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Resumen

Introduccion: Aunque la citrulina es producida por la sintasa del 6xido nitrico (NO) al activarse
el receptor glutamatérgico NMDA, nitritos y nitratos (NOy) son considerados los mejores mar-
cadores de sintesis del NO pues citrulina es también metabolizada por otras enzimas. En este
estudio se realiz6 un analisis de correlaciones de concentraciones de citrulina y NOy en liquido
cefalorraquideo humano para evaluar la proporcion en que la citrulina refleja la sintesis del NO
y la neurotransmision glutamatérgica.

Métodos: Se incluyeron pacientes con trastornos neuroldgicos agudos a los que se realizd
puncion lumbar (n=240). Se determind la concentracion de NO, y aminoacidos por HPLC.
Resultados: NOy no fue diferente por la presencia de infeccion (p=0,110) o inflamacion
(p=0,349). La regresion multiple mostré que NO, correlacioné con glutamina (r=-0,319,
p<0,001) y citrulina (r=0,293, p=0,005) pero no con el cociente citrulina/arginina (r=-0,160,
p=0,173). EL ANCOVA confirmé6 que NOy esta asociado con citrulina (F=7,6, p=0,007) pero no
con el cociente citrulina/arginina (F=2,2; p=0,136), ni con la infeccion (F=1,8; p=0,173) o la
inflamacion (F=1,4; p=0,227). NO, no correlacion6 con arginina ni con glutamato.
Conclusiones: Esto sugiere que citrulina refleja parte de la sintesis del NO a pesar de la con-
tribucion de otras vias metabolicas. Ademas, este estudio muestra que la glutamina es un
modulador importante de la actividad de la NOS, y que arginina y glutamato no correlacionan
con la concentracion de NOy.
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Glutamine and citrulline concentrations reflect nitric oxide synthesis in the human

Introduction: Although citrulline is produced by nitric oxide (NO) synthase upon activation
of the NMDA glutamate receptor, nitrite and nitrate (NOy) concentration is considered the
best marker of NO synthesis, as citrulline is also metabolised by other enzymes. This study
analyses the correlation between human cerebrospinal fluid NOy and citrulline concentrations
in order to determine the extent to which citrulline reflects NO synthesis and glutamatergic

Methods: Participants were patients with acute neurological diseases undergoing lumbar punc-
ture (n=240). NO, and amino acid concentrations were determined by HPLC.

Results: NO, concentrations did not vary significantly where infection (p=0,110) or inflam-
mation (p=0,349) were present. Multiple regression analysis showed that NOs concentration
was correlated with glutamine (r=—0,319, p<0,001) and citrulline concentrations (r=0,293,
p=0,005) but not with the citrulline/arginine ratio (r=—0,160, p=0,173). ANCOVA confirmed
that NO concentration was correlated with citrulline concentration (F=7,6, p=0,007) but not
with the citrulline/arginine ratio (F=2,2, p=0,136), or presence of infection (F=1,8, p=0,173)
or inflammation (F=1,4, p=0,227). No association was found between NOx and arginine or

Conclusion: The results suggest that CSF citrulline concentration reflects NO, synthesis to some
extent, despite the contribution of other metabolic pathways. In addition, this study shows that
glutamine is an important modulator of NO synthase activity, and that arginine and glutamate

© 2017 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/
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Antecedentes

La citrulina y el oxido nitrico (NO) son producidos simul-
taneamente por la sintasa del NO (NOS, EC 1.14.13.39) en
cantidades equimolares’?; por esto, tanto la citrulina como
el cociente citrulina/arginina (Cit/Arg) han sido utilizados
en diferentes estudios como marcadores de la sintesis del
NO3>“. Sin embargo, dado que otras vias metabélicas alteran
los niveles de citrulina, se ha sugerido que este aminoa-
cido no es un marcador confiable de la sintesis del NO®
aunque, por otro lado, algunos estudios han sugerido que
la citrulina puede ser un marcador incluso mas sensible de
la actividad de la NOS en el sistema nervioso central (SNC)
humano™®.

