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RESUMEN

Se realiz6 una revision que abarca los aspectos més importantes de la fisiologia y genética
del gen de la sintasa del 6xido nitrico 1 asi como su participacién en la patogénesis del
asma. El asma es una enfermedad comun y compleja, caracterizada por obstruccion de las
vias aéreas, hiperreactividad bronquial y en muchos casos atopia. Su causa atin no esta bien
definida, pero se conoce que estd influenciada por factores genéticos y ambientales. Para
tratar de esclarecer la fuente precisa de la enfermedad, se realizan andlisis de genes
candidatos y al nivel ambiental la influencia de los alergenos de 4caros y otros factores de
riesgo en el desarrollo de asma. Dentro de los genes candidatos, el gen de la sintasa del
6xido nitrico 1 ha cobrado gran interés por su amplio papel en la patogénesis del asma,
porque actia como un neurotransmisor y broncodilatador que provoca una hiperrespuesta en
las vias aéreas.
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El 6xido nitrico (NO) se sintetiza a
partir del amino4cido L-arginina por una
familia de enzimas llamadas sintasas del
6xido nitrico (NOS) de la que se conocen 3
isoformas. En el humano una de estas
isoformas es la nNOS, denominada también
NOS neuronal o NOS1 porque abunda en
tejido nervioso, de donde fue originalmente

clonada; aunque también est4 presente en
otros tejidos como el rifién y las células del
muisculo esquelético.! Otra isoenzima es la
iNOS (NOS inducible; NOS2 en el huma-
no) denominada asi porque su expresion se
induce por un agente que activa el sistema
inmune. La tercera isoforma es la eNOS
(NOS endotelial, NOS3 en el humano), de-



nominada asi porque es constitutiva de las
células del endotelio vascular, aunque esta
presente en otros tejidos como el
miocardio.”? Las isoformas de la NOS se
expresan al nivel de las vias bronquiales y
los genes que codifican cada una se encuen-
tran ubicados en cromosomas distintos, asi
la NOS1 se halla ubicada en el cromosoma
12g24,1aNOS2 enel 17q12 y la NOS3 en
el 7q35-36.%% En esta revision se describe
la fisiologia de la NOS1, haciendo énfasis
en su participacion en la patogénesis del
asma.

FISIOLOGIA Y METABOLISMO DE LA NOS1

El endotelio vascular produce y libera
sustancias vasodilatadoras, dentro de estas
figura el oxido nitrico (NO) (antiguamente
conocido como factor relajador derivado del
endotelio o EDRF). El NO es un gas
liposoluble que se difunde y atraviesa con
facilidad las membranas celulares. Es un
radical libre muy inestable que reacciona
rapidamente con el oxigeno para formar
nitrito, esto condiciona que su funcién como
mediador de comunicacién intercelular sea
de tipo paracrino y autocrino.>’

Su biosintesis no esta restringida a un
tejido en particular, pero se sabe que se
produce de manera abundante en el Siste-
ma Nervioso Central y Periférico e igual-
mente se ha detectado en el endotelio
vascular, debido a la accién que ejercen las
sintasas de 6xido nitrico, especialmente la
NOSI. Esta tltima es miembro de un gru-
po de enzimas que cataliza la oxidacién
del electrén 5 de la L-arginina para for-
mar L-citrulina y NO; es dependiente de la
via calcio/calmodulina para ejercer su me-
canismo de accion, al igual que la NOS3.38
En el cerebro controla procesos como la
formacion de la memoria e intensifica la
respuesta ante la presencia de un estimulo
daiiino.’ En el Sistema Nervioso Periférico
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Jla NOS1 actiia como un neurotransmisor,
neuromodulador o como una molécula
de transmision de sefales intracelular.
Participa en la plasticidad sinéptica,
regulacién de la expresion de genes,
desarrollo, diferenciacion y regenera-
cién; desempefla un papel importante
en los problemas neurodegenerativos y
se comporta como un mediador de
neurotoxicidad. !

Por otro lado NOS1 esta fisiolo-
gicamente ligada al asma porque actia
como un neurotransmisor broncodilatador
de terminaciones nerviosas no adrenérgicas
no colinérgicas.!! Recientemente se ha de-
mostrado la importancia fisioldgica del
NOS1 en modelos murinos con asma
alérgica. En este estudio los ratones
carentes del gen que codifica para la NOS1
presentan hiperrespuesta al reto con
metacolina en comparacion con los ratones
tipo silvestre.™

Mais reciente Liihrs y otros, demos-
traron que la NOS1 en el pulmdén huma-
no es expresada predominantemente en
células endoteliales de los capilares de
septos alveolares; lo que sugiere que el
NO producido puede actuar, entre otras
cosas, como regulador de la permeabili-
dad capilar. Este hallazgo es importante
porque se ha demostrado que el NO pro-
ducido endégenamente y el inhalado, es-
tan implicados en varios procesos fisio-
16gicos y fisiopatoldgicos en el pulmoén
humano.".

