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Introduccion

H endotelio produce y libera distintos agentes va-
soactivos que regulan el tono del musculo liso vas-
cular, la funcion yuxtaglomerular, mesangial y posi-
blemente también la de las células tubulares "2. Uno
de estos agentes es una molécula labil, el llamado
EDRF o factor relajante derivado de endotelio, des-
crito por Furchgott y Zawadzki en 1980 ® y que ha si-
do identificado como 6xido nitrico (NO), aunque
estudios recientes han cuestionado la exacta compo-
sicién quimica del EDRF. Nuevas evidencias que de-
muestran que la vasculatura mantiene una cierta pro-
duccion de NO en situacién basal ha incrementado
el interés por este mediador “.

B NO esun gasincoloro ligeramente soluble en
medio acuoso, que contiene un numero impar de
electrones, y por tanto, es un radical libre. Puede ac-
tuar tanto como agente oxidante o como agente re-
ductor, pero se caracteriza por su baja reactividad
quimica . B NO se distingue por su corta vida me-
diay por su habilidad para difundir libremente por
las membranas celulares. Estas caracteristicas hacen
de esta molécula un buen candidato para ejercer su
accion de forma autocrina o paracrina, aunque su
corta vida media se opone a que pueda ser conside-
rado como una hormona importante *.

H NO se sintetiza en varios tipos de células (endo-
teliales, macréfagos y tejido nervioso, preferente-
mente) *¢ a partir del extremo amino terminal de la L-
arginina, formandose también una molécula de
L-citrulina ° ™.

La generacion del NO a partir de L-arginina ' 2 es-
ta catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS), de la
que existen al menos tres tipos principales de isofor-
mas "%, En 1991, Bredt y cols. " fueron los primeros
en publicar el clonaje molecular de laNOS, sefalan-
do la existencia de tres sitios de unién para tres co-
factores oxidativos (NADPH, FAD, FMN), asi como
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la secuencia consenso para un sitio de unién ala
calmodulina. La secuencia carboxi terminal de la
NOSrecuerda a la citocromo P-450 reductasa, y de
hecho, como se ha visto recientemente, la NOS cere-
belar puede funcionar como una citocromo P-450
reductasa '*. En 1992, Lamasy cols. publicaron la
caracterizacion de una isoforma constitutiva diferen-
te a la de las células endoteliales . La NOSdel cere-
bro y la de las células endoteliales son idénticas en
un 60 % a nivel de composicién de aminoéacidos.
Ambas enzimas son constitutivas y se activan por
aumentos de calcio en el citosol . Este cation se
une a la calmodulina®, siendo este complejo el que
activa la NOS. Se ha clonado un tercer tipo de NOS
por dos grupos de trabajo 22" a partir de los macro-
fagos, y parace ser idéntica en un 51 y 50 % a la del
cerebro y a la de las células endoteliales, respectiva-
mente. A diferencia de las NOS de cerebro y del en-
dotelio, la NOS aislada de los macr6fagos no es
constitutiva, pero se induce por endotoxinas bacte-
rianas y por t-interferén, y es calcio independiente.
Ademas de la L-arginina, la NOS necesita O,, nicoti-
namida adenina dinucle6tido fosfato (NADPH),
flavin adenina dinucleétido (FAD), flavin mononu-
cledtido (FMN) y tetrahidrobiopterina (BH,) como
cofactores.

La sustitucion de uno o los dos atomos de nitrége-
no del grupo guanidino terminal (N¢) de la L-arginina
origina analogos que antagonizan competitivamente
laNOS%. De ellos, los méas utilizados son la NG-
monometil-L-arginina (L-NMMA), la N¢-L-arginina-
metil-éster (L-ANAME) y el N-iminoetil-L-ornitina (L-
NIO).

La hidrocortisona y dexametasona inhiben la ex-
presion de la enzima inducible mediante un meca-
nismo que implica la inhibicion de la sintesis de
RNAm.

