una
familia de metaloenzimas que catalizan la conver-
siondel O, ~a H,0, y a Oy; la catalasa (CAT) que es
una hemoproteina tetramérica que cataliza la des-
composicién del H,0O, a H,O y O, y la glutatién
peroxidasa (GPx) que cataliza la descomposicion del
H,0, o de otros peréxidos organicos a H,O. Por otra
parte, entre los antioxidantes no enzimaticos se en-
cuentran moléculas que pueden reducir antioxidan-
tes o compuestos oxidados, prevenir la lipoperoxi-
dacién y/o participar como cofactor de reacciones
enzimaticas antioxidantes. Entre los antioxidantes
no enzimaticos se encuentran el glutation (GSH), un
tripéptido compuesto por cisteina, glicina y glutama.-
to; el acido ascorbico, una vitamina hidrosoluble que
el humano no puede sintetizar por lo que debe de
adquirirse a través de la dieta; el o-tocoferol, una
vitamina liposoluble que debe ser ingerida a través
de la dieta ya que no se sintetiza end6genamente; los
carotenoides, una familia de pigmentos presentes en
frutas y vegetales formados por largas cadenas hidro-
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Tabla 1. Especies reactivas de nitrégeno producidas en el cuerpo humano
(Ueda et al., 2001).

Radicales

No radicales

Oxido nitrico (NO*)

Didxido de nitrégeno (NO,)

Peroxinitrito (ONOO")

Acido peroxinitroso (ONOOH)
Catidn nitrosonio (NO¥)

Cation nitronio (NO,*)

Anidn nitroxilo (NO")

Tetradxido de dinitrégeno (N,O,)
Triéxido de dinitrégeno (N,O,)
Cloruro de nitrilo (NO,CI)

carbonadas con dobles enlaces conjugados, y el 4ci-
do trico, el producto final del catabolismo de puri-
nas en el humano. Ademas de las ERO, existen
especies reactivas de nitrogeno (ERN) que pueden o
no ser RLy se producen en forma constitutiva. Entre
ellas se encuentran los radicales libres 6xido nitrico
(NO) y dioxido de nitrogeno (NO, ) y los no radica-
les como el cation nitronio (NO,*) y el peroxinitrito
(ONOO), entre otros. Dentro de las ERN, el NO es
de gran importancia debido a que es una molécula
de senalizacion que esta involucrada en numerosos
procesos biologicos. E1 NO participa en el control
de la presion sanguinea, la inhibicién de la agrega-
ci6on plaquetaria y en procesos de neurotransmision.
Los sistemas de detoxificacion enzimaticos para las
ERN son menos especificos que aquellos con los que
cuenta la célula para eliminar las ERO. La GPx es
uno de los sistemas enzimaticos que puede detoxifi-
car el ONOO- y recientemente se ha demostrado
que la peroxirredoxina 5 de humano (Dubuisson et

CoLs Darinia reductasa

MNH3+

Dominio axigenasa

Coo-

al., 2004) y la tiorredoxina reductasa (Arteel et al,
1999) actian también como peroxinitrito reductasas.
En lo que respecta a los antioxidantes no enzimati-
cos, se conoce que el GSH, el acido ascorbico y el
acido drico son capaces de detoxificar a la célula de
ONOO- (Alvarez y Radi, 2003). No obstante, exis -
ten condiciones en las que se genera desequilibrios
entre la produccion y la neutralizacién de las ERO o
ERN a las cuales se conoce como estrés oxidativo y
nitrosativo, respectivamente. Estos desequilibrios se
pueden presentar por una produccion excesiva de
ERO o ERN, por una disminucién de las defensas
antioxidantes o por una combinacién de ambos
eventos que desemboca en dano a biomoléculas y
dependiendo de la cantidad, en dafio a tejidos.

