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Abreviaturas

A: adrenalina.

Ach: acetilcolina.

ADP: adenosina 5’-difosfato.

AMPA: amino-3-hidroxil-5-metil-4-
isoxazol propionato.

AMPec: adenosina 3°:5’-monofosfato
ciclico.

ANP: péptido natriurético auricular o de
tipo A.

ATP: adenosina 5’-trifosfato.

BH : tetrahidrobiopterina.

BNP: péptido natriurético de tipe B.

8Br-GMPc: 8-bromo-GMPc.

CAC(s): catecolamina(s).

[Ca?*]i: concentracion mtracelular de
calcio.

CaM: calmodulina.

CaM PK: proteina quinasa dependiente
de Ca?*/calmodulina.

CMZ: calmdazolium.

CNP: péptido natriurético de tipo C.

Cy3: mdocarbocianina.

DAB: 3,3’-diamidinobencidina.

DAPIL: 4°,6’-diamidino-2-fenilindol.

dbAMPc: dibutiril-AMPc.

dbGMPc: dibutiril-GMPc.

DBH: dopamina B-hidroxilasa.

DDC: L-DOPA descarboxilasa.

DEAE: dietilaminoetil.

DEPC: dietilpirocarbonato.

DHBA: 3,4-dihidroxibenzilamina.

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s
medium.

DMPP: 1,1-dimetil-4-fenil piperazinio.

DNA: acido desoxirribonucleico.

ECs: concentracion de agente
estimulador que produce la mitad del
efecto maximo.

EDTA: acido etilendiamino tetracético.

EGTA: acido etilenbis(oxietileno nitrilo)
tetracético.

FAD: dinucleotido de flavina y adenina.

FDU: fluorodeoxiuridina.

FITC: isotiocianato de fluoresceina.

FMN: mononucleotido de flavina.

GABA: acido y-amino butirico.

viil

GCS: guanilato ciclasa soluble.

GDP: guanosina 5’-difosfato.

GITC: isotiocianato de guanidinio.

GMPec: guanosina 3’:5’-monofosfato
ciclico.

GTP: guanosina 5’-trifosfato.

H-8: N-[2-(metilamino)etil]-5-
isoquinolinesulfonamida,

H-89: N-[2-((p-bromocinamil)
amino )etil]-5-isoquinolinesulfonamida.

HEPES: N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-
etano sulfonato.

HPLC: cromatografia liquida de alta
presion.

IBMX: 3-isobutil- 1-metilxantina.

ICs: concentracion de inhibidor que
produce la mitad del efecto maximo.

IP,: inositol trisfosfato.

Kd: constante de disociacion.

Ki: constante de inhibicion.

Km: constante de Michaelis-Menten.

L-DOPA; 3 4-dihidroxi-L-fenilalanina.

L-NAME: N°-nitro-L-arginina-metil
éster.

L-NNA: N°L-nitroarginina.

LPS: lipopolisacarido.

LTD: depresion a largo plazo.

LTP: potenciacion a largo plazo.

NA: noradrenalina.

NADPH: nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

NOS: 6xido nitrico sintasa.

ODQ: 1H-[1,2,4]Joxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-1-ona.

PBS: medio salino tamponado con
fosfato.

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa.

PKA: proteina quinasa dependiente de
AMPc.

PKC: proteina quinasa C.

PKG: proteina quinasa dependiente de
GMPc.

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo.



PNMT: feniletanolamina N-
metiltransferasa.

PP1: protein-fosfatasa 1.

PTx: toxina pertasica.

RIA: radioinmunoensayo.

RNA: acido ribonucleico.

Rp-8pCPT-GMPcS: 8-para-
clorofeniltioguanosina 3°:5°-

monofosforotioato ciclico, isdémero Ryp.

RT-PCR: transcripcion reversa acoplada
a reaccion en cadena de la polimerasa.
SDS: dodecilsulfato sodico.

SDS-PAGE: electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de
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SNP: nitroprusiato sodico.

TCA: acido tricloroacético.

TEA: trietanolamina hidrocloruro.

TH: tirosina hidroxilasa.
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VASP: fosfoproteina estimulada por
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VIP: péptido intestinal vasoactivo.
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Pocas veces la comunidad cientifica ha tenido la oportunidad de enfrentarse ante un
reto tan apasionante como e} de dilucidar el papel biologico del éxido nitrico. También
son pocas las veces que una molécula tan pequefia, tan simple en su estructura, ha
resultado de tanta importancia en una amplia variedad de procesos fisiologicos.

No hay duda, el dxido nitrico es la molécula de moda en nuestro tiempo. Sin embargo,
su relacion con la farmacologia se remonta tiempo atris, muchos aiios antes que el
mecanismo de su accidn vasodilatadora llegase siquiera a intuirse. Asi, aprovechando la
capacidad de la nitroglicerina de liberar 0xido nitrico, la humanidad lleva un siglo
empleando, con éxito, este firmaco en el tratamiento de las enfermedades
cardiovasculares.

Desde el descubrimiento del llamado factor relajante derivado del endotelio y su
identificacién molecular como 6xido nitrico, mucho se ha avanzado en el conocimiento
de las funciones de esta molecula. Hoy dia sabemos que el oxido nitrico confiere a los
leucocitos la capacidad de matar células tumorales y bacterias, también se ha
demostrado su importante papel en la dilatacion de los vasos sanguineos y en los
fenémenos relacionados con la neurotransmision, todo ésto sin mencionar la enorme
lista de tejidos en los que su papel biologico se esti estudiando con resultados muy
prometedores. Sin lugar a dudas, estas mvestigaciones pasan obligatoriamente por el
analisis de la funcion del 6xido nitrico en modelos bioldgicos sencillos.

Las células cromafines de la médula adrenal desempefian un importante papel en el
organismo al ser responsables de la respuesta fisiologica a situaciones de miedo o
estrés. Desde el punto de vista de la experimentacion biologica, las células cromafines
tienen ademas caracteristicas muy interesantes. En primer lugar, presentan muchas
propiedades en comim con las neuronas, por ejemplo, su origen en la cresta neural del
embrién, o su capacidad para liberar sustancias contenidas en vesiculas en respuesta a
estimulos especificos, como la estimulacion eléctrica o determinados compuestos
neurotransmisores. El hecho de que estas células se puedan aislar como una poblacion
celular homogénea en un niimero suficiente para realizar cualquier tipo de estudio hace
de ellas un modelo muy adecuado para investigar la modulacion de la neurosecrecion
por rutas de segundos mensajeros como el oxido nitrico.

El presente trabajo de investigacion se gesto con el proposito de estudiar el papel del
oxido nitrico y su mensajero intracelular, el GMPc, en el proceso de la neurosecrecion.
En tanto en cuanto este proceso presente semejanzas con el fenomeno general de la
transmision nerviosa, estos estudios contribuiran al conocimiento de este fendomeno,
entendido como ¢l modo en el que las neuronas intercambian informacion entre si y con
otros tejidos.
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EL OXIDO NITRICO COMO MENSAJERO BIOLOGICO

Dependiendo de las cantidades que se consideren, el 6xido nitrico puede cumplir, desde
el punto de vista biologico, dos principales funciones. Por un lado, a concentraciones
en torno al uM alto, el NO producido por determinadas células del sistema inmune es
capaz de matar bacterias u otras células, cumpliendo, por tanto, una funcion citotoxica.
A concentraciones menores, pM bajo o alin menores, el NO sirve de mensajero
biologico intra- e intercelular en mmltiples procesos, entre los cuales los mas
importantes son la vasodilatacion y la neurotransmisién.

Los neurotransmisores tradicionales son pequefias moléculas hidrofilicas que se
almacenan y liberan a partir de vesiculas sinapticas. Su mensaje biologico se restringe a
la hendidura sinaptica donde se unen a receptores de membrana y son inactivados por
enzimas degradativas o sistemas de transporte. E1 NO, sin embargo, no se puede
almacenar y liberar a partir de vesiculas, sino que debe ser generado cuando se
necesite. Ademas, su mensaje biologico no se limita a la sinapsis sino que difunde
rapidamente a través de membranas celulares para unirse a proteinas y modificar su
actividad biologica. Los mecanismos convencionales de inactivacion tampoco sirven y,
aunque no se conocen con exactitud, se piensa que la sefial de NO termina rapidamente
por simple reaccion quimica con otras moléculas.

Quimica del 6xido nitrico’

El conocimiento de las propiedades quimicas v reactivas del NO es un requisito
esencial para la comprension de sus funciones biolégicas, de tal manera que éstas no
SOn més que una consecuencia de las interacciones del NO con los sistemas biologicos.

La combinacion de un atomo de nitrégeno con un atomo de oxigeno resulta en una
especie quimica con un electron desapareado, por tanto, el NO es, por definicion, un
radical. Aunque gran parte de la quimica del NO se explica en gran medida por el
caracter paramagnético de la molécula, el NO no posee el tipo de reactividad
normalmente asociada con otros radicales. Asi, no tiene tendencia a dimerizar o
polimerizar y, a temperatura y presién ambiente, el NO es un gas incoloro que se
mantiene en su forma monomérica.

Su solubilidad en agua es similar a la del oxigeno (maximo 2-3 mM). No obstante,
como ya se ha comentado anteriormente, las concentraciones de importancia biologica
son muchisimo menores. Una propiedad muy importante del NO es el caracter
claramente apolar de la molécula. Desde el punto de vista biologico, esta caracteristica
le confiere la capacidad de difundir libremente a través de membranas e incluso de
establecer gradientes de concentracion en una célula (mayor cantidad en el entorno de
la membrana que en el citoplasma o en el medio extracelular) (Malinski ef al., 1993).

1 Aunque la TUPAC (Intemational Union of Pure and Applied Chemistry} recomienda
encarecidamente el uso de la nomenclatura sistematica: monéxido de nitrégeno; a lo largo de
este trabajo, por su amplia aceptacion, se prefirié utilizar el término tradicional: 6xido nitrico.
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Reactividad del NO

A pesar de su naturaleza radical y de ser cominmente aceptada como una especie
quimica altamente reactiva, en la practica, el NO reacciona con un rango pequeiio de
compuestos. A continuacion se enumeran las reacciones biologicamente mas
mmportantes:

Reaccion con oxigeno

En fase gaseosa el NO reacciona con O, para dar dioxido de nitrégeno (NO,). Sin
embargo, en fase acuosa NO, no es el producto final de la reaccion, simo que la
oxidacion continua hasta la formacion de nitritos y nitratos estables.

Aunque la reaccion de NO con O, molecular ocurre muy rapidamente en fase gas, en
fase acuosa transcurre lentamente con una vida media para el NO de varias horas. En
sistemas biologicos la vida media del NO es de segundos. Por tanto, aunque
fisiologicamente importante, esta reaccion no explicaria la extraordinaria corta vida de
la molécula en solucion.

Reaccion con superoxido

Debido a su naturaleza radical, el NO tiene tendencia a reaccionar con otros radicales.
El superéxido (O, ) es también un radical ubicuo en los sistemas biologicos y, por
tanto, esta reaccion, que ocurre a una velocidad muy alta (casi controlada por la
difusion de ambas moléculas), tiene gran importancia biologica.

El producto de reaccion de la combinacion radical-radical de O; y NO es el
peroxinitrito:

NO -+ 0, - ONOO" —H' 5 ONOOH

Tanto el peroxinitrito como su forma protonada, el acido peroxinitroso, son potentes
citotdxicos. Ambos son capaces de iniciar el proceso de peroxidacion lipidica y pueden
reaccionar directamente con grupos sulfhidrilo de proteinas. Ademas, el peroxinitrito

reacciona con metales de transicion para formar poderosos agentes nitrantes (Radi ef
al., 1991).

En neuronas las concentraciones de superoxido se mantienen a niveles muy bajos (10-
100 pM) debido a la actividad de la enzima superdxido dismutasa (EC 1.15.1.1). No
obstante, muchos procesos patofisiologicos incluyen episodios de isquemia cerebral
con produccion simultinea de NO y superoxido. En estas condiciones, la enzima
superoxido dismutasa puede no ser capaz de metabolizar todo el O, generado y, por
tanto, una produccién significativa de peroxinitrito podria ser responsable de los
efectos neurotdxicos de la isquemia (Vamer y Beckman, 1995).

Reaccion con tioles

Otro aspecto importante del metabolismo del NO in vivo es la formacion de
nitrosotioles (R-SNO). Aunque el mecanismo de reaccion que conduce a su sintesis no
se conoce con exactitud, al parecer, estas especies quimicas resultan de la oxidacion del
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NO a i6n nitrosonio NO* seguido de la reaccién con el grupo tiol de una proteina, de
un aminodcido o del glutation. Bajo determinadas condiciones, estas moléculas se
descomponen liberando de nuevo el NO.

Los nitrosotioles se encuentran en condiciones normales en el plasma, principalmente
en forma de S-nitrosoalbimina o S-nitrosohemoglobina (Keaney ef al., 1993; Lia et al.,
1996). Segun se ha descrito, la concentracién plasmatica de nitrosotioles (basicamente
S-nitrosoalbumina) es de 1 uM, mientras que la de NO libre esta en el nM bajo. Es
interesante destacar que los nitrosotioles presentan una vida media considerablemente
mayor que el NO. A partir de estas observaciones, algunos autores han propuesto que
la S-nitrosoalbimina sirve como un reservorio plasmatico de NO. Recientemente, se ha
postulado que la S-nitrosohemoglobina juega un papel muy importante en el control de
la actividad vascular. En este mecanismo la hemoglobina es S-nitrosilada en los
pulmones cuando los eritrocitos captan O,, y el grupo NO es liberado durante el
transito por la microvasculatura donde contribuye a un efecto vasodilatador (Lia ef al,
1996).

Estrechamente relacionado con este papel de la hemoglobina, merece la pena destacar
otro tipo de reacciones quimicas del NO con oxihemoglobmna y oximioglobina. EIl NO
interacciona con el ligando O, de ambas proteinas para producir la forma férrica, es
decir, metahemoglobina y metamioglobina, y nitrato.

La consecuencia primaria de ambos mecanismos es que los eritrocitos rapidamente
inactivan el NO in vivo. Debido a que la hemoglobina esta confinada en el interior de
los eritrocitos, la difusion libre del NO esta limitada a areas no vascularizadas.

Reaccion con grupos hemo de proteinas y metales

Uno de los aspectos biologicamente mas relevantes de la quimica del NO es su
capacidad de unirse y/o interaccionar con metales o proteinas que contienen metales.
De hecho, la principal proteina receptora de NO en la mayoria de los tejidos, la
guanilato ciclasa soluble, presenta un grupo hemo y el mecanismo de activacion de la
enzima por NO es producto de una interaccion entre el atomo de hierro del grupo
hemo y el NO.

Biosintesis del NO: Oxido nitrico sintasas

Ya que el NO no puede ser almacenado, liberado e inactivado después de su liberacion
sinaptica mediante mecanismos convencionales, sus niveles deben regularse a nivel de
la biosintesis.

La sintesis de NO la llevan a cabo una familia de enzimas conocidas con el nombre de
oxido nitrico sintasas (L-arginina, NADPH: O,, oxidorreductasa; EC 1.14.13.39).
Estas enzimas catalizan la oxidacion de uno de los grupos amidino equivalentes de L-
arginina para formar NO y L-citrulina en una reaccion que implica 5 electrones. La
estequiometria impar de la transferencia de electrones es bastante inusual y permite la
generacion de un radical libre, el NO (Schmidt ef al., 1993; Forstermann ez al., 1994).
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Propiedades de las isoformas de NOS

Isoformas 1 H m
Tejido modelo Cerebro Macrofagos Endotelio
Vmax (umol/mg por min) 03-34 09-16 0.015
Estructura nativa Dimero Dimero Dimero
CaM activa requerida para activacion Si No St
Dependencia calcio ECs (Ca”*, uM) 0.2-04 No dependiente 0.3
Km para L-arginina (uM) 2-43 23-28 29
Expresion constitutiva Si No Si
Compartimentalizacién subcelular Soluble Soluble Particulada
Dominio oxigenasa Dominio reductasa
r ~ \14 e \
P
I - NI - B0 Nos1
Mir p
I - B~ - W0 Nos m
BB Wl Nosn
-FMN. FAD -NADPHI CP450R

Figura 1-I. Dominios y sitios de unién de las isoformas de NOS. Las tres
isoformas presentan en el dominio reductasa sitios de union conocidos para los
cofactores FMN, FAD y NADPH, que presentan una gran homologia con los
presentes en la NADPH-citocromo P450 reductasa. El dominio oxigenasa posee
el sitio putativo de unién de calmodutina. En las isoformas I y III, este dominio
presenta secuencias consenso de fosforilacion (P). Como caracteristicas
particulares de estas isoformas, la NOS | presenta en el dominio oxigenasa
secuencias de “splicing” alternativo (en gris); mientras que la NOS III tiene
secuencias consenso de miristoilacion (Mir) que explican su localizacién en

estructuras de membrana.
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Estructura y mecanismo catalitico de las 6xido nitrico sintasas

La purificacion de las enzimas NOS en los diferentes tejidos ha permitido su
clasificacion en 3 isoformas (NOS I, 1T y III). Aunque cada isoforma posee
caracteristicas peculiares, todas presentan el mismo mecanismo catalitico y similar
estructura (Figura 1).

Las enzimas NOS son dimeros que contienen 2 subunidades idénticas de peso
molecular 130-150 kDa. La porcién N-terminal de cada subunidad contiene secuencias
de unién para los cofactores enzimiticos nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH), dinuclestido de flavina y adenina (FAD) y mononucledtido de flavina
(FMN). Las secuencias de union para el cofactor tetrahidrobiopterina (BH,) y el
sustrato L-arginina, de igual modo que el grupo hemo y la proteina moduladora
calmodulina son escasamente conocidas (Bredt er al., 1991b).

Cada subunidad esta dividida en un dominio reductasa y otro oxigenasa. NADPH,
FAD y FMN se unen al dominio reductasa, el cual presenta gran homologia con Ia
NADPH-citocromo P450 reductasa, otra proteina que contiene sitios de union para
estos cofactores y que es responsable de reacciones de detoxificacion en el higado.
Esta homologia sugiere que la funcion de las flavinas en la NOS, como en la NADPH-
citocromo P450 reductasa, es probablemente almacenar electrones derivados del
NADPH vy transferirlos al centro catalitico en el dominio oxigenasa (Bredt et af,
1991b). Este dominio oxigenasa no presenta homologia de secuencia con ninguna
proteina conocida. Se ha propuesto que a este dominio se unen el grupo hemo, BH, y
L-arginina. Desde el punto de vista evolutivo, la enzima NOS se considera el producto
de la fusion de diferentes genes que darian lugar a los distintos modulos funcionales
que conforman la proteina (reductasa, oxigenasa, ligante de calmodulina y otros)
(Masters et al., 1996).

Como se ha comentado anteriormente, la oxidacion de un nitrogeno terminal de la L-
arginina se acepta como mecanismo catalitico de la NOS. 4 cofactores (hemo, FMN,
FAD y BH,) y 2 cosustratos (O, y NADPH) participan en la reaccion (Figura 2).

El mecanismo de oxidacion de la L-arginina se ha dividido en 2 fases. La primera fase,
similar a Ia reaccion catalizada por la citocromo P450 reductasa, es una hidroxilacion
que produce NOC-hidroxi-L-arginina como intermedio unido a la enzima con un
consumo de 1 mol de NADPH (por mol de L-argnina inicial o mol de NO final). En la
2% etapa, la NG-hidroxi-L-arginina es posteriormente oxidada a NO y L-citrulina en un

proceso que implica 3 electrones con consumo de 0.5 mol de NADPH (Marletta,
1993).

Tal y como se muestra en el esquema, los atomos de oxigeno incorporados al NO y a
la L-citrulina derivan de diferentes moléculas de O,, lo que sigunifica que la enzima une
y utiliza 2 moléculas de , durante el proceso catalitico de generacién de NO.,

La actividad reductasa de la enzima NOS también afecta a otros sustratos. Un aceptor
artificial de electrones es el colorante nitrotetrazolio. Este colorante es convertido en
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un deposito azul de diformazan en una reaccion dependiente de NADPH catalizada por
la enzima NOS (Dawson et af., 1991). Esta actividad de NOS, conocida con el nombre
de NADPH-diaforasa, es considerablemente resistente a los tratamientos de fijacion
usualmente empleados en histoquimica, por lo que ha sido muy til para llevar a cabo
una localizacion histoquimica de NOS, espectalmente en el sistema nervioso central
Curiosamente, la existencia de neuronas NADPH-diaforasa positivas se conocia desde
mucho tiempo antes de la caracterizacion de la enzima NOS vy, por tanto, de su
identificacion con esta actividad NADPH-diaforasa (Levine ef al., 1960). No obstante,
conviene tener en cuenta que la enzima NOS no es la Uinica actividad enzimatica que
puede producir una reaccion NADPH-diaforasica, sino que se puede producir a partir
de otras deshidrogenasas. Ademads, segiin se ha descrito, el método de fijacion
empleado en estos estudios histoquimicos resultd vital para la interpretacién de los
resultados. Asi, comparando la tincibn NADPH-diaforasa con estudios de
inmunorreactividad de NOS se pudo determinar que cuando ¢l tratamiento de fijacion
no incluy¢ formaldehido, estas actividades deshidrogenasas dieron cuenta de tincion de
NADPH-diaforasa que en realidad no provenia de una enzima NOS (Matsumoto ef al.,
1993).

LN NH+ H,N N—OH H,N O
N N N
0=0 H,O 0= H,0
A>—%§ %—%} + N=O0
NADPH NADP+ 0.5 NADPUH 0.5 NADP+
t - * -+
C NH Ay NH, =C ~ NH,
04 \0,, 3 0/ \0_ O/ \()
L-Arginina N“Hidroxi-L-Arginina L-Citrulina

Figura 2-1. Mecanismo de la reaccién catalizada por la enzima NOS. La conversion
del aminoacido L-arginina en L-citrulina catalizada por la NOS es una oxidacién que
implica 5 electrones de uno de los mitrogenos guanidinio de la L-argmina. Se ha
propuesto que la reaccidon pasa por una I* etapa de hidroxilacion a N°hidroxi-L-
arginina y una 2° de transformacion de este producto intermediario en L-citrulina y NO.
Los colores representan el origen y el destino final de los atomos de oxigeno y nitrogeno
que participan en la reaccién (adaptado de The surprising life of nitric oxide (1993)
Feldman ef al., C&EN Dec 20, 26-38).

En la experimentacion biologica, ciertos analogos de L-arginina son empleados por su
capacidad para inhibir la enzima NOS. Estas moléculas, la mayotia analogos N©-
monosustituidos como la NU-nitro-L-arginina (L-NNA) o el derivado de éste, N°-
nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME), se comportan como antagonistas competitivos
para la unién L-arginina/L-citrulina. Dada la dificultad para detectar NO en sistemas
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biologicos, los inhibidores de NOS son herramientas farmacolégicas de gran valor para
poner de manifiesto acciones dependientes de NO (Marletta, 1994).

Regulacion de la actividad NOS: Isoformas de NOS

La caracterizacién de las enzimas NOS en los diferentes tejidos permite su clasificacion
en 3 isoformas (NOS 1, Il y II). El criterio de clasificacion se basa en propiedades
fisicas y bioquimicas de las enzimas purificadas, principalmente en sus caracteristicas
de regulacién de la actividad por Ca?* libre y localizacion subcelular y tisular. Esta
clasificacién ha sido confirmada recientemente mediante técnicas de clonaje molecular
y estudios de expresion de los correspondientes genes (Schmidt e? al., 1993).

Todas las formas de NOS unen calmodulina en un proceso dependiente (NOS 1y III) o
independiente (NOS II) de CaZ*. En el caso de NOS I y IIl, a la {Ca*]i en repose
(normalmente < 100 nM), estas isoformas no unen calmodulina y son iactivas. Su
activacion se produce mediante union de la calmodulina cuande la [Ca®]i se
incrementa (>500 nM). Los antagonistas de calmodulina, por ejemplo, calmidazolium o
triftluoroperazina, bloquean la union de calmodulina y, por tanto, son potentes
inhibidores de la formacion de NO. En los tejidos en los que estan presentes, estas
isoformas se expresan constitutivamente, aunque ésto no significa que no pueda existir
una modulacion de la expresion (Forstermann et al., 1990; Bredt y Snyder, 1990).-

A diferencia de las isoformas I y I, la NOS II no se expresa constitutivamente sino
que su expresion se induce por determinados estimulos inflamatorios. La isoforma
NOS II une calmodulina independientemente de la [Ca%*]i y, una vez que se ha
expresado, presenta una actividad maxima. De hecho, la calmodulina y la enzima
copurifican,  sugiriendo  este  hecho una  estructura  heterotetrameérica
{NOS,/calmodulina, ) para esta isoforma.

A priori, la disponibilidad de L-arginina debiera ser también un importante mecanismo
de regulacion. Sin embargo, sélamente se debe tener en cuenta en el caso de la NOS IL
El sustrato L-arginina es obtenido por las células a partir del medio extracelular
mediante un sistema de transporte especifico para aminoacidos catiénicos. Este sistema
de transporte, denominado y* y basado en una difusion facilitada, consiste en, al
menos, 2 proteinas de membrana: CAT-1 y CAT-2B (White, 1985). En el caso de la
NOS 11, los mismos estimulos inflamatorios que inducen la expresion de la enzima
NOS, también inducen la expresion del sistema y* (Bogle ef al., 1992). En las células
que poseen esta isoforma de NOS, como, por ejemplo, macrofagos, la disponibilidad

1 En Ia literatura, las isoenzimas se encuentran normalmente con los nombres de los tejidos en
los que fueron originalmente purnficadas o con nombres que refieren a su mecanismo de
activacion: bNOS (de "brain NOS" de cerebro), nNOS (de neuronal) o cNOS (de constitutiva)
para NOS I; macNOS (de macrofagos) o iINOS (de inducible) para NOS I, eNOS (de
endotelial) o ¢cNOS (de constitutiva) para NOS IIl. Para ewvitar la ambigiedad de esta
nomenclatura, especialmente teniendo en cuenta que las isoformas pueden encontrarse en tejidos
distintos a sus tejidos modelo, en este trabajo de investigacion se escogio la nomenclatura en
numeros romanos, basada simplemente en el orden de purificacion.



12 NO:GMPc en células cromafines bovinas

de L-arginina es la etapa limitante para la produccion de NO. Esto es debido a que tras
la induccion de la enzima NOS II por el estimulo inflamatorio, existen tantas copias de
la proteina que la \inica limitacion para la sintesis de NO es la cantidad de sustrato. La
coinduccion del sistema de transporte y- permite el suministro adecuado de la L-
arginina necesaria para la reaccion. En las células que poseen enzimas de tipo
constitutivo (NOS 1 y II), el NO es generado a un nivel muy inferior que no afecta en
absoluto los niveles intracelulares de L-arginina. Teniendo en cuenta que la Km para la
L-arginina de estas isoformas (2-4 pM) estd muy por debajo de la [L-arginina]
mtracelular (usualmente en el rango 100-800 pM), estas enzimas trabajan a
concentraciones saturantes de un modo totalmente independiente de la concentracion
de sustrato (Forstermann et al., 1994).

No es un capricho de la naturaleza que las isoformas de NOS que sintetizan NO-
mensajero biologico (NOS I y III) presenten un mecanismo de activacion diferente a la
isoforma que genera NO-citotoxico (NOS II). Los siguientes capitulos de este trabajo
de mvestigacion pretenden destacar las caracteristicas mas importantes de cada
isoforma y sus implicaciones fisiologicas.

NOS I

La 1soforma 1 es una enzima soluble con una masa molecular de 150-160 kDa que se
purificé por primera vez a partir de cerebelo de rata y de cerdo (Bredt y Snyder, 1990;
Mayer ef al., 1990; Schmidt ef al., 1991).

Mediante tres diferentes técnicas: inmunorreactividad de NOS I, NADPH diaforasa y
estudios de hibridacion in sify del mRNA; la isoforma 1 de NOS se ha detectado en
numerosas regiones del sistema nervioso central. La proteina es abundante en el bulbo
olfactorio accesorio, en el nicleo tegmental pedunculopontino y en el cerebelo. Menor
cantidad se encuentra en el giro dentado del hipocampo, el bulbo olfactorio principal,
los coliculos superior e inferior y el nicleo supradptico. También se han encontrado
numerosas neuronas NOS-positivas repartidas por la corteza cerebral, el caudado
putamen, y en otras innumerables regiones (Bredt ef al., 1990; 1991a; Dawson ef al.,
1991).

De acverdo con estos estudios, 1a NOS T se localiza preferentemente en neuronas
dentro del sistema nervioso central, por lo que desde las primeras investigaciones se
propuso que ¢l NO podria jugar un importante papel en el fenomeno de la transmision
nerviosa.

Desde estos primeros estudios hasta hoy, et volumen de informacion existente acerca
de la funcion del NO en el sistema nervioso central es muy amplio, y, aunque no del
todo claro, se acepta que el NO participa como mensajero biolégico en mmiltiples
procesos dentro del sistema nervioso. El modelo de la figura 3 muestra como se
produce la activacion de la NOS en neuronas y cial es el mecanismo de accion del NO.

Como se ha comentado anteriormente, la NOS I es una isoforma constitutiva cuya
actividad se regula por las variaciones de la [Ca?']i. Tal y como se muestra en €l
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modelo, dentro de un esquema general de la actividad siniptica, un neurotransmisor
liberado a partir de la neurona presindptica activa receptores ionotropicos en la
neurona postsindptica. La activacion de este tipo de receptores se acompaiia de una
entrada masiva de iones, entre ellos Ca?*, al interior de la neurona postsmaptica a
través de un canal i6nico asociado al receptor. El incremento en la [Ca*']i activa la
calmodulina, la cual, en su forma activa, es capaz de unirse a la enzima NOS. La
formacion del complejo NOS/Ca?*-CaM dispara la actividad catalitica de la enzima. En
la mayor parte de los casos en los que el NO funciona como mensajero biologico, éste
actia mediante activacion de otra enzima, la guanilato ciclasa soluble. La activacion de
esta enzima, cuyas caracteristicas se explicarin posteriormente con detalle, conduce a
un incremento en los niveles de GMPc intracelular que es el mensajero que interacciona
finalmente con los sistemas efectores: proteinas quinasas, canales, fosfodiesterasas, etc.

Diversos estudios bioquimicos han mostrado que, ademas de su regulacion por calcio a
través de calmodulina, la actividad de NOS I es regulada mediante fosforilacion y
también por su propio producto de reaccion, el NO. La enzima es fosforilada por la
proteina quinasa dependiente de Ca?*/CaM, por la proteina quinasa C (PKC) y por las
proteinas quinasas dependientes de AMPc (PKA) y de GMPc (PKG). La fosforilacion
resulta en una marcada disminucion de la capacidad catalitica. Por otra parte, otros
estudios indican que la NOS es inhibida por NO, probablemente mediante unién al
grupo hemo de la enzima. Este mecanismo, si se llegara a demostrar in vivo,
representaria un importante mecanismo de regulacién por producto o retrocontrol de la
sefial de NO. No obstante, ambas observaciones, la fosforilacion y la inhibicion por
NO, necesitan ser confirmadas en experimentos con células intactas (Nakane et al.,
1991; Rogers e Ignarro, 1992),

En el contexto de la funcion del NO como mensajero biologico, se ha propuesto su
participacion en mecanismos de plasticidad sinaptica, entendido este fenomeno como el
modo en el que las neuronas modulan su eficacia sinaptica durante un largo periodo de
tiempo en respuesta a determinados estimulos. Debido a la persistencia de los efectos
moduladores, los fenomenos de plasticidad sinaptica parecen ser responsables de los
procesos de aprendizaje y memoria.

La potenciacion a largo plazo (LTP, del inglés "long-term potentiation") en el
hipocampo y la depresion a largo plazo (LTD, "long-term depression") en el cerebelo
son los mecanismos de plasticidad sinaptica mas estudiados. Segun se ha descrito, el
NO participa en ambos procesos.

En la LTP, las neuronas piramidales del hipocampo incrementan su eficacia sindptica
cuando se dan al mismo tiempo 2 circunstancias: despolarizaciéon y actividad
presinaptica. El neurotransmisor liberado en estas sinapsis, el glitamato, se une a
receptores de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) de la membrana de las neuronas
piramidales. En términos moleculares, la activacion de los receptores NMDA cumple
los requisitos de la LTP; la despolarizacion que libera el bloqueo del canal por Mg?*, y
la actividad presindptica que aporta el glutamato que se une al receptor. Como en el
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ejemplo del modelo de la figura 3, la activacién del receptor ionotrépico de NMDA
conduce a un mcremento notable de la [Ca’*]i, que podria activar diferentes enzimas
dependientes de Ca?*, como la NOS.

Diversos estudios han demostrado que la LTP implica la participacién tanto de
mecanismos postsinapticos como presinapticos. Ya que los receptores NMDA estan en
la neurona postsinaptica, para que exista un componente presinaptico debe existir algin
tipo de mecanismo que transmita la sefial en sentido retrogrado hasta la presinapsis.
Como también se muestra en el modelo, a pesar de haber sido sintetizado en la célula
postsmaptica, la singularidad del NO como mensajero es su capacidad para difundir a la
neurona presinaptica donde puede dar lugar también a efectos biologicos. Esta
propiedad del NO permite su inclusién en el reducido grupo de moléculas difusibles
conocidas como mensajeros retrogrados al que pertenecen, por ejemplo, el acido
araquidonico, el factor activante de las plaguetas o el CO; y cuya participacion en
procesos de plasticidad sinaptica se ha propuesto en numerosos estudios (O'Dell et al.,
1991; Zhou et al., 1993).

La bibliografia es abundante en trabajos que implican al NO en el proceso de la LTP.
Asi, por ejemplo, anilogos de L-arginina que se comportan como inhibidores de la
NOS bloquean la LTP. Se ha descrito que el NO podria actuar como mensajero
retrogrado ya que la aplicacion de hemoglobina, una molécula que inactiva rapidamente
el NO extracelular, resultd en un bloqueo del proceso de la LTP (Bohme e? al., 1991;
O'Dell et al., 1991; Schuman y Madison, 1991; Arancio ef al., 1996).

En el caso de la depresion a largo plazo en el cerebelo, la modificacion en la eficacia
sinaptica tiene lugar en la sinapsis establecida por las fibras paralelas (los axones de las
células granulares) y las células de Purkinje. La modificacion sinaptica se explica por
una reduccion en la sensibilidad de receptores de glutamato de tipo amino-3-hidroxil-5-
metil-4-isoxazol propionato (AMPA) mediada, al parecer, por una activacion de la
proteina quinasa C (Linden ef al., 1991).

Figura 3-1. Mecanismo de activacion de la isoforma 1 de NOS. La produccion
neuronal de NO se inicia cuando una terminal nerviosa activada (neurona
presinaptica) libera un mensajero quimico que difunde hasta la neurona
postsinaptica. El mensajero quimico, en este caso glutamato, interacciona con
receptores de la célula postsinaptica (receptores de tipo NMDA) activando la
entrada de calcio extracelular en la neurona. El incremento en la concentracion de
calcio intracelular activa la calmodulina que, a su vez, activa ia enzima NOS. Ei
NO generado estimula la enzima guanilato ciclasa soluble a producir GMPc¢ en la
neurona postsinaptica. Ademas, €l NO también puede difundir a la terminal
presinaptica donde podria participar en procesos de plasticidad sinaptica (adaptado
de The surprising life of nitric oxide (1993) Feldman ef al., C&EN Dec 20, 26-
38).

GTP: guanosina trifosfato, GMPec: guanostna 3’:5’-monofosfato ciclico, PPi:
pirofosfato, NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato.
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Aunque el papel del NO en el proceso de la LTD se ha estudiado en profundidad, su
papel exacto no esta claro. Se ha demostrado que inhibidores de 1la NOS son capaces
de bloquear la LTD, y, en un mecanismo opuesto, compuestos donadores de NO
promueven el proceso. La NOS I no ha sido detectada en células de Purkinje. No
obstante, se ha descrito su presencia en células granulares, por lo que, como en el caso
de la LTP en el hipocampo, el NO podria producirse en un tipo de célula, y, mediante
difusion, ejercer su accion biologica en las células vecinas (Crepel y Jaillard, 1990;
Daniel et al., 1993).

Ademas de su participacion en procesos de plasticidad sinaptica, debido a su capacidad
de difundir y formar gradientes de concentracion desde sus lugares de sintesis, el NO
representa un candidato ideal para regular el desarrolio neural. Dentro de este papel,
determinados trabajos realizados en modelos de neuronas en regeneracion han
mostrado que el NO modula la extension de neuritas (Hess et al., 1993). Ademas,
ciertos estudios indican que la enzima NOS es transitoriamente expresada en
poblaciones de neuronas durante la neurogénesis. En la rata, el cambio mas
sorprendente ocurre en la corteza cerebral, en la cual la NOS I es enriquecida en
ciertos estadios embrionarios para casi desaparecer por completo en el periodo
postnatal (Bredt y Snyder, 1994), También se ha descrito que la expresion de NOS se
induce en células PC12 (células procedentes de un feocromocitoma de rata) mediante
un tratamiento con factor de crecimiento nervioso, sugiriendo este hecho que la
expresion de esta isoforma podria estar estrechamente regulada por factores
neurogénicos (Hirsch ez al., 1993).

En todas estas acciones, el NO juega un importante papel como mensajero biologico
dentro del fenomeno general de la transmision nerviosa. Sin embargo, en determinados
circunstancias y debido a la reactividad de Ia molécula, el NO puede convertirse en un
arma bioldgica y ser responsable de efectos toxicos.

El estimulo primario para la sintesis del NO en neuronas centrales es la activacion de
receptores de glutamato de tipo NMDA. Una hiperactividad de estos receptores esta
implicada en numerosos procesos degenerativos como la enfermedad de Alzheimer o la
corea de Huntington. Una relacion causa-efecto entre el NO y la neurotoxicidad se ha
puesto de manifiesto en determinados estudios que muestran efectos neuroprotectores
de mhibidores de 1a NOS en modelos de toxicidad neuronal.

Como se ha explicado en el capitulo de reactividad del NO, el mecanismo de
neurotoxicidad del NQ parece implicar una interaccion quimica entre el NO y el radical
superoxido (O;) para formar peroxinitrito. Segin se ha descrito, la activacion de
receptores NMDA produce NO y O] en células granulares en cultivo (Lafon-Cazal ef
al., 1993). Ademas, en ausencia de concentraciones saturantes de L-arginina, la NOS
purificada cataliza una reduccion del oxigeno molecular produciendo O] y H,0,. De
hecho, en neuronas vaciadas de arginina, la activacion de receptores de glutamato
resulta en una produccion, a niveles neurotoxicos,” de superdgido vig activacion de
NOS (Pou e7 al., 1992).
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Mediante ¢l empleo de anticuerpos especificos para el isoforma I de NOS se pudo
comprobar que su presencia no se limitaba exclusivamente al sistema nervioso central.
En el sistema nervioso periférico, esta isoforma se ha detectado en ciertas areas de la
medula espinal, ganglios simpaticos y en glandulas adrenales (Dun ef al., 1992; 1993).
También se encontré en poblaciones neuronales que interaccionan con musculo hso.
Asi, dentro del plexo gastrointestinal, el NO parece participar en procesos de relajacion
(Desai ef al, 1991). También se ha detectado en neuronas que rodean los vasos
sanguineos, especialmente los de mayor calibre, donde, al parecer, contribuye a la
vasodilatacion. NOS I también esta presente en las arterias de los cuerpos cavernosos
del pene, donde se ha demostrado su papel como transmisor en el proceso de la
ereccion en mamiferos (Burnett ef al., 1992). En algunos de estos sistemas neuronales,
la NOS aparece en neuronas que presentan la particularidad de que utilizan el NO
como nico neurotransmisor conocido, por lo que los axones de estas neuronas han
sido denominados "nervios nitrérgicos" (Bredt ef al., 1990; Bult ef al., 1990).

Curiosamente, la isoforma I ha sido encontrada en tejidos no neuronales como células
epiteliales del pulmon, ditero, estémago e incluso en islotes pancreaticos. También esta
presente en células de la macula densa del rifion donde, al parecer, el NO modula la
reabsorcion de fluidos. Ademas, en otros estudios, se ha detectado su presencia en el
misculo esquelético humano asociadza a la membrana de fibras de tipo 1 (de
contraccion rapida) (Schmidt et al., 1992a; 1992b; Kobzik ef al., 1994).

Volviendo al sistema nervioso central, merece la pena destacar las investigaciones
realizadas en células gliales. Los primeros estudios encaminados a determinar la
localizacion de la isoforma I en células de la glia fueron negativos. Sin embargo,
cuando se realizaron estudios inmunohistoquimicos con una mayor resolucién o se
emplearon técnicas adicionales (medidas de formacién de L-citrulina, localizacion de
mRNA e incluso NADPH-diaforasa), se pudo comprobar que los astrocitos también
tienen NOS I, aunque a un nivel inferior de expresion que en neuronas (Murphy ef al.,
1993).

El aislamiento y purificacion de la enzima en diferentes tejidos ha permitido su clonaje
molecular. El gen humano de NOS I es un locus bastante complejo que contiene 29
exones y 28 intrones, abarcando una region mayor de 200 Kb. Estudios realizados han
puesto de manifiesto la existencia de una relativa diversidad de mRNAs en tejidos
humanos y en lineas celulares, lo que indica que la expresion de una variante
determinada de la enzima debe estar sujeta a procesos especificos de tejido (Marsden et
al., 1994),

El dominio N-terminal de la NOS I contiene motivos proteicos conocidos con el
nombre de PDZ' encontrados en un grupo de proteinas y enzimas asociadas al
citoesqueleto. Segun se ha descrito recientemente, la isoenzima NOS 1 se concentra en

1 Las siglas PDZ hacen referencia a las proteinas en las cuales se encontraron por primera vez
dichos dominios: PSD-95 (proteina de densidad postsinaptica, 95 kDa); Dlg (proteina discs-
large) y ZO-1 (zonula occludens-1).
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uniones sinapticas mediante interaccion a través de los dominios PDZ con la proteina
de densidad postsinaptica-95 (PSD-95). Las acciones sinapticas de NO podrian ser
facilitadas mediante dicho “anclaje" a este tipo de estructuras especializadas de
membrana (Brenman ef al., 1996).

Con objeto de clanficar las funciones de la NOS I, Huang et al. desarrollaron mediante
recombinacion homologa, cepas de ratones con una alteracion en el gen de la NOS 1.
La modificacion del gen resulté en una pérdida de la proteina y del mRNA en el
sistema nervioso y tejidos periféricos de los ratones mutantes (Huang et al., 1993).
Estos autores mostraron que los ratones NOS T (-/-) sufren ciertas disfunciones
relacionadas con la pérdida de la NOS neuronal, como hipertrofia muscular de la
region pilérica, donde el NO actiia como relajante del musculo liso; o una significativa
resistencia a lesiones producidas por episodios de isquemia cerebral. Sin embargo, a
pesar de la diversidad de funciones vitales en las que el NO ha sido implicado, los
ratones fueron viables, fértiles y no mostraban ninguna anormalidad histopatologica en
el sistema nervioso central. Si acaso, y es todavia una materia de discusion, fos ratones
mutantes mostraron un caracter agresivo y un comportamiento sexual iregular (Nelson
et al., 1995; Morris y Nosten-Bertrand, 1996). Mediante técnicas de deteccion mas
sensibles, recientes investigaciones han demostrado la existencia de NOS 1 residual en
el sistema nervioso central v periférico de los ratones NOS I (-/-). Esta enzima residual
parece provenir de la expresion de una variante de NOS I producto de un "splicing"
alternativo que tiene lugar en los ratones mutantes (Brenman et al., 1996). Este hecho
explicaria la sorprendente ausencia de efectos importantes en los ratones genéticamente
modificados, aunque también habria que tener en cuenta, como se discutira a
continuacion, que en el sistema nervioso central existen isoformas distintas a la NOS 1
que podrian explicar la aparente normalidad de dichos ratones.

.Figura 4-1. Mecanismo de activacion de la isoforma If de NOS. En respuesta a
.determmados estimulos inflamatorios, como lipopolisacarido bacteriano o
determinadas citoquinas, las células macrofagicas producen copias de la isoforma
II de NOS en un proceso que implica Ia induccion de la transcripcion del mRNA y
posterior sintesis de la proteina. La enzima sintetizada comienza inmediatamente a
producir NO que difunde en todas direcciones. En el ejemplo de la figura, la
estrecha proximidad con una célula tumoral asegura que gran parte del NO
producido entra en la célula tumoral e mterfiere en el metabolismo de procesos
como el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la cadena de transporte electrénico o la
sintesis de precursores del DNA (adaptado de The surprising life of nitric oxide
(1993) Feldman er a/., C&EN Dec 20, 26-38).

NADH: nicotinamida adenina dinucledtido, ATP; adenosina trifosfato, ADP:
adenosina difosfato, Pi: ortofosfato, IL: mterleuquinas, LPS: lipolisacarido,
TGF-B: factor de crecimiento de tejidos B, MDF: factor desactivante de
macrofagos, IFN-y: interferon-y.
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NOS 1T

Durante episodios de sepsis o inflamacion aguda, profundos cambios fisiologicos tienen
lugar en el organismo. Estos cambios, que incluyen el desarrollo de vasodilatacion
sistémica, fiebre o activacion del sistema inmune, son inducidos por una serie de
mediadores celulares como endotoxinas, citoquinas o eicosanoides. Desde los primeros
estudios resultd evidente que, ademas de sus conocidas funciones en la comunicacion
celula-célula y en la neurotransmision, el NO participaba activamente en los procesos
de inflamacion del organismo (Stuehr y Marletta, 1985; Stuehr y Nathan, 1989). Como
producto generado por determinadas células del sistema inmune, el NO juega un papel
citotoxico en procesos de defensa inespecifica frente a agentes patogenos como una
invasion bacteriana o viral, e incluso frente a células tumorales. Las particulares
caracteristicas de esta isoforma posibilitan esta importante funcion biologica.

La isoforma NOS II es una proteina predominantemente soluble, de peso molecular
entre 125-135 kDa que fue purificada a partir de macrofagos, su tejido modelo (Stuehr
et al., 1991a). Como se ha comentado anteriormente, a diferencia de las otras 2
isoformas, la actividad de NOS II es totalmente independiente de la [Ca?*]i. Una vez
que se ha expresado, la enzima es totalmente activa para producir NO, y, aunque, su
capacidad catalitica no es mayor que la de las otras isoformas, su expresion alcanza tal
grado que la célula en cuestion produce enormes cantidades de NO.

El modelo de la figura 4 ilustra el modo de activacion. Fn reposo, el macrofago
produce cantidades nulas o indetectables de NO. Sin embargo, cuando interacciona con
lipopolisacarido (LPS), un componente de Ia pared bacteriana, la célula desencadena
un proceso encaminado a producir muchas copias de la enzima NOS I (entre otras
muchas proteinas). Como se muestra en el modelo, ciertas citoquinas pueden también
iniciar el proceso, aunque en mucho menor grado que el LPS. Resulta interesante
destacar que el LPS y estas citoquinas estimulatorias tienen un efecto sinergistico sobre
la induccion de la enzima. Por otro lado, otras citoquinas tienen la capacidad de inhibir
la induccion de la expresion de NOS II iniciada por otros estimulos (Geller ef al,
1993).

La figura 4 también ilustra el efecto del NO, en este caso, sobre una célila tumoral.
las altas cantidades de NO inhiben el metabolismo de las células tumorales por
interferencia con ciertas enzimas vitales que contienen hierro. Estas mcluyen la cis-
aconitasa, que participa en el ciclo de los acidos tricarboxilicos; los complejos I y 11,
implicados en el transporte electronico mitocondrial; la ribonucledtido reductasa,
enzima que convierte los ribonucledtidos en desoxirribonucledtidos necesarios para la
sintesis de DNA. La combinacion de todos estos efectos es probablemente la causa de
los efectos citotdxicos y citoestaticos del NO sobre microorganismos parasitos o
células tumorales (Nathan y Hibbs, 1991).

Obviamente, los efectos nocivos del NO también dafian las propias células que lo
producen. Se ha observado que macréfagos productores de NO presentan un patron
apoptotico de DNA como consecuencia de la induccion de la enzima NOS 1L No
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obstante, por razones desconocidas, las células macrofagicas presentan una cierta
resistencia a la toxicidad del NO (Sarih ef al., 1993).

Las secuencias de DNA que codifican 1a NOS II han sido clonadas por varios grupos a
partir de células de diferentes tejidos. El gen humano de la NOS II ha sido estudiado
con detalle. El sitio de iniciacion del mRNA esta precedido por numerosos sitios de
union para factores de transcripcion, muchos de ellos asociados con estimmlos que
inducen la expresion de NOS II. Segun se ha descrito, el grado de expresion depende
de 2 regiones reguladoras, una que responde a LPS y otra que esta implicada en la
modulacion por otras citoquinas de la induccion mediada por LPS (Lowensten ef al.,
1993).

Macrofagos aparte, la isoforma NOS II ha sido detectada también en otros tipos de
células, entre ellas estan otros componentes del sistema inmune (linfocitos, neutrofilos),
hepatocitos y células mesangiales. De gran importancia fisiologica es su presencia en
células endoteliales y musculares de los lechos vasculares donde contribuye a la
hipotension generalizada asociada a episodios de choque séptico (Buttery et al., 1993).

En el sistema nervioso central también se ha descrito la existencia de NOS I La
enzima se encuentra, siempre tras induccion de su expresion, en células de la microglia
y también en astrocitos. El LPS y las citoquinas no estén presentes en el cercbro
normal en cantidades suficientes para inducir la enzima en estas células; sin embargo,
dichos niveles si pueden encontrarse en determinados estados patologicos, como en
una infeccion viral o en situaciones de isquemia (Simmons y Murphy, 1992).

NOS I

La isoforma III se purificé por primera vez a partir de células endoteliales de aorta
bovina. Aunque comparte muchas caracteristicas con la isoforma I, como su
mecanismo de activacion © su expresion constitutiva, se ha descrito que son proteinas
distintas con sélo un 50 % de homologia en su secuencia (Pollock ez al., 1991; Lamas
et al., 1992),

NOS III es una proteina predominantemente particulada. Procesos de acilacion post-
translacionales (miristoilacion y palmitoilacion) permiten a la proteina interaccionar con
estructuras de membrana. Se ha descrito que la enzima puede ser fosforilada en serina,
y. aunque el papel de dicha fosforilacidn esta por determinar, produce su traslocacién
de la membrana al citosol (Forstermann et al., 1991; Michel ez al, 1993).

La produccion de NO catalizada por la isoforma I es responsable de un importante
mecanismo fisiolégico en la homeostasis vascular. La disposicién anatomica de las
células endoteliales, en estrecho contacto con las células del misculo liso, es la clave
de este mecanismo que se basa en la generacion de NO en el endotelio y su difusion
hasta el misculo liso donde ejerce de mensajero biologico de la vasodilatacion (Palmer
et al., 1987; Ignarro et al., 1987). Curiosamente, Furchgott y Zawadzki describieron
este mecanismo afios antes de que se llegara a conocer que el NO era lo que estos
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autores denominaron factor relajante derivado del endotelio (Furchgott y Zawadzki,
1980). La figura 5 ilustra el mecanismo.

La cadena de sucesos que conducen a la vasodilatacion y, por tanto, a una disminucién
de la presion sanguinea, se imicia cuando ciertos agonistas como la bradiquinina o la
acetilcolina se unen a receptores especificos de la membrana de las células endoteliales.
La activacion de dichos receptores conduce a un incremento considerable de la [Ca?*]i
que normalmente es producto tanto de la liberacion de calcio almacenado en organulos
mtracelulares como de la entrada de calcio extracelular a través de canales. Los iones
calcio se unen a la calmodulina activandola, la cual, a su vez, activa la NOS a producir
NO.

Merced a su capacidad de difusién, el NO alcanza la capa adyacente de células
musculares donde activa la enzima guanilato ciclasa soluble. El incremento en el GMPc
intracelular activa la proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG). La fosforilacion
por PKG de ciertos sustratos proteicos (transportadores de Ca?*, etc.) resulta en una
dismmucion de la [Ca?*]i. Debido a que el proceso de contraccion muscular es
absolutamente dependiente de calcio, la menor disponibilidad del cation produce la
relajacion de los sistemas contractiles (Rapoport y Murad, 1983).

Otros agonistas capaces de desencadenar el proceso son el ATP, ADP, histamina,
trombina, etc., e incluso estimulos que no implican la uni6n fisica de una molécula a un
receptor, como el incremento en el flujo sanguineo (Inagamier al., 1995).

La difusion del NO en direccion opuesta, es decir, hacia el lumen del vaso sanguineo,
también es interesante. Aunque es inactivado en su mayor parte por la hemoglobina de
los eritrocitos, el NO puede interaccionar con las plaquetas donde disminuye su
adherencia a la pared del lecho vascular y también su capacidad de agregacion. Segim
se ha descrito, las plaquetas también tienen NOS III, por lo que no solo son células
receptoras de NO sino que tambien son capaces de producirlo (Radomski et al., 1991).

- Figura 5-1. Mecanismo de activacion de la isoforma ITI de NOS. Diferentes
. mensajeros quimicos como la acetilcolina o la bradiquinina pueden estimular la
produccion endotelial de NO. La interaccion de estos mensajeros con receptores de
" membrana de las células endoteliales conduce a un incremento en la concentracion
de calcio intracelular. Este incremento en la [Ca®']i activa la calmodulina que, a su
vez, activa ia NOS a producir NO. El NO generado difunde rapidamente a la capa
advacente de células musculares lisas donde activa la enzima guanilato ciclasa
soluble. El GMPc producido, a través de una disminucion en la [Ca™]i en la célula
muscular, es el mensajero intraceluiar de la relajacion muscular (adaptado de The
surprising life of nitric oxide (1993) Feldman ef al., C&EN Dec 20, 26-38).

GTP: guanosina trifosfato, GMPe¢: guanosina 3’:5’-monofosfato ciclico, PPi:
pirofosfato, NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato. '
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El mantenimiento de una presion sanguinea normal requiere la produccion constante de
NO a partir de las células endoteliales. Cuando este nivel de produccion disminuye,
bien porque se bloquee mediante administracion de inhibidores de la NOS, o bien como
consecuencia de estados patologicos como la aterosclerosis, 1a relajacion de los vasos
sanguineos se dificulta (Forstermann e al, 1988). Desde siempre, la medicina ha
buscado firmacos con propiedades vasodilatadoras. FEntre éstos, un papel
preponderante lo ocupan los donadores de NO. Estos compuestos, que liberan NO
bajo determinadas condiciones experimentales, han sido ampliamente usados para
mejorar el pronostico de las enfermedades cardiovasculares.

Los donadores de NO pueden ser de muy diferente naturaleza quimica; ésteres de
nitrato como la nitroglicerina, cuyo uso terapeGtico se remonta al siglo pasado;
complejos NO-metal como el nitroprusiato sédico, frecuentemente empleado en
experimentacion, etc. (estructuras en Figura 6) (Murell, 1879; Bateset a/., 1991).

N (||) N ONO
s % /o
c, 1? <€ B,C

Na, 7 1{%\ CH—ONO,

2C ¢ Cg H,C

NTo N \

i N | ONo,
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Figura 6-I. Donadores de oxido mitrico. La figura muestra Ia
estructura quimica de los donadores de NO, nitroprusiato sodico y
nitroglicerina.

La purificacion de ia isoforma III de NOS ha permitido su estudio a nivel del gen
mediante técnicas de biologia molecular. El gen presenta una secuencia consenso de
miristoilacion que explica su localizacion subcelular en estructuras de membrana
(Lamas ef al., 1992; Sessa ef al., 1992),

Los estudios de distribucion tisular indican que la isoforma esta presente en celulas
endoteliales tanto arteriales como venosas, asi como en plaquetas, miocitos cardiacos,
células intersticiales de colon, células epiteliales tubulares del nfién o
sinciotiotrofoblastos de placenta (Pollock et al., 1993).

