Discusion

- DISCUSION -

1. Formaciéon de cGMP dependiente de NO en cultivos primarios de

cerebelo de rata a lo largo del desarrollo del cultivo.

El uso de astrocitos en cultivo como modelo de estudio de estas células
ha sido criticado por muchos autores. Su morfologia en cultivo y su mayor
expresion de GFAP han sido la base de que muchos consideren a estas células
astrocitos reactivos (Wu y Schwartz, 1998). A pesar de estas criticas, se ha
demostrado que algunas proteinas tipicamente astrocitarias y funcionalmente
importantes se expresan en cultivo con un patrén temporal semejante al que se
observa en el cerebro del animal durante el desarrollo. Asi por ejemplo, la
expresion de glutamina sintetasa en astrocitos de cultivos primarios aumenta
durante el desarrollo del cultivo con el mismo patrén temporal observado en el
animal en desarrollo (Fages y col., 1988). Otro ejemplo de paralelismo entre el
desarrollo in vitro e in vivo es la expresion de receptores de benzodiacepinas de
tipo periférico (ltzhak y col., 1995). Estos datos sugieren semejanza en el
comportamiento entre los astrocitos in vivo y en cultivo, y reafirman la utilidad de

los cultivos como modelo de estudio.

Por otro lado, muchos estudios en astrocitos han sido realizados
utilizando cultivos secundarios o terciarios. El proceso de subcultivacion presenta
varias ventajas: el cultivo se enriquece en astrocitos de tipo | (son cultivos mas
homogéneos) y disminuye la contaminacion por microglia. Sin embargo, la
subcultivacion de las células también afecta a la expresion de ciertos genes. Por
ejemplo, se ha observado que, en cultivos subcultivados, los niveles del mRNA
que codifica la glutamina sintetasa son mayores que los detectados en cultivos
primarios (Passaquin y col., 1994). Por el contrario, la expresion del mRNA de la
transferrina desaparece tras el subcultivo de las células (Passaquin y col., 1994).
Trabajos anteriores del laboratorio (Agullé y col., 1995) han demostrado que en
los astrocitos subcultivados la formacién de cGMP en respuesta a NO es mucho
menor que en cultivos primarios. También la disminucion de la densidad de
siembra durante la preparacion de los cultivos primarios (modificacion que

conlleva igualmente la homogeneizacion de los cultivos y la disminucion de la
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microglia) provoca una reduccion de la capacidad de los astrocitos de formar
cGMP en respuesta a NO (Agullé y col., 1995). Teniendo en cuenta todos estos
datos, hemos querido estudiar si la capacidad de formacién de cGMP en
respuesta al NO en astrocitos puede relacionarse con los cambios que sufren
estas células en cultivo a nivel morfoldgico, de interaccién con otros tipos de
células o de estado proliferativo. El estudio se ha realizado mediante técnicas de
RIA y inmunofluorescencia, y en este ultimo caso se han marcando los astrocitos
y las neuronas, células presentes en el cultivo capaces de formar cGMP
(Baltrons y col., 1997).

Durante el desarrollo de los cultivos primarios de cerebelo se observan
grandes cambios en su composicion celular. En estadios tempranos del cultivo
(3 dias), la mitad de las células son neuronas (Neu-N+), mientras que los
astrocitos (GFAP+) suponen menos del 20 % del total de células. Sin embargo,
en cultivos de 7 dias y en cultivos confluentes (14 dias) el niumero de neuronas
es despreciable, mientras que los astrocitos constituyen el 60 y 75% de las
células presentes (7 y 14 dias, respectivamente). La morfologia de las células
GFAP-/Neu-N- de los cultivos de 7 y 14 dias (células con ramificaciones o de
morfologia ameboide, con nucleos pequefos y redondos) coincide con la
descripcion de microglia (ramificada o ameboide) en estudios previos del grupo,
segun los cuales estas células pueden suponer hasta un 30% del total (Agullé y
col., 1995). Al igual que en nuestros cultivos, varios autores han descrito una
importante contaminacion microglial (Castellano y col., 1991; Galea y col, 1992;
Ganter y col., 1992). Ademas de estos tipos celulares (astrocitos, neuronas y
microglia), muy esporadicamente se observan en los cultivos células con aspecto
de fibroblasto (células grandes, dispuestas en mosaico o en empalizada, GFAP-,
con un nucleo ovalado y grande) (datos no mostrados). Ademas, es posible que
algunas de las células GFAP-/Neu-N- se correspondan con precursores de
astrocitos, especialmente en cultivos jovenes (Trotter y Schachner, 1989; Levi y
col., 1987).

El numero total de células apenas varia entre los dias 3 y 7, y sin
embargo se triplica en la segunda semana de cultivo. Por otro lado, las neuronas
presentes en el 3° dia in vitro desaparecen en los siguientes 4 dias. Esta muerte
neuronal durante los primeros dias del cultivo se ve reflejada en la menor
viabilidad (mayor actividad LDH extracelular) determinada en los cultivos mas

jévenes (cultivos de 3 dias). Estudios previos sobre la supervivencia de las
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neuronas granulares de cerebelo en cultivo han demostrado que estas células
requieren la presencia de altas concentraciones de K* (> 20 mM) en el medio de
cultivo (Gallo y col., 1987), y la necesidad de este entorno despolarizante se
manifiesta a partir del tercer dia de cultivo (Gallo y col., 1987). Por lo tanto, la
ausencia de altas concentraciones de K* en nuestros cultivos seria la causa que

estas células desaparezcan a lo largo del desarrollo del cultivo.

La morfologia de los astrocitos también varia a lo largo del desarrollo del
cultivo. En los cultivos mas jovenes se observan astrocitos fusiformes, con 2 0 3
prolongaciones y una intensa expresion de GFAP. A los 7 dias los astrocitos
también presentan un marcaje para la GFAP intenso, aunque sus formas son
mas variadas: fusiformes, poligonales y formas intermedias. Sin embargo, en
cultivos confluentes (14 dias) la gran mayoria de los astrocitos son planos y
poligonales, y su intensidad de marcaje para la GFAP es menor que la detectada
en astrocitos de cultivos mas jovenes. La morfologia fusiforme de los astrocitos
de cultivos jovenes es semejante a la que presenta in vivo la glia de Bergman
(Hatten, 1984). Estas células, durante el desarrollo, parecen actuar como guias
de los precursores de las neuronas granulares en su migracion desde la capa

granular externa a la capa granular interna (Komuro y Rakic, 1998).

La localizacién celular de la formacion de cGMP a lo largo del desarrollo
se ha estudiado mediante técnicas inmunocitoquimicas. Para ello se ha utilizado
un anticuerpo de oveja preparado frente al complejo cGMP-folmaldehido-
tiroglobulina (De Vente y col., 1987; 1989). Su union al cGMP requiere la fijacion
previa de las células con p-formaldehido. Este método ha sido utilizado
satisfactoriamente en varios trabajos previos tanto in vivo como in vitro (De
Vente y Steinbusch, 2000). Segun los resultados obtenidos, a pesar de la
presencia de un inhibidor de PDEs (IBMX) durante el ensayo, el cGMP formado
en células no estimuladas no es detectado mediante dicha técnica en ninguna de
las edades estudiadas, lo cual indica que la actividad sGC basal es muy baja.
Sin embargo, el cGMP formado tras el tratamiento de las células con el donador
de NO SNP (100 uM) se detecta en los cultivos a todas las edades estudiadas.
Los resultados indican que el cGMP formado en respuesta a NO se localiza
exclusivamente en astrocitos (células GFAP+). Ademas, la intensidad del
marcaje en cultivos de 3 y 7 dias es mayor que la detectada en cultivos
confluentes. Las dobles tinciones cGMP/Neu-N confirman que las neuronas de

los cultivos de tres dias no forman cGMP en respuesta a NO. Nuestro resultado
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concuerda con el descrito por Bellamy y col. (2000) en células disociadas de
cerebelo de la misma edad, donde la formacién de cGMP estimulada por NO se
localiza en astrocitos, pero no en neuronas. Por el contrario, los cultivos
enriquecidos en neuronas granulares de 7 dias forman importantes cantidades
de cGMP en respuesta a NO (Baltrons y col., 1997). Esta diferente respuesta al
NO entre neuronas inmaduras y neuronas mas maduras, que han desarrollado
ramificaciones, puede relacionarse con la observacion in vivo de varios autores
de que las células granulares en estado de neuroblasto y durante las primeras
etapas de diferenciacién no poseen actividad sGC, pero van expresando el
enzima a lo largo de la maduracion (Ferrendelli, 1977; Garthwaite y Garthwaite,
1987; De Vente y col., 1990; Gibb y Garthwaite, 2001).

