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En 1987 dos grupos de investigadores, uno inglés y
otro norteamericano, llegaron'? de forma indepen-
diente pero simultinea, a la conclusion de que el
factor relajante derivado del endotelio (EDRF), des-
cubierto en 1980 por Furchgott y Zawadski, era el
oxido nitrico (NO). Desde entonces esta molécula
ha sido investigada ampliamente y se le han atri-
buido diferentes funciones: actia como un mensa-
jero neuroldgico en la ereccion del pene?; causa la
relajacion del masculo liso; inhibe la agregacion de
las plaquetas?; inhibe la adhesion de los leucocitos;
interviene en la capacidad tumoricida y bactericida
de los macréfagos’; interviene en los procesos de
neurotoxicidad y neuroproteccion®, e inhibe la pro-
liferacién celular’.

Su funcion en las enfermedades reumaticas, y con-
cretamente en la artritis y la artrosis, ha alcanzado
durante los Gltimos afios un gran interés. En este
trabajo haremos una revision sobre los conocimien-
tos actuales del NO y su relacion con el cartilago
articular humano.

El 6xido nitrico

Biosintesis y bioquimica

El oxido nitrico es un radical libre gaseoso, sinteti-
zado a partir de la oxidacion del aminoacido L-ar-
ginina por una familia de enzimas llamadas sinteta-
sas del Oxido nitrico (NOS) (fig. 1). El NO es un
radical gaseoso, es labil y en presencia de oxigeno
rapidamente se metaboliza a nitritos y nitratos. La
bioquimica del NO es compleja y puede envolver a
varias formas redox relacionadas. Las mas impor-
tantes reacciones biologicas son las que tiene con
el oxigeno, con iones metalicos y con radicales tio-
les libres. El NO tiene una vida media corta (t1/2
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Figura 1. Biosintesis del oxido nitrico. El oxido nitrico (NO) es un ra-
dical libre gaseoso, sintetizado a partir de la oxidacion del amino-
dcido L-arginina por una familia de enzimas llamadas sintetasas del
oxido nitrico (NOS). En esta reaccion compleja se necesita oxigeno y
NADPH como sustratos y numerosos cofactores redox, entre los que se
incluyen FAD, FMN, tioles reducidos y tetrabidrobiopterinas. El NO se
oxida espontaneamente y da lugar a su forma inactiva, estable y de-

finitiva, los nitritos y los nitratos (NO, y NO,). Asimismo, el NO tiene

gran afinidad por radicales libres como los que forman parte de
otras proteinas enzimdticas (RM) o como el anion superoxido (Or)
lo que le permite tener un amplio abanico de efectos biologicos.

< 15 s), sin embargo cuando el NO reacciona con
los radicales libres se producen unos productos
mds estables (t1/2 > h) y ademas mantiene sus pro-
piedades biologicas. El NO puede reaccionar tam-
bién con radicales libres de 6xigeno originindose
peroxinitrito, que tiene efectos toxicos sobre las cé-
lulas y tejidos. Finalmente, el NO estimula la ribosi-
lacion del ADP y de la enzima gliceroaldehido 3
fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) en las plaquetas
y otros tipos de células. Esta modificacion de
GAPDH inhibe la actividad de la enzima y disminu-
ye los depositos de energia intracelulares. El NO
promueve la ADP-ribosilacién de la G-actina en los
neutrofilos humanos, lo que se asocia con la inhi-
bicion de la polimerizacion de la actina y la forma-
cion de sus fibras.

Genes del NO

El NO es sintetizado en las células de los mamife-
ros por una familia de tres enzimas llamadas sinte-
tasas del 6xido nitrico. Esta familia de enzimas ha
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TABIA 1. Sintetasas del 6xido nitrico (NOS): isoenzimas

Localizacion Terminologia

Cantidad NO producido

Duracioén de produccion Tipo de respuesta

Constitutiva Neuronas nNOS Baja (pmoles) Corta Inmediata

(cNOS) Endotelio eNOS Baja (pmoles) Corta Inmediata (segundos)