La formacién basal de NO puede modular la reac-
tividad vascular. De hecho, la presencia del endote-
lio inhibe las contracciones inducidas por norepine-
frina, serotonina y endotelina, y esta inhibicion se
previene en gran parte por LLNMMA "#:2¢, De forma
analoga, la infusién de L-NMMA aumenta mucho la
resistencia vascular periférica * y la presién sangui-
nea®, lo que indica que el NO toma parte en la regu-
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lacién de la presién sanguinea. Por lo tanto, el NO es
un potente vasodilatador endégeno que, como me-
diador biologico, tiene dos papeles fisiolégicos rele-
vantes: la comunicacion intercelular y la citotoxici-
dad. Ademas puede actuar sobre las plaquetas
adheridas en la luz de los vasos sanguineos inhibien-
do la agregacién y la adhesion plaquetaria 272,
teniendo un importante papel como anticoagulan-
te 27, 30»32‘

Las propiedades paramagnéticas de NO (numero
impar de electrones) contribuyen a que tenga gran
afinidad por el grupo hemo®, lo que explica que el
NO se una a dicho grupo de la guanilato ciclasa. Esta
union provoca un incremento de la produccién de
GMPc en las células diana *. Los mecanismos sugeri-
dos por los cuales el GMPc produce vasorrelajacién
incluyen la modulacién GMPc dependiente de las
protein kinasas, de la fosforilacién/defosforilacién de
las cadenas ligeras de miosina y del control de la ho-
meostasis del calcio intracelular *.

Los efectos hemodinamicos del NO y de su inhibi-
cién han sido revisados en varias ocasiones *. Noso-
tros queremos revisar el papel del NO en la funcién
renal y, més especificamente, en la funcién glome-
rular.

Oxido nitrico y funcion renal

B papel del NO en la funcion renal se ha estudia-
do mediante la inhibicién de su sintesis 0 mediante
su estimulacion. En los estudios realizados inhibien-
do su sintesis se ha observado que la administracion
de bajas dosis de L-NAME no modifica los niveles
basales de flujo sanguineo renal ni del filtrado glo-
merular. Del mismo modo, la administracién intra-
rrenal de un inhibidor de sintesis de NO distinto, el
L-NMMA, no modifica la hemodinamica renal de
forma importante ¥ *. Sn embargo, no se puede con-
cluir que el L-NAME no tiene efecto sobre el tono ba-
sal renal, ya que hay evidencias que muestran que el
efecto de la inhibicion del NO sobre la hemodinami-
carenal, y sobre la natriuresis esta ampliamente de-
terminado por la dosis de antagonista y por la dura-
cion de la infusidon ®. La administracién intravenosa
de bajas dosis de L-NAME produce a corto plazo una
pronunciada y selectiva disminucion de la diuresis y
de la natriuresis, mientras que se necesitan periodos
de infusion mas largos o dosis mucho mayores de L-
NAME para disminuir el flujo sanguineo renal y el fil-
trado glomerular *°.

En los estudios realizados en presencia del sustrato
de sintesis de NO, L-arginina, se ha comprobado que
cuando se administra intrarrenalmente sola o junto
con L-NMMA no se altera ni la natriuresis, ni la diu-
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resis, ni el flujo sanguineo renal, ni el filtrado glome-
rular. La L-arginina es capaz de mejorar el filtrado
glomerular en situaciones en las que esta previamen-
te disminuido, pero en situaciones basales no mues-
tra ningun efecto, ni es capaz de aumentar la vasodi-
latacién producida previamente por vasodilatadores
endotelio dependientes (acetilcolina...) ¥. En rifidn
aislado de rata preconstrefiido con noradrenalina “,
la L-arginina causa una respuesta bifasica, caracteri-
zada por vasoconstriccidon seguida de accion vasodi-
latadora. La respuesta vasodilatadora desaparece y la
respuesta constrictora aumenta tras retirar quimica-
mente el endotelio con un detergente, el 3,3-colami-
dopropil dimetilamonio 1-propanosulfonato.