La cuantificacién del cGMP mediante RIA también muestra diferencias en
la capacidad de formar cGMP entre cultivos de distintas edades, tanto en
condiciones basales como tras la estimulacién con NO. La formacién de cGMP
basal es mayor a los 3 dias, y la estimulacién con SNP durante 3 min produce un
gran aumento de los niveles de cGMP en todas las edades estudiadas, pero es a
los 7 dias, cuando se detectan mayores niveles. Las diferencias en la
acumulacion de cGMP entre cultivos de distintas edades no se deben a una
distinta salida del cGMP de las células, ya que en todos los casos el cGMP
dependiente de NO se localiza principalmente dentro de las células (97,5 % del
cGMP total). El hecho de que en nuestros cultivos solo los astrocitos formen
cGMP permite estimar la cantidad de cGMP formado por astrocito mediante la
relacion entre el cGMP detectado por RIA y el numero de astrocitos presentes en
cada cultivo. Dentro de cada cultivo, especialmente en cultivos joévenes, los
astrocitos son heterogéneos en cuanto a tamafo y forma, por tanto, el cGMP
calculado por astrocito es un promedio, que se desvia mas o menos en funcion
de la heterogeneidad del cultivo. Por un lado, esta estimacién indica que la
formacion de cGMP basal disminuye a lo largo del desarrollo de los cultivos. La
mayor formacion de cGMP basal en cultivos jévenes no parece estar relacionada
con una mayor produccién de NO endoégeno, ya que los nitritos determinados a
lo largo del desarrollo no varian, y son muy bajos en todos los casos. Por otro
lado, de acuerdo con los resultados inmunocitoquimicos, la formacion de cGMP
dependiente de NO en cultivos de astrocitos de 3 y 7 dias es similar, y
significativamente mayor que la observada en astrocitos de cultivos confluentes.
Esta diferente respuesta al SNP podria ser debida al distinto grado de expresion

de la sGC o a la expresion de determinadas isoformas, con distinto grado de
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actividad en las distintas edades del cultivo. La sGC es un heterodimero ao/f
obligado, y hasta la fecha s6lo se han demostrado activas las combinaciones de
subunidades a4/B1 y 02/f1 (Russwurm y col., 1998; Gupta y col., 1997). La mayor
parte de los trabajos sobre expresion de subunidades de la sGC publicados
hasta la fecha se centran en las subunidades a1y B4, isoformas aparentemente
mas ubicuas. Ambas isoformas han sido localizadas en células gliales en cortes
de cerebelo mediante inmunodeteccion (Gibb y Garthwaite, 2001). También se
ha demostrado la expresion de la subunidad o, a nivel de mRNA (Gibb y
Garthwaite, 2001), sin embargo, la expresion de esta subunidad a nivel de
proteina aun no ha sido demostrada en ningun tipo de ceélula. La expresion de
MRNA de la subnidad o, se ha demostrado mediante northern blot en distintas
regiones del cerebro humano (Budworth y col., 1999), y trabajos recientes del
laboratorio han demostrado mediante RT-PCR que el mRNA de esta subunidad

esta presente en cultivos de astrocitos confluentes (Pedraza y col., enviado).

La distribucion intracelular del cGMP formado en respuesta a SNP
presenta diferencias entre cultivos no confluentes y confluentes. En cultivos de 3
y 7 dias, el cGMP se detecta a lo largo de todo el citoplasma y el ndcleo de los
astrocitos, pero se concentra principalmente en la region perinuclear. En los
cultivos de 14 dias, la distribucion del cGMP es mas homogénea a través de
toda la célula. Esta diferente localizacién subcelular de cGMP podria indicar una
variacion de la localizacién del enzima sGC a lo largo de desarrollo del cultivo.
Recientemente, Russwurm y col., (2001) han demostrado que la subunidad a, es
capaz de asociarse a membranas postsinapticas neuronales mediante la unién a
la proteina PSD-95 (a través de un dominio PDZ). Segun los autores, este hecho
clasificaria los distintos heterodimeros de sGC en dos clases: la sGC citosolicas
(a1/p1) y la sGC asociadas a membrana (a./B+1). En la literatura existen pocos
datos sobre la distribucion intracelular del cGMP. En fibroblastos humanos en
cultivo se ha descrito una acumulacion citoplasmatica difusa del cGMP formado
en respuesta a SNP (Barsony y Marx, 1990). En neuronas de insecto se ha
demostrado que la distribucién intracelular del cGMP varia en funcién de la fase
del desarrollo. En neuronas inmaduras en fase de crecimiento axonal la mayor
parte del cGMP se concentra en el nucleo, mientras que en neuronas maduras el
cGMP queda retenido en el citoplasma (Truman y col., 1996). Segun los autores,

la localizacion nuclear del cGMP durante el desarrollo podria estar reflejando su
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implicacién en la transcripcion de genes. Hasta la fecha, no existen otros datos

que describan la localizacion subcelular del cGMP en astrocitos.

La mayor expresion de GFAP en astrocitos jovenes, paralela a la mayor
capacidad de acumulacion de cGMP en estas células, podria sugerir una
relacion entre reactividad glial y acumulacion de cGMP. Sin embargo, nuestros
resultados no apoyan esta hipétesis. Hemos estudiado la relacion entre
capacidad de formacion de cGMP vy reactividad de una manera indirecta,
determinando el efecto sobre la formacion de cGMP del tratamiento con LPS, un
agente ampliamente utilizado para activar células gliales dando lugar a la
expresion de NOS-2, liberacion de IL-1p, TNFa IL-6 y prostaglandina E
(Eddleston y Mucke, 1993). Los resultados inmunocitoquimicos muestran que el
tratamiento con LPS en cultivos de 7 dias produce un cambio morfoldgico en los
astrocitos; sus prolongaciones se vuelven mas finas y el soma se condensa
(modificaciones morfolégicas caracteristicas de activacion astroglial). En células
tratadas con LPS la cantidad de cGMP intracelular determinada mediante RIA
aumenta, como consecuencia de la induccion de la NOS-2 en astrocitos y en la
microglia contaminante (Murphy y col., 1993) y consecuentemente, la intensidad
del marcaje del cGMP es mayor. Sin embargo, aunque los datos
inmunocitoquimicos no permiten apreciar diferencias en la intensidad del
marcaje de cGMP formado en respuesta a SNP en células tratadas y no tratadas
con LPS, la determinaciéon del cGMP formado mediante RIA indica que en
células tratadas con LPS se genera tres veces menos tras la estimulacién de la
sGC por el donador que en células no tratadas. El desacuerdo entre los niveles
de cGMP detectados mediante inmunofluorescencia y los determinados
mediante RIA sugieren una falta de linealidad entre la intensidad del marcaje y la
cantidad real de cGMP, lo cual implica que las diferencias en la intensidad del
marcaje se puedan observar solamente para cierto rango de concentraciones de
cGMP, pero para concentraciones mayores, la sefial se satura. La disminucién
de formacién de cGMP dependiente de NO tras el tratamiento con LPS ha sido
previamente descrita en cultivos confluentes (14 dias), donde las células también
adquieren morfologia reactiva (Baltrons y Garcia, 1999). Ademas, el tratamiento
con otros agentes inductores de reactividad glial (IL-1p, péptido p-amiloide)
también disminuyen la formacion de cGMP en respuesta a NO (Pedraza y col.,