Inducible Macrofagos

(iNOS) Condrocitos iNOS Alta (nmoles) Larga Retardada (horas)
Hepatocito

Otras localizaciones: tejido sinovial, musculo esquelético, muasculo cardiaco, muasculo liso del aparato digestivo, vasos sanguineos pulmonares,

recibido diversas nomenclaturas (tabla 1). La no-
menclatura utilizada inicialmente se basaba en las
primeras observaciones segun las cuales la sintesis
del NO se producia principalmente en células no
activadas, aunque se podria inducir su sintesis si se
sometian a estimulos inductores. Asi, se utilizé la
clasificacion de inducible (iNOS) localizada princi-
palmente en los macréfagos, y constitutiva (cNOS)
localizada en las neuronas (nNOS) y las células en-
doteliales (eNOS). Sin embargo, ahora sabemos
que el grado de expresion genética de las dos for-
mas constitutivas (nNOS y eNOS) puede ser tam-
bién inducido por diferentes estimulos fisiologicos,
y que la forma inducida (iNOS) funciona, asimis-
mo, como una enzima constitutiva en determinadas
condiciones fisiologicas en algunas células®. Por
este motivo, actualmente no es totalmente aceptada
la clasificacion de inducible frente a constitutiva, y
algunos autores prefieren la clasificacion que hace
referencia a cada uno de los tejidos en los que ori-
ginalmente se aislaron los ADNc y las proteinas de
las isoformas de la enzima: nNOS (neuronas); iNOS
(macroéfagos), y eNOS (endotelio)’.

El nNOS fue originalmente purificado y clonado en
el tejido neuronal. Sin embargo, hoy sabemos que
la nNOS se localiza en otros tejidos, como el mus-
culo esquelético, donde existe una gran expresion
de este gen.

El iNOS fue originalmente purificado y clonado en
una linea celular macrofagica de raton inmunoacti-
vada, pero actualmente se ha demostrado su pre-
sencia en multiples tejidos y células (musculo car-
diaco, hepatocitos, glia, condrocitos, etc.). La
enzima inducible de los macréfagos murinos evi-
dencia s6lo un 50% de igualdad en la secuencia
con respecto a la enzima neuronal. Como el NOS
neuronal el NOS macrofagico tiene lugares de re-
conocimiento para FAD, FMN y NADPH y posee
igualmente un lugar de unioén a la calmodulina. El
ARNm del NOS macroéfagico estd ausente en los
macréfagos no activados o en el bazo, pero se
puede detectar 2-6 h después del tratamiento con
endotoxinas.

La eNOS, la dltima de las tres formas aisladas, fue
originalmente purificada y clonada en el endotelio
vascular. También se ha demostrado su presencia
en el miocardio, las plaquetas y el hipocampo. Este
gen codifica una proteina de 1.205 aminodcidos
con una masa molecular de 133 kDa. La secuencia
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de aminoicidos de la eNOS difiere en numerosos
residuos de la secuencia determinada para la pro-
teina cerebral bovina purificada, muestra entre un
50-60% de igualdad con la secuencia de las isofor-
mas del macréfago murino y del cerebro de ratas.
Claramente, la misma isoforma puede tener dife-
rentes funciones biologicas cuando se expresa en
diferentes tejidos. Por ejemplo, el nNOS ARNm ge-
nera dos proteinas estructuralmente diferentes
cuando la enzima esta localizada en las neuronas o
en el misculo esquelético'. Otro ejemplo de regu-
lacion especifica del tejido es la que tiene lugar
con la eNOS en las células endoteliales y en el
miocardio!!. Por otra parte, la complejidad de la ca-
talisis de NOS, reflejada por la diversidad de cofac-
tores y cosustratos de NOS, confirma también la
existencia de importantes diferencias entre los teji-
dos y sus mecanismos de regulacion.