Dentro del sistema nervioso central, su presencia se ha detectado en poblaciones
neuronales mediante estudios inmunohistoquimicos. Segin se ha descrito, se localiza
preferentemente en neuronas piramidales de hipocampo. El NO producido a partir de
una isoforma IIl presente en estas neuronas podria participar como mensajero
retrogrado en el proceso de la LTP (Dinerman et al., 1994; Son et al., 1996)
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Mecanismos de accion de NO: Dependencia o independencia de GMPc

El modo en el que el NO interacciona con los sistemas biolégicos depende en gran
medida de la concentracion de NO que se considere, y ésta, a su vez, normalmente
depende del tipo de isoforma.

Las isoformas constitutivas (NOS 1 y TT) producen concentraciones bajas de NO que
se comporta como mensajero biologico de la vasodilatacion y la neurotransmision. La
isoforma I de NOS genera elevadas cantidades de NO que tienen un efecto citotoxico
o, al menos, citoestatico. El factor que determina que el NO tenga un destino u otro es
la afinidad de la molécula por los sistemas con los que interacciona. Asi, se necesitan
dosis relativamente elevadas de NO para que pueda afectar a enzimas claves del
metabolismo que contienen hierro, como por ejemplo, la cis-aconitasa, la
ribonucleatido reductasa o los complejos mitocondriales 1 y IE. También se necesitan
cantidades elevadas de NO para su reaccion directa con el DNA, o para reacciones de
S-nitrosilacién que pueden afectar, por ejemplo, al receptor NMDA de glutamato o a la
enzima gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (Briine y Lapetina, 1989; Lipton ef al.,
1993). Aunque la reaccion con el anién superoxido es termodindmica y cinéticamente
muy favorable, también son requeridas relativamente aitas cantidades de NO para
formar suficiente peroxinitrito toxico.

En condiciones normales, el NO producido a partir de isoformas constitutivas con fines
de mensajero intra- o intercelular lleva a cabo su accion bioldgica por estimulacion de
la enzima guanilato ciclasa soluble e incremento de los niveles de GMPc intracelular
pues interacciona a concentraciones muy bajas (nM) con el grupo hemo de la enzima.
Mediante la interaccion con proteinas como quinasas, canales ionicos o©
fosfodiesterasas; el GMPc es el transductor intracelular de la seiial biologica del NO.

GMPc como seiial intracelular

A pesar de que el AMPc y el GMPc (adenosina y guanosina 3':5'-monofosfato ciclicos,
respectivamente) fueron descubiertos practicamente al mismo tiempo (Sutherland y
Rall, 1958; Ashman ef al., 1963), el estudio de la funcion del AMPc como mensajero
intracelular atrajo la mayor parte de los primeros estudios cientificos. Fruto de estos
trabajos, que sentaron las bases de lo que boy conocemos como mecanismos de accion
hormonal, fueron los estudios del grupo de Sutherland en los cuales se dilucido el
importantisimo papel del AMPc en el mecanismo a través del cual la adrenalna
estimula la hiberacién de glucosa a partir del glucogeno almacenado en los tejidos
hepatico y muscular (Sutherland y Rall, 1958; Robison et al., 1968). Asi, mientras
estos trabajos y otros muchos que vinieron después elevaron al AMPc a la categoria de
2° mensajero ubicuo responsable de multitud de procesos biologicos;, el GMPc
permaneci0 en un segundo plane, basicamente debido al desconocimiento de las
sefiales hormonales que estimulaban su sintesis.

Las concentraciones intracelulares de AMPc en un tejido en ausencia de estimulos
suelen ser unas 5-6 veces mayores que las de GMPc. Por ejemplo, en plaquetas
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humanas, la concentracion mtracelular de AMPc es 4-5 uM, mientras que la de GMPc
esta por debajo de 0.4 uM (Walter ef al., 1993). Los niveles intracelulares de ambos
mensajeros son el resuitado del balance entre las actividades enzimaticas encargadas de
su sintesis y aquellas responsables de su degradacion. Tras un estimulo extracelular
adecuado, las enzimas biosintéticas (adenilato y guanilato ciclasas) aumentan
considerablemente su capacidad de sintesis de nucledtidos ciclicos mediante
mecanismos especificos para cada enzima (y para cada isoforma). Las enzimas
degradativas (fosfodiesterasas), la mayoria de las cuales hidrolizan indistintamente
AMPc y GMPc, no son simples enzimas que destruyen el nucleotido ciclico sintetizado
por las ciclasas smo que también son objeto de modulacion por rutas de 2° mensajeros.
Aunque es todavia un tema de controversia, el transporte de AMPc y GMPc¢ al medio
extracelular se ha propuesto como un tercer mecanismo de regulacion de los niveles
intracelulares de nucleétidos ciclicos. Este mecanismo, presente, por ejernplo, en
células epiteliales, fibroblastos o eritrocitos, constituye un sistema dependiente de
energia y sensible a la temperatura que, mediante la expulsion de los nucleotidos
ciclicos al medio extracelular, contribuye a la recuperacion de los niveles basales de
AMPc y/o GMPc¢ después de un estimulo (Patelet af., 1995).

En el contexto de la neurotransmision, las seiiales nerviosas se transmiten mediante
neurotransmisores producidos por las células presinapticas que interaccionan con
receptores presentes en la célula postsinaptica. La activacion de estos receptores
conduce a la apertura de canales idnicos que transducen la sefial quimica en seiial
eléctrica. En una escala de tiempo, este proceso se lleva a cabo en cuestion de
milisegundos. Los neurotransmisores también activan receptores metabotropicos cuyo
efecto es la generacion de un 2° mensajero, por ejemplo, un nucledtido ciclico. En Ia
mayoria de los casos, este 2° mensajero activa una proteina quinasa que, mediante
fosforilacidén, modifica la actividad de un canal iénico o de alguna proteina implicada en
el proceso secretor. Debido a que este proceso requiere la participacion sucesiva de
diferentes sistemas celulares, comparado con el fenomeno de la transmision sinaptica,
necesita un tiempo mucho mas largo para completarse (segundos-minutos). Esto
significa que las sefiales extracelulares que conducen a un incremento en los niveles de
AMPc 0 GMPc, en la mayor parte de los casos, no generan una respuesta sinaptica
rapida sino que llevan a cabo una funcién moduladora de la transmision nerviosa (para
revision ver Nicholls, 1994),

El descubrimiento de la produccion de NO por determinadas células y de la capacidad
de esta molécula de activar la isoforma soluble de guanilato ciclasa ha dado sentido
fisiologico al GMPc como mensajero intracelular (Ignarro ef al., 1986; Palmer ef al.,
1987). No obstante, conviene tener en cuenta la existencia de otras rutas de sintesis de
este nucledtido ciclico. Los signientes capitulos de esta Introduccién tienen el
proposito de destacar las caracteristicas mas importantes de las enzimas encargadas de
la sintesis de GMPc.
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Sintesis de GMP¢

La guanilato ciclasa, la actividad enzimética encargada de la sintesis de GMPc a partir
de GTP (GTP-pirofosfato-liasa ciclasa, EC 4.6.1.2), fue descrita por primera vez en
1969 (Hardman y Sutherland, 1969; Ishikawa ef al., 1969, White y Aurbach, 1969).
Desde los primeros estudios resultd claro que se trataba de una proteina diferente de la
encargada de la sintesis de AMPc. Mientras la adenilato ciclasa se encontré solamente
en la fraccion particulada de homogenados obtenidos a partir de una gran variedad de
tejidos, la guanilato ciclasa aparecid repartida en la fraccion soluble y en la particulada,
con una distribucion variable dependiendo del tejido (Kimura y Murad, 1974).
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Figura 7-1. Esquema de las isoformas de guanilato ciclasas y proteinas
relacionadas. Todas las proteinas con actividad guanilato ciclasa presentan gran
homologia en la regién del dominio catalitico (area rayada). Las isoformas
particuladas tienen en el lado intracelular un dominio tipo proteina quinasa (area
gris). El dominio extracelular de las formas de membrana y de la forma truncada
ANPC-receptor (sin actividad catalitica) constituye el sitio de union de ligandos.
La guanilato ciclasa soluble es un heterodimero de subunidades a y 3. El dimero
activo esta formado por subunidades o/a; v B1. Existe una subunidad $; que no
forma una enzima activa con ninguna subunidad a y que presenta una secuencia
consenso de isoprenilacién, aunque su anclaje a la membrana no ha sido
demostrado.

A mediados de los afios 70 se descubrid la capacidad de ciertos agentes
farmacologicos, azida sodica, nitroprusiato sodico e incluso oxido nitrico, de activar la
forma soluble de 1a guanilato ciclasa (Kimura ef al., 1975)..Posteriormente, Gerzer et
al. descubrieron que la enzima purificada a partir de tejido pulmonar bovino contenia
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un grupo hemo (Gerzer et al., 1981). Aunque el papel del NO estaba ain por dilucidar,
estos resultados apuntaban en cierta forma hacta el mecanismo de activacion de la
enzima soluble.

A la vista de estos hallazgos resulté evidente que ambas formas de la enzima, soluble y
particulada, representan proteinas totalmente diferentes con mecanismos de activacion
especificos para cada una de ellas (Figura 7).

De forma similar, el mecanismo de activacion de la forma particulada de guanilato
ciclasa no se establecio hasta el descubrimiento en 1978 de la accion de pequefios
péptidos obtenidos a partir de Escherichia coli (Field et al., 1978). Posteriormente,
otros péptidos obtenidos a partir de esperma de equinodermo y, lo que es mas
interesante, a partir de tejido cardiaco de mamifero;, también fueron capaces de
estimular la guanilato ciclasa particulada tanto en células intactas como en
preparaciones mas o menos elaboradas que contenian la fraccion de membrana (Suzuki
etal., 1981).

Guanilato ciclasa soluble

La guanilato ciclasa scluble fue purificada a partir de tejido pulmonar bovino como un
heterodimero de subunidades o y B con pesos moleculares, de acuerdo a su movilidad
en SDS-PAGE, de 73 y 70 kDa (Humbert ez al., 1990). La enzima purificada contiene
un grupo hemo como grupo prostético y este coenzima es el elemento clave de la
activacion de la proteina por NO (Gerzer et al., 1981).

Recientemente, el mecanismo de activacion ha sido estudiado con cierto detalle
(Deinum et al., 1996, Stone y Marletta, 1996). En ausencia de NO, el atomo de Fe del
grupo hemo esta pentacoordmado con una histidina como tnico ligando axial. En
estrecha homologia con el mecanismo de unién de O, a hemoglobina y mioglobina,
este residuo de histidina (His 105 de la subunidad B) representa la "histidina proximal®
de la guanilato ciclasa soluble. Mediante estudios de espectroscopia Raman de
resonancia se ha podido determinar que la interaccion del NO con la guanilato ciclasa
soluble requiere su unién al grupo hemo por la cara distal, en el extremo opuesto al
residuo de His, generandose como intermedio un complejo hexacoordinado. A
continuacion, debido a la labilidad del enlace Fe-His, éste se rompe provocando en la
enzima un cambio conformacional que incrementa su Vmax hasta 400 veces. A pesar
de la extraordinaria similitud con el mecanismo de union de O, a hemoglobina y
mioglobina, resulta sorprendente que la guanilato ciclasa soluble no interaccione con el
O,. Segun se ha descrito, este hecho se explica por las caracteristicas particulares del
"bolsillo distal" al que se une el ligando. La polaridad negativa de los residuos de
aminoacidos presentes en este sitio de unién determina la bajisima afinidad del O, por
la guanilato ciclasa soluble.

Las propiedades de este sitio de unién también explican que el CO se comporte como
un activador peor que ¢l NO (Deinum er al., 1996). La union del CO a la guanilato
ciclasa soluble no es tan fuerte como la de! NO, por tanto, el enlace Fe-His no llega a
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romperse sino solo a debilitarse, lo que impide una completa activaciéon de la enzima.
Existe una actividad enzimatica que produce CO en el proceso de degradacién del
grupo hemo a biliverdina. Esta enzima, la hemo oxigenasa-2 (EC 1.14.99.3) esta
presente en el cerebro y colocaliza bastante bien con la NOS. A pesar de comportarse
como un débil activador de la guanilato ciclasa soluble, estos argumentos han servido a
algunos autores para proponer al CO, compartiendo totalmente sus mecanismos de
accion con NO, como mensajero intra- e intercelular en el sistema nervioso central
(Verma et al., 1993).

Entre las distintas especies de mondxido de nitrogeno (NO',NO’,NQ"), sdlo la especie
radical (NO') es capaz de activar la guanilato ciclasa soluble. Otras moiéculas afines,
como el peroxinitrito, el nitrito sodico o S-nitrosotioles incrementan la actividad de la
enzima via liberacién de NO (Mayer et al., 1995; Dierks y Burstyn, 1996).

Por otro lado, aunque el mecanismo es todavia desconocide, se ha descrito que
concentraciones micromolares de acidos grasos como el acido araquidonico pueden
también activar la isoforma soluble de guanilato ciclasa (Gerzer ef al., 1986).

Los parametros cinéticos de la union del NO a la enzima ofrecen una constante de
disociacion (Kd) de ~ 250 nM, con una saturacion a concentraciones > 500 nM (Stone
y Marletta, 1996). Estos valores tienen sentido fisiologico ya que la concentracion
estimada de NO cuando se comporta como mensajero bioldgico es de 100-500 aM
(Malinski y Taha, 1992). No obstante, como bien sugieren Stone y Marletta, la Kd
podria ser ain menor como consecuencia de la inevitable descomposicion del NO
disuelto, circunstancia que reduciria sus concentraciones efectivas en un ensayo de
activacion de guanilato ciclasa soluble purificada.

Utilizando secuencias de péptidos obtenidos a partir de la proteina de pulmén bovino,
ambas subunidades (a, y B,) han sido clonadas y secuenciadas (Koesling ef al., 1988,
Nakane et al., 1988; Koesling et al., 1990, Nakane et al., 1990). Mediante la reaccién
en cadena de la polimerasa, otras dos isoformas han sido identificadas. Una de estas
subunidades presenté mas homologia con la subunidad o, mientras la otra mostrd una
mayor similitud con la B, por lo que fueron denominadas a,, y B,, respectivamente
(Yuen et al., 1990, Harteneck et al., 1991). A partir de tejido humano se han clonado
otras 2 isoformas, a, y B,, las cuales no son mas que variantes de o, y B, especificas de
especie (Giuili ef al., 1992).

En todas las subumidades se ha encontrado una region C-terminal de unos 250
aminoacidos que ademas esta relativamente bien conservada en las isoformas
particuladas y presenta ciertas homologias con la adenilato ciclasa. Se ha propuesto
que esta regién constituye el dominio catalitico.

Experimentos de expresion de la proteina han puesto de manifiesto la absoluta
necesidad de co-expresion de subunidades o y 3 para obtener una enzima con actividad
catalitica. No obstante, se desconoce si el hecho de que exista un dominio catalitico en
cada subunidad se debe a la existencia de 2 centros cataliticos o a que ambos dominios
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se combinan para formar un unico centro con actividad enzimatica (Harteneck ef al.,
1991).

Fistologicamente, a,B,; es el heterodimero mayoritario. La subunidad c,, clonada a
partir de cerebro fetal humano, se ha encontrado en células del misculo liso de rata y
en ciertos tejidos neurales, siempre coexpresada con la subunidad B, (Harteneck ez al.,
1991; Kummer ef al., 1996).

La subunidad B, no forma una enzima cataliticamente activa con ninguna de las
subunidades . Comparada con las otras subunidades, la subunidad B, presenta
importantes diferencias en su secuencia. La mas notable es que en su extremo C-
terminal presenta 86 aminoacidos mas que la subunmidad B, Este fragmento extra
contiene una secuencia consenso de isoprenilacion y aunque dicha modificacion no ha
sido demostrada, se ha sugerido que la subunidad 8, se ancla a la membrana a través de
un grupo isoprenoide. Esta subunidad solo se ha encontrado en tejido renal de rata y su
funcion fisiologica se desconoce totalmente;, si bien se ha postulado que podria
participar en un mecanismo fisioldgico de inactivacion de la actividad guanilato ciclasa
al dimerizar con subunidades a.,, o también que podria formar un complejo activo con
otra subunidad no identificada hasta el momento (Yuen ef al., 1990).

Respecto a su localizacion tisular, la enzima (o,B,) es ubicuamente expresada. Su
" presencia ha sido confirmada, entre otros tejidos, en pulmén, higado, corazon, rifién,
cerebro y cerebelo (Nakane ef al., 1990). En el sistema nervioso central, mediante
técnicas inmunchistoquimicas se encontrd tanto en neuronas como en glia (Zwiller ef
al., 1981). Empleando técnicas de hibridacion in sitz, ambas subunidades se han
encontrado en numerosas regiones que incluyen el estriado, el tubérculo olfactorio,
células piramidales del hipocampo, la corteza cerebral, células granulares del cerebelo,
efc.; aunque ciertas regiones son mas ricas en una subunidad que en otra. Asi, por
ejemplo, en la glandula pineal existe una alta expresion de la subunidad o, mientras que
la B, se encuentra en niveles mucho mas bajos (Matsuoka et al., 1992; Furuyama ef al.,
1993).

También es interesante destacar que no existe una colocalizacion perfecta de las
enzimas NOS y guanilato ciclasa soluble. Como ejemplo, la habenula no contiene NOS
pero si una alta expresion de ambas subunidades de guanilato ciclasa soluble
(Matsuoka ef al., 1992; Vincent y Kimura, 1992; Furuyama et al, 1993). Las
propiedades de difusion del NO podrian explicar la aparente contradiccion de estos
resultados, aunque no se descarta que otros factores, CO o acido araquidénico;
pudieran regular la actividad enzimatica en regiones donde no exista produccion de
NO.

Guanilato ciclasa particulada

El estudio de la guanilato ciclasa de membrana constituye un complejo campo de
investigacion (todavia hoy en expansion) debido a la existencia de maltiples formas de
la enzima y también de muitiples ligandos.
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A diferencia de 1a forma soluble y su inusual mecanismo de activacion por un gas como
el NO, las formas de membrana son receptores para ligandos extracelulares que
contienen un dominio intracelular con actividad ciclasa.

En mamiferos, los ligandos para las formas particuladas de guanilato ciclasas se pueden
clasificar en 2 familias diferentes (Chinkers y Garbers, 1989).

La primera familia incluye ciertos péptidos con propiedades natriuréticas (péptidos
natriuréticos de tipo A, B y C) que contienen un puente disulfuro que cubre 17
aminoacidos cuya secuencia se ha conservado pricticamente invariable durante la
evolucion, y que difieren en los residuos situados a ambos lados de esta secuencia.

El péptido natriurético de tipo A (ANP), presente en granulos de secrecion del tejido
auricular cardiaco, se libera como respuesta al estiramiento auricular (Rosenzweig y
Seidman, 1991). Este péptido también se libera a partir de ciertas neuronas del cerebro
tras una estimulacion de los barorreceptores periféricos (Antunes-Rodrigues et al,
1992). El péptido patriurético de tipo B (BNP) fue inicialmente aislado a partir de
cerebro pero parece predominar también en el tejido cardiaco (Song ef al., 1988). Por
otro lado, el péptido natriurético de tipo C (CNP) se aislé de cerebro y aunque se
pensd en principio que era especifico de sistema nervioso, recientemente se ha
demostrado su produccién a partir de, por ejemplo, células endoteliales (Suga et al.,
1993).

La segunda familia de péptidos incluye ciertas enterotoxinas bacterianas estables al
calor (“heat stable" ST) las cuales causan diarrea secretora aguda. Guanilina, un
péptido perteneciente a esta familia, ha sido detectado en ciertos tejidos de rata como
riiion, intestino y glandula adrenal (Remecke ef al., 1996).

Mediante técnicas de biologia molecular se han identificado diferentes tipos de
guanilato ciclasas de membrana. El primer clon se obtuvo a partir de esperma de
equinodermos marinos y sirvio para definir las caracteristicas generales de este tipo de
enzimas (Thorpe y Garbers, 1989). El analisis de su secuencia revel6 la existencia de
diferentes regiones en la proteina. La region intracelular, que representa Ia mitad de la
proteina, contiene un dominio tipo proteina quinasa y un dominio ciclasa en el extremo
C-terminal. Los estudios hidropaticos llevados a cabo sugieren que un solo segmento
de la proteina atraviesa la membrana. Obviamente, el dominio extracelular presenta el
sitio de reconocimiento del ligando.

El clonaje de este primer receptor-guanilato ciclasa sirvié también para definir
secuencias nucleotidicas que han servido como sondas de hibridacion para la obtencion
de clones de proteinas similares a partir de bibliotecas genomicas de tejido de rata y
humano. El primer clon que se aislo mediante esta aproximacién experimental fue el
GC-A (ANPRA) cuya expresion resulté en una proteina con actividad guanilato ciclasa
y capacidad de unir ANP y BNP, por lo que se propuso que podria ser el receptor
fisiologico para estos péptidos. Estudios posteriores permitieron la identificacion de un
segundo clon (GC-B o ANPRB) que codifica para una guanilato ciclasa que une
también ANP y BNP pero que reconoce con mayor afinidad el péptido natriurético de
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tipo C (Garbers, 1989, Schulz et al., 1989, Koller ef al., 1991). Un tercer clon (GC-C
o STR) detectado en mucosa intestinal de rata parecer ser el receptor para
enterotoxinas bacterianas. Este resultado sugiere la existencia de un mecanismo de
regulacién del transporte de iomes en células epiteliales del itestino mediado por
peptidos endogenos tipo guanilina a través del receptor GC-C (Schulz et al., 1990).
Recientemente una guanilato ciclasa particulada de retina (GC-ret) ha sido clonada y
secuenciada (Shyjan ef a/., 1992). Aunque se desconoce el ligando fisiologico para esta
enzima, se ha propuesto que GC-ret esta implicada en la resintesis de GMPc requerida
para la recuperacion en oscuridad después de una seifial fototransductora. A nivel de
proteina, la isoforma clonada GC-ret presente en células fotorreceptoras representa un
buen candidato para la guanilato ciclasa dependiente de recoverina, un activador
sensible a Ca?* (Koch, 1992).

Otro miembro de esta familia de proteinas es un receptor que une los 3 péptidos
natriuréticos pero que no tiene actividad guanilato ciclasa intracelular. Este receptor
(ANPC-receptor, de “clearance”) ha sido propuesto como responsable de {a union e
mternalizacion de los péptidos natriuréticos circulantes para su posterior degradacion.
No obstante, existen evidencias de que pudiera estar acoplado a un sistema de
sefializacion intracelular (proteinas G, AMPc¢) (Lowe et al., 1990, Levin, 1993).

El mecanismo de activacion de las guanilato ciclasas de membrana pasa por la union
del ligando a su dominio de union en el lado extracelular. Esta unién induce un cambio
conformacional en la enzima que se transmite al dominie intracelular catalitico
aumentando su capacidad de sintetizar GMPc. El dominio tipo proteina quinasa
presenta homologias con los receptores tirosina quinasas, por lo que se ha sugerido
que, del mismo modo que en estos receptores, la guanilato ciclasa particulada sufre
dimerizacion (o polimerizacion) tras la union del ligando. Aunque la actividad quinasa
de este dominio nunca habia sido demostrada, recientemente se ha observado una
actividad de autofosforilacion en la guanilato ciclasa particulada de células
fotorreceptoras (Aparicio y Applebury, 1996).

Un importante mecanismo de regulacion de estas enzimas es una desensibilizaciéon
inducida por el ligando y mediada por defosforilacion de la proteina. Asi, se ha descrito
que la isoforma GC-A, una proteina fosforilada en estado basal, después de la adicion
de ANP, sufre una disminucion en el contenido de fosfato asi como una reduccion de la
actividad ciclasa en respuesta a posteriores estimulaciones con ANP (Potter y Garbers,
1994).

Respecto a la distribucion tisular de los receptores para péptidos natriuréticos, resulta
interesante destacar que la expresion del receptor GC-A se ha documentado, entre
otros tejidos, en los glomérulos del rifion, la corteza adrenal y en las células
endoteliales del endocardio. Estos resultades confirman que ANP y BNP, descritos
como hormonas cardiacas, participan en la regulacién de la diuresis y la natriuresis
(Wilcox ef al., 1991).
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Por otro lado, la isoforma GC-B ha sido mayoritariamente encontrada en cerebelo,
médula adrenal y pituitaria; sugiriendo este hecho que CNP, el ligando especifico de
este receptor, podria participar en mecanismos especificos de regulacion de las
funciones del sistema nervioso (Wilcox ef al., 1991).

Hidrélisis de GMPc: Fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos (EC 3.1.4.17)

Aunque el factor desencadenante de una sefial de GMPc es la activacion de sus rutas
biosintéticas, las respuestas de GMPc intracelular dependen en gran medida del tipo y
de la cantidad de isoformas de fosfodiesterasas presentes en un tejido. Las propiedades
de estas isoformas determinan tanto la duracion como la magnitud de la sefial de
GMPc, asi como su posible interaccién con otras rutas de 2° mensajeros como el Ca**
o el AMPc.

Las enzimas encargadas de romper el enlace 3'-ribosa-fosfato de los nucledtidos
ciclicos fileron descubiertas en el laboratorio de Sutherland en 1962 y desde los
primeros estudios se puso de manifiesto la existencia de miltiples isoformas capaces de
hidrolizar indistintamente (aunque con diferentes afinidades) AMPc y GMPc¢ (Butcher
y Sutherland, 1962). Exceptuando la isoforma especifica de GMPc que se encuentra en
las células fotorreceptoras, presente en concentraciones muy altas en estas células (15-
30 uM), las fosfodiesterasas se encuentran en cantidades trazas en los tejidos v,
normalmente, un tipo celular determinado contiene distintas isoformas. Estos dos
factores, junto con el hecho de que algunas de estas isoformas jueguen un papel de
pivote entre el AMPc y el GMPc¢, han dificuitado grandemente la investigacion en este
tipo de enzimas. Afortunadamente, gracias el desarrollo de las técnicas de biologia
molecular, se ha podido avanzar en el conocimiento de sus propiedades (Beavo y
Reifsnyder, 1990).

Las fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos se han clasificado en 7 familias de acuerdo
a un criterio de caracter bioquimico-farmacologico, que posteriormente, en su mayor
parte, se ha visto confirmado mediante estudios de biologia molecuiar. Estas familias
son: isoformas dependientes de Ca?*/calmodulina (tipo 1), estimuladas por GMPc (I1),
inhibidas por GMPc (III), especifica de AMPc (IV), especificas de GMPc (V), de
células fotorreceptoras {VI) e isoforma HPC1 que hidroliza AMPc con alta afinidad y
que se encuentra en levaduras (VII).

Aunque son productos de diferentes genes, muchas de ellas comparten ciertas
caracteristicas comunes. Desde su descubrimiento por Butcher y Sutherland, muchos
investigadores han descrito la capacidad de ciertas metilxantinas como teofilina y
cafeina de inhibir, en mayor o menor grado, practicamente todas las isoformas de
fosfodiesterasas. El caracter inhibitorio no selectivo de estos compuestos,
especialmente del congénere 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), se utiliza de manera
rutinaria para incrementar la sensibilidad de los ensayos de GMPc y AMPc (Butcher y
Sutherland, 1962; Beavo y Reifsnyder, 1990).
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Fosfodiesterasas de GMPc presentes en mamiferos
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Las fosfodiesterasas de nucléotidos ciclicos se encuentran generalmente como dimeros
de subunidades idénticas, aunque en algunos casos otras pequefias subunidades de
caracter regulador pueden asociarse al homodimero.

Un analisis detallado de su secuencia de aminoacidos muestra que presentan una region
muy conservada de aproximadamente 270 residuos en el extremo carboxilo terminal.
Se ha postulado que esta region constituye el dominio catalitico. El resto de la
proteina, que supone en algunos casos 2/3 de la secuencia aminoacidica, debe contener
dominios proteicos importantes para la regulacion de la actividad enzimatica, la
interaccion entre subunidades o la localizacion subcelular (Charbonneau er al., 1986).
En particular, algunas de estas isoenzimas presentan en la region amino terminal un
dominio no catalitico de union de GMPc que desempefia una importante funcion
reguladora de la actividad enzimatica (Charbonneau et al., 1990).

Otra caracteristica comiin de varias de estas familias de fosfodiesterasas es su
posibilidad de regulacion mediante fosforilacion por diferentes proteinas quinasas. Este
es el caso de las isoformas Ca?*/calmodulina-dependientes, de las especificas de AMPc
y GMPc, y de las formas inhibibles por GMPc (Beltmanes al., 1993).

Entre las isoformas presentes en mamiferos, aunque fisiologicamente importante, la
isoforma especifica de AMPc (IV) queda fuera del objeto de estudio de esta
Introduccion. A continuacion se describen las caracteristicas mas importantes de las
fosfodiesterasas capaces de hidrolizar GMPc.

Isoformas dependientes de calcio y calmodulina (tipo 1)

Esta familia de isoenzimas se caracteriza por una potenciacion de la actividad
enzimatica por calcio/calmodulina. La teraccion con esta proteina sensible a calcio,
que puede considerarse una subunidad reguladora de la enzima, produce un aumento
de 5-10 veces de la Vmax de hidrolisis (Sharma y Wang, 1986).

De acuerdo con su diferente movilidad electroforética en SDS-PAGE, se han descrito,
al menos, 6 isoformas diferentes susceptibles de activacion por Ca?'/calmodulina.
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Todas hidrolizan tanto GMP¢ como AMPc, pero existen variaciones significativas en
las afinidades por uno u otro nucledtido. Asi, las isoformas de pesos moleculares 61,
67, 59 y 58 kDa no muestran una especial preferencia por uno de los dos nucleotidos
ciclicos. La isoforma de 63 kDa hidroliza GMPc con una afinidad 10 veces mayor que
cuando utiliza AMPc como Ssustrato, y la isoforma de 75 kDa parece especifica de
GMPc (Sharma y Wang, 1986; Beavo y Reifsnyder, 1990).

Fn cuanto a la distribucion tisular, esta familia de isoenzimas se ha encontrado en
numerosos tejidos como cerebro, corazon, pulmoén, testiculos, etc. (Charbonneau ef
al., 1991). En €l contexto del sistema nervioso central, las isoformas de 63 y 61 kDa se
concentran en ¢l cerebro, donde, al parecer, se expresan especificamente en neuronas.
También se ha detectado en la médula adrenal, aunque en este caso no se conoce con
exactitud el tipo de isoforma presente en el tejido (Sonnenburg e al., 1993; Uzunov ef
al., 1976).

Resulta interesante destacar que las isoformas identificadas en el cerebro son enzimas
que hidrolizan preferentemente GMPc. Este hecho sugiere que la funcion fisiologica de
estas enzimas en neuronas podria ser la de atenuar la acumulacion de GMPc mediada
por un incremento de la [Ca?*]i, activacion de NOS y produccion de GMPc via
gunanilato ciclasa soluble sensible a NO (Mayeref al., 1993).

Isoformas estimuladas por GMPc (tipo I}

Esta familia de enzimas esta constituida por rultiples isoformas tanto citosolicas como
asociadas a membranas cuya caracteristica principal es una considerable potenciacion
de la actividad catalitica por GMPc¢ (Yamamoto ef al., 1983).

Estas enzimas hidrolizan de un modo cooperativo tanto AMPc como GMPc, y
presentan en su secuencia un dominio no catalitico de unién de GMPc. La interaccion
del nucleotido con este sitio produce una disminucion de la Km aparente para la
hidrolisis del AMPc, sin modificacion apreciable de la Vmax. Este hecho, que tiene
lugar con una constante de activacion de 0.3 uM, es decir, a concentraciones de GMPc
que se pueden alcanzar fisiologicamente, se traduce en un aumento de 13-30 veces de
la capacidad catalitica de la enzima (Yamamoto ez al., 1983).

Estas isoformas se han detectado en tejidos como el corazom o en la region
glomerulosa de la corteza adrenal, en los cuales se han observado vartaciones opuestas
en los niveles de GMPc y AMPc (Simmons y Hartzell, 1988; MacFarlandet al., 1991).

Isoformas inhibidas por GMPc (tipo 111}

Esta familia de isoenzimas, capaces de hidrolizar tanto GMPc como AMPc, se
caracteriza por una inhibicion por GMPc de la capacidad de hidrolisis de AMPc
(Harrison et al., 1988).

La mvestigacion sobre este tipo de fosfodiesterasas se ha visto dificultada por el hecho
de que estas proteinas son muy susceptibles a proteolisis durante los procesos de
purificacion. No obstante, se ha descrito la secuencia de aminoacidos para uno de los
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miembros de esta familia. Fl andlisis de dicha secuencia permitio la identificacion del
dominio catalitico comin a todas las isoformas; sin embargo, el resto de la proteina
presenta poca homologia con otras fosfodiesterasas (Meacci ef al., 1991).

Puesto que se desconoce la existencia de un sitio regulador de union de GMPc, se ha
propuesto que dicho nucledtido actia mediante competicion directa con el AMPc por
el sitio catalitico. El hecho de que las afinidades del GMP como inhibidor y como
sustrato sean muy parecidas (Km= IC,;= 0.1 pM), asi como que la Vmax para el
GMPc sea 10 veces mas baja que para el AMPc, refuerza dicha hipotesis (Harrison e?
al., 1988).

Esta familia de enzimas se encuentra en tejidos en los que se han descrito similares
efectos para el GMPc y para el AMPc, por ejemplo, en plaquetas, adipocitos, misculo
liso traqueal, etc. (Harrison ef al., 1988).

Tanto las isoformas estimuladas como las inhibidas pueden ser consideradas
importantes receptores intracelulares del GMPc. Esta funcion, que serd discutida en
detalle posteriormente, permite una interaccion entre los sistemas de 2° mensajeros del
AMPc y del GMPc, incrementando, por tanto, la complejidad de los sistemas de
seiializacion intracelular basados en nucledtidos ciclicos.

Isoformas especificas para GMPc (tipo V)

Las fosfodiesterasas de este grupo hidrolizan el GMPc con una afinidad 100 veces
mayor que la descrita para el AMPc, por lo que representan en muchos tejidos el
principal regulador de los niveles basales de GMPc¢ intracelular (Saeki y Saito, 1993,
Coste y Grondin, 1995).

Entre sus caracteristicas mas importantes estan su capacidad de ser selectivamente
inbibidas por dipiridamol y zaprinast (Beavo y Reifsnyder, 1990; Merkel, 1993), asi
como la presencia en su secuencia de un dominio de unién de GMPc de alta afinidad
distmto del sitio catalitico. Hasta el momento no se conoce que la ocupacion de este
sitio por GMPc produzea algin cambio en la actividad o la funcion de la enzima,
aunque si se ha descrito que inhibidores del sitio catalitico potencian la union del
GMPc al dominio no catalitico (Charbonneau ef al., 1990).

Miembros de esta familia se han detectado en pulmén, plaquetas o musculo liso
vascular, tejidos en los que juegan un importante papel en la regulacion de distintos
procesos como el control por NO de la presion sanguinea o de la agregacion
plaquetaria (Rapoport ef al., 1989; Radomski et al., 1991).

Fosfodiesterasas de células fotorreceptoras (tipo Vi)

Hasta la dilucidacion de las secuencias nucleotidicas de la fosfodiesterasas presentes en
las células fotorreceptoras, estas isoformas se incluian en el grupo de enzimas que
hidrolizan especificamente GMPc (tipo V). Hoy dia, sabemos que representan
proteinas totalmente diferentes y, aun mas, que existen diferentes formas dentro de este
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grupo: dos isoformas en bastones, una soluble y otra asociada a la membrana; y otra
presente en los conos (Beavo y Reifsnyder, 1990).

La mejor estudiada es la enzima presente en el segmento externo de los bastones y que
tiene un papel protagonista en el proceso de fototransduccién. Esta isoforma existe
como un heterotrimero de aproximadamente 190 kDa de peso molecular, formado por
un dimero active o8 y una subunidad reguladora inhibitoria de 15 kDa (y) (Bachr ef
al., 1991).

Durante el proceso de fototransduccion, ¢! complejo inactivo afly se escinde para dar
el dimero activo capaz de hidrolizar GMPc. Esta transformacién se produce como
consecuencia de su interaccion con la transducina, un miembro de la familia de las
proteinas G, que, a su vez, porta el mensaje bioquimico de la rodopsina, el receptor de
los fotones en la retina. La activa hidrolisis de GMPc por parte de esta isoforma reduce
drasticamente los niveles del nucledtido ciclico de la célula fotorreceptora. Como se
explicard con mas detalle posteriormente en esta Introduccidn, la activacién por GMPc
de ciertos canales idnicos presentes en la membrana plasmatica determina la actividad
eléctrica de las células fotorreceptoras y, en definitiva, la sefial sinaptica que depende
de ella (Stryer, 1986).

Mecanismos de accion de GMPc

Los efectos fisiologicos del GMPc estan mediados por diferentes tipos de proteinas
receptoras de GMPc. Estas incluyen proteinas quinasas dependientes de GMPc (PKG),
quizas el grupo mas estudiado; canales ionicos regulados por GMPc (en general, por
nucleotidos ciclicos); y fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos que unen GMPc.

Si se compara con la sefializacion intracelular del AMPc, cuyos efectos intracelulares
estan mediados por la proteina guinasa A y por algunos (pocos) canales idnicos
susceptibles de modulacién por AMPc; la ruta del GMPc constituye globalmente un
sistema de muchisima mayor complejidad debido a la existencia de miltiples proteinas
efectoras. Como se describira a continuacion, cada proteina efectora es responsable de
algunas de las acciones fisiologicas del GMPc en tipos celulares especificos. No
obstante, conviene tener en cuenta que en una determinada célula pueden coexistir
simultaneamente diferentes proteinas efectoras, por lo que la sefial mediada por el
nucleotido ciclico es el resultado de diversos procesos. Ademas, dada la similitud entre
el AMPc y el GMPc, existen sistemas efectores que responden a ambas moléculas,
aumentando, st cabe, la complejidad de la sefializacion intracelular basada en
nucleotidos ciclicos.

Canales ionicos regulados por nucledtidos ciclicos

La primera evidencia de corrientes ionicas reguladas por GMPc fue obtenida por Miller
y Nicol (1979). Estos autores, trabajando con membranas del segmento externo de
bastones fotorreceptores, demostraron que el GMPc producia despolarizaciones
mediante interaccion directa con un canal ionico presente en la membrana de estas
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células. Desde este trabajo, el mimero de canales ionicos regulados por nucleotidos
ciclicos ha aumentado considerablemente, asi como el numero de acciones fisiologicas
en las que estan implicados (para revision ver Finn ez a/.| 1996).

En una primera aproximacion, podriamos clasificar estos canales en 2 grupos. Por un
lado, aquellos canales ionicos activados por nucleétidos ciclicos, representados por los
presentes en los bastones de la retina o en neuronas receptoras olfativas; y por otro
lado, aquéllos cuya actividad ionica no se controla directamente sino gue es modulada
per nucledtidos ciclicos, siendo el mas estudiado el canal de cationes inhibido por
GMPc presente en la membrana apical del tubo colector del rifion.

El funcionamiento de los canales ionicos activados por nucleotidos ciclicos es similar al
de los canales activados por ligandos que se encuentran en las sinapsis quimicas a lo
largo del sistema nervioso. La diferencia fundamental radica en que el sitio de union del
ligando, en este caso, un nucledtido ciclico, reside en el lado citoplasmico de la
proteina.

La purificacion y posterior clonaje del canal activado por GMPc¢ de los bastones de la
retina ha permitido el estudio de este tipo de proteinas a nivel molecular. Tanto el canal
presente en bastones como el de neuronas olfativas son proteinas heteroméricas,
probablemente tetrameros con 2 tipos de subunidades, a y B, que responden a la misma
estructura: un extremo amino terminal citoplasmico seguido de 6 segmentos
transmembranales con una region responsable de formar el pore del canal; y un
dominio C-terminal intracelular que contiene el sitio de unién del nucleodtido ciclico.
Mientras que la region que atraviesa la membrana presenta importantes homologias
con canales activados por voltaje, como el canal de K* shaker, el extremo carboxilo
terminal recuerda en gran medida los sitios de union de GMPc presentes en otras
proteinas receptoras de GMPc como quinasas o fosfodiesterasas (Zagotta, 1996).

Los canales activados por GMPc presentes en bastones de la retina juegan un papel
fundamental en el proceso de la transduccion visual. En la oscuridad, una alta
concentracion de GMPc en el segmento externo de los bastones mantiene los canales
en su estado abierto. Una caracteristica interesante de estos canales es que, a diferencia
de los canales activados por ligandos extracelulares responsables de la transmision
sinaptica, los canales fotorreceptores no experimentan desensibilizacion en presencia
continuada del GMPc. Esta propiedad permite a estos canales permanecer
permanentemente abiertos en la oscuridad. Los iones Ca?* y Na* que permean por el
canal abierto mantienen a la célula en un estado despolarizado responsable de la
liberacion sostenida del neurotransmisor glutamato en la terminal sinaptica de la célula.
La interaccion del GMPc con su sitio de union es de caracter alostérico positivo. Esta
cooperatividad permite que estos canales sean altamente sensibles a pequefias
variaciones de los niveles de GMPc (Stryer, 1986; Kaupp y Koch, 1992).

Tras un estimulo visual, la rodopsina experimenta un cambio conformacional que
cataliza el intercambio de GDP por GTP en la proteina transducina. Con GTP unido, la
transducina estimula la fosfodiesterasa encargada de la hidrolissis de GMPc. La
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disminucién en la concentracion intracelular de GMPc conduce a un cierre de los
canales y, como consecuencia, a una hiperpolarizacién que reduce la Liberacion de
glutamato en la sinapsis baston-neurona visual (Stryer, 1986).

El canal idnico de los cilios de neuronas olfativas esta implicado en el proceso de
transduccién de la sefial olfativa. En este proceso, ciertas moléculas (odorantes)
activan receptores de membrana acoplados a la cascada de sefializacion de proteinas G,
con activacion, entre otros sistemas, de la adenilato ciclasa y produccion intracelular de
AMPc. Este nucledtido ciclico abre el canal idnico presente en estas células que, a
diferencia del canal fotorreceptor, es sensible tanto a GMPc como a AMPc. La
apertura del canal produce, en Ultimo término, una despolarizacién de la célula con
transduccion de la sefial olfativa a otras neuronas mediante la liberacién de
neurotransmisores (Finn et al., 1996).

Mediante técnicas de biologia molecular se ha detectado la presencia de canales ionicos
activados por nucleétidos ciclicos en numerosos tejidos, como corazon, rifion, aorta,
colon, etc. (Distler ef al., 1994).

Entre los canales modulados por nucleétidos ciclicos merece la pena destacar el canal
catidnico inhibido por GMPc presente en las células epiteliales del tubo colector renal y
responsable de Ja excrecion de Na® gue se observa tras incubacion de estas células con
el péptido natriurético auricular. Este canal iénico se caracteriza por una disminucion
de 1a probabilidad de apertura en presencia de GMPc. Este efecto se produce, al
parecer, mediante unién directa del GMPc y también mediante acciéon de la proteina
quinasa dependiente de GMPc. Esta accion dual del GMPc permite una modulacion
rapida mediante la interaccion directa y una lenta mediante la participacion de la
proteina quinasa (Light et al., 1990).

Otros ejemplos de canales modulados por nucledtidos ciclicos son ¢l canal catidmico
modulado por AMPc de células del nodo sinoauricular del corazon o el canal cationico
activado por Ca?* y modulado por AMPc descrito en una linea de células pancreaticas
(Finn et al., 1996).

Fosfodiesterasas reguladas por GMPc

En un capitulo anterior se discutieron las caracteristicas de estas proteinas claves en el
metabolismo de los nucledtidos ciclicos. La importancia de estas enzimas radica no
solo en el hecho de hidrolizar los nucledtidos ciclicos sino también en su capacidad de
regulacion de la actividad enzimatica por GMPc.

La fosfodiesterasa estimulada por GMPc (tipo II) es la mas estudiada y de la que se
conocen mejor sus implicaciones fisiologicas. Esta isoforma de fosfodiesterasa,
mediante una atenuacién de la respuesta a AMPc, participa en distintos procesos
mediados por GMPc como la regulacion de la contraccion cardiaca o la secrecion de
hormonas esteroideas.
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La fosfodiesterasa de tipo TI se encuentra en la fraccion soluble de numerosos tejidos.
La conceniracion mas alta de la enzima se encuentra en la capa glomeruiosa de la
corteza adrenal. En este tejido, los compuestos que incrementan el AMPc intracelular
producen una estimulacion de Ia secrecion de aldosterona. Segiin MacFarland ef al., el
ANP produce una inhibicion de la secrecion de aldosterona mediante reduccion de los
niveles de AMPc (MacFarland ef af., 1991).

Del mismo modo, Hartzell y Fischmeister describieron en cardiomiocitos que el GMPc
mnhibe la corriente de Ca?* B-adrenérgica regulada por AMPc mediante estimulacion de
la hidrolisis de este nucledtido ciclico. La consecuencia fisiologica de esta inhibicion es
una disminucion de la fuerza contractil del misculo cardiaco (Hartzell y Fischmeister,
1986).

En ambos mecanismos, el GMPc actua mediante estimulacion de una hidrohisis mas
activa de AMPc. Estos ejemplos ilustran de manera adecuada el importante papel de
interconexion que este tipo de fosfodiesterasas juegan en los procesos de sefializacidon
mtracelular del AMPc y del GMPc.

Proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG, EC 2.7.1.37)

Una actividad enzimatica de proteina quinasa dependiente de GMPc fue descrita por
primera vez en artropodos por Kuo y Greengard en 1970, 7 afios después del
descubrimiento de la proteina quinasa dependiente de AMPc (Friedman y Larner, 1963;
Kuo y Greengard, 1970). En el contexto de Ia investigacion en el campo del GMPc, la
PKG constituye la protema receptora de GMPc¢ mejor caracterizada en la mayoria de
los tejidos.

El término PKG engloba a una serie de proteinas con actividad quinasa dependiente de
GMPc que pertenecen a la gran familia de proteinas quinasas. Los miembros de esta
amplia familia catalizan la transferencia del fosfato y del ATP a residuos de serina y
treonina de upa gran variedad de proteinas y péptidos (Butt et al., 1993; Francis y
Corbin, 1994b).

En mamiferos se han descrito 2 isoformas de PKG, 1y II. Las caracteristicas de la PKG
I se han estudiado mas profimdamente que las de 1a PKG 11. La PKG 1 es una forma
principalmente soluble descrita originalmente en tejido pulmonar bovino. Se han
descrito 2 isoenzimas de PKG [ Ia y I8, productos de un "splicing” alternativo en el
extremo amino terminal Ambas isoenzimas son homodimeros de subunidades de 76
kDa. La PKG II es una forma asociada a la membrana descrita originalmente de células
epiteliales del intestino y que se encuentra también como un homodimero de
subunidades de 86 kDa (Gill ef al., 1976; Lincoln ef al., 1977; DelJonge, 1981; Gamm
et al., 1995).

Ambas proteinas han sido purificadas a partir de sus tejidos modelo (pulmén e
intestino), clonadas sus secuencias nucleotidicas e incluso se han llevado a cabo
estudios de expresion en células eucaridticas de los cDNAs clonados. Estos estudios
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ban permitido, al menos para la PKG I, un anilisis detallado de su estructura general
(Figura 8) (Takio et al., 1984; Wemet ef al., 1989; Ruth et al., 1991),

Cada mondmero de PKG [ contiene 4 tipos de dominios funcionales responsables de
las caracteristicas del dimero activo. En el extremo amino terminal se localiza el
dominio de interaccion entre subunidades. La secuencia exacta que se requiere para la
dimerizacion no se conoce, pero se ha postulado la existencia de un motivo proteico
del tipo cremallera de leucinas (o isoleucinas) que podria permitir una alineacion de las
2 subunidades por medio de esta region de la proteina. Este alineamiento permitiria
ademas que la Cys-42 de cada mondmero estuviese suficientemente cerca para formar
un puente disulfuro, aunque este aspecto no esta del todo clare puesto que la isoforma
I0 carece del residuo de cisteina {Atkinson et al., 1991).

En ausencia de sus respectivos nucledtidos ciclicos, las proteinas quinasas A y G se
mantienen en un estado inactivo mediante la interaccion de un dominio autoinhibitorio
con el sitio catalitico. En la PKG este dominio automhibitorio presenta una secuencia
pseudosustrato que compite con los verdaderos sustratos proteicos. El extremo N-
terminal de la PKG contiene este dominio automhibitorio. A diferencia de la PKA, en la
cual la subunidad reguladora contiene este dominie proteico, asi como el dominio de
union del nucleétido ciclico; la PKG contiene los elementos reguladores y los
cataliticos en la misma cadena polipeptidica (Francis y Corbin, 1994b).

Dominio

catalitico

Sitio
sustrato
proteico

Sitios
autofosforilacién

Sitios de
unjon de <
GMPc
Dominio
dimerizacion
Posible

domjm’o
autoinhibitorio

Figura 8-1. Modelo propuesto para ¢l homodimere activo de proteina
quinasa dependiente de GMPc, La figura muestra la interaccion entre los
dominios autoinhibitorio y catalitico dentro de la misma cadena
polipeptidica. Segun este modelo, el alineamiento paralelo de los
monomeros permitiria la interaccion entre los dominios de dimerizacion
mediante una estructura del tipo cremallera de leucinas/isoleucinas
(adaptado de Francis y Corbin, 1994a).
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En la isoforma 1 de PKG, ademas de la mencionada interaccion entre la secuencia
pseudosustrato y el sitio catalitico, determinados residuos de Thr y Ser fuera de la
secuencia pseudosustrato del dominio autoinhibitorio son autofosforilados por la
actividad catalitica de la enzima (Francis e a/., 1996).

La PKG contiene también un dominio de interaccién con nucledtidos ciclicos que
coptiene 2 sitios de union denominados rapide y lento. Cada uno de ellos tiene distintos
parametros cinéticos. El sitio lento o de alta afinidad se denomina asi por la lenta
disociacion del GMPc de este sitio, mientras que el ligando disocia mas rapidamente
del sitio de baja afinidad o rapido. La union de GMPc presenta cooperatividad positiva.
Cuando el GMPc se une al sitio rapido, la disociacion del sitio lento ocurre mucho mas
lentamente. La ocupacion de ambos sitios se requiere para una activacion completa de
la enzima. No obstante, una activacion parcial puede conseguirse cuando el GMPc se
une solamente al sitio lento (Ceorbin y Doskeland, 1983).

Ciertos estudios de union de anialogos de GMPc sustituidos en la posicidn 8 han
demostrado que los sitios de reconocimiento tienen una alta afinidad para grupos
hidrofobicos y voluminosos, como por ejemplo el 8-bromo-GMPc (8Br-GMPc) o el p-
clorofeniltio-GMPc (8-pCPT-GMPc) (Corbin ez al., 1986).

El dominio catalitico de la PKG esta localizado en el segmento carboxilo terminal de la
enzima. Su secuencia es extraordinariamente homologa a la subunidad catalitica de la
PKA. Ambas enzimas catalizan la transferencia de un grupo fosfato y desde el ATP a
residuos de Ser y Thr de proteinas que en la mayor parte de los casos responden a la
secuencia consenso RRXSX. El residuo de Asp-482 de PKG se ha propuesto como la
base catalitica para la transferencia de fosfato y, hasta el momento, no existen
evidencias de que se forme un intermedio fosfoenzima (Francis y Corbin, 1994a).

Distribucion de 1a PKG e implicaciones fisiologicas

La distribucion tisular de PKG es mucho mas restringida que la ubicua presencia de
PKA en los tejidos. Concentraciones significativas de la proteina se han encontrado en
pulmon, cerebelo, plagquetas y musculo liso, para la isoforma I; o en epitelio intestinal,
cerebro y rifion, para la 11, entre otros (Walter, 1981; Keilbach e al., 1992; Jarchau ef
al., 1994),

El idéntico requerimiento de secuencia de fosforilacién por PKA y PKG ha dificultado
durante largo tiempo la identificacion de posibles sustratos especificos para la proteina
quinasa dependiente de GMPc. En condiciones in vitro, PKA y PKG fosforilan las
mismas proteinas y, muy probablemente, en células o tejidos intactos tenga lugar el
mismo comportamiento. En la practica, el hecho de que existan sustratos preferente o
especificamente fosforilados por PKG depende, en gran medida, de la localizacion
tisular y celular de ambos, sustrato y enzima.

Excepto en los tejidos anteriormente mencionados, la actividlad de PKG es
extremadamente baja. Sin embargo, la presencia de bajos niveles de la enzima en una
determinada célula no necesariamente excluye la posibilidad de levar a cabo
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importantes funciones. La asociacién o "targeting” dela PKG I a ciertas estructuras del
citoesqueleto permitiria, en primer lugar, una eficiente fosforilacion de sustratos
asociados a estas estructuras en respuesta a elevaciones en el GMPc intracelular; y en
segundo lugar, explicaria el significativo porcentaje de la enzima que aparece en
fracciones particuladas (MacMillan-Crow y Lincoln, 1994).

Quizas el mejor ejemplo es la fosforilacién de vimentina por PKG. La vimentina es una
proteina de filamentos intermedios del citoesqueleto que es fosforilada por la PKG (y
también por la PKA) a pesar de que no contiene la secuencia consenso de fosforilacion.
MacMillan-Crow y Lincoln demostraron que la PKG y la vimentina se unen con alta
afinidad en células del misculo liso. Esta interaccion permitiria al dominio catalitico de
la quinasa alinearse con un sitio de vimentina susceptible de fosforilacion. De hecho,
después de la activacion de la quinasa se observa una rapida fosforilacion de vimentimna
y, aan mas, cuando la interaccion entre las 2 proteinas se dificulta, mediante la
eliminacién en la quinasa de la secuencia implicada en la union, la enzima cataliza muy
lentamente la fosforilacion de la vimentina (MacMillan-Crow y Lincoln, 1994).

En muchas de las acciones del GMPc¢ se sabe positivamente que la PKG esta implicada.
Estas incluyen la relajacion del musculo liso vascular o la inhibicion de la agregacion
plaquetaria. En el contexto del sistema nervioso, el papel de la PKG no esta tan claro.
A continuacion se describen las principales implicaciones fisiologicas de la activacion
de la proteina quinasa dependiente de GMPc.

Relajacion del masculo liso vascular

La elevacion de los niveles intracelulares de GMPc en el musculo liso vascular por
compuestos comoe ANP, NO o nitrovasodilatadores provoca una relajacion de la
tension en el musculo liso. Ciertos anilogos de GMPc que activan la PKG purificada
causan también relajacion vascular. La potencia de estos analogos para inducir la
relajacion es similar a la que se observa para activar la isoforma la de PKG, por lo que,

desde un principio, se sugirio la participacion de la quinasa en este efecto (Sekhar ef
al., 1992).

La mayoria de las investigaciones encaminadas a dilucidar las bases moleculares del
efecto vasorrelajante se han centrado en estudiar proteinas relacionadas con la
homeostasis del Ca?* ya que la accion del GMPc en este tejido se acompaiia de una
reduccion de los niveles de calcio libre intracelular (Collins ez al., 1986). Las primeras
proteinas que se identificaron como posibles sustratos de PKG, denominadas G,, G, y
G,, fucron encontradas en la fraccion particulada de membranas del musculo liso
(Casnellie et al., 1980). Resulta interesante destacar que la proteina G, esta implicada
en una activacion de la bomba ATPasa de Ca?' (Yoshida ef al., 1991). Por otro lado,
se ha descrito tanto in vitro como en células intactas, la fosforilacion por PKG de
fosfolambano, una proteina también asociada a la bomba de Ca?* (Comwell et al.,
1991). Otra proteina implicada en el metabolismo del Ca?* intracelular es el receptor de
[P, del reticulo sarcoplasmico. Este receptor es fosforilado por PKG en aorta de rata,
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aunque ¢l papel de esta fosforilacion no se conoce con exactitud (Komalavilas y
Lincoln, 1996).