enviado; Baltrons y col., enviado).
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Una mayor capacidad de acumulacién de cGMP tampoco parece estar
relacionada con el mayor grado de diferenciacién morfoldgica de los astrocitos.
Esta afirmacion se concluye de la comparacion mediante inmunofluorescencia
indirecta frente a cGMP/GFAP de cultivos primarios de cerebelo confluentes
(donde predominan los astrocitos poligonales de morfologia poco diferenciada)
con cultivos primarios de cerebelo enriquecidos en neuronas, en los que los
astrocitos contaminantes no proliferan y expresan morfologia estrellada mas
tipica de las células diferenciadas (Hatten, 1985). Segun nuestros resultados, en
los cultivos enriquecidos en neuronas, son las neuronas las células mas
intensamente marcadas con el anticuerpo frente al cGMP cuando los cultivos
son estimulados con SNP. Ademas, la intensidad del cGMP marcado en los
astrocitos presentes en estos cultivos es igual o menor que la detectada en
astrocitos de los cultivos libres de neuronas, donde su apariencia es mas

indiferenciada.

En cuanto a la relacion entre la capacidad de formar cGMP y el contacto
con las neuronas, observamos que en presencia de neuronas diferenciadas los
astrocitos forman aparentemente menos cGMP que los astrocitos de cultivos de
3 dias, donde gran parte de las células presentes también son neuronas. Hay
que tener en cuenta que el grado de diferenciaciéon neuronal y su capacidad de
formar cGMP es distinto en ambas situaciones, y es posible que el contacto con
neuronas con un determinado grado de diferenciacion pueda afectar de distinta
manera a la capacidad de formar cGMP de los astrocitos. Asi, los progenitores
de neuronas granulares o neuronas en fases iniciales de maduracion, presentes
en los cultivos jévenes, podrian liberar factores que favoreciesen la expresion de
sGC y la participacion del cGMP glial en algunos aspectos de su maduracion,
como por ejemplo la migracién a la capa granular interna. Por ejemplo, se ha
demostrado que la glia de Bergmann en cerebelos inmaduros es capaz de
formar cGMP en respuesta a donadores de NO (De Vente y Steinbusch, 1992), y
se ha observado en cortes de cerebelo cultivados que el NO esta implicado tanto
en la diferenciacion de la glia de Bergmann como en la migracién de las células
granulares desde la capa granular externa hacia la interna (Tanaka y col., 1994).
Alternativamente, las neuronas maduras podrian liberar factores que

disminuyesen la actividad sGC astroglial.

Diversos resultados obtenidos mediante microdialisis 0 mediante técnicas

inmunicitoquimicas en cortes de tejido han demostrado que durante el desarrollo
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del cerebro de la rata, a partir del dia 0 postnatal, los niveles de cGMP de las
distintas regiones cerebrales disminuyen, al igual que la capacidad de formar
cGMP en respuesta a NO. Esta disminucién también se observa durante la
maduracion y el envejecimiento (Schmidt y Thornberry, 1978; Puri y Volicer,
1981; Burgal y col., 1982; De Vente y col. 1990; De Vente y Steinbusch, 1992;
Wei y col., 1993; Vallebuona y Raiteri, 1995; Markerink-Van Ittersum y col., 1997;
Prickaerts y col., 1998). Estudios inmunohistogimicos llevados a cabo por De
Vente y col. (1990) han demostrado que, en cerebelos inmaduros de ratas de 10
dias, numerosos tipos celulares son capaces de formar cGMP (glia de
Bergmann, astrocitos de la capa granular, neuronas granulares y fibras paralelas
de capa molecular). En cerebelos de ratas adultas, aunque la distribucién del
cGMP es similar a la observada en ratas inmaduras, las cantidades de cGMP
que se forman son menores (De Vente y col.,, 1990; De Vente y Steinbusch,
1992). La disminucién de la actividad sGC con la edad no es exclusiva del tejido
cerebral, ya que también se ha observado en arterias cerebrales y carétidas
aisladas de ovejas (White y col., 2000). Ademas de la actividad sGC, también
otro elemento de la via NO-sGC-cGMP, la expresion de la NOS, se ve
modificado durante el desarrollo. Asi, varios estudios han demostrado que la
expresion de la NOS aumenta durante el desarrollo embrional y postnatal en
diversos tejidos de ratdén y rata (Matsumoto y col., 1993; Li y col., 1996). De
forma interesante, la mayor expresiéon de NOS parece coincidir con la
sinaptogénesis en distintos tejidos (Bredt y Snyder, 1994; Roskams y col., 1994;
Keilhoff y col., 1996). Por otro lado, también durante el envejecimiento se
observa una disminucién en la expresién de NOS en todas las regiones
cerebrales estudiadas (Brien y col., 1995; Mollace y col., 1995; Vaid y col., 1998).
El conjunto de estos datos muestra que durante el desarrollo y en tejidos
maduros jovenes, situaciones con mayor grado de proliferacion celular, la
produccion de cGMP es mayor, sugiriendo una relacién entre la formacién de
cGMP vy la capacidad proliferativa de las células. Esta relacion también ha sido
estudiada en nuestros cultivos, donde la cuantificacion del grado de proliferacion
se realizd determinando la incorporacion de [*H]-timidina en las células. Los
resultados indican que el grado de proliferacion es similar en los cultivos de 3y 7
dias, mientras que en cultivos de 14 dias el grado de incorporacién de timidina
es significativamente menor (75 % respecto a los 7 dias), diferencia que no es
tan pronunciada como la disminucion de formacion de cGMP (20 % respecto a
los 7 dias). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la relacion entre el

numero de células y el porcentaje de astrocitos presentes a cada edad del cultivo
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(Fig. 6) indica que los astrocitos cuadriplican su numero entre los dias 3 y 7
después de la siembra, y de nuevo lo cuadriplican entre los dias 7 y 14.
Paralelamente, la contaminaciéon de los cultivos por células Neu-N-/GFAP- no
llega a duplicarse entre los dias 3 y 7, pero si se duplica entre los dias 7 y 14.
Por lo tanto, los astrocitos son las células que presentan un mayor grado de
proliferaciéon durante las dos primeras semanas. Trabajos anteriores del
laboratotio indican que, una vez los astrocitos han alcanzado la confluencia
(alrededor del dia 10), son las células microgliales las principales células
proliferantes (Agullé y col., 1995). Confirmando estos datos, el estudio de la
incorporacion de BrdU y su consiguiente inmunodeteccion muestra que en los
cultivos de 3 y 7 dias, la mayoria de las células proliferantes son astrocitos. De
forma contraria, en cultivos de 14 dias, las células microgliales parecen ser las
principales células proliferantes, y por lo tanto, las responsables de la
incorporacion de [*H]-timidina. El conjunto de estos resultados sugieren que
existe un paralelismo entre el grado de proliferacion de los astrocitos y su
capacidad de formar cGMP en respuesta a NO, y apoyan la idea de que esta
relacion exista también in vivo. Existen datos antiguos que relacionan los niveles
intracelulares de cGMP (basales) y el grado de proliferacidén en otras células en
cultivo. Asi, Tovey y col., (1980), en células de la linea L1210 de ratén, han
observado que los niveles de cGMP intracelular aumentan 3,6 veces cuando el
grado de proliferacién celular se triplica (Tovey y col., 1980). La mayor capacidad
de formacion de cGMP en las celulas proliferantes sugiere un papel del cGMP en
la regulacion del ciclo celular. Confirmando esta idea, se ha observado que en
fibroblastos, los niveles de cGMP intracelular aumentan aguda y transitoriamente
coincidiendo con el paso por la fase G4 de cultivos sicronizados, y cuando se
estimula la proliferacion de células bloqueadas en la fase G, (Seifert y Rudland,
1994), indicando que el cGMP jugaria un papel en el ciclo celular, actuando

como sefnal promotora del paso de la fase Gy a S.