En las dltimas décadas se han descrito un gran
nimero de fisiopatologias donde se postula al au-
mento de las ERO y de las ERN como fuentes que
contribuyen de forma importante al desarrollo de
enfermedades como Alzheimer, Huntington, diabe-
tes e hipertension, entre otras. Lo anterior se debe a
que tanto el estrés oxidativo como el nitrosativo
pueden tener como resultado dafio estructural en la
célula, como la lipoperoxidacion de las membranas,
la oxidacién y nitracién de proteinas y el daiio al
acido desoxirribonucleico (ADN).

Formacién de NO y de otras ERN

EINO se sintetiza enzimaticamente por medio de la
6xido nitrico sintasa (NOS), una familia de enzimas
con 3 isoformas producto de 3 genes distintos. La
tipo I o neuronal (nNOS) y la tipo III o endotelial
(eNOS) son constitutivas y su actividad esta regulada
por concentraciones intracelulares de calcio. La ac -
tividad de la isoforma tipo II o inducible (iNOS) es
independiente de calcio y esta regulada transcripcio-
nalmente por citocinas como interferén y o produc-
tos bacterianos como lipopolisacaridos, entre otras.
Todas estas isoformas tienen un dominio reductasa y
un dominio oxigenasa y es necesaria su conforma-
cion homodimérica para que se lleve a cabola
sintesis de NO . El dominio reductasa se encuentra
en el extremo carboxilo donde se localiza un sitio de
unién a flavin adenin mononucleétido (FMN), flavi-
na adenina dinucleétido (FAD) y nicotinamida ade-
nina dinucleétido fosfato (NADPH). En dominio
oxigenasa se encuentra en el extremo amino donde
se localiza un grupo hemo y sitios de unién a tetra -
hidrobiopterina (BH,), a L-arginina y a Ca?*-calmo-

Figura 1. La estructura homodimérica de las tres isoformas de la  dulina (CaM) (figura 1).

NOS es indispensable para la sintesis de NO.

La sintesisde NO a partir de L-arginina se lleva
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a cabo por las tres isoformas de la NOS y ocurre en
dos pasos, el primero involucra la formacion de la
N*-hidroxi-L-arginina, un intermediario unido a
la enzima, y el segundo consiste en la oxidacion de
dicho intermediario a NO y a L-citrulina. Esta sin-
tesis requiere de tres electrones donados por 1.5
moles de NADPH y dos electrones donados por el
grupo guanidino de la L-arginina (figura 2). Los
electrones fluyen del dominio reductasa al dominio
oxigenasa y se transfieren a través de las flavinas de
la NOS al grupo hemo, el cual requiere O, en ambos
pasos de la sintesis de NO (Knowles y Moncada,
1994; Alderton et al., 2001; Stuehr et al, 2004;
Stuehr, 2004).

A pesar de ser un RL, el NO - tiene baja reacti-
vidad pero es de gran importancia debido a que es
precursor de ERN entre las que se encuentran el
ONOO-, el ONOOH, el NO, y el NyO;. La forma-
ci6on de ONOO- se debe a la reaccion entre el NO
con el O, con una k=de 6.7 x 10° M s7! la cual
indica que esta reaccion es mas rapida que la que se
lleva a cabo entre el O,~ yla SOD, la cual es de
2 x10°M™' s7l. Enla tabla 2 se presentan las reaccio-
nes de formacion de diversas ERN.

La formacion de ONOO- es de gran importan-
cia por su capacidad para modificar biomoléculas
comoaminoacidosy proteinas mediante procesos de
oxidacién y nitracién; este ultimo consiste en la
adicion de un grupo nitro a una biomolécula (Halli-
well y Gutteridge, 1999; Evans y Halliwell, 2001;
Olinescuy Terrance, 2002). EI NO también es capaz
de formar complejos con iones metalicos, lo cual es
muy importante para su actividad biol6gica ya que
es por medio de estas interacciones que ejerce sus
efectos fisiologicos. Por ejemplo, el NO activa a la
guanilato ciclasa soluble (GC), la enzima que sinte-
tiza el segundo mensajero guanosin monofosfato
ciclico (GMPc). La activaciéon de la GC se debe
precisamente a la formacién del complejo hemo-
Fe- NO. Por otra parte, algunas hemoproteinas
como la hemoglobina, la mioglobina y el citocromo
¢ pueden reaccionar rapidamente con NO para
producir aductos nitrosil-hemo (NO-hemo) que pue-
den impedir las funciones fisiol6gicas tanto del NO
como de las hemoproteinas; asi la uniéon del NO al
grupo hemo de la citocromo c oxidasa inhibe en form
competitiva y reversible la actividad de esta enzim
(Radi, 1996)