Se ha sugerido la posible participaciéon del NO en
la respuesta autorreguladora ', ya que el manteni-
miento del flujo sanguineo renal durante la vaso-
constriccién esta acompafnado de un incremento pro-
gresivo en la velocidad del flujo sanguineo y en el
«shear stress» “, por lo que se ha propuesto que el
NO podria modular el incremento en la resistencia
renovascular y que tal efecto deberia ser mas sefiala-
do a altos que a bajos niveles de presién de perfusion
renal (PPR) #. Tal afirmacién se basa en un estudio *
en el que la administracion intravenosa de grandes
dosis de un inhibidor distinto, el L-.NMMA, produjo
un importante descenso en el flujo sanguineo renal
en rinones perfundidos con una baja PPR, pero no al-
terd el flujo sanguineo renal cuando se infundia a al-
ta PPR. Todo esto puede indicar que la produccion
de NO involucrada en la regulacién de la excrecion
de sodio por el mecanismo de presidn-natriuresis tie-
ne un bajo umbral de inhibicion; esto involucra al
NO en laregulacidn de las resistencias vasculares re-
nales.

Efectos sobre el glomérulo

B tejido glomerular es 6rgano diana para gran va-
riedad de hormonas vasoactivas que ejercen una in-
fluencia considerable en los procesos de filtracion, al
menos en parte por la modulacion de las resistencias
vasculares pre y postglomerulares. La naturaleza di-
namica de la microcirculacién renal, que permite al
glomérulo adaptarse a una gran variedad de condi-
ciones, deriva de la disponibilidad tanto de mediado-
res vasodilatadores como vasoconstrictores, cuyo
equilibrio determina finalmente la resistencia vascu-
lar renal.

Efecto sobre las arteriolas glomerulares

Las resistencias arteriolares glomerulares se incre-
mentan por infusién de L-NMMA, pero este efecto



esta distribuido de forma desigual: asi, en la arteriola
aferente la resistencia se incrementa en un 62 %,
mientras que en la eferente lo hace en un 128 %; es-
to sugiere un efecto predominante del NO en la arte-
riola eferente. La presion hidrostatica glomerular au-
menta y el coeficiente de ultrafiltracion disminuye
casi en un 60 %. La vasoconstricion renal observada
en estas condiciones puede deberse, al menos en
parte, al fendémeno de autorregulacién potenciado
por el concurrente aumento de presion arterial.
Dworkin y cols. (1984) “y Persson y cols. (1990) *
observaron que la vasoconstricion estaba limitada a
la arteriola aferente, debiéndose tal vez a un meca-
nismo miogeénico *. Estas observaciones coinciden
con las de Roberson y cols. (1972) 7, que mostraban
una pequefia participaciéon de la arteriola eferente en
la actividad autorreguladora renal.

B NO egjerce un efecto relajante en la microvascu-
latura renal, oponiéndose a la actividad vasoconstric-
tora simultanea y aportando una fina regulacion de la
microcirculacion.

Eecto sobre el mesangio

La célula mesangial es un pericito dentro del glo-
mérulo, cuya morfologia recuerda a las células del
musculo liso vascular. Esta localizado adyacente al
endotelio capilar y a la arteriola aferente. Este tipo
celular responde a una variedad de sustancias vaso-
activas via los mismos sistemas de mensajeros intra-
celulares y con una funcién resultante similar a la de
las células del musculo liso vascular.

Para investigar la posibilidad de que las células me-
sangiales puedan o no ser células diana para el NO,
diversos autores han realizado experimentos en los
que se coincuban células mesangiales con células en-
doteliales de aorta bovina * . Se afiadi6 al cocultivo
bradiquinina como estimulante de sintesis de NO por
las células endoteliales y se midié el GMPc producido
por las células mesangiales como marcador de accién
del NO. Asi se observé que la bradiquinina no es ca-
paz de modificar los niveles de GMPc de las células
mesangiales en ausencia de células endoteliales, pero
cuando se anade bradiquinina al cocultivo se detectan
incrementos sustanciales del GMPc producido por las
células mesangiales ** *°. Este incremento de los nive-
les de GMPc en las células mesangiales en los coculti-
vos puede potenciarse por la superéxido dismutasa e
inhibirse tanto por la hemoglobina, que se une al NO,
como por el L-NMMA, que inhibe la produccién de
NO. Asi se confirma que el NO producido por las cé-
lulas endoteliales es responsable del aumento de
GMPc en las células mesangiales.