Respecto de los marcadores de la actividad de la NOS,
nitritos y nitratos (NOy) son utilizados con mayor frecuen-
cia, especialmente en estudios in vivo. Se considera que los
NO, son los mejores marcadores de la sintesis del NO; se
ha reportado que su contenido cerebral correlaciona con la
actividad de la NOS”-8, aunque no se ha realizado un estudio
similar para la participacion de la citrulina.

La utilidad de los niveles de citrulina para estimar la
sintesis del NO se ha cuestionado pues este aminoacido es
metabolizado por varias enzimas®. Por ejemplo, dimetilar-
ginina dimetilaminohidrolasa (DDAH, EC 3.5.3.18) genera
citrulina a partir de las metilargininas, que son inhibido-
res competitivos de la NOS®'%; esta enzima es inducida por
citocinas'®"" y es inhibida por arginina, citrulina y el NO
producido por la NOS inducible (iNOS)'%3.

Junto con la sintesis de citrulina, en el SNC (y otros sis-
temas) ocurre la Unica reaccion conocida de la que este
aminoacido es sustrato'# a través de la argininosuccinato
sintetasa (ASS, EC 6.3.4.5). La ASS es estimulada por la
citrulina y por estimulos proinflamatorios y aumenta la sin-
tesis del NO'~ "7, Esta enzima cataliza la condensacion de
aspartato y citrulina en el paso limitante de la biosinte-
sis de arginina’>'?; sin embargo, su actividad esta también
regulada por el NO pues la ASS se inhibe por nitrosilacion'®.

Por estas razones, se requieren mas estudios para deter-
minar la proporcion en que la citrulina refleja realmente
la sintesis del NO en el SNC humano. Este trabajo describe
un analisis de correlaciones entre los distintos marcadores
de la sintesis del NO y aminoacidos relacionados, tanto con
el NO como con el metabolismo de la citrulina en liquido
cefalorraquideo (LCR) humano, para evaluar la contribucion
relativa de distintas vias metabodlicas a los niveles de NO, y
de citrulina, como marcadores de sintesis del NO.

Métodos

Este estudio transversal fue aprobado por el Comité de
Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia. Todos los pacientes y sus familiares recibieron
informacion por escrito sobre el objetivo del estudio, y
quienes aceptaron participar firmaron un consentimiento
informado. Los participantes fueron tratados de acuerdo
con los principios éticos de la Declaracion de Helsinki; los
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procedimientos aplicados a los pacientes fueron Gnicamente
los necesarios para su diagnoéstico y manejo clinico estandar.

Los pacientes fueron reclutados por muestreo consecu-
tivo en el Servicio de Urgencias. Aquellos con trastornos
neurologicos agudos, compatibles con infeccion del SNC,
fueron evaluados con procedimientos estandar como
electroencefalografia, tomografia computada (TC), ima-
genologia de resonancia magnética, puncion lumbar vy
laboratorios generales.

Se realizd a todos los pacientes una prueba de ELISA
para VIH, haciendo un analisis confirmatorio para aquellos
que dieron un resultado positivo. El diagndstico de encefali-
tis viral en pacientes VIH-negativos se baso en los siguientes
criterios: 1) sujetos previamente sanos, con datos clinicos
de trastorno cerebral agudo (fiebre, convulsiones, altera-
cion del estado de alerta, agitacion psicomotriz o letargia);
2) electroencefalografia anormal con enlentecimiento gene-
ralizado del ritmo de base o hallazgos sugerentes en los
estudios de imagen (edema cerebral, lesiones hiperintensas
en la secuencia T2, reforzamiento de los giros corticales); 3)
datos de inflamacion en el LCR, con conteos aumentados de
proteinas y células; y 4) cultivos negativos para bacterias y
hongos en el LCR, asi como analisis negativo para anticuer-
pos anticisticercos. La encefalitis primaria aguda por VIH
se diagnostico cuando se descartaron otros patdgenos y los
pacientes presentaron resultados serologicos positivos para
VIH.

La meningitis tuberculosa se determind por un perfil
de LCR compatible y un cultivo positivo para Mycobacte-
rium tuberculosis (M. tuberculosis), o una PCR positiva para
el ADN de M. tuberculosis junto con niveles de adeno-
sina desaminasa en LCR superiores a 7 Ul/l. El diagndstico
de meningitis por criptococo se establecid por un cultivo
positivo para Cryptococcus neoformans. La meningitis bac-
teriana se definid por el cultivo de las bacterias patégenas
en el LCR y un cuadro clinico compatible. La neurocisti-
cercosis se identifico por la presencia de lesiones tipicas
en los estudios de imagen y una prueba positiva en LCR
para los anticuerpos contra cisticercos. La inflamacion del
SNC fue definida como un conteo de células en LCR > 8
células/mm3, por tratarse de un criterio utilizado en nuestra
institucion.