La inactivacién de hemoproteinas se debe a la
formacién de complejos que alteran el estado de
oxidacién de iones presentes en la célula. Un ejem-
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plo de ello es la hemoglobina, la proteina responsa-
ble del transporte de O, en la sangre y que contiene
al grupo hemo. Esta proteina enlaza hierro (Fe) en el
estado de oxidacién 2+ y puede enlazar O, en forma
reversible para formar oxmihemoglobina (HbO,)
sin cambios en el estado de oxidacion del Fe. Sin
embargo, el Fe?* puede ser oxidado por una gran
variedad de agentes. En presencia de aniones inorg -
nicos u organicos, el F 2* puede reaccionar con el
NO para formar complejos que tienen la estructura
general Fe(NO),(A-),, donde A~ puede ser Cl-, OH-,
HPO,* o RS, los cuales se encuentran en el medio
celular.

EINO también reacciona con compuestos que
contienen grupos amino (N ,) y tiol (RSH). Sin
embargo, para que se lleve a cabo la reaccién entre
el NO vy los RSH es necesaria la presencia de O,.
Ademas, el NO puede reaccionar con O, para for-
mar en ultima instancia N,O, (tabla 2). Esta tltima
especie puede reaccionar con los RSH para formar
S-nitrosotioles (RSNO) o con H,O para genera nitri-
tos (NO,") (Keshive, 1996), los cuales han sido con -
siderados productos finales del metabolismo del NO
(Eberhardt, 2001) (tabla 2). Sin embargo, los NO,
pueden formar otras ERN como NO, y NO,Cl al reac-
cionar con H,0,y HOC], respectivamente (tabla 2).

Mecanismo de accién fisiol6gico del NO

El mecanismo de acciéon del NO consiste en la
activacion de la GC y la consecuente formacion de
GMPc (figura 3). Este dltimo es capaz de activar
proteinas cinasas dependientes de GMPc y desenca-
denar diversas respuestas como la relajacion del
musculo liso, la inhibicién de la agregacion plaque-

NH, _NH, NH,  N-OH 0] NH,
) T Y
NH NH NH
1 NADPH 0.5 NADPH NO* +
0, H,O 0, H,0
+NH, COO~ NH, COO™ +NH, COO~
L-arginina Nv-hidroxi-L-arginina Oxido nitrico L-citrulina

Figura 2. La NOS cataliza la oxidacion de la L-arginina a un intermediario,
la N"-hidroxi-L-arginina y posteriormente a NO vy L-citrulina.
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Tabla 2. Reacciones de formacién de especies reactivas de nitrégeno (Tarpey etal., 2004, Ignarro et al., 1993,

assina et al., 2000, Eberhardt, 2001).

Reaccion

Comentarios

+

NO +0, -~ — ONOO~ — ONOOH

Formacion de peroxinitrito a partir de 6xido nitrico y anion
superoxido. La protonacion del peroxinitrito conduce ala formacion
del acido peroxinitroso.

ONOOH —> OH + NO,

El acido peroxinitroso se puede descomponer en los radicales hidroxilo
y didxido de nitrégeno. El radical hidroxilo es capaz de oxidar
bases del ADN. El radical dioxido de nitrégeno es un poderoso
agente nitrante y promueve procesos de lipoperoxidacion.

NO +1e — NO
NO +0, — ONOO -

Cuando el NO gana un electron se forma el anion nitroxilo. Este a
su vez puede reaccionar con el oxigeno para formar peroxinitrito.