2. Desensibilizacion de la sGC por exposicion continuada a NO en

astrocitos y neuronas en cultivo.

Estudios previos llevados a cabo en el laboratorio han demostrado que el
tratamiento de células astrogliales de cerebro de rata en cultivo con agentes
inflamatorios como el LPS, las citoquinas IL-1p y TNFa, y péptidos p-amiloides,

agentes que inducen en mayor o menor medida la actividad NOS-2, disminuyen
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la actividad sGC (Baltrons y Garcia, 1999; Baltrons y col., enviado; Pedraza y
col., enviado). Esta disminucion es consecuencia de la disminuciéon de la
cantidad de la proteina enzimatica, que va acompafnada de una disminucion de
los niveles de mMRNAs de las subunidades de la sGC. Este mismo fendmeno ha
sido descrito en células de musculo liso vascular expuestas a LPS y citoquinas
pro-inflamatorias (Papapetropoulos y col., 1996; Tsuchida y col., 1994; Takata y
col., 2001). Sin embargo, mientras en estas ultimas células el NO parece ser
total o parcialmente responsable de la disminucién de la actividad sGC, en
células astrogliales el efecto de los agentes inflamatorios sobre dicha actividad
es totalmente independiente de NO (Baltrons y Garcia, 1999; Baltrons y col.,
enviado; Pedraza y col., enviado). En células de musculo liso y de otros tejidos
se ha demostrado, ademas, que la administracion de NO exégeno mediante la
exposicion a donadores de NO induce la disminucion de la sGC
(Papapetropoulos y col., 1996b; Davis y col., 1997; Ujiie y col., 1994). Con el
objeto de averiguar si la sGC de las células nerviosas puede ser regulada por
NO, en la segunda parte de este trabajo se ha estudiado el efecto de la
exposicion continuada a donadores de NO sobre la formacion de cGMP
dependiente de NO en cultivos primarios de astrocitos y de neuronas granulares

de cerebelo.

En astrocitos, las exposiciones a distintos donadores de NO (SNP, SNAP
y varios NONOatos) durante diferentes tiempos producen una disminucion de la
acumulacién de cGMP inducida por la estimulacion aguda (3 min) con SNP. La
ausencia de cambios en la distribucion de la actividad LDH descarta que este
efecto se deba a la muerte de las células. El hecho de que donadores de
estructura quimica muy diferente produzcan el mismo efecto, hace suponer que
el responsable del efecto inhibitorio es el propio NO (Unico componente que
comparten), y no otros productos de la descomposiciéon de estos agentes. Los
experimentos iniciales muestran que la exposicién a SNP o SNAP durante 2-24
horas produce una disminucién de la acumulacion de cGMP que ya es maxima
en el primer tiempo estudiado (2 horas). El efecto del SNP se mantiene durante
las siguientes 24 horas, mientras que a las 24 horas de tratamiento con SNAP se
observa una ligera reversion. Los datos de acumulacion de nitritos indican que la
liberacion de NO a partir de SNAP se produce durante las primeras horas, y por
lo tanto esta reversion coincide con la ausencia de liberacion de NO durante las
ultimas horas de tratamiento. Por otro lado, el SNP libera menores cantidades de

NO que el SNAP, pero de forma mas constante. Esta cinética de liberacion de
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NO a partir del SNP esta de acuerdo con la descrita en estudios previos (Bates y
col., 1991; Murphy y Noack, 1994). Sin embargo, los datos sobre liberacion de
NO por parte del SNAP descritos por otros grupos son muy variables (Matthews
y col., 1996; Singh y col., 1996; Larfars y Gyllenhammar, 1995; Ferrero y col.,
1999), probablemente debido a que la liberacion de NO por parte de este
donador es altamente dependiente de los componentes del sistema de estudio,
particularmente de las concentraciones de tioles reducidos y metales de
transicion presentes (Dicks y Williams, 1996; Gordge y col., 1996; Singh y col.,
1996). Estudios a tiempos de tratamiento mas cortos con varios NONOatos
(donadores de NO con una constante de descomposicion fija y bien establecida)
indican que la aparicién de la inhibicion es muy rapida (< 10 min). Ademas, la
velocidad de inhibicion en los primeros minutos esta inversamente relacionada
con la vida media de los NONOatos, y por lo tanto, directamente relacionada con
la cantidad de NO que liberan. En astrocitos en suspensién y utilizando una
aproximacién experimental distinta (mediante el calculo matematico de
pendientes, en la curva de sintesis y degradacién del cGMP), Bellamy y col.
(2000) han sugerido que la desensibilizacion de la sGC por exposicion a NO

(usando DEA/NO como donador) aparece en el primer minuto de exposicion.

El tratamiento de los astrocitos con los donadores también produce un
pequefio aumento de los niveles de cGMP entre las 2-5 horas, que vuelve a los
niveles basales a tiempos mas largos. Tanto in vivo como in vitro se ha
demostrado que el NO nitrosila reversiblemente residuos de cisteina de
numerosas proteinas (Jaffrey y col.,, 2001), y se ha propuesto que esta
interaccion se utiliza en la célula para almacenar, transportar y prolongar la vida
media del NO (Gaston y col., 1993; Kluge y col., 1997). De esta manera, parte
del NO liberado durante nuestros tratamiento podria permanecer en las células
una vez retirado el donador. Este aumento es mas acentuado utilizando el SNAP
como donador, lo cual puede deberse a diferencias en la cantidad y velocidad de
liberacién del NO entre el SNAP y el SNP. Por otro lado, el cGMP basal
determinado en cultivos tratados con donadores también podria corresponder a

cGMP formado durante el tratamiento.

Debido a su capacidad de difusion, el NO liberado por los astrocitos o la
microglia durante situaciones de inflamacién podria afectar a las neuronas del
entorno causando muerte neuronal, como se ha demostrado in vitro (Hu y col.,

