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RESUMEN

Los reactivos intermediarios del nitrégeno (RN!) comprenden el éxido nitnco (NO), los nitntos (NO'2) y
los nitratos (NO3)]. Estos compuestos constituyen un mecanismo antimicrobiano diferente al de los
radicales del oxigeno, ejercen accién antibacteriana, antiparasitaria, antimicética y antitumoral, actuan-
do en general contra patégenos intracelulares.

Palabras Claves Adiclonales: Reactivos intermed:anos de! nitrégeno (RNI), Oxido nitnco (NO).

ABSTRACT

REACTIVE NITROGEN INTERMEDIATES: A PROTECTIVE
MECHANISM AGAINST INFECTION

(BIBLIOGRAPHIC REVIEW)

The reactive nitrogen intermediates are nitnc oxide (NO), ntntes (NO2-) and nitrates (NO3-). These com-
pounds have a different antimicrobial effect than the oxygen radicals This effect 1s essentially against intra-
cellular pathogens as bactenas, parasites and fungus Antitumoral effect has been also reported

Additional Index Words: Reactive nitrogen intermediates (RNI), nitnc oxide (NO)

Los RNI estan constituidos por NO, antibacterianas, antiparasitarias, antimico-
NO2- y NO3- compuestos involucrados en ticas y antitumorales. Esta revision biblio-
actividades antimicrobianas con acciones grafica pretende profundizar en el conoci-

1 Inmunologia. Seccién de Biotecnologia. Corporactén Colombiana de Investigacién Agropecuaria - CORPOI-
CA. CEISA. AA. 29743, Santafé de Bogota.
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miento de los RIN!, las fuentes potenciales
de produccidn, sus actividades, biosintesis
tanto en mamiferos como en aves, y los di-
ferentes mecanismos a través de los cua-
les ejercen su accion.

RESENA HISTORICA

El planteamiento de la existencia de un
mecanismo microbicida independiente del
oxigeno fue hecho Inicialmente en 1983
cuando los experimentos realizados por Mu-
rray et a/, les permitieron concluir que los
macréfagos de pactentes con enfermedad
granulomatosa cronica, los cuales, no obs-
tante estar incapacitados para realizar el pro-
ceso de explosion respiratona requerido pa-
ra la generacion de metabolitos del oxigeno,
mostraron actividad antimicrobiana al ser es-
timulados con sobrenadantes de linfocitos
activados y expuestos a 7oxgplasma gondii
y Clarmidia psittacr (Byme et al, 1982).

Postenormente Sibley efa/, (1985) tam-
bien demostraron la existencia de mecanis-
mos microbicidas diferentes a los depen-
drentes del oxigeno, empleando inhibidores
de la explosion respiratona. En 1988 Stuehr
y Marletta concluyeron que los macrofagos
de raton estimulados con lipopolisacando
(LPS) sintetizan NOZ y NO3, produccion que
se incrementa st a los cultivos de macréfa-
gos se les adiciona linfocitos T Estos hallaz-
gos permitteron postular que el efecto mejo-
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rador en la produccién de RNI estaba dado
por el interferon gamma (IFNYy).

En 1987 Miwa et a/, observaron que
con la adicion de aminas secundarias, como
la morfolina, a cultivos de macréfagos, se
generaban NO’, NO, nitrosaminas, hecho
que les permitié hipotetizar la existencia de
un precursor intermediario de los NO7, el
cual posiblemente podia ser el NO. (Hibbs
et at, 1987, lyengar ef al, 1987).

Estudios posteriores pemitieron eviden-
ciar que la L-Arginina es el precursor para la
generacion de los BNI: NO, NO2 y NO3 y se
establecié la via de biosintesis de estos com-
puestos (Ding e/ al, 1988; Hibbs et al, 1987).

SINTESIS DE LOS RNI

En la L-Arginina, por accioén de la enzi-
ma nitréxido sintetasa dependiente de
NADFH, se remueve el nitrégeno guanidi-
no terminal y se forman la L-citrulina y el
NO, compuesto este Ultimo que en presen-

-cia de oxigeno molecular (Oz) y de agua

produce NO7> y NO 3. Por otra parte, el NO
puede alternativamente reaccionar con el
anion superoxido (O2-) para formar peroxy-
nitntos (ONOO-), compuesto muy inesta-
ble que rapidamente genera radicales hi-
droxilos (OH) y diéxido de nitrégeno (NO™)
(Figura. 1). (lyengar et a/, “987: Liew ef
a/,1990).