A pesar de estas diferencias, existen también datos
relevante desde el punto de vista bioquimico que
son comunes a las tres isoformas. En ellas, aproxi-
madamente el 55% de los aminoacidos que forman
la secuencia son iguales, en particular aquellas re-
giones de la proteina que intervienen en la reac-
cion enzimdtica'z

Regulacion de las isoformas de NOS

La actividad de la enzima NOS puede ser manipu-
lada actuando a distintos niveles de la reaccion en-
zimatica que ocasiona la sintesis de NO (tabla 1).
Las diferentes formas de la enzima tienen un es-
quema similar de la zona catilica, lo que afecta a la
oxidacion de los cinco electrones del nitrogeno ter-
minal guanidinico del aminoacido L-arginina para
formar NO y L-citrulina. En esta reaccion compleja
se necesita oxigeno y NADPH como sustratos y nu-
merosos cofactores redox, entre los que se inclu-
yen FAD, FMN, tioles reducidos y tetrahidrobiopte-
rinas (fig. D.

Calcio y calmodulina. En las tres formas de la enzi-
ma, la sintesis de NO depende de la capacidad de
la enzima para unirse a la proteina reguladora del
calcio, llamada calmodulina. Para que eNOS vy
nNOS se unan a la proteina calmodulina, y en con-
secuencia que se activen, es necesario un incre-
mento en la concentracion de Ca2+ intracelular.
Las isoformas eNOS y nNOS se vuelven totalmente
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TABLA 2. Moduladores de la sintesis de 6xido nitrico

L. Inhibidores de la sintesis de NO
a) Andlogos del sustrato
N nitro-L-arginina (L-NNA)
N amino-L-arginina (L-NAA)
N-metil-L-arginina (L-NMA)
b) Ligandos de flavoproteinas
¢) Antagonistas de la CaM
d) Quelantes del calcio
e) Citocinas: TGFB1-2-3; 1L-4; IL-10; IL-8
) Otros: NO, CO, SOD
II. Estimuladores de la sintesis de NO
1. cNOS
a) Ionoforos del calcio
b) Estimulacion eléctrica
d) Acetilcolina
e) Bradiquinina
2. iNOS
a) Interferéon gamma
b) LPS
OlIL-1B
d) TNF-o.

activas con concentraciones de Ca2+ mayores o
iguales de 500 nM'>. Por el contrario, la calmodu-
lina asociada a iNOS tiene una gran afinidad por el
Ca2+, de esta forma son necesarios valores muy
bajos para poder activar la enzima, y las variacio-
nes en las concentraciones no afectan a la union
de la iNOS con la calmodulina ni, por lo tanto,
al proceso de activacion y desactivacion de la enzi-
ma'?, De esto se deduce que la actividad de
la eNOS y la nNOS estd en gran parte modulada
por los cambios intracitoplasmaticos de Ca2+,
mientras que la actividad de la iNOS en células in-
munoactivadas no depende de forma tan estricta
de las concentraciones de calcio. Esto llevo a pen-
sar que la nNOS y eNOS eran dependientes del
calcio y la iNOS era independiente del calcio. Hoy
sabemos que esto no es cierto, y que lo que existe
en realidad es una diferencia en la concentracion
del calcio necesario para unirse a la calmodulina®'3.

Cofactores de NOS. Todas las isoformas de NOS re-
quieren la presencia de L-arginina, tetrahidrobipo-
terina, NADPH, FAD y FMN para la plena actividad
enzimatica y la consiguiente sintesis de NO. Te-
niendo en cuenta estas necesidades, se han sinteti-

TABLA 3. Mecanismos de accion del 6xido nitrico

zado una serie de firmacos capaces de inhibir la
sintesis del NO. En el caso de la NG-monometil-L-
arginina (L-NMMA), N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO)
y NG-nitro-L-arginina metiléster (L-NAME), la inhi-
biciéon tiene lugar porque compiten por la enzima
con el verdadero sustrato de la reaccion (L-argini-
na). Por otra parte, considerando la necesidad de
una flavoproteina dependiente de NADPH, se de-
mostré que los inhibidores de las flavoproteinas,
como la difenileneiodonium (DPI), di-2-tieniliodo-
nium (DTD e iodoniumdifenil (ID), inhiben tam-

bién las NOS de los macrofagos y del endotelio®®.