1997; Hewett y col., 1994; Peuchen y col., 1997). Ademas, las mismas neuronas
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son capaces de producir NO en grandes cantidades en situaciones de
sobreexcitacion de los receptores de glutamato de tipo NMDA (Kiedrowski y col.,
1992; Novelli y col., 1987; Garthwaite y col., 1988). Por lo tanto, ya que las
neuronas también pueden verse expuestas a NO durante largos periodos de
tiempo, hemos estudiado su efecto sobre la formaciéon de cGMP dependiente de
NO en neuronas granulares de cerebelo. Los resultados han mostrado que, al
igual que en astrocitos, el tratamiento con SNP y SNAP disminuye su capacidad
de acumulaciéon de cGMP en respuesta a NO. Dicha disminucién alcanza su
maximo a los 30-40 min de tratamiento y supone un 50 % del efecto. Sin
embargo, tal como ha sido demostrado por otros autores (Bolafios y col., 1995),
el estudio del efecto del NO en neuronas presenta ciertas limitaciones, ya que
estas células son mas sensibles al efecto citotdxico del NO que los astrocitos: El
tratamiento continuado con los donadores de NO, SNP y SNAP, produce muerte
neuronal, dentro de las primeras 24 horas de tratamiento. Los efectos citotoxicos
producidos por el SNP son mas severos y aparecen mas rapidamente, a pesar
de que la cantidad de NO que este donador libera es menor que el liberado por
el SNAP. Este resultado reflejaria que parte de la citotoxicidad producida por el
SNP se debe a la inhibicidon de la cadena respiratoria por el ién ferricianuro,
compuesto altamente téxico liberado tras la descomposicién del SNP. La
diferente sensibilidad a la citotoxicidad producida por el NO entre astrocitos y
neuronas, podria deberse a su diferente capacidad de activaciéon del
metabolismo glicolitico, ya que se ha descrito que los astrocitos, mediante la
activacion del metabolismo glicolitico, previenen el colapso del potencial de
membrana mitocondrial y mantienen la funcionalidad de la célula en situaciones
en las que el NO inhibe la respiracion mitocondrial. Sin embargo, esta via
metabdlica no se activa en neuronas, y la exposicion a NO conduce a la muerte
celular (Almeida y col., 2001). Por lo tanto, el efecto citotéxico de los donadores
sobre nuestros cultivos limita el tiempo de exposicién a estos agentes en el
estudio de su efecto sobre la formacién de cGMP. Para evitar el riesgo de
citotoxicidad, los tiempos elegidos para el estudio en neuronas no superaron las

2 horas de tratamiento.

Tanto en astrocitos como en neuronas, el efecto del SNAP sobre la
acumulacién de cGMP es dependiente de su concentracion, y la potencia y

efecto maximo son similares para ambos tipos de célula (ECso: 7.9 £ 2,5 uM y

10,1 = 1,8 uM, astrocitos y neuronas respectivamente; Enay: 62.1 £ 0.2 % y 62,1
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+ 0,2 %, astrocitos y neuronas respectivamente). En astrocitos, el efecto de SNP
también es dependiente de su concentracion, y la potencia y efecto maximo es
similar a la calculada para el SNAP. Ademas, el rango de concentraciones de
donador eficaces para inhibir la formacion de cGMP en estas células es
semejante (SNP 10-500 uM) al descrito para inducir el mismo efecto en
fibroblastos y células de musculo liso vascular (Zhang y col., 1993; Ujiie y col.,
1994; Papapetropoulos y col., 1996b). Teniendo en cuenta la diferente cantidad
de NO liberado por SNAP y SNP, cabe destacar que las pequefias cantidades
de NO liberadas por SNP son suficientes para producir una reducciéon maxima.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que la inactivacion del NO en presencia
de células es mas rapida cuanto mayor es su concentracion (Kharitonov y col.,
1994; Goldstein y Czapski, 1995), y en consecuencia, la vida media de las altas
cantidades de NO liberado por el SNAP podria ser menor a la vida media del NO
liberado por el SNP. Ademas, recientemente se ha descrito en astrocitos la
existencia de un sistema de inactivacion del NO, mediado por una proteina aun
no identificada, capaz de disminuir la vida media del NO hasta tiempos muy
cortos (100 ms) (Griffiths y Garthwaite, 2001; Griffiths y col., 2002). Este sistema
se encargaria de controlar los niveles de NO en la célula, y evitaria sus posibles

efectos citotoxicos.

El efecto de exposiciones a donadores de NO sobre la acumulacién de
cGMP se debe a la accién del propio NO, y no al peroxinitrito (producto de
oxidaciéon del NO por superoxido), ya que la presencia de SOD, enzima que
inactiva el anion superoxido, durante el tratamiento con SNAP no sélo no reduce
el efecto inhibitorio del donador, sino que parece aumentarlo. El NO y el
peroxinitrito reaccionan con dianas distintas dentro de la célula, y las
caracteristicas de estas reacciones son también diferentes. Asi, el NO es capaz
de reaccionar con metales de transicidén, mientras que la nitrosilacion de tirosinas
es una reaccion caracteristicas del peroxinitrito (Zhang y Snyder, 1992; Gow y
Ischiropoulos, 2001). Ademas, aunque ambas moléculas pueden nitrosar
residuos de cisteina, es probable que las dianas susceptibles de reaccionar con
estas moléculas sean distintas (Gow y Ischiropoulos, 2001). Un ejemplo de las
distintas acciones del NO y el peroxinitrito son los diferentes mecanismos por los
que ambas compuestos inhiben la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial: el NO reacciona con la citocromo c oxidasa (complejo V),
inhibiendo su actividad de forma reversible en competicion con el oxigeno

(Beltran y col., 2000), mientras que el peroxinitrito actua preferentemente sobre
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la NADH ubiquinona reductasa (complejo |) inhibiéndola irreversiblemente y con
posteriores efectos citotoxicos (Riobo y col., 2001). Otros ejemplos de proteinas
susceptibles de ser inhibidas irreversiblemente por el peroxinitrito son los
complejos mitocondriales Il y V, la aconitasa y la creatina quinasa (Brown, 1999).
Segun estos datos, el hecho de que la inhibicién de la formacién de cGMP
detectada en nuestras células se deba al NO y no al peroxinitrito podria sugerir
la reversibilidad de su efecto. Y efectivamente, varios resultados muestran que la
inhibicion de la acumulaciéon de cGMP producida por exposiciones cortas a NO
es espontaneamente reversible. Por un lado, el efecto del tratamiento con
DEA/NO, un donador de vida media muy corta (2,1 min) revierte
espontaneamente a los 20 min de tratamiento (10 vidas medias), momento en el
que ha cesado la liberaciéon de NO. Por otro lado, el efecto inhibitorio del
tratamiento con SNAP (2 horas) es espontaneamente reversible en las 24 horas

siguientes a la retirada del donador.

Los niveles de cGMP detectados dentro de la célula son el resultado del
equilibrio entre su sintesis (por sGC) y su degradacion (por PDEs). En nuestro
caso, la disminuciéon en la acumulacion de cGMP dependiente de NO en
astrocitos expuestos a donadores de NO durante 2 horas no se debe a una
activacion de la PDE, ya que la inhibicion de esta enzima con IBMX no afecta al
porcentaje de descenso de los niveles de cGMP. Por otro lado, en fracciones
citosolicas preparadas a partir de cultivos pretratados con SNAP 100 uM durante
2 horas, la actividad sGC disminuye en la misma proporciéon que la acumulacién
de cGMP en células intactas, indicando que la inhibicién de este enzima es
responsable de la disminucién en los niveles de cGMP. El hecho de que la
disminucion en la acumulacion del cGMP se deba a una disminucién de su
sintesis, pero no a un aumento de su degradacién, concuerda con los datos en
células de musculo liso y células intersticiales de médula renal (Papapetropoulos
y col., 1996b; Ujiie y col., 1994). Por otro lado, la inhibicién de la actividad
producida tras 2 horas de exposicion a SNAP no parece deberse a la
disminucién de la cantidad de proteina enzimatica, ya que no se altera la
concentracion de la subunidad f1 (monémero comun a los heterodimeros
activos). La rapida aparicion del efecto inhibitorio también apoya esta idea. Por lo
tanto, en este caso la disminucién de la actividad sGC parece deberse a un