Estos mecanismos y otros muchos implicados en la regulacion del calcio podrian
contribuir a la reduccion de la [Ca?*]i inducida por GMPc responsable del efecto
vasodilatador del NO. En este contexto, la importancia fisiologica de la PKG es
incuestionable como lo demuestra el hecho de que las células musculares lisas pierden
su respuesta vasodilatadora a 8Br-GMPc al mismo tiempo que la PKG deja de
expresarse, un fenomeno observado después de sucesivos pases en células en cuitivo
(Comwell y Lincoln, 1989).

Inhibicién de la agregacién plaquetaria

La agregacion plaquetaria es inhibida por compuestos que mcrementan el GMPc, como
el NO o nitrovasodilatadores; o ¢l AMPc, como prostaglandinas. Si se compara con
otros tejidos, las plaquetas contienen concentraciones particularmente altas de PKG y
PKA. La activacion de PKA resulta en fosforilacion de numerosas bandas proteicas,
una de las cuales es también fosforilada por la PKG. Este sustrato de PKG es una
proteina asociada a la membrana de 46/50 kDa (VASP, del inglés "vasodilator-
stimulated phosphoprotem") (Walter et al., 1993).

Desde ¢l punto de vista experimental, la investigacion del papel fisiologico de VASP
no ha estado exenta de resultados afortunados. La fosforilacion de VASP por PKA o
PKG produce un cambio del peso molecular aparente de la proteina de 46 a 50 kDa en
SDS-PAGE. Este resultado hace de esta proteina un marcador muy util para la accién
de nitrovasodilatadores, prostaglandinas, etc. VASP es una proteina del citoesqueleto
asociada con filamentos de actina o puntos de adhesion focal. La fosforilacion de esta
proteina podria ser un importante punto de interconexiéon entre las rutas de
transduccion de sefiales y la formacion de filamentos de actina durante el proceso de
agregacion plaquetaria.

Papel de la proteina quinasa dependiente de GMPc¢ en el sistema nervioso

La proteina quinasa dependiente de GMPc también se ha descrito en diversas
estructuras del sistema nervioso. Las concentraciones mas altas de PKG I se han
encontrado en el cerebelo donde, al parecer, se localiza en las células de Purkinje
(Lohmann ef al., 1981; DeCamillief al., 1984),

Los estudios de fosforilacion de posibles sustratos en el cerebelo dieron como
resultado la identificacion de una proteina especificamente fosforilada por PKG,
denominada sustrato G (Schlichter ef al., 1978). Una observacion interesante es que el
sustrato G y la PKG I colocalizan en las células de Purkinje sugiriendo este hecho que
Ia fosforilacion podria temer importancia fisiolégica (Schlichter e al, 1980). La
secuencia aminoacidica del sustrato G se ha determinado y parece ser que pertenece a
una clase de proteinas inhibidores de protein-fosfatasa 1 (PP1) (Aitken ef al., 1981).
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Otro sustrato de PKG es una proteina de neuronas dopaminérgicas, DARPP-32', que
también responde a elevaciones del AMPc intracelular. Una vez fosforilada, DARPP-
32 se convierte también en un potente inhibidor de PP1 (Tsou ef al, 1993). Estos
resultados indican que la PKG podria incrementar el grado de fosforilacion de
proteinas especificas no sélo mediante una fosforilacién directa sino también a traves
de una inhibicién de la defosforilacion de proteinas que no necesariamente tienen que
ser sustratos de PKG.

Aunque originalmente descrita en el epitelio intestinal, donde probablemente participa
en la regulacién de la secrecién transepitelial de iones CI, la PKG II tambien se ha
detectado en el sistema nervioso central. Mediante técnicas de hibridacion in sifu, se
ha descrito la presencia de esta isoforma en estructuras como el talamo, la corteza, el
septum, etc.; estructuras que curiosamente no destacan precisamente por poseer altos
niveles de expresién de PKG 1 (DeJonge, 1981; Jarchau ez al., 1994; El-Hussemi et al.,
1995)

Se ha postulado la participacion del GMPc y de la PKG en la modulacion de
numerosos procesos neuronales como la LTP en el hipocampo o la LTD en el cerebelo.
El hecho de que las células de Purkinje del cerebelo sean muy ricas en PKG I sugiere
esta hipdtesis. Sin embargo, hasta el momento no se han encontrado evidencias
moleculares de la fosforilacion por PKG de proteinas implicadas en estos procesos. En
otras celulas excitables, como los cardiomiocitos, se ha descrito que la PKG inhibe
corrientes de Ca?* de tipo L, probablemente mediante fosforilacion del canal o de
alguna proteina asociada (Mery ef af., 1991; Sumii y Sperelakis, 1995). Muchas de las
incognitas acerca del papel del GMPc en la neurotransmisién podrian resolverse si
mecanismos similares llegaran a demostrarse en el sistema nervioso. Indudablemente,
éste es un campo de investigacion en constante crecimiento (revisado en Wang y
Robinson, 1997).

Activacién cruzada de PKG y PKA

El hecho de que PKA y PKG catalicen la fosforilacion de los mismo sustratos proteicos
plantea obviamente dificultades metodologicas a la hora de mvestigar el fenomeno a
nivel molecular. No obstante, un grado mayor de complejidad debe asumirse en tanto
en cuanto ambas quinasas pueden activarse indistintamente (aunque con diferentes
afinidades) por GMPc y AMPc.

La homologia estructural de los dominios funcionales de ambas quinasas permite que la
PKG pueda ser activada por AMPc, aunque con una afinidad 50-200 veces mas baja
que el GMPc; o que la PKA se active por GMPc a concentraciones 80 veces mas
grandes que las requeridas para la activacion por AMPc (Corbin y Lincoln, 1978;
Ogreid et al, 1985). Fisioloégicamente, la primera opcion tiene mas sentido,
especialmente teniendo en cuenta que la concentracion basal de AMPc es 5-10 veces

1 La denormnacion de DARPP-32 proviene del ingiés "dopamine- and cAMP-regulated
phosphoprotein”, fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc de peso molecular 32 kDa.
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mas alta que la de GMPc en la mayoria de los tejidos. Asi, por ejemplo, la elevacion de
los niveles de AMPc en el misculo liso también produce relajacion. Dicha relajacién no
correlaciona con una activacion de la PKA sino mas bien con una activacion cruzada de
la PKG por AMPc (Francis y Corbin, 1994a).

Recientemente se ha identificado otro posible mediador biolégico que responde a las
caracteristicas de nucléotido ciclico. Esta molécula, la ADP-ribosa ciclica (ADPRc), se
sintetiza a partir del NAD y, segun se ha descrito, activa la liberacion de Ca?* a partir
de ciertos reservorios intracelulares. Merece la pena destacar que la actividad
enzimatica responsable de la sintesis de ADPRe, la ADP-ribosil ciclasa, se activa por
GMPc en un proceso mediado por fosforilacion de proteinas. Este resultado no es mas
que otro ejemplo de la complejidad que caracteriza la seiializacion intracelular basada
en nucleotidos ciclicos (Lee ef al., 1994).
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LAS CELULAS CROMAFINES DE LA MEDULA ADRENAL

I.as células cromafines de la médula adrenal son responsables de la sintesis, el
almacenamiento y la secrecion de catecolaminas al torrente sanguineo durante la
estimulacion del sistema nervioso simpatico. Debido a que liberan las hormonas
adrenalina y noradrenalina directamente a la sangre, estas células son normalmente
objeto de estudio de la Endocrinologia. No obstante, por sus similitudes con neuronas
adrenérgicas, también se estudian desde el punto de vista de las Neurociencias.

La médula adrenal constituye la parte interna de la glandula adrenal. Aunque desde
principios de este siglo se conoce la capacidad de la médula adrenal de secretar
sustancias que influyen notablemente en el resto del organismo, quizis el primer
estudio serio fue realizado por Feldberg ef al. en 1934 (Feldberg et al., 1934). Estos
autores describieron que las células cromafines estan inervadas por terminales
nerviosos colinérgicos y que la acetilcolina liberada por estos nervios es el estimulo
primario de la liberacion de adrenalina y noradrenalina por la médula adrenal. En los
afios 60, Coupland er a/. llevaron a cabo la primera descripcion exhaustiva de las
caracteristicas morfologicas (y también bioquimicas) de la médula adrenal (Coupland e?
al., 1964; Coupland, 1965). En 1967, Douglas ef a/. retomaron los trabajos del grupo
de Feldberg y, en el primer estudio realizado en células adrenales aisladas, describieron
la importancia de las propiedades electrofisiologicas de las células en la repuesta
secretora (Douglas ef al., 1967a; 1967b). Con el transcurso de los afios, a medida que
los métodos de aislamiento, purificacién y mantenimiento en cultivo de las células se
fueron perfeccionando, las propiedades mas importantes de las células se fueron
también conociendo (Livett ef al., 1979; Kilpatrick ef al., 1980; Livett, 1984; Wilson,
1987; Moro ef al.,, 1990). Durante estos afios, el cultivo de células cromafines se ha
convertido en un modelo experimental muy utll que ha contribuido enormemente al
conocimiento de las bases iomicas y moleculares de la secrecion de hormonas y
neurotransmisores,

La médula adrenal como tejido neurosecretor

La glindula adrenal es un organo atipico. Esta formado por 2 regiones bien
diferenciadas, una regidn interna, la médula adrenal, responsable de la respuesta
simpatica de liberacion de catecolaminag; y una regién externa, la corteza adrenal, cuya
funcion es la secrecién de hormonas esteroidicas al torrente sanguineo.

Ambos tejidos, corteza y médula, tienen un origen embriolégico completamente
distinto. Mientras la corteza procede del mesodermo que cubre la cavidad celomica,
cerca del sitio de origen de las crestas genitales, las células progenitoras del tejido
cromafin de la médula adrenal migran, durante el desarrollo embrionario, desde la
cresta neural del ectodermo hasta la parte interna de Ia glandula adrenal en desarrollo.
Resulta sorprendente que dos tejidos con funciones totalmente diferentes se asocien tan
estrechamente para formar una unica glindula endocrina. Un proceso
extraordinariamente regulado basado muy probablemente en sefiales quimicas permite
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que estos 2 tejidos se reconozcan y respondan a este reconocimiento creciendo juntos
en la glinduia adrenal No cabe duda que la produccién de corticosterona por las
células corticales suministra un entorno quimico favorable para el desarrollo de las
células cromafines (Hildebrand, 1974).

La cresta neural constituye un grupo de células de desarrollo transitorio que surgen de
la region dorsal del tubo neural y que rapidamente migran y se dispersan en diferentes
rutas para dar nervios simpaticos postganglionares o celulas cromafines de la médula
adrenal, asi como células de Schwann e incluso melanocitos. Este linaje de células
recibe el nombre de linea simpatoadrenal. Ciertos factores humorales que estas células
encuentran durante su migracion determinan de manera especifica el destino final de su
fenotipo. Los glucocorticoides producidos por la corteza adrenal resultan esenciales
para la consecucion de dos efectos; 1) la prevencion de la diferenciacion de las células
cromafines en neuronas simpaticas postganglionares; y 2) la expresion en un alto
porcentaje de células de la enzima feniletanolamina-N-metil transferasa (PNMT),
responsable de la transformacion de noradrenalina en adrenalina (Unsicker, 1993).

Precursor linea
simpatoadrenal

- Figura 9-1. Desarrollo de la linea
celular simpatoadrenal derivada de
la cresta newral. Determinados
factores humorales como el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF),
factor de crecimiento nervioso {(NGF)

FGF o los  glucocorticoides  (GC)
NGF GC determinan el fenotipo definitive de
los precursores no diferenciados de la
Neurona . . -
linea simpatoadrenal. En presencia de

simpatica FGF o NGF, las celulas precursoras
diferencian 2 neuronas simpaticas,
mientras que los GC inducen la
expresion del fenotipo cromafin
(adaptado de Principles of neural
science (1991), Kandel er al,
Elsevier Publishing Co.)

\\@"_No radrenalina
g

Su origen embriologico comun hace que las neuronas postganglionares y las células
cromafines presenten notables similitudes. Una de ellas, comin a la mayoria de células
nerviosas, es que tras la diferenciacién celular pierden su capacidad de muitiplicarse.
No obstante, estudios realizados en células postnatales en cultivo han demostrado que
en determinadas especies (rata) y bajo determinadas circunstancias (presencia de factor
de crecimiento nervioso y ausencia de glicocorticoides), Jas celulas cromafines
experimentan procesos de proliferacion. Este no es el caso de células cromafines de
tejido bovino adulto (Tischler ef al., 1993).
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Durante el periodo final del desarrollo embrionario, terminales nerviosos de neuronas
preganglionares alcanzan la médula y establecen contactos sindpticos con las células
cromafines como si de neuronas postganglionares adrenérgicas se tratase. De hecho, la
médula adrenal es un componente adicional del sistema nervioso simpatico. Con
frecuencia se habla de la médula adrenal como un ganglio simpatico modificado en el
que las céhilas postganglionares no emiten axones hacia los organos diana, smo que
vierten los neurotransmisores {neurohormonas) directamente al torrente sanguineo.

La inervacion de la médula adrenal es similar a la de los ganglios simpaticos, aunque,
como se explicara posteriormente, ambos sistemas pueden funcionar de forma
independiente. El hipotdlamo es el principal centro regulador de la respuesta simpatica,
en general de la respuesta del sistema nervioso autéonomo. Esta estructura integra la
informacién que recibe de estructuras superiores y produce un patron de
funcionamiento para la respuesta auténoma. El hipotalamo proyecta a nicleos del tallo
cerebral o de la médula espinal que actian sobre los cuerpos de las neuronas
preganglionares. La mayoria de las fibras preganglionares que inervan las células
cromafines entran en la glandula por el nervio esplacnico toracico superior. Estudios
anatomicos realizados en tejido de rata indican que cada médula es nervada por 500-
800 fibras preganglionares. Puesto que una médula adrenal de rata se estima gue
contiene unas 600.000 células, cada neurona preganglionar debe controlar al menos
750 células cromafines en lo que se ha venido a llamar una "unidad secretora” (Marley
y Prout, 1965; Tomlinson y Coupland, 1990).

Los terminales de las neuronas preganglionares de los ganglios simpaticos y de la
médula adrenal son colinérgicos y tras una estimulacion liberan acetilcolina en sus
respectivas hendiduras sinapticas. Esta liberacion de acetilcolina es el estimulo
fisiologico que induce la secrecion de catecolaminas. El papel bioldgico de la liberacion
de catecolaminas a partir de la médula adrenal y de neuronas simpaticas en situaciones
de emergencia del organismo es incuestionable. Las catecolaminas tienen un efecto
estimulador sobre el corazon; producen venoconstriccion, dilatacion de los vasos del
musculo esquelético, inmovilizacion del intestino, relajacion del mmisculo bronquiolar,
dilatacion de las pupilas, piloereccion, asi como movilizacion del glicogeno y de los
acidos grasos de! higado, entre otras funciones. Todas ellas contribuyen a lo que se ha
denominado reacciones de "lucha o huida" mediadas por el componente simpatico del
sistema nervioso autonomo (Guyton, 1988).

Diferentes tipos de situaciones de emergencia pueden dar lugar a respuestas de
liberaciéon de catecolaminas. Segun se ha descrito en animales y también en sujetos
experimentales humanos, el estrés emocional produce una estimulacién general del
componente stmpatico que se ha podido estudiar mediante, por ejemplo, la excrecion
de catecolaminas. Otros estimulos son el frio o calor extremos, la asfixia o la anoxia,
situaciones de acidosis o alcalosis metabolicas o de hipotension, hipogluceniia, etc
(Lewis, 1975),
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En la mayor parte de los casos, las catecolaminas son liberadas por la médula adrenal al
mismo tiempo que los diversos organos son estimulados directamente por los nervios
simpaticos. La diferencia principal radica en que las catecolaminas plasmaticas
permanecen mas tiempo en el torrente sanguineo y, por tanto, su efecto tiene una
mayor duracion. Asi pues, los organos reciben dos estimulaciones simultineas; una
directa a través de los nervios, y otra, indirecta, por las hormonas liberadas a la sangre.
No obstante, los dos sistemas parecen tener también mecanismos de control separados
de tal manera que pueden actuar independientemente. Varios autores han descrito que
el patron de activacion depende de la naturaleza del estimulo. Por ejemplo, una
hemorragia causa una importante descarga adrenal, mientras que la estimulacion del
nervio simpatico renal no sélo no se incrementa sino que disminuye (Vollmer, 1996).

Los dos medios de estimulacion, nervios simpaticos y médula adrenal, se
complementan y pueden llegar a sustituirse mutuamente. La destruccion de las vias
simpaticas directas no suprime la excitacion de los organos diana puesto que existe
liberacion de adrenalina y noradrenalina a partir de la médula adrenal. En forma
analoga, la pérdida total de las dos médulas adrenales no suele tener un gran efecto
porque las vias directas pueden cubrir la mayor parte de las necesidades. Otro hecho
importante a tener en cuenta es que solo una pequeiia propercion de células del
organismo estan inervadas por fibras simpaticas por lo que la liberacion de adrenalina y
noradrenalina a partir de la médula adrenal permite una estimulacion indirecta de estas
células no mervadas directamente (Guyton, 1988).

Caracteristicas de las células cromafines

En la glandula intacta, las células cromafines se encuentran organizadas en pequeiios
grupos separados entre si por numerosos vasos sanguineos, fibras nerviosas y
elementos de tejido conectivo. Aunque mayoritarias, las células cromafines no son el
unico tipo celular de la médula adrenal Esta contiene ademas cuerpos neuronales
(células ganglionares), células de soporte (de Schwann para fibras nerviosas y las
llamadas sustentaculares rodeando células cromafines), asi como fibroblastos,
mastocitos, linfocitos; todo ésto sin contar Ias células endoteliales de los vasos o las
propias fibras nerviosas preganglionares (Coupland, 1965; Kobayashi y Coupland,
1993).

En términos generales, la morfologia de las células cromafines es homogénea, con una
apariencia poligonal. Los organulos subcelulares que contienen son comunes al resto
de las células excepto unas vesiculas especializadas en almacenar las catecolaminas que
se han denominado granulos cromafines. Normalmente el micleo esta desplazado hacia
un polo de la célula mientras que el polo opuesto contiene la mayor parte de estas
vesiculas.

Las células cromafines son heterogéneas por naturaleza. Erianko fue el primero en
demostrar que las catecolaminas, adrenalina y noradrenalina, estin conmtenidas en
diferentes tipos celulares dentro de la médula adrenal (Erinko, 1952; 1955). Asi, las
células cromafines pueden ser adrenérgicas cuando producen, almacenan y secretan
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adrenalina; o noradrenérgicas, cuando es la noradrenalina la catecolamina que las
caracteriza. La diferencia fundamental entre ambos tipos celulares es la presencia o
ausencia de la enzima feniletanolamina-N-metil transferasa (PNMT). No obstante,
existen diferencias adicionales en cuanto, por ejemplo, al tamafio, células
noradrenérgicas son mis pequefias; o al nimero o tipo de receptores presentes e€n
ambos grupos celulares (Vollmer, 1996).

Durante el periodo perinatal, la noradrenalina es la amina predominante en las células
cromafines en desarrollo. La influencia cortical determina que un porcentaje de células
se diferencie al fenotipo adrenérgico mientras que otras retienen la capacidad de
sintetizar noradrenalina como producto final en la sintesis de catecolaminas. Los
glucocorticoides controlan la transcripcion y la sintesis proteica de la enzima PNMT.
En este proceso resultan de capital importancia las caracteristicas de la circulacién
adrenal. En la médula adrenal intacta, las células adrenérgicas y noradrenérgicas no se
distribuyen homogéneamente sino que existen agrupaciones bien definidas de células de
un tipo u otro. Este hecho se ha correlacionado con el aporte de altas concentraciones
de glucocorticoides a areas ricas en células adrenérgicas merced a una conexion directa
basada en las arterias medulares (para mas detalles sobre la circulacion adrenal, ver
seccion Materiales y Métodos: Obtencion de células adrenomedulares) (Einer-Jansen y
Carter, 1995).

La circulacion adrenal, debido a sus propiedades, mereceria un capitulo entero en
cualquier descripcion de la glandula adrenal. A su funcién de aporte de las hormonas
esteroidicas desde la corteza a 1a médula, habria que afiadir el importante papel que
juega durante la respuesta secretora de la glandula. En primer lugar, la glandula adrenal
recibe altos niveles de flujo sanguineo comparado con otros 6rganos de similar tamafio;
y, por otro lado, el fluyjo a la médula se incrementa extraordinariamente durante la
estimulacion nerviosa contribuyendo este efecto a una rapida difusion de las
catecolaminas por todo ¢l organismo (Vinson ef al., 1985).

Se ha descrito la existencia de un control neural diferente para las células adrenérgicas
y noradrenérgicas. Aplicando electrodos en el hipotdlamo para estimular la secrecion
de catecolaminas, Folkow y wvon [Euler describleron que la ratio
adrenalina/noradrenalina varia dependiendo de la posicion de los electrodos en
diferentes areas hipotalamicas, resultado que sugiere una diferente inervacion de las
células adrenérgicas y noradrenérgicas (Folkow y von Euler, 1954). Adrenalina y
noradrenalina tienen efectos sistémicos diferentes debido a la existencia de receptores
adrenérgicos con distintas afinidades para una u otra amina. Fisiologicamente,
diferentes estimulos promueven una secrecién diferencial de adrenalina y noradrenalina.
Por ejemplo, la hipoglucemia produce una liberacion masiva de adrenalina, mientras
que situaciones de frio extremo resultan en un aporte mayor de noradrenalina. Ademas,
como se ha comentado anteriormente, las células adrenérgicas y noradrenérgicas
presentan diferentes receptores para sustancias que estimulan la médula por via
sanguinea. Ejemplos de este tipo son la angiotensina I1 y la histamina, que estimulan
preferentemente las células adrenérgicas (Nuifiez ef al., 1995; Vollmer, 1996).
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Una célula cromafin puede contener 30.000 grinulos cromafines. Estas vesiculas
especializadas sop relativamente ficiles de aislar y purificar del resto de organulos
subcelulares y constituyen, por tanto, una preparacion bioldgica de gran utilidad para la
realizacion de estudios bioquimicos. Bajo microscopia electronica, los granulos
cromafmes poseen una alta densidad electrénica debido al deposito de metales pesados
durante la preparacion de las muestras para este tipo de analisis. Desde los primeros
estudios se pudo constatar la existencia de 2 tipos de granulos: en las células
adrenérgicas los granulos tienen una densidad electronica baja o moderada, mientras
que los granulos de las células noradrenérgicas tienen una alta densidad electronica.
Los grianulos cromafines son responsables de la denominada reaccion cromafinica (con
sales de cromo) que ha dado nombre a las células (Grynszpan-Winograd, 1975;
Winkler y Carmichael, 1982).

La composicién quimica de los granulos cromafines se conoce bastante bien. Sus
constituyentes principales son las catecolaminas, nucléotidos como ATP, ADP o
diadenosina polifosfatos, proteinas y péptidos, lipidos, calcio, etc. (Winkler, 1976,
Miras-Portugal et al., 1994). En particular, la concentracion de catecolaminas y ATP
es extraordinariamente alta (0.6 M y 0.15 M, respectivamente). Con objeto de
mantener la osmolaridad intragranular estable (= 0.3 M), no cabe duda debe existir
algin tipo de interaccién entre ambas moléculas, aunque el mecanismo molecular
exacto de dicha interaccion no se conoce todavia. El granulo cromafin contiene
diferentes peptidos: sustancia P, péptido intestinal vasoactivo (VIP), somatostatina,
encefalina, péptidos natriuréticos, etc. Ademas, el granulo contiene proteinas tanto
solubles como de membrana. Entre las proteinas solubles destaca la alta concentracion
de unas proteinas denominadas cromograninas; asi como la presencia en forma soluble,
y por tanto, secretable, de una de las enzimas encargadas de la sintesis de
catecolaminas: la dopamina B-hidroxilasa. Entre las proteinas de membrana son
importantes los transportadores de catecolaminas y nucledtidos, una ATPasa que
bombea protones al interior del granulo y que aporta la energia necesaria para el
transporte de catecolaminas y ATP, ademas de una forma de membrana de dopamina
B-hidroxilasa, entre otras (Winkler y Carmichael, 1982; Henry ef al., 1994; Gualix et
al., 1996).

La extraordinariamente alta concentracion de catecolaminas en el interior del granulo
cromafin es el resultado de una sintesis muy efectiva en estas células. La sintesis de
catecolaminas constituye una compleja secuencia de reacciones quimicas catalizadas
por diferentes enzimas que se imicia en el aminoacido tirosina y termina en la
produccion de noradrenalina y adrenalina (Figura 10).

La primera etapa es catalizada por la enzima tirosina hidroxilasa (TH, EC 1.14.16.2) y
congtituye la etapa limitante de la ruta biosintética. La TH es una monooxigenasa de
funcion mixta que emplea tirosina, oxigeno melecular y tetrahidrobiopterma como
sustratos para dar, mediante la adicién de un grupo hidroxilo a la posicién meta de la
tirosina, 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA), dihidrobiopterina y H,O. La enzima se
encuentra soluble como un homotetramero de subunidades de 60-61 kDa en e} citosol



Introduccion

53

de las células que sintetizan catecolaminas (neuronas simpiticas, neuronas del locus
coeruleus, células cromafines, etc.) (Kumer y Vrana, 1996).

La siguiente etapa enzimatica estd catalizada por la enzima I-DOPA descarboxilasa
(DDC, EC 4.1.1.28). Esta proteina es una enzima dependiente de piridoxal fosfato que
cataliza la eliminacién del grupo carboxilo de la L-DOPA para formar dopamina.
Presenta una baja Km y una alta Vmax para su sustrato, de tal manera que la L-DOPA
endogena es convertida muy eficientemente en dopamina. La DDC descarboxila
diferentes amimoacidos aromaticos por lo que también se denomina aminoacido

aromatico descarboxilasa (AAADC).

NH, L.
Tirosina
CO0-
HO
l BH,, O, TH
HO NH,
L-DOPA
0-
HO CO
i Piridoxal fosfate  DIDC
HO NH.
3
U\/ Dopamina
HO
l Ascorbato, 02 DBH
HO
Noradrenalina

HO
¢ S-adenosilmetionina PNMT

HO

+NH,CH,

Adrenalina

.

HO

Figura 10-L Biosintesis de catecolaminas.
Las catecolaminas se sintetizan mediante
una compleja secuencia de reacciones
enzimaticas. La primera etapa es catalizada
por la enzima tirosina hidroxilasa (TH) y
resulta en 1a formacion de L-DOPA a partir
del aminoacide precursor tirosina. La
transformacion de L-DOPA en dopamina es
catalizada por la enzima L-DOPA
descarboxilasa (DDC). La siguiente etapa
implica la adicion de un grupo hidroxilo al
carbono B de la cadena lateral de dopamina
para dar noradrenalina y es catalizada por la
dopamuna [-hidroxilasa (DBH). En ias
células cromafines adrenérgicas, la cadena
de reacciones enzimaticas termina con la
metilacion de la noradrenalina para dar
adrenalina en una reaccion catalizada por la
feniletanolamina N-metil transferasa
(PNMT). Merece la pena destacar que la
reaccion catalizada por la DBH tiene lugar
en el interior de las vesiculas de secrecion,
mientras que el resto de las reacciones
enzimaticas ocurren en el citosol de las
células. Este hecho implica, en primer lugar,
que la dopamina debe ser transportada al
intertor de los granulos para su
transformacion en noradrenalina, y, en
segundo lugar, que la noradrenalina, en
células adrenérgicas, debe ser transportada
al citosol donde se transforma en adrenalina
que se reintroduce de nuevo en el granulo de
secrecion (adaptado de Basic
Neurochemistry (1989), Siegel et al., Raven
Press.),

La dopamina B-hidroxilasa (DBH, EC 1.14.17.1) es otra monooxigenasa de funcion
mixta que emplea el O, molecular para afiadir un grupo hidroxilo al carbono B de la
cadena lateral de ia dopamina produciendo noradrenalina. La enzima utiliza ascorbato
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como dador de electrones durante la reaccion. Como se ha comentado anteriormente,
la enzima se concentra en los granulos de secrecion en los cuales se localiza tanto en la
fraccion soluble como en la particulada.

En las celulas cromafines adrenérgicas, la enzima feniletanolamina-N-metil transferasa
(PNMT, EC 2.1.1.28) cataliza la transferencia de un grupo metilo desde la S-
adenosilmetionina hasta el nitrégeno de la noradrenalina produciendo la amina
secundaria adrenalina. El control principal de esta enzima se basa en la regulacion de su
transcripcion génica por glucocorticoides. Este resultado es compatible con la
identificacion de un elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE) en la secuencia
promotora/reguladora del gen de PNMT (Evinger ef al., 1992).

La regulacion de esta compleja secuencia de reacciones enzimaticas recae en la primera
de las enzimas de la ruta, la TH. Desde el punto de vista cinético, la TH tiene una Km
para la tirosina en el rango micromolar. Debido a que la concentracion de tirosina en
los tejidos catecolaminérgicos es relativamente alta, la enzima se encuentra
practicamente saturada en condiciones fisiologicas. Este hecho sugiere la existencia de
mecanismos reguladores distintos a la disponibilidad de sustrato que determinan la
actividad de esta enzima. De hecho, la TH es regulada por miltiples mecanismos que
implican desde inhibicion "feedback" y modificacion covalente hasta regulacion
transcripcional e incluso translacional (Kumer y Vrana, 1996).

Cualquier catecolamina (noradrenalina, adrenalina, dopamina o L-DOPA) es capaz de
unirse a la TH en el sitio activo e inhibir la actividad de la enzima. Esta interaccion es
reversible y permite que la enzima funcione como un sensor de las concentraciones
locales de catecolaminas. (Ribeiro ef al., 1992)

Otro mecanismo de regulacion a corto plazo es la modificacion covalente por
fosforilacion de la proteina (Zigmond et al., 1989). La TH es fosforilada in vitro por, al
menos, 7 proteinas quinasas diferentes. L.a mayoria de estos procesos de fosforilacion
estan asociados con incrementos en la actividad enzimatica. Se ha demostrado que la
enzima €s sustrato de la proteina quinasa A (PKA); la proteina quinasa dependiente de
Ca?/calmoduiina de tipo II (CaM PKII); la proteina quinasa C (PKC); la proteina
quinasa dependiente de GMPc (PKG); Ia proteina quinasa dependiente del ciclo celular
(cdc2/cyclinA); las proteinas quinasas asociadas a microtibulos, también conocidas
como proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAP quinasas) y proteinas quinasas
reguladas por seiiales extracelulares (ERKs); y las proteinas quinasas activadas por
MAP quinasas (MAPKAP quinasas) (Edelman er al, 1981; Vullet et al, 1985,
Roskoski et al., 1987; Hall ef al., 1992; Haycock et al., 1992, Sutherland ef a/., 1993).

Los sitios de fosforilacién de TH han sido identificados ¢ incluyen Ser®, Ser!?, Ser3! y
Ser'® de la secuencia aminoacidica (Haycock, 1990). Se ha postulado que la
fosforilacion de la enzima produce una reduccion de la Km para su sustrato pteridina y
un incremento de Ia constante de inhibicion (Ki) para las catecolaminas en su modo de
regulacién "feedback”. El resultado de estos cambios cinéticos es que la enzima
fosforilada utiliza mis eficientemente el cosustrato y es menos susceptible a la
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inhibicién por retroalimentacién. Debido a la capacidad de este mecanismo de
responder a seiiales extracelulares, la regulacion de la enzima por fosforilacion es
probablemente el sistema mediante el cual se regula la actividad catalitica en
condiciones fisiologicas. No obstante, conviene tener en cuenta que para algunas de las
quinasas mencionadas todavia no se ha demostrado una fosforilacion de TH in vivo
(Haycock, 1993; Kumer y Vrana, 1996).

Los mecanismos a largo plazo sc basan principalmente en la regulacién de las
concentraciones de mRNA de la enzima TH. Desde el punto de vista fisiologico, se ha
descrito que el frio prolongado induce la TH en células cromafines de la meédula
adrenal. La acetilcolina liberada a partir de las fibras preganglionares parece estar
implicada en este efecto. En el promotor del gen de TH se han identificado varios
elementos de respuesta a sefiales extracelulares que podrian ser responsables de esta
regulacion (Craviso ef af., 1995).

La importancia de la TH, en general, de las catecolaminas, se pone de manifiesto con
toda su crudeza en los experimentos realizados por Zhou ef al. Estos autores, mediante
inactivacién del gen de TH en una cepa de ratones, observaron que los ratones TH (-/-)
no eran viables y morian a los 10-15 dias de gestacion. Estos resultados demuestran
que la TH (y también la DBH, segiin otro estudio reciente con idéntico resultado) son
absolutamente esenciales para la vida (Thomase? al., 1995; Zhou et al., 1995).

Propiedades electrofisiologicas de las células cromafines

Desde las primeras investigaciones parecio evidente que la acetilcolina modificaba de
algun modo las propiedades eléctricas de la membrana de las células cromafines y esta
modificacion inducia la liberacion de catecolaminas. Los primeros estudios decisivos
fueron realizados por Douglas ef a/. Estos autores demostraron en los aios 60 que, en
primer lugar, los iones calcio tenian bastante gue decir en el proceso secretor; y en
segundo lugar, que la acetilcolina despolariza la membrana de las células cromafines
como paso esencial para la secrecion de catecolaminas (Douglas y Rubin, 1961,
Douglas ef al, 19672; 1967b). Diez afios después de los trabajos del grupo de
Douglas, dos laboratorios, de forma independiente, registraron potenciales de accion
en célnlas cromafines despolarizadas con acetilcolina o con una solucion de alto K*, un
fendmeno que hasta entonces parecia exclusivo de neuronas (Biales et al, 1976;
Brandt er al., 1976). En estudios posteriores se observo que la frecuencia de descarga
de los potenciales de accion inducidos por acetilcolina correlacionaba bastante bien con
la respuesta secretora de las células (Kidokoro y Ritchie, 1980). Con el advenimiento
en los aflos 80 de la tecnologia del “patch-clamp” se ha podido llegar a un
conocimiento notable de los procesos ionicos implicados en la excitabilidad de las
células cromafines (Hamilles al., 1981).

Como resultado de los estudios de "patch-clamp" se han descrito en células cromafines
hasta 15 canales idnicos diferentes. En mayor o menor grado, estos canales contribuyen
a las propiedades eléctricas de las células tanto en reposo como tras estimulacion
mediante diferentes secretagogos (Artalejo, 1995).
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El potencial de membrana de las células cromafines en reposo se ha estimado que es de
-50 mV (dependiendo del estudio varia de -50 a -80 mV) (Fenwick er al, 1982a;
Artalejo, 1995; Calvo ef al., 1995). Como en cualquier neurona, este potencial de
membrana es una consecuencia directa de la accion electrogénica de la ATPasa de
Na*/K*, que acumula K* en el interior de la célula al mismo tiempo que excluye Na*;
asi como de un fhyo de K* a través de canales abiertos en reposo.

Las células cromafines son eléctricamente excitables. Los potenciales de accion que se
pueden registrar en estas células muestran las caracteristicas tipicas de los descritos en
axones neuronales (Hodgkin y Huxley, 1952; Biales ef al., 1976; Brandt et al., 1976).
Fisiologicamente, la despolarizacion de las células tiene lugar cuando la acetilcolina
interacciona con receptores especificos para este neurotransmisor presentes en la
membrana de las células cromafines. Desde el punto de vista experimental, las células
se pueden despolarizar también con soluciones de alto K* (KCl en el rango 10-15 hasta
100 mM o superiores) o con veratridina, entre otros métodos. Cada una de estas
estrategias supone la participaciéon en mayor o menor grado de diferentes canales
ionicos de la membrana: receptor/canal nicotinico de acetilcolina, canales de Na*,
canales de Ca?* y canales de K*.

Receptores nicotinicos de acetilcolina

Los receptores colinérgicos se clasifican en nicotinicos (cuando son especificamente
activados por el alcaloide del tabaco, nicotina) o muscarinicos (activados por
muscarina, un compuesto extraido a partir del hongo Amanita muscaria). Los
receptores nicotinicos son ionotrdpicos, es decir, responsables de respuestas sinapticas
rapidas; mientras que los muscarinicos son metabotropicos y su accion biologica pasa
por una ruta mas o menos larga de seflalizacidn intracelular (para revision general ver
Nicholls, 1994},

El receptor nicotinico de acetilcolina es el miembro mejor conocido de esta familia,
principalmente debido a que ha podido ser aislado a partir del 6rgano eléctrico de
peces del género Torpedo y se ha estudiado estructuralmente mediante microscopia
electronica de cristales del receptor/canal reconstituido (Mitra ef al, 1989). La
proteina es un pentamero compuesto por cuatro subunidades diferentes (a;fy5) que
conforman un cilindro alrededor de un poro central hidrofébico cuya apertura se activa
por union del ligando a la subumidad o Existen distintas formas de las subunidades o y
B3, hecho que determina el diferente comportamiento de los receptores nicotinicos de
tipo muscular y neuronal. A esta ultima clase pertenecen los receptores nicotinicos
encontrados en las células cromafines (Criado et al., 1992).

Entre las caracteristicas mas imporiantes de estos canales activados por acetilcolina
destaca su capacidad de permear tanto iones Na* como Ca?* (Nooney et al., 1992). No
obstante, en condiciones fisiologicas, el Ca?* sdlo contribuye en un 2.5 % a la corriente
que fluye por el canal (Zhou y Neher, 1993).

Otra importante propiedad del canal es la desensibilizacion en presencia continuada del
agonista, especialmente a altas concentraciones (Callewaert et al., 1991). Merece la
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pena destacar que diferentes péptidos, como sustancia P, somatostatina o neuropéptido
Y, modulan negativamente las corrientes nicotinicas mediante un incremento de la
velocidad de desensibilizacion. En un contexto fisiologico, este proceso puede tener su
importancia puesto que estos péptidos son, o bien cosecretados con las catecolaminas
por las células, o bien se pueden liberar a partir de las fibras nerviosas preganglionares
(Artalejo, 1995).

Canales de Na' activados por voltaje

La conductancia de Na* dependiente de voltaje en células cromafines es debida a
canales similares a los descritos originalmente por Hodgkin y Huxley en el axén
gigante del calamar (Hodgkin y Huxley, 1952; Fenwick ef al., 1982b). Desde el punto
de vista fisiologico, estos canales amplifican la despolarizacion iniciada mediante la
activacion del receptor/canal nicotinico. Sin embargo, esta amplificacion sélo funciona
cuando se usan bajas concentraciones de acetilcolina, como se ha podido demostrar
mediante estudios de sensibilidad de la secrecién de catecolaminas a tetrodotoxina, una
toxima que bloquea especificamente estos canales. Cuando se wusan altas
concentraciones de acetilcolina, la despolarizacién mediada por los receptores
nicotinicos es suficiente para activar los canales de Ca?* y también para inducir
inactivacidn de los canales de Na* (Kidokoro y Ritchie, 1980).

Canales de Ca’* dependientes de voltaje

La activacion de canales de Ca2* dependientes de voltaje es el modo mas eficaz de
estimular la entrada de calcio e iniciar la secrecion de catecolaminas en células
cromafings.

La primera caracterizacion de los canales de Ca?* responsables de los flujos de este ion
que tienen lugar durante potenciales de accion se realizé en células cromafines bovinas
en una cita que se ha convertido en un clasico en el campo de la electrofisiologia
(Fenwick et al., 1982b). Aunque en este trabajo pionero no se mencionaba la posible
existencia de multiples tipos de canales de Ca?*, practicamente todos los trabajos
posteriores han puesto de manifiesto la diversidad (y también la complejidad) de los
canales de Ca> en células cromafines (Rosario ef al., 1989; Bossu et al., 1991:
Artalejo et al., 1991; Albillos ef al., 1993; Lopez et al., 1994; Artalejo et al., 1994;
Albillos ef al., 1996b).

Mediante el empleo combinado de técnicas electrofisiolégicas y diferentes herramientas
farmacoldgicas, se han descrito en células cromafines bovinas (las mejor estudiadas en
este aspecto) al menos 4 tipos de canales de Ca?* voltaje-dependientes: L, N, P y Q.
Cada uno de estos tipos se caracteriza por el bloqueo mas o menos especifico por
determinados compuestos (o familias de compuestos) de la corriente ionica que fluye a
través de ellos (para revisiones ver Spedding y Paoletti, 1992; Dunlap et al., 1995).
Asi, por ejemplo, las dihidropiridinas, mediante interaccién especifica con los canales
de tipo L, pueden ser agonistas o antagonistas de estos canales de calcio (Fleckenstein,
1983, Schramm ef al., 1983). Las toxinas procedentes de caracoles marinos del género
Conus son bloqueantes de los canales N, w-conotoxima-GVIA, o canales Q, -
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conotoxina-MVIIC (Olivera ef al, 1994). Por otro lado, la toxina procedente del
veneno de la araila Agenelopsis aperta, o-agatoxina-TVA, se comporta como
bloqueante de los canales de tipo P (Mintz e? a/., 1992). Aunque estas toxinas han sido
muy utiles para dilucidar los diferentes tipos de canales de Ca?*, debido a que la
especificidad de cada bloqueante por un determmado tipo de canal es relativa y
dependiendo de la concentracion a la que se empleen pueden afectar mas de un tipo de
canal; en la practica, estos experimentos resultan de dificil interpretacion (Lopez ef al,
1993; Fernandez ez al., 1995; Granja et al., 1995).

Como caracteristicas giobales, todos estos canales pertenecen al grupo denominado
canales activados por alto voltaje. Ademas, en mayor ¢ menor grado, todos
experimentan inactivacion de la corriente durante una despolarizacion sostenida
(Artalejo, 1995).

Como se explicara posteriormente, dado el papel crucial que estos canales desempeifian
en la rtespuesta secretora, sobre ellos recaen gran parte de los mecanismos
modulatorios de la secrecion de catecolaminas mediados por diferentes rutas de 2°
mensajeros.

Canales de K+ dependientes de voltaje

Los canales de K* participan en la regulacion tanto del potencial de membrana en
reposo como de los potenciales de accion, por lo que se puede afirmar que, en
términos generales, controlan la excitabilidad de las células, Para llevar a cabo estas
funciones existen mmltiples tipos de canales de K*, muchos de los cuales se han
identificado en células cromafines. Entre ellos destacan ciertos canales con
caracteristicas de rectificacion retrasada cuya finalidad seria la repolarizacion de la
membrana tras un potencial de accion. También existen diferentes tipos de canales de
K* activados por Ca?". Estos canales se activan cuando la [Ca?']i alcanza un
determinado umbral y su funcion es producir un efecto hiperpolarizante.

Mediante la modulacion de conductancias de K*, determinadas sefiales hormonales
pueden regular la amplitud y la duracion de los potenciales de accion. Este proceso
implica en la mayor parte de los casos la participacion de proteinas G (Artalejo, 1995).

Respuesta de las células cromafines a compuestos secretagogos

Las caracteristicas de los canales ionicos implicados en los potenciales de accion
determinan su grado de participacion en la despolarizacion inducida por acetilcolina,
alto K* o veratridina.

Respuesta a acetilcolina

Tras aplicacion de acetilcolina, las células cromafines disparan potenciales de accidn
que implican la participacion coordinada de todos los canales idnicos mencionados
anteriormente.

La secuencia de procesos se inicia con la interaccion de la acetilcolina con el receptor
nicotinico. Esta interaccion induce la apertura del canal ionico asociado y, por tanto,
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produce una despolarizacion que, a su vez, activa los canales de Na* y Ca?*, Tanto el
receptor nicotinico, mediante desensibilizacion; como los canales activados por voltaje,
mediante inactivacidn, se cierran rapidamente y la célula se repolariza con participacion
de conductancias de K*, preparandose para una posterior seiial. Determinadas bombas
de Ca?* de la membrana plasmatica y del reticulo endoplasmico son las encargadas de
reducir la [Ca?']i a los niveles basales. En presencia continuada del agonista este
proceso tarda en completarse y normalmente la [Ca?']i permanece largo tiempo en un
estado casi estacionario por encima del valor basal.

La acetilcolina también activa receptores metabotropicos de tipo mmscarinico. Estos
receptores estan asociados a una elevacion transitoria de la [Ca?*]i mediante una
liberacion dependiente de IP; de calcio almacenado en reservorios intracelulares,
elevacion que en algunos casos es suficiente para promover secrecion de
catecolaminas. La contribucion al proceso secretor de receptores colinérgicos
nicotinicos y muscarinicos es altamente variable entre las diferentes especies animales.
Asi, mientras en la médula adrenal de pollo el componente muscarinico es el
protagonista de la secrecion estimulada por acetilcolina, las células cromafines bovinas
no experimentan secrecion mediante aplicacion de agonistas muscarinicos. En otras
especies, como en gato, rata, perro o cobaya, el comportamiento es mixto y ambos
componentes participan en la respuesta secretora fisiologica (Ledbetter y Kirshner,
1975; Knight y Baker, 1986; Ballestaet al., 1989).

En algunas especies se ha descrito que la activacion de receptores muscarinicos induce
respuestas secretoras a través de mecanismos adicionales que implican, por ejemplo,
proteinas G (Artalejo, 1995).

Aunque es amphamente aceptado que la acetilcolina es el neurotransmisor de la
sinapsis esplacnico-cromafin, determinados estudios han demostrado que existe un
claro componente no colinérgico, sobre todo a bajas frecuencias de estimulacién
(Malhotra y Wakade, 1987). Dicho componente se asocia con la liberacién de
determinados péptidos a partir de las fibras preganglionares. Entre los péptidos que
podrian desempediar esta funcion biologica estan el péptido intestinal vasoactivo (VIP)
y el péptido activador de la adenilato ciclasa pituitaria (PACAP), aunque el mecanismo
preciso por el que promueven la liberacion de catecolaminas no se conoce todavia
(Wakade et al., 1991; Watanabe et al., 1995).

Respuesta a alto cloruro potdsico

Puesto que el potencial de membrana en reposo esti gobernado por la conductancia al
K*, la membrana celular se comporta como un electrodo de K+ y despolariza cuando se
eleva la [K*] extracelular. La despolarizacién sostenida que se produce activa de modo
directo los canales activados por voltaje, los cuales rapidamente se inactivan a pesar de
que la membrana continue despolarizada largo tiempo.

Mediante esta estrategia experimental los caunales de Ca?* son activados
independientemente de procesos que pudieran afectar los potenciales de accién (por
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gjemplo, conductancias de K*), por lo que dicha estrategia resulta muy util para
estudiar posibles modulaciones de los canales de Ca** voltaje-dependientes.

Diferentes investigadores han observado que, a pesar de la rapida inactivacion de los
canales de Ca?*, la [Ca?*]i permanece elevada durante todo el tiempo que las células se
incuban con KCI1. Este hecho sugiere que los procesos de extrusién de Ca?* al medio
extracelular o su secuestro en almacenes intracelulares pudieran ser también
dependientes de voitaje, de tal manera que no funcionasen o no fuesen del todo activos
hasta la repolarizacion de la membrana (Calvo et al., 1995).

Respuesta a veratridina

Los canales de Na* dependientes de voltaje experimentan procesos de activacion
espontanea que en condiciones fisiologicas no inducen potenciales de accion. La rapida
inactivacion de estos canales se puede mhibir con veratridina. Este compuesto permite
que en cuestion de segundos se acumule un nimero considerable de canales de Na*
abiertos lo que se traduce en una despolarizacion de la membrana. La veratridina
produce una despolarizacion lenta y sostenida de las células cromafines que
normalmente se asocia con oscilaciones de la [Ca?']i (Lopez et al, 1995). Como
estrategia experimental resulta un modo alternativo de activar los canales de Ca?*
dependientes de voltaje.

Acoplamiento estimulo-secrecion

Las neuronas motoras que imervan el tejido muscular estriado liberan el
neurotransmisor acetilcolina en la unién neuromuscular. La acetilcolina despolariza la
célula muscular produciendo un incremento ep la [Ca?*]i que se traduce en una
contraccion muscular. Este proceso, en términos globales, se denomindé acoplamiento
estimulo-contraccion (Katz, 1961). Por analogia, Douglas y Rubin en 196]
denominaron acoplamiento estimulo-secrecion al procese de estimulacion por
acetilcolina de las células cromafines y posterior exocitosis del contenido de los
granulos (Douglas y Rubin, 1961).

Tras el transporte de vesiculas hasta las inmediaciones de la membrana plasmatica, el
proceso de exocitosis constituye la fusion de ambas membranas y el vertido de los
componentes intravesiculares al medio extracelular. Cualquier célula del organismo
presenta el tipo de exocitosis denominada constitutiva, una fusién continua de vesiculas
cuyo objetivo es el transporte de membrana y de proteinas de membrana desde el
aparato de Golgi hasta la propia membrana plasmitica. La accién biologica de
determinadas céiulas (neuronas, células neurosecretoras, células endocrinas) requiere
procesos de exocitosis de vesiculas especializadas bajo estimulos especificos. Este tipo
de exocitosis recibe el nombre de exocitosis regulada. Una diferencia importante entre
ambos mecanismos es que la exocitosis regulada tiene un requerimiento absoluto de
incremento en la [Ca?']i, utilizando esencialmente el mismo mecanismo que ia
secrecion constitutiva pero con componentes reguladores adicionales (Burgoyne y
Morgan, 1993).
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La exocitosis regulada implica la secrecién del contenido de diferentes tipos de
vesiculas. Las terminales nerviosas de la unién neuromuscular o de las sinapsis rapidas
del sistema nervioso central contienen vesiculas pequefias de niicleo de baja densidad
bajo microscopia electronica (Landis er al, 1988). Las mneuronas que liberan
neuropéptidos, las células cromafines y otras células endocrinas poseen vesiculas de
mayor tamafio y cuyo niicleo presenta una alta densidad electronica (Burgoyne, 1991
Thomas-Reetz y De Camilli, 1994; Engisch y Nowycky, 1996). En las sinapsis del
primer grupo, la liberacion de neurotransmisores ocurre con una escala de tiempo de
100 us, periodo en el que se completa tanto la entrada de Ca?* como la fusién de
vesiculas con la membrana y liberacién de su contenido. Por el contrario, la exocitosis
en células neuroendocrinas es mucho mas lenta (50 ms-1 s). Este hecho sugiere que el
mecanismo a través del cual se produce la exocitosis en ambos tipos de células no tiene
necesariamente que ser el mismo. De hecho, los estudios realizados a nivel molecular
muestran que, aunque comparten muchas caracteristicas, ciertas proteinas encontradas
en las sinapsis rapidas no se han identificado en las células neuroendocrinas (Burgoyne
y Morgan, 1993).

Hoy dia se conocen muchas de las protenas implicadas en el proceso de exocitosis en
sinapsis rapidas. Estas incluyen proteinas asociadas com interacciones vesicula-
citoesqueleto (CaM PKIL, sinapsina [, F-actina), proteinas implicadas en el transporte y
posicionamiento de las vesiculas en la membrana (rab3, proteina de fusion sensible a N-
etilmaleimida (NSF)/proteinas solubles de interaccion con NSF (SNAPs), sintaxinas,
sinaptotagmina, sinaptobrevina, neurexinas) y proteinas implicadas con el proceso de
fusion (sinaptofisina) (para revisién ver Nicholls, 1994; Sudhof, 1995). El hecho de que
estas vesiculas sinapticas sean tan pequefias, y, por tanto, su contenido proteico
bastante limitado; ha permitido su caracterizacion casi completa, aunque obviamente
gueda mucho camino que recorrer, especialmente en lo referente a su funcion. Por el
contrario, la enorme cantidad de proteinas presentes en los granulos cromafines, asi
como la ausencia de estructuras de membrana especializadas (zonas activas), han
dificultado la identificacion de proteinas implicadas en la exocitosis en células
cromafines. No obstante, algunas de las proteinas mencionadas anteriormente también
se han encontrado en células cromafines: sinaptotagmina, rab3, NSF/SNAPs o
sinaptobrevina (Burgoyne et al., 1993; Hohne-Zell ef al., 1994; Morgan y Burgoyne,
1995).

El empleo de células cromafines permeabilizadas con digitonina ha permitido la
obtencion de informacion muy valiosa en cuanto a la identificacion de proteinas
implicadas en la exocitosis (Dunn y Holz, 1983). En esta preparacion de células, la
digitonina produce poros en la membrana a través de los cuales se puede reintroducir
Ca?*, y, por tanto, simular el proceso exocitdtico. Por estos poros también permean (o
se reintroducen experimentalmente) diferentes proteinas citoplasmicas. La relacion
existente entre la pérdida (o la reintroduccion) de determinadas proteinas y la extension
de la exocitosis ha hecho posible identificar y estudiar determinados componentes del
proceso (Sarafian ef al., 1987). Entre éstos destaca la anexina II, una proteina que une
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Ca? y fosfolipidos con capacidad de agregar granulos cromafines in vitro en presencia
de Ca?* (Chasserot-Golaz ef al., 1996). Otras son las proteinas Exol y Exo2, que se
asocian con efectos estimuladores de la exocitosis dependiente de Ca?* (Morgan y
Burgoyne, 1992). Este campo de investigacion esta en constante expansion, y, con
bastante frecuencia, se descubren nuevos aspectos del proceso secretor.

La alta rapidez de respuesta de las sinapsis del sistema nervioso central se basa
principalmente en la existencia en las Illamadas zonas activas de algin tipo de
interaccion entre los canales de Ca?* dependientes de voltaje y una serie de vesiculas
listas para ser secretadas en la zona subplasmalemal (Pumplin ef af., 1981; Llinas et al.,
1992). La entrada masiva de Ca?" durante un potencial de accion a través de estos
canales incrementa considerablemente y de forma muy rapida la [Ca*']i en el entorno
de estas vesiculas. Se ha estimado que la [Ca? i proxima a los canales podria ser de
hasta 100 uM. Aunque no se conoce con certeza la identidad del sensor de Ca?* que
inicia el proceso exocitotico, si se conoce que tiene una afinidad para el calcio de 10-
100 uM (Augustine y Neher, 1992; Llinaser a/, 1992; Engisch y Nowycky, 1996).

En células cromafines la existencia de zonas activas de exocitosis ha sido siempre
objeto de controversia. Recientemente se ha descrito mediante sofisticadas técnicas de
imagen que existe una colocalizacion muy fiable de los sitios de entrada de Ca*' y de
los Iugares de 1a membrana en los que ocurre secrecidn; si bien este resultado sélo se
observa con estimulos de -corta duracion. Cuando las células son despolarizadas
durante periodos mayores de 100 ms, los sitios de exocitosis y de [Ca?"]i elevada se
observan en todo el perimetro de la membrana de las células cromafines (Robinson ef
al., 1995). Por otro lado, resulta obligatorio comentar que en células cromafines el
principal estimulo para la secrecion es un incremento en la {Ca?*]i debido a la entrada
desde el medio extracelular. Aungue existen sustancias capaces de movilizar calcio
almacenado en reservorios intracelulares (histamina, ATP, etc.), su eficacia a la hora de
promover secrecién depende enormemente de su capacidad de estimular al mismo
tiempo rutas de entrada de calcio desde el medio extracelular (Cheek er af., 1989;
Burgoyne, 1991). Estos resuitados sugieren que, aunque no tan estrecha como en las
sinapsis rapidas, en células cromafines existe una asociacion entre los granulos listos
para ser secretados y los canales de Ca?* dependientes de voltaje. Un acoplamiento mas
eficaz con determinados subtipos de canales de Ca?* explicaria también el diferente
comportamiento inhibidor de los bloqueantes de canales de Ca?* {Artalejo ef al., 1994;
Lopez et al., 1994).