Efectos moleculares del NO

El efecto biologico del NO varia en funcion de cual
sea el tipo de enzima que lo sintetiza. En condicio-
nes aerobicas, el NO se oxida espontaneamente y
da lugar a su forma inactiva, estable y definitiva los
nitritos y los nitratos. Esta propiedad explica la par-
ticularidad ya descrita de los mamiferos, que excre-
tan mas nitratos de los que ingieren, especialmente
si existe inflamacion. La breve vida media del NO
(8-10 s) limita su campo de accion en lo referente a
efectos autocrinos y paracrinos. La alta afinidad por
la hemoglobina aumenta atn mas sus limites de ac-
cion. Sin embargo, la longevidad y el rango de sus
efectos fisiologicos pueden extenderse, debido a la
formacion de los productos estables biolégicamen-
te activos cuando reaccionan con proteinas y otras
moléculas (tablas 2 y 3)1718,

El NO presenta una alta afinidad por los dtomos de
hierro, pertenecientes 0 no a un grupo hemo aso-
ciado a una proteina’®. De esta forma, la union del
NO con el grupo hemo de la enzima guanilato-ci-
clasa provoca su activacion, aumentando los valo-
res intracelulares del GMPc en muchos tipos de cé-
lulas®®. La union del NO con el hierro unido a
grupos sulfhidrilo, como en el caso de la aconitasa
y de los complejos 1y II de la cadena mitocondrial
respiratoria, inhibe la fosforilacion oxidativa®'. En
los macrofagos, esto da lugar a un incremento
compensador del grado de glucolisis, a pesar de la
habilidad del NO para inhibir la GAPDH en algu-
nas células®. La inhibicién de la GAPDH se produ-
ce por la activacion de la enzima ADP-ribosil trans-

Radical Objetivo Efecto fisiologico

Fe-beme GMPc-AMPc sintetasas Vasodilatacion, inhibicion plaquetas, adhesion celular, neurotransmision
Ciclooxigenasa
Lipooxigenasa

Enzimas mitocondriales
RN reductasa

RN reductasa

Activador plasmin6geno
ADP-ribosa-sintetasa
N-terminal ADN

Superdxido

Fe-S-proteinas
Fe-proteinas
Tirosil-proteinas
Tiol-proteinas

Citotoxicidad
Reduccion ADN
Reducciébn ADN

Citotoxicidad
Mutaciones, rotura
Bloqueo
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ferasa, la cual origina su ADP-ribosilacion, o por la
nitrosilacion directa de la GADPH, que produce el
NO%.

La enzima ribonucleétido reductasa es otra enzima
que contiene hierro y es inhibida por el NO*. La
inhibicion produce la pérdida de un radical tirosil
en el punto activo de la enzima. Al bloquearse esta
enzima, el NO altera la sintesis del ADN vy la divi-
sion celular. El peroxinitrito, pero no el NO, nitro-
sila los residuos de la tirosina en la enzima super-
oxido dismutasa (SOD), asi como en otras
proteinas que contienen cobre®. El NO también es
capaz de causar alteraciones gendmicas. EI NO
puede inducir cambios en la secuencia del ADN
mediante un mecanismo de deaminacion de la ci-
tosina. También dafia el ADN a través de reaccio-
nes de nitrosilacion que producen la deaminacion
y causan la rotura de las cadenas del ADN?,

El NO posee importantes propiedades para combi-
narse avidamente con el anidon superoxido O,
Aunque originalmente se creyd que este anidn te-
nia propiedades protectoras, especialmente en res-
puesta a la isquemia y la reperfusion, las mas re-
cientes investigaciones sugieren que esta reaccion
puede generar también efectos destructivos, parti-
cularmente el anidn peroxinitrito”. El peroxinitrito
puede descomponerse para formar el radical hidro-
xil-OH. La produccion de estos radicales esta ligada
a la destruccion del tejido durante la inflamacion®.
Durante la reaccidn que genera peroxinitritos, el
radical libre de un anién de superoxido derivado
del oxigeno (O,-) inactiva el NO. Esto coincide
con los efectos de la SOD, un bloqueante del
superoxido (O,~) que también prolonga los efectos
vasorrelajantes del NO. Esta prolongacion se ha
atribuido a la reaccidon entre O,— con el NO. De
modo opuesto, el NO puede ser considerado como
un bloqueante del ani6én de superéxido, lo cual su-
giere que el NO puede suministrar una barrera qui-
mica a los radicales libres de citotoxicidad®.