H NO disuelto en agua y anadido directamente a
las células mesangiales también estimul6 los niveles
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de GMPc en estas células *. En base a estas observa-
ciones se concluye que las células mesangiales del
glomérulo son células diana para el NO producido
por las células endoteliales. Ademas, las células en-
doteliales de los capilares glomerulares, de forma si-
milar a las células endoteliales vasculares de los
grandes vasos, tienen la capacidad de producir NO
en respuesta a agonistas como bradiquinina, ATP,
trombina y factor activador de las plaquetas “. En au-
sencia de células endoteliales no se detectan cam-
bios en el GMPc de las células mesangiales con nin-
guno de estos agonistas.

Para demostrar el efecto bioldgico del NO sobre
las células mesangiales se mide el area de superficie
planar de estas células por anadlisis de imagen digita-
lizado *. La disminucion en el area de superficie pla-
nar de las células mesangiales se ha utilizado como
valoracion in vitro de la contraccién de las células
mesangiales. Se ha descrito asimismo que la angio-
tensina Il reduce significantemente el area de superfi-
cie planar de células mesangiales en cultivo *5'. B
NO, en las mismas concentraciones que se requieren
para aumentar el GMPc, inhibe los efectos contracti-
les de la angiotensina Il 8, e incluso tiende a causar
un aumento de su area de superficie planar.

Se puede concluir, por tanto, que el NO inhibe la
contraccion de las células mesangiales inducida por
angiotensina Il y puede ser considerado un agente re-
lajante de las células mesangiales, con un efecto si-
milar al que presenta en los vasos. Esto noslleva a
considerar la posibilidad de que el NO pueda inter-
actuar con otros efectos de la angiotensina Il, como el
transporte de macromoléculas a través del mesangio
2. Recientes trabajos de De Nicola y cols. (1992) *
apoyan el concepto de que el NO es un antagonista
fisiologico de angiotensina Il tanto a nivel tubular co-
mo glomerular.

Un efecto adicional del NO es su capacidad de in-
hibir la contraccién y la proliferacién mesangial in-
ducida por factores de crecimiento. Garg y Hassid
(1989) * fueron los primeros en demostrar que el S
nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP), sustancia que
libera NO Ientamente durante varias horas, y sustan-
cias que liberan NO dentro de la célula, asi como el
nitroprusiato sodico y el dinitrato de isosorbide, pre-
vienen o reducen la incorporacién de timidina tritia-
da al DNA inducida por el suero en células mesan-
giales en cultivo. Los efectos antiproliferativos del
SNAP se inhiben por hemoglobina. B SNAP, el nitro-
prusiato sdédico y el dinitrato de isosorbide también
incrementan los niveles de GMPc en las células me-
sangiales de rata a las mismas concentraciones que
se necesitan para obtener el efecto antiproliferativo.
Adicionalmente, el 8-Br-GMPc, analogo del GMPc,
que entra en la célula, inhibe también la prolifera-
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Fig. 1.-Esquema de produccion y efectos celulares del dxido
nitrico.

cién de las células mesangiales. De estos estudios se
concluye que el NO inhibe la mitogénesis de las cé-
lulas mesangiales y que este efecto esta mediado via
GMPc.

Las células mesangiales de rata pueden estimularse
para expresar la forma inducible de la NOS in vitro.
Estas células requieren sencillos estimulantes para
producir NO, a diferencia de las células mesangiales
humanas, que requieren mualtiples citoquinas. La ci-
toquina proinflamatoria factor de necrosis tumoral o
(TNF-a) estimula la actividad de la NOS en células
de musculo liso vascular y células mesangiales bovi-
nas “. B tratamiento con TNF-a. o con LPSinduce la
sintesis de NO independiente de calcio (NOSinduci-
ble) en células endoteliales de arteria renal y aorta
bovina *, células que claramente expresan liberacion
de NO regulada por calcio (NOS constitutiva) en
condiciones basales. B pretratamiento con interferén
T (IFN-7) inhibe la estimulacién de la NOSinducible
estimulada por el TNF-a, pero no es capaz de inhibir
la estimulacion observada en presencia de agonistas
de calcio. Este es un efecto sorprendente, ya que en
los macrofagos el IFN-t actda de forma sinérgica con
el TNF-a, mientras que antagoniza su efecto en las
células endoteliales *. Por otra parte, se ha visto que
el tratamiento de las células mesangiales con interter-
leuquina 1 (TNF-a) o lipopolisacarido (LPS) induce la
NOS. Las células mesangiales glomerulares respon-
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den al NO con elevaciones de la concentracion in-
tracelular de GMPc. B TNF-o. aumenta los niveles de
GMPc en las células mesangiales de forma tiempo y
concentracion dependiente.