ESTRUCTURA DE LA PROTEINA NOS1

Las sintasas de 6xido nitrico humanas
son flavocitocromos diméricos que catalizan
la sintesis de NO. Poseen 2 dominios
cataliticos, uno de actividad reductasa que
estd ubicado en la mitad de C-terminal de
la enzima y presenta los sitios de union para
los cofactores NADPH, FAD y FMN, el



otro dominio de actividad oxidasa est4 com-
puesto por un grupo hemo ubicado en la
mitad del N-terminal de la proteina, y de-
termina la oxidacidon de la L-arginina.
Ambos dominios estdn separados por un si-
tio de unién para la calmodulina (fig.1).?
Por otra parte, recientes estudios realiza-
dos a partir del aislamiento de RNA total
de distintos tejidos de ratas, demuestran la
existencia de 3 distintas especies de mRNA
de NOSI1, designadas: NOS1a, que es la
isoforma méas abundante, encontrada espe-
cialmente en el cerebro; NOS1b solo ex-
presada en tejido embrionario y NOS1c en
el rindn.> E1 mARN de 1a NOSI es expresa-
do a altos niveles en el musculo esquelético
humano, y cuando es procesado alternativa-
mente produce una isoforma especifica del
musculo llamada NOS1m.

ESTRUCTURA DEL GEN NOS1

El anélisis de la secuencia de
nucleétidos de la regién que codifica para
la NOSI revel6 que es un locus complejo
formado por 29 exones y 28 intrones; abar-
ca una region de aproximadamente 240 kb
como una sola copia en el DNA gendmico.
Los exones tienen un tamafio promedio que
varia de 59 a 2 150 nucleétidos. El exon 2
es el sitio de iniciacién de la traduccién y
el exon 29 el sitio de terminacion (fig. 2).6
La complejidad de este gen se debe a que
durante la transcripcién del RNA mensaje-
ro se generan diferentes alternativas de
empalme en el primer exon con diferentes
regiones 5 Untranslated Region (5' UTR).
Recientemente Newron y otros describie-
ron 9 variantes en el exon 1, ubicadas en un
fragmento de 105 kb aproximadamente, es-

Fig. 1. Representacidn esquematica de los dominios C y N- terminal de las NOS y el sitio de unién a Calmodulina. Tomado de: Daff S, Noble MA,
Craig DH, Rivers SL, Chapman SK, Munro AW, et al. Control of electron transfer in neuronal NO synthase. Biochemical Society Transaction 2001;

29: part 2: 147-152.
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Fig. 2. Organizacién de NOS 1. £l gen esta conformado por 29 exones y 28 intrones numerados en la gréfica. Las barras gruesas y oscuras representan
el sitio de iniciacion (exon 2) y de terminacién (exon 29) de la traduccidn. Tomado de: Hall AV, Antoniou H, Wang Y, Cheung AH, Arbus A, Olson SL,
et al. Structural Organization of the Human Neuronal Nitric Oxide Synthase gene (NGS1). J. Biol. Chem. 1994; 269(52): 33082-90.

tas fueron designadas como variantes la
hasta 1i. En un estudio mas reciente los
mismos investigadores describen un meca-
nismo de empalme alternativo que afecta
la eficiencia en la traduccion del gen NOS1,
pero que no modifica la secuencia de la
proteina.'*!5, Estos resultados confirman que
el desarrollo y la expresion tejido-especifi-
ca de la NOSI1 esté estrechamente regula-
da por un patrén complejo de procesamien-
to alternativo, como lo habia planteado Lee
y otros hace varios afios. !

Hasta el momento hay descritas 10
variantes alélicas en el exon 29 que co-
rresponden a un polimorfismo repetido
del dinucledtido CA. Han sido reporta-
das, ademas, 9 variantes distintas en el
intron 20, en una unidad de repeticién del
tipo tri-nucledtido (AAT)n. Cabe anotar
que estos alelos fueron descritos en pa-
cientes asmaticos provenientes de varias
poblaciones. %
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PATOGENESIS DEL ASMA

El asma es una enfermedad multi-
factorial influenciada por factores genéticos
y ambientales. Es caracterizada por obs-
truccion de las vias aéreas, hiperreactividad
bronquial y en muchos casos atopia. Ade-
maés es un desorden inflamatorio en el que
participan distintos tipos de células que li-
beran gran cantidad de citoquinas y otros
mediadores.?