Los registros clinicos y bioquimicos estuvieron cegados
entre si. El LCR se obtuvo por punciéon lumbar después
de realizar una TC en todos los casos; no se observaron
complicaciones secundarias a este procedimiento. Las con-
centraciones de NO, y de aminoacidos se determinaron por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) como se
ha reportado*?°.

Para el analisis de los aminoacidos, las muestras fue-
ron colectadas en tubos de vidrio que se almacenaron
a —80°c. Posteriormente, el LCR fue descongelado vy
filtrado por membranas de nitrocelulosa (0,45 um de dia-
metro de poro). Las muestras fueron derivatizadas con
o-ftalaldehido/mercaptoetanol e inyectadas a una columna
Adsorbosphere OPA HS (100 x 4,6 mm, 5um de diametro
de particula, Alltech Associates) conectada a una bomba
cuaternaria (serie 1100, Agilent Technologies). La fase
movil estuvo compuesta de un amortiguador de acetatos
(50 mmol/l, pH5,9) y metanol absoluto grado HPLC (MetOH);
se utilizd un flujo de 1,5mL/min. El programa de solventes
consistié en un gradiente lineal de 12-22% de MetOH durante

27 min. Las senales se registraron a longitudes de onda de
232 nm para excitacion y 455 nm de emision con el software
ChemStation 10.02 (Agilent Technologies).

Para el analisis de NO,, las muestras fueron colectadas en
tubos de vidrio y almacenadas a -80°C. Posteriormente, las
muestras fueron descongeladas vy filtradas por membranas
de nailon (0,45 wm de diametro de poro) y se inyectaron en
una columna Lichrosorb C18 (250 x 4,6 mm, 5 um de diame-
tro de particula, Alltech Associates) conectada a una bomba
isocratica (serie 1200, Agilent Technologies). La fase movil
fue una solucion de octilamina (pH 6,4) que fluyd a una velo-
cidad de 1,2 mL/min. Las sefales se registraron a 228 nm con
el software ChemStation 10.02 (Agilent Technologies).

Analisis estadistico

Se realizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov (normali-
dad) y Levene (homogeneidad de varianza). Se compararon
las variables del LCR mediante la U de Mann-Whitney. El
género se comparo con la prueba exacta de Fisher. Se reali-
zaron correlaciones bivariadas con la prueba de Spearman.
Los predictores de la concentracion de NO, fueron identifi-
cados por regresion lineal multiple y ANCOVA utilizando los
valores logaritmicos de NO, y Cit. Los resultados se mues-
tran como mediana (Q1-Q3) y se consideraron significativos
al obtener un valor bilateral de p<0,05.

Resultados

Se incluyeron 240 pacientes. Con la finalidad de reducir la
heterogeneidad de la muestra, 12 pacientes fueron exclui-
dos por no contar con un diagnostico definitivo al momento
del analisis de los datos y 51 pacientes por presentar un
trastorno psiquiatrico primario. Se analizaron solamente los
padecimientos neurologicos al ser los diagndsticos mas fre-
cuentes en nuestra poblacion.

Se diagnosticd un trastorno neurologico en 177 pacien-
tes de los que se logro completar el analisis bioquimico
en 92 casos. El diagnostico mas frecuente fue el de neu-
roinfeccion, siendo la encefalitis viral el mas prevalente.
Los 92 pacientes fueron clasificados en cuatro grupos por
la presencia de infeccion o inflamacion en el SNC (tabla 1):
18 pacientes tuvieron infeccion sin evidencia de inflama-
cién, 4 pacientes tuvieron un trastorno inflamatorio del SNC
(principalmente desmielinizante) sin infeccion, 39 pacientes
tuvieron tanto infeccion como inflamacion y 31 no presen-
taron ninguna de estas caracteristicas.