El NO reacciona en presencia de grupos tioles es-
pecificos de las proteinas para formar derivados de
S-nitrosoproteinas, que tienen propiedades pareci-
das a las del factor relajante derivado del endote-
lio. El plasma humano contiene aproximadamente 7
UM S-nitrosothioles, de los cuales el 96% son
S-nitrosoproteinas, y el 82% de estos ultimos son
parte de la albimina-S-nitrosa sérica'”'®, En cambio,
los valores de plasma del 6xido nitrico libre son de
aproximadamente 3 nM. Este abundante complejo
sirve probablemente como una reserva, con la cual
los valores de plasma del 6xido nitrico libre —alta-
mente reactivo y de corta duracién— pueden ser re-
gulados para el mantenimiento del tono vascular.

El 6xido nitrico en la articulacion

El liquido sinovial procedente de las articulaciones
humanas sanas contienen valores muy bajos de

93

NO. Sin embargo, el liquido sinovial procedentes
de pacientes con artrosis o artritis reumatoide po-
seen altas concentraciones de NO*. Los elementos
celulares que forman parte de una articulacion
diartroidal humana son el condrocito del cartilago
articular, el sinoviocito tipo fibroblasto, el sinovio-
cito tipo monocito/macrofago del tejido sinovial y
las células del liquido sinovial que son principal-
mente células procedentes del torrente sanguineo
(células mononucleadas sanguineas).

Los estudios realizados in vitro han demostrado
que de todas las células que se pueden encontrar
en una articulacion, los condrocitos son las que
sintetizan y liberan los valores mas altos de NO, y
también son los que expresan los valores mas altos
de ARNm y proteina de iNOS**. Los cultivos pri-
marios de los condrocitos articulares humanos libe-
ran valores bajos de NO. Sin embargo, la esti-
mulacion con la IL-1B provoca un incremen-
to dependiente de la dosis, detectable después de
12 h y que continta aumentandose durante las si-
guientes 72 h. La ciclohexamida o la actinomicina
D bloquean por completo la formacion del NO in-
ducida por la IL-1, lo que significa que depende
del ADN y de la sintesis de proteinas. La N-metil
arginina, un inhibidor de la NOS, reduce la forma-
cion del NO inducido por la IL-1, y en un medio
de cultivo como el DMEM sin el aminoacido L-argi-
nina no hay sintesis de NO.

Los sinoviocitos y fibroblastos humanos no produ-
cen valores importantes del NO en respuesta a la
estimulacion con la IL-1 o cualquier otro agente
que activase la actividad de la enzima NOS en los
condrocitos primarios. Algunos autores han podido
estimular la sintesis de NO por los sinoviocitos,
pero las cantidades que se liberan son muy inferio-
res a las que se consiguen cuando se estimulan los
condrocitos®34,

Clonacion de la NOS inducible de los condrocitos

El grupo de Salvador Moncada® y el de Martin
Lotz aislaron y clonaron el gen que sintetiza la
enzima NOS en los condrocitos articulares huma-
nos. Todos los anilisis sobre la NOS por los con-
drocitos articulares humanos dieron como resulta-
dos las caracteristicas de una NOS inducible. La
iNOS de los condrocitos humanos es una proteina
de 1.153 aminoacidos de longitud, tiene una ho-
mologia del 78% con el ADNc de la forma clona-
da de los macrofagos y un 88% con la proteina.
Con respecto a la nNOS y la eNOS existe una ho-
mologia del 50% para el ADNc y del 65% para la
proteina. Esta forma de iNOS conserva también
los lugares de union para los cofactores FMN,
FAD, FADH y Ca2+/calmodulina. La homologia de
la iNOS de los condrocitos articulares humanos
con el iNOS de los hepatocitos es altisima, practi-
camente del 100%>".
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El 6xido nitrico en el cartilago articular normal

Como se ha mencionado anteriormente, de todos
los tejidos que forman parte de una articulacion, el
cartilago es el tejido que tiene mayor capacidad
para sintetizar NO. El cartilago articular normal no
produce NO ni contiene expresion alguna de las
iNOS, a menos que se estimule con citocinas proin-
flamatorias, como la IL-1 o el TNF-0*"%. Los con-
drocitos supertficiales estimulados con IL-1 produ-
cen mis NO que las células de capas mas
profundas®. Sin embargo, el tejido sinovial huma-
no tiene una escasa capacidad para sintetizar y li-
berar NO.