Otra posible explicacion a la diferente capacidad de respuesta de las sinapsis rapidas y
las células cromafines surgi6 originalmente de los estudios de microscopia electronica.
En las uniones neuromusculares o en las sinapsis del sistema nervioso central es
frecuente observar la existencia de un nimero de vesiculas que interaccionan
fisicamente con la membrana plasmaitica y que estariap listas para ser secretadas
(Landis et al., 1988). Por el contrario, en las células neurosecretoras, aunque también
existe un "pool" de vesiculas listas para su liberacidn, estas vesiculas no interaccionan
fisicamente con la membrana plasmatica sino que estan separadas de ella por (e
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inmersas en) una compleja red de citoesqueleto. Tras la activacion de las células
cromafines y la elevacion de la [Ca*]i se ha observado una desorganizacion de la red
de actina (Cheek y Burgoyne, 1986; Burgoyne ef af, 1989b; Vitale ef al., 1995).
Parece muy plausible que el acceso de los granulos secretores a la membrana
plasmatica esté restringido por esta estructura del citoesqueleto subplasmalemal, si bien
se ha descrito que su desorganizacion no es suficiente para que exista exocitosis
(Burgoyne et al., 1989b).

Estos resultados indican que deben existir multiples etapas cinéticas en el proceso
exocitotico que den cuenta del transporte de vesiculas y de su interaccién con la
membrana. La aplicacion de la tecnologia del "patch-clamp" ha posibilitado un
profundo estudio cinético de estas etapas. Esta técnica permite una estimacion real de
los procesos exocitoticos de vesiculas individuales mediante medidas de capacitancia
de la membrana (Neher v Marty, 1982). La exocitosis ha podido resolverse en, al
menos, 2 etapas: una etapa rapida, independiente de ATP, que implica la liberacién de
vesiculas listas para ser secretadas; y una etapa lenta, que requiere ATP y es sensible a
la temperatura, cuya finalidad es la translocacién de granulos desde un "pool" de
reserva hasta las cercanias del lugar exocitotico (Burgoyne, 1991; Neher y Zucker,
1993; Parsons ef al., 1995).

Rutas de 2° mensajeros en células cromafines

Multitud de trabajos de investigacion han demostrado que las células cromafines
poseen receptores para una gran cantidad de agentes hormonales. Estas sustancias
constituyen una larga lista compuesta por, entre otras, histamina, ATP, adenosina,
GABA, diferentes péptidos, endotelina, dopamina (para revision ver Burgoyne, 1991).
La interaccion de estos compuestos con sus receptores presentes en la membrana de las
células cromafines modula la respuesta secretora fisiologica a través de diferentes rutas
de 2° mensajeros. Ademas de los efectos moduladores mediados por esta pléyade de
receptores, la propia sefial colinérgica promotora de la respuesta de secrecion se asocia
también con la activacion de rutas de sefializacion intracelular (PKC, AMPc, GMPc,
etc.), cuya finalidad es la regulacion de la propia secrecion mediante, por ejemplo, una
sintesis mas activa de catecolaminas u otros mecanismos.

Proteinas G

Las proteinas ligantes de nucledtidos de guanina (proteinas G) constituyen una
compleja familia de proteinas de membrana que sirven de nexo para la comunicacion
entre receptores y sistemas efectores (los cuales, a su vez, pueden ser también sistemas
de transduccion de sefiales). Los miembros de esta familia, mediante interacciones
proteina-proteina, transducen la sefial bioldgica desde receptores para diferentes
sustancias hasta enzimas como la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C, o incluso hasta
canales ionicos en la membrana (para revision general ver Nicholls, 1994).

En células cromafines, las proteinas G son responsables del elemento regulador mejor
conocido, y posiblemente mas importante, de la secrecion de catecolaminas: la
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autoinhibiciéon de la secrecién por los productos secretados (Doupnik y Pun, 1994;
Albillos et al., 1996a; Currie y Fox, 1996).

En el campo de investigacion de las proteinas G, una de Jas herramientas
farmacologicas mas poderosas es la toxina pertsica (PTx), extraida de la bacteria
Bordetella pertussis. Esta toxina bacteriana cataliza especificamente una ADP-
ribosilacion de las isoformas Gu, y Go; de proteinas G, lo que se traduce en una
inactivacidn permanente de su actividad biologica. La preincubacién de las células
cromafines con la PTx produce un dramético efecto estimulador sobre la secrecion de
catecolaminas (Blocklehurst y Pollard, 1988; Ceiia ef al., 1991). Aunque diferentes
grupos de investigacion han dedicado importantes esfierzos a esta cuestion, no existe
un consenso pleno sobre el mecanismo molecular implicado en este incuestionable
efecto de la PTx.

La opimion mas generalizada es que la toxina desacopla un efecto mhibitorio directo
sobre canales de Ca?*" dependientes de voltaje mediado por la activacion de
autorreceptores para productos secretados por las células cromafines {Albillos et al.,
1996a; Currie y Fox, 1996). Entre los diferentes productos secretados con capacidad
de activar este mecanismo destacan los péptidos opidceos y, sobre todo, el ATP.
Merece la pena recordar que la concentracion intragranular de ATP esta en el rango
molar y, por tanto, durante la respuesta secretora, el medio extracelular que rodea las
células debe contener una concentracion de ATP suficiente para activar los receptores
purinérgicos acoplados a proteinas G.

Por otro lado, como posible explicacion al efecto estimulador de Ia toxina pertusica,
otros autores han sugerido la participacion de conductancias de K*. En el contexto de
este mecanismo, la actividad tonica de canales de K* regulados por protemas G
controlaria la secrecion de catecolaminas mediante un incremento en la velocidad de
repolarizacion y, por tanto, una disminucion de la entrada de Ca?* a las células (Cannon
ef al., 1994; Walsh et al., 1996).

Las proteinas G participan no solo en procesos modulatorios sino también en
mecanismos de iniciacion de la respuesta secretora. Asi, en células cromafimes de
cobaya, las proteinas G estan implicadas en la activacion de canales cationicos por
agentes muscarinicos. Dichos canales cationicos contribuyen a la despolarizacion de la
membrana en estas células, en las cuales existe un claro componente muscarinico en la
secrecion (Inoue e kmanaga, 1995).

Calcio

Ademas del importante papel de los iones Ca?* en el proceso de exocitosis, los
ncrementos en la [CaZ*1i inducidos tanto por compuestos secretagogos como mediante
la liberacion de calcio almacenado en el reticulo endoplasmico activan directamente
rutas de seiializacion intracelular. Entre estos sistemas destacan las sefiales mediadas
por la proteina quinasa C (PKC) y por la proteina ligante de calcio, calmodulina
(Burgoyne, 1991).
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En células cromafines se han descrito diferentes efectos de la activacion de PKC sobre
la respuesta secretora. En primer lugar, la PKC esta implicada en la dinamica de la red
de citoesqueleto presente en la zona cortical de las células cromafines. Asi, se ha
descrito que los ésteres de forbol, andlogos estructurales del diacilglicerol, el activador
fisiolégico de la PKC, inducen desorganizacion de los filamentos de actina, un proceso
que facilita la exocitosis (Grant y Aunis, 1990; Vitale ez al., 1992). Por otro lado, en
estudios recientes utilizando técnicas electrofisiolégicas, Gillis ef a/. han descrito que la
PKC estimula la secrecion de catecolaminas mediante un aumento del numero de
vesiculas listas para ser secretadas; a pesar de que, segiin estos autores, la activacion de
la PKC inhibe las corrientes de Ca?* a través de canales dependientes de voltaje (Gillis
et al., 1996). En células intactas, Sena ef al. han descrito que la respuesta secretora
esta gobernada por el efecto inhibidor de PKC sobre los canales de Ca?* voltaje-
dependientes, de tal manera que estos autores no observaron un efecto estimulador
sino una inhibicién de la secrecion estimulada después de preincubacion con ésteres de
forbol (Sena et al., 1995).

Un incremento en la [Ca?*]i también activa la proteina calmodulina. El complejo activo
Ca?*/calmodulina es responsable de la activacion de numerosas enzimas, entre las que
destacan las quinasas dependientes de Ca?*/calmodulina (CaM PKs). La isoforma CaM
PKII es la quinasa dependiente de Ca?* predominante en neuronas, en las que da cuenta
de un 1 % de la proteina total del cerebro (Hanson y Schulman, 1992). Esta isoforma
ha sido también detectada en células cromafines bovinas (Yanagihara ef al., 1994).

Entre los sustratos fosforilades por CaM PKII en células cromafines estd la enzima
tirosina hidroxilasa (Haycock, 1990). Puesto que la fosforilaciéon de TH se asocia con
un incremento de la sintesis de catecolaminas y la CaM PKII se activa durante la
estimulacion colinérgica de las células, la fosforilacion de TH por CaM PKII podria ser
un importante mecanismo de regulacion in vive de la sintesis de catecolaminas. En este
punto merece la pena comentar que la TH de células cromafines también se fosforila i
vitro por PKC, por lo que esta enzima clave en el metabolismo de las catecolaminas es
sustrato de diferentes quinasas que se activan durante la estimulacion de las células
{Haycock, 1993; Kumer y Vrana, 1996).

Por otro lado, mediante estudios lievados a cabo en células permeabilizadas, se ha
descrito que la calmodulina podria estar implicada en el proceso exocitético. La
calmodulina es capaz de interaccionar con granulos cromafines, aunque el papel exacto
de esta interaccion no esta claro (Bader ef al., 1985; Okabe et al., 1992).

Nucledtidos ciclicos

En células cromafines, las rutas de 2° mensajeros basadas en nucledtidos ciclicos son
quizas las peor comocidas. En ocasiones, este desconocimiento resulta, no de Ia
ausencia de estudios, sino de la existencia de resultados contradictorios en la
Bibliografia.

Se ha descrito que los niveles intracelulares de AMPc¢ se incrementan de manera
transitoria después de un estimulo secretor. Este hecho se ha explicado mediante la
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activacion de una adenilato ciclasa sensible a Ca?*/CaM, una enzima que se ha
identificado en células cromafines bovinas (LeDonne y Coffee, 1980; Anderson et al.,
1992). Los efectos del AMPc estan mediados por fosforilacién de sustratos proteicos
por la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA). De hecho, en células cromafines
bovinas, la PKA fosforila la enzima TH y, por tanto, se suma al efecto estimulador de
la sintesis de catecolaminas (Haycock, 1993).

Respecto al efecto del AMPc sobre la respuesta secretora se han descrito tanto efectos
inhibitorios como estimulatorios (Peach, 1972; Gutman y Boonyavirgj, 1979; Baker et
al, 1985; Chern ef al., 1988; Parramén ef al., 1995). Entre los efectos estimulatorios
merece la pena destacar los trabajos de los grupos de Morita y Artalejo. Morita et al.
describieron un incremento de la secrecion de catecolaminas por el 8-bromo-AMPc, un
analogo permeable de AMPc, y la forskolina, un activador de la adenilato ciclasa. Estos
autores explicaron este resultado mediante una inhibicion por PKA de la ATPasa de
Na*/K* de la membrana. Una reduccion de la actividad de esta enzima resultaria en una
acumulacion intracelular de Na* y, por tanto, en una despolarizacion (Morita ef al.,
1991).

Por otro lado, Artalejo ef al. encontraron que las corrientes de calcio de tipo L estan
reguladas por un complejo mecanismo que denominaron "facilitaciéon". Segin estos
autores, cuando las células son sometidas a prepulsos despolarizantes o a agentes que
incrementan los niveles de AMPc; canales de calcio dependientes de voltaje de tipo L,
hasta ese momento inactivos, son activados y participan notablemente en una
potenciacion de la secrecion. Una fosforilacion de canales de tipo L por PKA seria el
mecanismo responsable de la facilitacion observada con agentes que incrementan el
AMPc intracelular (Artalejo ef al., 1994). No obstante, merece la pena puntualizar que
la existencia de este mecanismo regulatorio de "facilitacion” es actualmente objeto de
controversia. Una regulacion por fosforilacion de canales de Ca?* también ha sido
sugerida por Mateo ef al. Estos autores demostraron que la activacion de fosfatasas
intracelulares conduce a una reduccion de la entrada de Ca?* asociada a la estimulacion
de las células, aunque el subtipo exacto de canal de Ca?* no fue estudiado (Mateo ef
al., 1995)

Respecto al GMPc, los primeros datos acerca de la existencia de una ruta de 2°
mensajeros basada en el GMPc en células cromafines fueron aportados por Aunis ef al.
en 1978. Estos autores detectaron una actividad enzimatica de guanilato ciclasa en
fracciones solubles y particuladas de médula adrenal bovina (Aunis et al, 1978).
Posteriormente, empleando células cromafines bovinas, otros investigadores
describieron que secretagogos como acetilcolina, a través de la activacion de
receptores muscarinicos, eran capaces de incrementar los niveles de GMPc intracelular
(Schneider et al., 1979; Lemaire ef al., 1981; Derome et al, 1981; Nakaki ef al.,
1988). Por otro lado, en glandulas adrenales de perro, Dohi ef al. describjeron notables
aumentos en los niveles de GMPc por compuestos como azida sédica, hidroxilamina,
nitrito sodico e incluso Oxido nitrico gas (Dohi ef al., 1983).
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La existencia en células cromafmes de receptores para péptidos natriuréticos acoplados
a una actividad guanilato ciclasa intracelular se ha puesto de manifiesto en numerosos
trabajos de investigacion. Merece la pena destacar que las células cromafines producen,
almacenan y liberan los 3 miembros de 1a familia de péptidos natriuréticos: ANP, BNP
y CNP (Ong et al., 1987, Pruss y Zamir, 1987; Okazaki et al, 1989; Nguyen ef al.,
1990; Babinski e al., 1992; 1995; Niina ef al., 1996).

Respecto a la enzima NOS, Palacios ef al. describieron la existencia de una produccion
endégena de NO en preparaciones citoslicas de glandula adrenal bovina. Estos
autores demostraron también que el NO endogeno era capaz de activar una guanilato
ciclasa soluble presente en esta preparacion biologica (Palacios ef al., 1989).

En cuanto a la localizacion exacta de la enzima NOS en células cromafines, los
primeros estudios histoquimicos no detectaron la enzima en estas células, aunque
fueron capaces de encontrarla en neuronas y fibras nerviosas de la glindula adrenal
(Bredt et al., 1990; Dawson ef al., 1991; Afework et al., 1992; Marley ef al., 1995).
Por el contrario, otros estudios detectaron la enzima NOS tanto en neuronas como en
células cromafines dentro de la médula adrenal (Dun et al., 1993; Heym ef al., 1994).
Como se puede deducir a partir de estos resultados, no existe un consenso claro acerca
de la presencia de la enzima NOS en las células cromafines,

Tampoco esta muy claro cudl es el efecto del NO/GMPc sobre la respuesta secretora
de las células. Mientras una serie de mvestigaciones han mostrado la existencia de
efectos inhibitorios (Derome et a/., 1981; Torres ef al., 1994; Babinski ef al., 1995),
otros han descrito un efecto dual, estimulatorio a bajas dosis de secretagogo ¢
mhibitorio a altas (O'Sullivan y Burgoyne, 1990; Oset-Gasque ef al., 1994); ¢ incluso
otros no han encontrado ningim efecto del GMPc sobre la secrecion de catecolaminas
(Moro et al., 1993; Marley et al., 1995). En cualquiera de los casos, no se ha estudiado
el mecanismo exacto a través del cual el NO/GMPc podria ejercer estos efectos. Esta
ruta de 2° mensajeros constituye quizas el menos conocido de los sistemas de
sefializacion intracelular presentes en células cromafines.
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Durante los ultimos afios, la ruta de sefializacion intracelular del NO/GMPc¢ ha
acaparado un enorme interés cientifico, de tal manera que se ha llegado a un
conocimiento importante del papel de este sistema en numerosos procesos biologicos.
No obstante, la funcion que el NO desempeiia en el complejo proceso de la
neurotransmisiéon es todavia una asignatura pendiente, basicamente debido a la
dificultad experimental que plantea el estudio de los mecanismos neuronales a nivel
molecular. Las células cromafines de la médula adrenal bovina constituyen un modelo
experimental muy adecuado para estudiar la modulacién de la neurosecrecion por
sistemas de segundos mensajeros. Estas células son relativamente faciles de obtener
como una poblacion homogénea y se pueden mantener en cultive con objeto de realizar
cualquier tipo de estudio bioquimico. Varios grupos de investigaciéon han dedicado
tiempo y esfuerzo a estudiar el papel del NO/GMPc en el proceso secretor cromafin.
Sin embargo, la existencia de resultados contradictorios, por un lado, y la ausencia de
un estudio profundo del mecanismo molecular implicado, por otro, no han permitido
hasta el momento obtener una idea clara acerca de la funcitn de la via NO/GMPc en el
proceso de la neurosecrecion. El presente trabajo de investigacion se fijo los siguientes
objetivos:

1) identificar en células cromafines bovinas en cultivo los elementos de sefializacion
intracelular del sistema NO/GMPc: oxido nitrico sintasa, guanilato ciclasas y
proteina quinasa dependiente de GMPc.

2) Estudiar la regulacion de los niveles intracelulares de GMPc por compuestos
secretagogos y por activadores directos de las isoformas de guanilato ciclasa
soluble y particulada: donadores de NO (SNP) y el péptido natriurético de tipo C,
respectivamente. Estudiar el efecto de determinados inhibidores de 1a NOS y de 1a
GCS sobre los niveles del nucleotido ciclico.

3) Estudiar la posible modulacion por GMPc de la secrecién de catecolaminas
mediante diferentes aproximaciones experimentales: a) activacion de las isoformas
de guanilato ciclasa soluble y particulada por SNP y CNP, respectivamente; b)
inhibicion de la hidrolisis de GMPc por zaprinast; c) empleo de analogos
permeables de GMPc. Analizar la participacion de la proteina quinasa dependiente
de GMPc en esta posible modulacion de la secrecion de catecolaminas en células
cromafines bovinas en cultivo.

4) Analizar el mecanismo molecular implicado en la posible modulacién por GMPc de
la respuesta secretora. Estudiar el efecto de la activacion de esta ruta de 2°
mensajeros sobre la [Ca®]i y sobre la actividad de canales de Ca>* dependientes de
voltaje.
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1.MATERIALES

Productos

Los materiales utilizados en este trabajo de investigacion fueron de las siguientes casas
comerciales.

Los plasticos de cultivo utilizados fueron: botellas de 75 cm? de FALCON, multiplacas
de 24 pocillos (2 cm?/pocillo) de COSTAR y camaras portaobjetos para cultivos
(Microslides Chambers, 10 cm?/camara) de NUNC.

Como anticuerpos se han utilizado:

Primarios:

-anti-NOS 1 policlonal de conejo (No.6761-9) generade de acuerdo al método descrito
por Schmidt er al (1992a) en el laboratorio del Profesor Ulrich Forstermann del

Departamento de Farmacologia de la Universidad Johannes Gutenberg, Mainz
(Alemania).

-anti-NOS II monoclonal de ratén de TRANSDUCTION LABORATORIES.
-anti-NOS HI (H32) monoclonal de ratén de ABBOTT LABORATORIES.

-anti-GCS subunidad o y B, anticuerpos policlonales de conejo generados frente a las
subunidades o (GCpep8) v B (GCpep3) de GCS en el laboratorio de la Dra. Doris
Koesling del Departamento de Farmacologia de la Universidad Libre de Berlin
(Alemania) de acuerdo al método descrito por Guthmann ez al. (1992).

-anti-TH monoclonales de raton de CHEMICON o SIGMA.
-anti-PNMT policlonal de conejo de DIANOVA.

-anti-PKG subunidades I y IB policlonal de conejo de CALBIOCHEM.
Secundarios:

-anti-IgG FITC, anti-IgG de cabra o de raton conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) de VECTOR LABORATORIES o de SIGMA.

-anti-IgG Cy3, anti-IgG de conejo conjugado a indocarbocianina (Cy3) de DIANOVA.

-anti-IgG TRITC, anti-IgG de conejo conjugado a isotiocianato de tetrametilrodamina
(TRITC) de SIGMA.

-anti-IgG HRP, anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa (HRP) de AMERSHAM.
-anti-IgG de raton generado en cabra y ligado a agarosa de SIGMA.

-anti-IgG de conejo o caballo biotinilados de VECTOR LABORATORIES.
Controles negativos:

-suero normal de conejo de SIGMA o de VECTOR LABORATORIES.
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-IgG no antigénica de ratén de SIGMA o de VECTOR LABORATORIES.

Los oligonucledtidos iniciadores especificos para NOS I bovina utilizados para
amplificacién en reaccion en cadena de la polimerasa fueron obtenidos en el
Departamento de Farmacologia de la Universidad Johannes Gutenberg de Mainz
(Alemania) de acuerdo al método descrito por Bredt er al. (1991a).

Los isotopos [y-*2P]-ATP, [3?P]-ortofosfato, L-[2,3,4,5-*H]-arginina, o productos
relacionados con isotopos como los kits para radioinmunoensayo de GMPc y AMPc
basados en 3H, las peliculas fotograficas Hyperfilm-Bmax (18x24 cm) y los casetes para
autorradiografia (18x24 cm), asi como el complejo de peroxidasa biotinilada-
streptavidina, los reactivos para ECL (Enhanced Chemoluminiscence Western
blotting), las membranas de nitrocelulosa para inmunotransferencia Hybond ECL y las
peliculas Hyperfilm-ECL fueron de AMERSHAM. Las membranas Centricon-30 para
concentrar proteinas fueron de AMICON. El colageno aislado de placenta bovina fue
de BIOCHROM. El analogo permeable de GMPc, 8-p-clorofeniltioguanosina 37:5°-
monofosforotioato ciclico, isomero Rp (Rp-8-pCPT-GMPcS) fue de BIOLOG. La
resina de intercambio i6nico Dowex 50W-X8, B-mercaptoetanol, dodecilsulfato sodico
(SDS), geles de 10 % (p/v) acrilamida preparados para el sistema mini-Protein II
fueron de BIO-RAD. También fue de esta compaiiia el reactivo de ensayo de proteinas
basado en la deteccion espectrofotométrica del complejo proteina-Azul de Coomasie
Brillante G-250 (Bradford, .1976). La colagenasa (EC.3.4.24.3) de Clostridium
histolyticum, HEPES, fluoruro de fenilmetilsulfonilo, los analogos permeables de
GMPc 8-bromo-GMP¢ (8Br-GMPc) y dibutiril-GMPc¢ (db-GMPc), asi como el de
AMPc dibutirii AMPc (db-AMPc), fueron de BOEHRINGER MANNHEIM. La
proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG, EC 2.7.1.37, isoforma o bovina,
recombinante), el péptido inhibidor de proteina quinasa A I[P, -amido, los inhibidores
de proteinas quinasas N-[2-(metilamino)etil]-5-isoquinolinesulfonamida (H-8) y N-[2-
((p-bromocinamil) amino)etil]-5-1soquinolinesulfonamida (H-89), calmidazolium,
ionomicina y forskolina de Coleus forskohlii fueron de CALBIOCHEM. El medio de
cultivo Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) v el suero bovino fetal normal o
inactivado por calor fueron de GIBCO. Los antibioticos penicilina/streptromicina,
kanamicina y anfotericina fueron de ICN. Las soluciones de revelador y fijador GBX
para autorradiografias fueron de KODAK. El reactivo transcriptasa reversa
SuperScript fue de LIFE TECHNOLOGIES. El azul Tripan, acido tricloroacético,
ninhidrina, acido ascorbico, acido perclorico y el detergente Triton X-100 fueron de
MERCK. Las sondas fluorescentes Fura-2/AM vy bisoxonol [Bis-(1,3-dibutiril-
barbiturato)trimetino oxonol] fueron de MOLECULAR PROBES. Los patrones
coloreados (rango 4-250 kDa) para electroforesis fueron de NOVEX. El péptido
sustrato de la proteina quinasa dependiente de GMPc (RKRSRAE) y el péptido
natriurético de tipo C fueron de PENINSULA. Las toxinas especificas de canales de
calcio dependientes de voltaje w-agatoxina IVA vy o-conotoxina GVIA fueron de
PEPTIDE INSTITUTE, aunque algun lote adicional de ésta tUltima toxina fue
adquirido de SIGMA. La solucién de Percoll, los oligonucleotidos iniciadores (random
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primers) pd(N)s y el tampén de reaccién para Taq polimerasa fueron de
PHARMACIA. Los soportes de celulosa para cromatografia en capa fina fueron de
POLYGRAM. El inhibidor de la fosfodiesterasa de GMPc, zaprinast (M&B 22,948)
fue generosamente donado por Rhone-Poulenc Rorer Pharmaceuticals (Dagenham,
Essex, Inglaterra). La urografina empleada en los gradientes de densidad para purificar
células cromafines fue de SCHERING. Los gases CO,, N, y He, asi como el N, liquido
fue de la compaiiia SEO. La albimina de suero bovino, el detergente Tween-20, (1)
BayK 8644, rojo neutro, citosina arabinofurandsido, fluorodeoxiuridina, 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX), los 4cidos etilendiamino tetracético (EDTA) vy
etilenbis(oxietileno nitrilo) tetracético (EGTA), el inhibidor de la enzima NOS NG-
nitro-L-arginina- metil éster (L-NAME), L-arginina, L~citrulina, ATP, los inhibidores
de proteasas leupeptina y pepstatina, AMPc, la histona F,,, el detergente Nonidet P40,
azul de bromofenol, glicocola, adrenalina, noradrenalina, metabisulfito soédico, 3,4-
dihidroxibenzilamina (DHBA), éicido octanosulfonico, 4',6'-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), gelatina-glicerol, neomicina, toxina pertusica de Bordetella pertussis,
histamina, nitroprusiato sodico (SNP), muscarina, veratridina, 1,1-dimetil-4-fenil
piperazinio (DMPP), acetilcolina, nifedipina, las tabletas de sustrato DAB para
peroxidasa: 3,3’-diaminobencidina y los reactivos de grado acido ribonucleico (RNA)
isoticianato de guanidinio, fenol, cloroformo y n-lauroilsarcosina fueron de SIGMA. El
inhibidor especifico de la guanilate ciclasa soluble 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-ona (ODQ) fue de TOCRIS-COOKSON. La resina de intercambio
ionico DEAE-celulosa y los filtros GF/C fueron de WHATMAN. El rotulador de
preparaciones histologicas (Pap-Pen) fue de ZYMED. Otros reactivos y materiales de
caracter general no indicados en esta extensa lista fueron de grado analitico.

Instrumental general

A continuacion se detalia una lista de aparatos de caracter general que se han empleado
en la realizacion de este trabajo de investigacion.

Para las centrifugaciones se emplearon las siguientes centrifugas:

Centrifuga de mesa de baja velocidad Omnifuge 2.0 RS Heraeus para la obtencion y
lavado de células cromafines bovinas.

Para la purificacion de células cromafines en gradientes de densidad se empled una
centrifuga preparativa refrigerada Sorvall RC-5C.

En la mayoria de los experimentos se usaron microfugas para tubos Eppendorf de
Beckman, Sigma o Denver Instruments.

Todas las tareas realizadas bajo atmosfera ésteril se efectuaron con campanas de flujo
laminar vertical Gelaire modelos Twin 30 y TC 48 de Flow. Los cultivos celulares se

mantuvieron en un incubador Heraeus termostatizado a 37°C y con flujo controlado de
CO, al 5 %.
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Los materiales de cultivo se esterilizaron mediante autoclaves Autotester-G de Selecta
(alta capacidad) o Certoclav (baja capacidad). Los medios de cultivo se esterilizaron
por filtracién empleando una bomba peristaltica Millipore y membranas Acrocap de 0.2
pm de tamafio de poro (Gelman Sciences).

Para la perfusion de las glandulas adrenales bovinas se emplearon 2 bombas
peristalticas L.KB de Pharmacia con 3 canales cada una permitiendo la perfusion
simultanea de 6 glandulas.

Para el contaje de células se utilizo un microscopio Optico Leitz HM-Lux3. Para la
observacion de los cultivos celulares se dispuso de un microscopio de contraste de
fases Wilovert. Los estudios de inmunofluorescencia se analizaron con un microscopio
mvertido Nikon Diaphot-TMD usando una limpara de mercurio también de Nikon. Las
micrografias se realizaron en el mismo microscopio al que se le acoplé una camara
Nikon HFX-DX.

Las suspensiones celulares se sonicaron en un sonicador Ultrasonic Braun Labsonic.

La radiactividad procedente de los emisores B 3H y 32P se cuantificd en contadores de
centelleo liquido Beckman LS 3801 y LS 6000 IC.

Las medidas de determinacion de proteinas se realizaron en un espectrofotometro
Pharmacia LKB-Ultrospec ITI. Para la determinacion fluorimétrica de catecolaminas,
calcio libre citosolico y potencial de membrana se empledé un espectrofluorimetro
Perkin Elmer LS 50 B controfado por ordenador y con baifio termostatizado modelo
Frigomix U.

Las determinaciones por HPLC se realizaron con un sistema alimentado con una
bomba Spectra Physics SP 8800 con inyector manual Rheodyne. La deteccion
electrogquimica se realizé con un detector Metrohm 641 VA acoplado a un integrador
modelo Chromjet de Spectra Physics.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se realizaron
empleando el sistema mini-Protein II de Bio-Rad alimentado con una fuente modelo
200/2.0 también de Bio-Rad. Para secar los geles se empleé un secador modelo 543 de
Bio-Rad al que se suministré vacio con una bomba de aceite Edwards VP 100. Los
experimentos de inmunotransferencia se realizaron empleando el sistema mini-Trans
Blot de Bio-Rad. El analisis cuantitativo de los autorradiogramas se realizé empleando
un densitometro Molecular Dynamics empleando el programa ImageQuant
perteneciente al Instituto de Bioquimica (C.S.I.C.)-Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid.

Para las incubaciones que requirieron condiciones controladas de temperatura se
emplearon placas calentadoras Plactronic y bafios Tectron ¢ Unitronic 320 R de
Selecta y calentador en multibloque de Lab-Line.

Cuando se necesito aspirar medios se emplearon bombas de vacio Millipore o Eyela.
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Para la preparacioén de disoluciones se emplearon balanzas de precision AND ER-60 A
y grapatario AND FX2000, asi como pHmetros Crison 2001 y Metrohm 654. Las
soluciones o suspensiones se agitaron con agitadores magnéticos Agimatic-S de
Selecta, orbitales Luckham 802 o para tubos Heidolph Reac 2000. El agua de alta
calidad empleada para la preparacion de las soluciones se obtuvo de un aparato Milli-Q
Water Purification System de Millipore. Para la limpieza de todo tipo de material se
empleod agua obtenida de un aparato Milli-Ro Plus también de Millipore. Una maquina
Scotsman AF 10 produjo el hielo picado utilizado en muchos de los experimentos.
Como camara fria se emplearon frigorificos de Liebherr. Para congelar se utilizaron
congeladores Liebherr a -20°C y Revco a -80°C.

Las disoluciones se pipetearon empleando pipetas automaticas Gilson. En el area de
cultivos se emplearon pipetas de aspiracion Pipetboy Acu de Integra Biosciences. Para
medidas de precision de pequeiios volumenes (1-10 pl) se emplearon jeringas
Hamilton.
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2.METODOS

Obtencion de células adrenomedulares

Las células cromafines se obtuvieron a partir de glaindulas adrenales bovinas mediante
perfusion con colagenasa (EC.3.4.24.3) y posterior purificacion en gradiente de
densidad segun el método descrito por Miras-Pertugal ef al. (1985) y modificado por
Wilson (1987).

Las glandulas adrenales bovinas procedian de animales sacrificados para el consumo
humano en el matadero y se extrajeron de dichos animales unos 20-30 minutos después
de su muerte. Las glandulas se trasladaron hasta el laboratorio en un medio salino a
4°C (solucidn lavado, ver composicion en la siguiente tabla).

Solucién de lavado
(Solucion de Locke para la obtencion y aislamiento de

células)

NaCl 154.0 mM
KCl 5.6 mM
NaHCO, 3.6 mM
Glucosa 5.6 mM
HEPES 5.0 mM
pH 7.4

Penicilina 50.0 Ul/ml
Sireptomicina '50.0 ug/ml

Solucion de lavado + albumina
Solucion de lavado conteniendo:

Albuimina 2.5 g

Solucién para perfusién con colagenasa
Solucion de lavado + albumina conteniendo:

Colagenasa 330 U/

Una vez en el laboratorio y aproximadamente 45 min-1 hora después de la muerte del
animal, las glandulas se limpiaron del exceso de grasa y tejido conjuntivo que las
rodeaba y se canularon a través del orificio de la vena medular central para su posterior
perfusion.

Las caracteristicas peculiares de la circulacion adrenal posibilitan una adecuada
perfusion de la médula adrenal a través de la vena medular central. La anatomia de los
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vasos sanguineos adremales estd basada en arterias adrenales que forman un plexo
subcapsular a partir del cual 2 tipos de estrechos vasos se originan. Por un lado, las
arterias corticales drenan la corteza, y, por otro, arterias medulares, mis largas en
longitud, cruzan la corteza sin ramificaciones y alcanzan la médula directamente. Los
capilares corticales procedentes de las arterias corticales forman un plexo venoso que
drena también en la médula. Por tanto, la médula recibe sangre arterial procedente de
las arterias medulares y sangre venosa procedente de la corteza. Dentro de la médula,
los capilares medulares convergen en la vena medular central que, por tanto, recibe
toda la sangre que entra en Ia glandula (Vinson ef al., 1985). Esta vena medular central
abandona la glandula por un ancho orificio facilmente canulable para la perfusion,
pudiendo considerarse ésta de caracter retrogrado, puesto que va de venas a arterias.

Para favorecer ¢l flujo de las diferentes soluciones a través de la glandula, se efectuaron
ademas pequeiios cortes longitudinales en la superficie externa de las glandulas a nivel
de capsnla y corteza.

Por medio de una jeringa y con objeto de eliminar la mayor cantidad posible de sangre
retenida en los vasos, se introdujeron a través de la canula varios mililitros de solucion
de lavado. Esta solucion de lavado carece de iones Ca?* y Mg?* con el fin de evitar la
coagulacion de la sangre en los vasos, y ademas labilizar las uniones celulares a traveés
de desmosomas.

Seguidamente, las glindulas se perfudieron en un bafio termostatizado a 37°C bajo
atmosfera ésteril, en primer lugar, con 200-300 m! de solucion de lavado mediante el
uso de una bomba peristaltica de flujo 1.5-2 ml/min por gliandula. La segunda perfusion
se realizd con otros 200-300 ml de la misma solicién de lavado a la que se afiadio
albumina de suero bovino para dar una concentracion final de 2.5 g de albamina/litro.
El objeto de aifiadir albiimina es proteger en lo posible a las células frente a proteasas
que se liberan de los tejidos durante la perfusion,

Por ultimo, las glandulas se perfundieron en circuito cerrado con 200 ml de solucioén de
lavado conteniendo colagenasa (330 Ullitro). Debido a que la colagenasa comercial
que se utilizé es en realidad una preparacién cruda obtenida de la bacteria Clostridium
histolyticum que contiene ademas de colagenasa (estrictamente clostridiopeptidasa A),
otras proteasas, lipasas, etc.; a esta solucion de perfusion se le afiadio también albumina
de suero bovino con objeto de minimizar el dafio cetular producido por estas otras
enzimas.

El tiempo de digestidn con colagenasa fue de | hora aproximadamente. Ya que la
matriz extracelular de la médula adrenal es mucho mds sensible que la corteza a la
accion de la colagenasa, transcurrido ese periodo la corteza permenece intacta y, sin
embargo, la médula adrenal se digiere y presenta un aspecto reblandecido, pudiendo
desprenderse facilmente de la corteza. Para extraer la médula, las glandulas se abrieron
longitudinalmente y, con la ayuda de un bisturi, las médulas se rasparon para obtener
una papilla que contenia trozos de tejido sin digerir, matriz extracelular digerida vy
células adrenomedulares.
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A continuacion, esta papilla se pas6 a través de una malla de nylon de 250 pm de
diametro de poro lavandose con solucion de lavado. La solucién obtenida se centrifugd
en una centrifuga de mesa Heraeus de baja velocidad a 100xg durante 10 min a 20°C.
El sobrenadante resultante se desechd y el sedimento conteniendo las células se
resuspendio en solucion de lavado, se paso por una malla de nylon, esta vez de 82 um
de didmetro de poro, y se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones que la vez
anterior. El sedimento resuitante contenia las células adrenomedulares totales.

Purificacién de células cromafines mediante gradientes discontinuos de
urografina

2 diferentes técnicas se han usado para purificar células cromafines a partir de la
suspension inicial: 1) centrifugacion isopicnica en gradiente de densidad, y 2) sembrado
diferencial (Livett, 1984).

El primer método es quizas el mas utilizado para obtener poblaciones puras a partir de
mezclas complejas de diferentes tipos de células. Se basa en el hecho de que diferentes
tipos celulares presentan diferentes densidades de flotacion, de tal manera que
centrifugadas en gradientes de naturaleza continua o discontinua equilibran en
diferentes regiones a lo largo del tubo del gradiente.

Para la separacion de células cromafines del resto de células que contaminan la
suspension inicial (principalmente endotekhales, eritrocitos, rara vez corticales, ademas
de debris y otros fragmentos subcelulares) se han empleado 3 diferentes medios para
crear gradientes de densidad: 1) albumina de suero bovino, 2) Percoll, 3) urografina
(Lemaire ¢f al., 1983; Kilpatrick et a/., 1980; Role y Perlman, 1980).

En experimentos preliminares, el uso de gradientes discontinuos de urografina resulté
ser el método que ofrecio una mayor pureza en cromafines. Por esta razon, se uso este
tipo de gradiente en practicamente todos los cultives.

Urografina es el nombre comercial de una mezcla de amidotrizoato sodico y
meglumina {10:66) (p/p) que se usa como medio de contraste para la urografia y la
angiografia. La solucion comercial es del 76 % (p/v) en urografina y el gradiente
discontinuo consta de 2 fases, 15 y 7.5 % (ver esquema). Las células adrenomedulares
totales se resuspendieron en la fase de urografina al 15 % y sobre ella se deposito la
fase al 7.5 %. El gradiente se centrifugé a 7700xg durante 20 min a 20°C en una
centrifuga Sorvall rotor S8-34.

Tras la centrifugacion, las células cromafines equilibran en la interfase entre las 2
bandas de urografina, mientras que endoteliales y eritrocitos aparecen como un
precipitado en el fondo del tubo. En raras ocasiones, una difusa banda de células
corticales aparecio en lo alto del tubo.
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(corticales)
urografina 7.5%

cromafines

urografina 15%
con las células

eritrocitos,
endoteliales

Figura 1-1IL Gradiente de Urografina. Este esquema muestra el aspecto micial
y final del gradiente de urografina utilizado para purificar células cromafines.

La banda de células cromafines se recogio y las células se lavaron varias veces (al
menos 2) con sohicion de lavado mediante centrifugaciones a baja velocidad para
eliminar la urografina. Tras la altima centrifugacion las células se resuspendieron en 5-
10 ml de medio de cultivo Dulbecco's modified Eagle's medium (ver composicién en la
tabla que se incluye).

Cuando las preparaciones de células cromafines obtenidas no resultaban de la pureza
exigida para los experimentos (cromafines >85-90 %, ver capitulo siguiente), la
purificacion a partir de gradientes discontinuos de urografina se combiné con la técnica
de sembrado diferencial para intentar en lo posible aumentar el grado de pureza del
cultivo (Unsicker y Miiller, 1981). Esta técnica explota las diferencias en las afinidades
que los diferentes tipos de células que componen el cultivo tienen por las superficies de
plastico de las placas de cultivo. Las células cromafines, como células neurales que son,
tienen una baja afinidad para adherirse a los plasticos de cultivo, necesitando, o bien un
tiempo considerable para fijarse al sustrato, o alternativamente, la ayuda de superficies
tratadas con colageno. Sin embargo, las células que contaminan el cultivo,
mayoritariamente células endoteliales, presentan gran afinidad por el plastico por lo que
requieren un tiempo mucho mas corto para adherirse.
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Medio de Cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Componente mg/l
Sales Inorganicas

CaCl, (anhidro) 200.00
Fe(NO,;)-9H,0 0.10
KCl 400.00
MgSO, (anhidro) 97.67
NaCl 6400.00
NaH,PO,H,0 125.00
Otros componentes

D-Glucosa 1000.00
Rojo Fenol 15.00
Pinyvato sodico 110.00
Aminoicidos

L-Arginina-HCI 84.00
L-Cistina-2HCI 62.57
L-Glutamina 584.00
Glicocola 30.00
L-Histidina HCI-H,0 42.00
L-Isoleucina 105.00
L-Leucina 105.00
L-Lisina HCI 146.00
L-Metionina 30.00
1 -Fenilalanina 66.00
[-Serina 42.00
L-Treonina 95.00
L-Triptéfano 16.00
L-Tirosina Na, 104.18
L-Valina 94.00
Vitaminas

D-pantotenato Ca 4.00
Cloruro de colina 4,00
Acido Folico 4.00
i-Inositol 7.20
Nicotinamida 4.00
Piridoxal HC] 4.00
Riboflavina 0.40
Tiamina HCI 4.00
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Por esta razon, cuando las células cromafines fueron purificadas por sembrado
diferencial, se resuspendieron a una densidad de 10¢ cel/ml en medio de DMEM
conteniendo 10 % (v/v) de suero bovino fetal. A continuacion 30 ml de esa suspension
celular se sembraron en botellas de cultivo de 75 cm? de superficie y se mantuvieron en
una estufa de cultivo a 37°C durante al menos 2 horas. Tras ese periodo las células
endoteliales tuvieron tiempo suficiente para adherirse al sustrato, y, por el contrario, las
células cromafines, permanecieron flotando en el medio. Este medio enriquecido en
células cromafines se retird y las células se centrifugaron a baja velocidad y fueron
resuspendidas en medio fresco DMEM (5-10 ml).

Estimacion del numero de células. Integridad y pureza del cultivo

La estimacion del numero de células, asi como de su pureza en cromafines se realizd
mediante contaje de las mismas en una camara de Neubauer. Para esta determinacion
solo se contaron las células vivas, es decir, aquellas que excluyeron el colorante Azul
Tripan. Este colorante se prepard a una concentracion del 0.5 % (p/v) en una solucion
tamponada e isosmoética (138 mM NaCl, 48.5 mM KH,PO, pH 7.2) segun Keith y
Elliot (1979). Una alicuota diluida de células cromafines resuspendidas en medio
DMEM se mezcl6 con solucion de colorante. Por otro lado, otra alicuota se diluyé con
el colorante Rojo Neutro que en este cultivo especificamente tifie las células cromafines
de acuerdo a Stuart ef al. (1974) y Role y Perlman (1980). Segiin estos autores, el
colorante se comporta como una base débil y se acumula preferentemente en ¢l entorno
acidico de los granulos cromafines. El colorante se prepard en condiciones isosmoticas
a una concentracion de 0.3 mg/ml en NaCl al 0.9 % (p/v).

Ambas mezclas (células en Azul Tripan y células en Rojo Neutro) fueron transferidas a
la camara y se procedio a su contaje. El nimero de células/campo se transformoé en
celulas/ml de acuerdo a la relacién que tiene el cuenta en volumen de la camara:

N° células/ml = N° células contadas x 104 x dilucion

En todas las preparaciones efectuadas para este trabajo de investigacion la viabilidad
estimada, es decir, el porcentaje de células que excluyeron el colorante vital Azul
Tripan, fue superior al 95 %.

En cuanto a la pureza del cultivo, ésta se estimd como el porcentaje de células
cromafines respecto del total. Se considerd célula cromafin aquella que mostré un
intenso color rojo frente al colorante especifico. Este criterio de pureza también se
confirmdé mediante inmunocitoquimica con anticuerpos frente a la enzima tirosina
hidroxilasa, de tal manera que el % de células positivas para tirosina hidroxilasa resulté
equivalente al % de células tefiidas con rojo neutro. Generalmente la pureza del cultivo
fue >95 % en cromafines. Como ya se ha comentado en el capitulo anterior, cuando la
pureza del cultivo fue menor de un 85-90 %, las células fiueron posteriormente
purificadas por sembrado diferencial.
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Mantenimiento en cultivo

Para el mantenimiento en cultivo de las células cromafines, asi como para los procesos
de obtencién y purificacién se mantuvieron condiciones de estricta esterilidad bajo una
campana de flujo laminar vertical. Todo el material utilizado (vidrio o mstrumental del
tipo tijeras, pinzas, mallas de nylon, puntas de pipeta, etc.) se esterilizo en autoclave, El
material de plastico (tubos de centrifuga, pipetas, superficies de cultivo, etc) se
adquirio esterilizado mediante irradiacion. Los medios de cultivo y disoluciones
empleados fueron esterilizados mediante filtracion a través de membranas Acrocap de
0.2 pm de tamaiio de poro empleando una bomba peristaitica Millipore. Para reforzar
las condiciones de esterilidad, los medios de lavado y perfusion se suplementaron con
antibidticos (penicilina 50 Ul/ml y streptomicina 50 pg/ml).

Las células cromafines resuspendidas en medio de DMEM se diluyeron a la densidad
adecuada con medio DMEM conteniendo:

Suero bovino fetal inactivado por calor 10 % (v/v)
Penicilina 100 Ul/ml
Streptomicina 100 pug/mi
Kanamicina 100 pg/mil
Anfotericina 2.5 ng/mi
Citosine arabinofuranosido 10 yM

| Fluorodeoxiuridina (FDU) 10 uM

El suero aporta al medio principalmente factores de adhesion al sustrato necesarios
para una adecuada fijacion al plastico de las placas de cultivo. Aunque muchos grupos
de mvestigacion que trabajan con células cromafines prefieren utilizar suero bovino
fetal no inactivado, en experimentos preliminares las células sembradas con suero
inactivado demostraron una mayor respuesta secretora que células del mismo cultivo
en medio con suero bovino fetal sin inactivar. Por otra parte, los antibidticos
empleados abarcaron un amplio espectro para evitar en lo posible la contaminacion por
bacterias v hongos. No obstante, en determinadas épocas del aflo (principalmente
otofio y primavera), ocasionalmente los cultivos presentaron problemas de
contaminacion por un tipo de levadura sin identificar.

Aunque los cuitivos utilizados fueron practicamente puros en cromafines, una pequefia
contaminacion (<5 %) en células endoteliales puede llegar a convertirse en un
problema debido a que estas células tienen una alta capacidad de multiplicacion. Las
células cromafines, por el contrario, son células de cultivo primario que no sufren
divisiones. Para evitar que con el paso del tiempo en cultivo las células contaminantes
se conviertan en células mayoritarias se afiadieron los antimitéticos FDU y
citosinarabinofurandsido. El empleo del suero inactivado frente a suero normal también
dificulté la proliferacion de células endoteliales debido a la destruccion en el proceso de
inactivacién de factores esenciales para la division de dichas células.
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Las células se sembraron a densidad variable entre 0.5-1x10° cel/ml en placas de
cultivo de diferente formato dependiendo del tipo de experimento a realizar. Debido a
que estas células se adhieren mal al plastico, el proceso de adhesion se facilitd con el
tratamiento con coligeno de las placas de cultivo. El colageno constituye el principal
componente de la matriz extracelular al cual las células se adhieren. El colageno
utilizado fue adquirido de la compaiiia Biochrom y procedia de placenta bovina,
presentandose en una solucion de 0.1 % (p/v) de colageno soluble en acido. El
tratamiento consistié en cubrir los pocillos de las placas de cuitive con 1 ml/ 10 cm? de
area de cultivo con una mezcla colageno-DMEM (1:1). Las placas de cultivo se
incubaron durante ' hora y después se lavaron con DMEM. Inmediatamente después
las células cromafines fueron sembradas.

Las células se mantuvieron en una estufa a 37°C en 95 % aire/ 5 % CO,. En estas
condiciones, las células estuvieron perfectamente adheridas al plastico de las placas
después de 24 horas, Debido a que las células mantenidas durante largo tiempo pueden
sufrir transformaciones que las alejan del fenotipo que muestran en el organo intacto,
preferimos usar las células para la experimentacion no mas alla del 5° dia de cultivo. Ya
que se ha demostrado que el suero contiene factores que pueden afectar sistemas de 2°
mensajeros celulares, el medio de cultivo se cambio 24 horas antes del experimento por
un medio que no contenia suero con objeto de minimizar las posibles influencias del
suero en dichos sistemas.

Mantenimiento en suspension

Aunque para la mayor parte de experimentos efectuades resulté idéneo mantener las
células en cultivo adheridas a superficies de plastico, en otros experimentos se prefirio
mantenerlas en suspension. Con este fin las células se resuspendieron a una densidad de
10%/ml en DMEM conteniendo suero inactivado y antibioticos pero sin antimitéticos, y
se mantuvieron a 4°C hasta el experimento. En esta situacion, sin adhesion a sustrato y
a baja temperatura, los procesos de proliferacion de las células contaminantes se
encuentran totalmente frenados. Las células cromafines asi mantenidas son
perfectamente viables hasta el 2° dia después del aislamiento presentando idénticas
respuestas de secrecion o caicio intracelular que células mantenidas en placas de
cultivo a 37°C.

Figura 2-IIl. (pagina siguiente) Esquema gemeral del proceso de
obtencidn y purificacion de células cromafines bovinas.
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si pureza aceptable

1. Limpieza de grasa y tejido conjuntivo de las glandulas.
2. Canulacién a través de la vena medular central e incisién de pequefios cortes en
la superficie.

3. Perfusién con 200-300m1l de solucion lavado.
4. Perfusién con 200-300ml de solucién lavado+albiimina.
5. Perfusién en circuito cerrado con colagenasa en solucién lavado+albtimina.

6. Raspado de médulas con un bisturi.
7. Filtracién de la suspensién a través de 2 tipos de mallas de nylon.

8. Centrifugacion a baja velocidad.
9. Resuspensidn del sedimento en urografina al 15%5,

10. Centrifugacién en gradiente discontinuo de urografina.

11. Recogida de la banda de cromafines y lavado de la urografina.
12. Resuspension en medio de cultivo.

.

13. Determinacién del n® de células y de su viabilidad y pureza en cromafines.

* st pureza no aceptable
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[ 15 Repetir contaje (Etapa 13).
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« antimitdéticos
SEMBRADO 15. (17) Sembrado sobre placas de
cultivo tratadas con colageno.
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Obtencion de acido ribonucleico total a partir de células cromafines bovinas

Para la obtencion de acido ribonucleico total (RNA total) se siguio el método descrito
por Chomczynski y Sacchi (1987) basado en la extraccion con tampon isotiocianato de
guanidinio (GITC). Este tampon contiene 4 M GITC, 0.5 % (p/v) sarcosil (sal sodica
de »-lauroilsarcosina), 0.7 % (v/v) B-mercaptoetanol, 25 mM citrato sodico pH 7.0.
Un sedimento de aproximadamente 100x10° células se solubilizé con 5 ml de tampon
GITC. En las drasticas condiciones de desnaturalizacion proteica suministradas por
este tampoén, el RNA celular es totalmente estable frente a digestion por ribonucleasas
que pudieran liberarse en el proceso de extraccion. No obstante, el resto del proceso de
obtencion, asi como los ensayos posteriores se realizaron en condiciones libres de
ribonucleasas: material ésteril mediante autoclavado y soluciones preparadas en agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

A continuacion se afiadieron 500 pl de 2 M acetato sddico y 5 ml de fenol saturado de
agua. La solucién se agitd y se afiadié 1 m! de cloroformo. Después de una breve
agitacion aparecio un precipitado de acido desoxirribonucleico (DNA) y proteinas.

La solucion se centrifigé a 5000xg durante 20 min en una centrifiga Heraeus
refrigerada a 4°C. Tras la centrifugacion, la fase acuosa contenia el RNA mientras que
la fase orgamica presentaba los lipidos disueltos. En la interfase se acumuld el
precipitado de DNA y proteinas. La fase acuosa se trasvasé a un tubo limpio y se
afiadi¢ un volumen equivalente de isopropanol. La solucion se agité y se dejo reposar a
-20°C durante 1 hora con objeto de permitir la precipitacion del RNA.

EI RNA precipitado se recuperé con una etapa de centrifugacion y se lavd con 500 pl
de tampon GITC transfiriéndose a tubos Eppendorf a los cuales se afiadio de nuevo un
volumen equivalente de isopropanel para precipitar el RNA a -20°C durante | hora.

La suspension se volvio a centrifugar, al precipitado se afiadio 1 ml de etanol al 80 %
(v/v) y se volvié a centrifugar repitiéndose esta operacion otras 3 veces. Finalmente, el
sedimento se dejo escurrir y se redisolvié con agitacion suave en 30 pi de agua tratada
con DEPC.

Para cuantificar el RNA obtenido, se monitorizo su absorbancia a 260 nm. La
concentracion de RNA total se calculo teniendo en cuenta que un valor de densidad
optica ODzs=1 corresponde a 40 pg/ml de RNA. Para estimar la pureza de la
preparacion se midio también la absorbancia a 280 y a 320 nm. Si el RNA no contiene
proteinas, la ODy¢ debe ser alta, 1a ODyg aproximadamente la mitad que a 260 nm, y
practicamente nula a 320 nm.

El rendimiento del proceso de extraccion fue de aproximadamente 1 ug de RNA por
1x10° células, con una presencia casi nula de proteinas.
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Deteccion del RNA mensajero de NOS I mediante transcripcion reversa acoplada
a reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Para la deteccion de NOS I, 2 pg de RNA total fueron apareados con 40 ng de
oligonucledtidos iniciadores (random primers pd{N)s) y transcritos en modo reverso
con transcriptasa reversa (SuperScript) siguiendo las instrucciones del suministrador.
El DNA complementario generado por TR que codifica para NOS 1 bovina fue
amplificado usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los
oligonucleotidos fueron 5’-GGCAACAGCGGCAATTTG-3" (sentido) y 5°-
TGGACTCAGATCTAAGGCGGTTG-3" (antisentido) correspondientes a  las
posiciones 4221-4238 y 4657-4679 del DNA complementario de la NOS I humana
(Bredt et al., 1991b). La PCR se realizo en 100 pl de tampon de reaccion Taq
polimerasa conteniendo 0.25 mM dNTPs, 50 pmol de oligonucleotidos iniciadores, 2
unidades de DNA polimerasa termoestable aislada de la bacteria termoéfila Thermus
aquaticus y productos de RT. Después de una etapa de desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 5 min, se realizaron 40 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 60°C y 3 min a 72°C
seguido de una etapa final de extension de 10 min a 72°C. Los productos de PCR se
separaron en geles de agarosa de 15 g/litro en tampon Tris borato/EDTA conteniendo
0.5 pg/ml de bromuro de etidio para su visualizacién. Un control positivo del
experimento se realizo empleando RNA de cerebelo de rata.

Estudios inmunocitoquimicos

Los estudios inmunocitoquimicos se efectuaron mediante 2 diferentes técnicas de
deteccion del marcaje especifico dependiendo del tipo de anticuerpo secundario
empleado en el ensayo: 1) deteccion inmunofluorescente si el anticuerpo 2° estaba
ligado a una sonda fluorescente, 6 2} deteccion mediante peroxidasa cuando se us6é un
anticuerpo 2° biotinilado.

Para los estudios inmunocitoquimicos las células cromafines bovinas se sembraron en
pocillos de camaras portaobjetos de vidrio para cultivos (Microslides Chambers de
Nunc) a una densidad de 3x106/10 cm? de superficie/ 4 ml de medio de cultivo. Una
vez que las células estuvieron bien adheridas a la superficie de cultivo (1-2 dias), se
fijaron con una mezcla de acetona:metanol (1:1) a 4°C durante 2 minutos. Los
portaobjetos se dejaron secar al aire y se conservaron a -20°C.