Utilizamos esta clasificacion pues la inflamacion puede
presentarse en ausencia de infeccion (como en las enferme-
dades cerebrovasculares) mientras que algunas infecciones
(como la encefalitis viral) pueden ocurrir sin signos de infla-
macion en el analisis citoquimico del LCR.

Analisis bioquimicos

La concentracion de NO, no varié entre hombres y mujeres
(mujeres: 104 [52-190], hombres: 71 [56-126] uM; p=0,150)
o por la presencia de delirium (presente: 76 [58-122],
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Tabla 1 Descripcion de la poblacion incluida en el estudio

Datos demogrdficos N=92
Género 49 mujeres/43
hombres
Edad 35 (25-44) anos
Diagnéstico N=92
Infeccion del SNC 57
Enfermedad cerebrovascular 9
Otras enfermedades 26
Infecciones del SNC N=57
Encefalitis viral 29
Neurocisticercosis 8
Criptococosis 7
Meningitis bacteriana no 7
especificada
Meningitis tuberculosa 5
Neurosifilis 1

Datos clinicos

Convulsiones 13

Delirium 21

Sintomas de psicosis 20
Datos paraclinicos

Inflamacion del SNC 43

VIH 7
Uso de antipsicoticos 19

ausente: 89 [51-188] uM; p=0,469), infeccion (presente: 66
[49-150], ausente: 106 [59-204] uM; p=0,110) o inflamacion
(presente: 66 [53-192], ausente: 96 [55-172] uM; p=0,349)
del SNC, sintomas de psicosis (presentes: 73 [55-122], ausen-
tes: 88 [54-205] uM; p=0,337), infeccion por VIH (presente:
60 [30-364], ausente: 86 [55-174] uM; p=0.639), enfer-
medad cerebrovascular (presente: 82 [50-319], ausente:
84 [54-174] pM; p=0,789), convulsiones (presentes: 89
[43-155], ausentes: 84 [56-181] uM; p=0,583) o por la
administracion de farmacos antipsicoticos (presentes: 88
[51-141], ausentes: 82 [55-181] wM; p=0,529).

1200

1000

4004 ° -

Citrulina (uM)

Figura 1  Citrulina y NOx correlacionaron positivamente des-
pués de ajustar por la concentracion de otros aminoacidos y
valores citoquimicos del LCR.

De acuerdo con el analisis bivariado, la concentra-
cion de NO, correlaciond con la de glutamina y con el
cociente Cit/Arg; se observo una tendencia de correlacion
para la citrulina. Las ecuaciones para las correlaciones de
citrulina y glutamina fueron NO, =4,3*Cit+115,5 y NO, =-
111,0*Gln +192,3; la ordenada al origen para la regresion
Cit-NO, fue de 115,5+21,4 (IC 95% 72,8-158,2) uM. No
se observaron correlaciones con la edad, el aspartato,
el glutamato, la glicina, la arginina, el cociente gluta-
mina/glutamato (Gln/Glu), ni con la presion, el conteo de
células o la concentracion de proteinas en el LCR (tabla 2).

El modelo resultante del analisis de regresion lineal
multiple (r=0,440, F=5,76, p=0,001) mostré que la con-
centracion de NO, correlacioné significativamente con la
citrulina (fig. 1) y la glutamina (fig. 2); la correlacion con el
cociente Cit/Arg perdi6 significacion. De acuerdo con este
analisis, citrulina y glutamina explican de forma indepen-
diente el 8% (r*=0,085) y el 10% (r*=0,101) de la varianza
de NO,, respectivamente; el modelo completo explica el 19%
(r?=0,193) de la varianza de NO, (tabla 2).

Tabla 2 Correlaciones bivariadas y multivariadas entre la concentracion de NO, en el LCR y varios posibles predictores

Variable Correlacion bivariada Correlacion multivariada
Glutamina r=-0,363, p=0,001 r=-0,319, p<0,001
Cit/Arg r=0,273, p=0,011 r=-0,160, p=0,173
Citrulina r=0,179, p=0,098 r=0,293, p=0,005
Aspartato r=-0,080, p=0,462

Glutamato r=0,157, p=0,144

Glicina r=-0,098, p=0,368

Arginina r=0,025, p=0,819

Gln/Glu r=0,159, p=0,168

Edad r=-0,056, p=0,610

Presion del LCR
Células en el LCR
Glucosa en el LCR
Proteinas en el LCR

r=-0,057, p=0,612
r=-0,091, p=0,409
r=0,082, p=0,453
r=-0,142, p=0,194

Solo las variables que mostraron un valor bivariado de p <0,100 fueron incluidas en el modelo multivariado.
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Figura 2  Glutamina y NOx correlacionaron inversamente des-
pués de ajustar por la concentracion de otros aminoacidos y
valores citoquimicos del LCR.