A pesar de los intensos esfuerzos de
los investigadores, el asma sigue siendo un
gran reto médico y cientifico. La prevalen-
cia de esta enfermedad ha aumentado 75 %
entre 1980 y 1998. En el 2001 la National
Health Interview Survey estim6 que en EE.
UU. 6,9 % de adultos y 8,9 % de nifios
menores de 18 afios, padecen asma. La ra-
z6n por la que la prevalencia ha aumentado
ha sido materia de intensas especulaciones,
ademds, los mecanismos patogénicos de la



enfermedad y la contribucién de los facto-
res genéticos también son poco entendidos.?!
La exposicion a alergenos y otros estimu-
los no especificos inducen la broncocons-
triccion del musculo liso, con obstruccion
aguda de las vias aéreas. La liberacion de
citoquinas y mediadores inflamatorios pro-
ducto de la estimulacion de las células Th2
por parte de las células presentadoras de
antigenos, es otro de los mecanismos ob-
servados en asma, porque esas citoquinas
proinflamatorias estimulan la produccién y
liberacién de eosinéfilos en la médula dsea
y su reclutamiento en el tejido pulmonar.?
Recientemente Wit y otros, mostraron la
primera evidencia directa de que una reac-
cién de brominacién puede contribuir al
dano del tejido pulmonar. La peroxidasa de
los eosindfilos que generan esas especies
reactivas, y el reclutamiento y activacion
de eosindfilos en el tejido pulmonar es una
caracteristica de esa enfermedad
inflamatoria.?

La evidencia del incremento de los ni-
veles de NO en pacientes asmaticos, a pe-
sar de que su mecanismo molecular y celu-
lar no esté aun bien entendido, son mostra-
dos en algunos estudios; los cuales sugieren
que el NO relaja la musculatura lisa, inhibe
las proteinas de transmision de sefiales de
las células inflamatorias y contribuye a la
inflamacién de las vias aéreas, porque ac-
tia como un neurotransmisor, vasodilatador
y mediador inflamatorio.*>*

NOS1 es un gen candidato?* atracti-
VO para asma por varias razones: Primero,
la fraccion de 6xido nitrico en aire exhala-
do (FENO) esta proporcionalmente aumen-
tada en pacientes con asma.?”?® Segundo,
numerosos datos experimentales a partir de
estudios tanto en humanos como en anima-
les indican que los factores neurogénicos
tienen importancia en el asma.”**° Y ter-
cero, NOS1 es importante en modelos
asmaticos con hiperrepuesta de las vias
aéreas: como lo demuestran ensayos reali-
zados en ratones con delecion de la NOS1,

los cuales tienen valores bajos de FENO,
fallando la enzima para generar repuestas
fuertes en las vias aéreas de dichos rato-
nes, en comparacion con los de tipo silves-
tre después de la sensibilizacion y el reto
con alergenos. 3. Ademas, la NOS1 es en
parte la responsable de la produccién de
gran cantidad de moco que obstruye las vias
respiratorias, por tanto puede estar rela-
cionada con enfermedades alérgicas.

CONCLUSIONES

- LaNOSI es una enzima que genera oxi-
do nitrico como producto final en la
biosintesis del aminodcido L-arginina.
Esta enzima es abundante en las vias
aéreas y en neutrdfilos, y esta fisiol6-
gicamente ligada a asma porque actia
como un neurotransmisor broncodilatador
de terminaciones nerviosas no
adrenérgicas no colinérgicas, ademas de
ser en parte la responsable de la produc-
cion de gran cantidad de moco que obs-
truye las vias respiratorias; por tanto,
estd relacionada con enfermedades
alérgicas y es un gen candidato impor-
tante y atractivo en estudios de asocia-
cion con asma.

- Existen muchos reportes del estudio de
multiples genes y su participacion en lal
patogenésis del asma, ain se hace nece-
saria la busqueda de mis genes con el
fin de que esta informacion genética sea
util para el desarrollo de nuevas estrate-
gias terapéuticas y pruebas diagnosticas,
como por ejemplo la fabricacién futura
de drogas mas eficaces y seguras para
todos los pacientes asmaticos. La infor-
macién genética permitird identificar
sujetos con un mayor riesgo y realizar
intervenciones a tiempo; también iden-
tificard fenotipos asmaticos especificos
que puedan ser tratados de forma mas
precisa, y ademdas brindard una mejor
comprension de las bases fisiopatoldgicas
de este padecimiento.
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SUMMARY

A review of the most important aspects of physiology and genetics of type 1 nitric oxide synthase gene as well as
its involvement in asthma pathogenesis was made. Asthma is a common and complex disease characterized by
obstruction of airways, bronchial hyperreactivity and in many cases atopy. The fundamental cause of this disease
is not yet well defined but it is known that genetic and environmental factors have their bearing on it. To clarify
the exact origin of this disease, candidate genes, the influence of mite allergens at environmental level and other
risk factors for asthma were all analyzed. Among candidate genes, type 1 nitric oxide synthase gene has aroused
great interest due to its extensive role in asthma pathogenesis becuase it acts as a neurotransmitter and bronchodilator
that provides hyperresponse in airways.

Key words: Nitric oxide synthase, asthma, nitric oxide, isoforms, pathogenesis, neurotransmitter, hyperreactivity,
multifactor, splicing, 5° utr (un-translate region).
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