NO -1e — NO*

El cation nitrosonio se forma cuando el 6xido nitrico pierde un
electron. Este cation participa en la formacion de nitrosotioles
(RSNO), los cuales prolongan la vida media del 6xido nitrico.

NO, + NO — N,O,

El diéxido de nitrogeno puede generar trioxido de dinitrogeno, un
agente capaz de desaminar guanina, citosina y adenina
convirtiéndolas a xantina, uracilo e hipoxantina, respectivamente

2NO, <= N,0, « NO +OONO NO + O,

Mediante diferentes reacciones puede generarse tetradxido de
dinitrégeno, un poderoso agente nitrante.

N,0, + H,0 — NO, + NO; + 2H*

2NO +H,0, —» NO,” + NO; +2H*

2NO +0, — 2NO, +2NO — 2N,0; +2H,0 —
— 4NO, + 4H*

Mediante diversas reacciones se producen los aniones nitrito y
nitrato que se han considerado los metabolitos finales del 6xido
nitrico.

NO,” +H,0, — NO,

A su vez, el nitrito en presencia de perdxido de hidrégeno y de
peroxidasas puede generar radical dioxido de nitrégeno.

NO,” + HOCI — NOLCl

El cloruro de nitrilo es un agente nitrante que se forma por
reaccion entre nitrito y acido hipocloroso, este ultimo proveniente
de la actividad enzimatica de la mieloperoxidasa.

ONOO- + CO, — [ONOOCO,] — CO,~ + NO,

La reaccion entre el peroxinitrito y el didoxido de carbono forma
un intermediario, el nitrosoperoxicarboxilato que es precursor del
radical carbonato. Este ultimo oxida aminoacidos aromaticos
como tirosina y triptofano.

Activacion de la guanilato ciclasa
(Algunos de los efectos son
vasodilatacion, inhibicion de la
agregacion plaquetaria y

neurotransmision) \

Terminacion del proceso de

lipoperoxidacion

(l—g O puede reaccionar

directamente con radicales peroxilo
/ formados durante la

lipoperoxidacion y actuar como un
terminador en la cadena de
propagacion de radicales lipidicos

OXIDO NIiTRICO

Formacion de S-nitrosotioles
(Actian como donadores de NO)

/

Formacion de S-nitrosoalbtimina

(Es un reservorio de NO y tiene especial
importancia porque esta proteina es
muy abundante en circulacion)