Para la deteccion mmunocitoquimica de los diferentes antigenos estudiados en este
trabajo de investigacion, las células se atemperaron al aire y se preincubaron en jarras
de histoquimica durante 2 periodos de 10 min en medio salino tamponado con fosfato
PBS (composicion en la tabla que se incluye).

Para los estudios de inmunofluorescencia, los portaobjetos se preincubaron durante 1
hora con medio PBS + 4 % (p/v) leche deslipidizada en polvo como agente bloqueante.
A continuacion, sobre las monocapas se dibujaron unos anillos con un rotulador
especial para preparaciones histologicas efectuandose las incubaciones con los
anticuerpos en pequefios volumenes sobre las células del interior de esos anillos.
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Usualmente, la incubacién con el anticuerpo primario se efectué a 4°C durante
aproximadamente 15 horas. El exceso de anticuerpo s¢ lavé dos veces con PBS + 4 %
leche deslipidizada en polvo durante 10 minutos. La incubacién con los anticuerpos
secundarios ligados a sondas fluorescentes de rodamina o fluoresceina se efectud
durante 1 hora y media a 4°C. El exceso de anticuerpo 2° se lavo también con 2
lavados de 10 minutos con PBS + 4 % leche deslipidizada en polvo. A continuacion,
las monocapas se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente con el compuesto
fluorescente marcador del DNA 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) a una
concentracion de 1 uM en medio PBS con objeto de visualizar ficilmente los nucleos
celulares.

Composicion del medio PBS

NaCl 8.00 g/l
KCl 0.20 g/l
Na,HPO, 1.44 g/l
KH,PO, 0.24 g/l
pH 7.4

Cuando se realizaron estudios de doble marcaje, éstos se hicieron de forma separada,
de tal manera que primero se realizaron las incubaciones con los anticuerpos 1°y 2° de
un antigeno, y, a continuacién, las correspondientes al 2° antigeno para despueés
finalizar con la incubacién con DAPIL

En los estudios de deteccion por peroxidasa el protocolo fue ligeramente distinto y
consistio en un lavado inicial de 10 min en PBS y, a continuacion, las peroxidasas
endogenas fueron bloqueadas mediante incubacién durante 30 min con una solucion
recientemente preparada de 40 % (v/v) metanol, 0.6 % (v/v) H;O; en medio PBS.
Posteriomente, las biotinas enddgenas fueron también bloqueadas usando el kit avidin
D/biotin blocking siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de un periodo de
incubacion de 10 min en PBS + 4 % leche deslipidizada en polvo, las céhulas se
incubaron durante 30 min en una solucion 1:10 de suero normal de la especie a partir
de la cual se obtuvo el anticuerpo secundario. A continuacion, las monocapas se
incubaron durante aproximadamente 15 horas a 4°C con el anticuerpo primario. El
exceso de anticuerpo se lavo 2 veces con PBS + 4 % leche deslipidizada en poivo
durante 10 min. El paso siguiente fue la incubacion con el anticuerpo secundario
biotinilado y las monocapas se lavaron de nuevo para eliminar el exceso de dicho
anticuerpo secundario. Después las células fueron expuestas al complejo peroxidasa
biotinilada-streptavidina (1:100 en PBS) durante 20 min. La reaccion cromodgena se
desarrollé con 3,3’-diaminobencidina (tabletas de sustrato peroxidasa DAB) y después
las células se lavaron con agua destilada.

Tanto los portaobjetos de inmunofluorescencia como los de deteccion por peroxidasa
fueron montados con gelatina/glicerol y cubiertos con cubreobjetos. Posteriormente,
para el estudio de inmunofluorescencia las células se visualizaron con un microscopio
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invertido Nikon Diaphot-TMD usando como fuente una ldmpara de mercurio también
de Nikon. Los portaobjetos para el estudio con peroxidasa se visualizaron en contraste
de fase. Las fotografias se realizaron con una camara Nikon HFX-DX.

Para los controles negativos de estos experimentos se siguié idéntico protocolo
excepto que la incubacion con anticuerpo primario se efectud con un suero normal (6
un anticuerpo IgG no antigénico) del mismo huésped y a la misma concentracion de
inmunoglobulina reactiva que el anticuerpo especifico que se usé para los
experimentos. Estos controles negativos dieron cuenta del marcaje inespecifico de los
sistemas de deteccion,

Determinacion de los niveles intracelulares de nucleétidos ciclicos GMPc y AMPc

Los niveles intracelulares de nucledtidos ciclicos se determinaron mediante sendos
radioinmunoensayos basados en la competicién entre el GMPc/AMPc procedente de
extractos desproteinizados de células cromafimes y una cantidad fija de [H]}-
GMPc/AMPc en su unidn a una proteina que reconoce especificamente cada uno de los
nucledtidos. Para el GMPc, esta proteina es un anticuerpo generado en conejos frente
al antigeno GMPc ligado a albimina. En el caso del AMPc, esta proteina es la
subunidad rteguladora de la proteina quinasa A extraida de musculo bovino.
Transcurrido un periodo de incubacion en el que se alcanza el equilibrio, mediante
técnicas sencillas es posible separar el nucledtido libre del que estd especificamente
ligado a la proteina. Cuanto mayor cantidad de radiactividad permanezca unida a la
proteina, significara que en el extracto de partida habia menos nucleétido que compite.
Comparando con una serie de tubos en los que se afiadié cantidades conocidas de
GMPc 0 AMPc patron se puede conocer con exactitud la cantidad de nucledtido
ciclico en el extracto celular (Harper y Brooker, 1975).

Para esta determinacion, las células cromafines se sembraron en multiplacas de 24
pocillos a una densidad de 10%cel/pocillo en 1 ml de medio de cultivo. 24 horas antes
del experimento se cambio el medio a las células por uno sin suero. El dia del
experimento, se les retird el medio DMEM vy se lavaron los pocillos 1 vez con 500 pl
de solucion de Locke:

Soluciéon de Locke

NaCl 140.0 mM
KCl 4.4 mM
CaCl; 2.5 mM
MgSO, 1.2 mM
KH,PO, 1.2 mM
NaH003 4.0 mM
Glucosa 5.6 mM
HEPES 10.0 mM
pH 7.4
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A continuacién se preincubaron durante 30 minutos con el mismo medio. Dependiendo
del experimento particular, este medio de preincubacion contenia diferentes agentes
cuyo efecto se queria estudiar. En algunas ocasiones, en la preincubacion y también
durante el periodo de estimulacién, al medio se afiadié 3-isobutil-1-metilxantina
(IBMX) a una concentracion final de 0.5 mM con objeto de inhibir las fosfodiesterasas
y de esta manera aumentar la sensibilidad del ensayo. Durante- el periodo de
estimulacién las células se incubaron con los agentes cuyo efecto sobre los niveles
intracelulares de GMPc/AMPc se queria evaluar. Para terminar el periodo de
estimulacion se aspird el sobrenadante, se afiadieron a cada pocillo 300 pl de una
solucion de icido tricloroacético (TCA) al 6 % (p/v) y las células se rasparon. Esta
solucién acida precipita las proteinas y tras una centrifigacién en Microfuga, el
sobrenadante constituye el extracto desproteinizado. Para evitar la precipitacion de la
proteina de unién a GMPc/AMPc, estos extractos acidos se neutralizaron aiiadiendo
gota a gota una solucién de 3 M KOH, 1.5 M trietanolamina hidrocloruro (TEA) hasta
que la mezcla alcanzo el pH neutro segun papel indicador.

Ambos radioinmunoensayos ( GMPc/AMPc) se realizaron en un volumen final de 200
ul, que contenia los siguientes volimenes de las diferentes soluciones (en pl):

RIA-GMP¢ | [PHl-GMP¢ | Tampén | Patréon | Extracto | Blanco | Anticuerpo
No GMPc 50 1060 - - - 50
Patrones 50 - 100 - - 50
Blanco 50 - - - 100 50
Extracto 50 - | - 100 ; 50
RIA-AMPc | [3H]-AMPc¢ | Tampon | Patron | Extracto Proteina de union
No AMPc¢ 50 50 - - 100
Patrones 50 - 50 - 100

Blanco 50 150 - - -

Extracto 50 - - 50 100

El blanco de los ensayos consistio, para el GMPc, en un tubo que en lugar de extracto
contenia una proteina que desplazaba completamente al GMPc del anticuerpo. En el
caso del AMPc, al tubo blanco no se le afiadio proteina de union. Una vez alcanzado el
equilibrio, para separar el nucleotido ligado a proteina del que se encuentra libre, para
¢l ensayo de GMPc se precipito €l anticuerpo con una solucién de SO,(NH,), al 60 %
(p/v). Tras una centrifugacion en Microfuga el precipitado contiene el [PH]-GMPc
ligado al anticuerpo. Para el AMPc, a cada tubo se afiadieron 100 pl de una suspension
de carbon activo (charcoal). Esta suspension solo es capaz de unir el nucleodtido libre,
por tanto, tras una centrifugacion en Microfuga, la radiactividad en el sobrenadante
refleja el valor del [PH]-AMPc ligado a la proteina de unién. La radiactividad se
determind en cuentas por minuto (cpm) con un contador de centelleo liquido.
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El GMPc/AMPc contenido en los extractos se determind por interpolacion en rectas
construidas tras linealizacion de curvas de calibrado obtenidas con los tubos "No
GMPc/No AMPc" y los de los patrones (conteniendo de 0.5-8 pmol de GMPc¢ 6 1-16
pmol de AMPc/tubo). En estas rectas sc representan pmo! de nucledtido ciclico/tubo
frente a Co/Cx siendo Co la radiactividad en cpm unida al anticuerpo o a la proteina de
unién en ausencia de GMP¢ 6 AMPc no marcado y Cx, el valor de radiactividad unida
al anticuerpo para cada extracto problema.

12 - RIA-GMPc RIA~AMPc

— 0- . ; - .

0 2 4 6 8 0 4 8 12 16
GMPc [pmol/tubo) AMPc |pmoi/tubo)

0“ T

.

Figura 3-1II. Calibracién de las medidas de nucleétidos ciclicos. Ejemplos de rectas
de calibrado para los ensayos de nucledtidos ciclicos GMPec y AMPc mediante
radiommunoensayo.

Tanto la preparacion de los extractos celulares como la incubacion con el anticuerpo o
la proteina de union se realizaron a 4°C en hielo para evitar tanto la degradacion del
nucleotido ciclico como Ia desnaturalizaciéon térmica de ambas proteinas. Ademas el
tampon en el que se llevo a cabo el radioinmunoensayo contenia EDTA como quelante
de cationes divalentes Ca?* y Mg?* que son esenciales para la actividad de
fosfodiesterasas residuales que pudieran haber resistido el proceso de extraccion.

Ambos ensayos, tal como se realizaron, presentaron una alta especificidad para los
nucleétidos ciclicos ademés de una sensibilidad adecuada para las cantidades de dichos
nucleotidos presentes en células cromafines. Aparte, estos métodos presentaron
ventajas con respecto a otros como por ejemplo, determinacidn por HPLC, en términos
de rapidez y capacidad de procesar un nimero muy alto de muestras.

Determinacion de actividad dxido nitrico sintasa

La actividad enzimatica de oxido nitrico sintasa (NOS) se determiné midiendo la
conversion de [*H}-arginina en [3H]-citrulina de acuerdo al método descrito por Bredt
y Snyder (1990) adaptado a céulas intactas.
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Para esta determinacion, las células cromafines se sembraron en multiplacas de 24
pocillos a una densidad de 106cel/pocillo/ml. El dia previo al experimento ¢l medio
DMEM que incluia suero se cambié por uno sin suero. Para el experimento, las células
se lavaron 2 veces con soluciéon de Locke y se preincubaron durante 1 hora a 37°C con
dicha solucién en presencia o ausencia de 1 mM NG-nitro-L-arginina-metil-ester (L-
NAME). Esta molécula es un inhibidor especifico de la actividad NOS. Esto significa
que de la conversién [3H]-arginina a [3H]-citrulina, s6lo aquella que sea sensible a este
inhibidor puede ser considerada procedente de una enzima NOS. En los dltimos 20
minutos de preincubacién se afiadieron a cada pocillo 200 pl de una solucion de 5
uCvml de L-[2,3,4,5-3H]-arginina con objeto de marcar el "pool” intracelular de
arginina. A continuacion las células fueron estimuladas con los agentes cuyo efecto
sobre la actividad NOS se queria estudiar. Tras este periodo de estimulacién, el
sobrenadante de las células se aspiré y los pocillos se lavaron 2 veces con 1 ml de
solucién de Locke conteniendo 1 mM L-citrulina. Una alta concentracién de citrulina
en el medio extracelular hace que el flujo de citrulina sea del exterior al interior de la

célula, por tanto, el propdsito de afiadir

citrulina a esta solucién de lavado fue el

HaN HN de evitar que la citrulina que se formé a

H— N> NH, H— N> o partir de la arginina marcada saliese fuera
de la célula.

Inmediatamente después del lavado se

HyN HoN afiadieron a cada pocillo 300 pl de TCA

) 0 al 6 %. Las células se rasparon y la

HO HO suspension se transfiri6 a tubos que

L-arginina Lecitrulina fueron centrifugados en Microfuga. Los

pl=11.14 pl= 5.92 sobrenadantes se neutralizaron con

solucion KOH/TEA vy alicuotas de 200 pl
Figura 4-II1. Estructuras y puntos fueron mejzclf.a.fia.s con 1 ml de resina de
isoeléctricos de los aminodcidos arginina intercambio i6nico Dowex 50W. Esta
y citrulina. resina se prepar6 en forma sodica
comportandose como un intercambiador
de cationes debido a sus restos de acido sulfénico (R-SO;7). Puesto que la arginina
presenta carga neta positiva al pH en el que se equilibr6 la resina (20 mM HEPES, 5
mM EDTA pH 6.0) y, por el contrario, la citrulina esta préxima a carga neta cero, sélo
la arginina se retuvo en el lecho de la resina.

Para confirmar que la resina utilizada retenia la arginina de manera efectiva, patrones
de arginina, citrulina y mezclas de ambos a los que se les aplico idéntico protocolo que
a los extractos celulares fueron analizados mediante cromatografia en capa fina sobre
soportes de celulosa con una fase movil de butanol:acético:H,O (65:15:20) (v/v/v).
Este tipo de cromatografia combinada con el revelado de las placas con ninhidrina para
visualizar los aminoacidos demostrd que la resina estaba reteniendo toda la arginina,
mientras que [a citrulina no presentd ninguna afinidad por el lecho cromatogréfico.
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El experimento continud con la centrifugacion de la mezcla extracto-resina en
Microfuga para precipitar esta ultima. La radiactividad de una alicuota del
sobrenadante conteniendo solamente citrulina se determiné en un contador de centelleo
liquido. Para normalizar los resultados de pocillo a pocillo, una alicuota de cada
extracto neutralizado que representd la radiactividad total incorporada por las céhulas
también se analizo con el contador. La actividad NOS se expresé como cantidad de
[*H]-citrulina transformada a partir de [3H]-arginina y se asigné un valor de 100 % al
resultado procedente de los pocillos que fueron incubados en estado basal y sm L-
NAME.

Deteccion de la proteina quinasa dependiente de GMPc mediante
inmunotransferencia

La proteina quinasa dependiente de GMPc fue detectada mediante técnicas de
mmunotransferencia empleando un anticuerpo comercial (Calbiochem) generado frente
a un péptido sintético de la region C-terminal de la PKG 1. Esta region se encuentra
tanto en la isoforma Il como en la IB por lo que dicho anticuerpo reconoce
especificamente ambas formas de la enzima (Keilbache? al., 1992).

Para la preparacion de las muestras celulares, 25x10° células se homogeneizaron
mediante sonicacion (Ultrasonic Cell Disructor de Braun Labsonic) en 500 pl de
tampon 150 mM NaCl, 4 mM EDTA, 0.5 mM PMSF tampounado con 20 mM Tris a
pH 7.4. Con objeto de enriquecer el extracto celular en contenido soluble, el
homogenado se centrifugd a 13000xg durante 10 minutos a 4°C, recogiéndose el
sobrenadante. Después de determmar la concentracion de proteinas, tres volimenes de
extracto celular se mezclaron con un volumen de una solucion 4 veces concentrada del
tampon de muestras de electroforesis (concentraciones finales: 10 % (v/v) glicerol, 5 %
{v/v) B-mercaptoetanol, 3 % {p/v} dodecilsulfato sodico (SDS), 0.005 % (p/v) azul de
bromofenol, 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8). Con objeto de desnaturalizar las proteinas, las
muestras se sometieron a 100°C durante 5 minutos en un calentador en multiblogue.

El extracto celular se analiz0 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de dodecilsulfato sodico (Laemmli, 1970). Las muestras proteicas se
aplicaron en pocillos de geles de 10 % (p/v) de acrilamida en un sistema de
electroforesis mini-Protein I (Bio-Rad) y la electroforesis se desarrollo a 4°C en
tampon 0.1 % SDS, 200 mM glicocola, 25 mM Tris pH 8.3, durante 55 minutos a un
voltaje constante de 200 V. Uno de los pocillos del gel se reservod para una mezcla de
patrones proteicos coloreados de peso molecular conocido.

Tras el proceso electroforético, los geles se equilibraron durante 10 minutos en tampon
de transferencia (glicocola 192 mM, metanol 20 % (v/v), Tris 25 mM pH 8.3) y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (equilibrada en el mismo tampon)
durante 2 horas (4°C) a una intensidad de 300 mA empleando el sistema mini-Trans
Blot (Bio-Rad). Finalizada la transferencia, la membrana se incub¢ durante 1 hora a
temperatura ambiente con tampon PBS conteniendo 0.1 % (v/v) Tween-20 y 5 % leche
destipidizada en polvo empleando un agitador orbital. A continuacién se mcubd
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durante aproximadamente 15 horas a 4°C con el anticuerpo primario (anti-PKG Iu y
IB, 1:300) en tampén PBS + Tween-20 + leche. El exceso de anticuerpo se lavé con el
mismo tampén y, a continuacién, se realizo la incubacion con el anticuerpo secundario
ligado a peroxidasa (anti-IgG HRP de conejo, 1:1000). Esta incubacion se llevo a cabo
durante 1 hora a temperatura ambiente en el mismo tampén. El exceso de anticuerpo
secundario se lavo con tampon PBS + Tween-20 y la membrana se revelé mediante
ECL (Enhanced Chemiluminiscence Western blotting) siguiendo las instrucciones del
suministrador (Amersham).

Como controles positivos del experimento se utilizaron extractos citosolicos de
cerebelo de rata y preparaciones de PKG lo (Calbiochem).

La densidad de marcaje inmunorreactivo se analizo con un Densitometro Molecular
Dynamics empleando el programa ImageQuant.

Determinacion de actividad de proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG)

2 diferentes tipos de ensayo se utilizaron para determinar actividades enzimaticas de
proteina quinasa dependiente de GMPc, ambos basados en la fosforilacion de un
sustrato exogeno en presencia de [y-32P]-ATP. En el primero de los métodos se utiliz6
una preparacion parcialmente purificada de la enzima procedente de la fraccion soluble
de células cromafines. El objeto de este tipo de ensayo fue poner de manifiesto la
presencia de la enzima en estos extractos solubles. Fl segundo de los métodos se
realizd con extractos solubles sin posterior purificacién procedentes de células que
fueron sometidas a tratamientos especificos y que para la determinacion de PKG se
congelaron rapidamente en N, liquido con objeto de preservar la actividad PKG en el
mismo estado de activacion en el que se encontraba en las células intactas.

Para la purificacion parcial de PKG a partir de células cromafines bovinas se siguio el
procedimiento descrito por Comwell y Lincoln (1989). Células cromafines bovinas
mantenidas en suspension se lavaron por centrifugaciéon 4 veces con 5 ml de una
solucion conteniendo 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl,, 10 mM glucosa, 0.025
% (p/v) albumina de suero bovino, tamponada con 20 mM HEPES a pH 7.4. Tras la
ultima centrifugacion las células se resuspendieron en tampon de homogeneizacion
compuesto de 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 15 mM B-mercaptoetanol, 50 pg/ml
leupeptina, 100 uM fluoruro de fenilmetiisulfonilo (PMSF) tamponado con 20 mM
fosfato potasico a pH 6.8. La homogeneizacion se realizé en un sonicador Ultrasonic
Cell Disructor (Braun Labsonic) ajustado a fuerza 4 durante 5 segundos. El
homogenado se centrifugd a 10000xg durante 30 min a 4°C y se obtuvo una fraccion
soluble y una fraccion particulada. El sedimento se deseché y el sobrenadante se diluyo
10 veces en tampon de homogeneizacion sin NaCl (tampon PEM) y se aplico a una
columna de 2 ml (1x3 cm) de DEAE-celulosa previamente equilibrada en el tampdn. La
columna se lavé con 2.5 volimenes de tampon PEM conteniendo 0.1 mM AMPc con
objeto de eliminar el GMPc unido a la enzima PKG. Después de este tratamiento la
columna se lavo de nuevo con 5 volimenes de tampén PEM. La primera elucion se
realizo con tampon PEM con 50 mM NaCl. Esta solucion elimina practicamente toda
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la PKA de tipo I retenida en la columna y que constituye Ia principal interferencia en el
ensayo de fosforilacion. La 2? elucion se realizé con tampén PEM con 150 mM NaCl
con objeto de eluir la PKG. Las proteinas que eluyeron en esta 2* elucién se
concentraron por centrifugacion en un Centricon-30 a un volumen de 2 ml
Posteriormente, se analizo la concentracion de proteina y estos extractos se utilizaron
después para el ensayo de PKG.

El ensayo de PKG se realizd en un volumen de 100 ul de una solucién de 75 mM
acetato magnésico tamponada con 20 mM Tris-HCl a pH 7.5 conteniendo como dador
de fosfato 30 pM [y-32P]-ATP (200-300 cpm/pmol) y como aceptor en la reaccion
catalizada por la enzima PKG, 10 pg de Histona F,,. El efecto de diferentes agentes
sobre la actividad de PKG se estudio en presencia y ausencia de 2 pM 8Br-GMPc¢
como activador de la quinasa. Las reacciones de fosforilacion se dispararon con ila
adicion de la enzima semipurificada (20 pg de proteina) y se mcubé durante 5 min a
30°C. La reaccion se termind con la adicion de 2 mi de TCA al 5 % conteniendo 10
mM-H,PO, y 2 mM ATP a 4°C. La mezcla se filtro sobre filtros Whatman GF/C a los
que las proteinas precipitadas se unieron. Estos filtros fueron extensivamente lavados
con 5 ml/filtro de la anterior solucién con objeto de eliminar la marca radiactiva no
asociada a proteinas, después se secaron y su radiactividad fue determinada en un
contador de centelleo liquido.

Para la determinacion de PKG de acuerdo al 2° método se utilizaron también células
mantenidas en suspension. Alicuotas de 5x10¢ de células sometidas a tratamientos
especificos dependiendo del experimento particular, se centrifugaron; el sobrenadante
se aspir0 y el sedimento celular se congeld inmediatamente por imersidn en N,
liquido. Para el ensayo de fosforilacion estos sedimentos se descongelaron por adicion
de una solucién de 200 ul de 1 mM EDTA, 15 mM B-mercaptoetanol, 100 yM PMSF,
10 yM leupeptina tamponada con 10 mM fosfato potisico a pH 68, y se
homogeneizaron por sonicacidn. A continuacion, estos homogenados se centrifagaron
para obtener la fraccion soluble conteniendo la actividad de PKG. Se determino la
cantidad de protema en estos extractos solubles y alicuotas de 30 pl (60-70 ug
proteina) se utilizaron en el ensayo de PKG. Este se realizd en las mismas condiciones
que para ¢l primer método con las excepciones siguientes. Debido a2 que en estos
extractos sin purificar estaba presente la PKA que podia interferir en el ensayo por la
similitud en secuencias de fosforilacion entre PKA y PKG, 1a actividad de guinasa A se
mhibio afiadiendo al medio de reaccion el péptido inhibidor de dicha proteina 1P,
amido 2 50 nM concentracion final. Como sustrato de la PKG se utilizé el
heptapéptido RKRSRAE, mucho mejor sustrato para PKG que para PKA, a una
concentracion de 10 pg/tubo. Para parar la reaccion una alicuota de 50 pl se deposito
sabre porciones cuadradas (2,5 cm x 2,5 cm) de papel Whatman P81 (intercambiador
cationico). Los filtros se lavaron extensivamente con 75 mM acido fosforico (4 veces
con 10 ml/filtro).
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La actividad de quinasa se expresé como pmol de *’P incorporado al sustrato por
minuto, para el primer método; o como porcentaje de actividad comparada con el valor
de unas células incubadas en condiciones basales en el caso del 2° método.

Inmunoprecipitacion de tirosina hidroxilasa

Para estudiar el grado de fosforilacion de la enzima tirosina hidroxilasa (TH,
EC.1.14.16.2) de células cromafines bovinas, se utilizo la técnica de marcaje
metabolico de las proteinas con [32P]-ortofosfato y andlisis por inmunoprecipitacién de
Ia radiactividad asociada a tirosina hidroxilasa mediante electroforesis y posterior
autorradiografia.

Para estos experimentos, las células cromafines se sembraron en multiplacas de 24
pocillos a una densidad de 10¢/pocillo/ml. Los pocillos se lavaron con 1 ml de solucion
de Locke sin fosfato y después se preincubaron con 500 pl de esa misma solucion
durante 1 hora. A continuacion, las células se incubaron durante 1 hora con 0.1
mCi/pocillo de [2P]-ortofosfato en solucion de Locke sin fosfato (volumen final 200
ul). Las preincubaciones especificas para cada experimento particular se efectuaron en
este periodo y consistieron en afiadir el agente a estudiar su efecto en un volumen
concentrado con objeto de no variar apreciablemente el volumen final.

Tras esta incubacion, las células se lavaron 2 veces con 1 ml de solucion de Locke sin
fosfato y se afiadieron después 300 ul de tampén de lisis a 4°C conteniendo detergente
e inhibidores de proteasas y de fosfatasas (ver composicion en la siguiente tabla ).

Tampdn de lisis

Nonidet P40 1 % (viv)
Albumina de suero bovino 1 mg/ml
Tris-HCI 20 mM
pH 7.5

Inhibidores inespecificos

EGTA 4 mM
EDTA 10 mM
Inhibidores de fosfatasas

NaF 50 mM
Na,VO, 1 mM
Inhibidores de proteasas

PMSF 100 pg/ml
Leupeptina 2 pg/ml
Pepstatina 1 pg/ml

Las células se rasparon en el tampon de lisis y se centrifugaron en Microfuga a
10000xg durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se recogio y con objeto de disminuir la
union inespecifica al anticuerpo secundario utilizado para la inmunoprecipitacion, estos
sobrenadantes se incubaron durante 1 hora a 4°C con dicho anticuerpo (anti-IgG de
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raton generado en cabra y ligado a agarosa) a una dilucion de 1:18. Posteriormente
estos extractos se centrifugaron en Microfuga a 200xg durante 1 min para precipitar el
anticuerpo ligado a agarosa y el sobrenadante se recogié para la incubacion con el
anticuerpo primario.

El sobrenadante se separo en alicuotas de 60-100 pl dependiendo del experimento y
dichas alicnotas se llevaron a un volumen final de 200 pl al que se afiadio el anticuerpo
primario {anticuerpo monoclonal frente a tirosina hidroxilasa generado en ratén) a una
diluciéon de 1:100. El control negativo de estos experimentos se realizé afiadiendo a
tubos controles IgG de raton no antigénica a la misma concentracién que la anti-TH
presente en los otros tubos. Esta incubacion se realizo a 4°C durante aproximadamente
15 horas.

Después de ese periodo de incubacion se afiadio anti-IgG de raton generado en cabra y
ligado a agarosa para una dilucion final de 1:18 y se incubé durante 1 hora a 4°C.
Posteriormente los tubos se centrifugaron, el sobrenadante se aspir¢ y el sedimento de
agarosa se lavo 5 veces con 1 ml de tampon de lisis pero sin inhibidores ni aibimina.
Finalmente el sedimento se solubilizo en 30 pl de tampén 10 % (v/v) glicerol, 5 %
(v/v) B-mercaptoetanol, 3 % (p/v) dodecilsulfato sodico {SDS), 0.005 % (p/v} azul de
bromofenol, 62.5 mM Tris-HC] pH 6.8. Con objeto de desnaturalizar las proteinas los
tubos se sometieron a 95°C durante 5 minutos en un calentador en multiblogque v
después se centrifugaron en Microfuga.

Los sobrenadantes fueron analizados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
en presencia de dodecilsulfato sodico (Laemmli, 1970). Las muestras (25 pul) se
aplicaron en pocillos de geles de 10 % (p/v) de acrilamida del sistema de electroforesis
mini-Protein II (Bio-Rad) v la electroforesis se desarrollo a 4°C en tampon 0.1 % SDS,
200 mM glicocola, 25 mM Tris pH 8.3, manteniendo un voltaje constante de 200 V.
Uno de los pocillos del gel se reservé para una mezcla de patrones proteicos
coloreados de peso molecular conocido. La electroforesis se detuvo cuando la banda
azul de bromofenol llego al final del gel. Posteriormente los geles fueron secados en un
secador de geles Bio-Rad modelo 543.

La fosforilacion de los geles se determind mediante autorradiografia directa en
peliculas fotograficas Hyperfilm-Bmax de Amersham expuestas en el interior de casetes
para autorradiografia de Amersham. La exposicion duré entre 4-6 dias después de los
cuales las peliculas fueron reveladas manualmente por inmersiéon durante 5 minutos en
soluciones de revelador y fjador.

En los autorradiogramas procedentes de extractos incubados con anti-TH como
anticuerpo primario fue perfectamente visible una banda marcada (solo higeramente
marcada en aquellos tubos incubados con IgG normal de raton) de peso molecular ~
60kDa, equivalente a! de fa TH purificada (Kumer y Vrana, 1996). La densidad de
marcaje radiactivo se analizé con un Densitémetro Molecular Dynamics empleando el
programa ImageQuant y los resultados se expresaron como porcentaje de fosforilacion
asignandose un valor 100 % a células no estimuladas o preincubadas con agentes.
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Determinacion de secrecion de catecolaminas de células cromafines

Para este tipo de experimentos, las células se sembraron en multiplacas de 24 pocillos a
una densidad de 0.5 6 1x10° cel/pocillo/ml de medio de cultivo.

Para la determinacion de catecolaminas, 2 tipos de técnicas se han empleado: 1)
deteccion fluorométrica y 2) deteccion electroquimica. Aunque ambas técnicas
permiten el analisis diferencial de adrenalina (A) y noradrenalina (NA), las dos aminas
mayoritarias liberadas por células cromafines, se utilizé la deteccion fluorométrica para
analizar las catecolaminas totales (A+NA) y la deteccion electroquimica para el analisis
especifico de cada una de ellas. No obstante, en experimentos puntuales se utilizo la
deteccion electroquimica para determinar fas catecolaminas totales.

Adrenalina y noradrenalina son moléculas con propiedades de O0xido-reduccion que
pueden detectarse gracias a este comportamiento quimico. Las 2 técnicas usadas en
este trabajo de investigacion explotan estas caracteristicas redox.

El método fluorométrico se basa en la oxidacion de las catecolaminas a sus derivados
fluorescentes trihidroxi indélicos (lutinas) (Elworthy, 1986). Esta oxidacion tiene lugar
en presencia de oxidantes como ferricianuro y las catecolaminas llevan rapidamente a
cabo una ciclaciéon dando lugar a las formas adrenocromo. Estas formas adrenocromo
o noradrenocromo, tras el tratamiento con una base fuerte se isomerizan y forman 1-
metil-3,5,6-trihidroxi indol (adrenolutina) é 3,5,6-trihidroxi indol (noradrenolutina),
respectivamente.

HO OH
Dj CATECOLAMINAS
HO ll\l
l -4H

R
o .
FORMAS Figura 5-1II. Esquema de Ia
ADRENOCROMO Teaccion de formacion de Jos
o N derivados trihidroxi indol. (R=H,

l noradrenalina; R=CH,, adrenalina).
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Las lutinas fluorescentes son compuestos muy inestables que rapidamente podrian
oxidarse dando lugar a derivados no fluorescentes. La adicion de acido ascorbico junto
con la base fuerte estabiliza la fluorescencia alargando la vida de las lutinas
fluorescentes. El protocolo experimental a describir tiene en cuenta estas caracteristicas
reactivas.

Para este experimento, las células se lavaron 2 veces con solucion de Locke y se
preincubaron durante 30 min en esa misma solucion. Dependiendo del experimento
particular las células fueron preincubadas con determinados agentes previo al periodo
de estimulacion. La estimulacion se realizé en un volumen final de 200 pl de solucion
de Locke conteniendo el compuesto a estudiar su efecto sobre la secrecion. Tras el
periodo de estimulacién el medio extracelular conteniendo las catecolaminas liberadas
se transfirio a tubos Eppendorf preenfriados a 4°C y sobre las células se aiiadieron 300
ul de 10 % (v/v) acido acético. Las células se rasparon en esa solucidn y se
centrifugaron en Microfuga obteniéndose un sobrenadante que contenia las
catecolaminas no liberadas por las células. Las medidas se realizaron en cubetas para
fluorescencia que contenian 100 pl de medio extracelular 6 10 pl del sobrenadante
procedente de las catecolaminas no liberadas (en este caso se igualo a un volumen de
100 pl con solucion de Locke). A las cubetas se afladieron 50 pl de tampon fosfato (6
uM CuSO,, 0.2 M NaH,PO, pH 7.0). La oxidacion se disparo aiiadiendo 50 pl de
oxidante 2 mM K,Fe(CN), vy la reaccion se detuvo a los 5 minutos exactos con 500 ul
de una solucion conteniendo 1 N KOH y 8 mg/ml ascorbato. Las cubetas se dejaron
reposar al menos 5 min y se midié la fluorescencia de las mismas excitando a una
longitud de onda de 410 nm, registrandose la emision a 520 nm.
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Figura 6-III. Ejemple de recta de calibrade para Ia
determinacién de catecolaminas mediante el método
fluorométrico.
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Para conocer la cantidad de catecolaminas presentes tanto en el medio extracelular
como la que permanecié en el interior de las células tras el periodo de estimulacion, las
medidas obtenidas se compararon con valores obtenidos para una serie de cubetas con
cantidades crecientes de adrenalina patrén a las que se sometié a idéntico protocolo
que a las muestras celulares. Para este fin se construyo una recta de calibrado de rango
0.5-5 nmol de adrenalina. Como puede verse en el ejemplo de recta patron, dentro de
ese rango se cumplio una perfecta lnealidad y las catecolaminas en las muestras se
determinaron por interpolacion en dicha recta.

Como se ha comentado anteriormente, este método también permite el andlisis de
mezclas de adrenalina y noradrenalina. Esto es posible ya que ambas moléculas se
oxidan en diferentes rangos de pH dando compuestos fluorescentes con ligeramente
diferentes espectros de emision. En las condiciones en que se usé en este trabajo de
investigacion, esta técnica permite la medida preferencial de adrenalina. Este hecho se
escogi6 asi debido a que la amina mayoritaria en células cromafines bovinas es la
adrenalina. Sin embargo, cuando se quisieron analizar de manera especifica cada una de
las catecolaminas, se usé el 2° método: cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
acoplada a deteccion electroquimica.

Para las medidas realizadas mediante este segundo método, el protocolo experimental
hasta el periodo de estimulacion de las células fue el mismo que para el método
fluorimétrico. El resto del experimento consisti6 en mezclar una alicuota del medio
extracelular conteniendo las catecolaminas secretadas con una solucion acidica de
perclorico/metabisulfito/EDTA para dar una concentracion final de 0.2 N HCIO,, 0.5
mM metabisulfito sodico y 0.45 mM EDTA. Asi mismo, las células se rasparon en 300
ul de esa misma solucion. A diferencia del método fluorométrico en el que las
determinaciones debieron hacerse inmediatamente después de la obtencion de las
muestras celulares con objeto de evitar la oxidacion espontanea de las aminas, las
muestras en solucion acida de perclorico/metabisulfito/EDTA son estables bastante
tiempo. Posteriormente, tanto las muestras procedentes del medio extracelular como
las de los pocillos, se centrifugaron y los sobrenadantes fueron diluidos teniendo en
cuenta la sensibilidad del detector electroquimico con la misma solucion acida
conteniendo 3,4-dihidroxibenzilamina (DHBA) como estindar interno (usualmente
dilucion 1:2 para las catecolaminas secretadas y 1:20 para las catecolaminas totales).

Estas muestras (10 plinyeccidn) fueron posteriormente analizadas por HPLC en fase
reversa en un sistema alimentado por una bomba Spectra Physics SP 8800 trabajando
en modo isocratico con una fase movil de 25 mM acido citrico, 25 mM Na,HPO,, 3
uM EDTA, 0.12 mM icido octanosulfonice, pH 3.4 ajustado con fosforico; a una
velocidad de flujo de 1.2 ml/min. La fase estacionaria fue una columma LC-18-DB (15
cm x 4,6 mm, 5-um) de Supelco, especialmente preparada para separar compuestos
organicos basicos. El efluente de la columma se monitorizé por oxidacion sobre um
anodo de grafito de un detector electroquimico Metrohm 641 VA ajustado a un
potencial de +0.8 V y a una sensibilidad de 50 nA. La oxidacion de las catecolaminas
genero una corriente medible y proporcional a la concentracion de las mismas. La seiial
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se envié a un integrador modelo Chromjet de Spectra Physics que analizo los picos
como unidades de area. Un ejemplo de cromatograma se muestra en la siguiente figura
junto con las estructuras de las 3 aminas.

A
HO CH,NH,
DHBA
DHBA
HO 3,4-dihidroxibenzilamina
NA f
HO CHOH-CH,-NH-R
l LJ k R:H, Noradrenalina

HO
R:CH,, Adrenalina

-

Tiempo de Retencién (3 min/division)

Figura 7-IIl. Analisis diferencial de catecolaminas por HPLC acoplada a
deteccién electroquimica. Ejemplo de cromatograma procedente de células
cromafines mostrando los picos de adrenalina y noradrenalina junto con el
estandar interno dihidroxibenzilamina. Las estructuras de las 3 aminas también se
muestran.

Las unidades de area de los picos de A y NA se transformaron en ng comparando con
las unidades de area del estandar interno de DHBA asumiendo gue los 3 compuestos
(A, NA y DHBA) producen corrientes equivalentes /ng de amina.

En experimentos puntuales la suma de A+NA se analiz0 mediante deteccion
electroquimica. En este caso, los sobrenadantes obtenidos después del periodo de
estimulacion se analizaron con un sistema similar al descrito anteriormente pero en
ausencia de columna de separacion. Por tanto, la corriente generada en el electrodo
procedia de la mezcla A+NA. Esta corriente se transformo en nmol de catecolaminas
por comparacion con inyecciones de adrenalina patron.

La secrecion de catecolaminas (tanto para A, NA 6 la suma de ambas) se expresé
como porcentaje de catecolaminas liberadas respecto del total de las mismas,
considerandose el total la suma de las liberadas al medio y las que permanecieron en las
células. Esta forma de expresar los resultados permitié la normalizacién de cultivo a
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cultivo ya que, mientras la cantidad de catecolaminas presentes en las células presento
una cierta variabilidad, no ocurrié lo mismo con el porcentaje de secrecién con un
estimulo y un tiempo determinados (ver capitulo Resultados).

Determinaciéon de la concentracion de calcio citosélico

La determinacién de la concentracion de calcio libre citosdlico [Ca?*]i se realizo
empleando Fura-2 como indicador fluorescente (Grynkiewicz ef al., 1985; Castro ef
al., 1992).

Este indicador fluorescente pertenece a una familia de compuestos cuya estructura
tiene como base la molécula de EGTA a la cual se han afiadido diferentes grupos
croméforos. La intensidad de fluorescencia del Fura-2 aumenta a medida que el
compuesto liga Ca?* al mismo tiempo que el espectro de excitacion se desplaza al azul,
cambiando la longitud de onda del maximo de~ 370 nm a unos 340 nm.

Emision =510 nm

43.5 uM Ca?* libre
~

Intensidad de excitacién

T 1
250 300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura 8-III. Espectro de excitacion de Fura-2 en presencia de
diferentes concentraciones de calcio libre. Adaptado de
“Handbook of fluorescent probes and research chemicals” R.P.
Haugland, Molecular Probes, 1992.

Para monitorizar la [Ca?*]i, la sonda debe acumularse en el interior de la célula. Como
se aprecia en su estructura, el Fura-2 esta cargado negativamente lo que impide a la
molécula atravesar la membrana plasmatica. Para solventar este problema, se emplean
derivados éster acetoximetilo del Fura-2 (Fura-2/AM). Estos derivados son
liposolubles y atraviesan facilmente la membrana plasmatica. Una vez en el interior de
la célula, los enlaces éster son hidrolizados por esterasas intracelulares liberando el
Fura-2 activo, que permanece atrapado en el interior debido a sus cargas negativas lo
que facilita su acumulacion intracelular (Tsien, 1981).
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Los experimentos se realizaron con células cromafines mantenidas en suspension a 4°C.
Las células se atemperaron a 37°C y se lavaron 2 veces por centrifugacion a baja
velocidad con solucion de Locke. Posteriormente las células se resuspendieron en el
mismo medio conteniendo 1 mg/ml de albimina de suero bovino y 2.5 pM Fura-2/AM
y se mcubaron en este medio durante 30 min a 37°C. A continuacion las células fueron
lavadas por centrifugacion para eliminar la sonda extracelular e incubadas en solucion
Locke hasta el experimento. Cuando las células se preincubaron con agentes a estudiar
su efecto sobre la [Ca?']i, dichas preincubaciones se realizaron durante este periodo.
En estos casos, células control se preincubaron por el mismo espacio de tiempo con
solucion de Locke. Después se volvieron a lavar por centrifugacion y fueron
resuspendidas en medio fresco (1.5 mi= 10% cel) y transferidas a cubetas para la
determinacion fluorométrica.

coo- -ooc >

r/.-coo— \
L /)N r/,-coo

N °
EGTA N
SN R
FURA-2
\ o

Coo-

Co0-  -poC OC

Figura 9-II1. Estructuras de EGTA y Fura-2.

La fluorescencia celular debida al Fura-2 se analizd de manera continua con un
espectrofluorimetro  Perkin-Elmer LS-50B dotado de agitacion continna vy
termostatizacion a 37°C. La sonda fluorescente se excité a 340 nm y se registro la
emision a 510 nm. El ensayo consisti¢ en registrar durante aproximadamente 1-2 min el
nivel de fluorescencia basal y, a continuacion, aiiadir los diferentes agentes a estudiar
su efecto sobre la [Ca?*]i. Estos agentes se afiadieron a la cubeta mediante jeringas
Hamilton a partir de soluciones al menos 100 veces concentradas con objeto de evitar
variaciones considerables en el volumen de la cubeta. Al término de cada experimento
mdividual, las células se lisaron con 0.4 % {v/v) Triton X-100 a fin de saturar el Fura-2
con el calcio extracelular, obteniéndose la sefial maxima (Fmax), y posteriormente se
afiadié EGTA 7.5 mM en un medio alcalinizado con Tris para quelar el Ca?* y obtener
asi la sefial minima (Fmin).
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Figura 10-II1. Calibracién de la sefial fluorescente de Fura-2 en [Ca®']i.
A) Registro de fluorescencia cruda mostrando las diferentes adiciones
efectuadas. B) El mismo registro que en A después de efectuar la
calibracion.

La concentracion de Ca?* citosdlico fue calculada a partir del valor de fluorescencia (F)
segin la siguiente ecuacidén, asumiendo un valor de constante de disociacion (Kd) para
el complejo Ca?*-Fura-2 de 224 nM: (Grynkiewicz et al., 1985):

[C 2+]1 Kd (F — Fmin)

—('Fma'x—F')—

Determinacion del potencial de membrana

Los cambios en el potencial de membrana se estudiaron con la sonda fluorescente
bisoxonol (Kitayama ez a/., 1990). Aunque ia mayor parte de los estudios del potencial
de membrana se han realizado empleando microelectrodos, el uso de sondas
indicadoras del potencial de membrana es un método eficaz que evita la necesidad de
poner a punto técnicas electrofisiologicas. Ademas, ia eficacia de estas sondas se ha
puesto de manifiesto en preparaciones en las que los microelectrodos no se pueden
emplear, como, por ejemplo, organulos subcelulares o células muy pequeiias.

La sonda bisoxonol es un anidn lipofilico que permea libremente la membrana y cuya
distribucién a ambos lados de la membrana depende del potencial Cuando la
membrana se despolariza permite el paso de una mayor cantidad de sonda a su través.
En el interior de las células la sonda se une a proteinas mtracelulares y aumenta
considerablemente su fluorescencia. Este es un proceso relativamente lento y, por
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tanto, los resultados que se pueden obtener sélo son un reflejo cualitativo de las
variaciones del potencial de membrana.

Para este tipo de experimentos las células se mantuvieron en suspension a 4°C.
Después se atemperaron a 37°C y se lavaron 2 veces por centrifugacion. A
continuacion fueron preincubadas en solucion de Locke en presencia o ausencia de los
diferentes agentes a estudiar su efecto sobre el potencial de membrana. Posteriormente
se resuspendieron en medio fresco (1.5 ml= 2x106 cel) y fueron transferidas a cubetas
para la determinacidon fluorométrica.

Como en el ensayo de Fura-2 la fluorescencia se registrd6 de manera continua en un
espectrofluorimetro Perkin-Elmer dotado de agitacion y termostatizacion a 37°C. Las
longitudes de onda de excitacion y de emision fueron 485 nm y 515 nm,
respectivamente. El ensayo consistio en registrar durante aproximadamente 1-2 min la
autofluorescencia de las células. A comtinuacion se afiadio la sonda bisoxonol para
obtener una concentracion final de 200 nM. La adicion de la sonda produjo un
incremento considerable de la fluorescencia que requirié unos 3-5 min para mantenerse
estable. Una vez estabilizado se afiadieron los diferentes agentes.

Aunque es posible calibrar la sefial fluorescente en unidades de voltaje afiadiendo a las
células diferentes concentraciones de KCl y calculando el potencial de acuerdo a la
ecuacidn de Nermnst, los resultados que se muestran en este trabajo de investigacion se
expresaron como valores de fluorescencia normalizados (F/Fo) que son muy ftiles en
términos de comparacion entre diferentes registros. Para esta normalizacion, el registro
completo se divide por el valor de fluorescencia previo a la adicion del agente
despolarizante.

- A B - 1.3
300 -

- g 4 - 1.2
2 KCl 50mM
-2 200 -
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Figura 11-I1. Determinacién del potencial de membrana. A) Registro
de fluorescencia cruda que muestra las adiciones de la sonda y del
despolarizante. B) El mismo registro que en A despues de la
normalizacion,
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Analisis de datos

Los resultados presentados en este trabajo de investigacion corresponden a un minimo
de tres experimentos realizados en duplicado o triplicado y obtenidos a partir de, al
menos, dos preparaciones distintas de células. Los valores indicados en el texto o
presentados en los graficos representan el valor medio + la desviacion estandar de la
muestra de valores experimentales.

Las calibraciones de los experimentos de Fura-2 y las normalizaciones del potencial de
membrana se realizaron con el programa Grafical disefiado por el Dr. Enrigue Castro.

Las comparaciones entre pares de valores medios se realizaron por medio de una
prueba ¢ de Student. Las curvas concentracion-respuesta para obtener valores de EC,,
6 IC,, se ajustaron a un modelo sigmoidal de la forma logaritmo de la concentracion
frente a la respuesta. Cuando se estudio en detalle la caida exponencial de la [Ca?*]i
hasta el nivel basal después de un pico, esta recuperacion se ajust0 a una ecuacion
monoexponencial de 1° orden y los valores de ty; se calcularon a partir de esta
ecuacion. Tanto para estos ajustes como para la propia realizacion de los graficos
presentados en este trabajo se utilizo el programa Figure Processor que emplea el
ajustador de ecuaciones Parameter Fitter (Biosoft).






IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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1. LAS CELULAS CROMAFINES BOVINAS EN CULTIVO: UN MODELO
NEUROSECRETOR

El proceso de obtencion y purificacion

Exceptuando la zona de la vena medular central y sus vasos tributarios asociados, los
cuales contienen células musculares lisas y otros elementos de tejido conectivo; la
médula adrenal esta formada por un parénquima endocrino que contiene las células
cromafines v un estroma caracterizado por una red capilar formada casi exclusivamente
por tejido endotelial fenestrado. La mitad de la poblacion celular de la médula adrenal
esta constituida segin estimaciones por células no cromafines. Entre éstas estan las
células ganglionares, fibras nerviosas, fibroblastos y células endoteliales, siendo estas
ultimas el tipo celular no cromafin mayoritario (Kobayashi y Coupland, 1993). Por esta
razém, cualquier proceso de obtencion y purificacion de células cromafines tiene que
tener en cuenta estas consideraciones.

Las caracteristicas del proceso de obtencion y purificacion utilizado en este trabajo de
investigacion tienen como objeto obtener preparaciones de células cromafines con una
alta pureza y, al mismo tiempo, con un rendimiento Optimo.

En primer Iugar, la perfusion de las glandulas en sentido retrogrado permite que la
accion primaria de la colagenasa utilizada para digerir el tejido tenga lugar en la
médula. Manejando con cuidado el tiempo de perfusion con dicha enzima es posible
conseguir la digestion parcial de la médula (que pasa a ser una papilla viscosa) y dejar
completamente intacta la corteza. Este hecho resulta clave para asegurar un cultive
libre de células corticales. Con los lotes de colagenasa usados el tiempo optimo fue
aproximadamente de 1 hora.

En segundo lugar v debido a que sélo la mitad de las células obtenidas a partir de la
médula digerida son cromafines, es esencial la eleccion de un método de purificacion
adecuado. Aunque muchos investigadores que trabajan con células cromafines bovinas
prefieren usar un gradiente de Percoll en la etapa de purificacion, para la realizacion de
este trabajo se ha usado un gradiente de urografina. En repetidos experimentos este
tipo de gradiente se ha mostrado mucho mas eficaz para la purificacion de las células.
Este gradiente presenta la ventaja adicional de que la franja del gradiente que contiene
las células cromafines es mucho mas nitida que en el gradiente de Percoll, y ademas, a
diferencia de éste, esta practicamente libre de fragmentos subcelulares y agregados de
colageno. Puede considerarse, por tanto, un método mas limpio.
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LAMINA I

Figura 1-IV, Cultivo de células cromafines bovinas. Micrografias
realizadas bajo contraste de fases de celulas procedentes del mismo
cultivo antes (A) y despues (B) de incubacion con el colorante rojo
neutro. La magnificacion es de unas 200 veces. En B las escasas
cétulas no tefiidas representan células endoteliales.

Figura 2-IV. Células cromafines adrenérgicas y noradrenérgicas.
Estudios de inmunofluorescencia de doble marcaje de TH y PNMT
en un cultivo de células cromafines bovinas fijadas en
acetona/metanol (ver Métodos). A) Células en contraste de fases son
indistinguibles en términos de la amina que contienen. B) Las células
positivas frente a anti-TH son catecolaminérgicas. (C) TH- y PNMT-
positivas son adrenérgicas mientras que aquelias positivas frente a
TH pero negativas frente a PNMT son noradrenérgicas (la flecha
indica la posicion de una de ellas). La magnificacion es de unas 300
veces. La fluorescencia en B y C se muestra en forma invertida. En A
es posible ver “células” no marcadas con TH, éstas pueden
representar o bien células endoteliales, o bien artefactos de la
preparacion/fijacion.



Superior, Figura 1Ay B
Inferior, Figura 2A, B v C.
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En cuanto al rendimiento, con el método empleado se obtuvieron unos 22 + 10
millones de células/glandula (valor minimo 6 y maximo 49, en millones de células) con
una pureza en cromafines >95 % en la inmensa mayoria de los cultivos. La medula de
una glindula adrenal bovina puede contener segun autores aproximadamente 500
millones de células cromafines (Phillips, 1982), lo que supone un rendimiento menor
del 5 %. De ésto se deduce facilmente que el tejido bovino es especialmente indicado
para la obtencién de estas células ya que, a pesar de este bajo rendimiento, es posible
obtener el alto nimero de células que usualmente se requiere para efectuar estudios
bioquimicos.

Composicion del cultivo

La figura 1 muestra células cromafines en cultivo fotografiadas 72 horas después del
sembrado de las mismas. Bajo contraste de fases, estas células presentan ciertas
caracteristicas inequivocas como son su forma redondeada con un halo brillante y su
tendencia a agregarse entre si en grupos de hasta varias decenas de células (Fig. 1A).

Muchos autores han descrito que con el tiempo en cultivo estas células tienden a emitir
prolongaciones en forma de neuritas (Unsicker ef @/, 1980). Debido a que en este
trabajo las células no se usaron mas alla del 5° dia en cuitivo, estas células no presentan
estos signos de diferenciacidn, segin se muestra claramente en las fotografias.

La figura 1B muestra células del mismo cuitivo pero después de una tincidén con el
colorante rojo neutro. Aunque este colorante no es especifico de células cromafines, la
tincién con rojo neutro puede utilizarse como criterio de pureza ya que no tifie las
células contaminantes (endoteliales).

Estudios morfologicos indican que las catecolaminas adrenalina y noradrenalina se
almacenan en distintas células en la médula adrenal (Hillarp y Hokfelt, 1953; Eranko,
1955). La diferencia principal entre células adrenérgicas y noradrenérgicas radica en la
presencia o ausencia de la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa (PNMT),
responsable de la metilacion de la noradrenalina a adrenalina; no obstante, ciertos
estudios apuntan a que existen otras caracteristicas diferenciales entre ambos tipos
celulares (Nuiiez ef al., 1995).

Las células adrenérgicas y noradrenérgicas no pueden distinguirse bajo contraste de
fases, pero si son distinguibles mediante deteccion inmunofluorescente de las enzimas
tirosina hidroxilasa (TH) y PNMT segin se muestra en la figura 2. El marcaje
especifico con anticuerpos frente a TH (Fig. 2B) marca aquelias células que son
cromafines, mientras que el anticuerpo anti-PNMT (Fig. 2C) solamente las que son
adrenérgicas.

Estos estudios de inmmmofluorescencia TH/PNMT permiten una estimacion del
porcentaje de células adrenergicas/noradrenérgicas por contaje de las mismas. Este
porcentaje también puede obtenerse mediante determinacion por HPLC de la cantidad
de adrenalina y noradrenaiina contenida en las células. Como puede apreciarse en la
figura 3, existe una buena correlacion entre los porcentajes de céhulas adrenérgicas (A)
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y noradrenérgicas (NA) estimados mediante inmunocitoquimica y mediante
determinacion por HPLC. Aunque la proporcion de células A/NA presenta variaciones
de cultivo a cultivo, 1a poblacion adrenérgica constituye normalmente alrededor de un
80-85 % de las células.

Figura 3-1v. Células adrenérgicas y

90 - noradrenérgicas en el culivo de cromafines.
Estimacion del porcentaje mediante estudios

75 inmunocitequimicos y por determinaciéon de
catecolaminas per HPLC. El panel Inmuno muestra

= 601 el porcentaje de células adrenérgicas (A) vy
o noradrenérgicas (NA) estimado mediante contaje de
K 45 - las células en estudios immodtoquiﬂms de doble
* 35 marcaje- TH/PNMT segun se-describe- err Fig- 2 El
panel HPLC muestra el contenido porcentual de cada

15 - amina (A: adrenalina v NA: noradrenalina) estimado

mediante separacion por HPLC acoplada a deteccion

_ electroquimica segun se describe en la seccion de
A NA A NA  Meétodos.