EL ANCOVA confirmé que la concentracion de NO, estuvo
asociada con la glutamina (F=17,1, p<0,001) y la citrulina
(F=7,6; p=0,007) pero no con el cociente Cit/Arg (F=2,2;
p =0,136) ni con la presencia de infeccion (F=1,8; p=0,173)
o inflamacion (F=1,4; p=0,227) en el SNC.

Discusion

Citrulina y nitritos+nitratos son marcadores de la
sintesis del 6xido nitrico

La citrulina y el NO se producen simultaneamente por la
NOS en cantidades equimolares (fig. 3)"?; por esto, tanto
la citrulina como el cociente Cit/Arg han sido utilizados en
muchos estudios como marcadores de la sintesis del NO*>*.
Sin embargo, otras vias metabdlicas pueden alterar la con-
centracion de citrulina (fig. 3), por lo que se requieren mas
estudios para determinar cual es la proporcion en la que su
concentracion refleja realmente la sintesis del NO.

Debe considerarse que el que la citrulina, o cualquier
metabolito, sea un marcador de la actividad de la NOS no
implica Unicamente que este sea producido por la enzima;
significa que la variacion de sus niveles refleja con exacti-
tud los cambios en la actividad de la enzima. De este modo,
la citrulina puede ser un marcador de la actividad de la
NOS si su concentracion cambia junto con la actividad de
la NOS aun independientemente de que el aminoacido sea o
no producido por esta enzima.

En este sentido, de acuerdo con los analisis de regre-
sion, cuando la concentracion de citrulina es igual a 0 pM
la de NO, equivale a 115,5 pM, lo que sugiere la existencia
de un pool de NO, que es independiente del metabolismo
de la citrulina; de hecho, la pendiente de la curva de regre-
sion entre estos marcadores es de 4,3, lo que indica que,
en nuestra poblacion, 1 uM de citrulina equivale a 4,3 uM de
NO,, apoyando la hipétesis de que el nivel de estos marca-
dores resulta de la combinacion de diversos mecanismos de
sintesis y degradacion.

Si la citrulina es producida por la NOS, su concentracion
debe ser similar a la de el NO, pero este gas tiene una vida
media muy corta?’??; por esto, en muestras bioldgicas, el
contenido de NO, es un mejor correlato de la actividad de la
NOS®23. Los NO, se producen por la oxidacién del NO cuando
interactUa con hemoproteinas (fig. 3), como la hemoglobina,
y son utilizados como marcadores de la sintesis del NO*24,

Tedricamente, los cambios en la concentracion de la
citrulina deben coincidir con los de NO,. De hecho, nuestros
resultados muestran que la citrulina correlaciona positiva-
mente con la concentracion de NO, (fig. 1). Esto indica que
la concentracion de citrulina en el LCR es un buen marcador
de la sintesis de NO en el SNC humano, como se ha suge-
rido previamente®#?°, Las limitaciones de esta afirmacion
se discuten mas adelante.

Debe tomarse en cuenta que otras vias metabdlicas modi-
fican los niveles de citrulina, como la actividad de la ASS (que
consume al aminoacido, figura 3)'®?¢ la cual es estimulada
por la misma citrulina (asi como por estimulos proinflama-
torios) y aumenta la sintesis del NO'>~"7, EL NO inhibe la
actividad de la ASS por nitrosilacion', por lo que es probable
que el aumento en la actividad de la NOS inhiba la activi-
dad de la ASS y aumente (o, al menos, que no disminuya) la
concentracion de su sustrato: la citrulina (fig. 3); pero, aun
en este caso, el aumento en la concentracion de citrulina
seria (aunque indirectamente) causado por la actividad de
la NOS.