Figura 3. Algunas de las acciones fisiologicas del NO. El NO puede reaccionar con compuestos facilmente oxidables, como los que
contienen RSH. La S-nitrosoalbumina se forma in vivo por la S-nitrosilacion en el residuo de cisteina 34 de albumina; de esta manera se
prolonga la vida media del NO. EI NO puede reaccionar con acidos grasos previamente oxidados con lo cual se detiene el proeso de
lipoperoxidacion.
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taria y la neurotransmision, entre otras (Hamad et al,
2003). Ademas el NO puede almacenarse en forma
de RSNO (figura 3) y ser liberado posteriormente
para difundir a través de las membranas y activar a
la GC. Los RSNO se forman por la reacciéon de un
grupo NO* con RSH del aminoacido cisteina libre
o presente en proteinas y péptidos (Gaston et al,
2003). Los principales RSNO en sistemas biologicos
son S-nitrosoalbtimina, S-nitrosoglutation (GSNO),
S-nitrosohemoglobina y S-nitrosocisteina (Rauhala
et al., 2005). Existen diversos estudios que soportan
que la relevancia biolégica de los RSNO se debe a
su actividad antimicrobiana, vasodilatadora y a su
capacidad para inhibir la agregacion plaquetaria
(Giustarini et al., 2004; Stamler, 2004; Tsikas et al.,
2001; Sandmann ez al., 2005). Especificamente, la
formacién de S-nitrosoalbimina tiene especial im-
portancia al ser la mayor fuente de reserva de NO
en plasma (Gandley et al., 2005). La S-nitrosoalbu-
mina se forma por la S-nitrosilacién de la cisteina 34;
se ha postulado que la S-nitrosocisteina o el GSNOson
los donadores de NO en dicho proceso (Tikas ez al.,
2001) (ver la figura 3). De hecho estos compuestos se
han encontrado en el torrente sanguineo y en varios
tejidos animales y vegetales (I'sikas et al., 2001).
Debido a la capacidad vasodilatadora del NO
y de los RSNO, se han utilizado compuestos sintéti-
cos que mimetizan este efecto al liberar NO (Halli-
well, 1997; Richardson y Benjamin, 2002). Dichos
compuestos se conocen como nitrosovasodilatado-
res y algunos han sido utilizados por varias décadas
en el tratamiento contra enfermedades en las que se
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oxidada se aparea con A y no con C. Por otra parte,
a pesar de que se ha demostrado que existen otras
especies capacesde inducirnitracién como el NO ,Cl
(Eberhardt, 2001), no se ha demostrado que esta
especie pueda inducir alteraciones al ADN de la
misma forma que el ONOO-. Otro de los mecanis-
mos por medio del cual el ONOO- puede inducir
alteraciones en el ADN es por medio de la abstrac-
ci6n de un atomo de hidrégeno de la desoxirribosa
causando ruptura en sus cadenas. El ONOO- puede
generar la formacion de 8-nitrodesoxiguanosina (fi-
gura 4) lo cual favorece la activacion de endonuclea-
sas, del tipo AP (sitio apurinico o apirimidinico) que
catalizan la ruptura de un acido nucleico dentro de
la cadena de ADN removiendo la base modificada
para su posterior reparaciéon. Otra ERN que ejerce
importantes efectos sobre el ADN es el N,Oj, el cual
puede reaccionar con aminas primarias presentes en
las bases del ADN (posicion 6 en A, posicion 4 en C
y posicion 2 en G) formando el intermediario R-
NH,*-N=0O (Garcia-Santos ef al., 2002) lo que da
lugar a transiciones tipo GC — AT, GC - TA y
AT — GC. La consecuencia masimportante de estas
alteraciones es ruptura de la cadena de ADN.

B. Reacciones con lipidos

Un posible mecanismo de lipoperoxidacién en el
que estan involucradas las ERN consiste en la reac-
ci6n del NO, con lipidos abstrayendo un atomo de

observa una vasoconstriccién anormal como en la
angina de pecho. En la tabla 3 se presenta una lista
de algunos donadores de NO .

o)
o) - /_\/_<Noz
N
Nfﬁjv/ . fjﬁ;vh RI R2
2
H,N N/ N H,N N AN R=(CH,),CO,H
N
’ drR

N R
ONO d R= (CH,),CH,

Efecto de las ERN sobre algunas biomoléculas

8-nitroguanina 4-(nitroso)-desoxiguanosina Linoleato nitrado

A. Reacciones con el dcido desoxirribonucleico (ADN)

o . . . . COOH
La reactividad del NO es insuficiente para inducir 0: o
alteraciones importantes en el ADN. Sin embargo,el ~ H° \ﬁr\f NO: NH
ONOO- puede causar transiciones de tipo guanina- H, H HO ’
o o . . H.C o : H.N
citosina — timina-adenina (GC — TA) al reaccionar i C,Hss NO,
3

con G y formar la 8-oxo-desoxiguanosina (ver la fi-
gura 4) la cual puede conducir a mutaciones (Eber-
hardt, 2001). Estas mutaciones se originan por parea-
miento equivocado durante la replicacién,
recombinacién o reparacion del ADN o bien por
desaminacién u oxidacién. Al desaminarse C se
produce uracilo (U) y por lo tanto se aparea con A
en lugar de aparearse con G, mientras que la G

5-nitro- v - tocoferol Acido irico nitrado 3-nitrotirosina

Figura 4. El ONOO™ modifica un gran nimero de moléculas de importancia biologica
que incluyen bases de ADN como la guanina, lipidos de membrana tal como el
linoleato, algunos aminoacidos como la tirosina y moléculas antioxidantes como
el acido urico y el y-tocoferol.
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Tabla 3. Ejemplos de donadores de NO (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Tipo de compuesto Ejemplos