El NO producido en respuesta a la estimulacion
con citocinas ejerce unos determinados efectos ca-
tabolicos que cabria esperar que favoreciesen la
degradacion del cartilago articular. Entre estos efec-
tos del NO en los condrocitos podemos citar: a) in-
hibicion de la sintesis del colageno y proteogli-
canos®™?  p) activacion de metaloproteasas®;
¢) incremento de la susceptibilidad al dafo induci-
do por otros oxidantes (H,0,)"; d) disminucion de
la expresion de IL-1 receptor antagonista®; e) inhi-
bicion de la proliferacion celular’; y f) induccion de
apoptosis™. Otras posibles acciones proinflamato-
rias del NO en la artritis incluyen el aumento de
vasodilatacion y permeabilidad, la potenciacion del
TNF y la IL-1 liberada por leucocitos, y la estimula-
cion de la actividad angiogénica por los monoci-
tos/macrofagos.

El efecto de diferentes citocinas sobre la sintesis
del NO presenta unas peculiaridades especificas.
Todos los factores, incluidos el TNF, IL-1, LIF y
LPS, de los que se conoce su capacidad para indu-
cir respuestas catabolicas y proinflamatorias en los
condrocitos, estimulan la sintesis del NO. Por el
contrario, el TGFP, que es el factor de crecimiento
mas potente en los condrocitos y que estimula la
formacion de la matriz extracelular, no induce valo-
res detectables en la sintesis de NO73!,

A partir de estos hallazgos, se puede concluir que
la sintesis del NO es parte del programa catabolico
de los condrocitos.

El NO y las prostaglandinas en el cartilago
articular humano

Las prostaglandinas (PG) son unos mediadores in-
flamatorios sintetizados por la enzima ciclooxige-
nasa (COX). El tejido sinovial y los condrocitos ar-
ticulares humanos, sometidos a los estimulos
adecuados, pueden sintetizar PG (PGE2, prostaci-
clina y PGF2o). La IL-1, el TNF-o y el NO son los
estimulos capaces de inducir la sintesis de las pros-
taglandinas, principalmente de la PGE2, en los con-
drocitos articulares humanos (fig. 2). No se conoce
la funcion desempeniada por las prostaglandinas en
la homeostasis del cartilago y se han apuntado tan-
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Destruccion cartilago

COX-2 — p» PGE2

Figura 2. Conexion entre el NO y las PG en el condrocito articular
bumano. Las citocinas prolinflamatorias como la IL-1 tienen la ca-
pacidad de inducir la expresion de las dos formas inducibles de las
enzimas NOS y COX. El NO sintetizado puede aumentar la sintesis de
MMP o actuar directamente sobre el cartilago favoreciendo su des-
truccion. Por otro lado la PGE2 puede activar las enzimas proteoliti-
cas MMP y actuar sobre el cartilago articular. Asimismo, el NO puede
también activar. El punto de confusion se establece en la conexion
entre estas dos enzimas inducibles. Unos resultados apuntan a que el
NO puede activar a la enzima COX-2 e incrementar los niveles de
PGE2. Otros resultados sugieren que el NO no activa sino que inhibe
a la COX-2, porque la inhibicion de su sintesis incrementa los niveles
de PGE2. La PGE2 puede tener también capacidad de inhibir a la
iNOS (flecha discontinua,).

to efectos catabodlicos como anabdlicos. La PGE2
inhibe la proliferacion de los condrocitos e inhibe
la sintesis de proteoglicanos in vitro™®.