Si las células mesangiales poseen o no laNOS
constitutiva no esta claro. Ganz y cols. (1991) % su-
gieren que las células mesangiales la tienen, ya que
demuestran que la acetilcolina provoca una apertura
de los canales de potasio y una disminucién en el
potasio citosolico, lo cual se inhibe por el LLNMMA
y por el azul de metileno. Este mismo grupo demos-
tr6 que se produce una tincion positiva con anticuer-
pos de NOS constitutiva en células mesangiales de
rata en cultivo. Sn embargo, fueron incapaces de de-
mostrar tincion positiva en todo el glomérulo, con-
cluyéndose que los resultados de tincién positiva ob-
tenidos en los cultivos podrian ser artefactos o
tinciones no especificas. Por otra parte, no se detec-
tan cambios en la concentracion de GMPc en pre-
sencia de agonistas de la NOS constitutiva “¢*°. En un
estudio reciente se ha investigado la localizacién del
RNAm de la NOS constitutiva en particulas microdi-
seccionadas del rindn . Las mayores cantidades de
RNAm se encontraron en los tubulos colectores de la
médula mas interna, y las cantidades mas bajas en el
glomérulo, en los tabulos colectores de la médula
externay de la cortezay en el asa estrecha de la mé-
dulainterna. B NO podria producirse dentro del glo-
mérulo directamente durante procesos de inflama-
cién o de sepsis y mediar alteraciones en la funcién
mesangial sin que exista dafno endotelial o infiltra-
cion de otras células.

Acciones glomerulares del NO vy fisiopatologia
renal

Alteraciones en la liberacion de factores relajantes
y contractiles derivados del endotelio en condiciones
fisioldgicas y/o en enfermedades renales causan cam-
bios marcados en la funcién y la hemodinamica re-
nal. En condiciones fisiolégicas, la liberacién de NO
contribuye a la funcién renal normal y su inhibicion
produce un marcado descenso del flujo sanguineo
renal. B fracaso renal isquémico, la hipertensién, la
diabetes, la hiperlipidemia, la arterioclerosis y la to-
xicidad por ciclosporina A estén asociados a un des-
censo en la formacién de NO y a un aumento en la
liberacion de factores contractiles como la endoteli-
nay el factor contractil derivado del endote-
lio-2 "2,

De esta forma, tanto el NO derivado del endotelio
como la endotelina pueden afectar profundamente a
las células mesangiales, a las yuxtaglomerulares, a la
funcién glomerular y a la hemodinamica renal, pu-



diendo actuar como un sistema de regulacién local
de la funcién del rifldn en condiciones fisioldgicas.

Por su localizacién anatdmica estratégica entre la
sangre circulante, el musculo liso vascular, las célu-
las yuxtaglomerulares y las mesangiales, el endotelio
puede jugar un papel importante como tejido diana
de dafios renales tales como la isquemia, hiperten-
sién, rechazo al trasplante renal, agentes toxicos y/o
drogas. De hecho, los cambios inducidos por estos
estimulos pueden mediar o promover alteraciones en
la hemodinamica renal y las funciones caracteristicas
de ciertas enfermedades renales ™.