Inmuno HPLC

Entre especies existe también una gran diversidad en los niveles relativos de células A y
NA. Asi, por ejemplo, en el cerdo las células adrenérgicas constituyen un 30 % del
total (Kong et al., 1989), en el gato el valor aumenta hasta un 50 % y en la glandula
bovina intacta se ha descrito un valor de aproximadamente un 65 % (Moro ef al.,
1991), que difiere considerablemente del valor obtenido para células en cultivo.
Aunque, como se ha comentado anteriormente, existe una relativa variabilidad de
cultivo a cultivo que podria explicar esta discrepancia; no es descartable que el método
de purificacion utilizado resulte en un enriquecimento del cultivo en células
adrenérgicas.

Actividad fisiolégica de las células cromafines en cultivo

Con objeto de validar el cultivo de células cromafines como modelo neurosecretor es
necesario llevar a cabo un estudio detallado de los parimetros caracteristicos de la
respuesta secretora.

Como parametros representativos de la neurosecrecion se midieron la liberacion de
catecolaminas y también las variaciones en la [Ca*}i y en el potencial de membrana en
respuesta al secretagogo fisiologico acetilcolina (Ach) y al agente despolarizante
cloruro potasico (KCl).

La figura 4 muestra el efecto sobre estos tres parametros de la estimulacion de células
cromafines con Ach, KCl y basal en funcién del tiempo. Ambas moléculas producen
incrementos muy significativos (comparando con células en estado basal) tanto de las
catecolaminas liberadas al medio como de la {C#*]i y del potencial de membrana.
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Estos efectos mediados por Ach y KCI son dependientes de la dosis empleada para
estimular las células segun se muestra en la figura 5. Los valores de EC, para Ach
fueron 30.98 + 2.48 pM para secrecion de catecolaminas, 14.69 + 0.90 uM para el
incremento del calcio citosélico y 7.39 £ 1.20 uM para el potencial de membrana (Fig.
5A). Con KCI como secretagogo los valores estimados a partir de Ia figura 5B fueron
25 mM para secrecion de catecolaminas, 12 mM para calcio y 18 mM para potencial de
membrana.

Seglin se muestra en la figura 4, los tres parmetros presentan diferentes cinéticas que
dependen tanto de la propia respuesta de las células como del método de medida
empleado. Ambos secretagogos producen una despolarizacion que puede detectarse
midiendo la variacion en la fluorescencia de la sonda bisoxonol. No obstante, debido a
la lenta distribucién de la sonda en respuesta a la despolarizacion, la fluorescencia no
refleja fielmente en el tiempo las variaciones en el potencial de membrana,

Como puede apreciarse en estas medidas, Ach produce una respuesta de potencial mas
pequefia que KCL Esto es debido al mecanismo por el cual ambas moléculas inducen la
despolarizacion de las células. Mediante medidas de “patch-clamp™ se ha demostrado
que Ach produce una rapida despolarizacion seguida de una descarga de potenciales de
accion. En una poblacion de células ésto significa que en un momento dado habra
simultaneamente células despolarizadas y polarizadas, es decir, en promedio la
variacién en el potencial de membrana es menor que si todas estuviesen despolarizadas.
Por el contrario, KCI produce una despolarizacién permanente que, por tanto, se
refleja en un valor mayor de fluorescencia procedente de la sonda bisoxonol (Douglas
et al, 1967a; 1967b; Biales et al., 1976).

Las medidas de [Ca?*]i y de catecolaminas liberadas al medio extracelular permiten
obtener una estimacion mas fiel en el tiempo de estos parimetros aunque también
presentan limitaciones técnicas. Asi, durante la respuesta secretora el citosol de las
células no presenta una [Ca?*}i homogénea sino que existen zonas en las que el calcio
citosolico aumenta considerablemente (las zonas proximas a los canales de calcio) y
otras zonas en las que el incremento es menor o no se produce (Burgoyne ef al,
1989a). La determinacion mediante la sonda fura-2, tal y como se ha usado en este
trabajo, no discrimina entre estas zonas y solo permite obtener una [Ca%*]i que es un
promedio de toda la célula. A pesar de estas limitaciones, el estudio del calcio
citosolico mediante fura-2 es una técnica muy utilizada que, bien empleada, ofrece una
estimacion muy veraz de las variaciones de la [Ca?*]i que experimentan las células.
Bajo estas condiciones experimentales la [Ca*']i basal estimada en células cromafines
es de aproximadamente 100 nM. Ach produce una respuesta de calcio en forma de un
pico trausitorio inicial hasta un valor cercano a 1 pM y después la [Ca?*]i disminuye
hasta un valor de meseta. KCl 30 mM presenta el mismo patron de respuesta pero el
pico transitorio es mucho menos agudo vy el valor de meseta al que tiende la [Ca?*]i es
mas alto que cuando se estimula con Ach.
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Figura 4-IV. Respuestas de secrecion de catecolaminas, calcio citosélico y
potencial de membrana a los secretagogos acetileolina y cloruro potisico.
Células cromafines bovinas en cultivo fueron incubadas con acetilcolina 50 pM
(panel A, secrecion, panel B, calcio; panel C, potencial) ¢ KCI 30 mM (D,
secrecion, E, calcio, F, potencial) y se midieron los citados parametros en funcion
del tiempo segun se describe en la seccion Métodos.
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Figura 5-1V. Dosis-dependencia de las respuestas de secrecién de
catecolaminas, calcio citosélico y potencial de membrana a los
secretagogos acetilcolina y cloruro potisico. Células cromafines
bovinas en cuitivo fueron incubadas con diferentes dosis de acetilcolina
(A) o de KCl (B} y los parametros de secrecion de catecolaminas
{circulos), incremento del calcio (cuadrados) y potencial de membrana
(triangulos) se determinaron segun se describe en la seccion Métodos.
Los valores correspondientes a Ach se ajustaron a un modelo sigmoidal
de la forma logaritmo de la concentracion frente a la respuesta con
objeto de determinar los valores de ECsy. Para el KCl, mngun tipo de
ajuste fue empleado y los valores de ECy, del texto se obtuvieron por
interseccion con las lineas que unen los puntos.
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Un millon de células cromafines bovinas en cultivo contienen en promedio 130.65 %
5.68 nmol de catecolaminas. Cuando las células se estimulan con Ach y KCl, estos
secretagogos producen una acumulacion de catecolaminas en el medio extracelular que
sigue upa cinética lineal hasta aproximadamente 2-5 minutos para ir ralentizindose
posteriormente. A los 5 minutos de incubacién con acetilcolina las células liberan al
medio un 5 % de sus catecolaminas totales. Aunque Ach no produce la
despolarizacion sostenida que produce KCl, merece la pena destacar que ambas
moléculas producen similares incrementos en la concentracion de calcio citosolico e
incluso Ach produce mayor secrecion. Tal y como se ha comentado en el capitulo de
Introduccion, este hecho podria indicar que la entrada de calcio inducida por Ach esta
acoplada mas eficientemente al proceso secretor.

Teniendo en cuenta todos estos resultados, para la mayoria de los experimentos
realizados en este trabajo de investigacion se eligieron concentraciones de Ach y KCl
de 50 uM y 30 mM, respectivamente, las cuales pueden ser consideradas condiciones
elevadas de estimulacion. Por otro lado, en algunos experimentos, se usaron como
estimulos mas suaves concentraciones de Ach y KCl de 20 yM y 15 mM,
respectivamente.

En lo que se refiere a secrecion de catecolaminas, se eligié un tiempo de estimulacionp
de dos minutos, va que si bien las catecolaminas acumuladas en el medio extracelular
no alcanzaban su valor maximo, se conseguia minimizar de esta manera las posibles
influencias de otros fendmenos distintos al proceso secretor como la recaptacion de las
catecolaminas, el transporte de vesiculas a la membrana o el posible efecto de los
productos secretados sobre la propia secrecion actuando, segun se ha descrito, a través
de autorreceptores inhibitorios (Doupnik y Pun, 1993).

De igual manera, para cuantificar las medidas de calcio intracelular se midieron las
variaciones en la [Ca?*]i desde el nivel basal hasta el pico transitorio ya que este
incremento en la [Ca?*]i refleja de manera mas precisa la entrada de calcio asociada al
proceso secretor,

Como conclusion, a partir de estos resultados se puede afirmar que las células
cromafines bovinas en cultivo constituyen un buen modelo experimental para estudiar
la posible modulacion del fenomeno de la neurosecrecion por rutas de segundos
mensajeros como el oxido nitrico/GMPc.
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2. PRESENCIA DE LA RUTA NO:GMPc EN CELULAS CROMAFINES
BOVINAS

Caracterizacién inmunocitoquimica de éxido nitrico sintasa (NOS) y guanilato
ciclasa soluble (GCS)

La purificacion de las diferentes isoenzimas de NOS (Bredt ef al., 1990), asi como de
las subunidades de GCS (Guthmann ef al, 1992) ha permitido el desarrollo de
anticuerpos que son de gran utilidad para estudiar la distribucién de las enzimas de la
ruta en los diferentes tejidos.

Las figuras 6 y 7 muestran el resnltado de los estudios inmunocitoquimicos que se han
llevado a cabo para detectar la presencia de estas enzimas en células cromafines
bovinas. Fig. 6A muestra una significativa inmunorreactividad especifica para NOS 1L
Ningun marcaje especifico se observé cuando el anticuerpo frente 2 NOS 1 fue
sustituido por suero preinmune o de animales no inmunizados (Fig. 6B). Segin se
muestra en la figura 7, idéntico resultado se obtuvo con anticuerpos especificos frente a
las subunidades o y B de GCS (Fig. 7A, subunidad «; 7B,.subunidad B; 7C, suero
control). En experimentos llevados a cabo en las mismas condiciones experimentales
empleando anticuerpos especificos frente a NOS II y NOS IH no se detecto la
presencia de ninguna de estas isoformas en células cromafines como indica el hecho de
gque un patron similar se obtuvo cuando las células fueron mcubadas con los
anticuerpos especificos y con suero control (resultados no mostrados).

Alrededor del 90 % de tas células cromafines muestran una marcada
mmunorreactividad NOS 1. De igual manera, ambas subunidades de GCS fueron
detectadas en la practica totalidad de las células.

Colocalizacion de NOS 1y GCS con las enzimas de sintesis de catecolaminas TH
y PNMT

El hecho de que practicamente todas las células cromafines muestren
mmunorreactividad especifica de NOS 1 y GCS parece indicar que esta ruta de 2°
mensajeros esta presente en el tejido cromafin, Para confirmar este resultado y ademas
estudiar una posible localizacién especifica o mayoritaria de NOS Iy GCS en alguna de
las dos poblaciones de células cromafines (adrenérgicas y noradrenérgicas), se hicieron
estudios de inmunofluorescencia de doble marcaje con los siguientes pares de
anticuerpos: TH/NOS 1 (Fig. 8A,B), PNMT/NOS I (8C,D) y TH/GCS (9E,F),
PNMT/GCS (9G.H).

Este estudio revela que las enzimas NOS I y GCS colocalizan mayoritariamente con
TH y PNMT indicando que, primero, ambos antigenos estin mequivocamente
presentes en células cromafines; y segundo, que la ruta NO:GCS mo esta
preferentemente localizada en alguna de las poblaciones de células cromafines bovinas
sino que, por el contrario, existe en ambos tipos celulares.
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LAMINA 1T

Figura 6-1V. Tincién inmunocitoquimica de células cromafines
bovinas en cultive con un anticuerpo biotinilade anti-NOS 1
(A). Cuando el anticuerpo primario fue reemplazado por suero
preinmune de conejo no se observo marcaje especifico (B). La
magnificacion es de unas 400 veces.

Figura 7-IV. Tincién inmunocitoquimica de células cromafines
bovinas en cultivo usando anticnerpos biotinilades especificos
frente a las subunidades o (A) y B (B) de guanilato ciclasa
soluble. En (C) el anticuerpo primario fue sustituido por suero de
conejo no inmuntzado. La magnificacion es de unas 400 veces.
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LAMINA Il

Figura 8-IV. Inmunofluorescencia de doble marcaje de células
cromafines bovinas en cultivo con anticuerpos especificos frente a
NOS I, TH y PNMT. A) Células cromafines marcadas con anti-TH
conjugado a FITC. B) Las mismas células marcadas con un
anticuerpo conjugado a Cy3 frente a NOS 1. Las flechas indican
celulas positivas para TH pero negativas para NOS 1. C) Células
cromafines marcadas con anti-PNMT conjugado a FITC. D) Las
mismas células marcadas con un anticuerpo conjugado a Cy3
especifico frente a NOS 1. Las flechas indican células positivas frente
a NOS 1 pero negativas o ligeramente marcadas frente a PNMT. La
fluorescencia se muestra en forma invertida. La magnificacion es de
unas 300 veces.

Figura 9-IV. Inmunofluorescencia de doble marcaje de células
cromafines bovinas en cultive con anticuerpos especificos frente a
GCS (subunidad B), TH y PNMT. A) Células cromafines marcadas
con anti-TH conjugado a FITC. B) Las mismas células marcadas con
un anticuerpo conjugado a Cy3 frente a GCS. Las flechas indican
células positivas para TH pero negativas para GCS. C} Células
cromafines marcadas con anti-PNMT conjugado a FITC. D) Las
mismas células marcadas con un anticuerpo conjugado a Cy3
especifico frente a GCS. La fluorescencia se muestra en forma
invertida. La magnificacion es 750 veces para C y D, y 300 veces
para Ay B,
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Caracterizaciéon del RNA mensajero de NOS I en células cromafines bovinas

Actualmente, tanto los genes que codifican para las isoformas de NOS como los de
GCS estan clonados y se conoce exactamente su secuencia nucleotidica (Bredt ef al.,
1991b; Koesling ef al., 1988, 1990, Nakane et al., 1988, 1990). Este hecho ha
permitido la aplicacién de técnicas de deteccion de mensajeros especificos en extractos
de tejidos para estudiar la distribucion de estas enzimas en los diferentes tejidos. En
este trabajo se utilizo la técnica de transcripcion reversa acoplada a reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) para detectar el RNA mensajero de NOS I en RNA total
extraido a partir de células cromafines bovinas.
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de bases [—————— ™
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Figura 10-IV. RT-PCR de DNA complementario de células cromafines
bovinas usando oligonucledtidos iniciadores especificos para NOS 1.
RNA total obtenido a partir de células cromafines bovinas y a partir de
cerebelo (control positivo) fue transcrito en modo reverso v el DNA
complementario usado como molde para PCR. El fragmento DNA-NOS 1
(de tamafio 460 pares de bases) fue amplificado a partir de cerebelo de rata
(2) v a partir de células cromafines (3). En ausencia de DNA
complementario, no se observo producto de amplificacion (1). M:
marcadores de peso molecular conocido.

La figura 10 muestra una electroforesis en gel de agarosa de los productos de
amplificacion obtenidos a partir del RNA de células cromafines bovinas y, como
control positivo, de cerebelo de rata. Un fragmento del tamafio esperado para el DNA
de NOS I (460 pares de bases) fue amplificado a partir de cerebelo de rata y de células
cromafines bovinas, indicando este hecho la presencia de NOS I en estas células no
solo a nivel de proteina sino también a nivel de RNA.
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Caracterizacion bioquimica de NOS: Produccidon de 6xido nitrico

Los estudios inmunocitoquimicos realizados ponen de manifiesto la presencia de la
enztima NOS I en células cromafines bovinas, sin embargo, este tipo de estudios no
ofrece ninguna informacion acerca del grado de activacion de la enzima en las células
ni de su regulacion. Este tipo de informacion solo puede obtenerse a partir de estudios
bioquimicos en los que se determine directa o indirectamente Ia actividad enzimatica de
oxido nitrico sintasa.

En la bibliografia se han descrito distintas técnicas para valorar la produccion de oxido
nitrico generado a partir de fuentes biologicas. La mayor parte de estos métodos estan
basados en las propiedades de oxido-reduccion de la molécula y han demostrado su
eficacia en 1a monitorizactén de la produccion de NO a partir de enzimas inducibles, las
cuales producen grandes cantidades de 6xido nitrico. Sin embargo, las mucho mas
modestas cantidades generadas a partir de isoformas constitutivas son mis dificiles de
detectar. El método mas sensible para valorar actividad enzimatica NOS esta basado en
la formacion de L-citrulina a partir del precursor radiactivamente marcado L-arginina
en la reaccion enzimatica catalizada por la NOS (Bredt y Snyder, 1990).

Aunque este método fue inicialmente descrito para valorar actividad NOS en extractos
de células o tejidos, o incluso en preparaciones mas o menos purificadas de la enzima,
la técnica es igualmente aplicable a células intactas. En células funcionalmente activas
la participacion de otras rutas enzimaticas distintas a NOS puede dar cuenta de una
transformacion inespecifica de L-arginina en L-citrulina, como ocurre, por ejemplo, en
células hepaticas y macrofagos a través de la enzima argmasa en el ciclo de la urea, o
inchiso conversion de arginina a otros productos que con la téenica empleada no
pueden ser distinguidos de L-citrulina. Por esta razon, es muy importante conocer de
manera efectiva el porcentaje de L-citrulina realmente producida a partir de una enzima
NOS. Asi, se emplean inhibidores especificos de la enzima NOS con objeto de
discriminar la L-citrulina marcada procedente de NOS de aquella producida por otras
vias,

Para la determinacion de la actividad NOS, las células cromafines se preincubaron con
[3H]}-L-arginina durante 20 minutos para marcar el “pool" intracelular de este
aminoacido. La figura 11 muestra la acumulacion intracelular de [*Hj-L-citrulina a
partir de la [*H]-L-arginina incorporada en las células.

Puesto que las isoformas constitutivas de NOS son Ca?"/calmodulina dependientes, se
estudio el efecto sobre la acumulactén de citrulina marcada del secretagogo
acetilcolina, el cual incrementa considerablemente la [Ca?*]i. Segun se muestra en la
citada figura, existe una clara acumulacion dependiente del tiempo de estimulacion con
Ach. Esta acumulacién alcanza un valor maximo del 150 % del basal entre 2-5
minutos. Cuando el experimento se realizo preincubando las células con 1 mM NO-
nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME), una concentracion suficiente para bloquear la
actividad NOS (ver resultados capitulo siguiente), se observo que la acumulacion de
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citrulina se redujo considerablemente (hasta un 40 % del basal) y el incremento
producido por acetilcolina se aboli6 totalmente.

Estos resultados demuestran mediante una aproximacion bioquimica que las células
cromafines bovinas poseen una actividad enzimatica NOS de tipo constitutivo,
estimulada por Ca?*/calmodulina, resultado que concuerda perfectamente con la
caracterizacion realizada por métodos inmunoliogico y de expresion de RNA. Ademas
estos resultados indican que esta actividad NOS no sélo se activa tras estimulacion de

las células con Ach, sino que también es enzimaticamente activa en condiciones
basales.
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Figura 11-IV. Efecto de Ach 100 uM sobre la acumulacién de [*H]-citrulina a
partir de [’H]-arginina. Las células se preincubaron en presencia (circulos
abiertos) o ausencia (circulos cerrados) de L-NAME 1 mM vy la acumulacion de
citrulina marcada a partir de arginina se determind segiin se describe en Materiales
y Métodos. En condiciones basales (tiempo cero y en ausencia de L-NAME), la
conversién en ["H]-citrulina fue del 3.7 £ 1.5 % de la ['H}-arginina incorporada.
*p< 0.05, **p< 0.01 y ***p< 0.001 indican diferencias significativas cuando se
compara con el basal. +p< 0.01 y ++p< 0.001 indican inhibicion significativa
cuando se compara con los correspondientes valores de tiempo en ausencia de L-

NAME.,

Ya que en este trabajo de investigacion no se determiné la concentracion intracelular
de L-arginina, la acumulacién de L-citrulina no se puede expresar en términos
cuantitativos como cantidad total de L-citrulina producida (y, por tanto,
estequiométricamente de oxido nitrico). Para normalizar, dicha acumulacién se expreso
como porcentaje respecto del basal (tiempo cero).
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Caracterizaciéon bioquimica de GCS: Produccién de GMPc

El principal receptor intracelular del éxido nitrico en la mayoria de los tejidos es la
guanilato ciclasa soluble. Esta enzima es una hemoproteina que aumenta
considerablemente su actividad cuando el NO interacciona con el grupo hemo (Gerzer
et al., 1981), de tal manera que una produccion de NO se correlaciona en la mayor
parte de los casos con un aumento en los niveles intracelulares de GMPec.

Del mismo modo que las medidas de actividad enzimatica de NOS coinciden con los
estudios realizados mediante técnicas inmunocitoquimicas en demostrar la presencia de
una enzima NOS constitutiva, es previsible que la determimacion de los niveles
intracelulares de GMPc también confirme Ia presencia de una guanilato ciclasa soluble
en c€lulas cromafines bovinas.
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Figura 12-IV., Formacién de GMPc¢ estimulada por acetileolina en células
cromafines bovinas. A) Estudio en funcion del tiempo de la produccion de GMPc
estimulada por Ach 50 uM. B) Curva concentracion-respuesta para la produccion de
GMPc inducida por una estimulacion de 1 minuto con Ach. Las células se preincubaron
durante 30 min con 0.5 mM IBMX a 37°C. Después, las células fueron incubadas con
Ach en presencia de IBMX. El GMPc acumulado en las células se determiné mediante
radioinmunocensayo segun se describe en la seccion Métodos.

Segun se muestra en la figura 12A, células cromafines bovinas preincubadas durante 30
minutos con 0.5 mM 3-isobutil- 1-metilxantina (IBMX) contienen 1.840 + 0.107 pmol
GMPc/10¢%cel La citada figura muestra también que Ach incrementa (2.5 veces) de un
modo tiempo-dependiente los niveles intracelulares de GMPc. Este incremento es de
naturaleza transitoria alcanzandose un pico a los dos minutos de estimulacion con Ach,
después de los cuales los niveles retoman lentamente al valor del basal. El efecto de
Ach es dependiente de la dosis, obteniéndose a partir del panel B de la figura 12 un
valor de EC,, de 61.05 + 5.24 pM. Estos resultados mdican que una enzima que
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sintetiza GMPc esta presente en células cromafines. Esta enzima podria corresponder
con una guanilato ciclasa soluble.

Para confirmar de manera efectiva que el incremento en los niveles de GMPc se
produce por un acoplamiento funcional de NOS y GCS, se estudié el efecte del
inhibidor especifico de NOS, L-NAME, sobre la produccién de GMPc estimulada por
Ach.

H;N H,N
¥==NNo, Y==NNO,
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I-NNA LNAME

L-NG-nitroarginina L-NG-nitroarginina metil ester

Figura 13-V, Estructuras de L-NS-nitroarginina (L-NNA) y
L-NG-nitroarginina metil ester(L-NAME).

La figura 14 muestra que la preincubacion con L-NAME inhibe de un modo
dependiente de la dosis el incremento en el GMPc intracelular inducido por Ach. Con
los resultados de la mencionada figura se obtuve un valor de IC;, de 231.86 = 55.95
uM para dicho efecto inhibitorio. Aunque este valor de ICs, es sensiblemente mayor
que el descrito para inhibicion de NOS por este compuesto en otras preparaciones
celulares (Stuehr e al., 1991b), conviene tener en cuenta el mecanismo de inhibicion
de este analogo de L-arginina.

De manera estricta, L-NAME es el derivado ester metilado de L-N%-nitroarginina (L-
NNA), uno de los mas potentes inhibidores de la enzima NOS (estructuras en Figura
13) (Moncada et al., 1991). L-NNA presenta problemas cuando se trabaja en ensayos
celulares ya que permea con dificultad al interior de la célula. L-NAME, por el
contrario, es mas lipofilico, y, lo que es mas importante, en el interior de la célula es
hidrolizado por esterasas a L-NNA, que es el metabolito activo en inhibir NOS
(Southan et al., 1993, Pfeiffer et al., 1996).
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Figura 14-IV. Efecto de la preincubacién con L-NAME sobre
la produccion de GMPc¢ estimulada por acetilcolina. Las céiulas
se preincubaron con diferentes concentraciones de L-NAME en
presencia de 0.5 mM IBMX durante 30 min a 37°C. Después de la

preincubacion se incubaron durante I min con Ach 100 pM en
presencia de IBMX periodo tras el cual el GMPc se determino.
Los valores se presentan como porcentaje de la respuesta de
acetilcolina en ausencia de preincubacién con el analogo de
arginina. El valor de 100 % equivale a un incremento de 2.06 +
0.1 pmol/10°cel sobre el nivel basal.

Puesto que no se conoce el grado de hidrolisis a L-NNA en los diferentes tejidos, es
muy dificil comparar parametros de inhibicién obtenidos con L-NAME en diferentes
preparaciones celulares. Ademas conviene tener en cuenta que la inhibicion es
competitiva frente a L-arginina, por tanto, la concentracion intracelular de este
aminoacido (usualmente entre 100-800 uM en la mayoria de los tejidos) afecta de
manera notable al grado de inhibicién (Férstermann ef al., 1994).

Otra senie de resultades que indican que existe un acoplamiento funcional de NOS y
GCS se muestra en la figura 15, Dicha figura muestra que el incremento en los niveles
de GMPc intracelular estimulado por Ach se inhibe completamente cuando las células
se preincuban con un antagonista de calmodulina, calmidazolium (30 uM CMZ) y con
el imhibidor especifico de guanilato ciclasa soluble, 1H-[1,2,4]Joxadiazolo[4,3-
a|quinoxalin-1-ona (10 pM ODQ).

El histograma de la figura 15 junto con los resultados obtenidos con L-NAME
confirman la presencia de una actividad GCS y ademas indican que el acoplamiento
propuesto entre NOS y GCS existe y es activo en c€lulas cromafines bovinas.
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9 Figura 15-1V. Participacién de calmodulina y

100 - guanilato ciclasa soluble en la sefial de GMPc
© ] mediada por acetilcolina. Las células se
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Ffecto de secretagogos sobre los niveles intracelulares de GMPc

La actividlad NOS de células cromafines bovinas es activada mediante
Ca?*/calmodulina por el incremento de la [Ca?*]i suministrado por Ach. Con objeto de
confirmar que existe un requerimiento absoluto de calcio para la activacion de NOS, vy,
por tanto, de GCS, se estudio el efecto de Ach y de otros compuestos secretagogos
que aumentan la [Ca?*]i mediante mecanismos distintos a Ach. Para estudiar esta
posible correlacion entre el NO/GMPc y la [Ca?']i, las determinaciones de GMPc
intracelular se combinaron con medidas de los incrementos en la [Ca?t]i estimulados
por los siguientes secretagogos: acetilcolina en presencia y ausencia de calcio
extracelular; el agomista nicotinico, 1,1-dimetil-4-fenil piperazinio (DMPPY); el agonista
muscarinico, muscarina; cloruro potasico; el ionoforo de calcio, ionomicina; y el
activador de canales de Na*, veratridina.

Acetilcolina en presencia de calcio extracelular activa receptores colinérgicos
nicotinicos y muscarinicos. Ya que los primeros estan acoplados a entrada de calcio a
través del receptor-canal nicotinico y los ultimos estin acoplados a movilizacion de
calcio del reticulo endoplasmico, en ausencia de calcio en el medio extracelular,
acetilcolina solo actiia a través de receptores muscarinicos. DMPP y muscarina se
usaron para estudiar con mayor profundidad la farmacologia del efecto de Ach, Una
alta concentracion de KCl en el medio extracelular activa directamente los canales de
Ca?* dependientes de voltaje, mientras que veratridina, al activar los canales de Na*,
produce despolarizacion y, por tanto, también activacion de los canales de Ca?*. El
ionoforo de calcio se empled como un medio de incrementar de manera inespecifica la
[Ca?*]i
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Figura 16-IV. Efecto de diferentes secretagogos sobre &8 GMPc intraceinlar y
sobre la concentracion de calcio citosdlico libre. Los estimulos empleados fueron
acetilcolina 100 pM (Ach) en presencia y ausencia de calcio extracelular, el agonista
nicotinico, 1,1-dimetil-4-fenil piperazinio 50 uM (DMPPY); el agonista muscarinico,
muscarina 100 uM (Mus); cloruro potasico 50 mM (KCI); el ionoforo de calcio,
onomicina 10 pM (lonom); vy el activador de canales de Na*, veratridina 30 pM
(Ver). Los mveles de GMPc v la [Ca?*]; se determinaron segin se describe en
Matentales y Metodos. En los resultados de GMPc, *p< 0.001 indica una diferencia
stgnificativa con respecto a la respuesta control, NS significa no significativo.

Como se puede ver en la figura 16, sélo aquellos compuestos que incrementan de una
manera notable la [Ca?**}i son capaces de producir aumentos significativos en los
niveles de GMPc intracelular. Cuando se utilizd muscarina, veratridina o acetilcolina en
ausencia de calcio externo; condiciones experimentales que producen incremento nuio
o muy pequefio de la [Ca®*]i, no se observo variacion en el GMPc mtracelular.

Respecto a la farmacologia de la respuesta colinérgica, es claro a partir de estos
resultados experimentales que la respuesta NO/GMPc de Ach se produce por
activacion de receptores nicotinicos. Aunque se ha descrito que las células cromafines
bovinas poseen ambos tipos de receptores, nicotinicos y muscarinicos (Livett et al.,
1979, Mizobe et al., 1979); en estas condiciones experimentales la sefial de calcio
producida por activacion del componente muscarinico es tan pequeiia (practicamente
nula) que no activa la Ca?/calmodulina y, por tanto, no imicia una respuesta
NOS:GCS.

Por otre lado, puesto que KCl incrementa la [Ca**]i en la misma extension que la
activacion de receptores nicotinicos, resulta obvio el hecho de que también sea capaz
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de incrementar el GMPc mtracelular en tanto en cuanto el mico requisito para la
activacion de esta sefial es el incremento en el calcio citosélico. Este mecanismo es
confirmado de manera mas firme con los resultados obtenidos con veratridinaz e
jonomicina. Veratridina, aunque produce un pequefio incremento en la [Ca?*]i, parece
no ser suficiente para activar NOS:GCS. Por el contrario, ionomicina, capaz de
aumentar grandemente la [Ca?']i, y cuyo efecto es totalmente independiente de
receptores y canales i0nicos, produce un mcremento significativo de GMPc.

Activacion independiente de Ca%* de los niveles de GMPc intracelular: Efecto del
donador de NO, nitroprusiato sédico (SNP), y del péptido natriurético de tipo C
(CNP)

El conjunto de los resultados anteriores demuestra una estrecha correlacion entre la
seilal de calcio intracelular y los niveles de GMPc. Sin embargo, existen otras formas
de activar la ruta del GMPc que no pasan por un incremento en la [Ca?']i. Estos
mecanismos implican una activacion directa de las guanilato ciclasas presentes en las
células cromafines.

La guanilato ciclasa soluble puede activarse por 6xido nitrico que puede provenir de Ia
propia célula o de células vecinas. El NO proveniente de células vecinas puede
producir en las células objeto de estudio incrementos de GMPc que son independientes
de calcio. Para la experimentacion, se pueden usar como fuentes de NO exdgeno
compuestos donadores de NQ (ver seccion Introduccidn). Estas moléculas mimetizan
el efecto del NO producido fisiolégicamente de un modo paracrino a partir de células
vecinas. Por esta razon, constituyen una importante herramienta farmacologica en el
estudio de los efectos del oxido nitrico. Para este estudio se usé el nitroprusiato sédico
([(CN)sFe**INO, abreviado SNP), un complejo nitro-ferroso que es metabolicamente
transformado en los tejidos liberando NO (Bates et al., 1991). Merece la pena destacar
que aunque la cantidad de NO liberado a partir de SNP no se conoce con exactitud
puesto que puede variar en funcion del tejido que se estudia, al menos, de acuerdo a la
bibliografia, se puede decir que el SNP es un donador de NO de baja actividad si se
compara con otros compuestos donadores como espermina-NQO ¢ S-nitroso-N-
acetilpenicilamina (SNAP) (Brunner ef al., 1995). Por tanto, SNP mimetiza de manera
mas fisiologica el NO exdgeno producido a partir de una NOS de tipo constitutivo, la
cual produce modestas cantidades de NO.

Por otro lado, aunque a lo largo de los anteriores capitulos de esta seccion de
Resultados se ha reiterado que las células poseen una actividad guanilato ciclasa
soluble, las células cromafines bovinas podrian tener también una guanilato ciclasa
particulada. Estas isoformas, presentes en la mayoria de los tejidos, tienen dominios
transmembrana con un sitio catalitico de sintesis de GMPc en el lado intracelular, que
aumenta considerablemente su actividad enzimatica cuando determinados péptidos
(péptidos natriuréticos) interaccionan con un sitio de unién en el lado extracehilar
(Chinkers et al., 1989).
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Se ha descrito en células cromafines bovinas la existencia del péptido natriurético de
tipo C. Dicho péptido se acumula en el interior de los granulos de secrecion y se libera
al medio extracelular durante la respuesta secretora (Babinski ef al., 1992). Por esta
razon, en este trabajo de investigacion se estudié la capacidad de este péptido
natriurético para aumentar los niveles de GMPc en las propias células cromafines.
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Figura 17-1V. Efecto de Nitroprusiato sédico (SNP) y Péptido Natriurético de tipo
C (CNP) sobre los niveles de GMPc intracelular. Los paneles (A) y (B) muestran el
efecto tiempo-dependiente de la incubacion de células cromafines bovinas con SNP 100
pM o CNP 100 nM, respectivamente. Las curvas concentracion-respuesta para este
efecto sobre ef GMPc se muestran en los paneles (C) y (D) para SNP y CNP,
respectivamente. Los experimentos se realizaron en células preincubadas con IBMX 0.5
mM durante 30 min.

La figura 17 muestra el efecto de SNP y CNP sobre el GMPc intracelular. Como se
aprecia, ambas moléculas producen grandes incrementos (18 y 9 veces para SNP y
CNP, respectivamente) de caracter tiempo-dependientes en los niveles de GMPc.
Ademas, segim se muestra en la citada figura, el efecto de ambos activadores de
guanilato ciclasas es dependiente de la dosis (EC,, de 18.13 + 2.99 uM para SNP, y
25.63 £ 5.96 nM para CNP, medidos a 15 min).
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Efecto de SNP y CNP en ausencia de IBMX. Evaluacion de un posible efecto
sobre los niveles de AMPc

De acuerdo a los anteriores resultados, SNP y CNP pueden resultar de gran utilidad
para estudiar una postble modulacion por GMPc de la respuesta secretora en células
cromafines bovinas. Sin embargo, las medidas de GMPc se realizaron en presencia del
inhibidor mespecifico de fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos, IBMX, y la
incubacion con este inhibidor puede indirectamente producir incrementos no deseados
en los niveles de AMPc. Por tanto, es muy importante determinar si ambos compuestos
son también capaces de incrementar los niveles de GMPc en ausencia de cualquier
mhibidor de fosfodiesterasas.
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Figura 18-1V. Produccién de GMP¢ inducida por SNP y CNP en
presencia y ausencia de [IBMX. El efecto tiempo-dependiente de SNP
100 uM (A) y CNP 100 nM (B) se estudié sobre la acumulacién de
GMPc en células preincubadas en presencia (circulos cerrados) o
ausencia (circulos abiertos) de IBMX 0.5 mM durante 30 min. Tras el
periodo de incubacion con SNP o CNP, el GMP¢ acumulado en las
células se ensayo segiin se describe en la seccidn Métodos.

Segun se muestra en la figura 18, en ausencia de preincubacion con IBMX, SNP y
CNP también producen incrementos en el GMPc intracelular; aunque, obviamente,

estos incrementos son mucho menores que cuando las células se preincuban con el
mhibidor.
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Por otro lado, se ha descrito en algunos sistemas celulares que incrementos en los
niveles de GMPc se acompafian de variaciones en el AMPc intracelular. Esta accion se
produce a través de fosfodiesterasas de tipo II (estimulada por GMPc) y tipo 1l
(inhibida por GMPc), cuya actividad enzimatica depende de la concentracion
intracelular de GMPc (ver seccion Introduccion) (LeTrong ef al., 1990; Sonnenburg et
al., 1991; Meacci et al., 1991). Para estudiar la posibilidad de que un mecanismo de
este tipo tuviera lugar en células cromafines bovinas, se midieron los niveles de AMPc
después de la incubacion de las células con SNP y CNP. El posible efecto de estos
compuestos se estudio no solo sobre los niveles basales de AMPc sino también sobre
los incrementos de AMPc producidos después de incubacién con forskolina, un
activador de la adenilato ciclasa. Estos resultados se resumen en la tabla 1 (pagma
siguiente). '

Como puede verse, SNP y CNP no producen ningin efecto sobre los niveles de AMPc
tanto en condiciones basales como después de activacion por forskolina.

Los resultados que se muestran en este capitulo son doblemente importantes puesto
que demuestran que, en primer lugar, SNP y CNP producen incrementos significativos
de los niveles intracelulares de GMPc en ausencia del inhibidor de fosfodiesterasas,
IBMX; y segundo, que no modifican en absoluto los niveles de AMPc. Estos
resultados, por tanto, indican que ambos compuestos pueden ser usados en este
modelo experimental en ausencia de IBMX con la seguridad de que cualquier efecto
observado no es atribuible al AMPc sino que debe estar mediado por GMPc.

Estudio comparativo de Ia produccion de GMPc por NO endégeno y exogeno

La guanilato ciclasa soluble de células cromafines bovinas se puede activar por NO
exogeno o por aquel producido endogenamente mediante NOS. La carencia de un
inhibidor especifico de la enzima GCS ha dificultado durante mucho tiempo los
estudios sobre esta proteina. Recientemente, se ha identificado un potente y selectivo
inhibidor de la guanilato ciclasa sensible a NO, 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
ajquinoxaline-1-ona (ODQ) (Garthwaite et al, 1995). Este compuesto se ha
convertido en una herramienta farmacoloégica muy util para investigar la contribucion
de la enzima GCS en efectos mediados por NO:GMPc. No obstante, debido a que
ODQ ha sido recientemente desarrollado y la informacion de que se dispone sobre su
comportamiento inhibidor es atin escasa (Garthwaite ef a/., 1995; Brunner ef al., 1995,
1996; Moro et al., 1996), es necesario llevar a cabo un estudio detallade de la dosis
requerida para inhibir la GCS en el modelo de la célula cromafin bovina.



TABLA1

Efecto de SNP y CNP sobre el AMPc intracelular basal y estimulado por forskolina

Tratamiento AMPc % del basal GMPc % del basal
pmol/10cel pmol/10°cel
Basal 6.820 + 0.330 100 0.976 + 0.050 100
CNP 100 nM 6.790 £ 0.110 99 4.774 +£ 0.358 489
SNP 100 uM 6.811+0.171 99 11.277 £ 0.571 1155
Forskolina 10 uM  10.918 £ 0.673 160 0.988 +0.133 101
CNP + forskolina  11.237+0.789 164 5.089+0.173 521
SNP + forskolina 10.768 £ 0.118 157 10.896 £ 0.250 1116

Células cromafines bovinas preincubadas durante 30 minutos con solucién de Locke en ausencia de
IBMX fueron incubadas otros 30 minutos de acuerdo a los diferentes tratamientos. E1l AMPc
acumulado durante los 30 minutos de incubacion se determiné segiin se describe en Materiales y
Meétodos. A efectos de comparacion, el GMPc acumulado durante el periodo de incubacion también

S€ muestra.
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Figura 19-IV. Efecto de ODQ sobre los niveles de GMPc
intracelular de células cromafines bovinas. Las células se
preincubaron durante 30 mun con diferentes concentraciones de
1H-[1,2,4]oxadiazolo  [4,3-a]quinoxaline-1-cna  (ODQ) en
presencia de IBMX 0.5 mM y los mveles de GMPc intracelular en
condiciones basales (circulos abiertos) o estimulados por SNP 100
uM  (circulos cerrados) determinados segin se describe en
Meétodos.

La figura 19 muestra el efecto de la preincubacion de las células con diferentes dosis de
ODQ (desde 10 nM hasta 100 pM) sobre la produccién de GMPc basal y estimulada
por SNP 100 uM. En la figura se observa un claro efecto inhibitorio de ODQ sobre los
niveles intracelulares de GMPc, obteniéndose a partir de los experimentos con SNP un
valor de IC,; de 0.31 £ 0.09 uM. Para el resto de experimentos en los que se empled
ODQ como inhibidor especifico de GCS, se escogio una concentracion de 10 uM para
blogquear 1a produccién de GMPc a partir de esta enzima.

Utilizando L-NAME 1 mM y ODQ 10 uM para determinar la contribucion de NOS y
GCS, se realizd un estudio comparativo de la produccidn de GMPc mediada por las
diferentes vias a través de las cuales es posible incrementar los niveles del nucledtido
ciclico en células cromafines bovinas. Para este estudio se usaron, en concentraciones
supramaximas (o casi supramaximas), Ach {100 pM), como activador fisiologico de la
ruta endogena; y SNP (100 uM), como fuente de NO exdgeno. Ademas, para evaluar
un posible efecto inespecifico de L-NAME y ODQ), se estudid la produccion de GMPc
mediada por CNP 100 nM en presencia de estos inhibidores. Estos resultados se
muestran en el histograma de la figura 20.
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Figura 20-1V. Comparacion de la produccion de GMPc
estimulada por acetilcolina, SNP y CNP. Efecto de L-NAME
y ODQ. Los niveles de GMPc¢ intracelular en condiciones basales
o tras estimulacion con acetilcolina (Ach), nitroprusiato sodico
(SNP) o péptido natriurético de tipo C (CNP) se determinaron en
células preincubadas con IBMX conteniendo NY-nitro-L-
arginina-metil-ester {(L-NAME, | mM 1 h, barras negras) o 1H-
[1,2,4]oxadiazolo]4,3-alquinoxaline-1-ona (ODQ, 10 uM 30
min, barras grises} o en condiciones control (barras abiertas). Los
asteriscos indican inhibicion significativa (*p< 0.01, **p< 0.001)
de la produccion de GMPc respecto de los correspondientes
controles. Para mayor claridad, el eje y se muestra dividido en
dos tramos.

Varias conclusiones pueden obtenerse a partir de los resultados de la figura 20. En
primer lugar, L-NAME y ODQ disminuyen el contenido de GMPc en cendiciones
basales. Este hecho indica que NOS y GCS contribuyen activamente a los niveles de
GMPc en células en reposo. Por otro lado, como ya se ha mostrado en éste y
anteriores capitulos de esta seccion de Resultados, ODQ fue capaz de mhibir la
produccion de GMPc estimulada por ACh y SNP, confirmando la participacion de la
enzima GCS. Sin embargo, L-NAME soélo pudo inhibir la produccion estimulada por
Ach y no la de SNP, discriminando, por tanto, el NO producido por la enzima NOS
endogena y el generado a partir del donador exégeno. Ademas, como era de esperar,
L-NAME y ODQ se mostraron incapaces de inhibir la produccién de GMPc estimulada
por CNP. Este hecho confirma la especificidad de los inhibidores empleados.
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Otros dos aspectos de la figura 20 resultan interesantes y plantean cuestiones a estudiar
en detalle. Primero, tanto SNP como Ach ejercen su efecto por activacion de la GCS.
Sin embargo, a concentraciones supramaximas, SNP produce un considerablemente
mayor incremento en los niveles de GMPc que Ach. Por otro lado, cuando las células
se preincuban con L-NAME y ODQ, Ach no solo no fue capaz de aumentar el GMPc
sino que los niveles resultan mas bajos que en células en condiciones basales
preincubadas con estos inhibidores (reduccion significativa: p< 0.05).

La diferencia mas notable entre la estimulacion con Ach y aquella con SNP es que la
primera conlleva un incremento en la {Ca?*]i mientras que SNP no produce ningin
efecto sobre el calcio citosdlico (ver méis adelante en esta seccion de Resultados). Se
ha descrito en la bibliografia que en algunos tejidos, entre eltos la glandula adrenal de
rata, la acamulacion de GMPc es atenuada 2 medida que la concentracion de calcio
libre aumenta (Olson ef al., 1976; Palacios et al, 1989). Aunque algunos autores
propusieron que este efecto podria estar mediado pot una inhibicion por Ca?* de la
guanilato ciclasa soluble (Knowles et al., 1989; Garthwaite, 1991; Southam vy
Garthwaite, 1991), se ha demostrado posteriormente que la actividad de esta enzima es
msensible a calcio (Mayer y Bohme, 1989; Mayer et al., 1989,1990). El mecanismo a
través del cual el Ca?* ejerce su efecto es por activacion de una fosfodiesterasa de
nucleotidos ciclicos estimulada por Ca?*/calmodulina (tipo I). Esta actividad enzimatica
presenta caracteristicas muy peculiares, como son, insensibilidad 2 IBMX incluso a
concentraciones de 1 mM (superiores a las que se han usado en este trabajo de
investigacion) y una pronunciada selectividad para GMPc frente a AMPc a
concentraciones de sustrato entre 2 y 10 uM (Mayeref al., 1992).

Aun teniendo en cuenta que ACh pueda producir un menor efecto sobre el GMPc
intracelular debido a que la activacion de GCS es transitoria, mientras que SNP
produce una liberacion continua y prolongada de NO; es muy plausible que una
fosfodiesterasa Ca?*/CaM-dependiente sea la responsable del menor efecto de Ach y
también de la disminucion de los niveles de GMPc que se observa cuando las células
preincubadas con ODQ 6 NAME se estimulan con Ach.

Por todas estas consideraciones, merece la pena estudiar en profundidad la posibitidad
de que en células cromafines bovinas exista una regulacion de la sefial de GMPc a
través de activacion por Ca?*/calmodulina de una fosfodiesterasa de nucledtidos
ciclicos.
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Regulacién por calcio de la seiial de GMPc

Para estudiar esta posible regulacion por Ca?*, las células cromafines se estimularon
con los activadores de guanilato ciclasas, SNP y CNP, en condiciones control o
incubando las células con el ionoforo de calcio, ionomicina.
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Figura 21-IV. Efecto de ionomicina sobre la produccion de GMPc¢ inducida
por SNP y CNP. Las celulas se preincubaron 30 min con [BMX 0.5 mM y
después fueron estimuladas durante diferentes periodos de tiempo con SNP 100
uM (A) o CNP 100 nM (B) en presencia (circulos abiertos) o ausencia (circulos
cerrados) de ionomicina 10 pM. La ionomicina se afiadio simultaneamente con el
estimulo. Cuando el 1onoforo se afiadic durante el periodo de preincubacion, la
inhibicidon fue mayor que cuando se afiadio simultaneamente al estimulo, hasta un
55-60 % comparado con un 30-40 % en las condiciones mostradas en la figura
(resultados no mostrados).

Segim se muestra en la figura 21, en células cromafines bovinas en cuitivo existe
también el mecanismo de regulacion negativa de la sefial d¢ GMPc que previamente se
ha descrito en otros tejidos. Los resultados de esta figura permiten una conclusion
adicional. Si SNP y CNP actian a través de diferentes isoenzimas de GC que no se
regulan por caicio, y si la regulacién por calcio se observa con ambos activadores,
entonces el mecanismo no puede estar mediado por inhibicion de guanilato ciclasa sino
que podria deberse a una mayor hidrolisis de GMPc.
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Figura 22-1V. Papel clave de los iones calcio y de calmodulina en la reduccion
por ionomicina de la producciéon de GMPc estimulada por SNP o CNP. Las
celulas se preincubaron durante 30 min con IBMX 0.5 mM. E! efecto del
antagonista de calmodulina, calmidazolium (CMZ) se estudio afladiendo este
compuesto los Gltimos 10 min de preincubacion con IBMX a una concentracion de
30 uM. Después de la preincubacion las células se estimularon con SNP 100 pM
o CNP 100 nM durante 1 min en presencia o ausencia de ionomicina 10 pM
(Ionom). Los experimentos en ausencia de calcio se realizaron en un medio que
contenia una mezcla de Ca®*/EGTA calculada para dar una concentracion final de
[Ca?']i de ~ 100 nM.

El histograma de la figura 22 ofrece mas datos acerca de la posible participacion de una
fosfodiesterasa estimulada por Ca?*/calmodulina en el fenomeno de regulacion por
calcio de la seiial de GMPc. La figura muestra que cuando la incubacion se realiza con
ionomicina en ausencia de calcio extracelular (con EGTA aiiadido), no se observa el
efecto inhibitorio. Este hecho confirma el papel clave que los iones caicio juegan en
este mecanismo. Por otro lado, si la ionomicina se afiade a células preincubadas con
calmidazolium, un antagonista de la calmodulina, también se revierte la inhibicion. Este
resultado demuestra la participacion de la calmodulina, y, por tanto, de alguna de las
proteinas reguladas por calmodulina, una de las cuales es la fosfodiesterasa de tipo 1.

Como conclusion, estos resultados demuestran que las células cromafines bovinas
poseen una ruta de segundos mensajeros basada en las enzimas NOS y GCS. Dicha
ruta es activa en condiciones basales y se estimula por secretagogos como
acetilcolina mediante un incremento de la [Ca’*Ji. La GCS de células cromafines
bovinas es sensible al NO exogeno procedente de donadores de NO como SNP. Las
células poseen tambien una guanilato ciclasa particulada que se activa por el péptido
natriurético de tipo C. Los niveles de GMPc intracelular estan estrechamente
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regulados por las enzimas de sintesis, guanilato ciclasas soluble y de membrana; y
por las enzimas de degradacion, una de las cuales podria ser una fosfodiesterasa tipo
1, estimulada por Ca?*/calmodulina.
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3. PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE GMPC EN CELULAS
CROMAFINES BOVINAS

Caracterizacién inmunoldgica de proteina quinasa dependiente de GMPc en
células cromafines bovinas

Los efectos celulares del GMPc estan mediados por diferentes proteinas receptoras
encargadas de transducir la sefial quimica en una accion biologica. La mas
caracterizada de estas proteinas receptoras es la proteina quinasa dependiente de
GMPc (PKG) (Butt ef al., 1993). En células de mamifero se han descrito 2 tipos de
PKG: tipo L, que es relativamente abundante en tejidos como musculo liso, cerebelo y
plaquetas; y tipo I, con una distribucion mas limitada y que se localiza en el epitelio
ntestinal y cerebro (Walter, 1981; Keilbachet al., 1992; Jarchau et al., 1994).

En cuanto a la distribucion subcelular de estas isoenzimas, la isoforma de tipo II es una
enzima asociada a membranas, mientras que la tipo I, aunque esta cuestion es aun
objeto de discusion, puede considerarse una proteina soluble (De Jonge, 1981; Butt ef
al., 1993; MacMillan-Crow y Lincoln, 1994).

Las caracteristicas bioquimicas de la PKG T se han estudiado con mayor profundidad.
Se han descrito 2 isoformas de PKG I (I y I), productos de un “splicing” alternativo
en el extremo N-terminal. Ambas isoenzimas son homodimeros de subunidades de
aproximadamente 76 kDa de peso molecular. La isoenzima tipo Io esta compuesta por
670 aminoacidos, mientras que la forma 1P presenta una cadena polipeptidica de 684
aminoacidos, compartiendo ambas una amplia region de la molécula en el extremo C-
terminal. La PKG I ha sido clonada y su secuencia primaria predice una proteina de
761 aminoacidos con una masa molecular de 87 kDa (Francis y Corbin, 1994a).

Los estudios de distribucion tisular llevados a cabo hasta el momento han detectado
mediante técnicas inmunologicas la isoforma de tipo I en extractos solubles de glandula
adrenal de rata (Walter, 1981). Por el contrario, la isoforma de tipo Il no ha podido ser
encontrada en tejido adrenal (Jarchau et al., 1994),

Con estos antecedentes, uno de los objetivos de este trabajo fue investigar la presencia
de la enzima en células cromafines. Ya que la isoforma detectada en tejido adrenal de
rata fue la soluble de tipo I, aprovechando la disponibilidad de un anticuerpo comercial
frente a PKG Lo y IB, en este trabajo de investigacion se estudio 1a posible presencia de
la enzima en extractos obtenidos a partir de células cromafines bovinas.

Mediante la utilizacion del mencionado anticuerpo vy utilizando técnicas de
inmunotransferencia, el presente trabajo de investigacion demuestra la existencia de
inmunorreactividad especifica de PKG I en células cromafines bovinas (Fig. 23). Como
controles positivos de este experimento se han empleado extractos citosolicos de
cerebelo de rata (4.1 pg) y preparaciones de PKG la recombinante (0.1-2 ng de
proteina). En los pocillos cargados con PKG Ia se pudo detectar una sola banda de 83
kDa de peso molecular y de inmunorreactividad proporcional a la cantidad de proteina
empleada. Por otro lado, en el pocillo correspondiente al extracto de cerebelo se
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obtuvieron 2 bandas inmunorreactivas; una mayoritaria, de peso molecular coincidente
con el de la PKG Ia recombinante, y otra minoritaria de menor peso molecular (71
kDa). En el extracto procedente de células cromafines (55 ug) solo se detectd una
Ginica banda inmunorreactiva de peso molecular 71 kDa, que coincide con el de la
banda minoritaria del extracto cerebelar.

. "b-——-—.—--”- ‘
] = B0 kDa

PKG purificada Cb Cf

Figura 23-IV. Deteccién inmunolégica de proteina quinasa dependiente de
GMPc en células cromafines bovinas mediante inmunotransferencia. La
presencia de la proteina en extractos obtenidos a partir de células cromafines
bovinas (Cf, 55 pg de proteina) se ha estudiado mediante la utilizacion de un
anticuerpo especifico frente a PKG 1 segun se describe en la seccién de
Métodos. Como controles positivos del experimento se han utilizado cantidades
crecientes de PKG Ia purificada (0.1; 0.25; 0.5; 1 y 2 ng de PKG Ia) y un
extracto de cerebelo de rata (4.1 pg de proteina). La mmunorreactividad
obtenida en las calles correspondientes a la PKG Ia purificada ha servido para
cuantificar la cantidad de proteina presente en los extractos de cerebelo y de
células cromafines bovinas.

Puesto que el anticuerpo empleado reconoce ambas isoformas, la existencia en el
extracto de cerebelo de rata de dos bandas inmunorreactivas (de pesos moleculares 83
y 71 kDa) podria sugerir la presencia en este tejido de las dos isoformas de PKG I {(a y
B). Sin embargo, segun se ha descrito, el cerebelo de rata no contiene PKG 1, v
ademas, segun se muestra en la mencionada figura, la banda adicional que
putativamente podria corresponder a esta forma tiene un menor peso molecular que la
PKG Ia, cuando es justamente lo contrario lo que se ha descrito en todos los tejidos
estudiados (Keilbach ez al., 1992, Francis y Corbin, 1994a). La naturaleza de la banda
de menor peso molecular, la inica detectada en células cromafines bovinas, es una
incognita. Dicha banda proteica podria corresponder con una nueva variante de la
isoforma I de PKG.

Mediante un radioinmunoensayo especifico para la PKG I, Walter describio en 1981
que el cerebelo contiene aproximadamente 12 veces mas quinasa que la glandula
adrenal (Walter, 1981). Utilizando la PKG lo purificada como patrén (0.1-2 ng), y
asumiendo el mismo comportamiento inmunorreactivo para las dos bandas detectadas
en el presente trabajo de investigacion, los resultados de la figura 23 presentan una
cierta similitud con las observaciones de Walter en tanto en cuanto el tejido cerebelar
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posee una mayor cantidad de la enzima. Segun esta figura, el extracto cerebelar
contiene 1.46 pg de PKG 1 por mg de proteina, mientras que las muestras procedentes
de células cromafines poseen 0.054 pg por mg de proteina (aproximadamente 27
veces). No obstante, conviene tener en cuenta gue estos experimentos se realizaron
utilizando diferentes técnicas experimentales a las empleadas en el trabajo de Walter.

Actividad enzimitica de proteina quinasa dependiente de GMPc en células
cromafines bovinas

Puesto que la isoforma detectada en células cromafines fue la soluble de tipo I, con
objeto de obtener informacion acerca de la regulacion de la enzima, en este trabajo de
investigacion se estudid la actividad enzimatica de PKG en extractos solubles de
células cromafimes bovinas en cultivo empleando una técnica de fosforilacion de un
sustrato exdgeno en presencia de ATP radiactivamente marcado.