(873
ONQO

Q2

NO;- NO; OH

FIGURA 1. Sintesis de reactivos intermediarios del Nitrégeno. *
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Potencialmente cualquier célula del or-
ganismo puede formar NO. Su produccion
ha sido demostrada en células endoteliales,
en neuronas, en hepatocitos, a nivel gastrico
y en células fagociticas polimorfonucleares y
mononucleares. (Hibbs ef a/, 1987; Palmer
et al, 1990; Stuehr y Marletta, 1988).

ACTIVIDAD DE LOS RNI

Los RNI poseen actividad fisioldgica e
inmunoldgica. Fisiolégicamente regutan el
tono vascular y controlan la agregacion
plaquetaria a nivel endotelal. En bajas
concentraciones pueden funcionar como
neurotransmisores en el sistema nervioso
central, y a nivel gastrico actdan faciitando
la replesion durante el proceso digestivo
(Lancaster y Hibbs, 1980; Stuehr y Marlet-
ta, 1990; Sung ef a/, 1991). En el sistema
inmune ejercen accién antibacteriana, an-
tiparasitaria, antimicética y antitumoral, ac-
tuando en general contra patégenos intra-
celulares (Adams efal, 1990; Denis, 1991,
Drapier y Hibbs, 1988; Green efa/,1990 y
1991; Hibbs ef a/,1987)

La produccién de RNI es inducible en
macrofagos cuando éstos son estimulados
con citoquinas como el IFN-y, y el factor de
necrosis tumoral alfa o beta (TNFo/B), o
con productos bacteridianos como el LPS

La adicion simultanea de IFN-y y
TNFao/B3 0 la de IFN-y/0/B y LPS incremen-
tan entre cinco y seis veces la produccion
de NO2, que cuando sélo se adiciona IFN-
p/a’/B, mientras que la sola adicion de TNF
B3 o de LPS no tiene efecto sobre la produc-
cion de NO-2 (Ding ef a/, 1988).

Entre las diferentes clases de interfe-
rén o/B/y el g es el que induce mayor pro-
duccion de NO’2 siendo ésta directamente
proporcional a la concentracién utilizada

La cuantificacion de los niveles de NO 2
y NO'; se realiza mediante la reaccion colo-
nmétrica de Greiss y se utiiza como indica-
dor de la oxidacion de la L-Arginina por ma-
crofagos activados, ademas de constituir un

parametro para evaluar la activacion de los
macrofagos y su funcion efectora (Hibbs ef
al, 1987).

Evidencias de la actividad antiparasi-
taria dependiente del NO son los resulta-
dos obtenidos por Liew ef a/, 1990, quie-
nes comprobaron que macréfagos
peritoneales de origen murino estimula-
dos in vitro con IFN-y en presencta de
LPS son eficientes para causar la muerte
alas Leishrnanias, y esta actividad puede
ser completamente inhibida adicionando
al cultivo un inhibidor selectivo de a oxi-
dacién del nitrégeno guanidino terminal
de la L-Arginina (Paimer ef a/, 19390)

La importancia de la generacién de NO
in vivo fue demostrada en ratones de la ce-
pa CBA/t6t6 infectados con L. mayor, los
cuales mostraron exacerbacion de las lesio-
nes cuando se Inyect6 en éstas un inhibidor
de la oxidacion de la L-Arginina, lo cual resul-
t6 en un incremento de 10* veces el niimero
de parasitos que se extrajeron de la lesién
(Adams et a/, 1990, Green ef al, 1930).

Macrofagos de ongen munno activados
con citoquinas también han demostrado ser
citotoxicos para bactenas y celulas tumora-
les, a través de un mecanismo mediado por
la produccién de reactivos intermedianos del
nitrégeno (Lancaster y Hibbs, 1980, Liew y
Cox, 1991, Liew ef a/, 1990)

MECANISMOS DE ACCION DE LOS RNI

Los mecanismos propuestos acerca
de como el NO ejerce su accion son 1)
Inactivacion de enzimas; entre ellas princi-
palmente Jas que contienen un grupo cata-
liticamente activo constituido por hierro y
azufre (Fey S) E! NO reacciona con el Fe
formando complejos nitrostl-Fe-S los cua-
les inactivan la enzima Enzinas que po-
seen dicho grupo activo son la nbonucled-
tido reductasa, la aconitasa y las
oxidoreductasas NADPH ubiquinona y
succinato ubiquinona, la inactivacion de
estas enzimas conduce alainhibicion de la
sintests de DNA, de! ciclo del acido citnco
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y la respiracién mitocondrial, respectiva-
mente; 2) EI NO puede también reaccionar
con aminas produciendo nitrosaminas,
compuestos altamente oxidantes mnvolu-
crados en dano tisular y carcionogénesis;
3) E! NO puede alternativamente reaccio-
nar con el O, produciendo un compuesto
a partir del cual se generan radicales hidro-
xilos (OH), metabolitos altamente oxidan-
tes involucrados en daho celular y tisular
(Drapier y Hibbs, 1988; Green et a/,, 1991;
lyengar et al, 1987, Liew y Cox, 1991).