efecto directo sobre el enzima.
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La incubacién de las células astrogliales con el SNAP conjuntamente con
distintos agentes reductores con grupos tiol (DTT, cisteina, GSH o su derivado
permeable EEGSH) durante 2 horas evita el efecto inhibidor del donador sobre la
formacién de cGMP dependiente de NO. Sin embargo, la presencia de acido
ascoérbico (500 uM), reductor que no contiene grupos tioles, durante el
tratamiento, no altera el efecto del SNAP. Estudios realizados en células de
musculo liso vascular (Papapetropoulos y col., 1996b) indican una prevencion
parcial del mismo efecto por DTT vy cisteina, y también por el acido ascérbico
(500 uM). A mayor concentracién de ascorbico (2 mM), la reversion es total.
Desde los estudios iniciales sobre la sGC (Mittal y Murad, 1982) se sabe que el
estado redox es un factor importante en la regulacion de su actividad. Los datos
obtenidos en células de musculo liso sugieren que los agentes reductores
podrian impedir la inhibicion de la sGC manteniendo el hierro del hemo en
estado reducido o impidiendo la oxidacion de grupos tioles criticos para la
actividad del enzima. Sin embargo, en nuestras células, el hecho de que los
agentes con grupos tiol, pero no el acido ascorbico, eviten la desensibilizacion
de la sGC producida por el NO, no permite concluir que el mecanismo de ésta
sea una simple oxidacién del enzima. Ademas, la inhibicién causada por el
tratamiento con SNAP se previene tanto con agentes capaces de penetrar en la
célula (EEGSH, cisteina, DTT) como con compuestos que no penetran (GSH).
Por lo tanto, sabiendo que el NO se une de forma reversible a los grupos tioles
(Becker y col.,, 1998) y que entre tioles se pueden producir reacciones de
transnitrosilacion, el efecto de la presencia de agentes reductores con grupos tiol
se debe muy probablemente a que éstos capturan el NO liberado por el SNAP,

impidiendo su accion inhibitoria sobre la sGC.

Ademas de prevenir el efecto del NO, los agentes reductores con grupos
tiol también son capaces de revertirlo. Asi, la reversion espontanea que se
observa tras la retirada del donador SNAP (después de 2 horas de tratamiento)
se acelera si EEGSH esta presente en el medio. Estos resultados sugieren que
el NO podria desensibilizar la sGC mediante la nitrosacién de determinados
grupos tioles criticos para la actividad del enzima. Stamler y col. (1997) han
propuesto la secuencia de aminoacidos (K,R,H,D,E)(C)(D,E) como motivo
consenso susceptible de nitrosacion y dicha secuencia esta presente en la

guanilato ciclasa soluble.
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Aunque muchas de las caracteristicas de la inhibicion producida por los
donadores citadas hasta ahora son semejantes para las neuronas y los
astrocitos en cultivo, la capacidad de reversion del efecto, sin embargo, difiere
entre ambas células. Tras 1 hora de tratamiento con SNAP, la capacidad de
formacién de cGMP de las neuronas no revierte dentro de las 24 horas
siguientes a la retirada del donador, mientras que en los astrocitos, aun con
tiempos de exposicién mas largos (2 horas) revierten completamente. Ademas,
aunque la presencia de un agente reductor con grupo tiol (EEGSH) revierte el
efecto, dicha reversién es solo parcial y aparece mas tarde que en astrocitos.
Por lo tanto, la inhibicién por exposicion a NO parece mas persistente en
neuronas. Curiosamente, hemos observado también una importante disminucién
de la produccién de cGMP en respuesta a NO producida por el tratamiento con
GSH en neuronas, que no ocurre en astrocitos. Hasta el momento no hemos
encontrado datos que permitan explicar satisfactoriamente este efecto. La
prontitud con la que los donadores de NO disminuyen la actividad sGC indican
que, también en neuronas, el NO podria estar inhibiendo directamente el enzima
sGC. Sin embargo, la falta de reversién espontanea y la lenta reversion en
presencia de agentes reductores sugieren que esta inhibicion directa no es
simplemente una nitrosacion. La nitrosacion de tioles puede derivar, en funcion
de las caracteristicas del medio, en otras reacciones oxidativas que forman
finalmente enlaces irreversibles, o mas dificiimente reversibles (SOH, SSR)
(Stamler y Hausladen, 1998). En numerosas ocasiones se ha descrito que las
neuronas son células mas sensibles a los agentes oxidantes que los astrocitos,
debido a su menor capacidad reductora (Sanfeliu y col., 2001; Chen y col.,
2001). Por lo tanto, seria aceptable que las mismas cantidades de NO fueran
capaces de producir efectos mas persistentes, en neuronas que en astrocitos. Es
posible que la persistencia del efecto sobre la sGC sea dafiina, y quiza este
efecto pueda ser una de las causas que junto con oxidaciones en otros
componentes de la célula cause la muerte celular detectada en las horas

siguientes.

Los estudios de tratamientos con los distintos donadores han mostrado
que en todos los casos existe una formacién de cGMP resistente a la inhibicion:
la inhibicion maxima nunca alcanza el 100%. Este fendmeno podria explicarse si
la interaccion del NO con el enzima produjese so6lo una inhibicién parcial de la
actividad, o bien si existiesen isoformas del enzima resistentes a esta inhibicion.

Otra posibilidad es que la distinta localizacion de la sGC dentro de la célula
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afecte a la capacidad de desensibilizacién del NO (ej.: en ciertos entornos
intracelulares podrian concentrarse mas moléculas “secuestradoras” de NO que

impedirian su efecto inhibitorio sobre las sGC alli localizadas).

La prolongacion de la exposicién al NO conlleva importantes cambios en
las caracteristicas de la inhibicion producida. Como ocurre con tratamientos de 2
horas, la disminucién en la acumulacion de cGMP dependiente de NO en
astrocitos expuestos a NO durante 20 horas no se debe a una activacion de la
PDE, sino a la disminucion de la actividad sGC. Sin embargo, a diferencia de lo
qgue ocurre tras exposiciones de 2 horas, esta inhibicion de la sGC se debe, al
menos en parte, a una disminucion de la cantidad de proteina enzimatica, ya que
los niveles de la subunidad (4 disminuyen con este tratamiento. Ya que esta
isoforma forma parte de los heterodimeros activos (Russwurm y col., 1998;
Gupta y col., 1997), la reduccion de la concentracién enzimatica de B4 seria
suficiente para producir disminucion de la actividad. El hecho de que el efecto
del tratamiento largo con NO se deba a una disminuciéon de la proteina
enzimatica, se refleja también en la incapacidad de reversion del efecto después
de 20 horas de tratamiento con SNAP. Ademas, la presencia de EEGSH durante
la fase de recuperacion no produce ningun efecto. La reversion de la actividad
requiere en este caso la sintesis de nuevo enzima, un proceso mas lento que la
reduccién o desnitrosacion de tioles. Por otro lado, la inhibicion de la actividad
sGC producida por exposiciones prolongadas a NO (20 horas) en astrocitos esta
mediada por procesos de transcripcion y traduccion, ya que la presencia de
actinomicina o cicloheximida durante el tratamiento reduce el porcentaje de
inhibicion. Este resultado sugiere que el NO estaria induciendo la expresién de
una proteina encargada de degradar o promover la degradacion de la sGC en
los astrocitos. Este mismo efecto del NO se ha observado en células de musculo
liso (Scott y Nakayama, 1998).