Es también probable que el NO pueda jugar un pa-
pel en la respuesta inflamatoria del glomérulo. Las
células mesangiales son determinantes fundamenta-
les en la regulacion del filtrado glomerular. La sinte-
sis excesiva de NO y de GMPc en estas células no
sblo puede alterar la filtracion glomerular, sino que
puede incluso causar dano tisular, contribuyendo asi
a la patogénesis de ciertas formas de glomerulonefri-
tis vistas en modelos animales. Esta hipotesis se con-
firma con recientes observaciones que demuestran
que los esteroides antiinflamatorios antagonizan
potentemente la actividad de la NOSinducida por
IL-l y TNF-a en las células mesangiales. Esta inhibi-
cién de la NOS previamente inducida por citoquinas
puede ser uno de los aspectos de la accion beneficio-
sa de los glucocorticoides y de la ciclosporina A ob-
servada en ciertas enfermedades renales *°.

La proliferacion de células mesangiales, endotelia-
lesy epiteliales glomerulares es una caracteristica
importante de muchas formas de glomerulonefritis.
La activacién del GMPc en las células del musculo
liso vascular (por sustancias que liberan NO) esta
asociada con una disminucién de la incorporacién
de timidina al DNA y de la proliferacién de las célu-
las del musculo liso vascular en cultivo ®. La ET-1,
por otra parte, es un potente mitégeno mesangial °'.
Asi, una liberacién reducida de NO y/o un aumento
de producién de ET-1, particularmente si ésta ocurre
en las células endoteliales glomerulares, podria con-
tribuir a la patogénesis de ciertas formas proliferati-
vas de glomerulonefritis.

Un tratamiento obvio abordado para aumentar la
sintesis de NO puede ser administrar su precursor, la
L-arginina. Sin embargo, el aumento de L-arginina en
la dieta no altera significativamente los niveles plas-
maticos de la misma. Por otra parte, los niveles intra-
celulares de L-arginina son ya altos y su suministro
adicional no es normalmente paso limitante para la
enzima constitutiva. En condiciones patolégicas aso-
ciadas a exceso de sintesis de NO podria ser posible
disminuir la sintesis de NO disminuyendo los niveles
plasmaticos de L-arginina. La administracién de argi-
nasa de higado bovino a ratas con shock endotéxico
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provoca una disminucién en los niveles de arginina
circulante y un incremento en la presién arterial ®.

Conclusion

Decidir cudl es el papel del NO en el organismo
puede resultar controvertido debido a la dualidad de
acciones que presenta. Por un lado, tal y como ante-
riormente hemos sefalado, el NO es un potente cito-
téxico por su accién desacopladora de la cadena de
transporte de electrones. Por otra parte, el NO causa
relajacion de células contréactiles (mesangiales), con-
duciendo asi a un estado de hiperfiltracién glomerular.
Estos dos efectos son perjudiciales para el organismo
y pueden ser desencadenantes de diversas patologias.

Por otra parte, la liberacién de NO contribuye al
mantenimiento del filtrado glomerular en situaciones
de hipertension arterial * y en aquellas en que la libe-
racion de sustancias vasoconstrictoras locales esté au-
mentada. Se sabe que en situaciones de fracaso renal
agudo toéxico, la sintesis glomerular de NO esta au-
mentada ®, quizd como mecanismo compensador del
acusado descenso de la filtracién glomerular y del flu-
jo sanguineo renal. Ademas, se sabe que el NO tiene
un marcado efecto antiproliferativo ®, lo que puede
contribuir a evitar o retrasar la aparicién de enferme-
dades como las glomerulonefritis de tipo proliferativo.

De todo esto se deduce la importancia de una fina
y estrecha regulacién de los mecanismos que pueden
conducir a la estimulacion e inhibicién de la sintesis
de NO. H desbalance de estos mecanismos puede
conducir al desencadenamiento de diversas patolo-
gias. En general se acepta que el NO sintetizado por
la NOSinducible es daiino y el sintetizado por la
NOS constitutiva es beneficioso; no es que el NO re-
sultante sea distinto en un caso y en otro, sino que
cuando se pone en marcha la NOSinducible es por
la existencia de sustancias como interleucinas etc.,
que se liberan en distintas patologias y procesos de
inflamacion, y son las que realmente son perjudicia-
les. Los mecanismos que regulan la liberacién de NO
en el organismo de forma tan fina como para mante-
ner un perfecto equilibrio deben ser mas ampliamen-
te estudiados.
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