Los macrofagos, ademds de ser fuente
potencial de NO, son autoreguladores de
este compuesto a través de la produccién
de arginasa, enzima que reduce la arginina
extracelular. Otro mecanismo de autocon-
trol lo constituye el factor de crecimiento
beta el cual actia inhibiendo la generacién
de intermediarios del N (Drapier y Hibbs,
1988, Palmer ef a/, 1990)

El conocimiento acerca de la biosintesis
de los RN! en los mamiferos vertebrados ca-
paces de sintetizar “de novo” la L-Argmina
permitid cuestionar cémo seria la sintesis de

los RNI en la especie aviar, incapaz de sinte- -

tizar de novo el aminodcido precursor.

BIOSINTESIS DE LOS RNI EN
MAMIFEROS NO VERTEBRADOS

Los mamiferos, animales ureotélicos
(especies en las cuales la urea es el produc-
to final del metabolismo nitrogenado), produ-
cen BNI a partr de la L-Arginina; mientras
que las aves, animales uncotélicos (espe-
cies en las cuales el dcido Unco es el produc-
to final del metabolismo nitrogenado), son in-
capaces de sintetizar la arginina puesto que
no realizan el ciclo completo de la urea por
ausencia de la carbamilfosfato sintetasa, en-
zima presente en las mitocondnas hepaticas
de todos los organismos ureotélicos inclu-
yendo el hombre; y una baja actividad de la
ornitintranscarbamilasa, enzima también
presente en las mitocondnas hepaticas Por
estas razones, las aves, ademas de no sin-
tetizar arginina realizan el metabolismo nitro-
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genado mas en los rifiones que en el higado,
a diferencia de los mamiferos (Austic y Nes-
heim, 1991; Sung et a/, 1991; Tamir y Rat-
ner, 1983).

La produccion de RNI por los macréfa-
gos de pollo fue muy cuestionada hasta
cuando en 1991 Sung e/ a/ definieron las
condiciones bajo las cuales los macrofa-
gos de esta especie produjeron NO’. Tal
produccién fue corroborada cultivando ma-
crofagos peritoneales de pollo, estimula-
dos con LPS, en medio de cultivo adiciona-
do de L-Arginina. La medicién de las
concentraciones de los NO; se hizo me-
diante el reactivo de Greiss y su produc-
c1én resulté directamente proporcional a la
dosis tanto de LPS como de la L-Arginina
(Ding et al, 1988; Sung er a/, 1991).

Dada ia incapacidad de los pollos para
sintetizar arginina, el abastecimiento de
este aminoacido es absolutamente depen-
diente de la dieta, lo cual convierte a esta
especte en un sistema controlable y alta-
mente confiable para evaluar la actividad
Inmunoldgica de los RNI, ya sea ésta anti-
bacteriana, antiparasitaria, antimicética o
antitumoral (Green ef a/, 1990 y 1991;
Hibbs et a/,1987, Sung et a/,,1991). Por
otra parte, esta especie permitiria realizar
ensayos experimentales a nivel de granja,
utihzando las dietas existentes con el fin de
evaluar la produccion de los RNI por dieta
y efectuar ensayos de patogenésis con di-
ferentes agentes etiolégicos, relacionando
la presentacion de las patologias con la
produccion y cuantificacion de los RN,
ademas de poder estudiar el efecto de la
L-Arginina en la inmunidad del huésped.

CONCLUSION

En conclusién, las células fagociticas
de las especies uricotélicas y ureotélicas
en el cumplimiento de su funcion de brindar
proteccion al huésped contra la agresion,
sea esta de origen infeccioso o no, ademas
de poseer mecanismos para la generacién
de radicale$ del oxigeno responsables de
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la accién antimicrobiana, poseen otro me-
canismo especializado en la produccion de
radicales del N, entre ellos el NO y los NO,
compuestos que ejercen efecto antimicro-
biano contra bacterias, parésitos, hongos y
evitando el desarrollo de células tumorales
que acttan contra patégenos intracelula-
res en general.

Los mamiferos generan los RNI a partir
de la L-Arginina, la cual pueden sintetizar de
novo a diferencia de las aves, especie que
dada su incapacidad de sintesis de dicho
aminodacido, produce los RNI a partir del
abastecimiento de arginina en la dieta. Por
esta razon las aves constituyen un modelo
de investigacion confiable para evaluar no
solo la produccion de los RNi en esta espe-
cie, sino también para valorar la actividad in-
munolégica de dichos compuestos
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