50 - Figura 24-1V. Actividad de proteina quinasa
dependiente de GMPc en c¢élulas cromafines

FL bovinas. La fosforilacion de histona F2b en
—I-‘ ausencia (barras negras) o presencia (barras

blancas) de 8Br-GMPc fue determinada en
extractos solubles de células cromafines
bovinas. La reaccion de fosfenlacion fue
iuctada al afiadir 20 pg de proteinas del
20 extracto conteniendo PKG  parcialmente
purificada. Para estudiar el efecto inhibitorio,
los extractos fueron preincubados durante 10
min a 30°C con H-8 1 pM, H-8% 100 nM o

j _.l Rp-8pCPT-GMPcS 50 uM antes del ensayo de
— — — fosforilacion.
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La figura 24 muestra la actividad de PKG expresada como “p incorporado a histona
F2b (pmol/min) en extractos incubados en presencia o ausencia de 8Br-GMPc 100 uM
en diferentes condiciones experimentales. Este anilogo de GMPc resistente a la
hidrolisis por fosfodiesterasas es, segin se ha descrito, capaz de activar la PKG
(Rapoport et al, 1982). La figura muestra que en condiciones control, 8Br-GMPc
produce un aumento sustancial de la incorporacion de marca radiactiva al sustrato de
PKG, mndicando este hecho la presencia en el extracto de una proteina quinasa con
caracteristicas de PKG.

PKG cataliza la fosforilacion de algunos sustratos que también son fosforilados por
proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA). Esto es debido a que existe una gran
similitud en las secuencias de fosforilacién para ambas quinasas (Lincoln y Corbin,
1977). Aunque la PKA es elimmada del extracto en el proceso de semipurificacion de
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PKG, con objeto de discrimmar entre PKA y PKG, se emplearon ademas diferentes
inhibidores de  qumnasas. Los  inhibidores de  quinasas del tipo
isoquinolinesulfonilamidas, entre ellos N-[2-(metilamino)etil]-5-
isoquinolinesnlfonamida  (H-8) 'y  N-[2-{(p-bromocinamil) amino )etil]-5-
isoquinolinesulfonamida (H-89), presentan diferentes afinidades para las distintas
proteinas quinasas. Asi, H-8 presenta valores muy similares de IC,, para PKA y PKG
(1.2 uM y 0.48 pM para PKA y PKG, respectivamente), mientras H-89 presenta
diferencias de un order de magnitud ep su afinidad por ambas quinasas (48 nM y 0.48
uM para PKA y PKG, respectivamente) (Hidaka et al., 1984; Chijiwa et al., 1990).

H-8 1 pM puso de manifiesto la participacion de una (o ambas) de estas quinasas en la
fosforilacion observada con 8Br-GMPc. Por otro lado, H-89 fracasé en inhibir la
incorporacion de fosfato radiactivo al péptido sustrato. Este resultado indica que PKA
no esta implicada en el efecto, y, por tanto, por eliminacion, debe estar mediado por
PKG.

La figura 24 también muestra los resultados obtenidos con un inhibidor de PKG de
distinta naturaleza que H-8 6 H-89, el anilogo de GMPc, (Rp)-8-(p-clorofeniltio)
guanosing 3'-5'-ciclico monofosforotioato (Rp-8-pCPT-GMPcS) (Butt et al, 1994).
Este andlogo, usado a upa concentracion de 50 pM, fue capaz de inhibir la
fosforilacion estimulada por 8Br-GMPc. Estos resultados confirman la presencia en el
extracto obtenido a partir de células cromafines de una proteina quinasa dependiente de
GMPc.
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Figura 25-1V. Efecto tiempo-dependiente de SNP y CNP sobre la actividad de PKG
de células cromafines bovinas. Las células fueron preincubadas durante los tiempos
indicados con SNP 100 uM (A) o CNP 100 nM (B), y después la actividad de PKG se
midi6 mediante un ensayo de fosforilacién segin se describe en la seccion Métodos, PKG
es expresada como porcentaje de la actividad basal: 100 % corresponde a 441.19 +
89.43 unidades/mg de proteina (1 unidad se define como la actividad enzimatica capaz
de incorporar 1 pmol/min de fosfato en el heptapéptido sustrato a 30°C).
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Con objeto de obtener informacion adicional acerca de la regulacion de PKG en
condiciones fisiologicas, el ensayo enzimitico fue adaptado para medir actividad de
PKG en células cromafines intactas incubadas con SNP y CNP.

SNP 100 pM (Fig. 25A) y CNP 100 nM (Fig. 25B) produjeron incrementos tiempo-
dependientes en la actividad de PKG (150 % vy 125 % sobre el basal para SNP y CNP,
respectivamente ),

Estos resultados demuestran que en células cromafines bovinas en cultive existe una
actividad enzimitica de proteina quinasa dependiente de GMPc que se activa cuando
los niveles del nucleétido ciclico se incrementan por estimulacion con los activadores
de guanilato ciclasa, SNP y CNP.

Fosforilacion de tirosina hidroxilasa por proteina quinasa dependiente de GMP¢
en células cromafines bovinas en cultivo

En la bibliografia se han descrito algunos sustratos que son fosforilados
especificamente por PKG (revisado por Lincoln, 1995). Sin embargo, debido a que
PKA y PKG reconocen similares secuencias de fosforilacion, en la practica, estos
supuestos sustratos especificos de PKG lo son también de PKA. Aunque la distribucion
subcelular (y también tisular) de ambas quinasas introduce variables muy importantes a
tener en cuenta cuando se estudian sustratos de estas quinasas, @ priori, cualquier
sustrato de PKA puede potencialmente ser sustrato de PKG.

Un conocido sustrato de PKA que es, al mismo tiempo, una proteina clave para la
actividad fisiologica de las células cromafines, es la tirosina hidroxilasa (TH). Esta
enzima cataliza la hidroxilacion de tirosina a L-DOPA en lo que constituye la etapa
limitante en la sintesis de catecolaminas (Levitt er a/., 1965).

La fosforilacion de TH se traduce en un incremento de la actividad catalitica de la
enzima, por tanto, la regulacion por fosforilacion es un proceso muy importante (Joh et
al., 1978). La enzima es susceptible de fosforilacion en diferentes residuos de serina de
su secuencia, y, al parecer, cada sitio de fosforilacion es regulado por una ruta de 2°
mensajeros (Haycock, 1993; Kumer y Vrana, 1996). PKA fosforila Ser*® en TH de
células cromafines bovinas (Haycock, 1990). Debido al reconocimiento de secuencias
similares de fosforilacion, PKG podria también fosforilar ese residuo de serma.

En la bibliografia se ha descrito que en células cromafines y también en células PC12,
los sistemas de 2° mensajeros basados en AMPc y GMPc producen incrementos en la
actividad enzimatica de TH (Roskoski y Roskoski, 1987). Ademas, se ha demostrado
que TH purificada a partir de células PC12 es fosforilada in vitro por PKG (Roskoski
et al., 1987). Por tanto, merece la pena investigar si la ruta del GMPc es capaz de
incrementar el estado de fosforilacion de TH en células cromafines intactas.
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TABLA II

Tratamiento Contenido de Catecolaminas % del contro!

nmol/10° células

Control 130.65 £ 5.68 100
SNP 100 uM 169.37 £ 10.10 130
CNP 100 nM 168.42 £6.74 129

Para la determinacién de catecolaminas, las células se preincubaron durante 1 hora con SNP
100 uM o CNP 100 nM o en condiciones control. Después, el contenido total de catecolaminas
se determiné segun se describe en Métodos.

La tabla Il muestra que en las condiciones experimentales en las que se llevo a cabo
este trabajo de investigacidn, los activadores de guanilato ciclasas SNP y CNP
producen incrementos significativos del contenido total de catecolaminas. Aunque en
estos experimentos no se midié directamente la actividad enzimatica de TH en las
células, debido a que la reaccion catalizada por TH es la etapa limitante en la sintesis de
catecolaminas, las medidas del contenido total constituyen un buen indice del grado de
activacidn de la ruta de sintesis y, por tanto, muy posiblemente, de la actividad TH.

Para estudiar el grado de fosforilacién de TH, las células cromafines bovinas se
preincubaron durante 1 hora con ortofosfato radiactivo segin se describe en la seccion
de Métodos. Durante este periodo de premcubacion. el ortofosfato es transportado al
interior de la célula e incorporado en ATP intracelular, el cual es en parte utilizado para
fosforilar proteinas. De éstas, una de las que mas fosfato radiactivo incorpora es la TH
debido a que es una proteina relativamente abundante en estas células y que ademas
presenta multiples sitios de fosforilacion en su secuencia (Haycock, 1993).

Utilizando electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato
sodico (SDS-PAGE) y autorradiografia, muchos grupos de investigacion han estudiado
la fosforilacion de TH y demostrado, primero, que es una proteina fosforilada en
condiciones basales y, segundo, que este grado de fosforilacion esta considerablemente
aumentado cuando las células son estimuladas con secretagogos como Ach y KCI
(Haycock er al, 1982; Niggli et al., 1984; Gutierrez ef al., 1988). El anilisis
densitométrico de estos experimentos permite estudiar de manera cuantitativa el grado
de fosforilacion de las diferentes proteinas, por lo que esta técnica resulta mmy
adecuada para este tipo de investigaciones. No obstante, complejos estudios realizados
utilizando SDS-PAGE en dos dimensiones y autorradiografia, han descrito hasta 500
polipéptidos fosforilados en células cromafines bovinas (Gutierrez ef al., 1988), y este
hecho dificulta sobremanera el estudio cuantitativo del grado de fosforilacion de
proteinas individuales. Por esta razon, en este trabajo de investigacion, se realizo una
purificacion previa de la TH mediante inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos
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anti-TH y después se estudi6 su fosforilacion por SDS-PAGE vy autorradiografia. Con
esta variacion de la técnica se pueden obtener autorradiogramas que contienen sélo la
banda proteica de interés y, por tanto, al disminuir el marcaje de fondo del gel permiten
una cuantificacion mucho mas sensible a pequefias variaciones en el grado de
fosforilacion de la proteina objeto de estudio.

Figura 26-IV, Efecto de forskolina y acetilcolina
sobre la fosforilacion de tirosina hidroxilasa.

- 200 Células se preincubaron durante 1 hora con
L 180 ortofosfato radiactivo, El efecto de forskolina (Forsk)
o y acetilcolina (Ach) se estudié afadiendo estos
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=3, acetilcolina 100 uM). El grado de fosforilacion de TH

- 120 T (proteina de ~ 60 kDa) se determindé mediante
| 100 iInmunoprecipitacion con anticuerpos especificos anti-
TH y posterior SDS-PAGE y autorradiografia segim

- se describe en Métodos. Cuando el anticuerpo anti-TH
fue omitido no se obtuvo marcaje radiactivo
significativo tal y como se muestra en la ultima calle

== 80KDa  del autorradiograma. El grado de fosforilacién de TH
y también la potenciacion por activadores fue variable
de cuitivo a cultivo. La figura muestra el resuitado de
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La figura 26 compara la fosforilacion de TH en condiciones basales y después de
incubacion de las células con forskolina 10 pyM o Ach 100 pM. Como puede
apreciarse, forskolina y Ach producen incrementos notables del grado de fosforilacion
de TH.

La acetilcolina se ha descrito que produce fosforilacion de TH en multiples sitios por
activacion de diferentes rutas de segundos mensajeros, entre ellas la quinasa
Ca?*/caimodulina-dependiente tipo II, las quinasas MAP2 y PKA. Por el contrario,
forskolina, a través de activacion de adenilato ciclasa e incremento en el AMPc
intracelular, produce fosforilacion Gncamente mediada por PKA (Haycock, 1993).

Los activadores de guanilato ciclasas, SNP y CNP, producen también incrementos
significativos de la fosforilacion de TH (Fig. 27). Este efecto es tiempo-dependiente
alcanzindose un maximo a los 15 minutos de incubacién con ambos compuestos.
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Figura 27-1V. Efecto tiempo-dependiente de SNP y CNP sobre el grado de
fosforilacién de TH. Células cromafines preincubadas ! hora con ortofosfato radiactivo
se incubaron durante la preincubacién con el ortofosfato con SNP 100 uM o CNP 100
nM durante los tiempos indicados. El grado de fosforilacion de TH se determiné segin se
describe en Métodos. Cuando el anticuerpo anti-TH fue omitido no se obtuvo marcaje
radiactivo significativo (primera calle). La figura muestra el resultado de un experimento
individual de 3 realizados con diferentes cultivos y con idénticos resultados.
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Figura 28-1V. Dosis-dependencia de SNP y CNP sobre la fosforilacion de TH. Efecto
de los inhibidores ODQ y Rp-8pCPT-GMPcS, Células cromafines preincubadas 1 hora
con ortofosfato radiactivo se incubaron durante los Gltimos 15 min de preincubacion con
la marca radiactiva con diferentes concentraciones de SNP o CNP El efecto del inhibidor
de GC, ODQ; y del inhibidor de PKG, Rp-8pCPT-GMPcS, se estudic sobre el efecto de
SNP 100 yM y CNP 100 nM, afadiendo los mhibidores durante ¢l periodo de
preincubacion con ortofosfato. Ei grado de fosforilacion de TH se determind segin se
describe en Métodos. Cuando el anticuerpo anti-TH fue omitide no se obtuvo marcaje
radiactivo significativo (primera calle de cada panel). La figura muestra el resultado de un
experimento individual de 3 realizados con diferentes cultivos v con idénticos resultados.
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La figura 28 muestra que el efecto de SNP y CNP (medido a 15 min) es dependiente de
la dosis. El maximo efecto se obtuvo con concentraciones de SNP de 10-100 pM o de
CNP de 10-100 nM. Esta figura demuestra también que el efecto de SNP esta mediado
por la activaciéon de la guanilato ciclasa soluble ya que se revierte con el inhibidor
especifico de GCS, ODQ. La reversion observada del efecto de ambos activadores de
GC por ¢l inhibidor de PKG, Rp-8-pCPT-GMPcS, indica que PKG esta implicada en la
fosforilacion de TH inducida por SNP y CNP.
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Figura 29-1V. Efecto de SNP o CNP y forskolina sobre el grado de
fosforilacién de TH en c€lulas cromafines bovinas. Las células se preincubaron
durante 1 hora con ortofosfato radiactivo en presencia de SNP 100 uM, CNP 100
oM (15 min), forskolina 10 pM (30 min) o con mezclas de estos compuestos. El
grado de fosforilacién de TH se determino segin se describe en Métodos. Cuando
el anticuerpo anti-TH fue omitido no se obtuvo marcaje radiactivo significativo
(primera calle). La figura muestra el resultado de un experimento individual de 3
realizados con diferentes cultivos y con idénticos resultados.

Cuando las células se incubaron simultaneamente con SNP 6 CNP y con forskolina, el
grado de fosforilacion alcanzado fue similar al que se obtuvo cuando las células se
incubaron unicamente con forskolina (Fig. 29). La falta de aditividad de estos efectos
sugiere que la activacion de PKG con SNP y CNP resuita en fosforilacion en los
mismos residuos susceptibles de fosforilacion por PKA.

Los resultados de este trabajo de investigacion demuestran la existencia de
inmunorreactividad especifica de proteina quinasa dependiente de GMPc tipo I en
células cromafines bovinas. Los estudios enzimdticos llevados a cabo confirman la
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presencia de una actividad enzimdtica con caracteristicas de PKG en estas células.
Los activadores de guanilato ciclasa soluble y particulada, SNP y CNP,
respectivamente, producen incrementos significativos en la actividad enzimdtica. de
PKG. Ambos activadores, a través de esta quinasa, producen un aumento de la
Josforilacion de tirosina hidroxilasa, la enzima clave en la ruta de sintesis de
catecolaminas. Forskolina, actuando via AMPc/PKA, produce también notables
incrementos en el grado de fosforilacion. Sin embargo, cuando las células se incuban
de manera simultanea con SNP o CNP y forskolina no se obtiene una mayor
Josforilacion que unicamente con forskolina. Este resultado sugiere que la
Josforilacion via GMPc/PKG tiene lugar en los mismos residuos que PKA es capaz de
Josforilar. La fosforilacion de tirosina hidroxilasa mediada por PKG podria ser
responsable del aumento sustancial del contenido total de catecolaminas que se
observa cuando las células se preincuban con SNP o CNP.
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4. MODULACION DE LA SECRECION DE CATECOLAMINAS POR
NO:GMPc

Efecto de los activadores de guanilato ciclasas, nitroprusiato sédico (SNP) y
péptido natriurético de tipo C (CNP) sobre la secrecion de catecolaminas y el
calcio libre citosélico

Las células cromafines bovinas en cultivo liberan un 9.83 + 0.10 % de sus
catecolaminas totales cuando se estimulan durante 2 minutos con acetilcolina 5¢ uM.
En condiciones basales, es decir, en ausencia de secretagogos durante el periodo de
estimulacion, las células acumulan un 1.67 + 0.05 % de sus catecolaminas totales en el
medio extracelular.

Cuando las células cromafines se preincubaron durante diferentes periodos de tiempo
con SNP 100 uM o CNP 100 oM se observo una inhibicién tiempo-dependiente de la
secrecion de catecolaminas estimulada por Ach 50 uM. Por el contrario, la secrecion
basal no se vio afectada (Fig. 30). SNP y CNP produjeron una inhibicion que se
desarrollo lentamente en el tiempo, siendo practicamente nula con preincubaciones de
3-15 minutos y alcanzando un valor maximo de aproximadamente un 30 % a los 45
minutos de preincubacion con estos compuestos.
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Figura 30-IV. Efecto inhibitorie de SNP y CNP sobre la secrecién de catecolaminas
estimulada por acetilcolina pere no sobre la secrecién basal. Estudio en funcién del
tiempo del efecto mhibitorio de SNP 100 pM (circulos cerrados) o CNP 100 nM
(circulos abiertos) sobre la secrecién de catecolaminas estimulada por acetilcolina 50
MM o basal. Las células se preincubaron durante diferentes periodos de tiempo con SNP
o CNP y después la secrecion de catecolaminas se determiné segin se describe en
Meétodos. Los valores de secrecion estimulada que se muestran fueron obtenidos después
de la substraccion de la liberacion basal. En ambos casos la secrecion se expresa como
porcentaje del contenido total de catecolaminas. Para mostrar con mas claridad los
efectos sobre secrecion estimulada y basal, el eje y esta dividido en 2 secciones.
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Para la realizacion de estos estudios las catecolaminas se determinaron mediante un
método fluorimétrico que, en las condiciones experimentales en las que se llevd a cabo
este trabajo, permite una cuantificacién de la secrecion en términos de catecolaminas
totales, no pudiendo discriminar entre las aminas adrenalina y noradrenalina. No
obstante, pudiera ocurric que SNP y CNP afectasen solamente a una de las dos
poblaciones celulares productoras de estas aminas, células adrenérgicas y
noradrenergicas. Con objeto de investigar esta posibilidad, Ia secrecion estimulada por
Ach 50 uM se determiné también mediante separacion de las aminas por HPLC y
posterior analisis mediante deteccion electroquimica.

La figura 31 muestra una reduccion en porcentajes muy similares (aproximadamente un
30 %) tanto de la secrecion de adrenalina como la de noradrenalina después de la
preincubacion de las células con SNP y CNP.
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Figura 31-1V, Efecto inhibitorio de SNP y CNP sobre la secrecion de
adrenalina y noradrenalina en células cromafines bovinas. Las células se
premcubaron durante 45 minutos con SNP 100 pM, CNP 100 nM o control.
Tras la preincubacion, las células se estimularon con Ach 50 pM y la cantidad
de adrenalina v noradrenalina liberada al medio extracelular durante 2 minutos
se determiné mediante HPLC seglin se describe en la seccion Métodos.

Puesto que SNP y CNP tienen en comun su capacidad para incrementar de manera
notable los niveles imtracelulares de GMPc en células cromafines bovinas, estos
resultados sugieren que el GMPc ejerce una modulacién negativa de la secrecion de
catecolaminas y que esta meodulacion parece estar presente tanto en celulas
adrenérgicas como en noradrenérgicas.

La inhibicién por SNP y CNP de la secrecion de catecolaminas no es exclusiva de la
estimulacion de las células por acetilcolina, sino que, segin se muestra en la figura 32,
también se observa cuando la estimulacion se efectué con KCI 30 mM.
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El principal estimulo fisiologico para la exocitosis en células cromafnes es un
incremento en la [Ca?*]i. Aunque a través de diferentes mecanismos, los secretagogos
empleados en este trabajo de investigacién, Ach y KCL, producen grandes incrementos
en la [Ca?*]i. La estimulacién con estos compuestos aumenta rapidamente la [Ca®*]i
hasta un pico inicial que resulta de la entrada masiva de iones calcio a través de canales
voltaje-dependientes. Segiin se ha descrito en la bibliografia, esta entrada rapida de
calcio al interior de la célula esta acoplada de manera muy efectiva al fenomeno
secretor (Burgoyne, 1991). Por tanto, merece la pena estudiar en profundidad si la
modulacion negativa de la secrecion estimulada de catecolaminas que se observa con
SNP y CNP se acompafia también de una reduccion en el incremento en la [Ca?*]i
producida por los secretagogos empleados.

Se estudid, en primer lugar, si los activadores de guanilato ciclasas producian por si
mismos un efecto sobre la [Ca?*]i basal. El segundo registro de los paneles A y C de la
figura 33 muestra que la [Ca?*]i basal no se vio afectada cuando las células se trataron
con SNP 100 uM o CNP 100 nM. Sin embargo, de forma paralela a lo que se observa
con la secrecion de catecolaminas, ambos compuestos inhibieron el incremento de
calcio (medido como altura del pico inicial) estimulado por Ach 50 uM o KCI 30 mM
(Fig. 33). Este efecto inhibitorio alcanzo un maximo de aproximadamente 40-50 %
despues de una preincubacion con SNP o CNP de 45-60 minutos.

La recuperacion del [Ca?']i tras el pico transitorio sigue una cinética exponencial que
se analizo en detalle en células estimuladas con Ach 50 pM y KCI 30 mM en
condiciones control y tratadas con SNP o CNP. El valor de t,, para la fase de
recuperacion en células estimuladas con Ach en condiciones control fue de 14.50 +
1.11 segundos, y de 14.71 = 0.44 v 14.72 £ 0.82 cuando las células se preincubaron
con SNP y CNP, respectivamente. En el caso de KCl, el control fue de 52.08 + 4.24
segundos, y de 52.19 + 4.97 y 51.71 = 2.80 después de la preincubacion con SNP y
CNP, respectivamente. Estos resultados indican que la inhibicion por SNP y CNP solo
afecté al rdpido pico inicial y no afecté en absoluto al mucho mas lento proceso de
recuperacion de la [Ca?']i, que depende de sistemas intracelulares de tamponamiento
del calcio (bomba de Ca?*, intercambiador Na*-Ca?*, etc.).
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Figura 33-1V. Efecto inhibitorio dependiente del tiempo de SNP y CNP
.sobre los incrementos de calcio estimmlados por acetilcolina o cloruroe
potasico. Células cargadas con Fura-2 se preincubaron durante diferentes
periodos de tiempo con SNP 100 pM (circulos cerrados en B v D) o CNP 100
nM {(circulos abiertos en B y D). Tras el periodo de preincubacion, los
incrementos en la concentracion de calcio citosolico estimulados por KCl 30 mM
(A, registros representativos, B, estudio en funcion del tiempo) o acetilcolina 50
pM (C, registros representativos, D, estudio en funcion del tiempo) se
determinaron segun se describe en Métodos.
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Figura 34-1V. Dosis-dependencia de los efectos inhibitorios de SNF y CNP
sobre la secrecion de catecolaminas y el incremento de calcio citosélico
estimulados por acetileolina. Las células se preincubaron con diferentes
concentraciones de SNP (A) o CNP (B) v la secrecion de catecolaminas
(circulos cerrados) v el incremento de calcio citosdlico (circulos abiertos)
estimulados por Ach 50 pM fueron determinados segun se describe en Métodos.
Por comparacion, los efectos dosis-dependiente de SNP y CNP sobre los niveles
de GMPc intracelular también se muestran (cuadrados).
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Confirmacién del papel del GMPc en la modulacion de la secrecién de
catecolaminas y el calcio citosdlico por SNP y CNP

Una serie de experimentos se realizaron con objeto de confirmar el papel del GMPc en
la modulacién por SNP y CNP de la secrecion de catecolaminas, asi como obtener
informacidn adicional sobre el mecanismo de accion.

En primer lugar, se estudié la dependencia de la dosis de SNP o CNP necesaria para
producir inhibicion de la secrecidn de catecolaminas y del incremento del calcio
intracelular asociado al proceso secretor, La figura 34 ilustra este estudio. Por
comparacion, en esta figura se muestra también el efecto dosis-dependiente de SNP y
CNP sobre los niveles de GMPc (valores obtenidos a partir de la figura 17). A partir de
la figura 34 se calcularon los valores de IC;, para la inhibicion de la secrecidn de
catecolaminas y del meremento de la [CaZ*]i siendo 2.40 = 1.06 uyM y 6.94 £ 2.41 uM
para SNP en secrecion y calcio, respectivamente; 19.00 = 576 M y 11.01 = 2,11 aM
para CNP en secrecidon y calcio, respectivamente. Dichos valores correlacionan
bastante bien con el valor de EC,, para la produccion de GMPc (18.13 + 2.99 uM para
SNP y 25.63 £ 5.96 nM para CNP), indicando este hecho que la modulacién de la
secrecion y el calcio citosdlico podria estar mediada por el GMPc producido por SNP
y CNP.

Por otro lado, se estudié el efecto de ODQ, inhibidor de la guanilato ciclasa soluble, y
de Rp-8pCPT-GMPcS, inhibidor de la proteina quinasa dependiente de GMPc, sobre la
modulacion por GMPc¢ de la respuesta secretora.

La figura 35 muestra que ODQ 10 uM fue capaz de revertir el efecto inhibitorio de
SNP sobre la secrecién de catecolaminas y el calcio citosolico, mientras gue no afectd
en absoluto a la mhibicidn producida por CNP. Este hecho confirma el requerimiento
de la produccion de GMPc a través de guanilato ciclasa soluble para que se observe el
efecto inhibitorio de SNP. Por otro lado, el inhibidor de la PKG revirtio el efecto
nhibitorio producido por SNP y CNP. Para la reversion de la inhibicién producida por
CNP sobre la secrecion de catecolaminas estimulada por Ach se obtuvo un valor de
IC,, de 4.34 = 1.87 uM (figura 36). Este valor es relativamente comparable al descrito
para la mhibicion de PKG purificada por este analogo de GMPc (Ki de 0.5 uM),
especialmente teniendo en cuenta que la inhibicion es de tipo competitivo (Butt ef al.,
1994) y el valor de IC,, de la figura 35 se obtuvo a partir de células cromafines
tratadas con CNP 100 nM, el cual produce grandes incrementos en la concentracion de
GMPc intracelular. Estos resultados sugieren la participacion de la quinasa en la
modulacion negativa de la funcion secretora de células cromafines bovinas por la ruta
del GMPc.



Resultados y Discusion 167

900 A

800+ -[—

700+

600 4

500+

400- rh

Incremento de calcio (nM)

Secrecidbn CA (% total)
-]

31 ‘ ‘E':l
[+ o
=z =
w [ &]

Figura 35-1V. Efectos del inhibidor de la enzima guanilato ciclasa
soluble, ODQ; y del inhibidor de 1a proteina quinasa dependendiente de
GMPc¢, Rp-8-pCPT-GMPcS, sobre la inhibicion por SNP y CNP de la
secrecion de catecolaminas y el incremento de calcio citosélico. Las
células se preincubaron durante 45 minutos con SNP 100 pM, CNP 100
nM o control; en ausencia (barras blancas} o presencia de ODQ 10 pM
(barras negras) o Rp-8-pCPT-GMPcS 25 pM (barras grises). Después de
la preincubacion, la secrecion de catecolaminas {A) y el incremento de
calcio citosolico {B) estimulados por acetilcolina 50 pM se determinaron
segun se describe en Métodos.
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Figura 36-IV. Reversitn concentracién-dependiente del efecto
inhibitorio de CNP sobre Ia secrecién de catecolaminas por Rp-8pCPT-
GMPcS. Las células cromafines se preincubaron durante 5 minutos con
diferentes  concentraciones de Rp-8pCPT-GMPcS antes de una
preincubacion de 45 minutos con CNP 100 nM conteniendo el analogo de
GMPc a su correspondiente concentracion. Las células se estimularon con
Ach 30 uM vy 1a secrecion de catecolaminas se determind segun se describe
en la seccion Métodos. Un efecto inhibitorio de 43.57 £ 1.63 % sobre la
secrecion de catecolaminas fue normalizado a 100 %.

Con objeto de investigar en profundidad el desarrollo de los acontecimientos que se
observaron cuando células cromafines bovinas se incubaron con SNP y CNP, la figura
37 muestra el estudio en funcion del tiempo de la produccion de GMPc, la activacion
de PKG y la apariciéon de la inhibicion en la secrecion de catecolamias y del
incremento de calcio citosélico. Dichos valores se obtuvieron a partir de las figuras 17,
23, 30 y 33; y se muestran juntos en esta figura para facilitar la comparacion.

Segin se muestra en la citada figura, la produccion de GMPc y 1a activacion de PKG
ocurren primero y preceden a los efectos mhibitorios sobre secrecion y calcio, los
cuales tienen lugar con similares periodos de preincubacion con SNP o CNP. El orden
de los acontecimientos que se observo refuerza la posibilidad de que la produccion de
GMPc y posterior activacién de PKG sean responsables de la reduccion en la secrecion
de catecolammas y en el calcio citosdlico. No obstante, es muy plausible que etapas
intermedias adicionales entre la activacion de la PKG y la aparicion de los efectos
mhibitorios ocurran y den cuenta del desfase que existe entre estos fenomenos. Por
otro lado, este desfase no significa que el GMPc intracelular tenga que estar elevado
durante todo ese tiempo para que se observe un efecto inhibitorio por SNP y CNP.
Una preincubacién de 5 minutos con SNP y CNP seguida de un periodo de 55 minutos
en ausencia de cualquier activador de guanilato ciclasa, periodo en el cual los niveles
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de GMPc retornan a los valores basales, fue suficiente para producir una inhibicion de
la respuesta secretora medida inmediatamente después del periodo de recuperacion
{experimentos no mostrados). Estos resultados sugieren que para la consecucion de los
efectos inhibitorios solo se requieren intervalos cortos de activacion por agentes que
elevan el GMPc intracelular. El incremento tramsitorio del GMPc desencadena
procesos intracelulares que conducen a una inhibicién tardia de la respuesta secretora.
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Figura 37-1V. Estudio en funcién del tiempo del efecto de SNP y CNP sobre
los niveles intracelulares de GMPc, la actividad de proteina quinasa
dependiente de GMPc y la secrecién de catecolaminas y el incremento de
calcio citosdlico estimulados por acetilcolina. Las células se incubaron los
tiempos indicados con SNP 100 uM (A) o CNP 100 nM (B} y la produccién de
GMPc (circulos cerrados), la actividad de PKG (cuadrados cerrados), la
secrecion de catecolaminas (cuadrados abiertos) y el incremento de calcio
citosolico {circulos abiertos) se determinaron segiin se describe en Métodos.
Los efectos sobre secrecion de catecolaminas e incremento de calcio citosélico
se muestran como porcentaje de inhibicion. Los valores que se muestran en esta
figura se obtuvieron a partir de las figuras 17, 25, 30 y 33.
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Todos estos experimentos confirman que el efecto inhibitorio de SNP y CNP sobre la
secrecién de catecolaminas y el incremento en la [Ca?*]i estimulados por los
secretagogos acetilcolina y KCl esta mediado por el GMPc producido a partir de las
isoformas de guanilato ciclasa. Estos resuitados también sugieren la participacion de la
PKG en la modulacién por GMPc de la funcion secretora en células cromafines bovinas
en cultivo.

Modulacion de la respuesta secretora por inhibicion de la degradacion de GMP¢

Las fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos catalizan la hidrolisis de los nucledtidos
3',5'-ciclicos a los correspondientes nucledsidos 5'-monofosfatos en lo que constituye el
tnico mecanismo conocido de degradacion de nucledtidos ciclicos en células
eucaridticas (Beavo vy Reifsnyder, 1990). Inhibidores de fosfodiesterasas que
selectivamente incrementan los niveles de GMPc o de AMPc pueden ser, por tanto,
importantes herramientas farmacologicas para la investigacion en nucledtidos ciclicos.
Los inhibidores que convencionalmente se usan para aumentar la sensibilidad de los
ensayos de GMPc o AMPc (por ejemplo, IBMX) no son vilidos puesto que
inespecificamente incrementan los niveles de ambos nucledtidos ciclicos mediante una
accion sobre las diferentes isoformas.

Zaprinast (2-o-propoxi-fenil-8-azapurin-6-ona), compuesto sintetizado en 1975 y
ensayado clinicamente como tratamiento para mejorar procesos asmaticos, presenta
una afinidad, al menos, dos ordenes de magnitud mayor para inhibir ia fosfodiesterasa
especifica de GMPc (tipo V) que para inhibir las restantes fosfodiesterasas, segiin se ha
descrito para preparaciones enzimdticas aisladas de aorta humana (Merkel, 1993;
Miyahara ef al., 1995; Coste vy Grondin, 1995). Estas caracteristicas de inhibicion
hacen de zaprinast un inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa especifica de GMPc vy,
por tanto, puede emplearse con el propasito de incrementar selectivamente los niveles
de este nucleotido.

Los valores de IC, de zaprinast para la inhibicion de la fosfodiesterasa de tipo V en
diferentes tejidos varian desde 0.5 hasta 30-40 uM, auanque en algunos se han descrito
valores >100 uM (Merkel, 1993). Esta variabilidad en el comportamiento inhibitorio de
zaprinast hace necesario un estudio detallado de los parametros de mhibicion de la
hidrolisis de GMPc en el tejido en cuestion, en este caso las células cromafines bovinas
en cultivo. Estos parametros se estudiaron como las dosis necesarias para aumentar los
niveles basales de GMPc intracelular después de una preincubacion de 30 minutos con
diferentes concentraciones de zaprinast.

El panel A de 1a figura 38 muestra el efecto dosis-dependiente de zaprinast sobre los
niveles de GMPc intracelular, Como se aprecia en esta figura, concentraciones de
zaprinast > 10 pM incrementan significativamente los niveles de GMPc, pudiendose
estimar una valor de EC, de 28.44 + 3.93 uM para este efecto.
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Figura 38-IV. Efecto de zaprinast, inhibidor de la fosfodiesterasa
especifica de GMPc (tipo V), sobre los niveles de GMPc intracelular y la
secrecion de catecolaminas y el incremento de calcio citosélico estimulados
por acetilcolina. A) Estudio del efecto dependiente de la dosis de zaprinast
sobre los niveles intracelulares de GMPc de células cromafines premncubadas
durante 30 minutos con diferentes concentraciones de este compuesto. B)
Histograma que muestra el efecto de una preincubacion de 30 minutos con
zaprinast 100 uM sobre la secrecion de catecolaminas estimulada por
acetilcolina 50 pM. C) Registros representativos del efecto de una
preincubacion de 30 minutos con zaprinast 100 pM sobre €l incremento de
calcio citosolico estimulado por acetilcolina 50 uM.

La figura 38 (paneles B y C) muestran que la preincubacion de las células con zaprinast
100 uM produjo una inhibicion de la secrecion de catecolaminas y del incremento del
calcio citosolico estimulados por Ach 50 pM. Aunque el zaprinast no consiguio
aumentar los niveles intracelulares de GMPc hasta una valor mayor del doble del basal,
estos resultados muestran que la modulacion negativa de la funcién secretora por

GMPc se puede inducir no solo activando la ruta de sintesis sino también inhibiendo los
mecanismos de degradacion.
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Mecanismo de accion del GMPc: Estudio del efecto del analogo permeable de
GMPc¢, 8-bromo-GMP¢

Para el estudio del papel que el GMPc pueda jugar en diferentes acciones biologicas ha
sido de gran ayuda el empleo de anilogos de GMPc (Miller et al, 1973). Estos
analogos, en el interior de la célula, mimetizan las acciones del GMPc mediante
interaccidn con los sistemas receptores del nucleotido ciclico, de modo que en este tipo
de experimentos los incrementos en los niveles de "GMPc intracelular” se consiguen de
manera totalmente independiente de la activacion de las isoformas de guanilato ciclasa
u otros elementos que pudieran participar en la produccién endégena de GMPc.

Sin tener en cuenta importantes consideraciones, este tipo de ensayos podrian llevarse
a cabo simplemente mcubando las células con GMPc. Sin embargo, el nucledtido
ciclico natural es relativamente poco permeable a través de las membranas biologicas
por lo que dificilmente podria acceder a los elementos intracelulares de respuesta al
GMPc (quinasas, canales, etc.). A esto habria que afiadir que el GMPc es rapidamente
hidrolizado por fosfodiesterasas, haciendo estos ensayos inviables en la practica
(Zimmerman et al., 1985).

La Quimica de Sintesis ha permitido el desarrollo de analogos de GMPc con
sustituciones en diversas posiciones de la molécula que han aumentado
considerablemente la permeabilidad de estos compuestos a través de membranas
biologicas y su resistencia a hidrolisis por fosfodiesterasas, asi como dotado a estos
analogos de propiedades selectivas frente a proteinas especificas que interaccionan con
GMPc. Como ejemplo, el analogo Rp-8pCPT-GMPcS, un derivade de GMPc empleado
en otros experimentos de este trabajo de mvestigacion es, como consecuencia de estas
sustituciones, un excelente inhibidor de la proteina quinasa dependiente de GMPc
(Miller et al., 1973; Zimmerman ef al., 1985; Corbin ef al., 1986; Sekhar et al., 1992;
Butt ef al., 1994).
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Figura 39-1V. Estructuras del GMPc y andlogos empleados, 8Br-GMPc y Rp-
8pCPT-GMPcS. Como se aprecia en las estructuras, 8Br-GMPc es similar al
GMPc con la diferencia de que el hidrogeno de la posicion 8 de la nucleobase se ha
sustituido por bromo. En el caso del analogo Rp-8pCPT-GMPcS, el hidrogeno de la
posicion 8 se ha reemplazado por e grupo lipofilico p-clorofenii-tio, y ademas uno
de los 2 oxigenos que no participan en formar el ciclo es sustituido por azufre.
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El 8-bromo-GMPc (8Br-GMPc) es un analogo de GMPc en el que el hidrogeno de la
posicion 8 de la nucleobase se ha reemplazado por bromo. Esta modificacion resulta en
un incremento de la lipofilicidad de la molécula (2.5 veces mas que GMPc) y de su
afinidad por la proteina quinasa dependiente de GMPc (tipo la), haciendo de este
compuesto un excelente activador de esta enzima. 8Br-GMPc no es totalmente
resistente a la hidrolisis por fosfodiesterasas de nucleodtidos ciclicos, pero es degradado
mucho mas lentamente que el nucledtido ciclico natural (estructuras en Fig. 39)
(Rapoport ef al., 1982; Corbin et al., 1986; Wolfe ef al., 1989).

Para este trabajo de investigacidn se escogié 8Br-GMPc con objeto de investigar el
mecanismoe a través del cual GMPc modula la secrecidn de catecolaminas en células
cromafines bovinas.
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Figura 40-IV. Efecto de la preincubacién con 8Br-GMPc sobre la secrecién de
catecolaminas en células cromafines bovinas. Las células fueron preincubadas
durante los tiempos indicados en ausencia (control) o presencia de 8Br-GMPc 100
M. Despues de la preincubacion la secreciéon de catecolaminas basal (A) o
estimulada por acetilcolina 50 pM se determind segun se describe en la seccién

Meétodos. ***p < 0.001, **p < 0.05 indican diferencias significativas respecto del
valor control.

La figura 40 muestra el efecto de la preincubacién con 8Br-GMPc 100 pM sobre la
secrecion de catecolaminas en condiciones basales o después de la estimulacién de las
células con Ach 50 uM durante 2 minutos. Los resultados muestran que, de forma
similar al efecto observado con SNP y CNP, el anilogo de GMPc produjo una
reduccién tiempo-dependiente de la secrecion de catecolaminas estimulada por Ach
(hasta aproximadamente un 30 %). Sin embargo, en contraste con los resultados
obtenidos con SNP y CNP, cuando las células se trataron agudamente (adicién del
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analogo 1-2 minutos antes que la acetilcolina) con 8Br-GMPc se produjo un
mcremento significativo de la secrecidn basal de catecolaminas. Por otro lade, si 8Br-
GMPc se administra en forma de una preincubacion de 30 minutos la secrecion basal se
redujo respecto del control.
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Figura 41-IV. Efecto de la preincubacién con 8Br-GMPc sobre el incremento de
calcio estimulado por acetilcolina. Células cargadas con Fura-2 se preincubaron
durante los tiempos indicados en ausencia (control) o presencia de 8Br-GMPc 100 M.
Tras el periodo de preincubacion las células se estimularon con Ach 50 uM y la [Ca™ i
se determuno segin se describe en la seccion Métodos. El panel A muestra registros
representativos mostrando estos resultados, mientras que el panel B muestra la magnitud
de los incrementos de calcio. **p < 0.001 indica una diferencia significativa respecto del
valor control.

Segin se muestra en la figura 41, este comportamiento se reflejo también en las
medidas de [Ca?'}i. 8Br-GMPc 100 uM produjo una inhibicion que se desarrolio
lentamente en el tiempo hasta un valor de aproximadamente 30 % a los 30 minutos de
incubacién. Ademas, de forma similar al efecto sobre la secrecion, el tratamiento agudo
con 8Br-GMPc produjo un incremento pequefio, pero significativo de la [Ca*']i
Cuando el calcio extracelular fue tamponado a aproximadamente 100 nM con una
mezcla de Ca?*/EGTA, 8Br-GMPc fue capaz de incrementar la [Ca?*]i (resultados no
mostrados). Este efecto podria dar cuenta de la pequefia secrecion que se observa
cuando el analogo se afiadié directamente a las células. Debido a que, en primer lugar,
se requiere un cierto tiempo para que se alcancen concentraciones mtracelulares
efectivas de este compuesto, y, en segundo lugar, a que estos efectos no fueron
observados cuando se utilizaron los activadores de guanilato ciclasas; SNP y CNP;
estos efectos no pueden ser atribuidos a mecanismos intracelulares mediados por
GMPc y no fueron investigados con mayor profundidad.
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El efecto inhibitorio sobre la secrecion de catecolaminas y el calcio citosolico también
se observd cuando las células se estimularon con KCl 30 mM (Fig. 42).

La figura 43 muestra el efecto de una preincubacién de 30 minutos con 8Br-GMPc 100
uM sobre el potencial de membrana medido con la sonda fluorescente bisoxonol. La
figura muestra claramente que ¢l analogo de GMPc¢ no produjo ningun efecto sobre la
despolarizacion inducida por acetilcolina o cloruro potasico.
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Figura 42-IV. Efecto de 8Br-GMPc sobre la secrecion de
catecolaminas y el incremento de calcio citosélico estimulados
por KC1 30 mM. Las células se preincubaron durante 30 minutos
con 8Br-GMPc 100 uM (8-Br) o control (C) y, a continuacion, la
secrecion de catecolaminas (A) y el incremento de calcio citosdlico
(B) estimulados por KCl 30 mM se determinaron segin se
describe en la seccton Meétodos.

Todos estos resultados permiten proponer un posible mecanismo de accion. El hecho
de que la inhibicion de la secrecion de catecolaminas y el calcio citosélico sea
observable estimulando las células con acetilcolina y también con KCl, indica que la
accion inhibitoria tiene lugar, o bien sobre el receptor-canal nicotinico o bien sobre
canales de Ca?*-voltaje dependientes, o sobre ambos. Los experimentos de potencial de
membrana resultan claves para proponer con mayor detalle un posible modo de
actuacion del GMPc. La despolarizacion inducida por ACh y KCl no se modificé con la
preincubacion con el nucleotido ciclico. Este resultado descarta la participacion del
receptor-canal nicotinico en el mecanismo de accion, asi como un posible efecto sobre
canales de K* que pudieran medular la excitabilidad de la membrana y, por tanto, la
despolarizacion y la conbsiguiente exocitosis. Estos resultados sugieren que el
mecanismo de accion a través del cual el GMPc ejerce su efecto se produce mediante
inhibicion de la entrada de calcio a través de canales de Ca?*-voltaje dependientes.
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Figura 43-IV. Efecto de una preincubacion con 3Br-GMPc sobre las
respuesias de potencial de membrana de células cromafines estimuladas
con acetilcolina o cloruro potasico. Las células se preincubaron durante 30
minutos con 8Br-GMPc 100 pM o control. A continuacion, la fluorescencia
de la sonda de potencial bisoxonol se midié en respuesta a los agentes
despolanzantes acetilcolina (Ach 50 pM) o clorure potasico (KCl 30 mM)
segin se ha descrito en la seccion de Métodos.

Estudio del tipo de canal de ealcio voltaje-dependiente responsable del efecto
inhibitorio mediade por GMPc

Como se ha explicado en detalle en la seccion de Introduccion, las células cromafines
bovinas poseen al menos 4 tipos de canales de Ca?* voltaje-dependientes: I, N, Py Q.
Cada uno de estos tipos se caracteriza por el bloqueo mis o menos especifico por
determinados compuestos; dihidropiridinas para los canales de tipo L; toxinas
derivadas de caracoles marinos del género Conus, w-conotoxina-GVIA para los
canales N y o-conotoxina-MVIIC para los canales Q; o la toxina del veneno de la
arafia Agenelopsis aperta, o-agatoxina-TVA, para los canales de tipo P.

El propasito de los experimentos que se muestran en este capitulo fue el de investigar
el tipo de canal de Ca?* voitaje-dependiente implicado en la modulacion por GMPc de
la respuesta secretora. Debido a las limitaciones que tiene el empleo de bloqueantes de
canales, se realiz6 una caracterizacion somera que permitié la discriminacion en
términos de sensibilidad a dihidropiridinas.
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Figura 44-1V, Efecto de diferentes bloqueantes de canales de Ca** sobre
el incremento de calcio estimulado por KCl 30 mM. Registros
representativos (A) e histograma (B) que muestran la magnitud de los
incrementos de calcio estimulados por KCI 30 mM de células cargadas con
Fura-2 preincubadas durante 30 minutos en ausencia (control) o presencia
de nifedipina 10 uM, neomicina 0.2 mM o ambos. C) Histograma que
muestra el efecto de una preincubacion de 30 minutos con w-conotoxina-
GVIA o w-agatoxina-IVA 1 pM sobre el incremento de calcio inducido por
KCl 30 mM.

La figura 44 muestra el grado de inhibicion obtenido con diferentes bloqueantes de
canales de Ca?* del incremento en la [Ca?*]i estimulado por KCl 30 mM. En los
paneles A (registros) y B (histograma) de la mencionada figura se usaron nifedipina 10
1M, neomicina 0.2 mM o mezclas de ambos. La nifedipina, una dihidropiridina que se
comporta como antagonista de canales de tipo L, fue capaz de inhibir el incremento de
calcio citosélico en un porcentaje proximo al 30 % respecto del control. Aunque no ha
sido muy empleado con este fin, el antibidtico neomicina es un buen bloqueante de la
entrada de calcio insensible a dihidropiridinas, segin ha sido descrito en células
cromafines bovinas (Duarte er al, 1993). Este resultado fue confirmado con los
experimentos de la figura 44. Neomicina 0.2 mM produjo una inhibicion de la entrada
de calcio estimulada por KC! de aproximadamente un 25 % respecto del control.
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Cuando las células se preincuban simultineamente con nifedipina y neomicina la
inhibicion alcanzd aproximadamente un 50 %, que corresponde a la suma de los
efectos obtenidos de forma separada con ambos compuestos. Estos resultados
demuestran que ambos bloqueantes interaccionan con diferentes tipos de canales de
calcio.

El panel C de la figura 44 muestra también el efecto de las toxinas w-conotoxina-GVIA
y w-agatoxina-IVA, ambas a una concentracion de 1 uM. La preincubacion con -
conotoxina-GVIA (procedente de 2 diferentes lotes comerciales) no produjo ningin
efecto inhibitorio sobre el incremento de calcio estimulado por KCi 30 mM. Aunque
corrientes de Ca?* sensibles a esta toxina han sido descritas en células cromafines
bovinas, los experimentos mostrados indican que, o bien las células no poseian canales
de tipo N, ¢ bien no fueron activos en las condiciones experimentales en las que se
llevo a cabo este trabajo de investigacion (Hans et al, 1990). Por otro lado, o-
agatoxina-IVA produjo una inhibicion de aproximadamente un 30 % respecto del
control. Ya que esta toxina se uso a 1 uM, concentracion suficiente para inhibir canales
P y también canales Q, segin se ha descrito, estos resnltados demuestran la
participacion de alguno (o ambos) de estos tipos de canales de Ca?* (Hillyard et af.,
1992).

Los resultados de la figura 44 demuestran la participacion de canales sensibles (L) e
msensibles (P/QQ, pero no N) a dihidropiridinas en el incremento de calcio estimulado
por KC! 30 mM en células cromafines bovinas. El efecto de una premcubacion de las
células con 8Br-GMPc 100 pM durante 30 minutos se estudid sobre la entrada de
calcio a fravés de estos canales.
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Figura 45-IV. Participacién de canales de tipe L en el efecto modulador de 8Br-GMPc. A)
Efecto de la preincubacion con 8Br-GMPc sobre el incremento de calcio estimulado por un
estimulo despolarizante suave (KCl 17.7 mM) y sobre la potenciacion por (1) Bay K 8644 1
uM. B) Efecto de 8Br-GMPc sobre la inhibicion por nifedipina del incremento de calao
estimulado por KC1 30 mM. Las células cromafines se preincubaron durante 30 minutos con
nifedipina 10 uM, 8Br-GMPc 100 uM o ambos antes de la despolarizacion con KCL
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En primer lugar se estudio la participacion de canales de tipo L (fig. 45). Tal y como se
muestra en el panel B de la mencionada figura, la incubacion simultanea de las células
con nifedipina 10 pM y 8Br-GMP¢ 100 uM produjo una mhibicion del incremento de
calcio estimulado por KCl que correspondié aproximadamente a la suma de las
inhibiciones que ambos compuestos producen por separado. Este resultado sugiere gue
los canales de calcio de tipo L no participan en la modulacion por GMPc de la
respuesta secretora. Para confirmar este resultado se utilizd la dihidropindina (+) BayK
8644 (1 pM), que se comporta como agonista de canales de tipo L (Garcia et al.,
1984). Cuando este compuesto se adade a células estirnuladas mediante
despolarizaciones suaves (por ejemplo, KCl 17.7 mM, panel A de la figura 45), se
produce una considerable potenciacion de la entrada de calcio a través de canales de
tipo L. Como se muestra en esta figura, el incremento de calcio producto de la
potenciacion con () BayK 8644 no se vio afectado cuando las células se preincubaron
con 8Br-GMPc.
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Figura 46-IV. Modulacién del componente resistente a dihidropiridinas de la
entrada de calcio por 8Br-GMPec. El efecto de 8Br-GMPc sobre 1a entrada de calcio
resistente a dihidropiridinas se estudié usando neomicina (A) o w-agatoxina-IVA (B)
para bloquear estos canales. Las células cromafines se preincubaron durante 30
minutos con neomicina 0.2 mM, 8Br-GMPc 100 pM o ambos para ef panel A o con
o-agatoxina-IVA 1 uM, 8Br-GMPc¢ 100 pM o ambos para el panel B.

Por otro lado, empleando neomicina y w-agatoxina-IVA, se estudio la participacién de
los canales sensibles a estos compuestos en el efecto modulador de GMPc. La figura
46 muestra que la inhibicién del incremento de calcio citosélico inducida por 8Br-
GMPc no pudo ser aumentada cuando las células fueron incubadas con el anilogo de
GMPc y, al mismo tiempo, con neomicina (panel A) y w-agatoxina-IVA (panel B).
Estos resultados indican que la accién inhibitoria inducida por GMPc tiene lugar sobre
el mismo tipo de canales sensibles a neomicina y a w-agatoxina-IVA: canales
insensibles a dihidropiridinas, de tipo P/Q.
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La participacion de la proteina quinasa dependiente de GMPc en la modulacién de
canales de calcio queda clara a la vista de los resultados de la figura 47. De forma
similar a lo observado cuando la actividad de PKG se midié en preparaciones
semipurificadas de la enzima procedentes de células cromafines, la inhibicion del
incremento de calcio citosdlico que se observo con 8Br-GMPec se revirtié cuando en el
periodo de preincubacion se afiadié a las células el inhibidor de proteinas quinasas A y
G, H-8 (1 uM). Por el contrario, el inhibidor especifico de PKA, H-89 (100 nM), no
constgui¢ revertir el efecto mhibitorio de 8Br-GMPc. Ademas, este efecto es especifico
de nucleotidos ciclicos de guanosina, y, por tanto, muy presumiblemente mediado por
activacion de PKG, puesto que se pudo observar con otro analogo permeable de
GMPc, el dibutiril-GMP¢ (db-GMPc), pero no se observo con el derivado de
adenosina, dibutiril-AMPc (db-AMPc).
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Figura 47-1V. Efecto de los inhibidores de quinasas H-8 y H-89 sobre la
inhibicion por SBr-GMPc del incremento de calcio estimulado por
acetilcolina. Las celulas se preincubaron durante 30 minutos con 8Br-GMPc 100
#M en presencia de H-8 1 uM, H-89 100 nM o en ausencia de cualquiera de estos
inhibidores, y, a continuacion, el incremento de calcio estimuiado por acetilcolina
50 uM se midid segun se describe en la seccion de Métodos. La figura también
muestra el efecto de los dernivados dibutiril de AMPc y GMPc sobre el incremento
de calcio estimulado por Ach 50 pM.