Se conocen dos isoformas de esta enzima en los
organismos eucariotas: una constituida (COX-1) y
otra inducible (COX-2)*. Los condrocitos articula-
res procedentes de donantes humanos sin enferme-
dad articular y sin estar sometidos a ningin estimu-
lo expresan Unicamente COX-17%, Si las células
son estimuladas con citocinas como la IL-1, pueden
expresar también COX-2, sin sufrir la COX-1 nin-
glin tipo de modulacién ¥, Sin embargo, los con-
drocitos aislados de cartilagos artrésicos contienen
la forma inducible sin necesitar estimulos proinfla-
matorios

Como podemos ver, las enzimas que sintetizan el
NO vy las PG tienen dos isoformas, una inducible
(iNOS, COX-2) y otra constitutiva (cNOS, COX-1).
La estimulacion de las formas inducidas es pro-
ducida por los mismos estimulos en ambos siste-
mas>®3!. Ademads, una gran variedad de células (ma-
crofagos, endotelio, condrocitos) pueden sintetizar
las dos isoformas de las enzimas y liberar PG y
NO’!. Trabajos recientes demuestran una estrecha
relacion entre estos dos mecanismos enzimaticos,
pero los resultados que se estin obteniendo en
cuanto a la conexion entre el NO y la enzima COX
son contradictorios y varfan dependiendo del tipo
y especie celular utilizados. En los condrocitos hu-
manos normales, el NO endbgeno y exdgeno au-
menta la sintesis de PGE2 (posiblemente a través
de su reaccién con el componente heme, que for-

94



Blanco Garcia FJ, et al. El 6xido nitrico y el cartilago articular

Degradacion

//'

Co

o
v’

IL-1
Tejido MMP TNF
sinovial Colageno
Proteoglicanos +
IL-1RA +
PGE2 Proliferacion .
TIMP Apoptosis
PGE2
MMP @
NO
Cartilago

@

Factores etioldgicos

Figura 3. Fisiopatologia del NO en la destruccion del cartilago articular. 1) Factores desencadenantes de la OA inducen la sintesis de NO por los
condprocitos del cartilago articular. 2) Los niveles de NO se incrementan en el espacio articular, y desde aqui puede disparar sus efectos biologicos
a diferentes niveles. 3) El NO puede actuar sobre el cartilago articular inbibiendo la sintesis de coldgeno y proteoglicanos y estimulando la sintesis
de MMP e induciendo apoptosis sobre los condrocitos. 4) El NO puede actuar sobre el tejido sinovial favoreciendo la secrecion al espacio articular
de factores proinflamatorios y con capacidad de destruir el cartilago como la MMP. 5) Como resultado de la destruccion del cartilago se liberan
fragmentos de cartilago que también poseen capacidad de inducir la liberacion de factores proinflamatorios por el tejido sinovial.

ma parte de la zona activa de la enzima) y la PGE2
no tiene efecto en la produccion de NO’. Sin em-
bargo, en condrocitos de OA el NO disminuye la
sintesis de PGE2, y en condrocitos de OA estimula-
dos con citocinas, la inhibicion de la sintesis de NO
(por una molécula que inhibe el iNOS, la L-NMMA)
aumenta la produccion de PGE2%. Estos efectos so-
bre la estimulacion e inhibicion de la sintesis de
PG por el NO han sido confirmados por otros auto-
res. Posiblemente la explicacion a estos resultados
dispares se encuentre en la metodologia utilizada.
Para aclarar este punto de confusion se ha formado
un comité dentro del marco de la OARSI (Sociedad
Internacional para la Investigacion de la OA) con la
finalidad de estandarizar las condiciones de los ex-
perimentos en este campo (Dr. Pujol y Dr. Henro-
tin, comunicacion personal).