La inhibicién de la sGC producida por la exposicién a LPS y citoquinas
proinflamatorias también esta mediada por procesos de transcripcion y
traduccion, sin embargo, el NO formado endégenamente (tras la induccion de la
NOS-2) no esta implicado en este mecanismo inhibitorio (Baltrons y Garcia,
1999; Baltrons y col., enviado; Pedraza y col., enviado). Se ha descrito que en
cultivos de astrocitos el LPS previene la depleciéon del GSH causada por NO
(Garcia-Nogales y col., 1999). Teniendo en cuenta que el GSH es capaz de

revertir la inhibiciéon producida por exposiciones a NO, hemos estudiado si
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diferencias en los niveles de GSH intracelular podrian explicar la distinta
capacidad inhibitoria del NO exégeno y el NO formado durante el tratamiento con
LPS. Los resultados obtenidos indican que los niveles de GSH determinados en
nuestros cultivos (comparables a los determinados por otros grupos (Vasquez y
col., 2001), no se alteran con ninguno de los tratamientos, donador de NO o
LPS, descartando esta hipotesis. Ademas, la previa deplecion del glutation
intracelular en astrocitos tampoco altera la capacidad inhibitoria del NO. la
diferente capacidad inhibitoria del NO procedente de donador y del NO formado
tras la estimulacion con LPS no puede explicarse por diferentes niveles de

glutation durante ambos tratamientos.

La exposicion prolongada a NO en astrocitos también causa la
disminucién de los niveles de mRNA de las subunidades a4 y B4 de la sGC, al
igual que se ha descrito previamente en células intersticiales de médula de rata y
células de musculo liso vascular (Ujiie y col., 1994; Filippov y col., 1997). Esta
disminucion se detecta tras varias horas de tratamiento con NO (20 horas), pero
no tras tratamientos mas cortos (2 horas). En comparaciéon con nuestros
resultados, en células de musculo liso vascular la disminucion de ambos mRNA
es evidente a las 2 horas de exposicién a SNP 1 mM y maxima a las 4 horas
(Filippov y col., 1997). El hecho de que en nuestras condiciones no se aprecie
disminucion a las 2 horas de tratamiento, puede deberse a los distintos niveles
de NO a los que las células son expuestas, ya que en ese mismo estudio se
demuestra que la reduccién de los niveles de mRNA es dependiente de la
concentracion de donador. Aunque en nuestras células la exposicion a NO
disminuye tanto los niveles de mRNA como de proteina enzimatica, ambos
efectos parecen independientes, es decir, la disminucion del mRNA no es la
causa de la disminucion de proteina enzimatica. Esta conclusion deriva de la
observacién de que el tratamiento de los cultivos con cicloheximida (agente que
bloguea la traduccion de proteinas) disminuye la actividad sGC en menor grado
que la exposicion a NO, lo cual indica que el tratamiento favorece la degradacion
de la proteina enzimatica. Por lo tanto, las exposiciones prolongadas a NO
producen dos efectos paralelos: inhiben la actividad sGC al disminuir cantidad de

la proteina enzimatica, y al mismo tiempo disminuyen los niveles de mRNA.
La disminucion de los niveles de mRNA de la sGC también se ha
observado en astrocitos expuestos a LPS y citoquinas proinflamatorias (Pedraza

y col., enviado), efecto que es impedido con la presencia de un inhibidor de la
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NOS durante el tratamiento, lo cual indica que, al igual que el NO procedente de
donadores, el NO enddgeno disminuye los niveles de mRNA de la sGC. Filippov
y col. (1997), en estudios en células de musculo liso vacular, han observado que
el NO disminuye la vida media de los mRNAs de las subunidades de la sGC de
forma dependiente de transcripcion y de sintesis de proteinas, y han propuesto
que el NO induce la sintesis de una proteina implicada en dicha

desestabilizacion, y asi regula su expresion.

Para comprobar si, en neuronas, el NO formado endégenamente es
capaz de producir el mismo efecto que el NO liberado por los donadores, hemos
tratado las neuronas con NMDA, el agonista mas eficaz en la estimulacion de la
NOS-1 en estas células (Kiedrowski y col., 1992; Novelli y col., 1987; Garthwaite
y col., 1988). La estimulacién de receptores de aminoacidos excitadores de tipo
NMDA induce la entrada localizada de Ca®" en la célula, que a su vez activa la
NOS-1. Al igual que el NO exdgeno, el tratamiento de las células con NMDA es
capaz de disminuir la posterior formacion de cGMP dependiente de NO. Aunque
el efecto maximo que se observa es similar con ambos tratamientos, el efecto del
NMDA es mas rapido, alcanzando la inhibicién maxima (58,8 = 8,9 %) en los
primeros 10 min de tratamiento. Sin embargo, esta disminucién de la
acumulacién del cGMP esta mediada sélo en parte por el NO endégeno, ya que
parte del efecto se conserva en condiciones en las que se ha impedido la
produccion de NO utilizando un inhibidor de la NOS (L-NMMA).

El hecho de que el NO no sea el unico responsable del efecto del NMDA
indica que, al igual que en astrocitos, en neuronas aparecen distintos
mecanismos capaces de disminuir la acumulacién de cGMP. En el caso de las
neuronas, un posible mediador del efecto del NMDA es el Ca?*, ya que se ha
demostrado que el tratamiento con agentes que aumentan la concentracion
intracelular de Ca®* disminuye la generacién de cGMP dependiente de NO, tanto
en neuronas granulares como en astrocitos en cultivo, mediante la activacion de
PDEs dependientes de Ca?'/calmodulina (Baltrons y col., 1997). También en
sinaptosomas de cerebro de rata se ha descrito una activacién de PDEs de
cGMP por Ca®* (Mayer y col., 1992). Por otro lado, recientemente se ha
demostrado la inhibicién de la sGC por Ca®' mediante un mecanismo de

interaccion directa no competitivo (Parkinson y col., 1999).
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Varios trabajos han implicado a procesos de fosforilacion en la regulaciéon
de la actividad sGC. Estudios de Ferrero y col. (2000) en células cromafines
bovinas han determinado que la activacién de la PKG en estas células disminuye
la actividad sGC a través de un efecto indirecto que favorece la defosforilacion
del enzima. En células de musculo liso también se ha descrito que la PKG inhibe
la actividad sGC. Sin embargo, este efecto estda mediado por una fosforilacion
directa de la sGC (Murthy y col., 2001). El hecho de que la regulacién por la
PKG, aun alcanzando un mismo efecto, transcurra por vias distintas en células
cromafines y de musculo liso, sugiere especificidad de vias regulatorias entre
tipos celulares, que podria estar causada por diferencias en el tipo de isoformas
de PKG, PDEs u otras moléculas implicadas que se expresan, o por un diferente
grado de su expresion. En nuestras cultivos, la inhibicion producida por el
tratamiento con SNAP no estd mediada por la activacion de PKG, ya que el uso
de un inhibidor de esta enzima durante el tratamiento (KT-5823) no altera el

porcentaje de inhibicion.

Papapetropoulos y col. (1996), en células de musculo liso vascular, han
descrito que la inhibicién de la sGC producida por el NO, requiere actividad PKA.
La activacion de la PKA podria ocurrir como consecuencia de la elevacion de los
niveles de cAMP, debidos a la inhibicion de una PDE por el cGMP formado en
respuesta a NO. Ademas, en las mismas células y en fibroblastos pulmonares se
ha demostrado que el aumento de cAMP intracelular disminuye la cantidad de
proteina y mRNA de la sGC (Papapetropuolos y col., 1995; Shimouchi y col.,
1993). En astrocitos tratados con SNAP durante 2 horas, la PKA no parece estar
implicada en la inhibicion de la sGC. Sin embargo, la inhibicién producida por la
exposicion a NO durante periodos largos (20 horas) es bloqueada en parte por
H-89, inhibidor de la PKA. Por otro lado, el tratamiento con H-89 disminuye
ligeramente la acumulacion de cGMP, en tratamientos cortos y largos (2 y 20
horas) probablemente debido a un efecto inespecifico del H-89 sobre la sGC al

igual que pasa con otros inhibidores de PK.