Se ha descrito en algunos tejidos 1a participacion de proteinas G en la modulacion de
canales de cationes via protema quinasa dependiente de GMPc (Meriney e? al., 1994).
Para comprobar una posible participacion de proteinas G en la modulacion de la
funcién secretora por GMPc en el modelo experimental de las células cromafines
bovinas en cultivo, las células se preincubaron durante 24 horas con toxina pertisica de
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Bordetella pertussis (PTx) 150 ng/ml. La incubacion con toxina pertusica desacopla
irreversiblemente las proteinas G de sus sistemas efectores mediante una ADP-
ribosilacion de subunidades Go, y Gu; (Bokoch et al, 1993). En este modelo
experimental, de acuerdo a la bibliografia, es bien conocido la existencia de una
modulacion negativa de la respuesta secretora de caracter autocrino por los propios
productos de secrecion, principalmente ATP y péptidos opiaceos. Esta modulacién
negativa se produce a través de autorreceptores acoplados a proteinas G que
transducen la seiial inhibitoria a canales de Ca?* voltaje-dependientes (Doupnik y Pun,
1994; Currie y Fox, 1996; Albillos ef al., 1996a). Segin se muestra en la figura 48, en
las condiciones experimentales en las que se llevo a cabo este trabajo experimental
existe una modulacion negativa de la exocitosis a través de proteinas G como
demuestra el hecho de que exista potenciacion de la secrecion en células preincubadas
durante 24 horas con PTx. El desacoplamiento de esta ruta inhibitoria produce una
potenciacion de la secrecion de catecolaminas mediante reversion de la autoinhibicion
producida por la acumulacién de nucledtidos y opidceos en el medio extracelular
durante el cultivo. Sin embargo, el mecanismo inhibitoric basado en el GMPc
mntracelular parece ser independiente de la modulacion mediada por proteinas G como

sugiere el resultado de que la inhibicién por SNP y CNP se observd en células
preincubadas con PTx.
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Figura 48-1V. Efecto de un pretratamiento de las células con téxina
pertisica sobre la inhibiciéon por SNP y CNP de la secrecién de
catecolaminas estimulada por acetilcolina. Las células en cultivo se
trataron durante 24 horas con toxina pertisica (PTx) 150 ng/ml. Después
del pretratamiento, las células se preincubaron durante 45 minutos con SNP
100 uM, CNP 100 nM o control y, a continuacion, la secrecién de
catecolaminas estimulada por acetilcolina 50 uM se determiné segin se
describe en la seccién de Métodos.
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Aunque otros posibles mecanismos de acciéon que implicasen, por ejemplo, la propia
maquinaria secretora, no son descartables, los resultados experimentales mostrados en
éste y en el anterior capitulo apuntan hacia la participacion de canales de Ca?* voltaje-
dependientes en la modulaciéon negativa por GMPc de la funcién secretora en células
cromafines bovinas. Dichos canales podrian pertenecer al tipo insensibles a
dihidropiridinas, de tipo P/Q. En este mecanismo, dichos canales, o alguna proteina
reguladora asociada a ellos, serian susceptibles de fosforilacion por proteina quinasa
dependiente de GMPc, de tal manera que la actividad de los canales dependiese de los
niveles intracelulares del nucleédtido ciclico. La actividad de canales resistentes a
dihidropiridinas se regula, en la mayor parte de los casos descritos en la bibliografia,
mediante modulacién directa a través de proteinas G (Brown y Birmbaumer, 1990;
Miller, 1990). Sin embargo, como se muestra en estos resuitados, éste no es el caso en
células cromafines bovinas. El mecanismo encontrado en células cromafmes se parece
mas al descrito en canales de Ca”™ de tipo P expresados en oocitos de Xenopus, en los
cuales la actividad idnica de dichos canales se regula por la ruta AMPc/PKA (Fournier
etal., 1993).

Modulaciéon de la respuesta secretora por NO/GMPc: NO endégeno frente a NO
exdgeno

En el drgano intacto la liberacion de catecolammas a partir de células cromafines esta
fisiologicamente gobernada por variaciones en la frecuencia de descarga de los
terminales de las neuronas colinérgicas preganglionares que hacen sinapsis con las
células cromafines. Esta frecuencia de descarga, que es a su vez gobernada por los
nicleos cerebrales que comectan con estas neuronas, determina la concentracion
extracelular de acetilcolina y otras sustancias cotransmisoras (péptidos, etc.) que
inician y modulan, respectivamente, la secrecion de catecolaminas (Marley y Prout,
1965).

En condiciones fisiologicas, las células cromafines son estimuladas por bajas
concentraciones de acetilcolina que son responsables de una liberacion tonica de
catecolaminas al torrente sanguineo. Sélamente en condiciones de stress, los terminales
de las neuronas colinérgicas liberan acetilcolina a pleno rendimiento haciende que este
neurotransmisor alcance altas concentraciones en el medio extracelular de las sinapsis
de la médula adrenal. Estas reacciones, conocidas como respuesta de "lucha o huida”,
conducen a un notable incremento de la concentracion de catecolaminas en el torrente
sanguineo (Marley y Prout, 1965).

Los experimentos mostrados en los anteriores capitulos de esta seccion de resultados
fueron realizados con el propésito de investigar el papel del GMPc¢ como modulador de
la respuesta secretora. Con este fin se estudio el efecto de activadores de las diferentes
isoformas de guanilato ciclasa, de inhibidores de fosfodiesterasa y de analogos de
GMPc¢ sobre la secrecion de catecolaminas y el calcio citosolico estimulados por Ach
50 uM o KCl 30 mM. Estas concentraciones de secretagogo pueden considerarse
condiciones clevadas de estimulacion. No obstante, merece la pena estudiar cudl es el
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papel del GMPc en condiciones mas suaves de estimulacion, cuando Jas células se
estimulan, por ejemplo, con acetilcolina 20 pM.

Por otro lado, seglin se ha descrito en el capitulo 2 de esta seccion de resultados, las
células cromafines bovinas en cultivo producen toénicamente NO, y, por tanto,
acumulan GMPc¢ en condiciones basales. Esta acumulacion de GMPc podria también
modular la respuesta secretora, por lo que también es interesante investigar queé papel
juega el NO endégeno frente al NO exdgeno producido a partir de un donador como
SNP en la modulacién de la secrecion inducida por moderadas y altas condiciones de
estimulacién (Ach 20 y 50 uM, respectivamente). La figura 49 ilustra este estudio.

El protocolo de la figura 49 consistié en determinar la secrecién de catecolaminas y el
incremento de calcio citosolico estimulados por Ach 20 y 50 uM en células
preincubadas con 1-NAME 1 mM (para inhibir la produccién endégena de NO), ODQ
10 uM (para inhibir la produccién de GMPc a partir de guanilato ciclasa soluble), Rp-
8pCPT-GMPcS 25 uM (para inhibir cualquier efecto mediado por proteina quinasa
dependiente de GMPc), o control; en dos condiciones experimentales: en ausencia de
NO exdgeno (sin preincubacion con SNP) y en presencia de NO exogeno producido a
partir de SNP.

La figura 49 muestra que, en primer lugar y tal como se ha mostrado en anteriores
capitulos de esta seccion de resultados, SNP (NO exogeno) produjo una mhibicion de
la secrecion de catecolaminas y del incremento de calcio citosdlico estimulados por
altas dosis del secretagogo acetilcolina (Ach 50 uM) en un efecto mediado por GCS y
PKG, de acuerdo a los experimentos realizados en presencia de ODQ y Rp-8pCPT-
GMPcS. En ausencia de NO exogeno, cuando las células pueden ser influidas solamente
por la produccion tdnica de NO endogeno, los inhibidores empleados (L-NAME, ODQ
y el analogo de GMPc, Rp-8pCPT-GMPcS) no modifican la respuesta secretora control.
Este hecho indica que los niveles basales de GMPc, que son una consecuencia de la
actividad tonica de NOS y GCS, no ejercen ningin efecto modulador de la respuesta
secretora a dosis altas de secretagogo.

Por el contrario, cuando para estimular las células se usaron concentraciones de
acetilcolina de 20 puM, la preincubacion con estos inhibidores desenmascaré una
inhibicion tonica de la secrecion de catecolaminas y el incremento de calcio citosolico
mediada por las enzimas NOS, GCS y PKG. El NO exo6geno, es decir, la preincubacion
con €l donador de NO, sélo produjo inhibicién de la respuesta secretora cuando ésta
fue potenciada mediante tratamiento con L-NAME | mM. Este efecto nhibitorio de
SNP se revirti6 también con ODQ 1 pM y Rp-8pCPT-GMPcS 25 uM.

Este complejo comportamiento significa que la modulacién de la respuesta secretora
por GMPc existe y es activa en condiciones basales, pero solo se manifiesta cuando las
celulas responden a bajos o moderados estimulos. Cuando las células son estimuladas
por dosis elevadas de secretagogo, no se observa una modulacion por NO:GMPc
producido endogénamente pero si por aquel generade a partir de denadores de NO
como el nitroprusiato sodico.
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Figura 49-1V. Papel del NO endogeno frente a NO exogeno sobre la secrecion de
catecolaminas (A) y el incremento de calcio citosolico (B) en células cromafines
bovinas. Las células se preincubaron durante 60 minutos en ausencia {(control, barras
abiertas) o en presencia de L-NAME 1 mM (barras cerradas), ODPQ 10 uM (barras
patron cruzado} o Rp-8pCPT-GMPcS 25 pM (barras patron horizontal). Los 45
minutos finales de preincubacion con estos compuestos, las células se preincubaron
también en ausencia {sin SNP) o presencia (con SNP) de SNP 100 uM. A continuacion,
la secrecion de catecolaminas y el incremento de calcio citosolico estimulados por
acetilcolina 20 y 50 pM se determinaron segun se describe en la seccion Metodos, *
indica incrementos significativos en la secrecion de catecolaminas y el incremento de
calcio citosolico comparado con el valor control; # indica una inhibicion significativa por
SNP respecto del valor con L-NAME sin SNP; % indica una inhibicion sigruficativa por
SNP respecto del control; 1 indica una inhibicién significativa por SNP respecto del
valor con L-NAME sin SNP (p < 0.01 en todos los casos).
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A la vista de los resultados obtenidos a bajas dosis de Ach resulta claro que se produce
un mayor efecto modulatorio sobre la secrecion de catecolaminas que sobre el calcio
citosolico. Una preincubacion con L-NAME produjo una potenciacion de un 55 % de
la secrecion de catecolaminas, mientras que sdlo produjo un aumento (aunque
significativo) de un 20 % en el incremento del calcio citosolico. Este hecho podria
explicarse por la distinta eficacia en términos de producir secrecién de los diferentes
canales de Ca?* implicados en la exocitosis, segun ha sido sugerido por muchos autores
(Lopez et al., 1994, Artalejo et al., 1994). Durante la respuesta secretora a bajas dosis
de acetilcolina, al interior de la célula entra calcio a través de canales que no estan
acoplados de manera efectiva a la maquinaria secretora. Cuando se aumenta la dosis de
secretagogo se activan canales de Ca?* adicionales acoplados mas eficazmente al
proceso secretor que darian cuenta de un incremento sustancial de la secrecion de
catecolaminas (note la diferencia entre los valores de EC,, para secrecion y calcio por
acetilcolina, resultados, capitulo 1). La reversion de la inhibicion ténica mediante
preincubacion con L-NAME podria ser la consecuencia de la recuperacion de la
actividad de un numero pequefio de canales de Ca?* acoplados de manera efectiva al
proceso secretor, los cuales darian cuenta de la potenciacion de la secrecion que se
observo.

Con objeto de investigar si las dosis de NO, y, por tanto, de GMPc, juegan un papel
fundamental en el comportamiento diferencial de la modulacion a bajas y altas dosis de
acetilcolina, se estudid en células preincubadas con L-NAME el efecto dosis-
dependiente de SNP tanto sobre la inhibicion de la potenciacion por L-NAME
observada con 20 uM Ach, como sobre la inhibiciéon observada con Ach 50 pM. La
preincubacion con L-NAME en este experimento evito cualquier efecto mediado por
NO endogeno y, por tanto, los resultados obtenidos sélo podrian explicarse mediante
un efecto del NO generado a partir de SNP.

La figura 50 muestra que son necesarias diferentes dosis de SNP para producir un
efecto inhibitorio de la respuesta secretora estimulada por Ach 20 pM que cuando se
utiliza Ach 50 uM como estimulo. La potenciacion por L-NAME observada cuando la
secrecion se estimulé con Ach 20 pM fue inhibida por SNP con una IC,, de 0.16 +
0.02 uM. La secrecion inducida por acetilcolina 50 uM se inhibié por el donador de
NO con una ICy; de 9.2 + 0.5 pM. Esto significa que se necesitan concentraciones de
NO casi dos érdenes de magnitud mas bajas para producir la inhibicion ténica a bajas
dosis de secretagogo que para la inhibicion por NO exogeno que se observa a 50 yM
acetilcolina. Las dosis de NO requeridas para la inhibicion ténica bien podrian
corresponder con la produccion basal de NO (y GMPc¢) a partir de células cromafines
bovinas.



186 NO:GMPc en células cromafines bovinas

- 1 n
0_-_oo
o]

[ ~4
© E gp -
3 &
5 E o
o 60
» B
Q
L2 40-
[+
- =
;E.SZO—
g
2
ET o $¢—

= A= — Tt
0 0.01 0.1 1 10 100 1000

Nitroprusiato s&dico (uM]

Figura 50-IV. Efecto de SNP sobre la secrecion de catecolaminas
estimulada por dos diferentes concentraciones de acetilcolina. Las células
se preincubaron durante 60 minutos con L-NAME 1 mM. Los 45 minutos
finales de preincubacién, las células se incubaron con variables
concentraciones de SNP. A continuacion, se estimularon con Ach 20 pM
(circulos cerrados) o Ach 50 uM (circulos abiertos). La inhibicion de la
liberacion de catecolaminas se expresa como porcentaje del efecto inhibitorio
maximo de SNP sobre la secrecion estimulada por acetilcolina (20 uM Ach:
37 % de inhibicion; 50 pM Ach: 30 % de inhibicion de la secrecion de
catecolaminas).

Un modelo hipotético que explicaria este comportamiento podria consistir en un tipo
de canal de Ca? cuyos parametros de dependencia de voltaje y de flujo de iones a
través del poro estuvieran regulados por GMPc. Este nucledtido ciclico,
presumibiemente a traves de activacion de PKG y fosforilacion por PKG del canal o de
alguna proteina reguladora asociada a €I, produciria un aumento del umbral de
activacion del canal {de bajas o moderadas a altas despolarizaciones) y una inhibicion
de la corriente a través del mismo. Un mecanismo de este tipo no seria mas que un
caso particular de modulacion alostérica de la afinidad de una enzima por su sustrato;
siendo la enzima, el propio canal, y el sustrato, el voltaje. Asi, por ejemplo, un
mecanismo de este tipo recuerda la modulacion de canales de potasio dependientes de
calcio, cuya sensibilidad a voltaje y a iones calcio puede ser modificada mediante
fosforilacion por PKA (Ewald e al., 1985; Reinhart ef al, 1991), o también la
modulacion de canales de calcio neuronales por neurotransmisores como la
noradrenalina, aunque en este caso la modulacion no parece implicar una fosforilacion
del canal sino una participacién directa de proteinas G (Bean, 1989). De acuerdo al
modelo propuesto, el NO producido endogenamente seria suficiente para activar la ruta
inhibitoria hasta un estado en el que el canal, debido al desplazamiento del umbral de
activacion, seria incapaz de responder a bajas dosis de Ach; pero seria suficientemente
activo para permitir una respuesta maxima a altas dosis de secretagogo. Un incremento
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mayor de NO/GMPc, como el producido a partir de un generador exogeno como SNP,
produciria poco desplazamiento en el umbral de activacion, pero si un considerable
efecto sobre la propia actividad del canal, inhibiéndola. Un comportamiento de este
tipo podria explicarse con la existencia de diferentes residuos susceptibles de
fosforilacion por PKG a diferentes estados de activacion de la enzima.

Este hipotético modelo, de importantes implicaciones fisiologicas, tal y como se
describira en la discusion general, se complicaria mas, si cabe, por el hecho de que el
mismo estimulo que induce secrecién también produce un incremento en la actividad
NOS/GCS; vy, ain mas, el propio estimulo activa la ruta de degradacién del nucleotido
ciclico responsable del efecto modulador de la respuesta secretora.

Estos resultados demuestran que los activadores de las isoformas de guanilato
ciclasa, nitroprusiato sddico y péptido natriurético de tipo C, producen una
inhibicion de la secrecion de catecolaminas y del incremento de la [Ca®']i
estimulados por acetilcolina 50 uM o KCI 30 mM en células cromafines bovinas. Este
efecto inhibitorio es dependiente de la dosis empleada de SNP y CNP y requirio
preincubaciones con estos compuestos de 30-45 minutos.

Ambos compuestos producen inhibicion tanto de la secrecion de adrenalina como de
la noradrenalina,, sugieriendo este hecho que los elementos responsables de la
modulacion estan presentes en células adrenérgicas y noradrenérgicas.

Existe una buena correlacion entre las dosis de SNP y CNP necesarias para producir
inhibicion de la respuesta secretora y aquellas que producen incrementos en los
niveles de GMPc intracelular. Este hecho, junto con la reversion de los efectos
inhibitorios del SNP por el inhibidor de GCS, ODQ, y los de SNP y CNP por el
inhibidor de PKG, Rp-8pCPT-GMPcS, sugieren que el GMPc a través de PKG es el
responsable de la modulacion observada.

Zaprinast, un inhibidor de la fosfodiesterasa especifica de GMPc (tipo V), incrementa
los niveles intracelulares de GMPc y es capaz de inhibir la secrecion de
catecolaminas y el incremento de calcio citosolico. Este resultado confirma la
participacion del GMPc en la modulacion de la respuesta secretora de células
cromafines bovinas.

El mecanismo de accion del GMPc se investigo empleando el andlogo permeable
8Br-GMPc, un activador de la PKG. 8Br-GMPc inhibe la secrecion de catecolaminas
y el incremento de calcio estimulado por Ach 50 uM y KCI 30 mM sin modificar la
respuesta de potencial de membrana inducida por estos secretagogos. Estos
resultados sugieren que el efecto modulador tiene lugar mediante una inhibicion de la
entrada de calcio a través de canales de Ca’* voltaje-dependientes.

Utilizando diferentes bloqueantes especificos de los canales de Ca’* descritos en
células cromafines bovinas se estudio el tipo de canal implicado en este efecto. El
bloqueo de canales de tipo L con dihidropiridinas produce una inhibicion del
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incremento de calcio que es aumentada cuando las células se coincuban con 8Br-
GMPc. Sin embargo, después de tratamiento de las células con neomicina y w-
agatoxina-IVA, bloqueantes de canales insensibles a dihidropiridinas, se pierde la
capacidad de 8Br-GMPc de inhibir el incremento de calcio. Este resultado sugiere la
participacion de canales insensibles a dihidropiridinas, de tipo P/Q en el efecto
modulador de la respuesta secrefora por GMPc.

ElI NO exogeno producido a partir de SNP no modifico la secrecion de catecolaminas
cuando las células se estimularon con acetilcolina 20 uM. Sin embargo, el NO
producido endogenamente ejerce una inhibicion tonica de la secrecion en respuesta a
dosis bajas de acetilcolina, como se pone de manifiesto cuando las células se
preincuban con L-NAME, ODQ y Rp-8pCPT-GMPcS. Diferentes dosis de NO son
requeridas para inhibir la secrecion estimulada por bajas y altas dosis de
secretagogo. Este comportamiento diferencial sugiere que la dosis de NO/GMPc
determina el modo en que el efecio inhibidor por esta ruta de 2° mensajeros tiene
lugar.
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NOS y GCS en Ia médula adrenal

La enzima guanilato ciclasa, responsable de la sintesis enzimitica de GMPe, se
describié por primera vez en 1969 (Hardman y Sutherland, 1969; Ishikawa ef al., 1969;
White y Aurbach, 1969). Esta enzima, que resulto ser una entidad proteica diferente a
la adenilato ciclasa, fue encontrada tanto en fracciones solubles como en particuladas
de una amplia serie de tejidos (Kimura y Murad, 1974). En trabajos posteriores,
durante la década de los 70, muchos investigadores describieron que determinadas
hormonas podian elevar los niveles de GMPc en células intactas, pero no en
preparaciones de células rotas (Goldberg y Haddox, 1977). Este resultado sugeria que
algin tipo de mensajero quimico difusible se requeria para la activacion de la enzima.
Aunque la sensibilidad de la guanilato ciclasa soluble a 6xido nitrico se conoce desde
hace 20 afios, la significacion biologica de este resultado no fue valorada hasta el
descubrimiento en los afios 80 y los actuales 90 del papel del NO como mensajero
bioldgico en multitud de proceses fisiologicos.

Esta sucesidon cronoldgica, consistente en el descubrimiento previe de la guanilato
ciclasa soluble y después del papel del NO y de las enzimas NOS en la activacion de la
sintesis de GMPc, ha sido una constante en la caracterizacion de esta ruta de 2°
mensajeros en los diferentes tejidos, incluida la médula adrenal.

Asi, en la médula adrenal, el primer trabajo de investigacion en este campo fue la
descripcion de las caracteristicas bioquimicas de la actividad enzimaitica guanilato
ciclasa en preparaciones de médula adrenal bovina (Aunis ef al, 1978). En esta
caracterizacion, la actividad guanilato ciclasa fue detectada en las fracciones soluble y
particulada de extractos adrenomedulares. El diferente comportamiento de las
actividades enzimaticas de GC procedentes de la fraccion soluble y de la fraccion
particulada frente a fosfolipidos como lisolecitina o Triton X-100 permitio a los autores
de este trabajo sugerir que ambas actividades podrian corresponder con diferentes
entidades proteicas.

Un afio después, otro grupo de investigacion describidé que suspensiones de células
cromafines obtenidas a partir de glandulas adrenales bovinas respondian a secretagogos
con un incremento en los niveles de GMPc intracelular (Schneider et al., 1979). Esta
respuesta de GMPc se obtuvo cuando las suspensiones celulares se estimuiaron con
acetilcolina y fue mimetizada por muscarina pero no por nicotina, sugiriendo la
participacion de receptores muscarinicos en este efecto (Lemaire ef al., 1981; Derome
et al., 1981). Aunque la conclusion de estos trabajos difiere de la que se puede extraer
de los resultados del presente trabajo de imvestigacion en relacion al tipo de receptor
colinérgico implicado, segin se discutira posteriormente, estos autores fueron los
primeros en describir la activacion por acetilcolina de la sintesis de GMPc en células
cromafines bovinas.

Por otro lado, Dohi et al. describieron en glandulas adrenales de perro considerables
incrementos de la produccién de GMPc inducidos por compuestos como azida sodica,
hidroxilamina, nitrito sodico e incluso oxido nitrico gas (Dohi ef al., 1983). Aunque el
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significado fisiologico del dxido nitrico estaba aim por descubrir, todos estos trabajos
ponian de manifiesto mediante aproximaciones bioquimicas la presencia en la glandula
adrenal de una actividad enzimatica guanilato ciclasa soluble sensible a 6xido nitrico.

Cuando se empezo a conocer la funcion del NO y de la enzima NOS, y la conexion
fisiologica entre el oxido nitrico y la guanilato ciclasa soluble se hizo patente, varios
trabajos se publicaron mostrando la localizacion de NOS y su acoplamiento funcional
con la GCS en los diferentes tejidos. La médula adrenal no fue una excepcion.

En 1989, Palacios ef al. describieron tanto la sintesis de NO a partir de L-arginina
como la estimulacion de la guanilato ciclasa soluble por NO en preparaciones
citosolicas obtenidas a partir de glandulas adrenales bovinas (Palacios et al., 1989).
Este trabajo introdujo la idea de que los iones Ca?* podian jugar un papel dual en la
regulacion de los niveles de GMPc. El mecanismo a través del cual el Ca?* ejerce este
papel dual se ha estudiado en detalle en el presente trabajo de investigacion y se
discutira posteriormente,

Otros trabajos investigaron la localizacion exacta de la enzima NOS en diversos tejidos
neurales de rata empleando, o bien anticuerpos especificos frente a la enzima NOS, o
bien la tincion NADPH diaforasa, una tincidn que correlaciona en la mayoria de los
tejidos con la enzima NOS. Bredt ef ol encontraron inmunorreactividad especifica de
NOS en la médula adrenal. De acuerdo al patrén de marcaje encontrado, estos autores
propusieron que la enzima NOS estaba presente en la inervacion sinaptica de la células
cromafines (Bredt et al, 1990). Combinando marcaje de NADPH diaforasa e
inmunohistoquimico de NOS, Dawson ef a/. confirmaron este patréon y propusieron
que la enzima estaba presente en células ganglionares de la médula adrenal (Dawson et
al., 1991). Afework ef al. también encontraron inmunorreactividad de NOS en las
fibras que inervan las células cromafines (Afework ef al, 1992). Mas recientemente,
Marley ef al. detectaron nervios NOS-positivos en la médula adrenal bovina (Marley et
al., 1995).

Esta serie de trabajos tienen en comun el hecho de que la enzima NOS fue encontrada
en fibras nerviosas, pero no en células cromafines, dentro de la médula adrenal. Sin
embargo, otros investigadores fueron capaces de detectar la enzima NOS en células
cromafines.

Asi, Dun er al. describen inmunorreactividad especifica de NOS no solo en fibras
nerviosas smo también en las células cromafines de la médula adrenal de rata (Dun ef
al., 1993). Por otro lado, Oset-Gasque ef a/. detectaron tanto marcaje de NADPH
diaforasa en células cromafines bovinas como actividad enzimatica de NOS en
extractos obtenidos a partir de estas celulas (Oset-Gasque ef al., 1994). No todos los
trabajos se circunscriben al modelo bovino o al de la rata, en la médula adrenal humana
también se ha descrito NOS (Heym ef al., 1994). La NOS adrenal humana, segin
describen estos autores, estd presente en neuronas y también en las c€lulas cromafnes.

A partir de estos resultados, es facil deducir que la presencia de NOS en células
cromafines es una materia de debate. Los resultados presentados en este trabajo de
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investigacion demuestran inequivocamente que las células cromafines poseen la enzima
NOS. A esta conclusion se ha legado mediante 3 diferentes aproximaciones
experimentales.

Aunque algunos trabajos previos han sido capaces de demostrar Ia existencia de una
actividad enzimatica que convierte L-arginina en L-citrulina con caracteristicas de NOS
(Palacios et al., 1989; Moro et al., 1993; Oset-Gasque ef al., 1994), la mayor parte de
estos estudios se llevaron a cabo usando como material biologico extractos obtenidos a
partir de médula adrenal. Estos experimentos no permiten conocer la localizacion
exacta de la enzima en el tejido, especialmente teniendo en cuenta que las células
cromafines, aunque mayoritarias, no son el tmico tipo celular de la médula adrenal
Debido a que en el presente trabajo de investigacion, se determino la actividad NOS en
células cromafines bovinas intactas, estos resultados demuestran que estas células
poseen la actividad enzimatica.

La enzima NOS fue ademads detectada a nivel de proteina y a nivel de RNA mensajero
empleando técmicas inmunocitoquimicas y de deteccion de RNA especifico,
respectivamente. Estos experimentos no soélo ofrecen informacion acerca de la
localizacion de la enzima sino que permiten conocer con exactitud la isoforma presente
en las células. Mediante ambas aproximaciones experimentales, la isoforma detectada
en células cromafines fue la NOS-I (forma neuronal). Estos resultados coinciden con
las caracterizaciones llevadas a cabo previamente empleando anticuerpos especificos
anti-NOS-1. Aunque esta isoforma ha sido detectada en algunos tejidos no neuronales,
por ejemplo, misculo esquelético, los resultados del presente trabajo de investigacion
tienen sentido en tanto en cuanto las células cromafines son células de origen neural.

Obviando las dificultades que muchas veces presentan los estudios
inmunohistoquimicos en cuanto a, por ejemplo, especificidad de los anticuerpos
empleados, sensibilidad de los métodos de deteccion, etc.; el hecho de que algunos
investigadores no fueran capaces de detectar la enzima NOS en células cromafines,
pero si en su inervacion, indica quizas que las neuronas presentan una alta expresion de
la proteina mientras que en ias células cromafines la expresion pudiera mantenerse a un
nivel mas bajo.

De acuerdo a la bibliografia consultada, el presente trabajo de mvestigacion es el
primero en el que se describe la presencia de GCS en células cromafines a nivel de
proteina mediante el empleo de técnicas immunocitoquimicas. Estos estudios
demuestran la presencia en células cromafines de las subunidades o y 8 de GCS
sensible a NO. Esta enzima, para ser activa, necesita estar como un heterodimero
formado por una subunidad o y otra f. Estos resultados, por tanto, demuestran la
presencia de una enzima activa que podria dar cuenta de los incrementos en los niveles
de GMPc intracelular inducidos por donadores de NO (descritos en el presente trabajo
y et otros: Dobhi et al., 1983, Palacios ef al., 1989; Moro ef af., 1993; Oset-Gasqgue ef
al., 1994).
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Regulacién de la sefial NO:GMPc en células cromafines bovinas

La activacion de la sefial NO:GMPc en células cromafines se estudié en detalle
mediante medidas de la actividad NOS y determinaciones de GMPc, y responde
perfectamente a las caracteristicas de activaciéon de una enzima constitutiva como
NOS-I: regulacion de la actividad por Ca?’ a través de calmodulina.
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Esquema 1.- Mecanismo de activacién de la ruta NO:GMPc por secretagogos en
células cromafines bovinas. La respuesta secretora de las células cromafines se inicia
cuando el neurotransmisor acetilcolina procedente de las terminales preganglionares
alcanza la superficie de la célula cromafin, La acetilcolina interacciona con receptores
colinérgicos nicotinicos disparando la entrada de cationes Na' y Ca™ al interior de la
célula a través del receptor-canal. Esta entrada masiva de iones a través del poro
despolariza la membrana permitiendo la apertura de canales de Ca’* voltaje-
dependientes. El notable incremento en la [Ca”']i que se produce por activacion de estos
canales es suficiente para activar la calmodulina (CaM), que, a su vez, activa la NOS
asociada a ella. El oxido nitrico producido activa la GCS y el resultado final es un
incremento en los niveles de GMPc intracelular. Los otros secretagogos empleados
producen una sefial de NO:GMPc mediante activacion de alguna de las etapas de este
proceso. Asi, el agonista nicotico DMPP, como la acetilcolina, es capaz de disparar el
proceso desde su fase inicial, la interaccion con el receptor-canal nicotinico. Cloruro
potasico (KCl) actua mediante despolarizacion directa de 12 membrana. Finalmente, el
ionoforo ionomicina introduce iones calcio al interior de la célula en un proceso
totalmente independiente de receptores o canales iénicos.
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La acetilcolina, un secretagogo que eleva considerablemente la [Ca?*]i, produce un
aumento de la actividlad NOS y de los niveles de GMPc intracelular. Empleando
acetilcolina, cloruro potasico, ionomicina y el agonista nicotinico, DMPP, este trabajo
de investigacion demuestra la perfecta correlacion entre el calcio intracelular y los
niveles de GMPc. Condiciones experimentales que no producen un aumento sustancial
en la [Ca?*]i, como acetilcolina en ausencia de calcio en el medio extracelular, el
agonista muscarinico, muscarina, o veratridina; fracasan en incrementar de manera
significativa los niveles de GMPc intracelular.

El modelo presentado en el esquema 1 muestra el mecanismo de activacion de la via
NO:GMPc en células cromafines bovinas por compuestos secretagogos o afines.

Derome et al. y Lemaire et al. describieron en 1979-1981 similares resultados
experimentales con la diferencia de que estos autores atribuyeron el incremento de
GMPc inducido por acetilcolina a la activacion de receptores muscarinicos y no
nicotinicos (Derome et al., 1981; Lemaire et al., 1981). La razon para la discrepancia
existente entre estos resultados y los presentados en este trabajo de investigacion se
desconoce, aunque podria explicarse por una sustitucion de receptores muscarinicos
por nicotinicos durante el tiempo en cultivo, segin se ha descrito (Nakaki ef al., 1988).

El aumento en la [Ca?*]i estimulado por acetilcolina induce un incremento transitorio
de las actividades NOS y GCS en lo que seria el modo fisiologico de activacion de la
sefial NO:GMPc. Sin embargo, el calcio también juega un papel en el mecanismo de
inactivacion de la ruta de 2° mensajeros. Este hecho se constatd mediante la
observacion de que concentraciones de calcio que activaban la enzima NOS
aparentemente inhibian la guanilato ciclasa soluble en cerebro (Olson ef al., 1976;
Knowles et al., 1989) y también en glandulas adrenales (Palacios et al., 1989). Sin
embargo, una inhibicién por Ca?* de la guanilato ciclasa soluble purificada no pudo ser
demostrada, por lo que un mecanismo mas sutil tenia que ser responsable de la
inactivacion de la sefial Este mecanismo esta basado en la activacion por
calcio/calmodulina de una fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos (tipo 1) (Mayer y
Bohme, 1989; Mayer ef al., 1989, 1990).

Esta actividad, segiin se ha descrito, presenta ia peculiaridad de que es relativamente
insensible a IBMX incluso a concentraciones de 1 mM y presenta una pronunciada
selectividad para hidrolizar GMPc versus AMPc en un rango de concentraciones entre

2y 10 uM, es decir, podria perfectamente ser responsable del efecto observado (Mayer
etal., 1992, 1993).
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Aunque en el presente trabajo de investigacion no se ha caracterizado la isoforma de
fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos implicada en ¢l mecanismo de inactivacion, los
resultados obtenidos refuerzan la hipotesis de que los iones calcio, via calmodulina, son
capaces tanto de activar la enzima NOS, como de limitar la respuesta de GMPc
mediante la activacion de una fosfodiesterasa, segiin el modelo que se muestra en el
esquema 2.
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Esquema 2.-Mecanismos de activacién e inactivacion de la seiial NO:GMPc por
acetilcolina en células cromafines bovinas. Segin se muesira en la figura 12 de la
seccion de Resultados, cuando las células cromafines se estimulan con acetilcolina y se
determinan los niveles intracelulares de GMPc, la cinética que se observa es un
aumento transitorio de dichos niveles hasta un pico en tomno a 2 minutos de incubacion
con el secretagogo, y después los niveles retoman lentamente al valor basal. El esquema
que se muestra ilustra los procesos que desencadenan tanto la activacidn como la
inactivacion de la sefial de GMPc. Como se ha mostrado en el esquema 1, la
acetilcolina, mediante un incremento en la [Ca®"i, produce activacion de calmodulina
que, a su vez activa la NOS a sintetizar NQ, este NO produce activacion de la GCS
que finalmente sintetiza el GMPc¢. Simultaneamente a este sucesion de acontecimientos,
la calmodulina también es capaz de activar una fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos
(PDE) que es la responsable de la mactivacion de la sefal El balance. entre -la
capacidad de sintesis de GMPc a partir de GCS y de hidrélisis por parte de la actividad
fosfodiesterasa determina las variaciones en el GMPc intracelular que se observan
cuando las células se incuban con acetilcolna.
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Dentro de un esquema general de comunicacion entre neuronas, el NO actia como
mensajero intra~ e intercelular principalmente mediante la estimulacion de la enzima
GCS tanto en células productoras de NO como en células adyacentes. Teniendo en
cuenta el modelo presentado en el esquema 2, que la seiial sea o no autocrina, es decir,
que las células productoras de NO respondan o no a esta sefial con una acumulacion de
GMPc, depende en gran medida de la expresion de la isoforma de fosfodiesterasa
activable por Ca?*/CaM. Una expresion elevada de esta fosfodiesterasa seria capaz de
abolir, o al menos limitar, como ocurre en células cromafines bovinas, la sefial de
GMPc cuando ésta se induce mediante activacion en la propia célula de la enzima NOS
via Ca2*/CaM. Cuando la sefial de GMPc se induce de manera independiente de calcio,
es decir, mediante NO exdgeno o por activacion de receptores matriuréticos, el
mecanismo de inactivacién no es activo y la célula acumula grandes cantidades del
nucleotido ciclico.

Péptidos natriuréticos y sus receptores en la médula adrenal

Numerosos estudios han demostrado claramente que las células cromafines producen,
almacenan y liberan los tres miembros de la familia de péptidos natrinréticos: ANP,
BNP y CNP (Ong ef al., 1987; Pruss y Zamir, 1987, Okazaki ef al., 1989; Nguyen ef
al., 1990; Babinski et al., 1992). Sin embargo, no esta tan claro el tipo de receptor/es
que responden a estos ligandos presentes en las células cromafines.

Empleando [!25]]-ANP como ligando en estudios farmacologicos, Niina et al.
demostraron, primero, que las células cromafines bovinas poseen sitios de union
especificos para este ligando; y segundo, que la union del ligando radiactivo a estos
sitios es desplazada de manera efectiva por ANP pero no por CNP o C-ANF, un
ligando especifico del receptor que carece de actividad guanilato ciclasa (ANPC-
~ receptor) (Niina ef al., 1996). Sin embargo, segiin se describe en este mismo trabajo,
CNP produjo un considerable mayor efecto que ANP sobre los niveles intracelulares de
GMPc. S dar ninguna explicacion a esta aparente contradiccion, estos autores
concluyeron que las células poseen receptores de tipo GC-A (con actividad guanilato
ciclasa que unen preferentemente ANP y BNP).

En estudios independientes, Babinski ef al también describieron considerables
incrementos en el GMPc intracelular por CNP pero no por ANP. Mediante estos
experimentos de determinacion de GMPc y una serie de experimentos funcionales (que
seran discutidos posteriormente), estos autores concluyeron que las células cromafines
poseen dos tipos de receptores para péptidos natriuréticos, receptores GC-B, con
actividad guanilato ciclasa que preferentemente unen CNP y responsables del efecto
sobre GMPc; y receptores del tipo ANPC-receptor, no ligados a guanilato ciclasa y
responsables, seglin estos autores, de un efecto modulador de la respuesta secretora
(Babinski ef al., 1995) Sin embargo, este wltimo tipo de receptor, propuesto como sitio
de union del ANP circulante para su posterior intemalizacion y degradacion ("clearance
receptor”), no ha sido detectado en células cromafines de la médula adrenal de primate
mediante técnicas de hibridacion in situ (Wilcox ef al., 1991).
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A partir de todos estos resultados experimentales se deduce que no existe un consenso
en cuanto al tipo de receptor/es para péptidos natriuréticos presentes en las células
cromafines. El proposito del presente trabajo de investigacion esta lejos de resolver
esta incertidumbre que probablemente persistira hasta que se lleve a cabo una
caracterizacion profunda mediante técnicas de biologia molecular. En este trabajo, el
péptido natriurético de tipo C se ha empleado con el fin de incrementar los niveles de
GMPc mediante un mecanismo independiente de la guanilato ciclasa soluble, y este
hecho, de acuerdo con la bibliografia consultada, esta ampliamente probado y
aceptado. No obstante, el hecho de que CNP sea un producto de secrecion de las
propias células cromafines y, segun se ha descrito, también de células endoteliales
(Suga ef al., 1993; Yamada y Yokota, 1996), afiade sentido fisiologico a estos estudios
en tanto en cuanto estos experimentos simulan situaciones que pueden tener lugar en el
6rgano intacto.

Modulacion de la respuesta secretora por NO:GMPc

Las células cromafines poseen receptores para una amplia variedad de compuestos
(Burgoyne, 1991). Este hecho las convierte, potencialmente, en células capaces de
responder fisiologicamente a gran cantidad de estimulos. Algunos de estos agentes
producen una respuesta secretora en ausencia del secretagogo clasico acetilcolina, por
ejemplo, ATP o histarnina. Otros, en cambio, a través de rutas de 2° mensajeros mas o
menos complejas, modulan la exocitosis estimulada por secretagogos.

Aunque diferentes autores han estudiado una posible modulacion de la respuesta
secretora por GMPc en células cromafines, la bibliografia consultada sdélo aporta
resultados parciales o contradictorios, de tal manera que no existe un estudio detallado
del papel del GMPc como modulador de la respuesta secretora. El presente trabajo de
investigacion se planteé como objetivo principal la caracterizacion de esta posible
modulacion de la respuesta secretora.

Las observacion mds importante del estudio que se presenta aqui es la existencia de
una modulacion negativa de la respuesta secretora mediada tanto por el GMPc
producido por activacion de las isoformas de guanilato ciclasa, soluble y particulada,
presentes en las céhulas cromafines, como mediante el empleo de analogos permeables
del nucledtido ciclico como 8Br- o dibutiril-GMPc. Este efecto inhibitorio, que se
desarrolla lentamente en el tiempo, se acompafia de una reduccidén del incremento de
calcio intracelular estimulado por secretagogos. Una activacion de la proteina quinasa
dependiente de GMPc parece ser el mecanismo a través del cual tiene lugar el efecto
inhibitorio. A estas conclusiones se ha llegado mediante el empleo de diferentes
herramientas farmacologicas tal y como se muestra en el esquema 3. Algunos de estos
resultados experimentales confirman observaciones realizadas en trabajos previos;
otros, sin embargo, son aparentemente contradictorios, y en otros casos, se estudiaron
aspectos no tratados con anterioridad.
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Esquema 3.- Modulacién de la secrecién de catecolaminas por la ruta del
NO:GMPc. El esquema que se muestra ilustra el mecanismo propuesto para la
modulacion de la secrecién de catecolaminas por NO:GMPc de acuerdo a los resultados
obtenidos. El péptido natriurético de tipo C (CNP) activa la guanilato ciclasa
particulada. Por otro lado, el donador de NO, nitroprusiato sodico (SNP), asi como el
NO producido a partir de una NOS endégena (no mostrado) activan la guanilato ciclasa
soluble. La activacion de sendas isoformas de guanilato ciclasa conduce a un
incremento en los niveles intracelulares de GMPc, que a su vez produce activacion de la
proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG). Esta quinasa, mediante fosforilacion
directa de un canal de calcio voltaje-dependiente o de alguna proteina reguladora
asociada, inhibe la actividad de dicho cana! y, por tanto, reduce la respuesta secretora
acoplada a la actividad del canal idnico. Diferentes herramientas farmacoldgicas alteran
el efecto modulador ya que inciden en alguna de las etapas indicadas. Asi, ODQ
revierte el efecto inhibitorio de SNP mediante mhibicién de la guanilato ciclasa soluble.
E! mhibidor de la fosfodiesterasa especifica de GMPc (PDE-GMPc), zaprinast,
produce por si mismo un efecto inhibitorio sobre la secrecion ya que es capaz de
incrementar los niveles intracelulares de GMPc. Finalmente, los analogos permeables
de GMPc son capaces, o bien de producir un efecto inhibitorio (8Br- o db-GMPc), o
bien de revertir el efecto de SNP o CNP (Rp-8pCPT-GMPcS), dependiendo de que
sean agonistas o antagonistas, respectivamente, de la proteina quinasa dependiente de
GMPc,

Los primeros estudios sobre el posible efecto del GMPc sobre la secrecion de
catecolaminas fueron realizados por Derome et al. en 1981. Estos autores, empleando
el andlogo de GMPc, dibutiril-GMPc, demostraron una inhibicion de la secrecion de
catecolaminas estimulada por nicotina en células cromafines bovinas (Derome et al.,
1981). Estos resultados experimentales son confirrnados con los que se presentan en
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este trabajo de investigacion. Sin embargo, sus autores no estudiaron con mayor
profundidad el mecanismo a través del cual tenia lugar este efecto inhibitorio.

En 1990, O'Sullivan y Burgoyne estudiaron el efecto de SNP, ANP y el analogo de
GMPc, 8Br-GMPc, sobre la respuesta secretora de células cromafines. Estos autores
describen un efecto dual de estos compuestos. Cuando usaron bajas dosis de nicotina
como secretagogo, el GMPc produjo un efecto activador sobre la secrecion; mientras
que cuando estimularon las células con concentraciones altas de nicotina observaron un
pequefio efecto inhibitorio (O'Sullivan y Burgoyne, 1990). Estos investigadores no
encontraron ningun efecto sobre la secrecion basal ni sobre el calcio basal o estimulado
por secretagogos. Por otro lado, Oset-Gasque ef al., empleando NO gas, describieron
una estimulacion de la secrecion basal y también un efecto dual sobre la secrecion
inducida por nicotina, estimylatorio a bajas e inhibitorio a altas dosis de secretagogo
(Oset-Gasque ef al., 1994).

La aparente contradiccion de estos resultados con los presentados en este trabajo
puede explicarse por las diferencias en las condiciones experimentales seleccionadas.
Ambos grupos de investigacion aiiadieron el estimulo secretagogo, nicotina,
simultaneamente con el anilogo de GMPc, SNP, ANP o NO gas y midieron la
respuesta secretora que tuvo lugar durante 10 minutos de estimulacion. Teniendo en
cuenta que la respuesta secretora mayoritaria ocurre en los primeros minutos de
estimulacion con nicotina o acetilcolina, y que se necesita un tiempo para que se
produzca una sefial significativa de GMPc y posterior activacién de PKG; es poco
probable que los efectos que estos grupos de investigacion encontraron se puedan
atribuir al GMPc. Por otro lado, aunque es una practica relativamente comun en
algunos laboratorios dedicados al estudio del papel biclogico del NO, el empleo de
disoluciones gaseadas con NO para mcubar las células es un asunto delicado. En
primer lugar, resulta dificil controlar de manera efectiva las concentraciones de NO
presentes en las disoluciones; y, en segundo lugar, la alta reactividad de la molecula
acorta considerablemente su vida media en solucion y ademas la hace susceptible de
interaccionar con, por ejemplo, grupos sulfhidrilo de proteinas modificando de manera
inespecifica su actividad biologica. Teniendo en cuenta estos factores, no es extrafio
que la incubacion aguda de las células con disoluciones gaseadas con NO produzca un
efecto estimulador sobre la secrecion basal de catecolaminas como describieron Oset-
Gasque et al.

En 1995, Babinski e al. describieron un efecto inhibitorio por CNP de la secrecion de
catecolaminas estimulada por nicotina pero no por cloruro potasico. Estos autores,
basandose en las concentraciones de CNP necesarias para producir este efecto (mas
bajas que las requeridas para imcrementar los niveles de GMPc), concluyeron que
estaba mediado por el receptor de tipo ANPC-receptor, no acoplado a acumulacion de
GMPc intracelular ("clearance receptor") (Babinski ef al, 1995). Los resultados
presentados aqui, en contradiccion con los realizados por Babinski ef al., muestran que
CNP no produce ningun efecto inhibitorio a concentraciones mas bajas que aquellas
capaces de incrementar los niveles de GMPc intracelular. Resulta dificil encontrar
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alguna explicacion que permita reconciliar ambos resultados, especialmente teniendo en
cuenta que en la médula adrenal bovina o de primate no se ha detectado la presencia de
receptores de tipo ANPC-receptor (Wilcox et al., 1991; Niina ef al., 1996).

Otra serie de investigadores estudiaron la contribucion de la ruta del NO:GMPc en la
respuesta secretora de glandulas adrenales perfundidas. Moro ef al. investigaron el
efecto de una perfusién de glandulas adrenales bovinas con 1 mM L-NAME sobre la
secrecion de catecolaminas en condiciones basal o estimulada con agomistas
nicotinicos, muscarinicos, cloruro potdsico, ion6foros de calcio o estimulacion eléctrica
(Moro et al., 1993). Por otro lado, Marley et al. investigaron la posible existencia de
una modulacién de la secrecion de catecolaminas inducida por estimulacion eléctrica
del nervio esplacnico en glindulas perfundidas con SNP, L-arginina e inhibidores de
NOS (Marley et al., 1995). Ninguno de los dos grupos de investigacién fue capaz de
demostrar un efecto modulador de la exocitosis mediado por NO:GMPc. De nuevo,
resulta dificil explicar la discrepancia entre estos resultados y los mostrados aqui. Es
posible que el modo en que los agentes empleados, generadores de NO o analogos de
L-arginina, se hicieron llegar a la médula adrenal, esto es, la perfusion de las glindulas
intactas, no permita que cantidades efectivas de estos compuestos alcancen la
superficie de las células cromafines. Otras posibles explicaciones pasarian por la
existencia, o bien de mecanismos prioritarios de control de la exocitosis distintos a la
modulacién por NO:GMPc; o bien al funcionamiento de mecanismos compensatorios.
Aunque, por definicién, trabajar con la glandula entera intacta supone hacerlo en
condiciones quasi fisiologicas; en ocasiones, debido a la multiplicidad de factores que
pueden afectar al fenémeno que se esta estudiando, no es posible comparar dichos
experimentos con estudios realizados en modelos mas simples de células en cultivo.

Con estos precedentes puede parecer, aparentemente, que existe abundante bibliografia
contradictoria. Sin embargo, trabajos realizados en tejidos afines a la médula adrenal
muestran lo contrario. Asi, en células de feocromocitoma adrenal de rata (PC12) se ha
descrito que el ANP inhibe la liberacion de noradrenalina estimulada por el agonista
cotinérgico carbacol (Drewett ef al., 1988). En estas mismas células, SNP, a través de
una mecanismo mediado por GMPc, redujo la entrada de calcio inducida por
despolarizacion (Desolé et al, 1994). Estos autores sugirieron que el NO
selectivamente inhibe canales de Ca?* dependientes de voltaje en células PCI2.
Recientemente, Simard ef al. han descrito que una produccién tonica de NO/GMPc es
responsable de una reduccion de la actividad de canales de Ca®* en células PC12
(Simard et al., 1996). También, en estrecha relacion con las células cromafines o las
celulas PC12, compuestos que incrementan el GMPc inhiben la liberacion de
noradrenalina en nervios simpaticos (Greenberg e7 al., 1989). Por otro lado, en el
hipotalamo de rata, la liberacion de noradrenalina estimulada por KCI o angiotensina
también se inhibe por ANP y en cortes de cerebro, la liberacion de acetilcolina se inhibe
por 8Br-GMPc (Nordstrom y Bartfai, 1981; Vattaet al., 1993).

Volviendo a la célula cromafin, el trabajo de Torres ef ol merece un comentario
especial. Estos autores describieron en 1994 la existencia de un mecanismo
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autoinhibitorio de la secrecion de catecolaminas en células cromafines basado en la ruta
L-arginina/dxido uitrico/guanilato ciclasa (Torres ef al, 1994). Estos tesultados
constituyeron el punto de partida de los experimentos presentados en este trabajo de
investigacion, el cual se plante6 como objetivo caracterizar en profundidad el
mecanismo a través del cual se producia la inhibicion de la exocitosis. Empleando un
ingenioso disefio experimental consistente en situar tanto células cromafines como
células endoteliales de aorta en sendos filtros que fueron perfundidos con las diferentes
soluciones a estudiar su efecto sobre la secrecion, estos autores observaron que el
proceso secretor no solo estaba bajo un control autoinhibitorio mediado por la sintesis
enddgena de NO:GMPc sino que un nivel adicional de inhibicion podia obtenerse
cuando las células cromafines se perfundieron con medio expuesto a las células
endoteliales, las cuales aportan a este medio diversas sustancias, la mayoria de ellas con
propiedades vasoactivas, como prostaciclimas, endotelina y también NO.

Este tipo de experimentos plantea importantes counsideraciones fisiologicas. Si, de
acuerdo a estos resultados, tanto el NO endogeno como el exogeno pueden jugar un
importante papel en la secrecion de catecolaminas, merece la pena reflexionar acerca de
las fuentes de NO en el entorno de la médula adrenal. En primer lugar, las propias
células cromafines son productoras de NO tanto en condiciones basales como después
de incubacion con un estimulo secretor. En segundo lugar, en estrecha relacion con los
resultados de Torres ef al., las células endoteliales adrenomedulares producen y liberan
un amplia variedad de sustancias, entre ellas NO (Gosink y Forsberg, 1993). Merece la
pena destacar que la liberacion de NO a partir de células endoteliales adrenomedulares
se estimula con productos liberados a partir de las propias células cromafimes, por
gjemplo, ATP. Finalmente, de acuerdo con la bibliografia, los terminales nerviosas
también son una fuente importante de NO (Bredt ef al, 1990; Dawson et al., 1991;
Afework ef al., 1992; Dun ef al., 1993; Marley ef al., 1995). Estas terminales inervan
tanto las células cromafines como los vasos sanguineos indicando este hecho que el NO
puede jugar un doble papel; por un lado, modulador de la respuesta secretora, y por
ofro, como neurotransmisor que media una respuesta vasodilatadora (Breslow ef al.,
1993).

Con todos estos datos resulta dificil imaginar como funciona iz vivo el mecanismo de
regulacion de la respuesta secretora por la ruta del NO:GMPc. No obstante, es posible
aventurar el modo en que 1a médula adrenal puede responder a estimulos secretores de
una manera dependiente del NO producido a partir de las posibles fuentes. E1 NO
enddgeno, como se muestra en este trabajo, mantiene un tono inhibitorio cuando el
estimulo secretor es moderado o pequefio. Sin embargo, este tono inhibitorio
desaparece cuando el estimulo es grande, por ejemplo, en una situacion de stress.
Cuando una fuerte estimulacién neural produce la liberacion de gran cantidad de
acetilcolina en la hendidura sinaptica preganglionar-cromafin, el mecanismo
autoinhibitorio no es activo y se puede producir una secrecion de catecolaminas
maxima, no sujeta a regulacién. Bajo estas condiciones, €l grado de secreciéon es
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controlado por el NO exdgeno, es decir, por la estimulacion de posibles "nervios
nitrérgicos" o de las células endoteliales vecinas.

Por otro lado, el NO:GMPc produce un efecto adicional sobre la respuesta secretora
que no se puede obviar. La activacion de la proteina quinasa dependiente de GMPc
induce fosforilacion de la tirosina hidroxilasa, la enzima clave en la sintesis de
catecolaminas. La fosforilacion de TH aumenta la capacidad catalitica de la enzima y
conduce, por tanto, a una mayor acumulacién de catecolaminas en las vesiculas de
secrecion. Esto significa que la sefial de NO:GMPc produce, ademas del efecto
inhibitorio sobre la secrecion, un aumento del contenido total de catecolaminas; es
decir, mientras las células estin bajo la influencia de la sefial, no solo se inhibe la
secrecion sino que las células se preparan para una respuesta secretora futura mediante
una sintesis mas activa de catecolaminas.

Los resultados del presente trabajo de investigacion demuestran la existencia en las
células cromafines bovinas en cuitivo de una ruta de 2° mensajeros basada en
NO:GMPc que es responsable de un efecto modulador negative sobre la secrecion de
catecolaminas. No obstante, la aplicacion de técnicas experimentales adicionales, tanto
desde el punto de vista bioquimico como desde el punto de vista fisiologico, como por
ejemplo, la caracterizacion molecular de las proteinas implicadas (canales, quinasas,
etc.), estudios electrofisiologicos, medidas de secrecion in sifu, etc., serd necesaria para
confirmar de manera efectiva la participacion de estos mecanismos en la regulacion de
la secrecion de catecolaminas en el drgano intacto.
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1) Las células cromafines bovinas en cultivo poseen una ruta de segundos mensajeros
basada en las enzimas NOS y GCS.

Esta ruta es activa en condiciones basales y se estimula por secretagogos como
acetilcolina a través de un incremento de la [Ca?*],, activacion de la NOS por
Ca?*/CaM y posterior activacion de la GCS mediante el NO producido.

La GCS de células cromafines es también sensible al NO exogeno procedente de
donadores de NO como SNP.

Las células poseen también una guanilato ciclasa particulada que se activa por el
péptido natriurético de tipo C.

El GMPc intracelular esta estrechamente regulado por las enzimas de sintesis, GC
soluble y de membrana; v por las enzimas de degradacién, una de las cuales podria
ser una fosfodiesterasa de tipo I, estimulada por Ca2*/CaM. Los iones calcio, por
tanto, a través de la CaM, juegan un papel dual en el metabolismo del GMPc:
estimulador, mediante activacion de la NOS; e inhibidor: a través de la estimulacion
de una fosfodiesterasa.

2) Las células cromafines bovinas contienen proteina quinasa dependiente de GMPc
tanto a nivel de proteina como a nivel de actividad enzimatica.

Los activadores de GC soluble y particulada, SNP y CNP, producen incrementos
significativos en la actividad enzimatica de PKG.

SNP y CNP, a través de PKG, producen un aumento significativo del grado de
fosforilacion de la tirosina hidroxilasa, la enzima clave en la ruta de sintesis de
catecolaminas. Dicho mecanismo podria ser responsable del aumento sustancial del
contenido total de catecolaminas que se observa cuando las células se preincuban
con SNP o CNP.

La fosforilacion de TH mediada por GMPc/PKG parece tener lugar en los mismos
residuos que la proteina quinasa A es capaz de fosforilar.

3) La via del NO/GMPc es responsable de una modulacién negativa de la secrecion de
catecolaminas en células cromafines bovinas.

SNP y CNP producen una reduccion dependiente de la dosis y del tiempo de
incubacién de Ia secrecion de catecolaminas y del incremento de la [Ca?*];
estimulados por Ach o KClL. Este efecto inhibitorio se basa en la produccion de
GMPc y posterior activacion de la PKG.

Esta inhibicion también puede conseguirse con el inhibidor de la fosfodiesterasa
especifica de GMPc (tipo V), zaprinast.

El mecanismo molecular implicado parece ser una reduccion de la entrada de calcio
a través de canales de Ca?* dependientes de voltaje de tipo P/Q.
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El NO producido por la NOS endogena inhibe tonicamente la secrecion de
catecolaminas. Este efecto solo se observa cuando se emplean dosis bajas de
estimulacion.
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