A través de este mecanismo es posible que, durante la
produccién del NO, la concentracion de citrulina aumente
aun en mayor proporcion que los NO, y, entonces, este ami-
noacido podria ser un marcador de la sintesis del NO mas
sensible que los NO,, como han sugerido algunos autores®.
Sin embargo, también debe tenerse en cuenta que la dis-
funcion de la ASS aumenta la concentracion de citrulina en
el LCR como se observa en la citrulinemia tipo 1%, por lo
que la contribucion de esta enzima a nuestros resultados no
debe descartarse por completo.

Ademas, no solo la ASS puede alterar los niveles de
citrulina. DDAH y la NOS son las principales enzimas que
sintetizan citrulina en el SNC (fig. 3)'%'*. DDAH produce
citrulina a partir de las metilargininas, que son inhibidores
competitivos de la NOS (fig. 3)*'%; esta enzima se induce
por citocinas'®'" y es inhibida por arginina, citrulina y el
NO producido por la iNOS'>"3, Nuevamente, la enzima es
inhibida por nitrosilacion durante la actividad de la iNOS, lo
que resultaria en una disminucion de la sintesis de citrulina
(fig. 3) por lo que, a diferencia de lo que se ha propuesto por
algunos autores’, este mecanismo no explica la correlacion
positiva entre la citrulina y los NOy (fig. 1). Es posible que
estos mecanismos estén ocurriendo en nuestros pacientes
pues se ha reportado que la actividad de la iNOS aumenta
en el LCR de pacientes con trastornos inflamatorios del SNC
(esclerosis multiple)?® como los que fueron incluidos en el
presente estudio.

Adicionalmente, la citrulina correlaciona con los NOy
mejor que el cociente Cit/Arg. Esto puede deberse a que
la concentracion de arginina puede permanecer sin cam-
bios aln en trastornos metabolicos como la insuficiencia
renal pues esta mas relacionada con la degradacion de pro-
teinas que con el metabolismo de los aminoacidos**°. Los
niveles de arginina pueden mantenerse sin cambios incluso
durante la sintesis del NO*'. Se ha propuesto que solo el
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Figura 3

Mecanismos bioquimicos que determinan la correlacion entre marcadores de sintesis del NO. La NOS consume una

proporcion pequefa del pool de arginina para la sintesis del NO; la citrulina y el NO son producidos en cantidades equimolares y el
NO se oxida a NOy en la misma proporcion. Los NO, pueden ser reducidos de nuevo a NO por accion de varias hemoproteinas. EL NO
puede ser capturado por tioles y liberado por nitrosotioles regulando asi la actividad de la NOS pues se inhibe por retroalimentacion
negativa. La citrulina, puede sintetizada por la DDAH durante la hidrélisis de metilargininas, que inhiben la NOS, y consumida por la
ASS para la sintesis de arginina. EL NO también regula estos procesos pues tanto la DDAH como la ASS son inhibidas por nitrosilacion.
Arg: arginina; Arg pool: pool de arginina; AS: argininosuccinato; ASL: argininosuccinato liasa; asp: aspartato; ASS: argininosuccinato
sintetasa; cit: citrulina; DDAH: dimetilarginina dimetilaminohidrolasa; MetArg: metilargininas; NO: 6xido nitrico; NOy: nitritos y

nitratos; RSH: tiol; RSNO: nitrosotiol.

1% del total de la arginina disponible se utiliza para la sin-
tesis del NO (fig. 3)>*2; de este modo, es posible que ni el
cociente Cit/Arg ni la concentracion de arginina reflejen con
exactitud la actividad de la NOS.

Finalmente, no solo la citrulina puede verse alterada
por mecanismos independientes de la NOS. Los nitritos
pueden ser reducidos a NO por interaccion con diferentes
metaloproteinas como la misma NOS (fig. 3), produciendo
vasodilatacion y disminuyendo la presion arterial334, Tam-
bién, el NO puede interactuar con el glutation y otros tioles
formando diferentes moléculas como los nitrosotioles y el
N,O (fig. 3)*:3¢, limitando asi la formacion del NO; de hecho,
los nitrosotioles formados pueden liberar NO causando asi
un aumento en la concentracion de NO, (fig. 3), por lo que
tanto los niveles de citrulina como los de NO, pueden verse
alterados por mecanismos independientes de la actividad de
la NOS.