Complejos nitrosilmetalicos Nitroprusiato de sodio (NPS): Na,Fe(CN);NO
Nitrosilpentacloruro de rutenio (NPR):

K,Ru(Cl)sNO
S-nitrosotioles Nitrosocisteina
R-S-N=0 S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina (SNAP)

Nitritos y nitratos organicos Nitrito de amilo: (CH,),CH(CH,),-O-N=0
Nitroglicerina (éster de glicerol trinitrato)

NONOatos Dietilenetriamina (DETA):
Contienen el grupo funcional |R,=R,=H,NCH,CH,
[N(O)NO]- Espermina:

R,= H,N(CH,);NH,*(CH,),
R,= H,N(CH,),

(0] Propilamina propilamina (PAPA):
| R = CH;CH,CH,
R;-N-N=N-O" Na* R,= H;N*(CH,),
IR 5 Metilamina hexametileno metilamina
(MAHMA):
R,= CH;NH,*(CH,)4
R,=CH,

H o por su adicion a las dobles ligaduras. Ademas el
NO tiene un papel dual al actuar como prooxidante
cuando reacciona con O, ~ para producir ONO -
y también como antioxidante al reaccionar directa -
mente con radicales ROO formados durante la
lipoperoxidacién. De esta manera actiia como un
terminador enla cadena de propagacion de radicales
lipidicos, como se ilustra en las reacciones (Eber-
hardt, 2001; Zmijewski et al., 2005) (figura 5).

Bajo condiciones aerdbicas, el NO reacciona
rapidamente con O, para formar el NO, y éste
puede reaccionar con linoleato o metilésteres para
producir derivados nitro y nitrito alilicos (Gallon,
1993). Las reacciones de la figura 6 ilustran la forma-
cion del linoleato nitrado, como mecanismo alterno

Iniciacion:

LkH —» L

Propagacion

L+ 02 —» L-00

L-OO +L-H - LOOH+L
Terminacion

L-OO +NO — LOONO
L = Acido graso

Figura 5. Papel del NO como antioxidante.

de terminacion de la lipoperoxidacion (O’Donnell ¢t al,
1999).

C. Reacciones con grupos tiol y algunas proteinas
Los RSH son blancos frecuentes del ataque de los
RL y cabe mencionar que dichos grupos se encuen-
tran en el sitio activo de muchas enzimas. La reac-
cion del ONOO- con los RSH, sigue el siguiente
equilibrio (Eberhardt, 2001) dando como resultado
la reaccion (3):

RSH === RS + H* pKa=28.3 (37°C) (1)
ONOOH = ONOO™ + H* pKa=6.8 (37°C) (2)

Como el estado de disociacion de las especies reac-
tantes (RSH y ONOOH) esta en funcion del pH;
bajo condiciones fisiologicas se encuentran de la
siguiente forma:

RS™+ ONOOH <= RSOH + NO,- (3)

La reaccion es seguida de la adicién del anion
tiflo (RS-) a la molécula de acido sulfénico (RSOH),
dando como producto final la cisteina y al mismo
tiempo la produccion del anién hidroxilo (Trujillo y
Radi, 2002):

RSOH +RS” == RSSR + HO" (4)

Algunas proteinas modifican su funcién en forma

reversible debido a la S-nitrosilacién en los RSH por

ejemplo:

— El canal bloqueador de nucleétidos ciclicos en
el residuo de cisteina 460 (Broillet, 2000).

— La cisteinproteasa 32 en el residuo de cisteina
163 (Dimmeler ef al., 1997).

— La gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
probablemente en el residuo de cisteina 149 ya

que es un residuo involucrado en el sitio activo
de la enzima (Molina yVedia et al., 1993).

También se ha informado que las ERN como el
ONOO- pueden inactivar a enzimas como la tirosi-
na hidroxilasa, la prostaciclina sintasa (Virag et al.,
2003) y la SOD (Alvarez y Radi, 2003).