El 6xido nitrico y la artrosis

Debido a sus propiedades eminentemente destruc-
tivas del cartilago articular, el NO puede ser un im-
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portante mediador de lesion articular cronica en la
OA (fig. 3). En esta linea, se ha demostrado que los
condrocitos artrosicos expresan iNOS (ARNm y
proteina) y producen NO de forma espontinea®.
La forma de iNOS aislada del cartilago artrosico re-
sulta particularmente interesante a partir del mo-
mento en que sobrepasa el peso molecular de las
iNOS caracterizadas previamente (150 kDa frente a
133 kDa) y su expresion no se ve inhibida por
otros factores como el TGFB o la hidrocortisona. El
cartilago artrésico expresa iINOS y produce nitritos
después de 72 h en cultivo, en ausencia de estimu-
los como IL-1 o TNF*. Esto indica que los estimu-
los existentes en la matriz extracelular del cartilago
artrosico persisten durante un tiempo y son, por
tanto, capaces de inducir la sintesis del NO. Ade-
mas la cantidad de NO producido por el tejido ar-
trosico esta en relacion directa con el grado de le-
sion del cartilago™.

Otro hallazgo que hace pensar en la influencia del
NO en la artrosis es la conexion de ambos elemen-
tos con la apoptosis. Por un lado el NO es capaz
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de inducir apoptosis en los condrocitos y, por otro
lado, el cartilago artrésico contiene un porcentaje
mayor de células en apoptosis que los cartilagos
normales*>. Si el NO es el responsable de la
apoptosis en la artrosis es un punto que todavia no
ha sido demostrado.

Finalmente, el papel del NO en la degradacion del
cartilago artrésico ha quedado claramente demostra-
do gracias a los estudios realizados en modelos ani-
males de artrosis. En ellos, se ha observado que la
inhibicion de la sintesis del NO por los tejidos de la
articulacion retarda la degeneracion del cartilago™.

El NO y el tratamiento de la degradacion
del cartilago

Como el NO liberado por los condrocitos activados
tiene un poder dafnino para el cartilago, representa
un potencial objetivo para la intervencion farmaco-
logica en la OA y la AR. Hay evidencia que agentes
utilizados actualmente en el tratamiento de las en-
fermedades reumaticas afecta la actividad del NO.
El auronofin reduce la respuesta de la aorta de co-
nejo al NO, mientras que los glucocorticoides y la
ciclosporina inhiben la inducion de iNOS en varios
tejidos. Ademas el MTX puede inhibir la dihidroflo-
lato reductasa que puede interferir en la sintesis de
tetrahidrobiopterina, un cofactor necesario para la
actividad de NOS. Las tretaciclinas inhiben la pro-
duccion de NO por los condrocitos y macrofagos.
Este efecto, que es debido al descenso de la expre-
sion de la enzima iNOS, puede contribuir a la con-
droproteccion, actividad de las tetraciclinas en los
modelos animales™.

La inhibicion de la produccion de NO por los an-
tiinflamatorios no esteroides (AINE) también ha
sido demostrada®. En macrofagos de raton, la aspi-
rina inhibe la produccion de nitritos por al menos
dos mecanismos: 1) efecto sobre la transcrip-
cion/traslacion, que inhibe la enzima NOS expre-
sion por inmunoblot, y 2) la inhibicion directa de
la actividad especifica de la enzima, principalmente
por acetilacion de NOS. En condrocitos articulares
humanos normales y artrésicos también se ha de-
mostrado que la aspirina, el tenidap, el diclofenaco
y el aceclofenaco inhiben la sintesis del NO*%. Sin
embargo la indometacina y la dexametasona no
son capaces de modificar su sintesis.

El condroitin sulfato in vitro tiene capacidad de inhi-
bir la apoptosis inducida por el NO en los condroci-
tos articulares de conejo®; si estos resultados se pue-
den extrapolar a humanos esta siendo probado en
nuestro laboratorio. Por otro lado, Martin Lotz ha en-
contrado in vitro que el acido hialurénico es capaz
de inhibir la apoptosis inducida por NO en condroci-
tos humanos (comunicacion personal).

En conclusion, el NO es un factor que favorece la
degradacion del cartilago articular. Por este motivo,
la inhibicion de la sintesis de NO o el bloqueo de
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sus efectos estd siendo una de las armas terapéuticas
que actualmente mas se estd investigando para pre-
venir la destruccion del cartilago articular y reducir
la evolucion de la artrosis y la artritis inflamatoria. Si
los hallazgos demostrados in vitro tienen algin sig-
nificado in vivo debe ser demostrado en el futuro.
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