La correlacion entre citrulina y NO, fue independiente
de la presencia de infeccion o inflamacion en el SNC, lo
que puede deberse a que todas las isoformas de la NOS
sintetizan ambos metabolitos en cantidades equimolares.
Se ha descrito en muchos estudios que las citocinas indu-
cen la expresion de la iNOS en condiciones de infeccion e
inflamacion'®*’; de hecho, también la NOS neuronal puede
ser inducida por citocinas?', por lo que el NO puede ser
producido por ambas enzimas durante la infeccion o la infla-
macion.

Nuestros resultados muestran que existe una relacion
directa entre la citrulina y la sintesis del NO independiente
de la presencia de infeccion o inflamacion. Debe tenerse
en cuenta que se ha reportado que la concentracion de
NO, en el LCR no se modifica en pacientes con infeccio-
nes del SNC*%° a diferencia de los reportados en trastornos
inflamatorios (esclerosis mltiple)?%. Es posible que los pade-
cimientos infecciosos e inflamatorios presenten un perfil
bioquimico diferente.

La glutamina y el 6xido nitrico se regulan
reciprocamente

Una cantidad creciente de estudios indica que existe una
relacion inversa entre el NO y la glutamina como se observa
en el presente estudio (fig. 2). La glutamina (200 uM)
inhibe la actividad de la ASS**#' y la sintesis del NO*2.
Por este mecanismo, la glutamina reduce la concentra-
cion intracelular de arginina, la liberacion del NO y la
vasorrelajacion?**>#, Esto puede estar relacionado con el
hecho de que las dietas ricas en glutamina reducen la con-
centracion plasmatica de NO,*46,

Los estudios mencionados involucran a la actividad endo-
telial de la NOS pero la glutamina puede modular a otras
isoformas. Por ejemplo, la glutamina reduce la expresion de
la iINOS?, la sintesis del NO y la nitracién de proteinas*®“.
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Otros estudios indican que la glutamina aumenta la sintesis
del NO°%3" aunque nuestros resultados no avalan que esto
ocurra en los pacientes neurologicos.

Por otro lado, el NO regula la sintesis de glutamina. La
activacion de receptores para glutamato y la sintesis del NO
reducen la actividad de la glutamina sintetasa (EC 6.3.1.2)
a través de la nitracion de tirosina, mientras que la inhi-
bicion de la NOS da el efecto contrario®>>* aumentando la
concentracion del aminoacido®.

Es posible que esta relacion inversa esté relacionada prin-
cipalmente con la actividad de la iNOS dado que el contenido
de glutamina esta aumentado en varias regiones cerebrales
de los ratones knock out para esta isoforma®. También cabe
hacer notar que es muy probable que la iNOS esté presente
en las muestras analizadas en este estudio debido al compo-
nente inflamatorio de los trastornos neurologicos, como ha
sido reportado?®.

Adicionalmente, el NO genera la desamidacion no enzi-
matica de los residuos peptidicos de glutamina en presencia
de 0,°¢ reduciendo asi su concentracion.

Por Ultimo, se ha reportado una correlacion inversa entre
estos marcadores bioquimicos y las escalas de cognicion en
pacientes neurologicos, por lo que es posible que esta modu-
lacion reciproca sea relevante para la fisiologia cerebral®’.

Conclusiones

Los resultados del presente estudio no permiten descar-
tar por completo la participacion de la ASS y la DDAH en
la regulacion de los niveles de citrulina, pero muestran
que la concentracion de este aminoacido en el LCR es un
buen correlato de la sintesis del NO en el SNC humano. Los
mecanismos que regulan esta relacion entre los marcado-
res podrian ser distintos en diferentes regiones cerebrales
o en distintas condiciones de enfermedad. Ademas, nues-
tros resultados muestran que la glutamina es un modulador
importante de la sintesis del NO en el SNC y puede expli-
car la «paradoja de arginina» en este sistema. Finalmente,
la relevancia de los niveles de citrulina y glutamina para
la sintesis del NO debe ser interpretada con cuidado pues
ambos metabolitos pueden ser modulados por mecanismos
independientes de la NOS.
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