D. Reacciones con aminodcidos

Algunas ERN como el ONOO-, el NO, yel NO,CI
son capaces de inducir modificaciones sobre ami-
noacidos como la tirosina formando 3-nitrotirosina
(Radi, 2004). En estudios realizados para conocer la
reaccion de los 20 aminoacidos que componen las
proteinas, se ha encontrado que el ONOO~- reac-
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ciona s6lo con cisteina, metionina y triptéfano (Al-
varez y Radi, 2003). Sin embargo, hay algunos ami-
noacidos que a pesar de no reaccionar directamente
con el ONOOr, como la tirosina, la fenilalanina y la
histidina, pueden ser modificados por productos de -
rivados del ONOO-, como OH y NO, (Sies ¢t al.,
1997; Halliwell y Gutteridge, 1999). La modificacion
a estos aminoacidos puede conducir a la pérdida de
la funcién de una enzima o de una proteina aun
cuando no se realice en el sitio activo, ya que en algunos
casosun minimo cambio conformacional essuficien-
te para la inactivacion o pérdida de la funcién.

E. Reacciones con algunos antioxidantes biologicos
El acido trico (figura 4) y el O, se forman por
accion enzimatica de la xantina oxidasa a partir de
la oxidacion de la xantina. El acido tdrico es un
atrapador efectivo de ROO , OH y 'O, (Eberhard,
2001). En estudios experimentales se ha demostrado
que el acido urico también es un buen atrapador de
ONOQOr, protegiendo asi a la célula contra los efec-
tos nocivos de este tltimo (Floriano-Sanchez et al.,
2006). Después del acido ascorbico, el o-tocoferol es
el antioxidante mas importante en plasma ya que es
un inhibidor de la reaccién en cadena de la lipope -
roxidaciéon y un atrapador de O,-, HOO vy 'O,
(Halliwell & Gutteridge, 1999). Ademas es el antio-
xidante mas efectivo in vitro en estudios hechos en
lipoproteinas de baja densidad ante el reto oxidativo
inducido por ONOO-. La eficacia de ?y-tocoferol
(figura 4) como atrapador de ERN es mas significati-
va cuando los niveles de o-tocoferol disminuyen
(Goss et al., 1999).

Una forma indirecta de modificar a ciertas enzi-
mas consiste en la oxidacion de sus cofactores, como
es el caso de la BH,, una molécula requerida parala
actividad de tirosina hidroxilasa, fenilalanina hidro-
xilasa y NOS (Kuzkaya et al., 2005). Se ha demostra-
do que BH, no solamente es un cofactor de las
enzimas antes mencionadas sino que también es un
antioxidante eficaz pues reacciona con 7 y
ONOO- y tiene un papel citoprotector en algunos
modelos de dafio oxidativo (Kuhn & Geddes, 2003).

Conclusion

EINO ejerce un gran niimero de acciones entre las
que se encuentran la relajacion del musculo liso, la
inhibicion de la agregacién plaquetaria y la neuro-
transmision. Sin embargo, su sobreproduccién con-
duce ala formacién de ERN entre las que se encuen-

PROFESORES AL DIA [Biomedicina]

H
R1 2 R1 R2

N s .
RI7 TN SRp t NO

2

Figura . 6. Mecanismo alterno de terminacion de la lipoperoxidacion.

R1 = (CH2)7CO2H; R2 = (CH2)aCH3

tran el ONOO-, el ONOOH, el NO, y el N,Os.
Estas especies pueden daiiar diferentes biomoléculas
de gran relevancia biolégica como lipidos, aminoa -
cidos, proteinas, grupos RSH y ADN. Es por ello
que el NO y las ERN han tomado especial impor -
tancia y en las ultimas décadas se han desarrollado
diferentes estrategias que permiten su deteccion. Sin
embargo, atin debe seguirse investigando con mayor
profundidad para conocer el alcance del papel fisio-
légico que desempenan asi como aquel que puede
llegar a tener en procesos fisiopatologicos.
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