A pesar de que los donadores de NO son agentes muy utiles en el
estudio de los efectos del NO, resulta muy dificil mimetizar con ellos la
produccién enddégena de NO. Asi, aunque los niveles de nitritos acumulados en
el medio de incubacién tras los tratamientos con LPS o con donadores de NO
son semejantes, la cinética de formacién del NO no es igual en los dos casos, y

es posible que tampoco lo sea la vida media del NO formado. Otra diferencia
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importante entre la producciéon endégena de NO y el uso de donadores es la
localizacion de la produccién de NO. Debido a la importante relacion
localizacién-funcién, la distribucion de proteinas a lo largo de la célula es un
proceso muy regulado. Un ejemplo de ello es la triple asociacidén espacial de el
receptor NMDA, NOS vy el heterodimero formado por las subunidades a,/f34 de la
sGC en neuronas, mediante la proteina PSD-95 (Russwurn y col., 2001). Es
posible que la formaciéon de NO endogeno tras la induccién de la NOS-2 muestre
también una localizacién concreta. Por el contrario, el NO liberado a partir de
donadores puede distribuirse por toda la célula. La suma de estos factores
podrian ser la responsable de la diferente capacidad inhibitoria del NO exégeno
y del NO formado tras el tratamiento con NO. De cualquier manera, estos
resultados junto con el conjunto de los datos existentes sobre regulacion de NO
en astrocitos muestran que estas células poseen mecanismos alternativos que
les permiten controlar eficientemente la produccién de cGMP en situaciones en
las que el NO esta presente en altas cantidades, y estos mecanismos pueden
ser mediados o no por el NO. La activacién de la sGC por NO formado
transitoriamente, durante periodos cortos, se regula eficazmente por su propio
activador, el NO. Esta inhibicion parece producirse por la nitrosacion directa de la
sGC y es reversible, de forma que el enzima recupera su capacidad funcional
una vez el estimulo desaparece. Sin embargo, cuando las células se ven
expuestas a NO durante periodos prolongados (situaciones de inflamacion,
isquemia-hipoxia,...) la formacion de cGMP se reduce de forma mas duradera,
mediante la disminucién de la cantidad de proteina sGC. Esta disminucién
requiere los procesos de transcripcién y traduccién, lo que significa que es
necesaria la sintesis de una nueva proteina para que la inhibicidon se produzca.
Cuando este mecanismo de inhibicion es producido por LPS o agentes
proinflamatorios, el NO formado endégenamente no esta implicado en el efecto
(Baltrons y Garcia, 1999). Sin embargo, en ausencia de estos agentes, el NO
proveniente de fuentes exdgenas (donadores de NO) es capaz de inhibir la
actividad sGC mediante un mecanismo de caracteristicas similares, que ademas
implica (al menos parcialmente) la actividad PKA. Un tercer mecanismo de
regulacion negativa de la sGC es la disminucién de los niveles de mRNA de sus
subunidades por NO. Este mecanismo se desencadena en las primeras 20 horas
de exposicién a este agente pero, debido a la larga vida media de la sGC, los
efectos de esta disminucion sobre la capacidad de formar cGMP en la célula
aparecerian a mayor plazo, y se sumarian a los efectos producidos por los

mecanismos anteriormente citados. La regulacion de los niveles de mRNA de las
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subunidades de la sGC también aparecen durante los tratamientos con LPS y
citoquinas proinflamatorias, y en este caso el NO formado enddégenamente si es
mediador del efecto (Pedraza y col., enviado). EIl NO también parece tener un
papel regulador en neuronas, pero la mayor sensibilidad de estas células a los

efectos citotoxicos del NO dificulta su estudio.
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- CONCLUSIONES -

En cultivos primarios establecidos a partir de cerebelo de rata de 7 dias de
edad en condiciones que favorecen el enriquecimiento en astrocitos, las
células predominantes durante los primeros dias del cultivo son neuronas
que se disponen en agregados en asociacion con ceélulas astrogliales de
morfologia propia de glia radial. Al cabo de 7 dias las neuronas
practicamente han desaparecido, mientras que la astroglia ha proliferado y
su morfologia parece mas variada. A los 14 dias, edad a la que los cultivos
suelen ser usados en muchos estudios, los astrocitos forman una monocapa
confluente de células poligonales que constituyen un 75% de las células

presentes, siendo el resto mayoritariamente microglia.

A lo largo del desarrollo del cultivo, la formacion de cGMP en respuesta a NO
detectada mediante inmunofluorescencia colocaliza con la proteina acidica
fibrilar glial, lo cual indica que las Unicas células que expresan sGC en los

cultivos son los astrocitos.

La capacidad astroglial de acumular cGMP en respuesta a NO varia a lo
largo del desarrollo del cultivo. Los astrocitos presentes en cultivos no
confluentes (3 y 7 dias), forman mayor cantidad de cGMP/célula que los

astrocitos de cultivos confluentes (14 dias).

La mayor capacidad de acumular cGMP de los astrocitos de cultivos no
confluentes no parece ser debida a la expresién de mayor reactividad, ni al
mayor grado de diferenciacién de estas células. Sin embargo, si parece
existir una relacion entre la capacidad de formar cGMP y la tasa de
proliferacion astroglial, lo cual esta de acuerdo con la implicacién del cGMP

en la regulacion del ciclo celular.

La exposicion continuada a donadores de NO de astrocitos o de neuronas
granulares de cerebelo en cultivo primario disminuye la capacidad de las
células de formar cGMP en respuesta NO de forma dependiente del tiempo y

de la concentracion del donador.
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* En astrocitos expuestos a donadores de NO durante periodos menores a 2
horas, la disminucion de la acumulacién de cGMP revierte espontaneamente
durante las siguientes 24 horas. El efecto se debe a la inhibicién directa de la
sGC, probablemente por nitrosacion de algun tiol critico para su actividad, ya
qgue agentes reductores con grupos tiol son capaces de prevenir y revertir el

efecto.

* Cuando los astrocitos son expuestos a donadores de NO durante tiempos
mas prolongados (20 horas), la pérdida de actividad sGC va acompafiada de
la reduccién de la cantidad de proteina enzimatica (subunidad f+). Este
efecto parece deberse a una disminucién de la vida media del enzima y
requiere transcripcion y sintesis de proteinas. El tratamiento con los
donadores también produce una disminucion de los niveles de mRNA de las

subunidades oy 1.

* El hecho de que el NO formado endégenamente en los astrocitos tras la
exposicion a LPS no esté implicado en la disminucion de la sGC inducida por
este agente inflamatorio, no se debe a un aumento en los niveles de GSH
intracelular. Ademas, los niveles de GSH son similares en células tratadas

durante 20 horas con LPS o con donador de NO.

* En las neuronas granulares, la exposiciéon a NO durante periodos superiores
a 2 horas induce muerte celular, de acuerdo con la mayor sensibilidad de
estas células a los efectos citotoxicos del NO. Ademas, la inhibicion de la
formacion de cGMP dependiente de NO inducida tras 1 hora de exposicion al
donador no revierte espontaneamente después de 24 horas y so6lo

parcialmente en presencia de GSH.

* El tratamiento de las neuronas granulares con el principal activador de la
NOS-1, el NMDA (100 uM; 10-60 min), disminuye la capacidad de las células
de formar cGMP en respuesta a NO. El NO endégenamente formado es

parcialmente responsable de esta inhibicion.
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the Great Question . . .~

Yes...lI"
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‘Is . . .” said Deep Thought, and paused.
Yes ...l
Is...”
Yes...ll...?”

‘Fourty-two, " said Deep Thought, with infinite
majesty and calm.

Douglas Adams
(The Hitch Hiker's Guide to the Galaxy)
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